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OzZET

Meme kanseri, dinyada kadinlar arasinda deri kanserlerinden sonra
en sk gorulen malign timor olup, kadinlarda goérulen tim kanserlerin 6nemli
bir kismini olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde, kadinlarda
kanser nedeniyle olugan olumler igerisinde akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir. TUm kanserlerde de oldugu gibi meme kanserinde de
erken tani, uygulanan tedavinin etkinligi ve hastanin survisi agisindan ¢ok
onemlidir. Meme kanserinde kullanilan CA 15-3, CEA, CA 19-9, CA-125, CA-
549 gibi tumor belirtecleri erken tani ve tedaviye yaniti dngérmede yetersiz
kalmaktadir. Bu sebeple arastrmacilar meme kanserinde kullanilabilecek
yeni Dbelirtegler Uzerine c¢alismalar yapmaktadirlar. Bu calismada plazma
notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL), vimentin ve fibronektin (FN)
proteinlerinin meme kanseri tanisinda, tedavi etkinliginin
degerlendirilmesinde ve prognozu ongormede kullaniabilirligini arastirdik.

Calsmada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji B&IUimU
polikliniklerine baswvuran, neoadjuvan kemoterapi (KT) planlanan primer
meme kanserli 21 kadin hasta ve kontrol grubu olarak ise 22 saglkh kadin
olgu olmak Uzere toplam 43 kadin olgu yer aldi. Plazma NGAL, vimentin ve
FN proteinleri ELISA ile galigildl.

Yapilan inceleme sonucunda meme kanserli hastalarda plazma
NGAL, vimentin ve FN dlzeyleri kontrollere gére anlamh yiksek saptandi
(p<0.001). Meme kanserli hastalarda KT sonrasinda plazma NGAL, vimentin
ve FN duzeylerinin KT 6ncesine goére anlamli azaldigi saptandi (p<0.05).
Meme kanserli hastalarda plazma NGAL, vimentin ve FN duzeylerinin klasik
prognostik belirteclerle anlamli iliski gostermedigi bulundu (p>0.05). Ayrica
plazma NGAL, vimentin ve FN duzeyleri ile tedavi yanit arasindaki iligki

degerlendirildiginde, anlamli bir iliski olmadigi saptandi (p>0.05).



Bu calsma sonucunda plazma NGAL, vimentn ve FN
parametrelerinin kullanimasinin meme kanseri tanisinda faydali olabilecegi,

ancak tedaviye yaniti dngérmede yetersiz oldugu goérisune varildi.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Nétrofil Jelatinaz lliskili Lipokalin (NGAL),
Vimentin, Fibronektin (FN).



SUMMARY

Assessment of Relation between Plasma Neutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin (NGAL), Vimentin, Fibronectin (FN) Levels and

Diagnosis of Breast Cancer, Response to CT and Prognosis

Breast Cancer is the most common malignant tumor type among
women after skin cancer and forms substantial part of all types of cancer,
which are seen among women. In United States of America, it takes the
second place after lung cancer among the causes of death due to cancer. As
so for all types of cancer, early diagnosis is very important also for breast
cancer with regard to the effectiveness of the applied treatment and survival
of the patient. Tumor markers which are used for breast cancer like CA 15-3,
CEA, CA 19-9, CA-125, CA-549 remain incapable for prediction of response
to treatment and early diagnosis. Thus, researchers study on new markers,
which can be used for breast cancer. In this study, we investigated the
availability of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), vimentin and
fibronectin (FN) for diagnosis of breast cancer, assessment of effectiveness
of the treatment and prediction of prognosis.

In the presented study, 43 women in total were participated. 21 of
them were primary breast cancer, for whom neoadjuvant chemotherapy (CT)
was planned. The number of control cases were 22. Plasma NGAL, vimentin
and FN proteins in plasma were measured by ELISA.

As a result, it was detected that plasma NGAL, vimentin and FN
levels were significantly higher in breast cancer patients with respect to the
control cases (p<0.001). It was also detected that plasma NGAL, vimentin
and FN levels significantly decreased in breast cancer patients after CT
(p<0.05). It was found that plasma NGAL, vimentin and FN levels did not
possess any significant relationship with classical prognostic markers in

breast cancer patients (p>0.05). We also checked if there was any



relationship between baseline plasma NGAL, vimentin, FN levels and the
response of the treatment. There was no significant relationship (p>0.05).

In conclusion, we suggest that the determination of plasma NGAL,
vimentin and FN could be useful for the diagnosis of breast cancer, but their

level might not be used for the prediction of therapeutic response.

Keywords: Breast Cancer, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

(NGAL), Vimentin, Fibronectin (FN).
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GIRiS

Meme Kanseri

Meme kanseri, deri kanserleri hari¢ tutulursa dunyada kadmnlar
arasinda en sk gorlilen malign tUmor olup, kadinlarda gorulen tim
kanserlerin yaklask %30’unu olusturmaktadir (1). Kadinlarda yasam boyu
meme kanseri gelisme riski 1/12 ile 1/20 arasinda degismektedir (2).

Amerika Birlesik Devletleri'nde, kadinlarda kanser nedeniyle olusan
olumler icerisinde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (3).
Meme kanserindeki olum oranlart 1990’lardan itibaren erken tani ve
tedavideki gelismelere bagh olarak azalma gostermektedir (3).

Turkiye’de 2005 yilh kanser verilerine gore meme kanseri 4. srada
yer alrken, kadinlarda 1. srada gelmektedir ve insidansi 35-47/100.000'dir
(4). Meme kanseri gorlilme sikldi, 30 yasindan itibaren artmaya baglar ve
45-55 vyaslan arasinda menapoza bagll bir azalma gosterir, ancak 55
yasindan sonra insidansi hizla yukselmektedir (4).

Meme kanserinde erken tani, uygulanan tedavinin etkinligi ve
hastanin survisi acisindan c¢ok &nemlidir. Meme kanseri tanisindaki
gelismelere ve molekller temelinin anlasiimig olmasina ragmen erken evre

meme kanserli olgularin % 30’unda rekurrens gorulmektedir (5).

Meme Kanserinde Etyoloji

A. Endokrin Etkenler

a) Ureme ile ilgili Etkenler

Erken menstruasyon yasi, meme dokusunun Ostrojene maruz kalma
suresini uzatr. Bu nedenden dolayl erken menarsin meme kanseri riskini
arttirdigina inanimaktadir (6). Menstruasyon yasi ile ilk dogum yapma yasi
arasindaki surenin uzamasinin, meme kanseri riski ile dogru orantii oldugu

bulunmustur. Uzun sdreli laktasyonlarin, ovulatuar donem sayisini azaltarak



koruyucu etki yaptidi dusuntlmektedir (7).

Dogurmamis ya da evlenmemis kadinlarda meme kanseri gorulme
olasiigi daha fazladrr (8). ik dogumunu 35 yasindan sonra yapmis olmak ve
gec menopoz da meme kanseri gorulme olasiigini arttrmaktadir (8). Gebelik
ve laktasyon sirasindaki hormonal degigsikliklerin koruyucu etkisi oldugu
dUsunutlmektedir (9). Hormon replasman tedavisi 6zellikle lobdler ve tibdler
meme kanserlerinde risk artisina neden olmaktadir (10).

b) Hormonal Etkenler

Oral kontraseptif (OKS) kullanm suresi ile meme kanseri risk artigi
arasinda anlaml bir iligki saptanmamigtir (11). Ancak 45 yas alti kadinlarda
yapllan bir ¢alismada, uzun sireli OKS kullanminin meme kanseri riskinde
anlamh artisa neden oldugu gdsterilmistir (12).

c) Genetik Etkenler

Meme kanseri vakalarinn ¢godunlugu sporadik olmasina ragmen %5-
10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanserleri ortaya ¢ikmaktadir (13).
Meme kanseri olan anne, kiz ve kiz kardegler arasinda meme kanseri
goérulme olasligi normal popllasyondan iki kat fazla bulunmustur. Aile
hikayesi olanlarda meme kanseri ortaya ckis yasi daha erkendir ve bilateral
olma egilimindedir (14).

Son yillarda ailevi meme kanseri ile ilgili oldugu dustnilen BRCA-1
ve BRCA-2 genleri izole edilmistir (15,16). Mutasyonlu BRCA-1 geni olanlarin
ailevi over ve meme kanseri agisindan ¢ok riskli olduklari bulunmustur (13).
Mutasyonlu BRCA-2 geni olanlarin ise daha erken yasta ve bilateral meme
kanseri olma riskleri olduk¢a ylksek bulunmustur (13).

Meme kanseri OykusU olan bir kadinda yasam boyu ikinci meme
kanseri olusma riski %25-30’dur. Ayrica meme Kkoruyucu cerrahi sonrasi
geride kalan meme dokusu risk altindadir. Ancak bu risk kargi memede
kanser olusma riski kadardir ve her yil igin %0.5-1’dir (17).

B. Diyet

Genel egdilim yagdan zengin beslenmenin meme kanseri riskini
arttirdig1 yonundedir (18). Birgok hayvan modelinde gosterildigi gibi diyetteki

hayvansal yaglarin %10’dan fazla olmasi meme kanseri riskini arttirdigi,



buna karsin diyetteki yagin %5’in altinda olmasi ve yagd icermeyen diyetle
beslenme timdrin blylmesini inhibe ettigi gdsterilmistir (19). Liften zengin
gidalar ile beslenmenin bagirsaktan Ostrojen absorbsiyonunu engelleyerek
meme kanseri olusumu engelledigi dusunulmektedir (20). Alkol kullaniminin
da meme kanseri riskini arttirdi§i saptanmistir (21).

C. Sosyoekonomik Durum

Sosyoekonomik durumu disuk olan kisi ya da toplumlarda meme
kanseri gorulme orani daha az iken, yuksek olan kesimlerde ise meme
kanseri oranlar daha fazladir. Bunun nedenleri arasinda dustk dogum
oranlar, emzirmeme, asin yag ve alkol tiketimi gosterilebilir (21).

D. Radyasyon

Meme kanseri etyolojisinde saptanan onemli nedenlerden biri de
radyasyona maruz kalmadir. Radyasyona bagli meme kanseri gelisimi

radyasyona maruz kalma suresi ile iligkilidir ve uzun surede gelisir (22).

Meme Kanserinde Risk Faktorleri

A- Yuksek Risk Faktorleri (4 kat ya da daha fazla risk artisina yol
acarlar)

a. Cinsiyet: Kadin cinsiyet

b. Yas: Meme kanseri riski yasla birlikte artmaktadir. Meme kanseri
olgularin ¢ogunda kanser 50 yasindan sonra ortaya c¢ikmaktadir. Ancak
ailesel meme kanseri Oykusu olanlarda, daha erken yaslarda meme kanseri
olusabilmektedir (23).

c. Meme Kanseri igin BRCA-1 velveya BRCA-2 gibi Genetik
Mutasyona Sahip Olma (3).

d. Ailede Meme Kanseri Oykiisii Olmasi: Ailede meme kanseri
hikayesi olmasi meme kanseri icin 6nemli bir risk faktoridur. Birinci derece
akrabalarda (anne, kiz kardes, kiz) meme kanseri olanlarda bu risk daha
yuksektir (24). Ailedeki meme kanserli hasta sayisi artinca bu risk artar.
Meme kanserli hastalarin anneleri normal populasyona oranla 2 kat, kiz

kardesleri ise 2.5 kat meme kanseri gelisme riskine sahiptir. Kanserin



bilateral olmasi meme kanseri riskini 5 kat artirr. Premenopozal bilateral
kanseri olan bir hastanin yakinlarinda risk artigi 9 kattr. Anne ve kiz
kardesinde meme kanseri bulunan bir geng kadinda yasam boyu meme
kanseri gelisme riski % 50°dir (25).

e. Daha Once Bir Memede Kanser Oykiisii Olmasi: Meme kanseri
tanisi olan hastalarda diger taraf icin meme kanseri gelisme riski her yil igin
% 0.5-1’dir. Bu risk meme kanseri tanisi konuldugu yasa gore degisir (17).

f. Atipi ile Birlikte Hiperplazi: Benign meme hastaliklarinin birgogu
meme kanseri icin risk faktdorl olusturmaz. Ancak memenin benign bir
hastaligi olan atipik hiperplazili meme hastaligi olanlarda risk 5 kat
artmaktadir. Ayni zamanda ailesel meme kanseri Oykusu varsa risk 11
katlara kadar ¢kmaktadir (22).

g. Parite: Nulliparite ve ilk dogumu ge¢ yasta yapmak meme kanseri
riskini arttrrken erken yasta dogumla sonlanmig gebelik meme kanseri
riskini %10 azaltmaktadrr. ik dogumunu 30 yasindan sonra yapan kadinlar
20 yas oOncesinde ilk dogumunu yapan kadinlara gére 2 kat fazla kanser
riskine sahiptir. Ancak 35 yas sonrasindaki hamileliklerdeki risk nullipar
kadinlara gore daha fazladir (26).

h. Lobuler Karsinoma in Situ: Invazif kanser icin %30 oraninda risk
tasimaktadir.

B- Orta ve Diisiik Derecede Risk Faktorleri (1-4 kat risk artisina
yol agar)

a. Menstruasyon Oykiisii: Erken menars (<12 yas) ve geg
menopoz (>55 yas), kadinlarin hormonlara maruz kalma siresini arttirdidi
icin meme kanseri riskini arttrmaktadir. Menarsin geciktigi her yl meme
kanseri riski %20 azalmaktadir. Menopaza 55 yasindan sonra kadinlarda
meme kanserine yakalanma riski, 45 yasindan sonra menopoza girenlerin iki

kati kadardir (27).
b. Uzun Sureli OKS Kullanimi ve Hormon Replasman Tedavisi

(HRT): Menapozdaki HRT nin riski kullanim siresi, secilen ilaglar ve hastanin
dzelliklerine bagl olarak degismektedir. Ostrojenin tek basina ve aralKkli

kullanimi riski arttrmamaktadir. Uzun sdreli 6strojen kullanmi (>5 yildan



fazla) ve dstrojenin progestinle kullanimiyla ise meme kanseri olusma riski
artmaktadir (11).

c. Over, Uterus yada Kolon Kanseri Oykiisii

d. Diabetes Mellitus

e. Alkol almi: Calismalarda alkol aliminin meme kanseri riskini
arttrdigi  saptanmigtr. Ginde 15 gr veya daha fazla alkol tuketimi
icmeyenlere gore riski %50 arttirir (28).

f. Obezite: Obezite postmenopozal hastalarda riski iki kat
artrmasina karsin premenopozal kadinlarda obezitenin koruyucu etkisi
oldugu dugunilmektedir (29).

C- Risk Faktoru Olmayanlar

a. Benign Meme Lezyonlan (30)

b. Diyet: Kahve, cay ve diger kafeinli icecekler, meyve ve sebzelerin
meme kanseri Uzerinde risk olugturmadigi saptanmigtir (31,32).

c. llaglar: Antibiyotikler, aspirin ve nonsteroid antiinflamatuarlarin
tutarli bir etkisi saptanmamistir (33,34).

d. Abortus (35)

D- Riski azaltan faktorler

a. Asya Irki

b. Erken menapoz, 14 yas sonrasi menars (36)

c. Gebeligin 20 yas 6ncesinde olmasi (37)

d. Artan parite (36)

e. Emzirme (38)

f. Fiziksel aktivite (39)

g. Selektif dstrojen reseptér modulatéri kullanimi (40)

Meme Kanserlerinin Histolojik Siniflandiriimasi

Meme kanserleri esas olarak adenokarsinomdur ve genellikle meme
ust dis kadranindan gelisir. Meme kanserlerinin gogunlugu meme kanallarini
doseyen epitel Ortisinden (duktal kanserler) ve lobdllerin terminal

kanallarinn epitel hicrelerinden (lobuler kanserler) kaynaklanirlar. Dinya



Saglk Orgiti (WHO) Meme Timérleri Histopatolojik Sinflamasrnin son
versiyonunda, yirminin Uzerinde meme Kkarsinomu histopatolojik tipi
tanmlanmaktadir. Kanser hicreleri, ¢evresindeki bazal hicreleri astiginda
invazif, asmadiginda ise in situ olarak isimlendirilirler. invazif duktal
karsinomun en fazla goérilen meme kanseri tipi oldugu ve tum vakalarin
%75’ini  olusturdugu bildirilmistir  (41). Histopatolojik sinflamada, timor
hicrelerinin sitolojik 6zelliklerinin yani sira olusturduklan yapisal farkliliklar da
g0z o6nune alinmaktadir (42). Meme kanserinin WHO’ya gore histolojik olarak
sinflandiriimasi asagida gorulmektedir.

1. In situ karsinom

- in situ duktal karsinom

- In situ lobdiler karsinom

2. Invaziv karsinom

- Invaziv duktal karsinom

- invaziv lobiiler karsinom

- TUbuler karsinom

- invaziv kribriform karsinom

- Meddller karsinom

- Musin6z karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- invaziv mikropapiller karsinom

- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom

- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- N6roendokrin karsinom

- inflamatuar karsinom olarak sinflandirilimigtir (42).

