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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve kanserden 6liimlerde kadin
cinsiyette ilk sirada yer alan kanser tiiriidiir. Invaziv duktal karsinom memenin
malign tiimorleri arasinda en bilyiik grubu olusturmaktadir. Invaziv duktal
karsinomun Oncii lezyonlari, mastektomi materyallerinde ana tiimor Kkitlesi
cevresinde bulunabildigi gibi memede kitle sikayeti ile bagvuran hastalara ait
biyopsilerde de karsimiza g¢ikmaktadir. Bu lezyonlarin birbiri ile devamlilik
gosteren ve zaman zaman i¢ ice gegen bir progresyon siirecinin parcalari oldugu
bilinmektedir. Klinik gidisin yavas veya hizli seyirli olabildigi, biyolojik olarak
heterojenite gdsteren bir hastalik olan meme tiimorlerinde ayirict tani
problemlerini ortadan kaldiracak, prognoz ve metastatik hastalik konusunda

Oongorii saglayacak immiinhistokimyasal belirte¢lere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, memenin benign proliferatif hastaliklarindan hafif derecede
epitel hiperplazisi, orta-agir derecede epitel hiperplazisi, duktal karsinoma in situ
ve invaziv duktal karsinomlar arasinda, immiinhistokimyasal olarak HMWK,
Sitokeratin 5/6, Sitokeratin 14, p27, CXCR-4 ve SDF-1 belirteclerinin, ayirici tant
problemlerini ortadan kaldwrmadaki yararlar1 ve prognostik degerleri

arastirilmstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Meme karsinomu, kadinlarda goriilen en sik kanser tiiriidiir. Kadinlar
arasindaki kanser 6liimlerinde, her yil 1 milyondan fazla 6liim ile ilk swrada yer
almaktadir. Her y1l goriilen olgu sayilar1 goz oniine alindiginda kuzey Amerika
ve kuzey Avrupa iilkeleri 6n swralarda yer alirken, bu siray1 giiney Avrupa ve
Latin Amerika {ilkeleri takip etmektedir. Asya ve Avrupa llkeleri ise bu
siralamada en son siralarda yer almaktadir. Meme kanseri olgularinin insidansinin
giderek artmasi, gelisen goriintiileme ve tarama yontemlerine baghdir. Cogu olgu,
tarama yOntemleri sayesinde erken evrelerde tani alabilmektedir ancak erken
donemde tani almak yasam beklentisinde artis ile sonu¢lanmamaktadir. Meme
kanserinden 6liim oranlar1 1930lar ile 1990lar arasinda farklilik gostermemekle
birlikte kuzey Amerika, bati Avrupa ve Avustralya gibi diinyanin bazi
bolgelerinde erken tan1 ve kombine ve gelistirilen tedaviler sayesinde meme

kanserlerinden liimlerde diisiisler gériilmeye baslamustir (1, 2).

Meme kanseri gelisimde ¢ok sayida risk faktorii tantmlanmistir (1):

1. Dogum yeri ve ¢evresel faktorler

2. Aile hikayesi: Birinci derece yakinlarinda meme kanseri varligi,
genel populasyona oranla 2-3 kat fazla meme kanseri riskini beraberinde

getirmektedir.



3.

Menstriiel ve reprodiiktif donem: Erken menars, nullipar olmak, ilk

gebelik yasmmm ge¢ olmast ve ge¢c menopoz meme kanseri riskini

arttrmaktadir.
4. Memede fibrokistik degisiklikler ve epitel hiperplazisi
5. Eksojen 6strojen kullanimi
6. Kontraseptif ajanlarin kullanimi
7. Ionize radyasyon maruziyeti
8. Meme rediiksiyon ameliyat1 ge¢irmis olmak
0. Genetik yatkinlik: Meme kanserine yonelik calismalarda, meme

kanseri gelisiminden sorumlu 2 gen bulunmustur. BRCA-1 ve BRCA-2 adi

verilen bu iki gen, swasiyla kromozom 17q ve kromozom 13qg-12-13

lokuslarinda yer alirlar. Ailesel meme kanseri olgularinin 2/3’tinden ve

sporadik meme kanseri olgulariin yaklasik %5’inden bu iki gen sorumlu

tutulmaktadir (2).

BRCA-1  geninin  irlinii, hiicre  siklusunu  diizenleyen  ve

immiinhistokimyasal yontemler ile de gosterilebilen bir fosfoproteindir. BRCA-1

mutasyonu saptanan meme kanseri olgularinda, tiimorlerin daha yiiksek dereceli

olma egilimi gosterdikleri, mediiller 6zellikler bulundurduklari, mitotik olarak

oldukca aktif olduklari, sinsityal biiyiime patternine sahip olduklari, konfluent

nekroz igerdikleri ve dstrojen reseptorlerinin negatif oldugu saptanmustir (1, 3).



Meme kanserlerinin yaklasik %50’si tist dig kadranda yerlesirler. %15°1 {ist
i¢ kadranda, %10’u alt dis kadranda ve yaklasik %5°1 alt i¢ kadranda yerlesirler.
Yaklasik %]17°s1 santral bolgede yerlesim gosterirken, %3’ diffiiz tutulum

gosterirler (1, 4).

Memenin lobiiler kanserlerinde multisentrik olma egilimi, duktal
karsinomlara gore daha yiiksektir. Teorik olarak bir meme i¢cinde multisentrik
timOr varliginda; varolan bir tiimoriin meme i¢i yayilimi veya bagimsiz 2
timoriin birlikteligi akla gelir. Cok sayida ¢alisma gostermistir ki, bir tiimorde her

iki mekanizma da rol oynayabilir (1, 2).

Bir memede invaziv meme kanseri varliginda, diger memede meme
kanseri goriilme olasiligi, normal populasyona oranla 5 kat daha fazladir. Aile
hikayesi de mevcut ise bu oran daha da yiikselmektedir. Lobiiler karsinom

olgularinda bu oran %25 ila %50 diizeylerine kadar yiikselebilmektedir (1).

2.1. MEMENIN BENiIGN PROLIFERATIF LEZYONLARI

Duktal hiperplazi meme duktus epitelindeki proliferatif durumu tanimlar.
Normal meme duktuslar1 2 tabakadan olusur: icte yerlesen luminal epitel tabakasi
ve dista yerlesen myoepitel tabakasi. Doseyici duktus epitelinin 2 veya daha ¢ok

siralt hale gelmesi ile ortaya ¢ikan durum epitel hiperplazisi olarak tanimlanmigtir

().

Epitel hiperplazisi ile meme karsinomu arasindaki iligki ilk defa 1985

yilinda Page ve Dupont tarafindan tanimlanmistir (5, 6). Histolojik olarak duktal



epitel hiperplazisi atipisiz (Usual tip) ve atipili (atipik) olmak iizere 2 gruba

ayrilarak incelenmektedir (6).

Memede benign lezyonlar i¢in yapilan biyopsilerin %25’ini atipisiz duktal
epitel hiperplazisi, %?2’sini atipili duktal epitel hiperplazisi olusturmaktadir.
Biyopsi tanisi atipisiz epitel hiperplazisi olan ve atipili duktal epitel hiperplazisi
olan hastalarin 15 yillik takip periodunda meme karsinomu gelisimi goriilme
oranlar1 swrastyla %4 ve %]10dur (6). Proliferatif meme hastaliklari, memenin
fibrokistik hastaligi, papillom ve sklerozan lezyonlar gibi memenin diger benign

hastaliklar1 ile birliktelik géstermektedir (2, 6).

2.1.1 Atipisiz (Usual) Duktal Epitel Hiperplazisi
Atipisiz duktal epitel hiperplazisi, hafif ve orta derecede duktus epitel

hiperplazisi olarak ikiye ayrilir (1, 7).

Hafif epitel hiperplazisinde, duktusu déseyen epitel hiicrelerinde 4 siray1
gecmeyecek sekilde olan sayica artis izlenir (2, 7). Hafif epitel hiperplazisinde
epitel hiicreleri duktus limenini doldurmazlar. Bu grupta yer alan hastalarin

meme karsinomu agisindan artmis risk tagimadiklar1 diisiiniilmektedir (7).

Orta derecede epitel hiperplazisi florid veya atipisiz duktus epitel
hiperplazisi olarak da isimlendirilir. Bu grupta yer alan hastalarin, normal
populasyona gore 1,5-2 kat artmis meme kanseri riski tasidiklar1 kabul
edilmektedir (1, 7). Duktusu doseyen epitel tabakasinda 4 epitel sirasinin

iizerindeki proliferasyon olarak tanimmlanir. Proliferasyon solid, bosluklar



olusturacak sekilde veya papiller yapida olabilir. Kopriiler olusturma ve tutulan
duktusu genisletme egilimindedir. Prolifere olan hiicrelerin arasinda izlenebilen
luminal bosluklar, yarik seklinde, diizensiz sekilli olup duktusun periferinde
yerlesirler. Prolifere olan hiicreler girdapsi bir paternde yerlesirler. Epitelyal
hiicreler pleomorfik olup, oval sekillidirler. Hiicrelerin niikleuslar1 bazal tabakaya,
papiller yapilara ve kdpriilesmelere paralel yerlesir. Bu goriintii hiicrelerin akar

gibi yerlesmesi olarak da tanimlanir. Niikleer atipi mevcut degildir (1, 2, 4).

2.1.2 Atipili Duktal Epitel Hiperplazisi

Atipili duktal epitel hiperplazisi, duktal karsinoma in-situ ile niikleer
monomorfizm, hiicrelerin yerlesimi ve diizglin yuvarlak liminal bosluklar
bulundurmasi gibi ortak bazi yapisal ve sitolojik bulgulara sahiptir. Hiicreler
kiimeler, mikropapillalar, kopriiler olustururlar, solid ve kribriform yapilanma

gosterirler (6, 7). Page ve arkadaglarin 1985 yilinda tanimladiklar: kriterler (5)

sunlardir;
1) Uniform hiicresel populasyon
2) Hiicreler arasinda diizgiin geometrik bosluklar veya duktuslar

icerisinde mikropapiller yapilar

3) Hiperkromatik goriiniimde niikleuslar.

Duktal karsinoma in-situ tanisi i¢in lezyonlarm bu kriterleri tam olarak
doldurmas1 ve en az 2 duktal boslukta izlenmesi gereklidir. Bu smiflamay:
doldurmayan lezyonlar atipili duktal hiperplazi olarak adlandirilmalidir (6, 7).
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Diger bir meme grubu olan Tavassoli ve arkadaslar1 bu kriterleri dolduran
alanlarin ¢apma gore bir smiflama yapmaktadir. Kriterleri dolduran lezyon 2
mm’nin altinda oldugunda atipili duktal hiperplazi olarak adlandirilan lezyon 2

mm’nin {lizerinde oldugunda duktal karsinoma in situ olarak adlandirilmaktadir

(6).

Atipili duktal epitel hiperplazisi ve duktal karsinoma in situ klonal
proliferatif siireclerdir. Ayirici tanida immiinhistokimyasal ¢alismalar ¢ok
yardimc1 olmamakla birlikte atipili duktal epitel hiperplazisi ve duktal karsinoma
in situ lezyonlarinda, epitel hiicrelerinde luminal belirteclerden Sitokeratin 19 ile
homojen pozitiflik izlenirken, Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14 gibi bazal

belirteclerin uniform ve homojen olarak kayb1 goriiliir.

Diistik dereceli duktal karsinoma in situ ve atipili duktal epitel
hiperplazisinin ~ sitogenetik bulgular1 olduk¢a benzerdir. Ikisinin ayrimu,
degisikliklerin bir duktus i¢indeki yaygmnligi ve tutulan duktuslarin yayginligi esas

alinarak yapilmalidir (6).

2.2. MEMENIN MALIGN EPITELYAL LEZYONLARI
2.2.1. in Situ Karsinom

Duktal karsinoma in situ: Duktal karsinoma in situ meme duktuslari
icerisinde, duktus bazal membranini asmayan malign epitelyal hiicre

proliferasyonu olarak tanimlanabilir.



Duktal karsinoma in situ bliylime paternine gore 5 ana alt gruba ayrilir (1,

7):

1) Kribriform: Uniform goriiniimde, kiiciik-orta biiyiikliikkte hiicrelerin
elek gibi bosluklar olusturacak sekilde dizilim gdstermesi ile olusur. izlenen
bosluklar diizgiin sinirhidir. Bosluklarin duvarlar1t Roma su kemerlerine benzetilir.

Tlimoral hiicreler bu duvarlarin uzun eksenlerine dik bir sekilde yerlesim gosterir.

2) Mikropapiller: Duktus igerisine kiigiik epitelyal kiimeler seklinde
uzanim gosteren kiiclik-orta biiyiikliikteki tiimdral hiicrelerden olusur. Kiigiik

papiller uzantilar gercek fibrovaskiiler stromal destege sahip degildir.

3) Papiller: Duktus icerisinde gercek fibrovaskiiler c¢atis1 olan papiller
yapilanma goriilir ve bu fibrovaskiiler yap1 lzerinde orta biiyiikliikte ve

fibrovaskiiler stromal yapiya dik yerlesim gosteren tiimoral hiicreler izlenir.

4) Solid: Tiimor hiicreleri duktal bosluklar1 doldurur ve kiiciik bosluklar,
nekroz veya papiller yapilanmalar icermezler. Hiicreler kiiciik veya biiyiik boyutta

olabilirler.

5) Komedo: Solid tipe benzer sekilde duktuslar1 dolduran tiimoral
hiicrelerin merkezinde belirgin nekroz alanlar1 izlenir. Sentral yerlesimli
kalsifikasyon nekroza eslik edebilir. Nekroz c¢evresindeki tiimdral hiicresel
komponentin niikleer derecesi yiiksektir ve sik mitoz goriliir. Tutulan duktuslarin

etrafindaki meme parankiminde karakteristik olarak konsantrik fibrozis izlenir.



Bu ana tiplere ek olarak clinging karsinom ve kistik hipersekretuar tipleri

de tanimlanmastir.

6) Clinging karsinom: Genislemis, i¢ci bos duktusu doseyen bir veya iki
siralt tiimoral hiicreler goriliir. Tiimoral hiicresel komponent yiiksek ve diistik
dereceli degisiklikler gosterebilir. Yiiksek dereceli formda, tiimor hiicreleri biiytik,
oldukea atipili ve yer yer tek hiicre nekrozlar1 gosteren hiicrelerdir. Bu formun
komedo duktal karsinoma in situnun bir varyanti oldugu diistiniilmektedir. Diistik
dereceli formda ise, hiicreler daha kiigiik boyutlarda ve daha benign goriiniimli
hiicrelerdir. Bu formun mikropapiller duktal karsinoma in situnun flat varyanti

oldugu da diisiiniilmektedir.

7) Kistik hipersekretuar duktal karsinoma in situ: Icleri sekretuar
materyal ile dolu kistik dilatasyon gosteren duktuslar ile karakterlidir. Memenin

benign kistik hastaliklar ile karisabilir (1).

