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OZET

ligin, C., Meme Kanserinin Farkli Molekiiler Alt Tiplerinin Kok Hiicre isaretgisi, Sitokin
Reseptorii ve Tiimérle iliskili Makrofaj isaretgisi Dagilimi Agisindan Degerlendirilmesi,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Programi
Doktora Tezi, Ankara, 2017. Meme kanseri prognoz ve tedaviye cevabi belirleyen farkli
molekiler alt tipleri olan heterojen bir hastaliktir. Timoér mikrogevresindeki kok
hicreler igin isaret¢i olan CD133'Un tani ve tedavide 6nemi vardir. Tumorle iligkili
makrofajlar (TAM), kanser kdk hicreleriyle CXCR1 araciligiyla etkilesir. TAM’lar, M1 ve
isaretcisi CD163 olan M2 fenotiplerine ayrilir. Bu c¢alismada hipotezimiz, meme
kanserinin farkli molekiler alt tiplerinde CD133, CXCR1 ve CD163 antijenlerinin
ekspresyonlari arasi fark oldugudur. Bu nedenle meme kanserinin [iminal A (LA),
[iminal B (LB), HER2 asiri eksprese eden (HER2AE), triple negatif (TN) alt tiplerinde ve
kanser tanisi almamis kontrol hastalarinda bu antijenlerin ekspresyonlari incelenmistir.
Bu amacla hasta orneklerine indirekt immuinohistokimya yéntemi uygulanmistir. CD133
ekspresyonu timor kitlesinin periferinde, CXCR1 ekspresyonu ise daha ¢ok timorin
merkezi boélgelerinde goriilmustiir. Sitoplazmik ve nikleer CD133, sitoplazmik CXCR1
ekspresyonlari gozlemlenmistir. Gruplarin CD133 (p=0.004), CXCR1 (p=0.002) ve
M2/tim makrofaj oranlar (p=0.022)arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmistir. CD133 ve CXCR1 ekspresyonlari arasinda, zayif pozitif korelasyon
saptanmistir (r=0.249, p=0.035). Sonug olarak, distik CD133 ekspresyonu TN alt tipteki
hiicrelerin dislik farklanma seviyesi ile aciklanabilir. Kompartmana spesifik ekspresyon
nedeniyle CXCR1'i hedefleyen ilaglarin timorin merkezi bolgelerine ulasmasi gerekir.
TN molekiler alt tipteki hastalar, CXCR1'i hedefleyen ilaglardan daha ¢ok fayda
gorecektir. CXCR1'i hedefleyen ilaglar, CD133 ekspresyonunu da azaltabilir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, molekiler alt tip, mikrogevre, CD133, CXCR1,
CD163, tiimorle iliskili makrofajlar, kanser kok hiicresi

Bu calisma Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP) ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

ligin, C., The Evaluation of the Distribution of the Stem Cell Marker, Cytokine
Receptor and the Tumor Associated Macrophage Marker in Different Molecular
Subtypes of the Breast Cancer, Hacettepe University Faculty of Medicine Department
of Histology and Embryology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. Breast cancer
is a heterogeneous disease with different molecular subtypes, which determine the
prognosis and response to the treatment. CD133 is a marker for cancer stem cells in
tumor microenvironment with diagnostic/therapeutic importance. The tumor
associated macrophages (TAM) interact with the cancer stem cells through the CXCR1
receptor. In this study, we hypothesized a possible difference in distribution of CD133,
CXCR1 and CD163 antigens among different subtypes of breast cancer. Thus, we
investigated the expression of these antigens in samples of the patients with luminal A
(LA), luminal B (LB), HER2 overexpression (HER20E), triple negative (TN) subtypes of
breast cancer and control patients without cancer diagnosis. We applied indirect
immunohistochemistry and evaluated immunostaining. CD133 expression was at
periphery and CXCR1 expression was at the central areas of the tumor clusters.
Cytoplasmic CXCR1, CD133 expressions and nuclear CD133 expression (prominent in TN
subtype) were observed in patients. There was a statistically significant difference
between groups for CD133 (p=0.004), CXCR1 (p=0.002) H-Score and M2
macrophages/whole TAM ratios (p=0.022). Between CD133 and CXCR1 expressions,
there was a weak positive correlation (r=0.249, p=0.035). Due to compartment specific
expression, agents targeting CXCR1 should reach to the central area of the tumor mass.
Patients with TN subtype would benefit more from anti-CXCR1 treatment. Treatments,
which target CXCR1 can also lower the expression of CD133 and vice versa.

Keywords: Breast cancer, molecular subtypes, microenvironment, CD133, CXCR1,
CD163, tumor associated macrophages, cancer stem cell

This study was granted by Teaching Staff Training Program of Council of Higher

Education.
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1.GiRiS

Meme kanseri, tani-tedavideki gelismelere ve tarama programlarinin
yayginlasmasina ragmen, tim dilinyada kadinlarda en sik gorilen ve en cok 6lime
neden olan kanserdir (1,2). Meme kanseri gelismis Ulkelerde akciger kanserinden sonra
kansere bagli 6limlerin en sik 2.nedenidir (3,4). Meme kanseri Tlirkiye’de kadinlarda en
stk gorilen kanserdir. Tirkiye’de her yil 17.351 hastaya meme kanseri tanisi
konmaktadir. Tiurkiye’de meme kanserine bagli mortalite orani 100.000 kiside 52,5'tir
(5,6). Amerikan Ulusal Kanser Enstitlisii (National Cancer Institute) verilerine gére,2009-
2013 yillari arasinda her yil ABD’deki 100.000 kadindan 125’ine meme kanseri tanisi
konmakta, 100.000 kadinin 21,5'i ise meme kanserinden dolayi 6lmektedir. 2010-2012
verilerine goére, kadinlarin yasamlari sliresince meme kanseri tanisi alma orani
%12,3'tur (7).

Meme kanserinin, hastanin klinik seyri ve tedaviye cevabini belirleyen farkh
molekiler alt tipleri vardir. Molekdiler alt tipler icin yapilan farkh siniflamalar arasinda,
reseptor ekspresyonuna goére: 1. Liminal A, 2.Liminal B, 3.HER2 asiri eksprese eden
4.Triple negatif (ya da sitokeratin (CK) 5/6, CK14 ve CK17'nin eksprese oldugu durumda
bazal benzeri) molekdiler alt tipleri bulunur. Meme kanserinin farkli molekdler alt tipleri,
prognoz, tedavi sekli ve ilag direnci agisindan farkliliklar géstermektedir (8,9,10).

2003 yilinda Al Hajj ve arkadaslari, meme kanserinin invazyon, metastaz ve ilag
direnci  gibi ozelliklerini belirleyen meme kanseri kok  hicrelerini
tanimlamistir(11).Meme kanseri kdk hiicreleri literatiirde en sik CD44*/CD247/4Ustk y3 da
ALDH1+ fenotiplerine sahiptir (12). Bu fenotiplere ek olarak; meme kanseri kok
hiicreleri, CD133, CD49f gibi ylizey isaretcileriyle de tanimlanmistir (13).

Tumorle iliskili makrofajlar, bircok tiimoér tipinde bulunan ve tiimor kitlesinin
%50’ye kadarini olusturabilen hicrelerdir (14). Tamorle iliskili makrofajlar icin
tanimlanan iki isaretci: CD68 ve CD163’tlir. CD68 tiim makrofajlar icin tanimlanmis bir
isaretcidir. CD 163, M2 fenotipinde olan timor olusumunu destekleyen makrofajlar igin

bir isaretcidir (15).



Meme kanseri kok hicreleri, timor mikrogevresinde bulunan timorle iliskili
makrofajlar ile sitokinler araciligiyla karsilikh etkilesim halindedir:

1.Timorle iligskili makrofajlardan salgilanan interlokin 6 ve milkfat globilin E8
(MFG-E8), meme kanseri kok hicrelerinde bulunan interlokin 6 reseptori ve integrin
avp3 ve integrin avp5 reseptorleriyle kanser kdk hiicreleri izerinde etkilidir (16).

2.Kanser hiicrelerinde salgilanan interlokin 13, timorle iliskili makrofajlar
Uzerinde bulunan interlokin 13 reseptoriine baglanarak timorle iliskili makrofajlar
Uzerinde etki gosterir (17).

3. Timor hicreleri, mezenkimal hicreler ve makrofajlardan salgilanan
interlokin-8, kanser hicrelerindeki CXCR1 ve CXCR2 reseptorleri Uzerinden etki
gostererek, kanser hiicrelerinin kék hiicre 6zelligi kazanmasini saglar ve kemoterapiye
direncini artirir (18).

Kanser kok hicresi isaretgisi CD133’Gn meme kanserinin molekiler alt
tiplerindeki dagihmi, hastalardan elde edilen dokularda daha 6nce gosterilmemistir.
interlékin 8 reseptérii CXCR1’in meme kanserinin molekiiler alt tiplerindeki dagihimi
gecmis calismalarla ortaya konamamistir. Timorle iliskili makrofaj isaretgisi CD163’lin
meme kanserinin molekdiler alt tiplerindeki dagilimi tam olarak gosterilememistir. Bu U¢
isaretcinin meme kanserinin molekiler alt tiplerindeki dagiliminin ortaya konmasi,
meme kanserinin farkli molekdler alt tiplerinde hedefe yonelik tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi ve meme kanseri patogenezinin anlasilmasi icin yol gosterici olabilir.