Meme Kanserlerinin Evrelendirilmesi

Meme kanserli hastalar, hastaneye basvurduklarinda kanserin

yaylimi bakimindan farkliiklar gosterirler. Evreleme, hastalari hastaliklarinin



yaylma derecesine goOre gruplara ayrma iglemidir. Sagkalm suresi, tani
konuldugunda hastaligin evresi ile iliskilidir. Evreleme ile ayrica hastaya
uygulanacak tedavi protokoli de belirlenir. Gunimuizde hemen her yerde
Union International Contre Cancere (UICC) ve American Joint Commitee On
Cancer (AJCC)'lerinin bigimlendirdigi timdr-nod-metastaz (TNM) evreleme
sistemi kullanimaktadir (Tablo-1,2) (43,44).



Tablo-1: TNM Sinflandirimasi (43)

Primer Tumor (T)

TO Primer timor yok

Tis Karsinoma in situ
Tis(DCIS) Duktal karsinoma in situ

Tis(LCIS) Lobuler karsinoma in situ

T1 Tumorin en blyuk boyutu 2 cm veya daha az
T1lmic En buyuk boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon
Tla En blyuk boyutu 0.1 cm’den blyuk olan ancak 0.5 cm’yi gegcmeyen tumor
T1lb En biytk boyutu 0.5 cm’den blyUk olan ancak 1 cm’yi gegcmeyen timor

T1lc En blyuk boyutu 1 cm’den blyuk olan ancak 2 cm’yi gegcmeyen tumor

T2 En buylk boyutu 2 cm’den blyuk olan ancak 5 cm’yi gegmeyen tumor

T3 En buylk boyutu 5 cm’den blyuk olan timoér

T4 Herhangi bir boyutta ancak (a) gégus duvarina veya (b) cilde direkt yayilim
T4a Pektoral kasa ulagsmamis gogus duvari yayilimi
T4b Meme cildinde 6dem, Ulserasyon veya ayni memede satellit deri nodulleri
T4c T4a ve T4b birlikte

Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)

NO Bolgesel LN metastazi yok

N1 Ipsilateral LN’larinda metastaz (fikse degil)

N2 Fikse wveya gruplagsmis ipsilateral aksiller LN’larinda metastaz veya klinik olarak belirgin
aksiller LN metastazi olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammaryal nodlarinda metastaz

N2a Birbirlerine veya cewe dokulara fikse ipsilateral aksiller LN’larinda metastaz
N2b Sadece klinik olarak aksiller LN metastazi olmadiginda Kklinik olarak belirgin

ipsilateral internal mammaryal nodlarda metastaz

N3 Ipsilateral infraklavikular LN’lari metastazi veya Kklinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammaryal LN’ lar metastazi ile birlikte klinik olarak belirgin aksiller LN metastazi; veya
ipsilateral supraklavikular LN’lari metastazi

N3a ipsilateral infraklavikular LNlarinda metastaz
N3b ipsilateral internal mammaryal lenf nodlarinda veya aksiller LN’larinda metastaz

N3c ipsilateral supraklavikiler LN’larinda metastaz

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var




Tablo-2: Yukaridaki Parametrelere Gore Evreleme (44)

Evre Tumoér Nod Metastaz
Ewve O Tis NO MO
Ewve | T1 NO MO

TO N1 MO
Ewe lIA T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
Ewe 1IB T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
Ewe IIIA T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
Ewve IIIB T4 N1 MO
T4 N2 MO
Ewvre llIC Herhangi bir T N3 MO
Ewvre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Meme Kanserindeki Prognostik Faktorler

Meme kanserli hastaya en uygun tedavinin segiminde hastanin
prognostik risk faktorlerinin belirlenmesi ¢ok dnemlidir. Prognostik faktor
terimi, kanserde tani aninda var olan, tedavi yapimadigi durumda hastaliksiz
sagkalm ve genel sagkalmla ilgili her tirli élcimu ifade etmede ve kanserin
dogal seyrini tahmin etmek igin kullanimaktadrr. Meme kanserindeki
prognostik faktorler; timore ait, hastaya ait ve tedaviye ait olmak Uzere Ug

ana baslkta toplanabilir (Tablo-3) (45). Lenf nodlarinin (LN) durumu, timor




¢apl, histolojik tip ve histolojik derece meme karsinomlari igin bilinen en

Onemli prognostik parametrelerdir (42).

Tablo-3: Meme kanserindeki prognostik faktorler (45)

Tumore ait Hastaya ait Tedaviye ait
e Lenf nodu tutulumu Yas Zamanlama
e TUmor buyukligu Menopozal durum Sure

Histolojik grade

Irk

Kullanian ilaglar

e Histolojik tip Kilo Cerrahi tedavi sekli
e Metastaz durumu Eslik eden hastaliklar
e Lenfovaskuler e Tedavi tercihi

invazyon

e ER ve PR durumu

e Her-2/neu
e P53
e Bcl2

e BRCA-1, BRCA-2
e Proliferasyon
belirtecleri

e E-Kaderin

ER: Ostrojen Reseptérlii PR: Progesteron Reseptéri

Lenf Nodu Tutulumu: Meme kanseri i¢in en 6nemli prognostik
faktordir. Meme kanseri hastalarinda siklkla aksiller LN tutulumu erken
evrelerden itibaren gorunebilmektedir ve sagkalim ile yakindan iligkili oldugu
bulunmustur. Aksiller LN negatif hastalarda 10 yillk sagkalm %70 iken, nod
pozitif hastalarda bu oran %25-30’lara dusmektedir. Metastatik LN’larinin
yeri, sayisi ve buyukligu, perinodal yag dokusuna invazyon durumu da
prognoz agisindan belirleyicidir (8).

Tumor Boyutu: Lenf nodu tutulumu ve metastaz olmayan hastalar

icin en dnemli prognoz belirleyicisi tUmor boyutudur (46). TUmor ¢api arttkga
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LN tutulumu da artmakta ve sagkalim oranlari dismektedir.

Histolojik Grade: Meme kanserinde histolojik tipe bakimaksizin tim
karsinomlarin derecelendirilmesi 6nerilmektedir. Bu derecelendirmede en ¢ok
kullanilani  Bloom-Richardson sistemidir. Bu derecelendirme sisteminde
timor hacrelerinin nikleer o6zellikleri, olusturduklari tubulus yapilarinin orani
ve mitoz sayisi ayri ayri skorlanarak, olugsan toplam skora goére grade 1
(dUsUk), grade 2 (orta) ve grade 3 (yUksek) olmak Uzere dereceler belirlenir.
Dusuk gradeli timorler (grade 1), orta ve yuksek gradelilere (grade 2,3) gore
daha iyi prognoz gosterirler.

Histolojik Tip: Tubdler, invazif kribriform ve sekretuar karsinomlarin
prognozu iyidir. invazif lobuler karsinom, duktal karsinomlara gore daha iyi
prognozludur. Metaplastik, mikropapiller ve inflamatuar karsinomlarin
prognozu kotudur. Meduller karsinomun prognozu tartismal olmakla birlikte,
duktal karsinoma gore daha iyi seyirli oldugu kabul edilmektedir (47).

Lenfovaskiiler invazyon: Timér cewvreseindeki kan ve lenf
damarlarinn [Gmeninde timor hicrelerinin bulunmasi LN’larina  metastaz
olasiiini arttirr. Lenfovaskuler invazyonun oOzellikle LN pozitifligi ile birlikte
olmasi prognozu kotllestirir ve rekirrens olasiligini arttirir.

Hormon Resoptor (ER ve PR) Durumu: Meme kanserlerinin 6nemli
bir béliuminde o6strojen ve progesteron reseptorleri (ER ve PR) negatiftir ve
hormon reseptdrlerinin  negatif olmasi hastalarda koti prognoza isaret
etmektedir (48). lyi diferansiye meme kanserlerinde reseptor seviyeleri daha
yuksektir. Ayrica ER (+) ve PR (+) meme kanserli hastalarin surveyleri daha
uzundur (49).

HER-2/neu: Epidermal growth faktor reseptor ailesinin Uyesi olan bir
protoonkogendir. Artan ekspresyonu bazi agresif meme kanserlerinin gelisimi
ve progresyonunda onemli rol oynadidi goOsterilmistir ve kotl prognostik
belirte¢ olarak kabul edilmektedir (50).

P53: Hucre dongusunu duzenleyen ve en oOnemli tUmoOr suprese
eden genlerden biridir. Meme kanserlerinin %50’sinde bu genin mutasyona
ugradigi saptanmistir. YUksek histolojik grade ve kotu prognoz ile iliskili
oldugu belirtilmistir (21).
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Bcl-2:  Bu genin poztif oldugu hastalarda siklikla tamoksifen direnci
gelistigi goérulmustir. Bu sebeple tamoksifen direng belirteci olarak da
bilinmektedir. Hastalarda sklkla ER de poztiftir ve bu hastalarin sagkalm
surelerinin daha uzun oldugu gorilmustur.

Proliferasyon Belirtegleri: Tumorlerin proliferatif kapasitesi de
prognoz agisindan onemli kabul edilmektedir. Bu kapasite; S fazindaki htcre
orani, timidin labeling indeks, mitotik indeks, immunhistokimyasal
proliferasyon isaretleyicileri (Siklin A, Ki-67) ve DNA’daki ploid tayini gibi
yontemlerle belirlenir. Bu faktérler ne kadar yiuksekse prognoz da o kadar
kotadur. Son yillarda o6zellikle Ki-67 skoru kullanimaya bagslanmigstir. Bu
skorlamanin; tumor buyukligu, histolojik derece, vaskiler invazyon ve
aksiller lenf nodu tutulumu ile dogrudan iligkili oldugu bilinmektedir (51).

E-Kaderin: E-Kaderin hicrenin hareketlilik 6zelliginin
basklanmasina neden olur. E-Kaderin ekspresyonu azalan epitel
hicrelerinde diferansiyasyonun azaldigi ve goc¢ kabiliyetlerinin arttigi
belirlenmistir. Meme kanserlerinde, E-Kaderin ekspresyon kaybi veya
sitoplazmik  pargasinin  fosforilasyonundaki bozukluk nedeniyle epitel
hicreleri hareketlilik kazanr ve lokal yaylimda artis go6zlenir. E-Kaderin
eksikligi invazif fenotipin ortaya c¢kmasindan sorumludur ve duktal
karsinomlarda kotlu prognoza yol agmaktadir (52).

Yas: Meme kanseri tanisinin konuldugu yas prognoz agisindan
onemlidir. Otuz bes yas altindaki hastalarda niks riski menopoz sonrasindaki
kadinlara gore daha fazladrr. Ayrica geng hastalardaki meme kanserleri daha

yuksek gradelidir ve daha agresif seyredebilir.

Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinde hastalara cerrahi, radyoterapi (RT), kemoterapi
(KT), hormonal tedavi ve hedefe yonelik tedaviler uygulanmaktadir.

Cerrahi

Meme kanserlerinde hasta erken evrede vyakalanrrsa uygulanan

tedavi sekli cerrahi rezeksiyondur. Siklkla uygulanan cerrahi yontem
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modifiye radikal mastektomi ve aksiller LN disseksiyonudur. Son yilarda
meme koruyucu cerrahi (lumpektomi, segmental mastektomi ya da parsiyel
mastektomi) 6nem kazanmaya baslamistir. Yapian bir ¢alismada survey
agisindan radikal mastektomi ile meme koruyucu cerrahi ve RT uygulanan
hastalarda anlamli bir farklik olmadigi gérilmistir (53). lleri evre meme
kanserli hastalarda palyatif tedavi segenekleri dusunulmektedir. Soliter organ
metastazlarinda  gunumizde  metastazektomi  segenegi  kullanimaya
baslanmigtir (54).

Kemoterapi (KT)

Meme kanserli hastalara cerrahi sonrasinda adjuvan olarak veya
cerrahi 6ncesinde timoér yukinl azaltmak icin neoadjuvan olarak farklh KT
rejimleri  uygulanmaktadir. Meme kanserinin antrasiklinler (epirubisin,
doksorubisin), taksanlar (dosetaksol), antimetabolitler (5-Florourasil) ve
alkilleyici ajanlar (siklofosfamid) gibi ¢esitli kemoterapatiklere cevap verdigi
bildirilmistir (55).

Meme kanserinde en etkili KT rejimi antrasiklinleri igceren rejimdir.
Kombine tedaviler ile tek ajanli tedaviler Kkarsilastridiginda kombine
uygulamalarin daha uzun bir hastalksiz sagkalm ve survey sagladigi
bulunmustur. Ancak kombinasyon rejimlerinin tekli uygulamalara gore daha
toksik oldugu bildirilmistir (56).

Radyoterapi (RT)

Cerrahiden sonra memede, gogus duvarinda veya aksilla bdlgesinde
kalan kanser hucrelerini ortadan kaldirmak i¢in RT kullanlabilecegi gibi, daha
az sklkla cerrahi Oncesinde tUumoru kugultmek icin de uygulanabilir.
Radyoterapi uygulamasina cerrahi tedaviden vyaklask bir ay sonra
baslanilarak, 6 veya 7 hafta boyunca haftanin 5 gunu boyunca devam edilir
(57).

Hormonal Tedavi

Meme kanserinde cerrahi ve KT sonrasinda eger Ostrojen ve/veya
progesteron reseptori pozitifse adjuvan  olarak  hormonoterapi
uygulanmaktadir. Hormonoterapide selektif Ostrojen reseptér modulatorleri

(SERM; tamoksifen), IGteinizan hormon salgilatici hormon (LHRH) analoglari,
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aromataz inhibitorleri tercih edilen ajanlardir.

Hedefe Yonelik Tedaviler

Meme kanserinde &zellikle ileri evre metastatik hasta gruplarinda
tercih edilirler. HER-2 proteinine yonelik transtuzumab, tirozin kinaz inhibitori
olan lapatinib, m-Tor inhibitdéri olan everolimus; KT ve hormonoterapiye
adjuvan olarak son yillarda kullanimaya baslanmistir.

Meme Kanserinde Kullanilan Tiumor Belirtegleri

TUumor belirtegleri kanda veya vicut sivilarinda timorle iligkili olarak
olusan veya tumér hicreleri  tarafindan Uretilen maddelerdir.  TUmor
belirtegleri tani  koymaya yardimda, kanserin yayginligini anlamada,
uygulanacak tedavi seklinin belirlenmesinde, tedaviye yaniti anlamada ve
niksin saptanmasinda kullanimaktadirlar. Meme kanserinde en sk
kullanilan timor belirtecleri: CA 15-3, CEA, CA 19-9, CA-125, CA-549'dur
(58-62).

Karbonhidrat Antijen 15-3 (CA 15-3)

Meme dokusundaki epitel hucreleri tarafindan uretilen glikoprotein
yapisinda yuksek molekul agirlkli bir antijendir. Meme kanserinin yaylimini
saptamak icgin en sk kullanlan belirtegtir. Organa veya timdre spesifik
degildir ve meme kanserindeki sensitivitesi %77’'dir. Diger timor
belirtecleriyle birlikte kullanmi ile sensitivitesi artmaktadir. Tedaviye yaniti
degerlendirmede tek basina kullanimi onerilmemektedir, ancak tedaviye
ragmen devam eden yuksek seviyeleri tedavinin yetersiz oldugunu
gOstermektedir (58).

Karsino Embriyonik Antijen (CEA)

Karsino embriyonik antijen, glikoprotein yapida olan onkofetal tumor
belirtecidir. Serumda artan seviyeleri malignite isareti olabilir. Temel olarak
kolorektal karsinomlarda kullanisa da, meme, akciger, pankreas, mide ve
karaciger gibi organlarin malignitelerinde de kullanimaktadir. Erken evre
meme kanserindeki sensitivitesi dusUk olmakla beraber, 6zellikle metastatik

meme kanserlerinde takipte kullanimasi 6nerilmektedir (59).
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Karbonhidrat Antijen 19-9 (CA 19-9)

Karbonhidrat antijen 19-9, Ozellikle pankreas kanserinde kullanian
bir timdr belirtecidir. Pankreas kanserinden baska safra yollar, mide, kolon,
uterus ve meme kanserlerinde de serum seviyelerinin arttigi saptanmistir
(60).

Karbonhidrat Antijen-125 (CA-125)

Musin 16 olarak da bilinen CA-125, glikoprotein musin ailesinin bir
uyesidir. Ozellikle over kanserli hastalarin takibinde kullanimaktadir. Birgok
benign hastalkta da seviyesi artan CA-125’in Ozellikle ileri evre meme
kanserli hastalarda da arttigi ve kotu prognozla iliskili oldugu bildirilmistir (61).

Karbonhidrat Antijen-549 (CA-549)

Normal meme ve epitelyal dokularda da bulunabilen bir
glikoproteindir. Meme, akciger ve kolon kanseri gibi malignitelerde artan
serum seviyeleri bildirilmigtir (62).

Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Laktat dehidrogenaz, tumor bagslangicinda ve metabolizmasinda
gorev alan bir enzimdir. Karaciger, meme, mide, akciger ve kolon
kanserlerinde LDH-5 izoenziminin arttigi saptanmistr. Tumdr  yukinu
gOstermesi acgisindan birgok kanserde tedavi takibinde ve prognoz
belirleyicisi olarak LDH ekspresyonu kullanimaktadir (63).