Seyrek goriilen varyantlar olarak tash yiiziik hiicreli duktal karsinoma in
situ, apokrin tip sitolojik 6zellikler gosteren duktal karsinoma in situ, endokrin
ozellikler gosteren duktal karsinoma in situ ve kiigiik hiicreli solid duktal

karsinoma in situnun varligi akilda tutulmalidir (1, 6).

Duktal karsinoma in situ niikleer 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak 3

grupta derecelenir (3, 6).

Diisiik niikleer derece (Grade I) : Tiimérii olusturan hiicrelerin niikleuslar1

kiigiik diizgiin niikleuslardir. Niikleol seyrek olarak goriilebilir ancak belirgin
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degildir. Sik mitoz goriilmez ve nekroz beklenmeyen bir bulgudur. Liiminal
bosluklarda laminer kalsifiasyon goriilebilir. Kribriform ve mikropapiller duktal
karsinoma in situ tiplerinde goriilen niikleer derece genelde diisiik niikleer

derecedir.

Orta niikleer derece (Grade II) : Yiiksek dereceden daha az pleomorfizm

iceren ancak diisik derecede izlenen uniformitenin olmadigr ara niikleer
derecedir. Niikleol izlenebilir ancak c¢ok biiyiik boyutlara ulasmaz. Cok yaygin
olmayan nekroz goriilebilir. Yapisal olarak solid, kribriform veya mikropapiller

olabilir.

Yiiksek niikleer derece (Grade III) : Niikleus-sitoplazma orani artmus,

biiyiik, pleomorfik hiicreler goriliir. Bu hiicreler kaba kromatin paternine sahip
olup, sik olarak niikleol igerirler. Atipili formlar1 da iceren artmis mitoz dikat
cekicidir. Sik olarak nekroz goriiliir ve nekrotik alanlar distrofik kalsifikasyon
gosterebilirler. Periduktal fibrozis ve komsu vaskiiler yapilar ¢evresinde belirgin
mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu izlenir. Yapisal olarak solid, komedo,

kribriform veya mikropapiller tipte olabilir (6).

Memenin benign hiperproliferatif lezyonlariin meme kanseri gelisiminde
artmus risk olusturduklari, duktal karsinoma in situnun da artmis lokal kanser riski

ile birlikte meme kanseri gelisiminde gercek bir 6nciil oldugu bilinmektedir (8).

Lobiiler karsinoma in situ: Lobiiler karsinoma in situ makroskopik olarak

fark edilebilir bir lezyon degildir ve bagka bir sebeple almmis meme

10



biyopsilerinde rastlantisal olarak karsimiza c¢ikar. Histolojik bulgular duktal
karsinoma in situ lezyonlarmdan farkli olarak, ¢cok fazla varyasyon gostermez (1,

7).

Lobiiler karsinoma in situ, kii¢lik boyutta tlimoral hiicrelerden olusan solid
bir proliferasyondur. Tiiméral hiicreler kii¢iik, uniform, yuvarlak-oval niikleuslu,
soluk eosinofilik sitoplazmalidir. Tiimdral hiicreler intrasitoplazmik vakuoller
icerebilirler. Bu vakuoller biiyiik boyutlara ulastiklarinda hiicrelerin tash yiiziik
hiicresine benzer goriiniim almasina sebep olur. Tiimoral hiicrelerin en 6nemli
ozelligi birbirleri ile olan baglantilarin1 kaybetmis olmalaridir (1, 7). Hiicreler
arasindaki siki baglantilarin kaybi sonucu olan bu bulgu immiinhistokimyasal
olarak E-cadherin ekspresyonunun azalmasi ile sonuglanir. Lobiiler karsinoma in

situ tipik olarak terminal duktal-lobiiler iinitede izlenir ve tuttugu yapiy1 genisletir

(7).

2.2.2. invaziv Karsinom

Komsu dokulara invazyon ve wuzak metastazlar invaziv meme
karsinomlarmin  Kkarakteristik ~ozelliklerindendir. Invaziv tiimérlerin  ¢ogu
adenokarsinomlar olup, memenin parankimal epitelinden ve en sik olarak terminal
duktal lobiiler unitenin epitel hiicrelerinden gelisir. Invaziv meme kanserleri sol
memede sag memeden 1,07 kat daha fazla goriiliir. Tiimorlerin %40-50s1 tist dig

kadranda yerlesir (3, 7).

Invaziv meme karsinomlarmin tipleri sunlardir:

11



1. invaziv Duktal Karsinom, NOS

Invaziv duktal karsinom grubu, invaziv meme karsinomlari igerisinde en
sik goriilen grubu olusturur. Biiyilk ¢ogunlugu saf duktal karsinom olmakla
birlikte, diisiik oranda diger invaziv karsinom tipleri ile birliktelik gosterebilir (7).
Invaziv duktal karsinom erkeklerde de en sik goriilen invaziv meme karsinom

tipidir (6).

Makroskopik olarak 0,5 cm ile 10 cm arasinda degisen, ¢ogunlukla sert,
striasyonlar ile karakterli, smirlar1 ¢ok net olmayan, sari-gri renkli kitle lezyonu

olarak goriilmektedir. Nekroz, hemoraji ve kistik dejenerasyon alanlar1 goriilebilir

(1, 6).

Mikroskopik olarak tiimor hiicreleri, birbirleri ile devamlilik gdsteren
difiiz hiicre kiimeleri, adalar, kordonlar veya tek hiicre infiltrasyonu seklinde
goriiliir. Tibiil formasyonu, niikleer pleomorfizm ve mitotik figlirler tiimoriin
derecesini belirlerken kullanilan kriterler olup, degiskenlik gdstermektedir (1, 3,
6). Stromal desmoplazi degisen oranlarda goriiliir ve yaygimlig: ile makroskopik
olarak sert kitle goriinimii korelasyon gdstermektedir (7). Cogu olguda tiimor
cevresinde eslik eden duktal karsinoma in situ goriiliir (6, 7). Skumadz metaplazi,

noroendokrin diferansiyasyon izlenebilir.

Invaziv duktal karsinom tanis1 igin tiimdr alaninm %90’indan fazlasinm
duktal tipte olmasi gereklidir. Duktal komponent %50-90 arasinda ise, eslik eden

diger tiimoral tip belirtilerek mikst karsinom olarak isimlendirilir (6). Mikst tip
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karsinom diginda invaziv duktal karsinom tipleri pleomorfik karsinom,
osteoklastik dev hiicreler ile karakterli karsinom, koryokarsinomatz 6zellikler ile

karakterli karsinom ve melanotik 6zellikler gosteren karsinomdur.

2. invaziv Lobiiler Karsinom

Invaziv lobiiler karsinomlar, tiim meme kanserlerinin %10-15ini
olustururlar. Invaziv lobiiler karsinom tanis1 alan hastalarm ortalama yaslar:

invaziv duktal karsinom goriilme yasinda 1-3 yas daha ileri olup, 58-60’tir (3).

Makroskopik olarak irregiiler ve sinirlari net olarak secilemeyen ve her

meme kadraninda ortaya ¢ikabilen tiimédral kitleler olarak ortaya ¢ikarlar (3).

Invaziv lobiiler karsinomun klasik varyantinda, kiigiik, goreceli olarak
iiniform goriiniimde, kohezyon kaybi olan tiimoral hiicrelerin, fibréz bag doku
icerisinde tek tek infiltrasyon gosterdigi, tek swrali hiicre dizileri seklinde
biiylidiigli ve in situ lobiiler neoplazi ile tutulmus lobiillerin etrafinda konsantrik
bir goriiniim olusturdugu izlenir (1-3). Tiimoral hiicrelerin niikleuslar1 yuvarlak-
oval olup bazi hiicrelerde sitoplazmalarda liimen formasyonu goriilebilir (2). Tipik
olarak mitozdan zengin degildir. Yogun fibroz 6zellikler gosteren invaziv lobiiler
karsinomlarda bol stroma izlenir. Bazi olgularda invaziv lobiiler karsinomu

maskeleyecek diizeyde lenfositik infiltrasyon izlenebilir (2, 3).

Invaziv lobiiler karsinomun solid, alveoler ve pleomorfik varyantlar:
mevcuttur. Solid varyantinda lobiiler morfolojide ve uniform goériinimdeki timor
hiicrelerinin tabakalar halinde gelisimi izlenir. Alveoler varyantta en az 20
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tiimoral hiicreden olusan globiiler kiimeler seklinde tiimoral infiltrasyon izlenir.
Pleomorfik lobiiler karsinom, klasik invaziv lobiiler karsinom ile benzerdir ancak
belirgin niikleer pleomorfizm ve seliiler atipi mevcuttur. Siklikla tiimor ¢evresinde
tagh yiiziik hiicreleri ve pleomorfik hiicreler ile infiltre intralobiiler lezyonlar
izlenir. Pleomorfik lobiiler karsinom, apokrin ve histiositoid diferansiyasyon

gosterebilir ve fokal olarak tasl yiiziik hiicresi morfolojisinde olabilir (1, 3).

Tibiilolobiiler karsinom, lineer biiylime paterni gosteren uniform
goriinimdeki hiicreler ile kiiciik tiibiil yapilar1 olusturan tiimoral hiicrelerden
olusan mikst bir karsinomdur. Tibiilolobiiler karsinom olgularinin 1/3’iinde
lobiiler karsinoma in situ izlenir (3, 4). Saf tiibiiler karsinomlarda aksiller metastaz
olgularin %12’sinde goriiliirken, tiibiilolobiiler karsinomlarda aksiller metastaz

%43 oranlarina yiikselmektedir (3).

Invaziv duktal karsinom-Invaziv lobiiler karsinom ayirici tanis

Invaziv lobiiler karsinom ayiric1 tanisinda en biiyiik grubu invaziv duktal
karsinom olusturur. Tiimor hiicrelerinin kii¢ciik ve uniform olmasi ve hiicrelerin
kohezyon kayb1 gostermeleri yardime1 bulgulardir. Bazi olgularda ise morfolojik
ve histopatolojik kriterler ayirici tan1 yapmak i¢in yeterli olmaz. Bu asamada
immiinhistokimyasal ~ydntemler 6n plana ge¢mektedir. Invaziv lobiiler
karsinomlarda tiimor hiicreleri E-kadherin ekspresyonlarini kaybetmekte olup
HMWK (34BE12) ile pozitif boyanma 6zelligi gosterirler (1). Invaziv lobiiler

karsinom olgularinin %70-95’inde immiinhistokimyasal olarak Ostrojen reseptor
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pozitifligi, %60-70’inde progesteron reseptor pozitifligi saptanir (3). Klasik
varyant invaziv lobiiler karsinomlar nadiren Her2/neu protein over ekspresyonu

gosterirler (4).

3. Tiibiiler Karsinom

Acik bir liimeni doseyen tek sirali epitelyal hiicrelerin olusturdugu tiibiil
benzeri yapilar tlimoriin karakteristik goriinimiidiir. Tibiiler glandlarin 1yi
diferansiye dogasi, nekroz veya mitoz goriilmemesi ve hiicresel pleomorfizmin
diisiik olmasi nedeniyle radyal skar veya mikroglandiiler adenozis gibi benign
lezyonlar1 ayirict tanida akilda tutmak gereklidir. Saf tiibiiler karsinom, invaziv
meme kanserleri icinde %2den daha az oranda goriilen bir karsinomdur. Iyi
prognoza sahip olmasi ile invaziv meme kanserleri arasinda 6zel bir yeri vardir.
Diger invaziv meme kanserleri ile karsilastirildiginda daha yasli hasta grubunda
goriilmesi, boyutlarinin daha kiiciik olmasi (¢ogu olguda tiimor cap1 1 cm’nin

altindadir) ve daha az oranda lenf nodu metastazi1 yapmasi ile dikkat ¢eker (3).

Selliiler ancak ayni zamanda elastik liflerden zengin bir stroma icerisinde
dagmik yerlesim gosteren ve herhangi bir organoid yapilanma gostermeyen,
irregiiler ve koseli glandiiler yapilar izlenir. Glandiiler yapilar etrafinda myoepitel
tabakas1 yoktur ancak bazi tiibiiller etrafinda bazal membran komponentlerinin
inkomplet olarak varlig1 goriilebilir (1, 3).Cogu olguda duktal karsinoma in situ

ile tiibiiler karsinom birlikteligi goriiliir (3).
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Thbiiler karsinom, diger invaziv meme karsinomlari ile birlikte mikst tipte
karsinomlarin bir komponenti olarak da goriilebilir. Mikst karsinomlarin prognozu
tiibiiler karsinom ile invaziv duktal karsinom arasindadir (1). Saf tiibiiler karsinom
tanist i¢in, tek bir sayisal deger tiim yazarlar tarafindan kabul edilmemekle
birlikte, tiimoéral komponentin en az %75 ile %100’iniin tibiler yapilardan

olugmasi sartt mevcuttur (3)

4. Invaziv Kribriform Karsinom

Invaziv kribriform karsinom, malign meme tiimorleri arasinda %0,8-3,5
oraninda goriilen bir tiimordiir. Prognozu ve goriilme siklig1 acisindan tiibiiler

karsinoma benzer (1, 3).

Histolojik olarak tiimoriin tiimiine yakiinda invaziv kribriform yapilanma
mevcuttur. Timor, kopriiler olusturan hiicrelerin doldurdugu, koselenmeler
gosteren invaziv adalardan olusur. Tiimor hiicreleri az-orta derecede pleomofizm
gosterirler ve az sayida mitoz igerirler (1, 3, 4). Ttimor ¢evresinde kribriform tipte
intraduktal karsinom alanlar1 izlenir (3). Invaziv kribriform karsinomda invaziv
timor hiicre kiimeleri etrafinda myoepitelyal hiicre tabakasi bulunmaz ve timor

hiicre kiimeleri irregiiler yapilar seklinde gelisiglizel dagilim gosterirler (3).

Invaziv kribriform karsinoma eslik eden diger bir invaziv karsinom
varliginda tan1 mikst tipte karsinom olmalidir. Ancak eslik eden invaziv karsinom
tiibiiler karsinom oldugunda, tiibiiler karsinom komponenti tiimoral kitlenin

%350’den daha azin1 olusturuyor ise tani klasik invaziv kribriform karsinom olarak
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kalmaya devam eder (3, 6). Invaziv kribriform karsinomun prognozu tiibiiler
karsinom ile benzer olup, oldukca iyidir. Mikst olanlarin prognozu ise klasik

duktal karsinom ile invaziv kribriform karsinom arasindadir (3, 6).

5. Mediiller Karsinom

Mediiller karsinomun goriilme orani %1-7 arasinda degismekte olup,

ortalama goriilme yas1 45°tir (1, 3).

Mediiller karsinomlar goriintiileme yontemleri ile de dogrulanan, iyi
siirl, yumusak kivamda kitlelerdir. Makroskopik ayirici tanida benign lezyonlari

ozellikle fibroadenomu diisiindiirebilir (1-3).