Calismanin esas arastirma sorusu, LA, LB, HER2AE, TN ve kontrol gruplari
arasinda; CD133, CXCR1 antijenlerinin ekspresyonu ve M2 makrofajlarinin dagilimi

acisindan anlamli fark olup olmadigidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser Kok Hiicreleri

Tumorler, fenotipik olarak farkli oOzellikler gosteren tiimoér hicrelerinden
olusmaktadir ve bu nedenle heterojen yapilardir. Timor yapisinda, neoplastik hicreler,
damar yapilari, bagisiklik sistemi hiicreleri ve stromal elemanlar bulunmaktadir (19,20).

Kanser kok hicreleri, timor olusturma kapasitesi yiksek olan timor hiicreleridir
(12). Kanser kok hicreleri, bolinme, kendini yenileme ve farklanma kapasitesi gibi
normal eriskin kok hiicrelere benzer 6zellikler gosterir (21). Kanser kok hiicrelerinin
asimetrik boélinmeleri sonucu, bir kok hiicre ve bir progenitor hiicre olusur. Asimetrik
boélinme sayesinde, kanser kok hiicreleri kendilerini yenilenmis ve fenotipik olarak
farkl o©zellikler kazanacak kanser hiicreleri icin progenitér hiicre olusturmus olur.
Progenitor timor hiicreleri hizla cogalma yetenegine sahiptir (22). Kanser kok hiicreleri,
timorin klinik fenotipinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Beyin, meme, akciger,
prostat, pankreas, bas-boyun, kolon, over ve hematopoeitik sistem kanserlerinde
kanser kok hicrelerinin varhg gosterilmistir (23).

2003 vyilinda Al-Hajj ve arkadaslari (24) meme kanseri koék hicrelerini
kesfetmistir. Al-Hajj ve arkadaslari, insan meme tiimérlerinde, CD44+*CD24/dustik/Lineage-
fenotipinde yliksek derecede tiimorijenik olan hiicre poptlasyonu tespit etmistir. Fare
ksenograft modelleriyle arastirmacilar, kanser kok hiicrelerinin diger timor hiicrelerine
gore cok daha tiimorijenik oldugunu gostermistir (25).

CD44*/CD247/4ustk hijcrelerde, kok hiicre fenotipiyle iliskili Oct-4 ve Nanog
ekspresyonu ve Sonic Hedgehog sinyal yolagi aktivitesi artmistir. Oct-4, bir kék hiicre
isaretleyicisidir ve pluripotensle iliskilendirilmistir (26,27). Sonic Hedgehog sinyal yolagi,
kok hicrelerin kendini yenileme o6zelligi ile iliskilendirilmistir (27). ALDH* (ALDH
eksprese eden)hiicrelerde, kok hiicreyle iliskili Tetrapeptide repeat homeobox like
(TPRXL), Notch homolog 2, translocation-associated (NOTCH2), RNA Binding Motif
Protein 15 (RBM15), ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase 3 (ST3GAL3),



Nuclear Transcription Factor Y Subunit Alpha (NFYA) , Pecanex homolog (PCNX) genleri

upreglile olmustur (28).
2.1.1. Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin Kdkeni

Kanser kok hiicrelerinin kdkenine yonelik 6ne siriilen hipotezlerden biri, kanser
kok hicrelerinin normal kok hiicrelerden kdken aldigini savunmaktadir (29). Normal kok
hicrelerin kendini yenileyebilme ve farklanma yolaklarindaki deregiilasyon ile kendini
yenileme ve farklanma kapasitesi olan kanser hicrelerinin olusmasi s6z konusudur (21).
Normal koék hiicre ve kanser kok hicreleri arasi benzerlikler, normal kok hicrelerin
Omrinin uzun olmasina bagh mutasyona ve onkojenik transformasyona yatkin olmalari
ve meme kanseri kok hiicreleriyle bazal meme kok hiicreleri/progenitor hiicreleri yuzey
isaretleyici 6zelliklerinin benzer olmasi bu hipotezi desteklemektedir (30,31).

Kanser kok hicrelerinin, normal hiicrelerin epitel-mezensim gegisine (EMT)
ugramasi yoluyla da gelistigini 6ne siiren hipotezler ortaya konmustur. EMT’ye ugrayan
hiicreler, transformasyona vyatkin, normal ve neoplastik kdk hiicrelere benzer
karakterde hicrelerdir. Normal meme ve meme karsinom dokusundan elde edilen
CD44*/CD247/dustk hicreler, EMT iliskili genleri eksprese etmektedir (32,33). Meme
kanseri kék hiicrelerinde EMT’yi indikleyen cgesitli buylme faktorleri, tirozin kinazlar ve
transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Mitogen-activated protein kinases (MAPK) ile
iliskili Ras onkojeni, insan meme epiteli hiicrelerini EMT igin sensitize etmektedir (34). c-
Myc, timor hicrelerindeki bazal E-kadherin ekspresyonunu azaltir (35). Transforming
growth factor beta 1 (TGF-Bl) sinyal yolag indiklenmis EMT, meme kanseri
hicrelerinin lenfatik migrasyonunu artirmaktadir (36). Wnt, B-katenin iliskili kanonik ve
B-katenin iliskili olmayan kanonik olmayan Wnt (nonkanonik) yolaklari ve TGF-B sinyal
yolagi lizerinde otokrin sinyal ile normal ve neoplastik insan meme epiteli hiicrelerinde
EMT’yi indukler, hicrelerin mezenkimal/kanser kék hucresi olma durumlarini korur
(37,38,39). Notch sinyal yolagi, EMT'yi ve invazyonu Slug aracili olarak regile eder (40).
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) , TGF-B'den



bagimsiz olarak EMT'nin indiiksiyonu ve idamesinde rol oynar (41). EGF, vimentin
ekspresyonunu artirir ve EMT'yi indikler (42). Hipoksiyle indlklenen faktor (HIF), E-
kadherin downregtlilasyonu ve vimentin upregilasyonu yaparak zincfinger protein
SNAI1 (SNAIL), zincfinger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1), Twist-related protein
(TWIST) ve Transcription factor 3 (TCF3) aracili EMTyi indukler (43).

2.1.2.Meme Kanseri Kok Hiicre isaretgileri

CD44 ekspresyonu, meme kanseri kok hiicreleri icin isaret¢i (marker) olarak
tanimlanmistir. Hiicre adezyon molekiillerinden biri olan CD44, hiicre-hlicre, hiicre-ECM
arasindaki iliskileri dizenlemektedir. CD44’lin ekstraselliler ligandlari; kollajen, laminin,
fibronektin ve hyalilronik asittir. CD44, intrasellliler tarafta Rho-GTPaz, Ras-MAPK,
Fosfotidilinositol 3-kinase (PI3K)/Akt hiicre i¢i sinyal vyolaklarini aktive eder.
Ekstrasellller ortamdaki hyallironan CD44’(in sinyal yolaklariyla iliskili aktivitesini regiile
etmektedir (44,45).

CD24 negatifligi, kok hiicre fenotipi ile iligkili olarak bulunmustur. CD24, hiicre-
hiicre ve hilicre-ECM iliskilerinde gorev alan, kiglk bir hiicre ylzey molekalidir.
Hematopoietik hiicrelerde eksprese olur ve noronlar icin isaretleyicidir. Meme, Over,
prostat, mesane, boébrek ve akciger kanserlerinde asiri ekspresyonu saptanmistir. CD24
asiri ekspresyonu farkli kanser tiplerinde hiicre adezyonu ve metastazla iliskili olarak
bulunmustur (45).

Yanyuan Wu ve arkadaslarinin (46), 2013 yilinda yaptigl calismada, CD44*CD24
meme kanseri kok hiicrelerinin, Liminal A molekiler alt tipinde %27,0; , Liminal B
molekdiler alt tipinde %10,8; , HER2 asiri eksprese eden molekiler alt tipte %8,1 ve
triple negatif molekdler alt tipte %54,1 siklikta eksprese oldugu gosterilmistir.

ALDH (aldehit dehidrogenaz) aktivitesi de meme kanseri kdk hicrelerini ve
normal meme kok hiicrelerini ayirmada kullanilabilir (24,78). insan meme kanseri
orneklerinde ALDH ekspresyonu, yliksek timor grade’i, metastaz varlig, ileri kanser

evresi, diisik hayatta kalma orani ile iliskilendirilmistir. ALDH1A3, meme kanseri kok



hicrelerinde ALDH aktivitesinden sorumludur.ALDH1A3 ekspresyonu prognostik
marker olarak kullanilabilir (78). Bane ve arkadaslari (47) ALDH1+ fenotipteki meme
kanseri kok hucrelerinin, Liminal molekiiler alt tipte %42,4; HER2 asiri eksprese eden
molekiiler alt tipte %9,1 ve triple negatif molekiler alt tipte %48,5 siklikta eksprese
oldugunu gostermistir.CD49f, ekstraselliler matriksteki laminin molekiliniin reseptori
olan a6-integrin alt birimidir. integrin a6 alt birimi, integrin B1 ya da integrin B4 alt
birimleriyle eslesebilir. integrin a6B4 sinyal yolagi cesitli kanserlerde invazyon ve
metastazla iliskilendirilmistir (48). CD10, membran metalloendopeptidaz sinifindan bir
enzimdir ve miyoepitelyal isaretleyici 6zelligindedir. CD10, meme dokusu kok hicreleri
icin isaretleyicidir (49). Deneysel modelde CD10* hiicrelerin kanser hiicresine
donustirdlmesi, meme kanserine neden olmaktadir (50). Epithelial cell adhesion
molecule (EpCAM), Ca** bagimli homofilik hiicre adezyon molekiludir. Epitel
hicrelerinin  bazolateral ylzeylerinde eksprese olmaktadir. CD44'/C24°/EpCAM*
fenotipindeki hiicreler meme ve CD44*/EpCAMYiksekfenotipindeki hiicreler meme kolon
kanseri kok hiicreleri icin marker 6zelligi tasir (51,52).