Meme kanserinde kullanlan CA15-3, CEA, CA 19-9, CA-125, CA-
549 qibi timodr belirtegleri erken tani ve tedaviye yanitt 6ngérmede yetersiz
kalmaktadir. Arastrmacilar tarafindan, meme kanserinde kullaniabilecek
yeni belirtecler bulma arayisi devam etmektedir. Bizim calismamizda bu
belirteglerden notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL), fibronektin (FN) ve

vimentin proteinleri arastirimistir.
Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL)
Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL), lipokalin protein ailesinin bir

uyesidir. Bu grubun Uyeleri, kiguk ve hidrofobik molekdlleri baglama 6zelligi

olan ve hilicre homeostazinda rol oynayan ekstraselller proteinlerdir (64).
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Doktor Roland Strong lipokalin ailesini, hucrelerin bazi molekdlleri baglayip
tekrar getirmesi i¢in goénderdigi araci proteinler olarak tanmlamistir (65).
Lipokalin ailesinin baglica Uyeleri arasinda; NGAL, retinol baglayici protein,
retinoik asit bagdlayici protein, alfa 2 globulin, beta laktoglobulin,
apolipoprotein D, prostoglandin D sentaz yer almaktadir (66).

Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL) Sentezi ve Yapisi

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin 178 amino asitten olusan, 22 kDa
agrliginda, glikasyondan sonra 25 kDa agrligina ulasan bir proteindir (66).
Kodlanmasi 9934.11 kromozom lokusunda yer alan bir gen tarafindan olur.
Bu gen en az bes fonksiyonel transkript Ureten yedi ekzon igermektedir. Ug
fark molekiler formu vardir. Bunlar 22 kDa agirliginda olan monomerik, 45
kDa agirliginda olan homodimer (iki NGAL monomerinin dimerizasyonu), 135
kDa agirliginda olan heterodimer (monomer ile 92kDa agrligindaki diger ismi
geletinaz B olan matriks metallopeptidaz 9 ile birlesimi) formdur (67,68).
Monomerik form tlbdler hicrelerden sentezlenirken (bir kismi notrofiller),
homodimer form nétrofillerden sentezlenir. Heterodimer formun bir kismi da

bdbreklerden sentezlenir (sekil-1) (69).

OO
Co O .
(™) OO Reabsorbsiyon
, (e o o‘
"'.] xo (™) NGAL monomer
::{ ~~ “l - *X®) NGAL homodimer

O&®» NGAL heterodimer

Sekil-1: NGAL'in biyolojisi ve tlbuler hasar ile iliskisi (69)
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Yapi olarak NGAL, 8 beta halkasinin, namlu eklinde kivrilarak
olusturdugu kaliks yapisindan olusmaktadir. insan NGAL protein dizisinin
biyoinformatik analizinde ortaya ¢ikan iki ana Ozellik; 20-aa N-ucu sinyal
peptit icermesi ve molekllin ¢ogunlugunu olusturan bir lipokalin etki alani
(aa 48-193) icermesidir. Lipokalin etki alan, lipokalin ailesinin karakteristik bir
ozelligi olan kigUk lipofilik ligandlan (retinoidler, steroidler ve demir) baglayan
ve tasiyan ligand baglayici bdlge igcermektedir (70). Lipokalin ailesinin
karekteristigi olan “lipokalin fold”u antiparalel dizilimli 8 beta sarmalini izleyen
N-terminal 3-10 heliks olusturmaktadir. Bir C terminal beta tabakasinin bagli
bulundugu a-1 sarmall 8. beta tabakasina baglanrr. Beta tabakalari donguler
(L1-L7) ile birbirine baglanr ve L1, L3, L5 ve L7 donguleri molekulin agik

olan ucunu olusturur (ligandin baglanma yeri) (sekil-2) (70).

b
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Sekil-2: “Lipokalin fold” sematik gorunimu (70)
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Ik olarak NGAL proteini simian viriis-40 ile enfekte primer fare
bdbrek hicrelerinde 24p3 lokalizasyonunda tespit edilmistir (71). Daha sonra
insandaki homolog proteini notrofillerin spesifik granillerinde de bulunmustur
(72). insan nétrofil jelatinazina kovalent baglanmasi ile kesfedildigi icin,
NGAL adini almigtir. Lipokalin 2, siderokalin, onkogen protein 24p33,
uterokalin, alfa-2 mikroglobulin iligkili protein, NGAL’in sinonim isimleridir
(73).

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin, nétrofillerde tip 4 kollajenaz (matrix
metalloproteinaz) ile kovalent bagl olarak bulunmaktadr. Bu sayede
degradasyondan korundugu dusunulmektedir (64). Bu protein proteazlara
kargi direnglidir, parcalandiginda N-asetil-glukozaminidaz ve beta 2-
mikroglobuline metabolize olur. Fizyolojik sartlarda, diger kuguk molekuller
gibi lipokalinler de glomerullerden filtre olmakta, tamamina yakini proksimal
tibuldeki frgcamsi kenarda eksprese olan megalin reseptoérleri araciiglyla
absorbe edilmekte ve endositoz ile hicre icine alinmaktadir (74).

Didsuk molekul agirligi ve degradasyona direngli yapisi nedeniyle
kolayca ekskrete olarak idrarda saptanir (64). Sonugta, saglikh bireylerde
idrarda duguk miktarda (~5ng/mL) bulunmaktadir (74).

Goetz ve ark. (65,75), lipokalinlerin en o&nemli ligandlarinin
sideroforlar oldugunu gostermislerdir.  Sideroforlar, mikroorganizmalar
tarafindan salgllanan ve demire baglanarak hicre igine tasiyan ¢ogu non-
ribozomal peptidlerdir. Sidereforlarin NGAL i¢in endojen ligand olarak gorev
yaptkklar, ona karakteristik parlak kirmizi rengini verdikleri ve biyolojik
etkilerinin ¢cogunu module ettikleri bilinmektedir. Bakteriler, endojen demir
selatlarina oranla birka¢ kat daha yuksek afinitesi olan siderofor denilen 6zel
proteinleri gelistirerek, serbest demiri baglarlar ve ana demir baglama
proteinlerinden demir elde edilmesini sadlarlar (75).

Spesifik hicre reseptorleri ile NGAL’in  hicresel aktiviteleri
saglanmaktadrr. ki tip hiicresel reseptdr tanmlanmis olup; birisi 24p3R
(beyin tipi organik katyon tasiyici), digeri ise esas olarak renal tubuler

hicrelerin  ylzeyinde bulunan megalin  reseptdéri  olup, NGAL'’in
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endositozunda ve hicresel trafiginde esas role sahiptirler (74). Bunlara ilave
olarak, NGAL’in biyolojik aktiviteleri arastrma asamasinda olan hepatosit
blylme faktor, gelatinase B ve ekstraselller protein kinazlar gibi diger baz
reseptorler ve ligandlarla da etkilesimi kanitlanmigtir (64).

Nétrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL) Ekspresyonu ve
Olciimii

Saglkl insanlarda NGAL sentezi ¢ok diusik miktarda meydana
gelmektedir ve dolasimdaki ana kaynagini notrofiller olusturmaktadir (64).
Ayni zamanda dusuk miktarlarda bdbrek, prostat, akciger, timus, karaciger,
solunum ve sindirim yolu epitelinde, ayrica postpartum uterus dokusu ve ek
gidaya gecgis doneminde meme dokusunda oldugu gibi involusyona ugrayan
dokularda da eksprese edildigi gosterilmistir (76).

Ekspresyonunu dizenleyen faktorler interldkin, timér nekroz faktori-
a ve interferon gibi pro-inflamatuvar sitokinleri ve retinoik asit gibi vitaminleri
icerecek sekilde cok sayida ve gesitlidir (70).

Stres altindaki hlcrelerde NGAL sentezi meydana gelmektedir.
Enfeksiyon, inflamasyon (aktive notrofillerin  sekonder grandllerinden
sentezlenir), iskemi ve neoplastik transformasyon NGAL ekpresyonunun
arttig1 durumlardir (77).

Plazmada serbest veya tip IV kollagenaz (gelatinaz B, MMP-9) ile
kompleks halinde bulunabilir. Venéz kan (serum, plazma), idrar, tikarik ve
doku 6meklerinden calislabilmektedir. Olgiimde skikla ELISA ydntemi
kullanilirken son yillarda otoanalizérlerde CMIA (kemiliminesan mikropartikul
immuassay) ve PETIA (Particle-enhanced turbidimetric immunoassay)
yontemleri ile de caligimaya baslanmistir. Orneklerin oda sisinda 24 saat,
+4 °C’de 7 gln, -80 °C’de 1 yilla kadar NGAL igin stabilitelerini koruduklari
saptanmigtir (78).

Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL)'in Fonksiyonlari

Hiicre ici Demir Depolarinin Diizenlenmesi ve Bakteriyostatik
Fonksiyonu

Hlcre icine yalniz protein yapisinda (Apo-NGAL) ya da demir

baglayici sideroforlar ile kompleks halinde (Holo-NGAL) alinp alinmadigina
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bagl olarak NGAL’in hlcre igi aktivitesi, degisiklik gostermektedir. Kompleks
halinde (Holo-NGAL), endozomal veziklllerin igine alndiktan sonra
sitoplazmik alana gé¢ etmekte, siderofor-demir kompleksi aciga ¢ikmakta ve
demir bagimh spesifik yolaklar aktive olmaktadir. Protein yapi ise, ya degrade
olmakta ya da tekrar hicre digina atimaktadir. Tersine, Apo-NGAL ise hicre
icine alndiktan sonra hucresel demiri bir miknatis gibi ¢ekmekte ve
ekstraselller araliga yonlendirmektedir. Sonugta hlcresel demir havuzunun
tiketimine yol agmakta oldugu ve apoptozise aracilk ettigi dusunulmektedir
(79). Bu apoptotik etkinin, NGAL'in antibakteriyel etkisine araciik ettigi
dusunulmektedir (80).

Bakterilerden Uretilen formil peptidlere, lipopolisakkaritlere ve
katekolat tip ferik (Fe*) sideroforlar igeren kiigilk lipofilik substantlara
NGAL’in baglanabildigi belirtiimistir. Bakterilerin blyUmeleri icin demir
gerektigi igin, NGAL demir depolarini tiketerek bakterilerin buylmesini
engeller (bakteriyostatik etki). Bundan dolayr dogal immun sistemin efektor
molekullerinden biri gibi fonksiyon yapabilir. Bu bulgularin biyolojik anlamlilig
genetik olarak modifiye farelerde gosterilmistir. Yapian calismada NGAL
geni eksik olan farelerin, kontrol grubuna goére gram (-) bakteri
enfeksiyonlarina daha duyarl olduklari ve sepsiste mortalite oranlarinin daha
yuksek oldugu gosterilmistir (81). Ayrica fizyolojik kosullarda c¢ocuklardaki
bakteriyel enfeksiyonlarda noétrofil aktivasyonuna bagh serum NGAL
dizeylerinde artis tespit edilmistir (82).

inflamasyon ve Nétrofil Kemotaksisindeki Fonksiyonu

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalinin proinflamatuar bir molekil oldugu
yapllan caligmalarla ortaya konmustur. Akciger inflamasyonu olan fare
modelleri Uzerinde yapilan arastrmada proinflamatuar uyaranlara maruz
kaldiktan sonra serum NGAL mRNA ve proteininin gugla bir sekilde arttigi
bulunmustur (83). inflamasyonda NGAL’in islevsel rolinii aciklamak icin
cesitli hipotezler 6ne surdlmastur. Akut ya da kronik inflamasyonda (6rn.
bronsiyal astm) inflamasyon bdlgelerinde grandlositlerin biriktigi ve bu
granulositlerin apoptozisi sonrasi, NGAL iceren salgi grandllerinin serbest

kaldig1 ve bu sekilde lokal doku hasarina aracilik ettigi yonundedir.
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Bir akut faz proteini olarak NGAL in énemi; E. Coli’nin intraperitoneal
enjeksiyonunu takiben, NGAL seviyelerinin 4 saat igerisinde serumda ve
karaciger dokusunda ve 6 saat i¢inde dalakta yuksek oldugunun saptanmasi
ile gosterilmistir (70).

Antioksidan Fonksiyonu

insan embriyosu boébrek hiicrelerinde NGAL‘in asin ekspresyonu
sonucunda, antioksidan enzimler olan superoksit dismutaz ve hem
oksijenazin mRNA ve protein duzeylerinde bir upregulasyon ile birlikte NF-kB
ekspresyonunda azalma oldugu saptanmistir. Ayrica, ektopik NGAL
eksprese eden hicrelerin in vitro olarak hidrojen peroksitin sitotoksik
etkilerine karsi daha direncli oldugu bulunmustur. Reaktif oksijen tirleri
araclliglyla olusan hicresel zararlara karsi NGAL'in koruyucu bir etkisi
olabilecegdi dusunulmektedir.

Bir antioksidan olarak NGAL’in rolinin altinda yatan mekanizma,
simdiye kadar belirlenen tek NGAL baglayici siderofor olan katekoltin, NGAL
yoklugunda Fe*™® baglamasi ve azaltmasi (Fenton reaksiyonu) yoluyla son
derece aktif hidroksil serbest radikal olusumunu hizZiandirmasi, ardindan
ortama NGAL ilave edildigi zaman, bu reaksiyonun inhibisyonu olabilir (84).

Notrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin (NGAL)in iliskili Oldugu
Hastaliklar

Yapllan c¢esitli c¢alismalarda NGAL proteininin; kalp yetmeZigi,
ateroskleroz, bdbrek yetmezigi, inflamatuar hastalklar (pankreatitit,
psoriazis), metabolik hastalklar (gestasyonel diyabet, preeklampsi) ile iliskili
oldugu ve bu hastalkklarda ekspresyonunun degistigi saptanmistir (85-90).

Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL) ve Kanser iligkisi

Yapilan arastrmalar NGAL ekspresyonunun c¢esitli solid ve
hematolojik kanserde uyarildigini,, ayrica bazi kanserlerde NGAL duzeyleriyle
sagkalm, hastalk dizeyi ve prognoz arasinda Kkorelasyon oldugu
saptanmigtir. Hepatosit buyume faktort, retinoik asit ve NF-kB gibi tUmor
gelisimini provoke eden molekiller tarafindan NGAL gen indiksiyonun arttigi
tespit edilmistir (91).

Sindirim (6zofagus, mide, karaciger, safra kesesi ve pankreas),
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solunum (akciger), endokrin (tiroid ve over), Ureme (meme ve endometrium)
ve deri olmak Uzere cesitli organlardaki solid tumorlerde yuksek NGAL
ekspresyonlari saptanmistir (92-97).

Pankreas kanseri solid kanserler arasinda en oOlimcul kanser
tiriddr. Normal pankreas dokusunda ¢ok az eksprese edilen NGAL, kanser
hicrelerinden oldukga fazla miktarda eksprese edilmektedir (92). Premalign
lezyonlardan (pankreas intreaepitelyal neoplazi) itibaren NGAL seviyeleri
dUsUk derecelerden yuksek derecelere dogru progresif olarak artmaya
baslamaktadr. lyi diferansiye pankreas kanserinde NGAL seviyeleri olduk¢a
yuksek saptanrken, kotu diferansiye turde NGAL yuksekligi saptanmamigtir
(92). Plazma NGAL seviyesinin pankreas kanserli hastalarda saglikli
kontrollere gore yuksek saptanmasi, ileride pankreas kanseri tanisinda yeni
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini dugundurmektedir.

Normal karaciger hicrelerinde de NGAL sentezi dusUk
miktarlardayken, hepatoselller karsinom (HCC)'da oldukg¢a yuksek miktarda
saptanmigtir (93).

Premalign ve malign mide dokularindaki NGAL ekspresyonuyla ile
ilgili iki zt calisma mevcuttur; Alpizer ve ark. (94), NGAL ekspresyonlarinda
artis saptarken, Wang ve ark. (95), belirgin bir dugus saptamiglardir. Mide
kanserli hastalarda yapilan galismada, serum NGAL proteininin kullanimiyla
0.93’lUk egri alti alani ile kanserli olgular saglkkllardan ayirt edilmistir (95).
Serum NGAL 6lcimUinin erken evre mide kanseri tanisinda (evre 1 ve 2) CA
19-9 ve CEA’dan daha yuUksek tanisal sensitiviteye sahip oldugu gorulmustar.
Ayrica serum NGAL seviyeleri yiksek hastalarin (35.6 ay), normal olanlara
gore (54.4 ay) daha kisa yagsam suresine sahip olduklari saptanmigtir (94).

Normal over foliklllerinde ve benign over tUmorlerinde serum NGAL
proteini dusuk miktarda saptanrken, grade 1 (iyi diferansiye) over
kanserlerinde oldukca yilksek miktarda saptanmistr. iiging olarak grade 2
(orta diferansiye) ve grade 3 (kotu diferansiye) over kanserlerinde NGAL
miktarn dusUk saptanmistir (96).

Malign  endometrium  bezlerinde  NGAL seviyeleri  normal

endometrium bezlerine gére oldukca yuksek saptanmigtir.
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Immunohistokimyasal analizier sonucunda da normal endometrium dokulari
zayif NGAL ekspresyonu gosterirken, endometrial karsinom alanlarindaki
NGAL seviyeleri oldukca ylksek saptanmigtir (97).

Hematolojik kanserlerde de kanser hicreleri tarafindan NGAL
sekrete edilmektedir. Fareler Uzerinde yapillan arastirmalarda, l6semilerde
BCR-ABL eksprese eden hicrelerin ayrica gugli bir sekilde 24p3/NGAL
eksprese ettigi gosterilmistir (79). Bir flzyon proteini olan BCR-ABL; KML
basta olmak Uzere, ALL (daha az) ve AML (nadiren) gibi I6semilerle iligkidir.
Bu flzyon reaksiyonu 9. ve 22. kromozomlarin uzun kollar arasinda
meydana gelen karsikli translokasyon ile sonuglanrr. Uriin olarak yapisal
olarak aktif tirozin kinaz (aktivasyon igin aktivasyon sinyali gerekmez) enzimi
olusur.