Mikroskopik olarak da tiimor iyi sinirli olarak tanimlanabilir. Adalar
halinde, sinsityal dizilim gosteren, biiyiik, yuvarlak, pleomorfik niikleuslu, bol
sitoplazmali, belirgin niikleollii tiimoéral hiicreler mediiller karsinomun
karakteristik bulgusudur. Bu goriinlimiin tiimoriin en az %75’ inde goriilmesi
gereklidir. Timor c¢evresi stromada, arada germinal merkez olusumlar1 gosteren
belirgin lenfoplazmasitik yanit goriiliir. Smirli goriilse de nekroz sik rastlanan bir

bulgudur. Tipik/atipik sik mitoz varlig1 dikkat ¢ekicidir (2-4).

Bu kriterleri tam olarak doldurmayan tiimorler “Atipik Mediiller
Karsinom” olarak adlandirilir. Timor alaninin en az %75’ini dolduran belirgin
sinsityal biiyiime mediiller karsinom tanis1 i¢in patognomoniktir. Tiimor etrafinda
in situ karsinom varligi, cerrahi sinirlarda fokal girisler goriilmesi, timor hiicre
niikleuslarmin ~ {iniform  olusu, fokal tiibiill formasyonu bulunmasi,
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lenfoplazmasitik reaksiyonun olmamasi veya sadece tiimoral lezyonun
siirlarinda olmasi gibi atipi kriterlerinden en fazla ikisini saglayabilen tiimorler
atipik kategorisinde yer alirlar (2, 4). Kriterlerin tam olarak karsilanmadigi
tartismalt durumlar1 ortadan kaldirmak adina atipili mediiller karsinom tanimi
yerine “Mediiller 6zellikler gosteren invaziv duktal karsinom” teriminin kullanimi

onerilmektedir (2, 3, 6).

6. Miisinoz Karsinom

Mukoid veya kolloid karsinom olarak adlandirilan miisinéz karsinomun
meme karsinomlar1 arasinda goriilme oran1i  9%1-4’tlir. Siklikla postmenopozal

donemde goriiliir (1, 6).

Makroskopik olarak parlak jelatindz veya miisindz goriiniimde, yaklasik 1-
4 cm arasinda degisen boyutta, iyi smirli bir lezyon olarak izlenmektedir.
Mikroskopik olarak, genis miisin gdlciikleri icerisinde kiigiik adalar ve kiimeler
seklinde diismiis, 10-20 hiicrelik epitelyal hiicre gruplari izlenir. Bu hiicre gruplari
kribriform veya papiller yapilanma gosterebilmektedirler (1, 6). Tiimor hiicreleri
kiigiik,  hiperkromatik  niikleuslu olup  hafif derecede pleomorfizm
gostermektedirler. Sik mitoz goriilmez. Nekroz ve vaskiiler invazyon nadirdir.
Genel kural olarak, timoér alaninm %90’indan fazlasmi miisindz karsinom
olusturuyor ise saf miisindz karsinom tanis1 verilmektedir. Miisinéz karsinom
komponenti %10-50 arasinda oldugunda eslik eden diger karsinom ile mikst

karsinom tanis1 uygun olacaktir (1, 6).
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7. Bazal Tip Meme Kanseri

Meme karsinomunun, genel olarak memenin terminal duktal-lobiiler
iinitesinin luminal epitel hiicrelerinden kaynaklandigina inanilmaktadir. Son
donemde yapilan doku mikroarray ¢alismalarinda, bazal epitel hiicresi benzeri gen
ekspresyonuna sahip kii¢iik fakat onemli bir alt grup tanimlanmistir. Bazal veya
myoepitelyal fenotip goOsteren bu tiimorlerde  immiinhistokimyasal olarak
Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14 pozitifligi gosterilmektedir. Bu grup icerisinde

tanimlanan tiimorler morfolojik olarak ytliksek dereceli olan tiimorlerdir (6).

Bryan ve ark. (9) ile Rakha ve ark.’nin ¢alismalarinda (10) bazal tiimorleri

2 gruba ayirmuglardir.

e Bazal fenotip gosteren tiimorler (Sitokeratin 5/6 ve/veya

Sitokeratin 14 ekspresyonu)

» Baskin bazal karakter (hiicrelerin %S50sinden ¢ogunda

Sitokeratin 5/6 ve/veya Sitokeratin 14 pozitifligi)

» Bazal karakter (hiicrelerin %10-50sinde Sitokeratin 5/6 ve/veya

Sitokeratin 14 pozitifligi)

e Myoepitelyal fenotip gosteren tiimorler (SMA ve/veya p63

ekspresyonu)

Bazal fenotip gosteren tlimorlerin hastaliksiz sag kalimlarmin ve
prognozlarinin oldukg¢a diisiik oldugu, tiimor ¢apinin daha biiyiik oldugu, komedo
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tipte nekrozlar icerdigi, daha cok rekiirrens gosterdigi ve bazal fenotipin,
myoepitelyal fenotipten bagimsiz olarak kotlii prognostik bir belirte¢ oldugu

gosterilmistir (9, 10)

Sekretuar karsinom, Skuamoz hiicreli karsinom, Metaplastik karsinom ve
diisik dereceli adenoskuaméz karsinom da memenin nadir goriilen

tiimorlerindendir (6).

Invaziv duktal karsinomlar ve tiim diger meme karsinomlari, modifiye
Scarff-Bloom-Richardson yontemine gore, tiibiil/gland formasyonu, niikleer

pleomorfizm ve mitoz kriterleri degerlendirilerek derecelendirilir.

Meme kanserlerinde histolojik derecelendirme kriterleri Tablo 1’de

verilmistir (1).
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Tablo 1: Meme kanserlerinde histolojik derecelendirme

Tiibiil formasyonu %75 1 %10-75 %10 |
Niikleus Niikleus Niikleus
Niikleer
boyut ve seklinde boyut ve seklinde orta boyut ve seklinde
pleomorfizm
minimal farklilik derecede farklilik belirgin farklilik
Mitoz 0-8 mitoz / 10 bba 8-15 mitoz / 10 bba 167 mitoz / 10 bba

Bu 3 kritere gore elde edilen degerler toplanir ve elde edilen skora gore

derecelendirme yapilir.

Grade 1: iyi differansiye (3-5 puan)

Grade 2: orta derede differansiye (6-7 puan)

Grade 3: az differansiye (8-9 puan)

Meme kanserlerinin prognozunun belirlenmesinde kullanilan parametreler

sunlardir:
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[. Tim6r boyutu: Timor boyutu primer olarak lenf nodu tutulumu ile

iligkilidir. Tiimoriin evrelenmesinde tiimor boyutu en 6nemli belirteclerden

birisidir.

II. Aksiler lenf nodu tutulumu: Aksiler lenf nodu tutulumu hastaliksiz sag

kalimda ve toplam yasam beklentisinde en onemli belirtectir. Prognoz
tutulmus olan lenf nodu sayis1 ve hangi lenf nodu bdlgesinin tutuldugu ile

de iliskilidir (6, 7).

III. Histolojik tip: Memenin tiibiiler, invaziv kribriform, miisinz ve adenoid
kistik karsinomlar1 spesifik tip tiimorleri olup, prognozlar1 oldukca iyidir.
Ancak bir lezyonun spesifik bir tiimor kategorisinde olmasi i¢in, timoriin
%90’mdan fazlasin1t olusturmast yani baskin morfolojide olmasi

gerekmektedir.

IV. Histolojik derece: Histolojik derece, tiimoér boyutu ve lenf nodu

durumundan bagimsiz olarak prognostik bir belirtegtir.

V. Anjiolenfatik invazyon: Siklikla invaziv tiimdr alanlarinin periferinde

bulunmaktadir. Anjiolenfatik invazyon, tiimoér boyutu, histolojik derece,
tiimor tipi ve lenf nodu durumu ile direk olarak iliskili olup, varligi koti

prognostik bir bulgu olarak degerlendirilir (1, 6, 7).

VI. Hormon reseptérleri: Immiinhistokimyasal olarak gosterilebilen dstrojen

ve progesteron reseptorlerini eksprese eden tiimdrlerde, hastalarin
hastaliksiz sag kalimlarinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir (1).
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VII. Hiicre proliferasyonu: MIB-1 (Ki-67) degerleri ile belirlenen proliferatif

aktivite oldukca 6nemli bir prognostik belirtegtir (1).

VIII. Siklin D1: Cogu kanser olgusunda Siklin D1 belirtecinin ekspresyonunda
artiy goriilmekle beraber bagimmsiz prognostik bir belirteg olarak

degerlendrilmemektedir (1).

2.3. KULLANILAN IMMUNHISTOKIMYASAL BELIRTECLER
2.3.1. CXCR-4 ve SDF-1(CXCL-12)

Kemokinler, kemoatraktif sitokin ailesinden kiiclik molekiillerdir.
Bulundurdugu karakteristik rezidii sistein komponentine gore a (C-X-C), B (C-C),
v (C) ve & (C-X-X-X-C) olmak tizere dort alt gruba ayrilirlar (11). Kemokinler
hedef hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlari, G-protein iliskili reseptorlerini
kullanarak baglatirlar. G-protein iligkili reseptorler yapisal olarak yedi
transmembran proteinin kombinasyonundan olusurlar ve
mononiikleer/polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonunda goérev alwrlar (12).
CXC kemokin ailesinin kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini Interlokin-8 araciligi
ile gosterdikleri bulunmustur. Pek ¢ok calismada tiimor hiicrelerindeki 1L-8 ve
onun reseptoriiniin, tlimdriin i¢indeki yeni damar olusumu alanlarinda ve vaskiiler

endotel hiicre proliferasyonu olan alanlarda varoldugu gosterilmistir.

Kemokinler hematopoezin diizenlenmesinde, 16kosit matiirasyonunda ve
gociinde, lenfoid dokularin gelisiminde, T ve B lenfositlerin hedeflerini

bulmalarinda, anjiogenezde, hiicre iskeletinin diizenlenmesinde, hiicreler arasi siki
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baglantilarda ve hematopoetik hiicrelerin  spesifik anatomik bolgelere

yerlesmesinde rol alan proteinlerdir.

SDF-1 (CXCL-12), kemokin a alt grubunun bir iiyesi olup, CXCR-4 adli
G-protein iligkili kemokin reseptoriiniin bilinen tek ligandidir (13, 14). CXCR-4
reseptorii SDF-1"1n seleftif olarak bu reseptore baglanmas: ile aktive olur. SDF-1
ve CXCR-4 organ vaskularizasyonu, immun sistem ve hematopoetik sistem
fonksiyonlarinda onemli rol oynamaktadwr. (15). SDF-1 T lenfositler ve
monositler icin kemotaktik faktér, B hiicre Onciileri i¢in biiylime faktorii olarak
etki eder ve B hiicre ve kemik iligi gelisiminde rol oynar (16). SDF-1 kanser
hiicrelerinde lenfositler tizerindeki etkilerine benzer etkiler olusturur (17). Kucia
ve ark’na ait bir c¢alismada da SDF-1 /CXCR-4 ikilisinin Onemli bir
kemokin/kemokin reseptorii ikilisi oldugu belirtilmis ve tiimor gelisimi ve
metastaz siireclerinde rol oynadiklar1 gosterilmistir (18). Embriyolojik olarak

SDF-1 olusumunun bozulmasi normal gelisimin bozulmasina yol a¢gmaktadir.

(15).

2.3.2. p27

p27 geninin {rinid, timor siipresor olarak gorev yapan siklin bagimli
kinazlarin inhibitoriidiir. Hiicre siklusunda p27 anahtar role sahiptir. Apopitoz
regiilatorii Bel-2nin, p27 seviyelerini arttirarak hiicre siklusuna ve progresyonuna

etki ettigi bilinmektedir (19).
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2.3.3. Sitokeratinler

Hemen hemen tiim epitelyal dokularda bulunan hiicre i¢i fibroz
proteinlerdir. Molekiil agirliklarina gore tanimlanmis en az 20 alt gruba

sahiptirler.

a. Bazal sitokeratinler

Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14

Bazal sitokeratinler olarak adlandirilan Sitokeratin 5/6, Sitokeratin 14 ve
Sitokeratin 17, normal meme duktus hiicrelerinin bazal tabakasimnda bulunan
intermediate filamanlardir. Genellikle bazal terimi kullanilmakla beraber, bu

sitokeratinlerin meme duktus hiicresinde kokeni tam olarak bilinmemektedir (20).

b. Yiiksek molekiil agirhkh sitokeratin (HMWK)

34BE12 adi ile de bilinen HMWK bazal hiicrelerdeki keratin igin
spesifiktir (20). Ayiric1 tanida kullanilirken, atipisiz ve atipili epitel hiperplazisi
gibi bazal diferansiyasyonlarin1 kaybetmeyen benign lezyonlarda ekspresyonu

yardimci olmaktadir.

Baz1 arastiricilar, atipisiz duktal epitel hiperplazisi, atipili duktal epitel
hiperplazisi ve duktal karsinoma in situ lezyonlarinda HMWKnin giderek azalan
oranlarda ekspresyonunu izlemisler, bu belirtecin memenin intraduktal proliferatif

lezyonlarmin ayirici tanisinda kullaniglt oldugunu savunmuslardir (21).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. OLGULARIN SECILMESI

2006-2008 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’'nda degerlendirilmis olan modifiye radikal mastektomi
materyalleri, eksizyonel meme biyopsileri ve meme igne biyopsilerinin tiimi
incelendi. Bu meme biyopsileri i¢inden tanilar1 duktal epitel hiperplazisi, duktal

karsinoma in situ ve invaziv duktal karsinom olanlar se¢ildi.

Calismaya katilan toplam olgu sayis1 365 idi. Bu olgulardan tanisi invaziv
duktal karsinom olan olgu sayis1 277, duktal karsinoma in situ olan olgu sayis1 21,

duktal epitel hiperplazisi olan olgu sayis1 67 idi.

3.2. DOKU MIKROARRAY YONTEMI

Doku mikarray yontemi, dokularin klasik parafin bloklardan alinip, farkli
hastalara veya farkli bloklara ait dokularin ayni lam uzerinde
degerlendirilebilmesine olanak veren bir yontemdir. Bu yontem ilk olarak 1987°de

Wan, Fortuna ve Furmanski tarafindan tanimlanmistir (22).

Konenen ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bir alet yardimu ile array adi
verilen doku silindirleri, parafine gomiili doku bloklarinin  spesifik
lokalizasyonundan 6zel bir igne yardimi ile ¢ikarilir. Bu silindirler, 6zel olarak
hazirlanmig, doku icermeyen parafin bloklara, 6zel igneler kullanilarak, alet
yardimu ile yerlestirilir. Bu yontem ile, igne ¢aplarina gore degisen sayida farkl

doku Ornegi bir parafin blokta toplanmis olur. Boylece tanisal amagh veya
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arastirmalarda kullanilacak malzemenin maliyeti olduk¢a diisiik seviyelere

cekilebilmektedir. (23).

3.2.1. Doku Mikroarray Aleti Kullanilarak Bloklarin Hazirlanmasi

Meme biyopsilerinin incelenmesi sirasinda, mevcut lezyonu en iyi temsil
eden 4 mikroskopik alan isaretlendi. Bu preperatlara ait parafin bloklarda ayni
alanlar isaret kalemi ile isaretlendi. Isaretlenmis alanlarin toplanacagi parafin
bloklar alict blok, lezyonlar1 bulunduran parafin bloklar verici blok olarak
isimlendirildi. Alict bloklar, BDH marka parafin ile igerisine herhangi bir doku

yerlestirilmeden, bos parafin dokiim olarak hazirlandu.