CD133 olarak da adlandirilan Prominin-1, en sik kullanilan kanser kdk hicresi
ylzey isaretleyicilerinden biridir. CD133, hicrelerin mikrovillus gibi uzantilarinda ve bazi
epitel hiicrelerinin apikalinde bulunan, pentaspanin transmembran glikoproteindir.
CD133, ilk olarak hematopoetik kok hiicre ve progenitérler icin isaretleyici olarak
tanimlanmistir. Son vyillarda kolon, karaciger, beyin, akciger, prostat ve meme kanseri
kok hicreleri igin isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Kanser kok hicrelerinin timiinde
CD44*/CD24 fenotipi goriilmedigi icin, CD44 ve CD24 evrensel meme kanseri kok hiicre
markeri Ozelligi tasimaz. Bu nedenle CD133, meme kanseri kok hiicrelerinin
belirlenmesinde o6nem tasir. CD133, meme kanserinde timorin olusumunun
baslamasi, hiicre migrasyonu ve damara benzer yapilarin olusumu (vasculogenic
mimicry) ile iliskilendirilmistir (53,54,55,56).

CD133 ekspresyon durumuna yonelik 14 hastanin kan dolasimindan elde edilen

timor hiicrelerinde vyapilan calismada, Liminal molekiler alt tipteki hastalarin



%90,9'unda ve triple negatif molekiiler alt tipteki hastalarin %50'sinde CD133
ekspresyonu gozlenirken, HER2 asiri eksprese eden molekiler alt tipteki hastalarin
hicbirinde CD133 ekspresyonu goriilmemistir (57). CD133 ekspresyonu; PR negatifligi,
HER2 ekspresyonu, triple negatif molekdler alt tip ile iliskili bulunmustur (56). Ancak
kanser kok hicresi isaretcisi CD133’Gn meme kanserinin molekiler alt tiplerindeki
dagihmi, hastalardan elde edilen dokularda daha 6nce gosterilmemistir.

Meme kanseri kok hiicre isaretleyicileri kdtl prognozla iliskilendirilmistir. Ancak
meme kanseri kok hicresi olmayan hicreler de metastaz olusturabilir ya da invazif

fenotipe sahip olabilir.
2.1.3.Meme Kanseri K6k Hiicrelerinin Ozellikleri

Meme kanseri kdk hiicrelerinin; kendini yenileme, farklanma, tedaviye direng,
metastaz olusturma ve mammosfer olusturma 6zellikleri bulunmaktadir. Meme kanseri
kok hucrelerinin kendilerini yenilemelerinde, Notch, Hedgehog ve Wnt gibi sinyal
yolaklari, rol oynar (58,59). Notch sinyal yolagi, Siklin D3 aracili proliferasyonu ve
kendini yenilemeyi indiklemektedir (58). B-cell lymphoma 2/ B-cell lymphoma-extra
large (Bcl2/Bcl-xl) aracilh olarak apoptozu duzenler, B lenfoma Mo-MLV insersiyon
bélgesi 1 homolog (BMI-1) aracili olarak kok hiicre 6zelliklerinin korunmasinda etkilidir
(59,60). Meme kanseri kok hiicrelerinde Sonic hedgehog (Shh) sinyal yolagi, BMI1 aracil
kendini yenileme ve oktamer-baglayici transkripsiyon faktorii 4 (OCT4), Nestin ve
Nanog upregilasyonu ile iliskilendirilmistir (61). Notch, Hedgehog ve Wnt sinyal
yolaklari, invazyon, migrasyon, motilite ve tedaviye direng ile de iliskilendirilmistir (59).

Meme kanseri kék hicreleri, in vivo ve kiltlir ortaminda kék hiicre olmayan
meme kanseri hiicrelerine farklanabilir. Ayni zamanda, farklanmis meme kanseri
hiicreleri kdk hiicrelere yeniden dontsebilmektedir. Bu iki hiicre tipi arasinda, otokrin
sinyal iletimi ve mikrogcevre tarafindan kontrol edilen dinamik plastisite vardir
(62,63,64). interlokin-6 (IL-6) kdk hiicre olmayan meme kanseri hiicrelerinden, meme

kanseri kok hicrelerinin olusumunu saglar (65).



Meme kanseri kok hicreleri, kemo ve radyoterapiye direng gosterir (66).
Neoadjuvan kemoterapi, kok hiicre olmayan meme kanseri hicrelerini 6ldirerek,
CD44*/CD2474istk hiicre fraksiyonunu artirmaktadir (67). Neoadjuvan kemoterapi
ajanlari in vitro mammosfer olusumunu artirir. Bu sekilde kemoterapinin meme kanseri
kok hiicreleri Uzerinde yeterince etkili olmadigi gosterilmistir (68). Paklitaksel ve
epirubisin, meme timoriinde ALDH eksprese eden hiicre sayisini artirmistir (69). Meme
kanseri kok hiicrelerindeki ilag direnci, Notch, Wnt, Hedgehog ve HER-2 gibi kendini
yenilemeye iliskin yolaklardaki degisikliklerle iliskilidir. Notch-1 asiri ekspresyonu,
meme kanseri kdk hicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye direnci ile
iliskilendirilmistir (66,70,71). Kemoterapi alan hastalarin plevral metastazlarinda
CD44*/CD2474istk  hiicre popiilasyonu vyiiksek olarak bulunmustur. Kanser kok
hlcrelerinin kemoterapiye direng 6zelligi ile metastaz arasinda iliski saptanmigtir (72).
Diger taraftan, tedaviye direng, meme kanseri kok hicrelerinin mutlak 6zelligi degildir.
Zielske ve arkadaslari(73), iki hastadan elde edilen ksenograftlardaki meme kanseri kok
hiicre popllasyonunun radyoterapiyle yok edildigini goéstermistir. Tedaviye direng,
meme kanseri kok hiicresinin intrinsik 6zelligi degildir, timdrin molekiler fenotipinin
Onem tasir. Kanser kok hiicresinin kemoterapiye karsi direncinde, ATP baglayan kaset
(ABC) tasiyicilarinin asiri ekspresyonu da rol oynamaktadir. ABC, ilaglarin hiicre disina
atilmasinda goérev alir(74).

Meme kanseri koék hicrelerinin tedaviye direng¢ yaninda hastaligin
niksetmesinde de roll vardir. Tedaviden sonra direng 6zellikleriyle sag kalan meme
kanseri kok hcreleri, direnglerini yavru hiicrelerine aktarirlar. Bu nedenle, zamanla
daha agresif bir timorin evrimine neden olurlar (75,76).

Kanser kok hiicresi hipotezine goére sadece kanser kok hiicreleri, timor
blyimesini baslatir ve idame ettirir. Bu nedenle, metastazdan da kanser kok hicreleri
sorumlu tutulmustur. Meme kanseri kok hiicreleri, hiicre motilitesi ve invazyonu ile
metastazi artiran genleri asirt eksprese eder (77). NOD/SCID(Severe combined

immunodeficiency) farelere intrakardiyak ALDH* hiicreler enjekte edildiginde coklu



metastazlar olusur. Bu metastazlardaki hiicreler heterojen niteliktedir (78). Meme
timér orneklerinden elde edilen CD44*/CD247dUstk hiicreler iceren meme yag
dokusunun farelere implantasyonu, spontan akciger metastazi olusturur (79). Primer
timeérlerde yiiksek oranda CD44*/CD247/4Usik hijcrelerin bulundugunda uzak metastaz
(6zellikle ossedz metastazlar) gorilme sikhgr artmistir (80). Arastirmacilar, meme
kanseri kdk hiicrelerinin metastatik 6zelliklere sahip alt gruplara sahip oldugunu ve
metastatik meme kanseri kdk hiicrelerinin spesifik fenotipik 6zelliklere sahip oldugunu
One surmektedir (81).

Hem CD44*/CD247/4istk hem de ALDH* fenotipindeki meme kanseri kdk hiicreleri,
normal meme kok hilicre veya progenitor hiicreleri gibi kiiltlirde yizer sferik koloniler
(mammosfer)  olusturabilir.  Bu  mammosfer hicreleri, Severe combined
immunodeficiency (SCID) farelerde tlimor olusturabilir (82,83).

Meme kanseri kok hiicre popilasyonu farkh timorijenik, metastatik veya ilag
direnci ozellikleri tasiyan farkh alt popilasyonlara ayrilabilir (84). Kanser hiicrelerinin
kok hticre ozellikleri farkhh mikrogevrelere bagh olarak degismektedir (85). Bu nedenle
kanser kok hicresi mikrogevresinin anlasilmasinda in vitro modeller yetersiz
kalmaktadir.

Meme kanseri kok hiicreleri, hedefe yonelik kanser tedavileri icin yeni bir hedef
olusturmaktadir. Meme kanseri kdk hiicrelerine karsi gelistirilecek yeni tedaviler igin
olasi hedefler: Yizey isaretleyicileri, tasiyici proteinler, intraselliler sinyal yolaklari ve
meme kanseri kok hiicre mikrocevresidir (86).