Farelerde normal hematopoetik hicreler (BCR-ABL pozitif olmayan
I6semi hucreleri) NGAL igin reseptdor (NGALR yada 24p3R) eksprese ederler.
Lésemi hicreleri kana oldukgca fazla NGAL salgilarlar ve NGAL reseptorleri
olan normal hematopoetik hucreler apoptozis yoluyla Oollrler. Lésemik
hicrelerde bu reseptor yoktur ve bu sebeple etkilenmezler. Bu mekanizma
l6semi hucrelerinin saglkli kemik iliginde nasil yayildiklarinin bir aciklamasi
olabilir (sekil-3) (70,98). Farelerde ile ilgili yapilan arastrmalarda ortaya
konan sonuglar KML hastalarinda da dogrulanmistr ve hem NGAL mRNA
hem de plazma NGAL seviyelerinin KML'li olgularda oldukga yuksek oldugu
saptanmigtir  (98). Ayrica imatinib (BCR-ABL tirozin kinaz inhibitorQ)
kullanmiyla NGAL mRNA seviyeleri azalrken plazma NGAL seviyeleri

azalmamigtir (99).
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Sekil-3: NGAL (24p3)’'in hematopoetik kanserlerdeki roli (70)

Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL) ve Meme Kanseri

Luminal epitelyal hicrelerde myoepitelyal hicelere gore NGAL geni
daha vylksek miktarlarda bulunmaktadir (100). Meme kanserlerinin de
¢ogunlugunun luminal epitelyal huacrelerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu
sebeple NGAL proteininin meme kanseri progresyonunda aktif olarak yer
aldigi dusunulmektedir (101).

Normal meme epitelyal hicrelerinde NGAL ekspresyonu 06strojen
kontrolinde iken, malign meme epitelyal hicrelerinde NGAL bu hormonal
dizenlemeden kurtulur (102). Ostrojen resptdrii (-) meme kanseri hiicre
dizileri ve primer kanser Orneklerinde NGAL duzeyleri yiksek saptanmistir
(103).

Aktif prolifere olan hicrelerde, LN metastazinda ve HER-2 pozitif
hicrelerde NGAL seviyeleri olduk¢a yuksek saptandigi icin NGAL’ in meme
kanseri ilerlemesini  arttirdigi  dUsUnUlmUstar.  Ayrica  hlcre  dizisi
calismalarinda NGAL ekspresyonunun HER-2 ile dizenlendigi saptanmigtir
(104).

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin, MMP-9 ile kompleks olusturarak,
MMP-9'un ykimini onler ve aktivitesini arttirr (104). Meme kanserini de

iceren bircok kanserde progresyon, invazyon ve metastaz asamalarinda
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MMP-9 etkili rol oynamaktadir (105).

Palpe edilemeyen meme lezyonlari nedeniyle histolojik tani igin
meme biyopsisi yapllan 113 hasta ve 30 saglkh kadin kontrol igeren bir
calismada, MMP-9, NGAL ve MMP-9/NGAL kompleksinin seviyeleri serumda
incelenmistir.  invaziv duktal karsinomu olan kadinlarda kontrol ile
karsilastridiginda serumda belirgin MMP-9, NGAL ve MMP-9/NGAL artisi
izlienmistir (106). Meme hastaligi ciddiyet skoru ile MMP-9 ve NGAL serum
dizeyleri arasinda belirgin korelasyon izlenirken kompleksleriyle anlamh bir
korelasyon bulunamamistir. Bu bulgular serum MMP-9 ve NGAL o&lgimlerinin
meme hastaligi durumunda potansiyel belirte¢ roli oynamalari yaninda
meme kanseri progresyonunun non invaziv takibinde de kullanigh
olabilecegini gostermektedir (106).

Meme kanserli hastalarda yapillan bir baska c¢alismada NGAL
ekspresyonu; negatif hormon reseptor durumu, Her-2/neu artmis
ekspresyonu, yuksek histolojik grade, LN metastazi ve yiksek proliferasyon
indeksi ile guclu bir korelasyon gostermigtir. Doku NGAL duzeyleri artmig
mortalite ve azalmig hastalksiz sagkalim sureleri ile iligkili bulunmustur
(103).

Vimentin

Vimentin, proteinlerintip 1l ara filaman (intermediate filament)
ailesinin bir tyesidir. Ara filamentler tim Okaryotik hicrelerde ve bakterilerde
bulunmaktadir (107). Huicre iskeleti, ara filamentler, aktinlerin olusturdugu
mikrofilamentler ve tdbilinlerin olusturdugu mikrotibdller olmak Uzere g
temel yapidan meydana gelir. Proteinlerin ara filament ailesi insanlarda,
farelerde ve diger memelilerde yaklagkk 70 Uyelik gen ailesi tarafindan
kodlanmaktadir (108).

Ara filament ailesinin 6 ana sinifi vardir. Bunlar tip | ve Il (asidik ve
bazik keratinler; 06zellikle epitelyal htcrelerde bulunur), tip Il (vimentin;
mezenkimal hicrelerde, desmin; kas hicrelerinde), tip IV (nérofilamentler;

noronlarda), tip V (laminin; hicrelerin ¢ekirdegi), tip VI (nestin; embriyonik
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noronlar)dir (109). Ayrica ara filamentleri organize eden plektin, ankrin,
desmoplakin ve fillagrin gibi proteinleri igceren ara filament iligkili proteinler de
vardir. Bunlar ara filamentler, organeller ve diger hicre iskeleti kompenentleri
arasindaki etkilesimleri koordine etmektedirler. Ara filamentler ve ara filament
iligkili proteinler birlikte, hlcrelerin igindeki sitoplazmik boslugun ve doku
yapisini olusturan hucrelerin organizasyonunu saglayarak, cesitli organlara
stabilite ve gug¢ kazandirirlar (110).

Vimentin 57 kDa agirliginda ve ilk olarak fare fibroblast kulturlerinde
izole edilmis bir proteindir. Vimentin ara filament protein ailesinin (tip Il
uyelerinden en fazla eksprese edilen proteindir. Adini latince de esnek
cubuklar dizisi anlammna gelen “vimentum“’dan almigtir. Vimentin,
mezenkimal hlcrelerin ana iskelet bilesenidir. Fare gelisimi sirasinda
vimentin ekspresyonu embriyonik 8.5 ginde baslar ve fetal donemde
baskindir (111).

Vimentinin  erigkin donemdeki ekspresyonu ise bag dokusu
mezenkimal hucreleri, merkezi sinir sistemi ve kas dokusu ile sinirhidir (112).
Vimentin; pankreas prekursor hucreleri, sertoli hicreleri, néronal prekirsor
hicreler, trofoblastik hicreler, fibroblastlar, renal tibller ve stromal hucreler,
makrofajlar, nétrofiller, I6kositler, mesangial hlcreleri iceren oldukga genis
hicre tipinde eksprese edilmektedir (113,114).

Vimentinin Yapisi ve Dlizenlenmesi

Vimentin, 466 aminoasitten olusan, amino ve karboksil uclarinda
bulunan bas (77 rezidu) ve kuyruk (61 rezidi) domainleri ve bunlarin
arasinda olduk¢a korunmus alfa-helikal rod domaini yer alan bir polipeptitdir
(115). Bu molekuller paralel olarak bir araya gelerek tum ara filament
ailesindeki temel vyapisal blogu olusturan sarimis sarmal (coiled-coil)
formunu olustururlar  (116). ki monomer ko-translasyonel bir sekilde
eksprese edilir bu da vimentin duzeneginin ana subuniti olan dimer
olusumunu kolaylastirr (117). Alfa helikal diziler, sarmal ylzeyi Uzerinde bir
"hidrofobik bdélge" olusturan hidrofobik aminoasit paterni icermektedir. Buna
ek olarak, asidik ve bazik aminoasitlerin periyodik olarak dagilmasi, sarimig

sarmal dimerlerin stabilizasyonunda énemli rol oynamaktadir (109). Ayrica
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vimentin, ara filament ailesinin ortak 0zelligi olan homopolimer ve
heteropolimer (diger tip Il ve IV ara filamentlerle) filamentler olusturabilir ve
homotipik ara filamentlerin heterolog alt Unitelerle butinlesmesi mekanik
direnci artirr (118).

Vimentinin in vitro olarak birgok kinaz igin gok iyi bir substrat oldugu
gOsterilmistir ve vimentin Gzerinde birgok fosforilasyon bolgesi tanimlanmistir
(119). Vimentinin fosforilasyonu, ara filamentlerin ve c¢esitli yolaklarin
diizenlenmesini de iceren cesitli fonksiyonel sonuglar ile iliskilidir. Ornegin
p21l-aktive edilmis kinazin (PAK) vimentini fosforile ettigi gosterilmistir ve
PAK’In vimentinin yapisal olarak yeniden duzenlenmesinde yer aldigi
belirlenmistir (120). Mitotik sureclerde anahtar dizenleyici roli olan Aurora B
kinazin da, vimentini fosforile ettigi gosterilmistir ve sitokinetik sure¢ sirasinda
vimentin filamentinin ayrimasini dizenler (121). Ayrica protein fosfataz
2A’nin  (PP2A) vimentinin fosforilasyonu engellediginin gosterilmesi ile
PP2A’nn ara filament dinamiklerinin dizenlenmesinde ©6nemli bir rol
oynadigi kanitlanmistir (122).

Vimentinin; strillinizasyon, sumolasyon ve O-GIcNAc
modifikasyonlarini iceren diger post-translasyonel modifikasyon tiplerinde de
hedef olarak kullanidigi gdsterilmistir. Strillnizasyon, arginin reziddlerinin
peptidilarginin deaminaz enzimi ile deamine edildigi post-translasyonel
modifikasyondur. Vimentinin apoptozise giden makrofajlarda sitrilinlestigi
gOsterilmistir (123). Glial vimentinin O-GlcNAsyonu ile hiperfosforilasyonu
Onlenir (123). Ayrica vimentinin sumolasyonu ile glioblastome multiforme
hicrelerinin yapisi ve motilitesi dlzenlenir (124). Birlikte ele alindiginda,
vimentinin fonksiyonlarinin duzenlenmesinde post-translasyonel
modifikasyonlarin 6nemli rol oynadigi gortulmektedir. Bu modifikasyonlar
hicre ve dokulara spesifiktir.

Vimentin kromozom 10p13 Uzerinde bulunan tek bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Baslangigta  vimentin ~ promotorunin,  ekspresyonu
dizenleyen U¢ farkli 6geden olustugu gosterilmistir (125). Sonraki yillarda
vimentin promotoru olarak vimentin geninin karmagik bir kontrol altinda

oldugunu gosteren cesitli cis-elementleri ve iligkili faktdrler tanmlanmigtir
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(125,126). Ayrica vimentin geninin epigenetik modifikasyonlar i¢in bir hedef
oldugu ve bazi durumlarda vimentin geninin metillendigi gosterilmistir (127).

Vimentinin Fonksiyonlari ve Hastaliklarla iligkisi

Vimentin sitozolde organellerin desteklenmesi ve konumlarini
sabitemede oOnemli rol oynamaktadrr ve bu fonksiyonunu c¢ekirdek,
endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organellere terminal yada lateral
olarak baglanarak yapmaktadir (128).

Vimentinin dinamik yapisi hucreye esneklik sunmasi agisindan
onemlidir. Mikrotibll veya aktin filamentleri eksikliginde mekanik stres
altnda bile vimentinin hucrelere esneklik ve dayankllk sagladig
saptanmigdir. Bu nedenle genel olarak vimentin, hucre bUutunligunun
devamindan sorumlu sitoskeletal bilesen olarak kabul edilmektedir ve
vimentin eksikliginde mikro-punktur uygulamasi ile hicre yapilarinn ¢ok
kolay bozuldugu tespit edilmistir (129).

Vimentinin, hem normal gelisim hem de metastatik sure¢ sirasinda,
mezenkimal kaynakli ya da epitelyal mezenkimal donusimdeki (EMT;
epitelyal hicrelerin mezenkimal fenotip kazanarak sekillerini ve motilite
yeteneklerini arttirdiklari yeniden proglanma sureci) hucreler igin bir belirteg
olarak kullanimaya baslanmasiyla birlikte 6nemi artmigtir (130). Normalde
ara filament olarak sadece keratin eksprese eden epitelyal hucreler EMT
surecinde, vimentin eksprese etmeye baglarlar. Bunun tersi slre¢ olan
mezenkimal-epitelyal donlisim sirasinda ise hucreler epitelyal fenotip
kazanrken vimentin ekspresyonlar azalr ve hicrelerin motilite oranlan
duser (130).

Vimentinin  hlcrenin yapisal sureglerini devam ettirdigi  kabul
edilmesine ragmen, vimentin eksik farelerin neredeyse normale yakin
fenotipleri oldugu saptanmistir ve belirgin bir sorunlari olugsmamistir (131). Bu
gb6zlem, vimentinin, normal fizyolojik kosullar altinda, farelerin hayatta
kalmasinda kritik bir dneme sahip olmadigi sonucuna gotirmastir. Ancak
¢cok daha ayrinthh bir degerlendirme igeren sonraki calismalarda, vimentin
(-/-) farelerde zayif fibroblastlarin go¢ yetenekleri olmadigi icin embriyonik ve

erigskin evrelerde yara iyilesmesinin bozuldugu saptanmistr. Normal fareler
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ile karsillastiridiginda, renal kitlenin azalmasini igeren patolojik durum
nedeniyle son evre bdbrek yetmezligi nedeniyle dlmugslerdir (132).

Ayrica vimentinin, dusUk yogunluklu lipoprotein (LDL)
metabolizmasiyla iliskisi oldugu bulunmugtur. Vimentin geni eksik farelerin
hicrelerinde normal vimentin geni olan hicrelere gére daha diusiUk oranlarda
lipoprotein depolanmasi olustugu goérilmustir (133).

Vimentin ve Kanser iligkisi

Prostat, GIS, akciger, meme, kranial sistem kanserleri ve malign
melanom gibi birgok kanserin tani ve prognozunda vimentin ekspresyon
paterninin  degerlendirilmesinin  yararli olabilecegi yonunde c¢alismalar
yaplmistir  (134-139). Vimentin, 06zellikle EMT sirecinde etkili oldugu
bilinmesinin yaninda, son vyillarda migrasyon ve invazyon gibi kanser
acisindan ¢ok onemli olan olaylarda da bu proteinin etkileri oldugu
saptanmistir (sekil 4) (140).
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Sekil-4: Vimentinin kanserdeki roli (140)
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Bir cok calismada vimentin artisi ile invazif fenotip arasinda pozitif
korelasyon gorulmustur ve in vitro olarak vimentinin inhibe edilmesi ile bu
Ozelliklerde azalma oldugu bildirilmistir. Ayrica metastaz slrecinde saptanan
artmig  vimentin  ekspresyonlari ileride metastaz promotori  rolinu
aydinlatmasi agisindan 6nemli olabilir (139,141-143).

Prostat kanseri hicre dizisinde vimentin ekspresyonunun arttigi
saptanmistir ve deneysel olarak vimentin ekspresyonu inhibe edilince timor
hicre dizisinin invazifligi belirgin olarak azalmistir (141). Prostat kanserinde
vimentin ekspresyonu,  kotl diferansiye ve kemik metastazi olanlarda
belirginken, iyi veya orta derecede diferansiye olanlarda neredeyse
saptanamayacak seviyelerde bulunmustur (134). Ayrica prostat kanseri
hicre dizilerinde vimentin ekspresyonu motilite ile iligkili bulunmustur ve
down-regulasyonu ile timér hiicre motilitesi ve invazif aktivitede belirgin bir
azalma meydana gelmistir (144).

Gastrointestinal sistem kanserleri; mide, ince bagirsak, kolon,
rektum, karaciger ve pankreas kanserlerini kapsamaktadir. Mide kanserinde,
vimentin ekspresyonu mide karsinomunun invazif fenotipi ile iligkili
bulunmustur ve mide karsinomu metastazinda vimentinin 6nemli bir rol
oynadigl ve prognostik belirte¢ olarak kullanilabilecedi belirtilmistir (135).

Ozofagus skuamdz hiicreli karsinomlu hastalarin doku 6érnekleri
incelendiginde vimentin eksprese eden hucrelerin LN metastaz oranlari
anlaml olarak yuksek saptanmistir (142).

Vimentin ekspresyonu HCC’de metastaz ile iligkili bulunmustur,
ayrica hastalarin serum &rneklerinde vimentinin saptanabilir seviyelerde
oldugu gosterilmigstir (145). Bir baska g¢alismada ise artmis vimentin seviyeleri
olan HCC hcrelerinde proliferatif ve invazif kapasitenin azaldi§i saptanmistir
(146).

Kolorektal kanserlerde, vimentin gen metilasyonu son zamanlarda
¢cok oOnem kazanmistr ve ileri evre Kkolorektal kanserlerde siklikla

metilasyonun  olustugu  gorulmustir.  YUksek  sensitiviteli  tekniklerin
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geligtiriimesi ile serum ve diski Orneklerinde vimentin gen metilasyonu
saptanmasi sonucunda kolon kanseri tanisi ve prognozunda onemli adimlar
atlabilecedi dusunulmektedir (127,147). Bununla birlikte, bir diger htcre
dizisi calismasinda da kolorektal kanser hucrelerinde ylksek vimentin
ekspresyonlari saptanmistir. Ayrica artmis migrasyon ve invazif potansiyel ile
vimentin ekspresyonlari korelasyon gostermistir ve vimentin spesifik sSiRNA
kullanilarak vimentin seviyeleri azaltidiginda migrasyon ve invazf potansiyel
de azalmistr. Vimentindeki %70 azalmanin bile kanser hicrelerindeki
invazyon ve migrasyon kapasitelerinin bozulmasi igin yeterli oldugu
belirtiimistir (148).