Alic1 bloklarda, doku mikroarray aleti kullanilarak, satir ve siitunlar
seklinde 0,1 cm capta delikler agildi. Bu delikler verici bloklardan c¢ikarilan
lezyon alanlarini i¢erecekleri i¢in her bir delik satir ve siitunlarin kesisim noktalari
olarak isimlendirildi (1A, 2A gibi). Boylece bu deliklere yerlestirilecek dokularin

karigmasi engellenmis oldu.

Doku mikroarray aletinde 0,1 cm ¢apli 6zel igneler kullanilarak, verici
bloklarda isaretlenmis alanlardan lezyonu iceren parafin kolonu ¢ikarildi. Alici
bloklarda olusturulan delige, verici blokta isaretlenmis lezyon alanini igeren doku

kolonu, doku mikroarray aleti kullanilarak yerlestirildi.

Bu sekilde her birinde ortalama 20 farkli olgu bulunan 22 adet parafin blok
elde edildi. Bu parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler polilizinli

lamlara alindi.
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3.3. IMMUNHISTOKIMYASAL BOYAMA:

HMWK, Sitokeratin 14, Sitokeratin 5/6, p27, CXCR-4 ve SDF-1
ekspresyonunu  belirlemek  icin  streptavidin-biyotin  U¢li  indirekt
immiinperoksidaz yontemi kullanilarak boyama yapildi. Kullanilan HMWK
(Thermo Scientific, Mouse monoklonal IgG1), Sitokeratin 14 (Thermo Scientific,
Rabbit monoklonal 1gG), Sitokeratin 5/6 (Thermo Scientific, D5/16 B4, Mouse
IgG1/Kappa), p27 (Thermo Scientific p27 Kipl), CXCR-4 (Santa Cruz, Fusin H-
118) ve SDF-1 (Santa Cruz, P-159X) antikorlar1 sirasi1 ile 1/50, 1/500, 1/10, 1/50,
1/50, 1/50 oranlarinda PBS ile dilue edildi. Kullanilan biyotinlenmis baglayic1
(sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen olarak kullanilan
3,3’-diaminobenzidin (DAB) ve 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) ticari olarak

kullanima hazir kitler seklinde idi.

HMWK antikorunun pozitif kontrolii olarak normal deri, Sitokeratin 14
antikorunun pozitif kontrolii olarak derinin skuamoz hiicreli karsinomu,
Sitokeratin 5/6 antikorunun pozitif kontrolii olarak malign mezotelyoma, p27
antikorunun pozitif kontrolii olarak normal prostat dokusu ve prostat karsinomu,
CXCR-4 antikorunun pozitif kontrolii olarak normal dalak dokusu, SDF-1
antikorunun pozitif kontrolii olarak normal safra duktus epiteli iceren karaciger

dokusu kullanildi.

Alic1 parafin bloklardan hazirlanan kesitler HMWK, Sitokeratin 5/6,
Sitokeratin 14, p27, CXCR-4 ve SDF-1 antikorlar1 ile asagidaki prosediire gore

boyandi:
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1. Polilizinli lam iizerine alinan 4 mikronluk kesitler 56°C’lik etiivde gece

boyunca deparafinize edildi.

2. Kesitler ksilolde 30 dakika bekletildi.

3. Fiksasyon i¢in %96’lik alkolde 15 dakika tutuldu.

4. Kesitler 6nce ¢esme suyuyla, ardindan distile su ile yikand:.

5. Antijen retrival i¢gin HMWK antikoru boyanacak kesitler proteaz
enziminde 37°C’de 10 dakika bekletildi. Sitokeratin 14 ve p27 antikoru
boyanacak kesitler sitrat tampon (pH: 6) ile, Sitokeratin 5/6, SDF-1 ve
CXCR-4 boyanacak kesitler Tris-Edta (pH:9) ile mikrodalga firinda 15

dakika yiiksek 1sida kaynatildi.

6. Endojen peroksidazi bloke etmek icin oda sicakliginda %3 liikk hidrojen

peroksitte 10 dakika bekletildi.

7. Kesitler distile su ile, ardindan PBS ile yikandi.

8. Protein bloklama i¢in non-immiin protein bloklama serumunda 20

dakika tutuldu ve ardindan kurulandi.

9. Primer antikor olan HMWK, Sitokeratin 14, Sitokeratin 5/6, p27,
CXCR-4 ve SDF-1 lam iizerindeki doku kesitlerini kapatacak sekilde

damlatild1 ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

10. Kesitler PBS ile yikandu.
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11. Baglayici (sekonder) antikor (HMWK, Sitokeratin 14, Sitokeratin 5/6,
p27 i¢cin HRP Kit; Lab-Vision, Neomarkers, Fremont, California, USA,
CXCR-4 ve SDF-1 i¢in Zymed Multi-species ultra streptavidin detection
system-HRP; Zymed, Massachusetts, USA) ile oda sicakliginda 20 dakika

stire ile inkiibasyon yapildi.

12. PBS ile yikand.

13. Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 20 dakika bekletildi
(HMWK, Sitokeratin 14, Sitokeratin 5/6, p27 i¢in HRP Kit; Lab-Vision,
Neomarkers, Fremont, California, USA, CXCR-4 ve SDF-1 i¢in Zymed
Multi-species ultra streptavidin  detection system-HRP; Zymed,

Massachusetts, USA).

14. PBS ile yikand.

15. Renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla HMWK, Sitokeratin
14, Sitokeratin 5/6 antikorlar1 icin DAB (3,3’-diaminobenzidin; Lab-
Vision, Neomarkers, USA) , CXCR-4, SDF-1 ve p27 antikorlar1 i¢in AEC
(3-Amino-9-Ethylcarbazole; Zymed, USA) ile 10 dakika siire ile

inkiibasyon yapild1.

16. Distile su ile yikandi.

17. DAB kullanilan kesitlere Harri’s hematoksilen ile, AEC kullanilan

kesitlere Mayer’s hematoksilen ile zemin boyamasi yapilda.
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18. Harri’s hematoksilen kullanilan kesitler, cesme suyu ile yikandi ve 2

dakika siireyle alkolde, 2 dakika siireyle ksilolde tutuldu.

19. Mayer’s hematoksilen kullanilan kesitler PBS ile yikandi, havada

kurutuldu.

20. DAB ile boyanan doku kesitleri entellan kullanilarak, AEC ile

boyanan doku kesitleri su bazli kapatic1 ile kapatildi.

3.3.1. immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi

Immiinhistokimyasal ~ boyanmanm  degerlendirmesinde HMWK,
Sitokeratin 14, Sitokeratin 5/6, CXCR-4 ve SDF-1 i¢in sitoplazmik boyanma, p27
icin niikleer boyanma pozitif olarak kabul edildi. Boyanma degerlendirilirken her
bir olguda pozitif boyanan hiicrelerin yayginligi dikkate alindi. Sonuglar %

oranlar olarak belirtildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Coklu gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in; normal dagilim goésteren
sayisal degiskenlerde ANOVA, normal dagilim gostermeyen degiskenlerde
Kruskal Wallis testi kullanildi. Coklu grup alt analizlerinde; normal dagilim
gosteren sayisal degiskenlerin iki grup arasindaki karsilastirmalar1 Student T testi
ile normal dagilim gostermeyen sayisal degiskenlerin iki grup arasindaki
karsilastirmalar ise Mann Whitney U testi kullanilarak yapildi. Genel anlamlilik

diizeyi (P) 0.05 olarak belirlenmistir. Alt grup analizlerinde P anlamlilik diizeyi
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Bonferroni diizeltmesi yapilarak degerlendirildi. Analizlerin yapilmasinda SPSS

12.0 (SPSS Inc, Chicago USA) programi kullanildi.

4. BULGULAR

Calismaya katilan 365 olgunun, 277’si invaziv duktal karsinom idi. Bu
olgularin 213’0 invaziv duktal karsinom komsulugunda duktal karsinoma in situ
alan1 icermeyen, 64’1 ise invaziv timor komsulugunda duktal karsinoma in situ
komponentine sahip olan tiimorlerdi. 21 olgu duktal karsinoma in situ olup,
invaziv timor alani igermiyordu. Epitel hiperplazisi olgusu 67 adet olup, bu
olgularm 31’1 agir-orta derecede epitel hiperplazisi, 36’s1 ise hafif derecede epitel
hiperplazisi idi. Kanser varligina gore ikiye ayrilan olgu grubunda, 298 olgu
kanser (invaziv duktal karsinom ve duktal karsinoma in situ lezyonlarinin
toplami) ve 67 olgu ise kanser igcermeyen (hafif derecede epitel hiperplazisi ve

orta-agir derecede epitel hiperplazisi) grup olarak degerlendirildi (Tablo 2).

Tablo 2: Tanilara gore olgularin dagihm

250 - M invaziv+intraduktal
200 -
150 + invaziv
100 - H intraduktal
50 - .
0 _1 ] M orta-agir epitel

hiperplazisi
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Invaziv duktal karsinom olgularindan 115°i grade 3, 134’ii grade 2, 25’i
grade 1 idi. 3 olgu yeterli tiimor alan1 icermeyen biyopsi Ornekleri olup, grade

verilmemis olgular idi (Tablo 3).

Tablo 3: Invaziv duktal karsinom olgularinin derecelerine gore dagilim

120 -~
100 -
80 -
60 -
‘218 i .m_l_:. M invaziv+intrad
0 =R ! uktal
grade 1l | grade2 | grade3
M invaziv+intraduktal 8 28 28
invaziv 17 106 87

Timor boyutu bilgisi invaziv duktal karsinom olgu grubunda mevcuttu, en
biiylik tiimor cap1 7 cm, en kiigiik tiimor ¢ap1 0,4 cm, tiimdr cap1 ortalamasi 2,58
cm idi. Invaziv duktal karsinom ve duktal karsinoma in situ tanis1 alan 298
olgunun 157 tanesi mastektomi ve eksizyonel biyopsi materyali, 141 tanesi igne
biyopsisi idi. Bu nedenle tiimor ¢ap1 bilgisine ancak mastektomi ve eksizyonel
biyopsilerde ulasildi. 157 olgudan tiimdr ¢ap1 2 cm ve altinda olan olgu sayis1 80,

2 cm’den biiyiik olan olgu sayis1 77 idi.

Invaziv duktal karsinom olgular1 icerisinde lenf nodu eksizyonu bulunan
olgu sayis1 143 idi. Bu olgularin 73’iinde 1 veya daha fazla lenf nodunda metastaz

bulunurken, 70 olguda metastatik hastalik mevcut degildi (Tablo 4).

Tablo 4: Invaziv duktal karsinom olgularimn metastaz varh@na gore

dagilhimi.
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: metastaz (-)

49% metastaz (+)

51%

Immiinhistokimyasal boyanma degerlendirilirken lezyona ait hiicrelerin

boyanma yaygimligi % deger olarak belirtildi.

HMWK belirteci ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel hiperplazisi
grubunda ortalama %14, orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda %20,
duktal karsinoma in situ grubunda %5, intraduktal komponent icermeyen invaziv
duktal karsinom grubunda %S5 ve intraduktal komponent iceren invaziv duktal

karsinom grubunda %8 olarak bulundu (Tablo 5).

Tablo 5: HMWK ekspresyonunun olgulara gore dagihimu (ortalama)

B Hafif EH
Orta-agir EH
B DCis

B jnvaziv (intraduktal -)

¥ jnvaziv (intraduktal +)

Ortalama (%)
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Hafif derecede epitel hiperplazisi grubu ile orta-agir derecede epitel
hiperplazisi grubu arasinda HMWK ekspresyonu acisindan anlamh fark
saptanmazken, hem hafif derecede epitel hiperplazisi grubunun hem de orta-agir
derecede epitel hiperplazisi grubunun HMWK ekspresyonlar1 intraduktal
komponent icermeyen invaziv duktal karsinom olgu grubundan fazla olup
istatistiksel olarak anlamlilik gostermekte idi (p<0,005). Hafif derecede epitel
hiperplazisi ve orta-agir derecede epitel hiperplazisi olgular1 duktal karsinoma in
situ ve intraduktal karsinom komponenti igeren invaziv duktal karsinom olgulari
ile karsilastirildiginda daha yiiksek oranlarda HMWK ekspresyonuna sahipti
(p<0,05). Olgular kanser varligma gore degerlendirildiginde kanser olgu
gruplarnin  toplaminda HMWK ile boyanma tiim epitel hiperplazileri

gruplarindan anlamli olarak daha az bulundu (p<0,0001) (Tablo 6).
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Tablo 6: HMWK ekspresyonunun olgulara gore dagilinm

Boyanma
Olgu sayis1 | yayginhgi ort. p (<0,005)
(%)
Hafif duktal 36 14+19 OAEH 0,55
epitel
hiperplazisi DKIS 0,03
Inv(int-) 0,0007
Inv(int+) 0,02
Orta-agir 31 2028 DKIS 0,01
duktal epitel
hiperplazisi Inv(int-) 0,0001
Inv(int+) 0,006
Duktal 21 5+11 Inv(int-) 0,91
karsinoma in
situ Inv(int+) 0,66
inv. duktal 213 5+15 Inv(int+) 0,56
kars.
(intraduktal -)
inv. duktal 64 8+21 Inv(int-)
kars.
(intraduktal+)

Kanser grubunu olusturan komponentler arasinda HMWK ekspresyonu
acisindan farklilik saptanmadi. HMWK ekspresyonu lenf nodu metastaz durumu
ve timor capi1 degiskenleri ile karsilastirildiginda anlamli farklilik izlenmedi

(Tablo 7).
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Tablo 7: HMWK ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilimm

Kanser varhgi

Var 298 6+16 p <0,0001
Yok 67 17+£24

Tiimor boyutu

2cm | 80 7+18 p 0,14
2cm 1 77 6+18

Metastaz varhgi

Var 73 6+16 p 0,93
Yok 70 8+£20
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Resim la: Invaziv duktal karsinom olgusunda HMWK ekspresyon kaybi
(DAB x100). Resim 1b: Hafif derecede epitel hiperplazisi olgusunda %30
oraninda HMWK ekspresyonu (DAB x200). Resim 1c: Orta-agir derecede epitel

hiperplazisi olgusunda %100 oraninda HMWK ekspresyonu (DAB x200)

Sitokeratin 14 belirteci ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel
hiperplazisi grubunda ortalama %2, orta-agir derecede epitel hiperplazisi
grubunda %§8, duktal karsinoma in situ grubunda %4, intraduktal komponent
icermeyen invaziv duktal karsinom grubunda %2 ve intraduktal komponent iceren

invaziv duktal karsinom grubunda %1 olarak bulundu (Tablo 8).