Meme kanseri mikrocevresi Ulizerine etkili olan ilaglardan biri olan anti-
inflamatuar Ozellikteki Repertaksin, IL-8 reseptorii CXCR1 antagonistidir. Repertaksin,
mikrocevre sinyallerini bozar, meme kanseri kok hiicre popullasyonunu ve metastazi
azaltir, timor popllasyonunda apoptozu tetikler (87).

Antidiyabetik olan metformin, CD44*/CD2474Ustk hiicre popllasyonu ve
mammosfer olusumunu azaltir. Metformin, kemoterapi ile kombine edildiginde

etkinligi artar, timor kitlesinin azalmasi ve relaps 6nlenmesini saglar. Metformin, AMP
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(Adenozin monofosfat) ile aktive olan kinazi (AMPK) aktive ederken, AsetilKoA
karboksilazi inhibe etmektedir. Bu sekilde yag asidi sentezi ve sinyal yolaklariyla iliskili

lipid raft olusumu tzerinden etki gosterir (88,89).
2.2. Meme Kanseri Kok Hiicresi Mikrogevresi

Meme kanseri kok hicrelerinin timor olusturma kapasitesi (tiimdrijenite),
kanser hucrelerinin  ozelliklerine ve kanser kok hicrelerinin  bulundugu
mikrogevreye(nis) baghdir (90). Kanser kok hiicreleri spesifik bir nise ihtiya¢ duyar. Bu
nisin gorevleri, adezyon molekilleriyle baglanma bdlgesi olusturma ve ekstrinsik
faktorlerle kanser kok hiicrelerini destekleme olarak siralanabilir (91).

Meme kanseri kok hicre nisi, hem primer timorler hem de metastatik
lezyonlarda bulunur. Metastatik bolgelerdeki kanser kok hicrelerinin hayatta kalmasi,
proliferasyonu ve farklanmasi, nisten kaynaklanan sinyallere baglidir (92). Kanser
hicreleri, ekstraselliler matriks (ECM) bilesenleri, mezenkimal koék hiicreler, stromal
fibroblastlar, immun sistemden kaynaklanan infiltratif hilicreler ve endotel gibi
hicrelerden kaynaklanan sinyallerin timd, regilasyon kaybina ugramis (disregiile)

sinyalleri iceren mikrocevreyi olusturur (93,94).
2.2.1. Meme Kanseri Kok Hiicresi Mikrogevresinde Bulunan Hiicreler

Meme kanseri kok hiicresi mikrogevresinde bulunan mezenkimal kok hiicreler,
dolagimdan gelir ya da normal stromal dokudan koken alir. Mezenkimal kok hiicreler,
hem primer timor hem de metastatik bélgelerde sinyal lireterek metastatik potansiyali
artinir (95,96,97). Mezenkimal kok hicreler, meme kanseri hiicrelerinin migrasyon,
invazyon ve metastazini artiran Kemokin (C-X-C motif) ligand 12 (CXCL12), interldkin-6
(IL-6), IL-8, Kemokin (C-C motif) ligand 5 (CCL5), CXCL-1, CXCL-5, CXCL-6 ve CXCL-7 gibi
sinyal molekulleri sentezler (98,99,100). Mezenkimal kok hticrelerin salgiladigi CXCL-7,
kanser hicrelerindeki CXCR2'ye baglanarak, kanser hiicrelerinden IL-6 (interldkin-6)

sentezini artirir. interlékin-6, mezenkimal kdk hiicreler iizerinde pozitif geri besleme
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yapar. Mezenkimal kok hicreler ve timor hicrelerinden sentezlenen IL-6, IL-8 ve
CXCL6, kanser kok hiicreleri Gzerinde etkilidir(101).Fare modelinde, mezenkimal kok
hicreler, CCL5 salgisiyla, osteosarkomda akciger metastazini artirir (102). Mezenkimal
kok htiicrelerden CCL5, kanser hiicrelerinin nisleri arasinda karsilikh etkilesimi sonucu
salgilanir (97). Mezenkimal kok hicreler, stromal (karsinomla iliskili) fibroblastlara
farklanabilir (103,104).

Meme kanseri kdk hiicresi mikrocevresindeki stromal fibroblastlar CXCR4'e
baglanarak meme kanserinin bliyimesi ve metastatik 6zelliklerini artiran CXCL-12'yi
(SDF-1- stromal hiicre kokenli faktor 1) Gretir (105). Stromal fibroblastlar, Wnt sinyal
yolagi Uzerinden kolon karsinogenezinde rol oynayan Hepatosit blyume faktorini
(HGF) Uretir. HGF, parakrin yolla Wnt/B-katenin yolag ile kanser kok hicreleri Gizerine
etki gosterir (106). Stromal fibroblastlar ek olarak; NOS (Nitrik oksit sentaz), PDGF
(Platelet kokenli buyime faktéri), Notch ligandi, Hedgehog ligandi sentezi de yapar
(107,108,109).

Meme kanseri mikrogevresindeki endotel hiicreleri de kanser kok hiicreleri ile
etkilesir ve damar olusumunda gorev alir (110,111). Timor endotel hiicresinde, normal
endotel hiicresine gore ekspresyon farki gorilen gen ({rlnleri arasinda, Fibroblast
blylime faktéri (FGF) reseptorleri, matriks metalloproteinazlar (MMP’lar) ve niikleer
faktor kappa B (NF-kB) ile regtile olan transkriptler bulunur (112,113). Glioblastoma kok
hiicreleri, kanser mikrogevresindeki sinyallere bagli olarak, endotel hiicrelerine

transdifferansiye olup kendi vaskiler destegini olusturabilir (114).

2.2.2. Meme Kanseri Kok Hiicresinin Mikrogevresinden Kaynaklanan Sinyaller

Meme kanseri kok hiicresi, mikrocevresi ile cesitli sinyal yolaklari araciligiyla
etkilesim halindedir (115).

ECM’deki hyaliironik asit (HA), kanser kok hiicrelerindeki adezyon molekiillerini
aktive eder ve kanser kok hiicre davranisini etkileyen sinyaller olusturur (116).

Hyalilronik asit ile CD44 etkilesimi sonucu, Nanog’'un CD44-HA kompleksine eklenmesi
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gerceklesir. Nanog aktivasyonu sonucunda pluripotent kdk hiicre regllatorleri Rex1 ve
Sox2 ekspresyonu artar.STAT3 transkripsiyonu artisi gergeklesir bunun sonucunda ABC
(ATP  baglayicr  kaset) oOzelligindeki tasiyict  multidrug resistance  protein
I1(MDR1)ekspresyonu artar (117). Metastatik bolgelerde hyaliironik asit ve CD44’ln
asiri ekspresyonu gorilmustiir. CD44 ve hyalironik asit etkilesimi, invazyon igin gerekli
olan hicre iskeleti reglilasyonunu saglar (118,119). CD44-Hyallronik asit molekdlleri,
HER-2 (ErbB2/neu) sinyal yolagiyla da etkilesim halindedir. CD44’e hyalironik asit
baglanmasi, HER2'nin tirozin kinaz aktivitesini artirir (120).

integrin a6 ligandlari metastatik biiyiime icin dnem tasir. integrin a6
ekspresyonu, MCF-7 seri pasajlariyla artar. Bu hilicre subpopiilasyonu artmis ¢ogalma
yetenegi ve ilacla indiiklenen apoptoza direng gosterir (121). integrin a6 ekspresyonu,
meme kanseri hastalarinda azalmis hayatta kalma orani ve artmis metastazla iliskilidir
(48).integrin ailesi lyeleri, kanser kdk hiicrelerinin hayatta kalmasi ve c¢ogalmasini
modaile eder (122).

Kanser mikrogevresindeki hiicreler kemokin C-X-C motif kemokin 12’yi (CXCL12)
eksprese eder. CXCL12'nin reseptori C-X-C kemokin reseptor tip 4’tlir (CXCR4) (123).
CXCL12-CXCR4 aksli, timor hiicrelerinin belli organlara gidiimlenmesinden (homing)
sorumludur (124). Meme kanserinde, CXCR4’Un asiri ekspresyonu sik¢a gortlmektedir.
CXCR4 ekspresyonu, uzak metastaz ve lenf nodu tutulumu ile iliskilendirilmistir (125).
CXCR4 reseptorunin, meme kanserinin farkli molekiler alt tipleri arasinda fark
gosterdigi bulunmustur. En yiiksek ekspresyon orani bazal benzeri molekiler alt tipte,
en disuk ekspresyon ise liminal A tipinde gortlmustir. CXCR4 ekspresyonu ile aksiller
lenf nodu metastazi varligi, kanserin evre Il veya IV olmasi ve Cerb-B2 pozitifligi
arasinda iliski bulunmustur (126).

CCL5 (Kemokin (C-C motifi) ligand 5), primer ya da metastatik odaklarda, meme
kanseri hicreleri, mezenkimal hiicreler veya stromal hiicreler tarafindan salgilayabilir
(127). CCL5; C-C kemokin reseptor tip 1 (CCR1), CCR3 ve CCR5'e baglanarak etki gosterir

(128). Meme kanserinin bazal benzeri ve HER-2 asiri eksprese eden alt tiplerinde, CCL5
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ve CCR5’in artmis ekspresyonu mevcuttur. CCL5’in artmis ekspresyonu, daha cok
Ostrojen reseptori (ER) negatif hastalardagorilmektedir. CCL5 sekresyonunun,
osteosarkomda akciger metastazini artirdigi gosterilmistir. CCR5, meme kanseri
hlcrelerinin  artmis invazyon vyetenekleriyle iliskilendirilmistir. HIV'nin  gp120
glikoproteini ile CCR5’in etkilesimini inhibe eden CCR5 antagonistleri, CCR5 aktivitesini
inhibe etmekte kullanilabilir.CCR5 antagonistlerinin bazal meme kanseri hiicrelerinde
metastazi bloke ettigi gosterilmistir (129).