Pankreas  hlcrelerinde  vimentin  ekspresyonunun  farelerde
embriyonik 12.5 gunde basladi§i ve TGF-B proteini ile es zamanl olarak
dogum sonrasinda pik seviyesine ulastigi saptanmistr (149). Pankreas
kanserinde diger kanserlere kiyasla vimentin ekspresyonunda daha belirgin
artigslar saptanmistir. Ayrica vimentinin spesifik bir antijenik izoformunun
pankreas kanserinde 5-10 kat kadar arttigi gorilmustir ve pankreas
kanserinin  erken tanisnda bu izoforma  yOnelik  otoantikorlarin
kullanilabilecedi belirtilmigtir (150). Vimentinin pankreas kanser hucrelerinin
invazyon potansiyelini arttrdigi ve bu potansiyelin vimentin spesifik SiRNA ile
azaldigi saptanmistir (151).

Malign melanomlu (MM) &rnekler Gzerinde Li ve ark. (139), yapmis
oldugu c¢alismada, primer timorlerde vimentin ekspresyonunun arttigi ve
vimentinin sadece tani belirteci olarak kullanimasinin yaninda, metastazi da
ongorebilecegini  belirtmiglerdir. Ayrica MM hastalarinda vimentinin klinik
sonuglarin belirleyicisi olarak da kullaniabilecegi, boylece melanom hastalari
icin bireysel tedavi stratejileri olusturulabilecegi belirtilmistir (139). Chu ve
ark. (152), yapmis olduklari c¢alismada, melanom hucrelerindeki vimentin
artisinin metastaz ve invazif potansiyel artisi ile iliskili oldugu saptanmistir.

Normal insan beyninde, vimentin ekspresyonu ependimal hicreler,
koroid pleksus, meningeal hlcreler ve baz subpial hicrelerde baskinken,
endotelyal hdcrelerde zayiftr (153). Menengiomlarda vimentinin spesifik

fosforile formu, infiltratif veya invazif timorlere goére infiltratif olmayan
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timorlerle daha iligkili bulunmustur ve bu formun menengiomlarin migrasyon
potansiyelini ve farkh tip menengiomlara farkllagsmasini belirlemede
kullanilabilecegi belirtilmistir (154).

Vimentin fetusun baslica brons epitelinde eksprese edilirken yas
arttkga zamanla azalmaktadir ve yetiskin yaglarda ekspresyonu bazal ve
kolumnar hucreler ile siniridir (155). Akciger kanserlerinde, orta ve iyi
derecede farkllasmis adenokarsinomlar ve dev hicreli karsinomlarda artmis
vimentin ekspresyonu saptanmigtir (136). Ayrica kuguk hucre digi akciger
kanserlerinde artmig vimentin ekspresyonu kisa sagkalm ile iligkili
bulunmustur (156).

Vimentin ve Meme Kanseri

Meme karsinomlarinda vimentin ekspresyonu ilk kez 1989 yilinda
Rayond ve ark. tarafindan gosterilmistir (157). Vimentin ekspresyonu daha
¢ok memenin meduller karsinomunda ve duktal karsinomda pozitif olarak
gorulirken lobller karsinomda negatif olarak saptanmigtir (158).

Vimentin ekspresyonunun agresif meme kanseri hlcre dizilerinde
yuksek oldugu gosterilmistir ve bu artmis ekspresyon meme kanseri
hicrelerinde artmis invazyon ve migrasyon ile anlaml pozitif korelasyon
gOstermistir (137,159). Ayrica invazif olmayan MCF-7 hicrelerindeki vimentin
artigl motilite ve invazyon artigi ile iligkili bulunmustur ve belirgin sekilde
vimentin eksprese eden MDA-MB-231 hicrelerinde vimentin inhibitoru
kullanimasindan sonra motilite ve invazyon o&zellikleri belirgin olarak
azalmistir (159).

Essa ve ark.’nin (158), yapmis oldugu 58 olguluk bir ¢galismada %32
oraninda vimentin pozitifligi saptanmigtir. Ayrica grade Il olgularin %50,
grade Il olgularn %24’Unde vimentin poztif bulunurken, grade | olgularin
higbirinde vimentin pozitif bulunmamistr (158). Heatley ve ark. (160),
histolojik grade, timoér ¢api ve metastatik lenf nodu sayisi artkga vimentin
ekspresyonunun arttigini  ifade etmiglerdir. Memenin invazif duktal
karsinomlarinda vimentin ekspresyonu dusuk ER ve PR, artmig invazyon
kapasitesi ve ilag direnci ile iligkili bulunmustur (161,162). Ancak

Hicimenoglu ve ark.’nin (163), yaptidi ¢alismada ise vimentin ekspresyonu
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ile histolojik grade ve aksiler metastatik lenf nodu sayisi arasinda bir

korelasyon izZlenmemigtir.

Fibronektin (Fn)

Ik kez 1948 vyilinda, plazma proteinlerini birbirinden ayrmak igin
kullanlan soguk etanol-ayristirma islemi ile hazirlanan fibrinojenin bir bulasi
olarak tanmlanan fibronektinin (Fn) 1980'lerde essiz bir plazma proteini
(cold-insoluble globulin) oldugu anlasidi (164). Arastirmaciar 1970'lerde
bazi hicre yuzeylerinde buyuk vyizey glikoproteinlerinin  bulundugunu
bildirdiler (165). Daha sonra bu plazma globulini ile hicre ylzeyi
glikoproteinleri arasindaki benzerlik oldugu ortaya ¢ikaridi. Bu proteine fibroz
yapisi ve yapiskan benzeri Ozellikleri nedeniyle, latince fibra (lif) ve nectere
(baglamak) kelimelerinden tiretilen fibronektin adi verilmigtir.

Fibronektin Sentezi ve Yapisi

Fibronektinin iki ana formu vardir. Birincisi plazma, beyin omurilik
sivisl, sinoviyal sivi, amniyotik sivi, seminal sivi, tlkrik ve inflamatuar
eksudalar gibi vicut swvlarinda, ¢ézinur sekilde bulunan dimerik formdur
(¢6zinebilir form). Co6zinudr formun sentezi birgok birgok hilicrede olmasina
ragmen ana Uretim yeri hepatositlerdir (166). Diger form ise hucre
yuzeylerinde ve hicre digi matrikste genellikle fibriller ve ¢6zinmez sekilde
bulunan multimerik formdur (bagh form). Bagl form, 6rtict dokularin bazal
membranlari, hicre ylzeyi ve bag dokusunun bir bilesenidir. Bu fibronektin
formu; fibroblast, epitelyal hicreler ve makrofajlar tarafindan uretiimektedir
(167). Fibronektin temel olarak vicutta endotel, hepatositler, fibroblastlar,
trombositler ve makrofajlar gibi cesitli hucrelerde, ekstrasellller sivida, bag
dokusunda ve bazal membranda bulunmaktadir.

Molekdl agirigi 440-550.000 dalton olan Fn proteini, 200-250.000
dalton molekdl agirlkl iki subunitten olugur. Birgcok makromolekdulle ve hucre
yuzeyiyle etkilesmesini saglayan 5 veya 6 yapisal alani vardir. Bu bolgeler
proteazlara karsi direnclidirler. Her bir alt Gnitenin karboksi terminal uglarinin

yakininda yer alan disulfit badi Fn'i olusturan iki alt Uniteyi birlestirir. Her bir
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alt Unite yaklask 2500 aa kalintisi, %5-12 karbonhidrat ve katlanabilir aa
zincirlerinden olusan tekrarlayan Gg tip Unite igermektedir (168).

Bu U¢ tip tekrarlayan sira, Fn’nin aa dizisinin %90’dan fazlasini
olusturmaktadr. Birinci tip tekrarlayan sira (FN1), 45 aa’den olugur ve iki
disulfit badi igerir. Molekillin amino ve karboksil uglar 2. tip tekrarlayan
sirada (FN2) bulunmaktadir. Altmis aa’den olusan 2. tip sirada iki disUlfit bagi
vardir. Molekulin geri kalanini 3. tip tekrarlayan siradan olusan bdlge
olusturur. Bu bdlge 90 aa igerir ve disUlfit bagi igermez. Bu bdlgenin uzunlugu
diger bolgelerin 2 katidir. Bu bdlgede iki serbest sulfidril grubu bulunur. Belirli
kogullarda bu sulfidril gruplarin oksidasyonu ile yuksek molekdl agirlikli Fn
multimerleri olusur. Uglincli tip tekrarlayan srra (FN3) Uzerinde; asparajin,
glisin ve argininden olusan temel hicre baglayici bdolge bulunmaktadir (Sekil
5) (169).

Fibein eiotin
Meparn Kolagen Heparin Fibewn
r

H:N

Sekil-5: Fibronektin ve fibronektin fragmanlari (169)

Fibronektini olusturan her bir Unite; kollojen, heparin, fibrin,
gangliozid gibi molekdller ve hicreler i¢in baglanma bolgeleri igerir. Birinci tip
tekrarlayan sraya (FN1) fibrin, ikinciye (FN2) ise kollojen baglanr.

Karbonhidrat Uniteleri biyolojik aktivasyon igin temel olusturmaz ancak
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proteolize  kargi direnci arttinrlar.  Fibronektin  bir ylzey Uzerinde
bulundugunda, kollar yaklagik 70° birbirinden ayriir. Swvi fazda kollar ige
dogru katlanarak daha globuler bir yapi kazanir (170).

Hacrelerin Fn ile etkilesimleri 6zgul hucre yuzeyi molekulleri ile
olmaktadir. Fibronektin reseptdri olarak is goren iki ayri hicre ylzeyi proteini
saptanmigtir. Bunlar, 140 kD agirliginda olan ve trombosit llb / llla reseptoru
olarak da bilinen I. tip reseptdr ve 48 kD molekil agiriginda ve heniz tam
olarak tanmlanmamis olan Il. tip reseptordir. ikinci tip reseptérin Fn
uzerindeki baglanma yeri henuz tam bilinmemekle beraber, Fn'nin hiucre digi
matrikse baglanmasinda is gordigu dusunulmektedir (171). Plazma Fn'i 24-
72 saatlik bir yari dmre sahiptir. Dolasimi terk eden Fn'nin timUnun ne
oldugu tam olarak bilinmemesine karsin, ¢6zinir Fn'nin énemli bir kismi
hiicre digi matriks elamanlarina baglanmaktadir (172).

Fibronektinin Fonksiyonlari ve Hastaliklarla iligkisi

Fibronektinin baslica fonksiyonlar, hiicre ylzeyi reseptorleri,
hicrelerarasi matriks proteinleri (kolajen, heparin vb), DNA, gangliyozidler ve
immanoglobulinler gibi  farkli biyolojik bilesenlere afinite gdstermesine
dayanrr. Fibronektin, hicre yizeyindeki integrin reseptérine baglanabilen bir
domeyn igerir. Bu durum fibronektinin hicre adezyonunda rol almasina
aracllk eder (173). Fibronektinin yapisindaki diger bir baglayici domeyn ise
heparin baglayici domeyndir ve fibronektinin hicre ¢ogalmasinda rol
almasinda etkisi vardir (174).

Embriyogenezis, onkojenik transformasyon, hlcre adezyonu, yara
iyilesmesi, doku tamiri, trombosit fonksiyonlari, hiicre migrasyonunda Fn’in
onemli roller oynamaktadir. Plazmadaki fibronektin dizeyinin azalmasi pihti
olusumunda gecikme, pihti kararlliginda azalma, damar olusumunda azalma
ve bakteriyel enfeksiyonlara duyarllkta artis ile sonuglanr (175,176).
Plazma Fn duzeylerinin, karaciger hastalklar, buyuk ameliyatlar, yank ve
travma sonrasi, diyabetik retinopati, yaygin damar i¢i koagulopatisi,
hematolojik hastaliklar ve yetersiz beslenen ¢ocuklarda dustugu bildirilmigtir.
Bu olgularda plazma Fn dizeyi dusukligu U¢ olasi etmene baglanmaktadir.

Bunlar; proteaz dlzeylerinin ve aktivitesinin artisi, Fn tiketiminin artmasi ve

35



sentezinin azalmasi seklinde siralanmaktadir (177,178).

Ayrica Fn, opsonin ve kemotaktik ajan olarak inflamasyonda da rol
alabilir. En iyi bilinen opsoninler immunoglobulin G ve komplemanin C3b
bileseni iken son yillarda bunlara glikoprotein yapisinda ve adezyon oOzelligi
olan Fn'de eklenmistir (170).

inflamasyon srrasinda kanda Fn seviyesinin artt§i ve akut faz
proteini gibi fonksiyon goérdugu gosterilmistir (179). Son yillarda Fn'nin I6kosit
fonksiyonlar Uzerinde duzenleyici bir roli oldugu ve lokositlerden salinan
Fn’nin makrofajlari aktive ettigi gosterilmistir (180).

Fibronektin ve Kanser iliskisi

Epitelyal timorlerdeki EMT gecici bir mezenkimal gorinime (epitel
Ozellikleri kaybi ve mezenkimal fenotip kazanmi) sahip olma durumu olarak
tanimlanrr. Epitelyal-mezenkimal donisum kanser hucrelerinin mikrogevreye
progresyonu, invazyonu ve KT direnciyle iliskilidir (181). Epitelyal kanser
hucrelerindeki EMT surecinde ekspresyonu artan FN, kanserdeki EMT
fenotipinin saptanmasi igin mezenkimal belirte¢ olarak kullanimaktadir (181).

TUmor hicreleri ve hicre disi matriks (ECM) arasindaki karmasik
etkilesimler, tUmor metastaz sirasinda hicre gogu, hicre iskeletinin yeniden
organizasyonu ve morfolojik gecgisi de igeren, birgok sirecin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. ECM komponentleri arasindan
FN’nin, hucre adezyonu ve gogunu arttrmada anahtar role sahip oldugu
kabul edilmektedir (182).

Fibronektin hlcre-matriks ve hucre-hlicre adezyonu, migrasyon,
diferansiasyon, proliferasyon, hicreler arasi sinyal iletiminin kontrol edilmesi
ve onkojenik donusumuinde rol oynamaktadir (183). Meme ve akciger kanseri
basta olmak Uzere c¢esitli kanserlerde Fn’nin integrin reseptorine (a531)
baglanmasi yoluyla PI3K/Akt yolunu aktive ettigi bilinmektedir (184).
immunohistokimyasal olarak meme kanseri, akciger kanseri, tiroid kanseri ve
kolon kanseri gibi c¢esitli kanserlerde normal dokulara gore farkh FN
ekspresyonlari gosterilmistir (185-188). Ayrica FN'nin apoptozisi baskiladigi
ve hematopoetik prekursor hiicre maturasyonda rol aldigi bilinmektedir (189).

Hlcrelerin FN'e integrin aracilikli baglanmalari sonucunda fokal
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adezyon plaklari meydana gelir. Bu olusumlar hem integrin molekdllerinin
hem de hicre ici iskelet yapi elemanlarinn kimelenmesine neden
olmaktadir. Fibronektine baglanma sonucunda meydana gelen degisimler
hiucre iskelet yapisini da etkilemektedir.

Akciger kanseri hicrelerinde FN baglanma sonucunda hicre
bolinmesinde artis oldugu gorulmustir. Cesitli galigmalarda FN ekspresyonu
ile akciger kanseri agresifligi arasinda pozitif korelasyon oldugu goésterilmistir
(186,190).

Malign asitlerin malign olmayan asitlerden ayriminda FN’nin yiksek
sensitivite ve spesifiteye sahip bir timor belirleyicisi olarak kullanilabilecegi
dusunulmektedir .

Deverbizier ve ark. (191), yaptiklari ¢calismada, maligniteye bagl asit
olugsan hastalarda, malignite disinda bir nedene bagh olarak asit gelisen
hastalara gore asit sivisinda FN konsantrasyonunu belirgin olarak yuksek
saptamiglardrr.

immiinohistokimyasal  calismalar sonucunda normal hiicrelerle
karsillastirldiginda degisime ugrayan hicrelerin  ylzeyinde farkh FN
ekspresyonlari oldugu ortaya konmustur. Over kanserli sicanlarda yapian
bir calismada, zayf metastatik olan grubun yiksek metastatik aktivite
gOsteren gruba goére, FN’e daha yuksek baglanma gdsterdigi ve hicre yuzeyi
uzerinde daha fazla FN depolanmasi oldugu goésterilmistir (192).

Hanamura ve ark. (188), kolon kanserli vakalarda in situ
hibridizasyon ve immunhistokimyasal boyama yontemi ile dokuda FN
expresyonunu arastirmiglardir. Normal dokularda FN gorulmezken kanserli
olgularda 6zellikle stromada yuksek oranda FN'nin eksprese oldugunu ve FN
expresyonu ile invazyon derinligi ve LN metastazinn dogrudan iligkili
oldugunu saptamiglardir (188).