Tablo 8: Sitokeratin 14 ekspresyonunun olgulara gore dagilim (ortalama)

B Hafif EH
Orta-agirEH
H DCiS

B invaziv (intraduktal -)

invaziv (intraduktal +)

Ortalama (%)

Hafif derecede epitel hiperplazisi grubu ile orta-agir derecede epitel
hiperplazisi gruplar1 arasinda Sitokeratin 14 ekspresyonlar1 arasinda anlamli
farklilik saptanmamakla beraber orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda
bu belirtecin ekspresyonu hafif derecede epitel hiperplazisi grubunda daha yiiksek

bulundu (Tablo 9).
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Tablo 9: Sitokeratin 14 ekspresyonunun olgulara gore dagilim

Boyanma
Olgu sayis1 | yayginhgi ort. p (0,005)
(%)
OAEH 0,16
Hafif duktal DKIS 0,70
epitel 36 2+8
hiperplazisi Inv(int-) 0,40
Inv(int+) 0,74
DKiS 0,40
Orta-agir _
duktal epitel 31 8+18 Inv(int-) 0,004
hiperplazisi
Inv(int+) 0,05
Duktal Inv(int-) 0,23
karsinoma in 21 4+11
situ Inv(int+) 0,48
inv. duktal
Kars. 213 2+10 Inv(int+)
(intraduktal -)
inv. duktal 0,57
Kkars. 64 1£3 Inv(int-)
(intraduktal+)

Kanser grubu ile epitel hiperplazisi grubu arasinda ve kanser grubunun
komponentleri arasinda Sitokeratin 14 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli olabilecek bir ekspresyon izlenmedi. Metastatik lenf nodu bulunduran
olgularda Sitokeratin 14 ekspresyonu, metastatik hastalig1 olmayan olgulara gore

daha yiiksekti. Timor ¢ap1 2 cm’nin lizerinde olan olgularda ortalama Sitokeratin
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14 ekspresyon ylizdesi, timor ¢ap1 2 cm ve altinda olan olgulardan daha ytiksekti

(Tablo 10)

Tablo 10: Sitokeratin 14 ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilim

Kanser varhgi

Var 298 249

p 0,03
Yok 67 5+13
Tiimor boyutu
2cm | 80 2+11

p 0,38
2cm 1t 77 2+10
Metastaz varhg
Var 73 3+14

p 0,24
Yok 70 1+7
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Resim 2a: Invaziv duktal karsinom olgusunda Sitokeratin 14 ekspresyonu
kaybi (DAB x100). Resim 2b: Invaziv duktal karsinom olgusunda %100 oraninda
Sitokeratin 14 ekspresyonu (DAB x100). Resim 2c: Duktal karsinoma in situ
komponenti iceren invaziv duktal karsinom olgusunda Sitokeratin 14 ekspresyonu
kaybi (DAB x200). Resim 2d: Invaziv karsinom alanlarinda %100 oraninda

Sitokeratin 14 ekspresyonu (DAB x200)

Sitokeratin 5/6 belirteci ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel
hiperplazisi grubunda ortalama %9, orta-agir derecede epitel hiperplazisi
grubunda %25, duktal karsinoma in situ grubunda %22, intraduktal komponent
icermeyen invaziv duktal karsinom grubunda %25 ve intraduktal komponent

iceren invaziv duktal karsinom grubunda %23 olarak bulundu (Tablo 11).
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Tablo 11: Sitokeratin 5/6 ekspresyonunun olgulara gore dagilinu (ortalama)

B Hafif EH
Orta-agir EH
m DCIS

B invaziv (intraduktal -

M Invaziv (intraduktal
Ortalama (%) +)

Hafif derecede epitel hiperplazisi grubunda Sitokeratin 5/6 ekspresyonu
orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubundan belirgin olarak daha az saptandi
(p<0,05). Kanser grubu ile hafif derecede epitel hiperplazileri karsilastirildiginda
Sitokeratin 5/6 ekspresyonun kanser olgularinda belirgin artis1 mevcuttu. invaziv
duktal karsinom olgularinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek boyanma oranlari

saptandi (p<0,05) (Tablo 12).
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Tablo 12: Sitokeratin 5/6 ekspresyonunun olgulara gore dagihmm

Olgu sayisi Boyanma
yayginhgi ort. p (0,005)
(%)
Hz}fif duktal OAEH 0.06
epitel
hiperplazisi .
perp DKIS 0,07
36 9+19
Inv(int-) 0,001
Inv(int+) 0,01
Orta-agir .
duktal epitel DKIS 0,56
hiperplazisi I
31 25426 Inv(int-) 0,79
Inv(int+) 0,49
ll?z:lrl;::::)ma in Inv(int-) 0,53
. 21 22431
situ . .
Inv(int+) 0,83
inv. duktal _
Kkars. 213 25433 Inv(int+)
(intraduktal -)
inv. duktal _ 0,63
kars. 64 23+31 Inv(int-)
(intraduktal+)

Kanser grubu elemanlarmin arasinda Sitokeratin 5/6 eksprese eden tiimdral
hiicrelerin orani intraduktal komponenti olan ve olmayan invaziv duktal
karsinomlar grubunda duktal karsinoma in situ grubundan yiliksek bulundu.
Sitokeratin 5/6 ekspresyonu kanser grubunda daha yiiksekti (p=0,05). Metastatik

lenf nodu olan olgularda, metastaz icermeyen olgulara gore ve tiimor ¢apr 2
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cm’den biiyiik olan olgularda tiimdr ¢ap1 2 cm’den kii¢lik olan olgulara gore daha

yiiksek Sitokeratin 5/6 ekspresyonu izlendi (Tablo 13).

Tablo 13: Sitokeratin 5/6 ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilinm

Kanser varhgi

Var 298 24432 p 0,05
Yok 67 16+24

Tiimor boyutu

2cm | 80 23+30 p 0,14
2cm 1t 77 31435

Metastaz varhg

Var 73 29+34 p 0,36
Yok 70 26+33
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Resim 3a: Epitel hiperplazisi olgusunda negatif Sitokeratin 5/6
ekspresyonu (DAB x100). Resim 3b: Duktal karsinoma in situ olgusunda %40

oraninda Sitokeratin 5/6 ekspresyonu (DAB x200).

Resim 3c: Invaziv duktal karsinom olgusunda %100 oraninda Sitokeratin
5/6 ekspresyonu (DAB x100). Resim 3d: Invaziv duktal karsinom olgusunda

%100 oraninda Sitokeratin 5/6 ekspresyonu (DAB x200).

p27 ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel hiperplazisi grubunda
ortalama %10, orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda %18, duktal

karsinoma in situ grubunda %3, intraduktal komponent icermeyen invaziv duktal
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karsinom grubunda %4 ve intraduktal komponent igeren invaziv duktal karsinom

grubunda %6 olarak bulundu (Tablo 14).

Tablo 14: p27 ekspresyonunun olgulara gore dagilim (ortalama)

W Hafif EH
Orta-agirEH
m DCiS

W invaziv (intraduktal -)

invaziv (intraduktal +)

Ortalama (%)

Orta-agr derecede epitel hiperplazisi grubunda p27°’nin niikleer
ekspresyonu hafif derecede epitel hiperplazisi grubundan daha fazla saptandi
(p<0,005). Hafif derecede epitel hiperplazisi grubu (ort: 10) ile kanser olgu
grubunun tiyeleri karsilastirildiginda (sirasiyla ort: 3, 4, 6) p27nin hafif derecede
epitel hiperplazisi grubunda daha yiiksek oranlarda eksprese oldugu izlendi.
Intraduktal komponent igermeyen invaziv duktal karsinom olgu grubu ile hafif
derecede epitel hiperplazisi grubu arasinda boyanma oranlar1 arasinda anlamli
fark mevcuttu (p=0,005). Orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda p27
ekspresyonu kanser grubunun tiim elemanlarindan (duktal karsinoma in situ,
intraduktal komponenti olan invaziv duktal karsinom, intraduktal komponenti
bulunmayan invaziv duktal karsinom) daha yiiksek saptandi (p<0,0001). Kanser
grubu icerisinde duktal karsinoma in situ grubu ile invaziv duktal karsinom

gruplar1 arasinda farklilik mevcut degildi (Tablo 15).
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Tablo 15: p27 ekspresyonunun olgulara gore dagihim

Boyanma
Olgu sayis1 yayginhgi ort. p (0,005)
(%)
OAEH 0,001
Hafif duktal DKiS 0,29
epitel 36 10+£17
hiperplazisi Inv(int-) 0,005
Inv(int+) 0,48
DKIiS <0,0001
Orta-agir _
duktal epitel 31 18+14 Inv(int-) <0,0001
hiperplazisi
Inv(int+) <0,0001
Duktal Inv(int-) 0,13
karsinoma in 21 344
situ Inv(int+) 0,66
inv. duktal _
kars. 213 4+£10 Inv(int+)
(intraduktal -)
inv. duktal _ 0,004
kars. 64 6+11 Inv(int-)
(intraduktal+)

Kanser iceren grup (duktal karsinoma in situ, intraduktal komponenti olan
invaziv duktal karsinom, intraduktal komponenti bulunmayan invaziv duktal
karsinom) ile kanser igermeyen grup (hafif derecede epitel hiperplazisi , orta-agir
derecede epitel hiperplazisi) karsilastirildiginda, kanser iceren olgu grubunda p27
ekspresyonunda belirgin kayip izlendi (p<0,0001). Tiimdr ¢apt 2 cm’in altinda
olan olgu grubunda p27 ekspresyonu (ort: 5), timor ¢cap1 2 cm’in iizerinde olan
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olgu grubundan (ort: 2) istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha

yiiksek bulundu. Metastatik lenf nodu varligi ile p27 ekspresyonu arasinda

anlaml iligki saptanmadi (Tablo 16).

Tablo 16: p27 ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilim

Kanser varhgi

Var 298 4+10
p <0,0001

Yok 67 14+16
Tiimor boyutu
2cm | 80 5+11

p 0,16
2cm 1t 77 2+7
Metastaz varhg
Var 73 4+11

p 0,07
Yok 70 4+8
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Resim 4a: Duktal karsinoma in situ komponenti bulunan invaziv duktal
karsinom olgusunda p27 ekspresyon kaybi (AEC x100). Resim 4b: Duktal
karsinoma in situ komponenti bulunan invaziv duktal karsinom olgusunda %25

oraninda nukleer p27 ekspresyonu (AEC x200).

Resim 4c: Invaziv karsinom alaninda %350 oraninda p27 ekspresyonu

(AEC x400). Resim 4d: Epitel hiperplazisi olgusunda %60 oraninda p27

ekspresyonu (AEC x400).

SDF-1 ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel hiperplazisi grubunda
ortalama %23, orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda %33, duktal

karsinoma in situ grubunda %350, intraduktal komponent icermeyen invaziv duktal
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karsinom grubunda %33 ve intraduktal komponent igeren invaziv duktal karsinom

grubunda %34 olarak bulundu (Tablo 17).

Tablo 17: SDF-1 ekspresyonunun olgulara gore dagihimi (ortalama)

m Hafif EH

Orta-agir EH
m DCiS

M invaziv (intraduktal -)

™ invaziv (intraduktal +)

Ortalama (%)

SDF-1 ekspresyonu kanser olgu grubunda kanser olmayan olgu grubuna
gore anlamli olarak daha fazla idi (p<0,03). Kanser olmayan olgu grubu kendi
icinde degerlendirildiginde orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda (ort:
33) hafif derecede epitel hiperplazisi grubuna (ort: 23) gore yiiksek SDF-1
ekspresyonu izlendi. Duktal karsinoma in situ grubunda SDF-1 ekspresyonu (ort:
50) her iki epitel hiperplazisi grubundan fazla ekspresyon gostermekte olup, bu
fark hafif derecede epitel hiperplazisi grubu ile istatistiksel olarak anlamli farkli
idi (p<0,005). Duktal karsinoma in situ olgu grubunda (ort: 50) SDF-1 belirteci
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber invaziv duktal karsinom olgu
grubundan (ort: 33,5) daha yiiksek ekspresyon gostermekteydi. Invaziv duktal
karsinom olgularinda SDF-1 ekspresyonu gruplar arasi fark gostermemekte idi

(Tablo 18).

50



Tablo 18: SDF-1 ekspresyonunun olgulara gore dagilimm

Boyanma
Olgu sayis1 | yayginhgi ort. p (0,005)
(%)
OAEH 0,21
Hafif duktal DKIS 0,004
epitel 36 23+28
hiperplazisi Inv(int-) 0,01
Inv(int+) 0,07
DKIS 0,06
Orta-agir _
duktal epitel 31 33432 Inv(int-) 0,65
hiperplazisi
Inv(int+) 0,75
Duktal Inv(int-) 0,06
karsinoma in 21 50+38
situ Inv(int+) 0,12
inv. duktal
Kkars. 213 33428 Inv(int+)
(intraduktal -)
inv. duktal 0,98
Kkars. 64 34+32 Inv(int-)
(intraduktal+)

Metastatik hastalik varliginda tiimor hiicrelerinde SDF-1 ekspresyonu artig

gostermekle birlikte tiimor ¢api ile SDF-1 belirtecinin ekspresyonu arasinda bir

iligki saptanamadi (Tablo 19).
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Tablo 19: SDF-1 ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilim

Kanser varhg:

Var 298 34430

0,03
Yok 67 27430
Tiimor boyutu
2cm | 80 34428

0,45
2cm T 77 29425
Metastaz varhgi
Var 73 34427

0,23
Yok 70 30428

Resim Sa: Invaziv duktal kasinom olgusunda %100 oranmnda SDF-1

ekspresyonu (AEC x100). Resim Sb: Invaziv duktal karsinom olgusunda yaygm

sitoplazmik SDF-1 ekspresyonu (AEC x200)

CXCR-4 ile boyanma oranlar1 hafif derecede epitel hiperplazisi grubunda

ortalama %15, orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda %15, duktal
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karsinoma in situ grubunda %37, intraduktal komponent icermeyen invaziv duktal
karsinom grubunda %34 ve intraduktal komponent igeren invaziv duktal karsinom

grubunda %64 olarak bulundu (Tablo 20).

Tablo 20: CXCR-4 ekspresyonunun olgulara gore dagilim (ortalama)

m Hafif EH

Orta-agirEH
® DCis

M invaziv (intraduktal -)

® invaziv (intraduktal +)

Ortalama (%)

Epitel hiperplazisi gruplar1 arasmmda CXCR-4 ekspresyonu agisindan
farklilik saptanmadi. Kanser ve kanser olmayan grup karsilastirildiginda CXCR-4
ekspresyonu kanser grubunda (duktal karsinoma in situ, intraduktal komponent
iceren ve icermeyen invaziv duktal karsinom gruplarinin toplami) yiiksek oranda
ekspresyon saptandi (p<0,0001). Hafif derecede epitel hiperplazisi ve orta-agir
derecede epitel hiperplazisi olgular1 kanser grubunu olusturan alt gruplar ile tek
tek karsilagtirildiginda, kanser grubunun tiim alt gruplarinda CXCR-4
ekspresyonunun belirgin olarak yiiksek oldugu gorildi (p<0,05). Kanser
grubunun alt gruplar1 kendi icerisinde intraduktal komponent igeren invaziv
duktal karsinom olgularinda (ort: 44,26) duktal karsinoma in situ olgularina (ort:
44,26) gore daha yiiksek CXCR-4 ekspresyonu izlendi. Ayrica invaziv duktal

karsinom olgular1 igerisinde intraduktal karsinom igeren invaziv duktal karsinom
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olgularindaki CXCR-4 ekspresyonu intraduktal komponent icermeyen invaziv

duktal karsinom olgularindan daha fazla idi (p<0,05) (Tablo 21).