IL-6 da meme kanseri kok hiicrelerinin kendilerini yenilemesinde rol oynayan
sitokinler arasindadir(130). IL-6, Janus kinaz 1/ Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 (JAK1/STAT3) sinyal yolagini kullanarak kanser kok hucreleriyle iliskili
transkripsiyon faktori Oct-4'lUn upregtilasyonunu saglar. I1L-6, JAK1/STAT3/Oct-4 aracili
olarak, kanser kok hiicresi olmayan hiicrelerin kanser kdk hicresine doénisimiine
neden olur(131). Ek olarak, IL-6, EMT sirecini de indikler (132). Tumorle iliskili
makrofajlarda (TAM) IL-6 ekspresyonu yiiksek bulunmustur(133). Notch sinyal yolagi,
IL-6 upregiilasyonunda rol oynar(134,135). Meme kanseri kék hicrelerinde HER2'nin
asiri ekspresyonu, IL-6 Uretimini artirmaktadir. Meme kanseri hastalarinda yiksek
serum IL-6 seviyesi ile kotl prognozla iliskilendirilmistir (136).

Milkfat globUl-EGF faktorl 8 proteini (MFG-E8), apoptotik hiicrelerin fagositozu,
anjiogenez ve immunotoleransta rol oynayan biylime faktoridir (137). MFG-ES,
tumorle iliskili makrofajlar (TAM’lar) tarafindan yiksek miktarda Uretilmekte ve kanser
kok hicrelerinin tiimérijenite ve ilag direncini artirir. MFG-E8, IL-6 ile Stat3 yolagi
aracihgiyla koordine olarak calisir. MFG-E8, ayrica Shh (Sonic hedgehog) sinyal yolagini
da kullanir. MFG-ES8, integrin avB3 ve integrin avB5 araciliglyla sinyal iletir(16).MFG-E8
ekspresyonu, p63 tarafindan regiile edilir (138). MFG-E8’in hasta serum seviyesi, triple
negatif meme kanserlerinde artmistir. ER* ve ErbB2* meme kanserlerinde, MFG-E8
ekspresyonu azalmistir. Kanser hiicre hatlarinda MFG-E8 geninin kapatiimasi

(knockdown), meme kanserini sisplatin’e duyarli hale getirir (139).
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ALDH ve retinoik asit sinyal yolagi, meme kanseri kdk hicresi farklanmasinda rol
oynar. Retinoik asit sinyal yolagi meme kanseri kdk hiicresi farklanmasini artirir (140).
All trans retinoik asit (ATRA), retinoid sinyal yolagini ve dolayisiyla farklanmis meme
kanseri hiicrelerinde eksprese olan genleri indikler bu nedenle ATRA’'nin meme
kanserinde tedavi amach kullanimi amaglanmaktadir (141).

IL-8 (interlokin-8), notrofiller icin potent bir kemoatraktandir ve iki farkli G-
proteini iliskili reseptor araciligiyla biyolojik islevlerini yerine getirir (142). CXCR1 (CXC
motifi reseptor 1), IL-8 ve CXCL6 (Kemokin [C-X-C motifi] ligand 6) (GCP-2,Granulosit
kemotaktik protein 2) ile aktive olur(143,144). CXCR2 ise, IL-8, CXCL1 (GRO-a, Growth-
regulated oncogene-a), CXCL2 (GRO-b), CXCL3 (GRO-g), CXCL5, GCP-2 ve CXCL7 (NAP-2:
Neutrophil activating peptide 2) ile aktive olur(145,146,147,148,149). IL-8, meme
kanserinde, normal meme dokusuna gore upregiile olmustur, ek olarak meme kanseri
hastalarinin serum IL-8 seviyeleri ylksektir (150,151). Metastatik meme kanseri olan
hastalarin serum IL-8 seviyeleri, lokalize hastaliga gore daha yliksek olarak bulunmustur
(152). HER2'nin asiri ekspresyonu, IL-8 upregiilasyonuna neden olur. Ek olarak, IL-8
seviyesinin yliksek olmasi, ER kaybi ya da inaktivasyonuyla iliskilidir. HER2 asiri eksprese
eden ve ER negatif kanserlerdeki IL-8 yiiksekligi kotl prognozla iliskilendirilmistir (153).

CXCR1 ve CXCR2'nin, ligandlari olan IL-8 upregiilasyonu ile sirekli aktivasyonu
meme kanseri hiicrelerinin kemoterapétiklere karsi direng gostermesine neden olur
(153). Ayrica c¢oklu ilag direnci gosteren meme kanseri hiicre hatlarinda IL-8'in daha ¢ok
sentezlendigi gosterilmistir (154). Kemoterapi, IL-8 ve CXCR1 ve CXCR2'nin diger
ligandlarinin upregiilasyonuna neden olur ( 155). CXCR1, meme kanser kok
hiicrelerinde, diger timor hiicrelerine gore daha yiksek seviyededir. IL-8, tlimorin
invazif kapasitesini arttirir (18,156).

IL-8, Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 (ZEB1), ZEB2, SNAIL ve SLUG
transkripsiyon faktorleri aracili epitelyal-mezensimal donisimina (EMT) indikler, kdk

hiicre olma durumunu (stemnessstate) artirir (157). Bu siirecte kanser hicreleri ve
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tiimorle iligskili makrofajlardan kaynaklanan IL-6 ve IL-8 rol oynar (157,158). Kanser
hicrelerinden kaynaklanan IL-1B ise, CXCL1 ve IL-8’i artirir (159).

CXCR1 ve CXCR2'nin ligand ile aktivasyonu,PI3K/ AKT, PLC/PKC, Ras/Raf/ERK1/2,
Fokal adezyon kinaz (FAK), Rho ve Rac gibi bircok sinyal kaskadini aktive eder (153).
CXCR1 ve CXCR2’nin aktivasyonu, Src aracili olarak HER2'yi aktive ederken, CXCR1 ve
CXCR2'nin inhibisyonu, HER2 inhibisyonu etkinligini artirir (142).

2.2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde Sinyal Molekili Dagilimi

Meme kanseri mikrogevresi bilesenlerinin etkilesimini belirleyen sinyal
molekilleri ve reseptorlerinin, meme kanseri molekiler alt tiplerindeki dagilimina
yonelik gesitli ¢galismalar yapilmistir. Arastirmacilar tarafindan en ¢ok cgalisilan sinyal
yolagi interlokin-6 JAK/STAT3 yolagi olarak saptanmistir.

interlékin 8 reseptérii CXCR1’in meme kanserinin molekiler alt tiplerindeki
dagilimi ge¢cmis calismalarla ortaya konamamistir. Meme kanseri hastalarinin serum IL-
6 seviyesinin, Liminal A molekiiler alt tipinde %39,1, Liminal B molekiiler alt tipinde
%26,4, HER2 asir eksprese eden molekiler alt tipte %10,0 ve triple negatif molekiler
alt tipte %24,6 siklikta yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayni calismada, meme kanseri
hastalarinin serum IL-8 seviyesinin, Liminal A molekiiler alt tipinde %42,9, Liminal B
molekdiler alt tipinde %26,9, HER2 asiri eksprese eden molekiler alt tipte %10,7 ve
triple negatif molekiler alt tipte %19,6 siklikta yiksek oldugu gosterilmistir. Ancak
meme kanseri molekiler alt tipleri arasinda serum IL-6 ve IL-8 seviyeleri arasinda
istatistik olarak anlamli fark bulunamamistir (160). Farkh molekiler alt tiplerdeki
hastalarin serumlarinda MFG-E8 mRNA seviyesi, timor dokusu ER* olan ve HER2* olan
hastalarda azalmis, triple negatif molekiler alt tipteki hastalarda ise artmis olarak
bulunmustur (139). CCL5 ve CCR5 ekspresyonu, meme kanserinin bazal ve HER2 asiri
ekspresyonu molekiiler alt tiplerinde, Liminal A ve Liminal B molekiiler alt tiplerine
gore daha yliksek seviyede bulunmustur (129). CXCR4 ekspresyonunun, meme

kanserinin Liminal A molekiiler alt tipinde %31,6, Liminal B molekiler alt tipinde
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%60, HER2 asiri eksprese eden molekiiler alt tipte %66,7 ve bazal olmayan triple
negatif molekiiler alt tipte %75 siklikta oldugu gésterilmistir (161). integrin a6 (CD49f)
MRNA ekspresyonunun normal benzeri ve bazal benzeri hiicre hatlarinda artmis oldugu

gosterilmistir (162).
2.3. Meme Kanseri Mikrogevresinde Tiimérle iliskili Makrofajlar (TAM)

Kanser mikrogevresinde bulunan tiimoérle iliskili makrofajlara (TAM) birgok solid
timorde rastlanmaktadir (163,164). Meme kanserinde, toplam hiicre kitlesinin %50’sini
olusturabilir(14). Klinik calismalarda, timor kitlesindeki makrofaj sayisi ile meme
kanseri prognozu arasinda iliski saptanmistir (165).