Fibronektin ve Meme Kanseri

Meme kanserinde FN ekspresyonlan ile ilgili g¢eligkili sonuglar
mevcuttur. Cesitli calismalarda plazma FN dizeylerinin meme kanserinde
arttigl, degismedigi veya azaldigi bulunmustur (185,193,194).

Meme kanseri bagta olmak Uzere cesitli kanser hucrelerinde FN,
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MMP’larinin ekspresyonlarini indUklemektedir (195,196). Matriks
metallopeptidazlarinn  artmis  ekspresyonu siklkla kanser invazyonu,
metastaz ve dolayisiyla daha koétu bir prognoz ile iligkili oldugu i¢in énemli bir
bulgudur (197). Ek olarak cgesitli galigmalarda FN'nin; COX-2, CXCL-3, IL-
8,TNF-a, TLR-2 ve NF-kB gibi inflamatuar faktorleri arttrarak kanserlerdeki
hiicre buyUmesini stimile ettigi gosterilmistir (186,198). Benzer sekilde,
meme kanserindeki mikrogevreyi olusturan baslica enflamatuar hiicreler olan
monosit / makrofajlarin, sinyal yolaklar ile doku kdltird modellerinde FN
ekspresyonunu duzenledigi gosterilmistir (199).

Fibronektin ekspresyonu genellikle meme kanserli hastalarin
dokularinda incelenmigtir. Meme kanserinde FN ekspresyonunun prognostik
Onemini arastran g¢alismalardaki sonuglar celigkilidir ve farkli sonuglar
bulunmustur. Kanser invazyonu ve metastaz ile ilgili olarak, FN de dahil
olmak Uzere hicre digi matris proteinlerinin  fonksiyonu tartigmalidir.
(183,200-202).

Christensen ve ark. (200), FN poztif boyanma gdsteren meme
kanseri dokularinin, azalmig metastatik potansiyel ile anlamli iligki
goOsterdigini ve prognostik faktor olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir.
Gorczyca ve ark. (201), stromal FN ekspresyonu ile tumor c¢api arasinda
pozitif bir korelasyon saptarken, LN durumu ve klinik sonuglar ile korelasyon
saptamamiglardir. Ayrica FN pozitif olanlarda daha uzun ortalama sagkalm
ve hastalksiz sagkalm bulmuslardir (201). loachim ve ark. ise (183),
stromadaki FN ekspresyonu ile LN metastaz, Ki-67 indeksi, stromal katepsin
D ekspresyonu ve koétl prognoz arasinda pozitif korelasyon saptamiglardir.
Bae ve ark. ise (202), stromal FN ekspresyonu ile epitelyal FN ekspresyonu,
LN evresi, histolojik evre, lenfovaskller invazyon ve HER2 (+) arasinda
pozitif korelasyon bildirmiglerdir. Yuksek FN ekspresyonu gosteren hastalar,
zayif ve orta ekspresyon goOsterenlere goére daha kisa hastalksiz sagkalm
sureleri gostermiglerdir (202).

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz NGAL, vimentin ve FN plazma
dizeylerinin meme kanserinin tanisi, KT'ye yanit ve prognoz ile iligkisini

arasgtirmaktir.
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GEREG VE YONTEM

I- Geregler

[-A-Olgularin Segimi

Bu calismaya Nisan 2013 ile Mart 2014 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakuitesi Onkoloji Bélimu  polikliniklerine  bagvuran,
neoadjuvan KT planlanan primer meme kanserli kadin hastalar alindi
Calsmada hasta grubunda neoadjuvan KT planlanan 21 olgu yer ald..
Kontrol grubu olarak 18-70 yas arasi kadin olgulardan herhangi bir malignite
Oykusu, sistemik hastallk (DM, HT) ve aktif enfeksiyonu olmayan 22 kadin
olgu alindi.

Hasta grubunun calismaya dahil edilme kriterleri; 18-70 yas arasi,
kadin cinsiyet ve meme kanseri varligiydi. Dahil edilmeme kriterleri ise 18
yas alt-70 yas Uzeri, erkek cinsiyet, meme kanseri disinda malignite varligi,
sistemik hastalk (DM, HT) ve aktif enfeksiyon bulunmasiydi.

Kontrol grubu igin dahil edilme kriterleri; 18-70 yas arasi ve kadin
cinsiyetti. Diglama kriterleri ise 18 yas alti-70 yas Uzeri, erkek cinsiyet,
herhangi bir malignite dykusu, sistemik hastalk (DM, HT) ve aktif enfeksiyon
varligiydi.

Bu proje Uludag Universitesi Tip Fakditesi Arastrma Etik Kurulu'nun
26 Subat 2013 tarih ve 2013-4/14 sayih ve 15 Nisan 2014 tarih ve 2014-8/13
sayli kararlar ile onaylanmistir. Calismaya katimayr kabul eden olgular,
arastrma ile ilgili olarak so6zel olarak bilgilendirildikten sonra Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulinca onaylanmis olan “Bilgilendirilmis
Gonulld Olur Formu” nu doldurulup imzalayarak yazili onam vermiglerdir.

I-B-Ornek Toplanmasi

Neoadjuvan KT alan hastalardan NGAL, vimentin ve FN bakimak
uzere KT oncesi 5 mL ve KT uygulamasindan 7 gun sonra 5 mL, toplam 10
mL; kontrollerden ise 1 kez 5 mL, EDTA iceren tlplere (BD Vacutainer,

Plymouth/ABD) kan o6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000 x rpm’de 10
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dakika santriflj edilerek plazmalari ayridi ve plazmalar analiz yapilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Hastalarin demografik verileri (yas), rutin biyokimyasal test sonuglari
(LDH, PLT, CA 153, CA 19.9, CA-125 ve CEA) ve patoloji raporlari
(histopatolojik tip, Miller Payne KT yaniti, Bloom-Richardson histolojik grade,
hastallkksiz sag kalim, timor capi, LN, metastaz, evre, ER, PR, Her-2/neu,
BRCA-1, BRCA-2 ve E- kaderin) da topland..

Neoadjuvan KT kirli olarak hastalara epirubisin 60 mg/m? ve
dosetaksol 75 mg/m? ilaclari verildi. Uc haftada bir kir tekrarlanmak (izere
toplam 6 kur tedavi uygulandi.

[I- Yontemler

LDH: Architect C 16000 cihazinda (Abbott Diagnostics, lllinois/ABD)
fotometrik yontemle bakild.

Plt:  Architect CELL-DYN 3700 cihazinda (Abbott Diagnostics,
llinois/ABD) elektroimpedans yontemiyle Olgulda.

CA 153, CA 19.9, CA-125 ve CEA: Architect i2000 cihazinda
(Abbott Diagnostics, llinois/ABD) kemiliminesans ydntemiyle saptandi.

Plazma NGAL Diizeylerinin Olgiilmesi

Plazma NGAL duzeyleri Sandvi¢g tipi Human NGAL ELISA Kkiti
(Sunred Biological technology, Sanghay/Cin) kullanlarak oélculda.

NGAL Test Prensibi

insan NGAL’ine karsi insan monoklonal antikoruyla kaplanmis
kuyucuklarin Gzerine 40 uL numune ve 10 pL biyotinli NGAL antikoru eklendi.
Bu kuyucuklarin Uzerine 50 pL Streptavidin-HRP (Horseradish Peroxidase)
eklenerek immiin kompleks olusturuldu. Bir saat 37 °C’de inkiibasyon yapild..
inkiibasyondan sonra 5 kez yaplan ykama islemi ile bagdl olmayan
konjugatlar uzaklastirldi. Daha sonra 50’ser pyL kromojen solisyon A ve B
eklendi ve kuyucuklarin igindeki sivi maviye dondu. Tekrar 10 dakika 37
°C’de inkibasyon yapildi. Iinkibasyonu takiben olusan renk reaksiyonu
kuyucuklarin Gzerine eklenen 50 pL stop solUsyonu ile durdurularak 450

nm'de absorbans olciildi. Olgllen absorbans degerleri, standartlar ile
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olusturulan standart egri grafigi yardimiyla ng/mL degerlerine donusturulda.

Bdylece numunelerdeki NGAL miktarlari ng/mL olarak belirlendi.

Plazma Vimentin Diizeylerinin Olgiilmesi

Plazma vimentin dizeyleri Sandvi¢ tipi Human Vimentin ELISA Kkiti
(Sunred Biological technology, Sanghay/Cin) kullanilarak o6l¢uld.

Vimentin Test Prensibi

Insan vimentinine kargl insan monoklonal antikoruyla kaplanmig
kuyucuklarin GOzerine 40 yL numune ve 10 pL biyotinli vimentin antikoru
eklendi. Bu kuyucuklarn Uzerine 50 pL Streptavidin-HRP (Horseradish
Peroxidase) eklenerek immin kompleks olusturuldu. Bir saat 37 °C’de
inklibasyon yapidi. Inkiibbasyondan sonra 5 kez yapilan ykama islemi ile
bagli olmayan konjugatlar uzaklastiridi. Daha sonra 50’ser pl kromojen
solusyon A ve B eklendi ve kuyucuklarin icindeki sivi maviye dondu. Tekrar
10 dakika 37 °C’de inkiibasyon yapildi. inkiibasyonu takiben olusan renk
reaksiyonu kuyucuklarin Uzerine eklenen 50 pL stop solisyonu ile
durdurularak 450 nm’de absorbans &lgildi. Olcllen absorbans degerleri,
standartlar ile olusturulan standart egri grafigi yardmiyla ng/mL degerlerine
donusturildi. Boylece numunelerdeki vimentin miktarlari ng/mL olarak
belirlendi.

Plazma FN Diizeylerinin Olgiilmesi

Plazma FN dlzeyleri Sandvi¢ tipi Human FN ELISA kiti (Sunred
Biological technology, $Sanghay/Cin) kullanilarak olguldu.

Fibronektin Test Prensibi

insan FN'nine karsi insan monoklonal antikoruyla kaplanmig
kuyucuklarin Uzerine 40 yL numune ve 10 uL biyotinli FN antikoru eklendi.
Bu kuyucuklarin Uzerine 50 pL Streptavidin-HRP (Horseradish Peroxidase)
eklenerek immin kompleks olusturuldu. Bir saat 37 °C’de inkiibasyon yapildi.
inkiibasyondan sonra 5 kez yaplan ykama islemi ile bagli olmayan
konjugatlar uzaklastiriidi. Daha sonra 50°ser yL kromojen solusyon A ve B
eklendi ve kuyucuklarin icindeki sivi maviye dondld. Tekrar 10 dakika 37

°C’de inkibasyon yapildi. Inkibasyonu takiben olusan renk reaksiyonu
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kuyucuklarin Gzerine eklenen 50 pL stop sollUsyonu ile durdurularak 450
nm’'de absorbans &lguldi. Olcllen absorbans degerleri, standartlar ile
olusturulan standart egri grafigi yardimiyla ng/mL degerlerine donusturulda.

Boylece numunelerdeki FN miktarlari ng/mL olarak belirlendi.

lll- istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 20.0 ve MedCalc istatistik paket
programlari kullanlarak yapildi. Calismada yer alan verilerin normal dagiima
uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelendi. Her bir grup iginde normal dagilim
gOsteren ardiskk Olcimler arasindaki farklliklar Paired Samples T Test
(Eslestiriimis drneklemler t testi) ile normal dagiim gdéstermeyenler Wilcoxon
Signed-Rank Test'i ile analiz edildi. Bagimsiz gruplar arasinda karsilastirilan
degiskenler icin iki grup varsa Mann-Whitney U, ikiden ¢ok grup varsa
Kruskal Wallis Analizi yapidi. Ardiskk olarak (1. ve 2. Olglime sahip) odlcilen
degiskenler icin gruplar arasi karsilastrma yapmak amaciyla hem birinci
dlcim degerleri hem de bu iki dlgimden vyararlanarak [(2. Olgim — 1.
Olgim)/1. Olglim] seklinde hesaplanan yizde degisim degerleri Mann-
Whitney U velya Kruskal Wallis analizi ile kargilastirild1.

Tanmlayici istatistikler ortanca (minimum; maksimum) ve ortalama *
standart sapma olarak verildi. Degiskenler arasindaki iligkiler Spearman
Korelasyon katsayisi ile incelendi. Bu ¢alismada NGAL, vimentin ve FN’nin
meme kanserindeki spesifite-sensitiviteleri ROC egrileri ile degerlendirildi.
Ayrica ROC egrileri yardmiyla NGAL, vimentin, FN icin hasta ve saglamlar
ayrracak gegerli bir cut-off degeri arastrimigtir. Anlamlilik dizeyi p <0.05

olarak belirlendi.
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BULGULAR

Olgularin Ozellikleri

Calismaya alinan kontrol grubu ve neoadjuvan KT alan meme
kanseri hastalarin 6zellikleri Tablo-4’de gosterildi. Calismaya katilan iki grup

arasinda yas acisindan istatiksel olarak anlamli farkliik bulunmadi (p=0.158).

Tablo-4: Kontrol grubu ve meme kanseri hastalarin yas agisindan

degerlendirilmesi

Meme Kanseri Kontrol p degeri
Ortalama * SS Ortalama = SS

n (%) 21 (%48.8) 22 (%51.2)

Yas 51.9+11.9 48.1+3.6 p=0.158

n: hasta sayisi SS: Standart sapma

Plazma NGAL, Vimentin ve FN Diizeylerinin iki Grupta
Karsilastiriimasi

TUm olgularin plazma NGAL, FN ve vimentin dlgimleri yapidi. Elde

edilen verilerin ortanca (minimum, maksimum) degerleri Tablo-5’de verildi.
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Tablo-5: Olgularin plazma NGAL, vimentin ve FN élcimleri

Meme Kanseri Kontrol p degeri
Ortanca (min; maks) Ortanca (min; maks)
N 21 22
NGAL (ng/mL) 402.4 (60.6; 1569.9) 70.3 (60.8; 140.3) p< 0.001
Vimentin (ng/mL) 23.1 (16.7; 37.7) 5.1 (2.7; 23.4) p< 0.001
FN (ng/mL) 97.7 (49.7; 340.6) 30.2 (6.3; 200.1) p< 0.001

n: hasta sayist min: minimum maks: maksimum
NGAL: Nétrofil jelatinaz iligkili lipokalin FN: Fibronektin

Plazma NGAL, vimentin ve FN dizeyleri agisindan meme kanseri

hastalari ile kontrol grubu arasinda anlamh farklilik oldugu belirlendi ve

bakilan U¢ parametrenin de meme kanserli hastalarda, kontrol grubuna gore

anlaml olarak yuksek oldugu saptandi (p<0.001).

Meme kanseri tanisinda plazma NGAL, vimentin ve FN

duzeylerinin sensitivite, spesifite ve cut-off degerleri

Yapllan ROC analizlerine gore meme kanseri tanisinda plazma

NGAL, vimentin ve FN dizeylerinin, sensitivite, spesifite, pozitif prediktif

deger, negatif prediktif deger, EAA ve cut-off degerleri Tablo-6’da verildi.
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Tablo-6: Plazma NGAL, vimentin ve FN duzeylerinin sensitivite, spesifite ve

cut-off degerleri

Sensitivite  Spesifite  Pozitif prediktif ~ Negatif prediktif EAA Cut-off

(%) (%) deger (%) deger (%) degeri

NGAL 90.5 95.4 95.0 91.3 0.91 139.0
Vimentin 95.2 81.8 83.3 94.7 0.88 16.7
FN 95.2 72.7 76.9 94.1 0.83 49.9

EAA: Egri altinda kalan alan

Yapilan incelemeler dogrultusunda, NGAL, vimentin ve FNnin
yuksek sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif prediktif degerlere sahip oldugu

ve egri altinda kalan alanlarinin genis oldugu bulundu.

45



Meme Kanserli Hastalarda KT Oncesi ve Sonrasi Belirteglerin

Karsilastiriimasi

ve 1. KT
kirinden 7 gin sonra olmak Uzere iki kez kan ornekleri alindi. Alinan
kanlardan NGAL, vimentin, FN, LDH, PLT, CA 15.3, CA 19.9, CEA, CA-125
parametreleri caligilarak KT oncesi ve sonrasi de@erler karsilastiridi (Tablo-
7).

Tablo-7: Meme kanserli hastalarda KT 6ncesi ve sonrasi bakilan belirteclerin

Meme kanseri tanisi alan hastalardan tedavi Oncesi

karsilastirimasi

n=21 KT oncesi KT sonrasi p degeri
Ortanca (min;maks)  Ortanca (min;maks)
NGAL (ng/mL) 402.4 (60.6; 1569.9) 309.2 (60.2; 1104.2) p=0.008
Vimentin (ng/mL) 23.1 (16.7; 37.7) 13.1 (2.5; 36.5) p< 0.001
FN (ng/mL) 97.7 (49.7; 340.6) 23.1 (16.8; 37.7) p= 0.001
LDH (1U/L)* 197.6 +51.7 189.7 + 30.3 p= 0.515
PLT (K/pL) 293.0 (207.0; 770.0) 166.0 (125.0; 401.0) p< 0.001
CA15.3 (U/mL) 32.3 (11.0; 531.9) 20.0 (7.4; 625.0) p= 0.008
CA 19.9 (U/mL) 9.0 (2.0; 37.0) 7.0 (2.0; 44.0) p=0.505
CEA (ng/mL) 3.5(0.9; 51.3) 2.4 (0.9; 6.3) p=0.035
CA-125 (U/mL) 13.6 (6.9; 123.0) 12.3 (5.3; 47.3) p=0.118

*Normal dagilim gdésteren verilen igin ortalama + SS

n: hasta sayisi KT: Kemoterapi CA 15-3: Karbonhidrat Antijen 15-3
CA 19-9: Karbonhidrat Antijen 19-9 CA-125: Karbonhidrat Antijen-125

CEA: Karsino Embriyonik Antijen LDH: Laktat dehidrogenaz PLT: Trombosit



Meme kanserli hastalarda KT kirl 6ncesi ve sonrasinda olgulen
NGAL, vimentin, FN, PLT, CA 15.3, CEA degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark oldugu; CA 19.9, CA-125, LDH degerleri arasinda ise
istatistiksel olarak anlamh fark olmadig1 saptandi.