Tablo 21: CXCR-4 ekspresyonunun olgulara gore dagihim

Boyanma
Olgu sayis1 | yayginhgi ort p (0,005)
(%)
OAEH 0,66
Hafif duktal DKIS 0,04
epitel 36 15423
hiperplazisi Inv(int-) 0,001
Inv(int+) 0,00001
DKIS 0,04
Orta-agir .
duktal epitel 31 15427 Inv(int-) 0,001
hiperplazisi
Inv(int+) 0,00001
Duktal Inv(int-) 0,91
karsinoma in 21 37439
situ Inv(int+) 0,40
inv. duktal _
kars. 213 34+34 Inv(int+)
(intraduktal -)
inv. duktal _ 0,03
kars. 64 43433 Inv(int-)
(intraduktal+)

Metastatik lenf nodu bulunan olgularda (ort: 72,66) ve timor capr 2
cm’den biiylik olan (ort: 84,91) olgulardaki CXCR-4 ekspresyonu istatistiksel

olarak anlamli olmamakla birlikte metastatik olmayan olgulardan (ort: 69,27) ve
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tiimOr cap1 2 cm’in altinda olan (ort: 73,16) olgulardan daha yiiksek idi (Tablo

22).

Tablo 22: CXCR-4 ekspresyonunun diger degiskenlere gore dagilimi

Kanser varhgi

Var 298 36+34
<0,0001

Yok 67 15£25
Tiimor boyutu
2cm | 80 34434

0,10
2cm 1t 77 42+31
Metastaz varhg
Var 73 39+33

0,61
Yok 70 37£33
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Resim 6a: Invaziv duktal karsinom olgusunda %25 oraninda sitoplazmik
CXCR-4 ekspresyonu (AEC x100). Resim 6b: Invaziv duktal karsinom olgusunda

%25 oraninda sitoplazmik CXCR-4 ekspresyonu (AEC x200).

Resim 6c¢: Invaziv karsinom alanlarinda %100 oraninda CXCR-4

ekspresyonu (AEC x100). Resim 6d: Duktal karsinoma in situ komponenti
bulunan invaziv duktal karsinom olgusunda %100 oraninda CXCR-4 ekspresyonu

(AEC x200).

Invaziv duktal karsinom olgu grubu intraduktal karsinom komponenti
iceren ve icermeyen olarak ikiye ayrildi. Ancak CXCR-4 digindaki

immiinhistokimyasal belirtegler ile bu iki grup arasinda anlamli farklilik
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saptanmadi. Bu sonuglar, invaziv duktal karsinom olgularinin duktal karsinoma in
situ varligimdan bagimsiz olarak degerlendirilmesi gerektigini, invaziv karsinom

gelisimi tamamlandiginda oncii lezyonun prognozu etkilemedigini gdsterdi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve kanser Oliimlerinde birinci

stray1 alan timordiir (1).

Meme kanseri gelisiminde prekanserdz lezyonlar atipisiz duktal epitel
hiperplazisi, atipili duktal epitel hiperplazisi, duktal karsinoma in situ
lezyonlaridir. Atipisiz duktal epitel hiperplazisi lezyonlarmdan kanser gelisimi
olasilig1, bir sonras1 basamak olarak goriilen atipili duktal epitel hiperplazisinden
2,5 kat daha azdir (1, 4). Meme kanseri karsinogenezinde, invaziv karsinomun
orta derecede epitel hiperplazisi lezyonlarindan, progresif olarak artan atipi ile
duktal karsinoma in situ basamagma ve en son olarak da invaziv karsinom
basamagma ulastig1 bilinmektedir (1, 24). Ancak Xu ve ark.’nin ¢aligmasinda
memenin Atipisiz duktal hiperplazi lezyonlarinin progresyon siralamasinda daha
ileri basamakta yer alan atipili duktal hiperplazi, duktal karsinoma in situ ve
invaziv duktal karsinom lezyonlar1 ile benzer genetik degisiklikleri gosterdigini
saptamislar ve Atipisiz duktal epitel hiperplazilerinin memenin invaziv duktal

karsinomlarinin prekiirsor lezyonlarindan oldugunu savunmuslardir (25).

Duktal karsinoma in situ malign transformasyon gdsteren duktus epitel
hiicrelerinin duktus bazal membranini asmaksizin meme duktusu igerisindeki
varligini ifade etmektedir (4). Hwang ve ark.’nin ¢alismasinda duktal karsinoma
in situ olgularmin invaziv duktal karsinomlar ile benzer bir kromozomal

instabiliteye sahip olduklari, yiiksek dereceli duktal karsinoma in situ olgularinda

58



diisiik/orta derece duktal karsinoma in situ olgularindan farkl kiiciik kromozomal

degisikliklerin varlig1 gosterilmistir (26).

Bu basamaklar arasindaki gecis, keskin sinirlarla gergeklesmeyebilir.
Olgular degerlendirilerken atipili duktal epitel hiperplazisi ile duktal karsinoma in
situ veya duktal karsinoma in situ ile invaziv duktal karsinom ayirici tanisinda
zorluklar yasanabilir (27). Bu gibi ayiric1 tani1 problemi yasanan olgularda

immiinhistokimyasal belirte¢lerden yardim alinabilir.

Gal-Gombos ve ark.’min c¢alismalarinda HMWK’nin intraduktal
proliferatif bir lezyonun belirlenmesinde yardimci oldugunu ve atipi varliginda
destekleyici bir bulgu olabilecegini belirtmislerdir (28). Zhang ve ark. atipisiz
duktal epitel hiperplazisi, atipili epitel hiperplazisi ve duktal karsinoma in situ
lezyonlarinda sirasiyla azalan oranlarda pozitiflik izlendigi sonucu ile HMWK’nin
memenin intraduktal proliferatif lezyonlarmin ayirict tanisinda kullanigh
oldugunu savunmuslardir (21). Bir baska calismada memenin intraduktal
proliferasyonlar1 ve sitokeratin boyanma profilleri incelenmis, atipisiz duktal
epitel hiperplazisinde difiiz ve yogun HMWK boyanmasi saptanmis, duktal
karsinoma in situ olgularinda boyanma kayb1 veya fokal ve ¢ok zayif ekspresyon
izlenmis, atipili duktal epitel hiperplazi olgularinda da duktal karsinoma in situ
olgularma benzer boyanma saptanmistir. Bu bulgular ile arastiricilar problemli
intraduktal proliferasyon olgularinda HMWK’y1 yardimci olarak kabul etmislerdir

(29).
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Bizim calismamizda hafif derecede epitel hiperplazisi olguarindan orta-
agir derecede epitel hiperplazisi olgularina geciste HMWK ekspresyonu acisindan
anlamli farklilik olmamasina ragmen her iki epitel hiperplazisi grubunun invaziv
duktal karsinom olgu grubu ile karsilastirildiginda yiiksek oranda boyanma
gostermesi (p<0,005) HMWK’nin memenin benign proliferatif lezyonlarinda
eksprese oldugu ve progresif hastalik siirecinde ekspresyonun azaldigi goriisiinii
desteklemektedir. HMWKnin orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda
duktal karsinoma in situ olgu grubundan daha fazla eksprese olmasi, timérogenez
siirecinde gecis araliginda bulunan, ayirict tam giigliigii yaratabilecek olgularin
tanisinda  HMWK ekspresyonunun yardimci olabilecegini diistindiirmiistiir.
Timor capt ve metastatik hastalik ile HMWK ekspresyonu arasinda iligki
saptanmamis olmas1 ise HMWK ekspresyonunu ile prognostik onem tagiyan

klinik veriler arasinda iliski olmadigini diistindiirmiistiir.

Meme kanserinde bazal fenotip bir siiredir bilinmekle beraber, 6zellikle
cDNA ekspresyon analizi ve bu 06zellikteki kanserlerin BRCA1 mutasyonu
tastyicilarinda daha yiiksek oranda gelistiginin fark edilmesi ile dikkat ¢ekici hal
almistir (30, 31). Bazal belirteclerin c¢alisildig1 diger ¢alismalarda da BRCAI1
pozitif kanser hastalarinda bazal tipte gen ekspresyonu varligi izlenmektedir (32-
34) . Calismalar arasinda farkliliklar olmakla beraber bazal sitokeratinlerin
saptandig1 tiimorlerde, bunlarmm bagimsiz prognostik belirtecler olarak ortaya

ciktigini savunan ¢alismalar da mevcuttur (35, 36).
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Rakha ve ark. ise 1872 invaziv meme kanserli hastada doku mikro array
yardimi ile hazirladiklar1 doku bloklarinda bazal sitokeratinlerden sitokeratin 5/6
ve sitokeratin 14’iin aralarinda bulundugu bir dizi belirteg ile yaptiklar: klinik
takipli prospektif calismalarinda, bazal fenotipin biiyiik timor ¢api, rekiirrens,
uzak metastaz gelisimi ve diisiik yasam beklentisi ile iliskili oldugu sonucu yani
sira, Ozellikle grade 3 tiimorlerde timor capi, tlimor derecesi, lenf nodu ve
vaskiiler invazyon durumundan bagimsiz olarak genel yasam beklentisinde

bagimsiz bir belirleyici oldugu sonucuna ulasmislardir (37).

Dabbs ve ark.’nin ¢alismasinda, bazal fenotip belirteglerinden Sitokeratin
5/6’nin daha spesifik oldugunu, Sitokeratin 14’{in de bu fenotipin belirlenmesinde
yardimec1 oldugunu, bazal fenotipteki duktal karsinoma in situnun invaziv
karsinomun prekiirsorii oldugunu, bazal fenotip varliginin klinik olarak yasam
beklentisinde yol gosterici olabilecegini savunmuslardir (38). Bir baska ¢alismada
benzer sekilde bazal fenotip gosteren invaziv meme kanserlerinin prekiirsor
lezyonu olarak duktal karsinoma in situ lezyonlarnda da bazal fenotipi

destekleyen immiinhistokimyasal profilin hakim oldugu gosterilmistir (9).

Eerola ve ark. BRCA mutasyonu bulunduran meme kanserli hastalarda
Sitokeratin 5/6 ekspresyonunun yiiksek dereceli tiimorler ve yiiksek p53
ekspresyonu ile iliskili oldugunu ancak BRCA1l mutasyonu varligi i¢in ne
Sitokeratin 5/6nin ne Sitokeratin 14’lin bagimsiz gostergeler olmadig1 sonucuna
ulagsmiglardir (39). Bir diger ¢alismada uzak metastaz bulundurmayan olgularda,

hastaliksiz yasam Sitokeratin 14 eksprese etmeyen tiimor olgularinda daha yiiksek
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iken, metastaz bulunduran olgularda Sitokeratin 14 ekspresyonu kotii prognoz ile

iligkili bulunmustur (40).

Tang ve ark.’nin ¢aligmalarinda, yiiksek dereceli duktal karsinoma in situ
olgularinda bazal sitokeratinlerin diisiik dereceli duktal karsinoma in situ
olgularma gore daha yiiksek oranda eksprese oldugunu gdstermisler, yiiksek
dereceli duktal karsinoma in situ grubunun bazal hiicre populasyonundan kéken
aldigmi, daha agresif gidis gosteren invaziv karsinomlarin Onciisii olan duktal
karsinoma in situ olgularinin, yliksek dereceli ve bazal belirtegleri eksprese eden
hiicrelerden koken aldigmi savunmuslardir (41). Baska bir ¢alismada ise duktal
karsinoma in situ lezyonlarinda Sitokeratin 5/6 belirtecinin ekspresyon kaybi
oldugunu gozlemisler ancak karsilastrmali genomik hibridizasyon yontemi ile
benign proliferatif meme hastaliklar1 grubunda degisiklik saptanmazken, tiim
duktal karsinoma in situ olgularinda karakteristik genomik degisiklik oldugunu,
bu sonuglar ile bu progresyon siirecinde Sitokeratin 5/6’nin faydali olmadigmi ve
benign proliferatift meme hastaliklarinin duktal karsinoma in situ lezyonlarinin

kesin prekiirsorleri olmadigmi savunmuslardir (42, 43).

Lacroix ve ark. HMWK ile karsilastirildiginda bazal sitokeratinlerden
Sitokeratin 5/6’nin benign ve malign epitelyal prolifersyonlarin ayirict tanisinda,
ozellikle atipisiz duktal hiperplazi ve atipili duktal epitel hiperplazisi /duktal
karsinoma in situ grubunun ayriminda yardimci olacagi sonucuna ulasmislardir
(44). Diger taraftan MacGrogan ve ark. invaziv olmayan epitelyal meme

lezyonlarinda taniya asil olarak morfolojik analiz ile ulasilacagi, Sitokeratin 5/6
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ve E-kadherin belirteclerinin dogru tanmiya ulasmada ve gozlemciler arasi
degiskenligin azaltilmasida anlamli bir katki saglamadig1 sonucuna ulagsmiglardir

(45).

Farkli iki calismada c¢ogu duktal karsinoma in situ olgusunun luminal
sitokeratinlerle boyanma gosterdigini, Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14 bazal
belirtegleri ile boyanma gostermediklerini, ancak atipisiz duktal epitel
hiperplazilerinde heterojen hiicre populasyonuna isaret eder sekilde mozaik bir
boyanma gdosterdikleri sonucuna ulasilmistir (43, 46). Baska bir ¢calismada atipisiz
duktal epitel hiperplazisi olgularinda Sitokeratin 5/6 ve HMWK pozitifligi
izlenmis, duktal karsinoma in situ olgularinda bu boyanma paterni goriilmemistir.
Ayirict tan1 problemi olan olgularda, atipisiz duktal epitel hiperplazisi ile duktal
karsinoma in situnun, bu immiinhistokimyasal profil ile ayrilabildigi gortsi

savunulmustur (47).

Bizim calismamizda Sitokeratin 5/6 orta-agir derecede epitel hiperplazisi
basamagindan itibaren hafif derecede epitel hiperplazisi grubundan daha fazla
ekspresyon gostermektedir. Orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubundaki
ekspresyon oranlar1 hafif derecede epitel hiperplazisinden yiiksek, duktal
karsinoma in situ olgu grubuna daha yakindir. Sitokeratin 14 ekspresyonu ise
epitel hiperplazileri grubunda orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda daha
yiiksektir. Tiimorogenezin bir basamaklar biitlinii oldugu diisiiniildiigiinde bizim
olgu grubumizda orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubundan itibaren agresif

bir doniisiimiin basladig1 diisiincesine ulasilabilir. Invaziv duktal karsinom
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grubunda Sitokeratin 5/6 ekspresyonu duktal karsinoma in situ grubundan daha
yiiksek olmakla beraber Sitokeratin 14 ekspresyonu agisindan farklilik
bulunmamaktadir. Sitokeratin 14 belirtecinin intraduktal komponent igeren
invaziv duktal karsinom olgularinda intraduktal komponenti bulunmayan invaziv
duktal karsinom olgularina gore daha yliksek eksprese olmasi, Sitokeratin 14
belirtecinin tiimoriin yayginligi ile iligkili olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak
en belirgin farklilik kanser grubu ile kanser olmayan grup arasinda olup, olgularin
duktal karsinoma in situ basamagina gecisinden itibaren Sitokeratin 5/6
ekspresyonlarinm belirgin artis1 goriilmektedir (p=0,05). Klinik olarak metastaz
varligit ve tiimor capmin artist ile Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14
ekspresyonlarinin artis1 agresiflesen tiimor basamaklar1 ile bazal belirteclerin
ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon bulundugunu gostermektedir. Bulgular
bazal belirteclerin, 6zellikle klinik veriler ile desteklendiginde prognoz hakkinda

yorum yapmaya yardimei olabilecegini diisiindiirmektedir.