TAMlar, hipoksi, lipopolisakkaritler, CCL2, CCL3 ve koloni stimile edici faktor
(CSF-1) gibi sitokinler, timor nekroz faktoéri-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y) ve
Migrasyon inhibitor faktor (MIF) gibi bircok faktorden etkilenir. Dokulara makrofaj
migrasyonu, kemoatraktan maddelerce dizenlenir (166,167). Kemoatraktanlardan,
CCL-2 (MCP-1: Monosit kemoatraktan protein) timor progresyonunda ©6nem
tasimaktadir. Stromadaki CCL-2, makrofajlarin meme kanseri stromasina toplanmasinda
onemli rol oynar (168).

MIF, timor progresyonunda rol alan kemoatraktan molekillerden biridir (169).
MIF, CXCR4 ile etkileserek, migrasyonu saglar (170). Meme kanserinde serum MIF
seviyesi artmistir (171). MIF reseptori CD74 ile kanserin lenf nodu tutulumu arasinda
iliski bulunmustur (172). Meme kanseri hiicre hatti ve makrofaj hiicre hatti ko-
kiiltirinde; tumor hicrelerinden salgilanan MIF'in  makrofaj metalloproteinaz

ekspresyonunu ve timoér invazyonunu artirdigi gésterilmistir (173).
2.3.1. Timérle iliskili Makrofajlarin (TAM) Polarizasyonu

Makrofajlarin dokuya migrasyon sonrasi aktivasyonu, dokudaki mikrocevreye
baghdir. Makrofajlar,M1 ve M2 makrofajlar olarak iki ana gruba ayrilmaktadir.

Makrofajlar bulunduklari timoér mikrogevresinden etkilenir ve cevrelerinden aldiklari
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sinyallerle polarizasyon 6zelliklerini (M1 ya da M2) degistirebilir. Makrofajlarin
mikrogevrelerinden aldiklari sinyaller, timor invazyonu ve metastazi etkileyebilir (174).

'Klasik aktive olmus' ya da M1 tipte makrofajlar, kanser hiicreleri ve
indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ile nitrik oksit (NO) Ureterek intraseliiler
patojenlere karsi savasir. M1 tipteki makrofajlarin immin aktivasyonu Thl (tip 1
yardimci T hiicresi) ile IFN-y aracili olarak gergeklesir (175). IFN-y, TLR'nin (toll benzeri
reseptdr) upregiilasyonuna neden olur ( 176 ). M1 makrofajlardakiTLR4,
lipopolisakkaritler (LPS) araciligiyla aktive olur. M1 aktivasyonunda IRF-3 ve 5
(interferon regulator faktor 3 ve 5), STAT-5, NF-kB transkripsiyon faktorleri rol oynar
(177). M1 makrofajlar, aktive olduklarinda IL-12, IL-23, TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinler salgilar (178). M1 makrofajlar ayni zamanda antijen sunucu hicredir. Bu
nedenle timor antijenlerinin sunumunda gorev alarak, antitiiméral rol Gstlenirler (16).

M2 tipte makrofajlar, parazit enfeksiyonlarina karsi savasir, doku yeniden-
modellenmesi ve immun toleransta rol oynar. M2 makrofajlar, timor biylimesi ve
metastazi artirirlar (179,180). M2 makrofajlar, T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing3 (TIM-3) reseptori, tumorle iliskili makrofaj-reseptor tirozin
kinaz(TAM-RTK) ve MFG-E8 ile aktive olurlar (181,182,183). Th2 (tip 2 yardimca T
hicresi), M2 makrofajlarin immin aktivasyonundan sorumludur (184). M2 makrofaj
aktivasyonunda, IRF-4, STAT3 ve STAT6, Peroksizom proliferator aktive reseptor-y
(PPAR-y), Kruppel benzeri faktor 4 (KLF-4), transkripsyon faktorleri gérev alir (177).

M2 makrofajlar, stimile olduklari aktivasyon tipine gore 3 alt sinifa ayrilirlar.
M2a (alternatif) makrofajlar, IL-4 ve IL-13 ile indiiklenmektedir. M2b makrofajlar, TLR,
LPS ve immunkomplekslerle aktive olur. M2 makrofajlarinM2a ve M2b alt tipleri, Th2
tipte immun cevabi artirir. M2c makrofajlar ise IL-10, TGF-B ve glukokortikoidlerle
aktive olur ve immun cevabi baskilar ve doku yeniden modellenmesinde rol oynar
(178,185).

TAMlar, solid timordeki hipoksik mikrocevreden etkilenmektedir. Hipoksik

ortam sonucu timor hicrelerinden, vaskiler endotelyal blylime faktori
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(VEGF),Endotelin, Endotel monosit aktive edici polipeptit- 2 (EMAP-2), Semaphorin-3A
(Sema3a)salgilanir ve bu mediatorler makrofajlari ortami ¢eker (166). Hipoksik ortamda
makrofajlarda; hipoksiyle indiiklenen faktér la (HIF-1a) ve HIF-2a aktivasyonu olur,
VEFG sekresyonu artisina bagh olarak anjiogenez gerceklesir, yardimci T hiicreleri
Uzerinde immunosupresif etkili IL-10 sekrete edilir, matriks metalloproteinaz-9

ekspresyonu artar (166,186,187).

2.3.1. Tiimérle iliskili Makrofajlarin (TAM) Meme Kanseri Kok Hiicreleri ile

Etkilesimi

TAM'’lar, kanser kok hiicrelerinin kendini yenileme ve kemoterapiye direng
ozelliklerini farkh sitokinler, kemokinler ve biylime faktorleriyle regiile eder. TAM'lar,
kanser kok hiicreleriyle MFG-E8 ve IL-6 aracilifiyla etkilesir, sonug olarak hiicre iginde
STAT3 ve Sonic hedgehog yolaklarinin aktivasyonu ve kanser kok hicrelerinin timor
olusturma kapasitesinde artis gerceklesir. Kanser kdk hucreleri ise, makrofajlardan
MFG-E8 ve IL-6 Uretimini artirir. Kanser kok hiicresi ile TAM etkilesimiyle cesitli
onkojenik yolaklar aktive olur. Wnt/B-katenin, Notch, TGF-B/Forkhead box O3 (FOXO)
kanser kok hiicresinin kendini yenileme kapasitesi ve ila¢ direncini artirir. IL-6/Stat-3
sinyal kaskadi, NF-kB bagimli inflamatuar sinyallerle koordine halde kanser kék hiicre
aktivitesini artirir (16).

TUmor hicreleri, TAM’lardaki Sirtuin 1 (SIRT-1) reseptoriiyle etkilesen CD47
antijenini eksprese ederek, fagosite edilmekten kurtulur(188). Bir baska hipotezde ise,
TAM'larin meme kanseri hicreleriyle flizyonu sonucu, kanser hiicrelerine kanser kok

hicresi fenotipi kazandirabilecegi 6ne slirtilmustir (189).
2.2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplerinde TAM isaretgilerinin Dagilimi

Tum makrofajlar icin isaretleyici olan CD68'in, Liminal A alt tipindeki primer
meme kanserlerinin timor stromasinda %6 siklikla yogun olarak eksprese oldugu

gorulmustir. Ancak meme kanserinin bazal benzeri molekiler alt tipinde bu oran %23
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olarak izlenmistir (190). Arastirmacilar SIRT-1'in MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
asiri ekspresyonunu gostermistir (191).

M2 fenotipindeki makrofajlar igin isaretgi olan CD163'lin, Liiminal A alt tipindeki
primer meme kanserlerinin timor stromasinda %8 siklikla siddetli eksprese oldugu,
bazal benzeri molekiler alt tipteki timorlerin ise %80'inde siddetli eksprese oldugu
gozlemlenmistir (190). ER* pozitif ve HER2" olan meme kanseri hastalarindan,
tamoksifen direnci olan hastalardan elde edilen timor 6rneklerindeki makrofajlarin
%48'inde, tamoksifene sensitif olan hastalarin 6rneklerindeki makrofajlarin ise
%52'sinde CD163 pozitifligi saptanmigtir (192). Ancak timorle iliskili makrofaj isaretgisi
CD163’in meme kanserinin 4 molekiler alt tipindeki dagihmi acikca ortaya
konamamustir.