Meme Kanserli Hastalarda Plazma NGAL Dizeylerinin Prognozla

lligkisi

Meme kanserli hastalarda plazma NGAL dizeylerinin; LN, tUmor
capl, metastaz, evre, Bloom—Richardson histolojik grade, hastalksiz sag
kalim, histolojik grup, ER, PR, Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67
skoru, Miller Payne KT yaniti gibi parametrelerle iliskisine bakildi (Tablo-8).
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Tablo-8: Meme kanserli

belirteclerle iligkisi

hastalarda

plazma NGAL duzeylerinin prognostik

Parametre Grup n NGAL (ng/mL) p degeri
Ortanca (min; maks)

LN Pozitif 18 402.98 (62.2; 1570.0) p=0.262
Negatif 3 242.0 (60.6; 516.3)
T1 4 304.4 (60.6; 801.3)

Tumor capi T2 5 516.3 (343.3; 809.4) p=0.221
T3 5 482.3 (226.4; 1570.0)
T4 7 401.9 (62.2; 434.1)

Metastaz Pozitif 3 434.1 (401.9; 1570.0) p=0.307
Negatif 18 395.1 (60.6; 809.4)
Evre 1* 2 151.3 (60.6; 242.0)

Evre Evre 2 5 516.3 (343.3; 809.4) p=0.192
Evre 3 11 387.7 (62.2; 801.3)
Evre 4 3 434.1 (401.9; 1570.0)

Bloom-Richardson Grade 1 4 498.5 (60.6; 612.6)

histolojik grade Grade 2 16 394.8 (62.2; 1570.0) p= 0.820
Grade 3* 1 340.6

1 yillik Hastaliksiz  Hastalkksiz 17 387.7 (60.6; 809.4) p= 0.362

sag kalim Niks 4 418.3 (401.9; 1570.0)

Histolojik grup Duktal karsinom 12 377.2 (62.2; 801.3) p= 0.247
Digerleri 9 434.1 (60.6; 1570.0)

ER Pozitif 18 403.0 (60.6; 1570.0) p= 0.600
Negatif 3 353.1 (242.0; 516.3)

PR Pozitif 14 403.0 (60.6; 809.4) p= 0.856
Negatif 7 401.9 (242.0; 1570.0)

Her-2/neu Pozitif 3 401.9 (366.8; 801.3) p=0.740
Negatif 18 403.0 (60.6; 1570.0)

BRCA1lve?2 Pozitif 3 403.5 (343.3; 741.9) p=0.814
Negatif 18 402.1 (60.6; 1570.0)

E-kaderin* Pozitif 19 401.9 (60.6; 1570.0) p*
Negatif* 2 711.0 (612.6; 809.4)

p53 Pozitif 15 403.5 (60.6; 1570.0) =0.910
Negatif 6 395.1 (248.0; 612.6)
0-100 10 377.7 (60.6; 809.4)

Ki-67 skoru 101-500 10 418.8 (62.2; 1570.0) p=0.481
501-1000* 1 401.9
Grade 1* 0 -

Miller Payne KT Grade 2 3 402.4 (401.9; 1570.0)

yaniti Grade 3 9 480.6 (60.6; 809.4) p= 0.438
Grade 4 6 348.2 (226.4; 434.1)
Grade 5 3 516.3 (62.2; 741.9)

*n < 3 olan gruplarda istatistiksel analiz yapilamamistir LN: Lenf nodu

ER: Ostrojen Reseptér PR: Progesteron reseptdr Her-2/neu: Human epidermal growth

factor receptor 2 BRCA 1 ve 2: Breast Cancer Rezistance Protein 1 ve 2
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Meme kanserli hastalarda LN, timor ¢api, metastaz, evre, Bloom—
Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm, histolojik grup, ER, PR,
Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67 skoru, Miller Payne KT yanit
gibi parametrelerdeki plazma NGAL olgumlerinde istatistiksel olarak anlamli

bir farkllik saptanmadi.

Meme Kanserli Hastalarda Plazma Vimentin Duzeylerinin

Prognozla iligkisi

Meme kanserli hastalarda plazma vimentin dizeylerinin; LN, tUmor
¢apl, metastaz, evre, Bloom—-Richardson histolojik grade, hastalksiz sag
kalim, histolojik grup, ER, PR, Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67

skoru, Miller Payne KT yaniti gibi parametrelerle iliskisi incelendi (Tablo-9).
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Tablo-9: Meme kanserli hastalarda plazma vimentin dizeylerinin prognostik

belirteclerle iligkisi

Parametre Grup n Vimentin (ng/mL) p degeri
Ortanca (min; maks)

LN Pozitif 18 23.8 (18.1; 37.7) p= 0.062
Negatif 3 17.7 (16.8; 23.1)
T1 4 20.6 (16.8; 30.8)

Tumor capi T2 5 26.5 (22.2; 37.5) p=0.275
T3 5 20.6 (18.1; 36.9)
T4 7 24.0 (19.9; 37.7)

Metastaz Pozitif 3 24.0 (21.4; 36.9) p= 0.600
Negatif 18 22.7 (16.8; 37.7)
Evre 1* 2 17.2 (16.8; 17.7)

Evre Evre 2 5 26.5 (22.3; 37.5) p= 0.387
Evre 3 11 22.3 (18.1; 37.7)
Evre 4 3 24.0 (21.4; 36.9)

Bloom-Richardson Grade 1 4 20.9 (16.8; 26.5)

histolojik grade Grade 2 16 22.9 (17.7; 37.5) p= 0.290
Grade 3* 1 37.7

1 yilik Hastaliksiz Hastalksiz 17 23.1 (16.8; 37.7) p=1.000

sag kalim NUks 4 22.7 (19.9; 36.9)

Histolojik grup Duktal karsinom 12 22.3 (17.7; 37.5) p= 0.422
Digerleri 9 26.5 (16.7; 37.7)

ER Pozitif 18 22.9 (16.8; 37.7) p= 0.740
Negatif 3 23.1 (17.7; 27.6)

PR Pozitif 14 23.8 (16.8; 37.7) p= 0.488
Negatif 7 22.1 (17.7; 36.9)

Her-2/neu Pozitif 3 23.6 (21.4; 30.8) p=0.814
Negatif 18 22.7 (16.8; 37.7)

BRCA1ve 2 Pozitif 3 37.5 (22.3; 37.7) p= 0.080
Negatif 18 22.7 (16.8; 36.9)

E-kaderin* Pozitif 19 23.1 (16.8; 37.7) p*
Negatif* 2 26.2 (18.6; 33.8)

p53 Pozitif 15 26.5 (16.8; 37.7) p= 0.095
Negatif 6 21.4 (18.6; 23.1)
0-100 10 22.2 (16.8; 37.5)

Ki-67 101-500 10 23.8 (18.1; 37.7) p=0.315
501-1000* 1 21.4
Grade 1* 0 -
Grade 2 3 21.4 (20.0; 36.9)

Miller Payne KT Grade 3 9 20.6 (16.8; 37.5) p= 0.481

yaniti Grade 4 6 23.2 (22.1; 37.7)
Grade 5 3 27.0 (23.1; 30.8)

*n < 3 olan gruplarda istatistiksel analiz yapilamamistir
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Meme kanserli hastalarda LN, timor ¢api, metastaz, evre, Bloom—
Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm, histolojik grup, ER, PR,
Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67 skoru, Miller Payne KT yanit
gibi parametrelerdeki plazma vimentin Olgumlerinde istatistiksel olarak

anlamh bir farkllik olmadigi gorulda.

Meme Kanserli Hastalarda Plazma FN Diizeylerinin Prognozla

iligkisi

Meme kanserli hastalarda plazma FN duzeylerinin; LN, timor capi,
metastaz, ewvre, Bloom—Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm,
histolojik grup, ER, PR, Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67 skoru,
Miller Payne KT yaniti gibi parametrelerle iligkisi arastirildi (Tablo-10).
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Tablo-10: Meme kanserli hastalarda plazma FN duzeylerinin prognostik

belirteclerle iligkisi

Parametre Grup n FN (ng/mL) p degeri
Ortanca (min; maks)

LN Pozitif 18 98.3 (49.8; 340.6) p= 0.356
Negatif 3 78.3 (58.0; 109.2)
T1 4 93.8 (62.5; 142.9)

Tumor capi T2 5 82.2 (50.9; 138.0) p= 0.886
T3 5 88.2 (75.6; 338.2)
T4 7 98.8 (49.8; 340.6)

Metastaz Pozitif 3 97.7 (91.3; 338.2) p=0.471
Negatif 18 93.5 (49.8; 340.6)
Evre 1* 2 93.8 (78.3; 109.2)

Evre Evre 2 5 82.2 (50.9; 138.0) p= 0.595
Evre 3 11 98.8 (49.8; 340.6)
Evre 4 3 97.7 (91.3; 338.2)

Bloom-Richardson Grade 1 4 76.9 (58.0; 125.4)

histolojik grade Grade 2 16 98.2 (49.8; 338.2) p= 0.290
Grade 3* 1 340.6

1 yilhk Hastallksiz 17 98.8 (50.9; 340.6) p= 0.897

Hastaliksiz sag Niks 4 94.5 (49.8; 338.2)

kalim

Histolojik grup Duktal karsinom 12 89.8 (50.9; 142.9) p= 0.382
Digerleri 9 118.1 (49.8; 340.6)

ER Pozitif 18 94.5 (49.8; 340.6) p= 0.962
Negatif 3 109.2 (58.0; 118.1)

PR Pozitif 14 93.0 (49.8; 340.6) p=0.913
Negatif 7 98.8 (58.0; 338.1)

Her-2/neu Pozitif 3 91.3 (62.5; 142.9) p=1.000
Negatif 18 98.3 (49.8; 340.6)

BRCA1lve?2 Pozitif 3 82.2 (50.9; 340.6) p= 0.887
Negatif 18 98.3 (49.8; 338.2)

E-kaderin* Pozitif 19 97.7 (49.8; 340.6) p*
Negatif* 2 106.8 (75.6; 138.0)

p53 Pozitif 15 109.2 (50.9; 340.6) p=0.018
Negatif 6 78.4 (49.8; 98.8)
0-100 10 104.0 (49.8; 138.7)

Ki-67 101-500 10 93.0 (58.0; 340.6) p=0.739
501-1000* 1 91.3
Grade 1* 0 -
Grade 2 3 91.3 (49.8; 338.2)

Miller Payne KT Grade 3 9 81.3 (50.9; 138.0) p= 0.445

yaniti Grade 4 6 108.5 (82.2; 340.6)
Grade 5 3 108.7 (58.0; 125.4)

*n < 3 olan gruplarda istatistiksel analiz yapllamamigtir
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Meme kanserli hastalarda LN, timor ¢api, metastaz, evre, Bloom—
Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm, histolojik grup, ER, PR,
Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, Ki-67 skoru, Miller Payne KT yanti gibi
parametrelerdeki plazma FN olcumlerinde istatistiksel olarak anlamh bir
farkllik saptanmadi. P53 pozitif ve negatif meme kanserli hastalardaki FN

OlcUmleri arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik bulundu.

Korelasyon incelemeleri

Meme Kanserli Hastalarin KT Kiirii Oncesinde Olgiilen
Parametreler Arasindaki Korelasyon

Meme kanserli hastalardan KT kiri oncesinde alinan kanlarindan
Olcllen NGAL, vimentin, FN, LDH, PLT, CA 15-3, CA 19.9, CEA ve CA-125

parametreleri arasindaki iliski Spearman korelasyon katsayisi kullanilarak

incelendi (Tablo-11).

Tablo-11: Meme kanserli olgulardaki KT dncesi korelasyon degerleri

n=21 Vimentin FN LDH PLT CA 15-3 CA 199 CEA CA- 125
NGAL r= 0.468 r=0.083 r=0.121 r=-0.092 r=0.409 r=0.012 r=0.373 r=0.301
p=0.033 p=0.720 p=0.602 p=0.691 p=0.066 p=0.958 p=0.096 p=0.185

Vimentin - r=0.478 r=0.043 r=0.244 r=0.064 r=0.258 r=0.271 r=0.356
p=0.028 p=0.854 p=0.286 p=0.784 p=0.259 p=0.234 p=0.113

FN - - r=0.262 r=0.278 r=0.077 r=-0.125 r=0.436 r=0.207
p=0.252 p=0.223 p=0.741 p=0.589 p=0.048 p=0.367

LDH - - - r=-0.161 r=0.145 r=-0.021 r=0.418 r=-0.098
p=0.485 p=0.531 p=0.927 p=0.059 p=0.672

PLT - - - - r=0.140 r=0.007 r=-0.112 r=0.151
p=0.544 p=0975 p=0.630 p=0.513

CA 153 - - - - - r=-0.248 r=0.366 r=-0.008
p=0.279 p=0.103 p=0.971

CA 19.9 - - - - - - r=-0.329 r=-0.131
p=0.145 p=0.571

CEA - - - - - - - r=0.164
p=0.477
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Tablo-11°"de  meme kanserli olgulardaki KT ©Oncesi Olgulen
parametrelerden NGAL ile vimentin, vimentin ile FN ve FN ile CEA arasinda
istatistiksel olarak anlamh pozitif korelasyon saptandi. Diger parametreler

arasinda ise istatistiksel olarak anlaml bir korelasyon olmadigi bulundu.

Meme Kanserli Hastalarin KT Kiirii Sonrasinda Olgiilen

Parametreler Arasindaki Korelasyon

Meme kanserli hastalardan 1. KT kdru sonrasinda alinan érneklerden
NGAL, vimentin, FN, LDH, PLT, CA 15-3, CA19.9, CEA ve CA-125
parametreleri ¢alisildi. Her bir belirteg icin KT sonrasi olgum ile KT Oncesi
Olgim arasinda olusan yuzde degisim degerleri belirlenerek, parametreler
arasindaki iliski Spearman korelasyon katsayisi kullanilarak incelendi (Tablo-
12).

Tablo-12: Meme kanserli olgulardaki KT sonrasi korelasyon degerleri

n=21 Vimentin FN LDH PLT CA 15-3 CA 199 CEA CA- 125
NGAL r=-0.064 r=0.044 r=0.195 r=0.170 r=-0.064 r=-0.334 r=0.127 r=-0.075
p=0.784 p=0.849 p=0.397 p=0.461 p=0.784 p=0.139 p=0.584 p=0.746

Vimentin - r=0.279 r=-0.103 r=0.461 r=-0.109 r=0.238 r=-0.216 r=-0.301
p=0.220 p=0.654 p=0.035 p=0.638 p=0.298 p=0.346 p=0.184

FN - - r=0.022 r=0.160 r=-0.304 r=0.125 r=-0.153 r=0.114
p=0.924 p=0.489 p=0.180 p=0.590 p=0.507 p=0.622

LDH - - - r=-0400 r=-0.032 r=-0.301 r=0.360 r=0.218
p=0.072 p=0.889 p=0.185 p=0.109 p=0.342

PLT - - - - r=-0.094 r=-0.214 r=-0.245 r=-0.165
p=0.687 p=0.351 p=0.285 p=0.475

CA 15.3 - - - - - r=0.094 r=0.435 r=0.301
p=0.685 p=0.049 p=0.184

CA 199 - - - - - - r=-0.042 r=-0.042
p=0.856 p=0.858

CEA - - - - - - r=0.594
p=0.005
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Tablo-12’de meme kanserli olgulardaki KT sonrasi ve 0Oncesi
parametrelerde olugan yuzde degisimler arasi korelasyon incelendiginde;
vimentin ile PLT, CEA ile FN ve CA 15.3 arasinda istatistiksel olarak anlamli
poztif korelasyon oldugu bulundu. Diger parametreler arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigi saptandi.

Meme Kanserli Hastalarda Hastaliksiz Sag Kalimi Ongérmede

Plazma NGAL, Vimentin ve FN Degerleri

Meme kanserli 21 hastanin 1 yillk takipleri sonunda; 4 olguda niks
gelistigi 17 olgunun ise hastalksiz oldugu saptandi. Hastalksiz sag kalimin
tani aninda Ongorulmesi amaciyla yapilan ROC analizlerine gdre meme
kanserli hastalardaki plazma NGAL, vimentin, FN dizeylerinin cut-off, egri
altinda kalan alan (EAA), sensitivite ve spesifite degerleri incelendi (Sekil-
6,7,8).