Meme kanseri biyolojik olarak heterojen bir hastaliktir. Timor boyutu ve
lenf nodu durumu gibi prognoz ile iligkili klinik parametreler (48) kullanilmakla
beraber, lenf nodu negatif olan hastalarda klinik 6ngdrii kazandirabilecek belirteg
arayist siirmektedir. Hiicre siklusunda p27 anahtar role sahiptir. Barnes ve
Gillett’in ¢aligmasinda Cyclin D1 ve p27 seviyeleri ile klinik olarak iyi prognoz

arasinda iliski bulunmustur (49-51).

Tsutsui ve ark. 249 meme kanserli hastada, Bcl-2, p27 ve p53 protein

ekspresyonlarinin, MIB-1 degerleri ile gosterilebilen proliferatif aktiviteye
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bagimli oldugunu saptamiglardir (BMC Cancer 2006, 6:187). Aymi arastiricilarin
bir baska calismalarinda invaziv duktal karsinomlarda diisiik PTEN ekspresyonu
ile diisiik p27 protein ekspresyonunun korele oldugunu ve ikisinin birlikte diistik
ekspresyon gosterdigi olgularda kot klinik gidis oldugunu saptamislar ve meme

kanserlerinde agresif fenotip ile ilisikili olabilecegini savunmuslardir (52).

Catzavelos ve ark. erken donem meme kanseri hastalarinda p27 proteininin
ekspresyonundaki azalma ile kotii prognoz, hastaligin rekiirrensi ve hastaliga bagl
Oliimler arasinda korelasyon oldugunu, p27 ekspresyonundaki azalmanin bagimsiz

bir kotii prognostik belirtec olabilecegini savunmuslardir (53).

Zeng ve ark. bizim ¢aligmamizdaki hasta grubuna benzer bir hasta grubu
ile ancak prostat dokusunda yaptiklar1 ¢alismada, benign, premalign ve malign
prostat dokularinda p27°nin de aralarinda bulundugu apopitoz iligkili belirteglerin
immiinhistokimyasal ~ ekspresyonunu  degerlendirmisler, normal prostat
dokularinda ve benign prostat hiperplazilerinde p27°nin sitoplazmik ve niikleer
pozitifligini, prostatik intraepitelyal neoplaziler ve prostat kanserlerinde (malign
tiimOr ile premalign lezyon arasinda anlamli fark olmaksizin) ise p27 ekspresyon

kayb1 oldugunu saptamiglardir (54) .

Spataro ve ark. 263’ii metastatik lenf nodu bulunduran 461 erken dénem
meme kanserli hastada, p27°nin erken donem meme kanserli hastalarda bagimsiz
prognostik belirte¢ olmadigi, histolojik derece gibi diger prognostik belirtegler ile

iligkili oldugu bulunmustur. Lenf nodu metastazi bulunmayan hastalarda diisiik
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p27 pozitifligi ile yiiksek Her-2/neu ekspresyonu arasinda ve lenf nodu metastazi
bulunan hastalarda diisiik p27 pozitifligi ile yiiksek Ki-67 ekspresyonu arasinda
iligki bulundugu savunulmustur (55). Bir baska calismada ise diisik p27 ve
yiiksek Skp2 seviyelerinin, diger kotii prognostik tiimor belirleyicileri ile ayni
yonde ekspresyon saptamislar, ancak bu iki belirtecin bagimsiz olarak prognostik
veya hastaliksiz sag kalim siirecinde Ongoriilebilir anlam tasiyan belirtecler

olmadiklar1 sonucuna ulagmislardir (56).

Porter ve ark. p27 proteininin diisiik seviyelerdeki ekspresyonu ile diisiik
yasam beklentisi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski oldugunu, bu iliskinin
ozellikle steroid reseptorii pozitif ve tamoksifen ile tedavi edilmis hastalarda
dikkat cekici oldugunu savunmuslardir (50). Farkli iki ¢alismada ytliksek p27
ekspresyonunun bagimsiz bir prognostik belirte¢ olarak degerlendirilebilecegini
disiinmiislerdir (48, 57). Millar ve ark. duktal karsinoma in situ tanili hastalarda,
p27 ve hormon reseptor durumunun lokal rekiirrensler arasinda istatistiksel olarak
anlaml iliski bulunmadigi, diisiik p27 ekspresyonu gosteren tiimdrlerin dstrojen
ve progesteron reseptorlerinin negatif oldugu sonucuna ulasmiglardir. (58). Diger
taraftan Esteva ve ark. P27 ekspresyonunun hastaliksiz sag kalim ile iliskili

olmadigmi gosteren sonuglara ulasmiglardir (59).

Troncone ve ark.’nin ¢aligmasinda, memedeki lezyonlarin ince igne

aspirasyonlarinda p27 protein ekspresyonun, tiimor yoniinde diferansiyasyonun ve
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sitolojik derecelemenin degerlendirilmesinde kullanishh bir belirte¢ oldugu

sonucuna ulagilmistir (60).

Palacios ve ark. BRCA1 pozitif kanserlerde bazal sitokeratinlerden CK5/6
ekspresyonunun anlamli derecede yiiksek iken BRCA2 pozitif kanserlerde p27 ve
p21°in belirgin eksprese oldugunu savunmuslardir. Hiicre siklusu, apopitoz ve
bazal hiicre belirteglerinin hangi BRCA gen {iriiniiniin eksprese oldugu ile ilgili
olarak farklilik gosterdigini, BRCA1 pozitif meme kanserlerinin daha yiiksek
dereceli ve dstrojen reseptorii negatif tiimorler olduklarni, siklikla bazal fenotipe
sahip olduklarini, Cyclin A’nin regiilasyonun yiiksek oldugunu ve dolayisiyla

diisiik niikleer p27 eksprese ettiklerini izlemislerdir (61).

Traub ve ark. doku mikroarray esliginde yaptiklar1 ¢aligmalarinda p27
ekspresyonunun azalmasi ve Skp2 ekspresyonunun artisini meme kanserinde
temel kabul etmisler ve kanser terapisinde hedefe yonelik tedavide dnemli bir

secenek olacagmi diisiinmiiglerdir (62).

Bizim c¢alismamizda literatiir ile uyumlu olarak p27 belirtecinin duktal
karsinoma in situ basamagindan itibaren kanser olgu grubundaki ekspresyonu,
epitel hipreplazisi olgu grubundan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(p<0,0001). Ayrica orta-agir derecede epitel hiperplazisi grubunda p27
ekspresyonu, kanser olgu grubunun her bir iiyesi ile karsilastirildiginda da anlaml
olarak daha yiiksek ekspresyon izlenmektedir (p<0,0001). Bu sonuglar kanser

gelisimi ile birlikte hiicre siklusunu diizenleyen proteinlerden biri olan p27°nin
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kaybr1 bilgisini destekler niteliktedir. Epitel hiperplazisi grubu igerisinde orta-agir
derecede epitel hiperplazisi grubunda p27 ekspresyonu hafif derecede epitel
hiperplazisi grubundan yiiksek ekspresyon gostermekte olup, bu sonug literatiir
bilgisi ile uyumsuzdur. Bu sonug epitel hiperplazisi olgularinin sayica azligindan
kaynaklanmis olabilir. Timor boyutu artis1 ile p27 ekspresyonundaki diisiis,
belirtecin prognostik bir belirleyici olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
Ancak bizim calismamizda p27 ekspresyonu ile metastatik hastalik varligi

arasinda anlamli bir iligski kurulamamaistir.

Meme kanserli hastalarda yasam beklentisini belirleyen en ©Onemli
prognostik faktdrlerden biri metastaz varhigidir. Invaziv meme kanserli hastalarda
en sik goriilen metastaz aksiler lenf nodlarina olup, hastalarin %38’inde

goriilmektedir (63).

CXCR-4 ve SDF-1 ekspresyonu tiim kanserlerde, farkli calismalarla
incelenmis, hastalarin sag kalimmda rol oynayip oynamadig1 ve prognostik olarak

anlamli olup olmadig1 arastirilmistir.

SDF-1 kemik, akciger, karaciger, beyin, timus ve lenf nodlarmin da i¢cinde
oldugu pek ¢ok organ tarafindan eksprese edilir (64). SDF-1 eksprese oldugu
organlarda, temel olarak stromal hiicreler (osteoblast, fibroblast ve kemik iliginde
endotelyal hiicreler gibi) tarafindan iiretilir (65). SDF-1, CXCR-4’lin bilinen tek
ligandidir  (66). SDF-1/CXCR-4 etkilesiminin bozulmast hematopoetik,

kardiyovaskiiler ve noral sistem gelisimini negatif yonde etkilemektedir ve
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embriyonel gelisim defektif olmaktadir. Bu fenotipik degisiklikler SDF-1/CXCR-
4 etkilesiminin embriyonel progenitdrlerin gog¢iinde Onemli rol oynadigini

gostermektedir (67).

CXCR-4’lin pek cok tliimor tipinde metastaz siireclerinde (68), organ
spesifik tlimoral yayilim asamalarinda (69), tiimdr hiicrelerinin proliferasyonun
uyarilmasinda (70), invazyon siireglerinde (71) ve yeni damar olusumunda rol
oynadig1 gosterilmistir (72). SDF-1, T lenfositler, monositler ve nétrofiller igin
kemotaktik ajan olup ayrica pankreas, dalak, over ve ince bagirsak dokularinda
yiiksek seviyelerde, beyin, kolon ve plasenta dokularinda diisiik seviyelerde

eksprese edilmektedir (64, 73).

CXCR-4 kemokin reseptorii, SDF-1 aracili kemotaksi yanitini olusturmak
iizere T lenfositlerde, monositlerde ve ayrica nétrofillerde, noronlarda, glial
hiicrelerde, mikroglial hiicrelerde ve endotel hiicrelerinde bulunur. (74-78).
Meme, prostat, over kanserleri, noroblastom ve 16semilerde metastaz siirecinde rol
alan reseptorlerin tiimorlerin yayildigi anatomik bélgelerde de eksprese oldugu
gosterilmis olup, bu gdzlem tiimor hiicrelerinin spesifik bolgelere gdgiinde, organ-

spesifik ¢ekim molekiilleri teorisini destekler nitelikte bulunmustur (79).

CXCR-4 normal meme duktusunu doseyen epitelde gosterilemezken,
atipili duktal epitel hiperplazisi basamagindan itibaren, malign transformasyonun
oldukc¢a erken bir basamagini temsil eder sekilde eksprese olmaya baslamaktadir

(80). CXCR-4’lin ligand1 olan SDF-1 (CXCI-12) kanser ¢evresinde ve bu alani
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drene eden lenf nodlarinda c¢ok yogun eksprese edilmektedir (81). Stromal
hiicreler tarafindan salgilanan SDF-1, tiimor hiicrelerinde sayica artmig olarak
bulunan CXCR-4 reseptorii araciligi ile etkilemektedir. SDF-1 /CXCR-4

etkilesimi, metastaz siirecinde 6nemli rol oynamaktadir.

Kang ve ark. meme kanser hiicre serilerinde yaptiklar1 genetik
calismalarinda, otokrin SDF-1/CXCR-4 etkilesiminin agresif gidis, artmis
invazyon potansiyeli ve tiimdoriin artmig biiyime hizt ile iligkili oldugunu

bulmuslardir (82).

Ishigami ve ark. 185 mide kanseri olgusunda immiinhistokimyasal olarak
SDF-1 ekspresyonu ve klinik yansimalarini arastiran g¢alismalarinda, timor
hiicrelerinde sitoplazmik ve membranéz SDF-1 ekspresyonu gozledikleri 78
hastada, SDF-1 ekspresyonu saptanmayan gruba oranla invazyon derinliginin
daha fazla oldugunu, tiimor capinin daha biiyiik oldugunu, daha fazla lenf nodu
metastazi, lenfatik ve vendz invazyon saptamuslardir. Immiinhistokimyasal
boyanmanin siddeti ile invazyon derinligi veya lenf nodu metastazi arasinda

anlaml bir iligki bulamamaiglardir (83).

Miiller ve ark. meme kanserinin metastaz asamalarinda rol alan kemokin
reseptorleri ile 1ilgili immiinhistokimyasal, RNA PCR, in vitro ve in vivo
basamaklar1 olan bir ¢alisma yapmuslardir. Immiinhistokimyasal olarak normal
meme duktus hiicrelerinin CXCR-4 reseptoriinii eksprese etmediklerini, ancak

meme karsinom hiicrelerinin yiiksek seviyelerde CXCR-4 eksprese ettigini
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gostermislerdir. Primer tiimore ek olarak, metastatik aksiler lenf nodlarinda,
akciger ve karacigere olan meme karsinom metastazlarinda da yiiksek seviyelerde
CXCR-4 ekspresyonunu gostermislerdir. SDF-1 mRNA’nin pek c¢ok farkli
dokuda eksprese oldugu bilinmekle beraber (84), farkli organlardaki SDF-1
ekspresyonunun kantitatif analizinin yapildigr Miiller ve ark.’nin ¢aligmasinda
SDF-1 mRNAnmn 6zellikle lenf nodlari, karaciger, akciger ve kemik iliginde
yiiksek ekspresyon gosterdigi saptanmis olup, ince bagirsak, bobrek, deri, beyin
ve iskelet kasinda belirgin derecede diisiik eksprese edildigini gostermislerdir.
Yiiksek seviyelerde SDF-1 ekspresyonu gosteren organlarm, meme kanserinin en
stk metastaz yaptigr organlar olmasi arastirmacilar tarafindan dikkati c¢ekici
bulunmustur. Calismada immiinsiiprese fareler ile, SDF-1/CXCR-4 etkilesiminin
engellendigi bir in vivo c¢alisma yapilmis ve anti-CXCR-4 enjekte edilmis
farelerde akciger metastazinin ve lenf nodu metaslarnin kontrol grubuna gore
anlamli oranda azaldig1 sonucuna ulagsmiglardir. Kemokin ligand-reseptor
etkilesiminin meme kanseri metastazlarinda olduk¢a onemli bir rolii oldugun
diistinmiislerdir. (81). Meme kanser hiicrelerinde CXCR-4 gen ekspresyonunun
endojen olarak yok edildigi bir ¢alisma, meme kanser hiicre gogiinde belirgin bir

azalma ile sonuglanmistir (85).