Calismanin esas arastirma sorusu, LA, LB, HER2AE, TN ve kontrol gruplari
arasinda; CD133, CXCR1 antijenlerinin ekspresyonu ve M2 makrofajlarinin dagilimi

acisindan anlamli fark olup olmadigidir.
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3.GEREC VE YONTEM

Calismaya, Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi, Patoloji Bolimi’'nde meme
kanseri tanisi almis toplam n=103 hastanin dahil edilmesi planlanmistir. Patoloji
Bolimi’nde bakilan ER, PR, HER2 ve Ki67 ekspresyonu Ozelliklerine gore hastalar
[Gminal A (LA), liminal B (LB), HER2 asiri eksprese eden (HER2AE) ve triple negatif (TN)
molekiler alt tiplerine ayrilmistir. LA molekdler alt tipindeki hasta sayisi n=22, LB
molekdiler alt tipindeki hasta sayisi n=36, HERAE molekller alt tipteki hasta sayisi n=5,
TN molekiler alt tipindeki hasta sayisi n=8 olarak saptanmistir. Meme kanseri

hastalarina ek olarak ¢alismaya dahil edilen kontrol hastasi sayisi n=10"dur.
3.1. Etik Kurul izin Siireci

"Meme Kanserinin Farkli Molekiiler Alt Tiplerinin K6k Hiicre isaretgisi, Sitokin
Reseptori ve Timérle iliskili Makrofaj isaretgisi Dagihmi Agisindan Degerlendirilmesi"
baslikli tez calismasi, 18.03.2015 tarihinde Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan gerekge, amag, yaklasim ve ydntem

basliklarinda degerlendirme sonrasi etik agidan uygun bulunmustur.
3.2. Hastane Veri Tabaninin Taranmasi

TC Saglk Bakanhg Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji
Bolimu’'nin DOS tabanl elektronik arsivinden, 2009 yili ve 6ncesine ait hastalarin ve TC
Saglik Bakanhgi Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi hastane otomasyon sisteminden
(Probel Hastane Bilgi Yonetim Sistemi ) 2009 yili ve sonrasina ait hastalarin; yas,
cinsiyet, Ostrojen reseptoéri (ER), progesteron reseptorii (PR), HER2 reseptori

ekspresyonu ve Ki67 indeksi 6zelliklerine yonelik verilere ulasiimistir.
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3.3. Coklu Bloklarin Taranmasi

Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi arsivinden elde edilen 7 adet coklu
blokta 190 adet hasta 6rnegi tespit edilmistir. 190 adet hasta drneginin, meme kanseri
nedeniyle opere edilmis toplam n=103 hastaya ait primer meme dokusu oldugu
saptanmistir. Ek olarak, n=10 adet jinekomasti, mammoplasti gibi kanser disi
endikasyonlarla nedeniyle opere olmus hastadan elde edilmis meme dokusu, calismaya
kontrol grubu olarak dahil edilmistir.

Hastane veri tabanindan elde edilen ER, PR, HER2 durumlarina ve Ki67 indeksine
gore, kanser nedeniyle opere edilmis n=103 hastanin n=76’sinda, meme kanserinin
molekiler alt tip tespiti yapilmistir. Bu hastalardan n=27’sinde ER, PR, HER2
durumlarina ve Ki67 indeksine iliskin verilerdeki eksikliklere bagli olarak molekiiler alt

tip belirlenememistir.
3.4. Kesitlerin Alinmasi

Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi arsivinden elde edilen 7 adet ¢oklu
bloktan ve 10 adet kanser disi endikasyonla opere edilen hasta materyalinden 5’er adet
kesit alinmistir. Kesitler, Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Bolimu
Laboratuvarlar’ndaki Leica SM 2010R kizakli mikrotom ile 3-4 mikron kalinhiginda
alinmugtir.

Hastalardan elde edilen kesitler Uzerinde uygulanacak imminohistokimya
yontemi icin pozitif kontrol preparati elde etmek amaciyla normal insan dokularindan
kesitler alinmistir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan
CXCR1 antijeninin immiinohistokimya yontemiyle gosterilmesi amaciyla kolon ve CD166
antijeninin immdiinohistokimya yontemiyle gosterilmesi amaciyla dalak dokulari temin
edilmistir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
arsivinden temin edilen deri dokusu, CD133 antijeninin gosterilmesi icin uygulanan

immunohistokimya yonteminde pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Kolon, dalak ve deri
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dokularindan, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Istk Mikroskopu Laboratuvarlari’ndaki Leica SM 2000R kizakl mikrotom ile 3-4 mikron

kalinhiginda kesitler alinmigtir. TUm kesitler poli-L-lizin kapli lamlara alinmistir.
3.5. immunohistokimya Yénteminin Uygulanmasi
3.5.1. Deparaffinizasyon ve Rehidratasyon

Kesitler, ksilolde 2 x 3 dakika, 1:1 oraninda ksilol ve %100 etanolde 3 dakika,
%100 etanolde 2 x 3 dakika, % 95 etanolde 3 dakika, % 70 etanolde 3 dakika, % 50
etanolde 3 dakika muamele edildikten sonra ¢esme suyunda yikanmistir. Kesitler,

antijen geri cagirmaya (retrival) kadar cesme suyunda bekletilmistir.
3.5.2. Antijen Geri Cagirma

CXCR1 ve CD163 antijenleri icin geri ¢agirma amaciyla didukli tencere ve
pH6.0sitrat tamponu kullaniimistir. Didiikli tencereye 1500cc sodyum sitrat ¢ozeltisi
eklendikten sonra, tencere isitilmaya baslanmistir. Baslangicta acik olan diduakli
tencere kapagi, kaynamaya basladiktan sonra kapatilarak 3 dakika beklenmistir. Daha
sonra dudiikli tencere, havuza alinarak sogumasi beklenmistir.

%0.05 Tween 20 iceren 10 mM sodyum sitrat tamponu hazirlamak icin, 2.94 g
tri-sodyum sitrat (dihidrat), 1000 ml distile suda ¢6ziliir sonrasinda pH degeri 1 N HCI
ile 6,0'a ayarlanmistir. Hazirlanan sollisyona 0,5 ml Tween 20 eklenmistir.

CD133 antijeni igin, mikrodalga yontemi ile antijen geri ¢agirma teknigi
uygulanmistir. Kesitler pH'si 6,1 olan sitrat tamponu ile doldurulmus, mikrodalga icin
uygun saleye vyerlestirilirdikten sonra mikrodalga firin enerji seviyesi 300W'a
ayarlanmistir. 3x5 dakika boyunca preparatlar mikrodalgada isitilmistir. Her 5 dakikada
bir preparat salesindeki eksilen sitrat tamponu, sicak sitrat tamponuyla tazelenmistir.

ER, PR, HER2 antijenleri ve Ki67 icin antijen geri ¢agirma, pH=7,2 sitrat tampon

cozeltisi icinde 100°C’de 20 dakikada gerceklestirilmistir.
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3.5.3. Tampon Soliisyonu ile Yikama

Dudukli tencereyle antijen geri ¢agirma sonrasi dokular, %0.025 Triton X-100
iceren Tris-buffered saline (TBS) ¢alisma solisyonu ile 2 x 5 dakika yikanmistir.

10x TBS sollisyonunun hazirlanmasi icin baslangi¢ pH'si4.5 olan 24.23 g Trizma
HCl ve 80.06 g NaCl, 800 ml distile suda ¢ozilur ve pH degeri pH7.6’ya (7.6-7.8 arasinda
olabilir) ayarlanmistir. Cozelti 1000 ml hacmine tamamlanir. 10x sollisyon1:10 dillie
edilerek TBS ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.

Mikrodalga ile antijen geri ¢cagirma sonrasi kesitler, Phosphate-buffered saline
(PBS) soltisyonu ile 2 x5 dakika yikanmistir. 0.1 M, 10x PBS solisyonu igin 1000 ml
distile suda, 10,9 g Na2HPO4 (anhidroz), 3,2 g NaH2PO4 (anhidroz) ve 90 g NaCl
¢Ozlinmustur. Solisyon pH'si7.4'e ayarlanmistir. 10x sollisyon1:10 dilie edilerek ve pH

degeri 7,6'ya ayarlanarak PBS calisma sollisyonu hazirlanmistir.

3.5.4. Normal Serum ile Blokaj

Yikama sonrasi hedeflenen doku kesitlerinin cevresi hidrofobik isaretleyici kalem
ile isaretlenmistir. Kesitler isaretleme sonrasi humidity chambera yerlestirilmistir.

CXCR1 ve CD163 antijenleri igin uygulanan immiinohistokimya ydnteminde,
kesitlere TBS'te %1 BSA (bovin serum albimini) iceren %10 normal kegi serumuyla 2
saat, oda sicakliginda blokaj uygulanmistir. Serum blokajda, sekonder antikorlarin
gelistirildigi canli tirinin normal serumu tercih edilmistir. 1 ml igin %10 serum blokaj
sollisyonunun hazirlanmasi igin, 100 ul normal serum, 10 mg BSA ve 900 ul TBS (pH 7.6-
7.8) kullanilmigtir. CD133 antijeni i¢in uygulanan imminohistokimya ydnteminde,
serum blokaj basamaginin atlanmasi uygun gortlmustur.

ER, PR, HER2 antijenleri ve Ki67 icin uygulanan immiinohistokimya yonteminde
kesitlere, protein blokaj sollisyonu Super Block (ScyTek Laboratories, West Logan, UT) 5

dakika uygulanmistir.
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3.5.5. Primer antikorun uygulanmasi

Anti CXCR1 antikoru kesitlere TBS'te %1 BSA ve 1/200 (dilisyon arahgi 1/100-
1/500 olarak tavsiye edilmistir) dilisyonla uygulanmistir. Kesitler, humidity chamber
icinde gece boyu 4°C’da inkibe edilmistir. Abcam (Cambridge, MA) firmasi tarafindan
Uretilen "ab124344" kodlu, tavsanda Uretilmis poliklonal, IgG izotipindeki antikor, 0.5
mg/ml konsantrasyonda 100 pg miktarda alinmistir. Antikor 50 ul'lik alikotlara
boélinerek -20°C'de saklanmis ve kullanim oncesinde alikot 4°C sicakliga getirilerek,
dondurma ¢6zme dongilerinden kaginiimistir.