100F
80|
- I
s 60F
Iz :
(% 40 - EAA: 0.662
i Cut-off degeri: 387.7
20 [ p= 0.266
D__zz...I...I...I...I...I
0 20 40 60 80 100

100-Specificity
Sekil-6: Meme kanseri hastalarinda hastalksiz sag kalmi 6ngdérmede

plazma NGAL degerleri
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Sekil-7:. Meme kanseri hastalarinda hastalksiz sag kalmi 6ngérmede

plazma vimentin degerleri
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Sekil-8: Meme kanseri hastalarinda hastalksiz sag kalmi O6ngormede

plazma FN degerleri

Plazma NGAL, vimentin, FN dizeyleri kullanlarak cizilen ROC
analizleri incelendiginde (Sekil-6,7,8); hastalksiz sag kalimi 6ngérmede, Ug
parametrede de niuks olan olgular ile hastaliksiz olgular arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklihlk saptanmadi.
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TARTISMA VE SONUG

Meme kanseri, deri kanserleri hari¢ tutulursa dunyada kadnlar
arasinda en sk goérilen malign timér olup, kadinlarda gorilen tim
kanserlerin dnemli bir kismini  olusturmaktadir (1). Meme kanserindeki 6lim
oranlari son yilarda erken tani ve tedavideki gelismelere bagli olarak azalma
goOstermektedir (3). TUm kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de erken
tani, uygulanan tedavinin etkinligi ve hastalksiz sagkalm ve survi agisindan
cok onemlidir. Meme kanseri tanisindaki gelismelere ve molekuler temelinin
anlasimig olmasina ragmen meme kanserinde tani erken donemde
konulamamakta ve mortalite oranlar oldukca yuksek seyretmektedir.

Tumor belirtegleri kanser tanisinda, prognozu belilemede, tedaviyi
takipte ve nuksin saptanmasinda sklkla kullanimaktadirlar. Meme
kanserinde de bu amaglarla CA 15-3, CEA, CA 19-9, CA-125, CA-549 gibi
timor belirtecleri uzun yillardir kullanimaktadir (58-62).

Ancak meme kanserinde kullanilan bu timor belirtegleri erken tani ve
tedaviye yaniti 6ngérmede vyetersiz kalmaktadir. Arastrmaciar tarafindan,
meme kanserinde kullanilabilecek yeni belirtecler bulma arayisi devam
etmektedir. TUmor belirteci olarak kullanilabilecek belirtegcten analitik
beklentiler; non-invaziv ve kolayca elde edilen kan veya idrar gibi orneklerde,
yatak basinda veya standart klinik laboratuvarlarda uygulanabilir, yiksek
duyarllikta olup erken teshisi kolaylastirmalidir.

Biz bu ¢alismada meme kanserli hastalarda plazma NGAL, vimentin
ve FN plazma duizeylerini ELISA ile Olgtuk. Rutin laboratuvarlarda bu
parametrelerin meme kanserli hastalarin tanisinda, KT'ye yaniti dngérmede
ve prognoz ile iligskisini degerlendirmede, Kklinisyenlere yardimci birer
parametre olarak kullanilabilirligini degerlendirmeyi amagladik.

Lipokalin protein ailesinin bir Gyesi olan notrofil jelatinaz iliskili
lipokalin (NGAL), kigclk ve hidrofobik molekdllleri baglama 6zelligi olan ve
hicre homeostazinda rol oynayan ekstraselller proteinlerdendir (64). NGAL

proteininin, kalp yetmezligi, ateroskleroz, bdbrek yetmezligi, inflamatuar
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hastalkklar, metabolik hastalklar, malignite ile iliskili oldugu ve bu
hastalkklarda ekspresyonunun degistigi saptanmistir (85-90).

Yapilan c¢alismalarda NGAL ekspresyonunun sindirim (6zofagus,
mide, karaciger, safra kesesi ve pankreas), solunum (akciger), endokrin
(tiroid ve over), ureme (meme ve endometrium) ve deri olmak Uzere gesitli
organlardaki solid timorlerde ve KML, ALL, AML gibi hematolojik kanserlerde
uyaridigini, ayrica bazi kanserlerde NGAL dizeyleriyle sagkalm, hastalk
dizeyi ve prognoz arasinda korelasyon oldugu saptanmistir (92-98).

Biz cgaligmamizda tani aninda meme kanserli hastalarda saglikli
kontrollere gore plazma NGAL duzeylerinin anlamli olarak yuksek oldugunu
belirledik. Meme kanserli hastalarin KT o6ncesi ve 1.KT kurl sonrasindaki
plazma NGAL sonuglarini degerlendirdigimizde; KT tedauvisi ile plazma NGAL
sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigini saptadik.
Ayrica meme kanserli hastalarda LN, tUmor ¢api, metastaz, evre, Bloom—
Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm, histolojik grup, ER, PR,
Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, p53, Ki-67 skoru, Miller Payne KT yanit
gibi prognostik belirteclerdeki plazma NGAL ol¢imlerinde istatistiksel olarak
anlamh bir farklilik olmadigini gorduk.

NGAL proteininin meme kanseri progresyonunda aktif olarak yer
aldigi distnilmektedir (101). Meme kanseri hlcre dizileri ve primer kanser
orneklerinde NGAL duzeyleri yiksek saptanmigtir (103). Ayrica aktif prolifere
olan hicrelerde, lenf nodu metastazinda ve HER-2 pozitif hiicrelerde NGAL
seviyeleri oldukga yuksek saptandigi igin NGAL'in meme kanseri ilerlemesini
de arttirdi1 dUsundlmektedir. (104).

Provatopoulou ve ark. (106), yaptklar c¢aligmada, invaziv duktal
meme karsinomu olan kadinlarda kontrol ile karsilastridiginda serumda
belirgin MMP-9, NGAL ve MMP-9/NGAL artigI saptamislardir. Ayrica serum
NGAL olcimlerinin meme kanseri tanisinda ve progresyonunun izlenmesinde
potansiyel bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir (106).

Bauer ve ark. (103), vyaptklann calismada; doku NGAL
ekspresyonunun; negatif hormon reseptér durumu, Her-2/neu artmis

ekspresyonu, yuksek histolojik grade, lenf nodu metastazi ve yiksek
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proliferasyon indeksi, artmis mortalite ve azalmig hastalksiz sag kalm ile
iligkili oldugunu bulmuglardir.

Mezenkimal hicrelerin ana iskelet bileseni olan vimentin,
proteinlerintip Il ara filaman ailesinin bir Gyesidir. Vimentin 57 kDa
agirhginda olup, ilk olarak fare fibroblast kultirlerinde izole edilmis bir
proteindir. Vimentin, bag dokusu mezenkimal hicreleri, merkez sinir sistemi,
kas dokusu, pankreas prekursor hucreleri, sertoli hicreleri, ndronal prekursor
hicreler, trofoblastik hlcreler, fibroblastlar, renal tlbuler ve stromal hicreler,
makrofajlar, nétrofiller, I0kositler, mesangial hlcreleri iceren oldukga genis
hicre tipinde eksprese edilmektedir (112-114).

Vimentin sitozolde organellerin desteklenmesi ve konumlarini
sabitemede ve hucrenin dinamik yapisi igerisinde hicreye esneklik
sunmaktadir (128). Vimentin, hem normal gelisim hem de metastatik sure¢
sirasinda, mezenkimal kaynakll ya da EMT slrecindeki hlcreler igin bir
belirte¢ olarak kullanimaya baglanmasiyla birlikte daha onemli hale gelmistir
(130).

Normal ve kanserli dokularda vimentin ekspresyonunun incelenmesi
sonucunda prostat, GIS, akciger, meme, kranial sistem kanserleri ve MM gibi
bircok kanserin tanisi ve prognozu agisindan vimentin duzeylerinin
bakimasinin yararli olabilecedi yoniunde sonuglar ortaya konmustur (134-
139).

Calsmamizda tani annda meme kanserli hastalarda plazma
vimentin  sonuglarinin  saglkli  kontrollere goére anlamli olarak yuksek
oldugunu saptadik. Meme kanserli hastalarin KT oncesi ve 1.KT Kkuru
sonrasindaki plazma vimentin sonuglarini inceledigimizde; KT tedavisi
sonrasinda plazma vimentin sonuglarinn KT Oncesine gore istatistiksel
olarak anlamh bir azalma gosterdigini bulduk. Ayrica meme kanserli
hastalarda LN, timér capi, metastaz, evre, Bloom—Richardson histolojik
grade, hastalkksiz sag kalm, histolojik grup, ER, PR, Her-2/neu, BRCA 1-2,
E-kaderin, p53, Ki-67 skoru, Miller Payne KT vyaniti gibi prognostik
belirteclerdeki plazma vimentin dlgimlerinde istatistiksel olarak anlaml bir

farkllik olmadigini gérduk.
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Meme karsinomlarinda vimentin ekspresyonunun degistigi ilk kez
Rayond ve ark. tarafindan g0sterilmistir (157). Ancak meme kanserli
hastalardaki vimentin ekspresyonunun degerlendirilmesi siklikla
immunohistokimyasal olarak yapilmaktadir ve meme kanserli hastalardaki
plazma vimentin duzeyleri ile ilgili yeterli calisma yoktur.

Korsching ve ark. (159), vimentin ekspresyonunun &zellikle agresif
meme kanseri hucre dizilerinde yuksek oldugunu ve bu artmig ekspresyonun
artmig invazyon ve migrasyon ile iligkili oldugunu bulmuglardrr.

Essa ve ark.’ da (158), yapmis olduklari doku ¢alismasinda &zellikle
yuksek gradeli meme kanserli hastalarda vimentin pozitiflik oranlarinin duguk
gradelilere gore anlamh olarak yuksek oldugunu saptamiglardr.

Heatley ve ark. da (160), meme kanserli hastalarda prognostik
belirtecler olan histolojik grade, timoér ¢api ve metastatik lenf nodu sayisi
artikga vimentin ekspresyonunun arttigini ifade etmislerdir.

Thompson ve ark. da (162), memenin invazif duktal karsinomlarinda
dokuda artmis vimentin ekspresyonlarini disUk &strojen ve progesteron
resptoru, artmis invazyon kapasitesi ve ilag direnci ile iligkili bulmuglardir.

Ancak Hiucumenoglu ve ark. nin (163), yaptigi calismada ise bizim
bulgularmizla benzer olacak sekilde meme kanserli hastalarin doku vimentin
ekspresyonu ile histolojik grade ve aksiller LN durumu arasinda bir iligki
izlenmemistir.

Fibronektin 1980'lerden itibaren tam olarak tanmlanmis, molekdl
agrligi 440-550 kDa olan plazma proteinidir (164). Embriyogenezis,
onkojenik transformasyon, hicre adezyonu, yara iyilesmesi, doku tamiri,
trombosit fonksiyonlari, hicre migrasyonunun dizenlenmesi gibi olaylarda
Fn’nin 6nemli roller aldigi bulunmustur.

Epitelyal kanser hicrelerinde EMT surecinde ekspresyonu artan FN,
vimentinde oldugu gibi kanserdeki EMT fenotipinin saptanmasi igin
mezenkimal belirte¢ olarak kullanimaktadir (181). Ayrica ECM komponentleri
arasindan FN’nin, hicre adezyonu ve goégunu arttrmada anahtar role sahip
oldugu kabul edilmektedir (182). Fibronektinin hicre adezyonu, migrasyon,

diferansiasyon, proliferasyon, hicreler arasi sinyal iletiminin kontrol edilmesi
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ve onkojenik donlisimunde rol oynadigi saptanmistir (183). Meme kanseri,
akciger kanseri, tiroid kanseri ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerde ve
malign asit varliginda FN ekspresyonlarinin degistigi gosterilmistir (185-
188,191).

Calsmamizda tani aninda meme kanserli hastalarda plazma FN
sonuglarnin da saglkh kontrollere gore anlamli olarak yuksek oldugunu
saptadik. Meme kanserli hastalarn KT oOncesi ve 1.KT kuru sonrasindaki
plazma FN sonuclarini inceledigimizde; KT tedavisi sonrasinda plazma FN
degerlerinin KT 0Oncesine go6re istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goOsterdigini gorduk. Ayrica meme kanserli hastalarda LN, timor capi,
metastaz, ewvre, Bloom—Richardson histolojik grade, hastalksiz sag kalm,
histolojik grup, ER, PR, Her-2/neu, BRCA 1-2, E-kaderin, Ki-67 skoru, Miller
Payne KT yaniti gibi prognostik belirteclerdeki plazma FN olgumlerinde
istatistiksel olarak anlaml bir farkllik olmadigini gordik. P53 pozitif meme
kanserli hastalardaki FN OlgUimlerinin ise negatif hastalara gore anlamli
yuksek oldugunu saptadk. Meme kanserinde p53 durumu ile fibronektin
arasindaki iligkiyi inceleyen mevcut bir calisma yoktur.

Meme kanserindeki FN ekspresyonlari ile ilgili bugtine kadar yapilan
calismalarda celiskili sonuglar ortaya konulmustur. Oztirk ve ark. (194),
yaptklari calsmada plazma fibronektin dlzeylerinin  meme kanserli
hastalarda kontrol grubuna goére dusuk oldugunu saptamiglardir. Ruiz- Garcia
ve ark. (185), ise 2010 yinda yaptklar c¢alismada bizim calismamizla
benzer olarak, serum fibronektin dizeylerinin meme kanserli hastalarda
saglikh kontrollere gore anlamli yuksek oldugunu bulmuglardrr.

Meme kanserinde FN ekspresyonunun prognostik dnemini arastiran
calismalarda da farkli sonuglar bulunmustur.

Christensen ve ark. (200), FN poztif boyanma gosteren meme
kanseri dokularinin, azalmig metastatik potansiyel ile anlamh iligki
gOsterdigini bildirmiglerdir.

Gorczyca ve ark. (201), FN ekspresyonu ile timoér c¢api, ortalama
sagkalm ve hastalksiz sagkallm arasinda arasinda pozitif bir korelasyon

saptarken, LN durumu ve klinik sonuglar ile korelasyon saptamamiglardir.
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loachim ve ark. (183), FN ekspresyonu ile LN metastazi, Ki-67
indeksi, stromal katepsin D ekspresyonu ve kétl prognoz arasinda pozitif bir
iliski saptamiglardir.

Meme kanseri galigmalarnda FN ekspresyonu ile prognoz arasinda
ortaya ¢ikan bu farklilklar; érnek sayisi, olgularin heterojenligi, tercih edilen
yontemdeki preanalitik ve analitik farklliklar ve yontem sonuglarinin farkli
yorumlanmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calsmamizda plazma NGAL, vimentin ve FN belirteclerinin meme
kanseri tanisinda ylksek sensitivite ve spesifite degerlerine sahip oldugunu
saptadik.

Qiu ve ark. (203), yaptklari calismada meme kanseri tanisinda doku
NGAL dlzeylerinin %78 sensitivite, %83 spesifiteye sahip oldugunu
saptamislardir. Tsang ve ark. (204), meme kanserli hastalarda yaptiklari
doku galismasinda, tani acgisindan doku vimentin dizeylerinin %50
sensitivite ve %88.6 spesifiteye sahip oldugunu saptamiglardir. Plazma
NGAL ve vimentin duzeyleri ile ilgili meme kanseri hastalarinda sensitivite ve
spesifite calismasi mevcut degildir. Ruiz Garcia ve ark. (185), yaptklar
calismada plazma FN dizeylerinin %75 sensitivite ve %80 spesifite ile meme
kanseri tanisinda kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Calsmamizdaki  korelasyon incelemesinde; meme  kanserli
olgulardaki KT oOncesi Olclilen parametrelerden NGAL ile vimentin, vimentin
ile FN ve FN ile CEA arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
saptarken, diger parametreler arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon olmadigini bulduk.

Yang ve ark. da (101), meme kanseri hucre dizilerinde yaptiklar
calismada NGAL'’in vimentin ekspresyonunu arttirdigini ve NGAL inhibisyonu
ile vimentin ekspresyonunun azaldigini saptamislardir. Mezenkimal belirteg
olarak kabul edilen vimentin ve FNnin EMT surecinde rol oynadiklari
saptanmigtr (130,181). Javle ve ark. (205), pankreas kanserli hasta
dokularinda EMT belirteci olarak FN ve vimentin ekspresyonlarini
incelediklerinde iki belirtec arasinda anlamh bir iliski saptamiglardir. Meme

kanserli hastalarda FN ve CEA arasindaki iliskiyi inceleyen mevcut bir
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calisma yoktur.

Kemoterapi sonrasi ve o©ncesi parametrelerde olusan yuzde
degisimler arasi korelasyon incelendiginde; vimentin ile PLT, CEA ile FN ve
CA 153 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon oldugunu
bulurken, diger parametreler arasinda ise istatistiksel olarak anlaml bir
korelasyon olmadigini saptadik.

Sonu¢ olarak bu g¢alismamizin verileri meme kanserinde plazma
NGAL, vimentin, FN degerlerinin arttigini ve oldukga yuksek sensitivite,
spesifite, prediktif degerlere sahip oldugunu goéstermistir. Plazma NGAL,
vimentin, FN 6lgimd meme kanserinin tanisi igin kolay ve non-invazif bir
yontemdir. BOylece gelecekte bu parametrelerin kullanima girmesi ile meme
kanserli hastalar daha erken doénemde ve non-invazif olarak tani
alabileceklerdir. Calismamizda KT tedauvisi ile plazma NGAL, vimentin ve FN
belirgin bir azalma gostermistir. Ancak KT etkinliginin degerlendirilmesinde ve
prognostik  belite¢ olarak kullanminda c¢alismamizda anlamli  farklilik
saptamadik. Bu durum ila¢ etkinliginin degerlendiriimesinde ve prognostik
belite¢ olarak bu parametrelerin kullanimi igin ileri arastrmalara ihtiyag

oldugunu gostermektedir.
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