Cabioglu ve ark.’nin 98 lenf nodu metaztazi olan, 99 lenf nodu metastaz
olmayan T1 meme kanseri olgusunda, immiinhistokimyasal olarak CCR-7,
CXCR-4 ve Her2-neu ekspresyonu ile lenf nodu metastazi ve metastaz

yaygmligini inceleyen ¢alismalarinda, kemokin reseptorii CCR-7’nin lenf nodu
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metastazi ile iligkili 6nemli bir belirteg oldugunu, CXCR-4 ve Her2-neu
belirteclerinin de lenf nodu tutulumunun yaygimnhg: ile iligkili belirtecler oldugunu
gostermislerdir. Bu sonuglar ile bir meme kanseri olgusunda sentinel lenf nodu

tutulumu olup olmadiginin 6ngoriilebilecegini savunmuslardir (69).

Lee ve ark. meme kanser hiicrelerinde hem RT-PCR ile hem de
immiinhistokimyasal olarak SDF-1 ekspresyonun normal meme epitel hiicrelerine
gore daha yliksek oldugunu saptamiglardir (86). CXCR-4’tin RNA aracili down-
regiilasyonu ile in vitro olarak meme kanser hiicrelerinin invazyonun azaltildig1

gosterilmistir (85).

Kang ve ark. SDF-1/CXCR-4 kompleksinin varligi gosterilen meme
kanseri olgularmin daha invaziv olduklarm1 ve daha hizli hiicresel goce
ugradiklarmi, SDF-1 seviyesinin lenf nodu tutulumu, rekiirrens ve hastaliksiz sag

kalim siiresinin Ongoriilmesinde yararli oldugunu savunmuslardir (87).

Woo ve ark. 105 meme kanserli hastada, diffiz nikleer CXCR-4
pozitifligi ile lenf nodu metastaz1 arasinda Ostrojen reseptdrii ve progesteron
reseptorii negatif olan tiimorlerde oldukc¢a anlamli bir iligski oldugunu saptamiglar

ancak Her-2/neu ekspresyonu ile arasinda anlamli bir iliski bulamamiglardir (88).

BC Schmid ve ark’nin meme kanser Onciilerinden olan duktal karsinoma
in situ ve atipili duktal epitel hiperplazilerinde immiinhistokimyasal olarak
CXCR-4 ekspresyonun arastirdiklar1 ¢alismalarinda, inceledikleri invaziv duktal

karsinom komsulugunda veya bagimsiz 14 duktal karsinoma in situ ve atipili
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duktal epitel hiperplazisi olgusunun 13’iinde hem duktal karsinoma in situ hem de
atipili duktal epitel hiperplazisi alanlar1 ve tiim invaziv duktal karsinom hiicreleri
sitoplazmik CXCR-4 pozitifligi gostermistir. Normal meme duktus epitelinde
boyanma olmamistir. CXCR-4 ekspresyonu ile duktal karsinoma in situnun

derecesi arasinda iliski bulunmadigmi goézlemislerdir (80).

Timor hiicreleri tarafindan eksprese edilen CXCR-4 ve CCR-7
reseptorlerinin, metastazlarin olusum siirecinde en Onemli basamak oldugu

disiiniilmektedir (81, 89).

Salvucci ve ark.’nin ¢aligmasinda meme tiimor progresyon basamaklari
g0z Oniine alindiginda, normal meme dokusundan, hiperplaziler, duktal karsinoma
in situya ve invaziv meme kanserlerine dogru, CXCR-4 ile artan derecelerde
niikleer boyanma gozlediklerini belirtmisler, siddetli sitoplazmik pozitifligin kotii
klinik gidis hakkinda fikir verebilecegini ve niikleer boyanmanin bagimsiz bir
prognostik belirte¢ oldugunu saptamislardir. Ek olarak sitoplazmik CXCR-4
pozitifliginin tiimoriin agresif gidisi ile bilgi verebilecegini, artan oranlarda
sitoplazmik pozitifligin Ostrojen reseptorii ve progesteron reseptorlerinin negatif
olusu ve Her2-neu amplifikasyonu ve overekspresyonu ile iligkili oldugunu
gozlemislerdir. Sonug¢ olarak CXCR-4 ekspresyonunun metastaz potansiyelinin
belirlenmesinde ve klinik gidisin Ongoriilmesinde anlamli sonuglara sahip
oldugunu, meme kanserli hastalarda veya invaziv meme kanseri i¢in risk tasiyan
hasta grubunda, hem terapotik hem de tanisal amagh kullanilabilecek bir belirteg

oldugunu savunmusglardir (90).
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Bizim ¢aligmamizda tiimoral progresyon ile Dbirlikte CXCR-4
ekspresyonunun literatiir ile uyumlu sekilde artig gosterdigini saptanmistir. Duktal
karsinoma in situ basamagindan itibaren kanser gelisimi ile CXCR-4 reseptoriiniin
ekspresyonu belirgin olarak artmaktadir (p<0,001). Ekspresyon diizeyleri
arasindaki fark epitel hiperplazileri grubu igerisinde istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber orta-agir derecede epitel hiperplazisi basamagindan itibaren
baslamaktadir. Kanser grubu igerisinde de invaziv duktal karsinom olgularinda
CXCR-4 cekspresyonu duktal karsinoma in situ grubundan daha yiiksek
bulunmugstur. Sonuglar CXCR-4 ekspresyonunun ilerleyen tiimoral gelisim
basamaklarmda kotii progresyonu belirlemek adina yardimer bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini diislindiirmektedir. Bu belirteglerin asil olarak metastaz
siireclerinin  Ongoriilebilirligi iizerine etkilerinin arastirildigi diistiniildiigiinde
bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak metastatik hastalik varliginda
CXCR-4 ekspresyonunun artig gosterdigi sonucuna ulagilmistir. Timdr ¢apimin
artis1 ile de CXCR-4 ekspresyonu arasinda dogru orantili bir artig saptanmis olup,
CXCR-4’lin genel tiimorogenez basamaklarinda kotli prognostik bir belirteg

olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

SDF-1 ekspresyonu ise kanser olgularinda, kanser igermeyen olgulara gore
belirgin olarak yiiksek bulunmustur (p<0,03). Kanser olgularindaki her bir grubun
orta-agir derecede epitel hiperplazisi ve hafif derecede epitel hiperplazisi
gruplarindan daha yliksek SDF-1 ekspresyonu gostermeleri dikkat cekicidir.

Epitel hiperplazisi gruplar1 arasinda da SDF-1 ekspresyonu orta-agwr derecede
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epitel hiperplazisi grubunda hafif derecede epitel hiperplazisi grubundan daha
yiiksek bulunmustur. Kanser olgular1 arasinda duktal karsinoma in situ olgu
grubunda SDF-1 ekspresyonunun invaziv duktal karsinom olgu gruplarindan
yiiksek olmasi ile, duktal karsinoma in situ gecisi goriildiiglinde olgularin invaziv
duktal karsinom grubu ile birlikte degerlendirilebilecegi sonucuna ulagilmistir.
Metastatik hastalik varliginda tiimorlerde SDF-1 ekspresyonunun artis1 sonucu da
literatiir ile uyumludur. Bu sonuglar, progresyon basamaklarmni adim adim takip
etmemekle birlikte SDF-1 ekspresyonun literatiir ile uyumlu olarak kotii prognoz

gostergelerinden biri olarak kullanilabilecegini diistindiirmiistiir.

Erken tan1 ve tedavinin ¢ok dnemli oldugu tiimor gruplarindan biri olan
meme karsinomlarinda, goreceli kolay bir yontem olan igne biyopsileri ile
ulagilabilen dokularda prognostik degeri olabilecek immiinhistokimyasal
belirleyici arayist sonucu bir kismi bizim arastirmamizda da kullanilan bir dizi
belirtece ulagilmistir. Calismalarin amaci kolayca ve en az travma ile ulasilabilen
biyopsi Orneklerinden en fazla bilgiye ulasabilmektir. Bu anlamda yapilan
calismalara bizim ¢alismamiz da eklenebilir. Calismamizda, CXCR-4 ve SDF-1
belirteglerinin tiimdr gelisim basamaklarinda, tiimor boyutunun artis1 ve lenf nodu
metastazi varligi ile uyumlu koétii prognostik belirtegler olarak kullanilabilecegi,
bazal sitokeratinlerin ekspresyonunun gosterilmesi ile metastatik hastalik
varliginin desteklenebilecegini, HMWK ve p27°nin ile birlikte kullanildiklarinda
kanser olmayan olgu grubunda eksprese olarak 6zellikle atipili epitel hiperplazisi

ve duktal karsinoma in situ olgu gruplarinda gec¢is zonunda yer alan ve ayirici tani
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glicliigli yaratan biyopsilerde yardimci olarak kullanilabilecegi sonuglarina

ulagilmastir.
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6. SONUC

1) Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak HMWK ekspresyonunun invaziv
duktal karsinom olgularinda kayboldugu gorilmiistiir. Memenin benign
proliferatif lezyonlarmda HMWK ekspresyonunun anlamli olarak ytliksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,005). Hafif derecede epitel hiperplazisi ile orta-agir derecede
epitel hiperplazisi gruplar1 arasinda HMWK ekspresyonu acisindan farklilik

saptanmamistir.

2) Tiimor ¢ap1 ve metastatik lenf nodu varligi ile HMWK ekspresyonu arasinda

ilisk1 saptanmamustir.

3) Bazal sitokeratin belirtecleri (Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14) kanser grubu
olgularda, benign proliferatif meme lezyonlar1 grubundan belirgin olarak daha
fazla ekspresyon gostermektedir (p<0,05). Ayrica epitel hiperplazisi grubu, duktal
karsinoma in situ ve invaziv duktal karsinom olgu gruplarinda giderek artan

oranlarda Sitokeratin 5/6 ekspresyonu saptanmustir.

4) Her iki bazal belirtecin ekspresyonu klinik olarak kotii prognostik degeri olan

tiimOr capi artis1 ve lenf nodu metastazi ile korelasyon gostermektedir.

5) p27 kanser icermeyen olgu grubunda, kanser iceren olgu grubundan anlamli
olarak yiiksek ekspresyon gostermektedir (p<0,0001). Orta-agir derecede epitel
hiperplazisi grubunda p27 ekspresyonu, duktal karsinoma in situ, intraduktal

komponent igeren invaziv duktal karsinom ve intraduktal komponent igermeyen
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invaziv duktal karsinom olgu gruplarinin her birinden daha yiiksek ekspresyon

gostermektedir (p<0,0001).

6) Tumor capi1 arttikca p27 ekspresyonu azalmaktadir ancak calismamizda lenf

nodu metastazi varligi ile p27 ekspresyonu arasinda iliski saptanmamaistir.

7) Duktal karsinoma in situ basamagindan itibaren kanser grubunda, CXCR-4
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermektedir (p<0,001). Kanser
grubu icerisinde, kanser progresyonu ile dogru orantili bir bi¢cimde CXCR-4

ekspresyonunda artis izlenmektedir.

8) Metastatik lenf nodu varhiginda tiimorlerdeki CXCR-4 ekspresyonu artis
gostermektedir. Timor capinin artist ile CXCR-4 belirtecinin ekspresyonu

artmaktadir.

9) SDF-1 ekspresyonu kanser olgu grubunda kanser olmayan olgu grubundan
anlamli olarak daha yiiksek ekspresyon gostermektedir (p<0,03). Duktal
karsinoma in situ olgularinda SDF-1 ekspresyonu, hafif derecede epitel
hiperplazisi ve orta-agir derecede epitel hiperplazisi olgularindan yiiksek olup,
hafif derecede epitel hiperplazisi olgu grubunda bu fark istatistiksel olarak

anlamhidir (p<0,005).

10) Metastatik lenf nodu varliginda ve timor ¢api artisi ile tiimor hiicrelerinde

SDF-1 ekspresyonu artis gostermektedir.
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7. OZET

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve kanser 6liimlerinde kadmlarda
ilk siray1 alan kanser tiiriidiir. Erken tam1 ve tedavinin ¢ok 6nemli oldugu timor
gruplarindan biri olan meme karsinomlarinda, prognostik 6ngorii saglayabilecek

immiinhistokimyasal belirte¢lere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
2006-2008 yillar1 arasinda degerlendirilmis olan modifiye radikal mastektomi
materyalleri, eksizyonel meme biyopsileri ve meme igne biyopsilerinde tanilari
duktus epitel hiperplazisi, duktal karsinoma in situ ve invaziv duktal karsinom
olan 365 olguda lenf nodu durumu ve timor capr da gbéz Oniinde tutularak
HMWK, Sitokeratin 5/6, Sitokeratin 14, p27, CXCR-4 ve SDF-1 belirtegleri

immiinhistokimyasal olarak caligilmistir.

Doku mikroarray yontemi kullanilarak hazirlanan bloklara uygulanan
immiinhistokimyasal boyama sonucunda, CXCR-4 ve SDF-1 belirteclerinin timor
gelisim basamaklarinda, tiimor boyutunun artis1 ve lenf nodu metastazi varlig ile
uyumlu kotii prognostik belirtecler olarak kullanilabilecegi, bazal sitokeratinler ve
p27 ile  birlikte  kullanildiklarinda ~ metastatik ~ hastalik  varliginin
desteklenebilecegini, HMWK ve p27°nin ile birlikte kullanildiklarinda kanser
olmayan olgu grubunda eksprese olarak Ozellikle atipili epitel hiperplazisi ve
duktal karsinoma in situ olgu gruplarinda geg¢is zonunda yer alan ve ayirici tani
glicliigli yaratan biyopsilerde yardimci olarak kullanilabilecegi sonuglarina

ulagilmastir.

Anahtar Kkelimeler: Doku mikro array, CXCR-4, SDF-1, p27, Sitokeratin
5/6, Sitokeratin 14, HMWK, benign proliferatif meme lezyonlari, duktal

karsinoma in situ, invaziv duktal karsinom.
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8.SUMMARY

Breast cancer is the most common cancer and the most common reason in
cancer death in women population. Early diagnosis and treatment are very
important in breast cancers. The immunohistochemical markers which could have

prognostic information are always needed.

This study included 365 cases of invasive ductal carcinoma, ductal
carcinoma in situ and ductal epithelial hyperplasia archived in Gazi University,
Faculty of Medicine, Department of Pathology between 2006-2008. All
histological slides were prepared with tissue microarray method and stained
immunohistochemically to show expressions of HMWK, Cytokeratin 14,
Cytokeratin 5/6, p27, CXCR-4 and SDF-1 markers with the information of lymph

node status and tumor size.

In conclusion, the higher CXCR-4 and SDF-1 expressions were associated
with tumor progression, tumor size and lymph node status. Basal cytokeratins and
p27 expressions were emphasized metastatic disease when they were used
together. In benign proliferative lesions both HMWK and p27 expresions were
helpful in differential diagnosis of borderline atypical ductal hyperplasia and

ductal carcinoma in situ.

Key words: Tissue microarray, CXCR-4, SDF-1, p27, Cytokeratin 5/6,
Cytokeratin 14, HMWK, benign proliferative breast lesions, ductal carcinoma in

situ, invasive ductal carcinoma.
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