Anti CD163 antikoru kesitlere TBS'te %1 BSA ve 1/300 (dilisyon konsantrasyonu
0.5 pg/ml olarak tavsiye edilmistir.) dilisyonla uygulanmistir. Kesitler, humidity
chamber iginde gece boyu 4°C’deinkibe edilmistir. Abcam (Cambridge, MA) firmasi
tarafindan Uretilen "ab87099" kodlu, tavsanda Uretilmis poliklonal, IgG izotipindeki
antikor, 0.7 mg/ml konsantrasyonda 100 pg miktarda alinmistir. Antikor 50 pl'lik
alikotlara bolinerek -20°C'de saklanmis ve kullanim 6ncesinde alikot 4°C sicakliga
getirilerek, dondurma ¢6zme doéngilerinden kaginiimistir.

Anti CD133 antikoru kesitlere PBS'te 1/10 dilisyonla (diltisyon arahg 1/5-1/10
olarak tavsiye edilmistir) uygulanmistir. Kesitler, humidity chamber icinde gece boyu
4°C’deinkibe edilmistir. Miltenyi Biotec (Germany) firmasi tarafindan Gretilen "130-
090422" kodlu, farede uretilmis monoklonal 1gG1 izotipindeki antikor, onerildigi
bicimde 4°C'de saklanmistir.

Gece boyu antikorla inkiibasyon sonrasi kesitler, 2 x 5 dakika, %0.025 Triton X-
100 iceren TBS sollisyonunda (CXCR1 ve CD163antijenleri i¢in) veya PBS sollisyonunda
(CD133 antijeni icin) yikanir.

ER, PR ve HER2 antijenleri i¢in uygulanan immiinohistokimya yodnteminde
kesitlere anti ER (#6F11, Leica Biosystems, Germany), anti PR (#PGR-312, Leica
Biosystems, Germany) , anti HER2 (#CB 11, Leica Biosystems, Germany) ve anti MIB-1
antikorlari (#IR626/1S626, Dako, Glostrup, Denmark) sirasiyla 1:40, 1:150, 1:40 ve 1:150

dilisyonlarla, 20 dakika boyunca uygulanmistir.
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3.5.6. H,0; ile blokaj

Yikanan kesitlere, 30 dakika oda sicakhginda %3 H,O. sollisyonuyla endojen
peroksidaz blokaji uygulanir. %3 H,0, solusyonu, %30 H,0, stok sollisyonundan 1/10
dilisyonla hazirlanir.

ER, PR, HER2 antijenleri ve Ki67 igin uygulanan immiinohistokimya yénteminde
kesitlere, H,0, iceren Peroxide Block for Image Analysis (ScyTek Laboratories, West

Logan, UT) sollisyonu uygulanmistir.

3.5.7. Sekonder antikorun uygulanmasi

CXCR1 ve CD163 antikoru uygulamasi sonrasl, anti tavsan IgG antikoru TBS’te
%1 BSA ve 1/1000dilisyonla (dilusyon orani 1/1000 olarak tavsiye edilmistir.)
uygulanmistir. Abcam firmasi tarafindan Uretilen "ab6721" kodlu kegide Uretilmis
poliklonal antikor IgG izotipinde HRP (horseradish peroksidaz) ile konjuge edilmistir. 2
mg/ml konsantrasyonda 1 mg miktarda alinan antikor 4°C'de saklanmistir.

CD133 antikoru uygulamasi sonrasi, anti fare 1gG antikoru PBS'te ve
1/500diltisyonla (dilisyon orani 1/500-1/2500 araliginda tavsiye edilmistir.)
uygulanmistir. Abcam firmasi tarafindan Uretilen "ab6789" kodlu kecide uretilmis
poliklonal antikor IgG izotipinde HRP (horseradish peroksidaz) ile konjuge edilmistir. 2
mg/ml konsantrasyonda 1 mg miktarda alinan antikor 4°C'de saklanmistir.

Sekonder antikorlarin kesitlerle inkiibasyonu, oda sicakhginda humidified
chamber'da bir saat boyunca gerceklestirilmistir.

ER, PR,HER2 antijenleri ve Ki67 igin uygulanan immiinohistokimya yénteminde
kesitlere CRF Anti-Polyvalent HRP Polymer (ScyTek Laboratories, West Logan, UT) dilie

edilmeden, oda sicakhginda uygulanmistir.



26

3.5.8. Kromojen uygulanmasi

Bio SB Immunodetector DAB Substrate Chromogen Kit ile 1 ml tampona 1 damla
DAB (diaminobenzidin) damlatilarak kromojen ¢alisma sollisyonu hazirlanmistir.
Hazirlanan kromojen sollisyonunun isiktan uzak tutulmasi hedeflenmistir. CXCR1
antijeni icin uygulanan boyamalarda hazirlanan calisma soliisyonu kesitlere 5-6 dakika
boyunca uygulanmistir. CD163 ile yapilan boyamalarda ise kesitlere 3 dakika boyunca
kromojen sollisyon uygulanmistir. CD133 ile yapilan boyamalarda sollisyon 9 dakika
boyunca kesitlere uygulanmistir. Kromojenle ile uygun inklibasyon siresine her
boyamada, kesitler mikroskop ile incelenerek karar verilmistir. Kesitlere kromojen
uygulamasi boyunca kesitlerin bulundugu chamber 151k gegirmez aliminyum folyo ile
kaplanmistir. Kromojen sollisyonu uygulamasi preparatlarin ¢cesme suyu iceren kaba
alinmasiyla sonlandiriimistir. Kromojen uygulamasi sonrasi, 5 dakika cesme suyuyla
yikama yapilmistir.

ER, PR, HER2 antijenleri ve Ki67 icin, kromojen sollisyonu hazirlama amaciyla
50ul DAB kromojen konsantresi (#30-ACT500 DAB Chromogen Substrate Kit, ScyTek
Laboratories, West Logan, UT), 1 ml DAB kromojen substratiyla (#30-ACT500 DAB
Chromogen Substrate Kit, ScyTek Laboratories, West Logan, UT) karistirilir. Sollisyon
kesitlere 5 dakika uygulandiktan sonra dokular 1 dakika distile suyla yikanir. Daha sonra
kesitler yeniden 5 dakika boyunca kromojen soliisyonu ile muamele edildikten sonra 1

dakika distile suyla yikanir.

3.5.9.Cekirdek boyasi uygulanmasi

Cesme suyuyla yikama sonrasi kesitlere 30-45 saniye boyunca hematoksilen
uygulanmistir. Hematoksilen sonrasi kesitler, cesme suyuyla yikanmistir. CD133, ER, PR,
HER2 antijenleri ve Ki67 icin yapilan boyamalarda Mayer'in hematoksileni kullaniimistir.
CD133 icin Mayer’in hematoksileni kesitlere 30 saniye uygulanirken, diger antijenler

icin 3 dakika uygulanmistir. Mayer'in hematoksileni,50 g alliminyum potasyum siilfat
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(alum), 1 g hematoksilen, 0.2 g sodyum iyodat ve20 ml glasiyal asetik asitin 1000 ml

distile suda ¢dztinmesiyle hazirlanmistir.

3.5.10.Dehidratasyon, seffaflama ve kapama

Kesitler, % 50 etanolde 3 dakika,% 70 etanolde 3 dakika, % 95 etanolde 3 dakika,
%100 etanolde 2 x 3 dakika ve 1:loraninda ksilol ve %100 etanolde 3 dakika
bekletilerek dehidrate edilmistir. Daha sonra ksilolde 2 x 3 dakika seffaflama isleme
gerceklestirilmistir. Sonrasinda Entellan kapama mediumu kullanarak kapama

yapilmistir.

3.6. Spesimenlerin Goriintiilenmesi

Spesimenler laboratuvarda Olympus BH2 Mikroskop upright trinokiler 1sik
mikroskobu ile gérintilenmistir. Mikroskobun 5 adet x4- NA= 0,10, x10- NA= 0,25, x20-
NA=0,40, x40-NA= 0,65 ve x100-NA= 1,30, yagh ozellikte objektifi bulunmaktadir. x100
blyitme 6zelligi olan yagh objektif bu ¢calismada kullaniimamistir.

Spesimenler gorintileme laboratuvarinda Leica DM6000B upright trinokiler
1Istk ve widefield floresan mikroskobu ile goérintlilenmis ve spesimen mikrograflari
cekilmistir. Calismada mikroskobun floresan gorintileme kismi kullaniimamistir.
Calismada kullanilan objektifler: X2,5 objektif- NA=0,07, x5 objektif-NA=0,12, x10
objektif-NA=0,25, x20 objektif-NA=0,40 ve x40 objektif-NA=0,75'tir. Leica DC490 dijital
kamera ile gorintiileme, LAS v3.8 yazilimi ile dijital mikrograf ¢ekimi yapiimistir. Dijital
mikrograflar PNG (Portable Network Graphics) formatinda kaydedilerek saklanmistir.
Calisma boyunca 29,5 GB buyikliginde toplam 2863mikrograf cekilmistir.

CXCR1, CD163 ve CD133 antijenleri icin immiinohistokimya yontemi ile
boyanmanin degerlendirilmesi icin her doku kesitinden en az 5 alan, x40 blyiutme ile

gorintilenmistir.
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3.7. immiinohistokimya ile Boyanmanin Degerlendirilmesi

CXCR1 ve CD133 antijenleri igin uygulanan imminohistokimya yontemi ile elde
edilen boyanmanin degerlendirilmesinde, membran boyanma yogunlugu (0, +1, +2
veya +3) ve boyanma yiizdesiyle (%0-%100 arasi) hesaplanan H-Skor yontemi (Formiil
3.7.1) kullaniimustir.

H-skor = (Boyanma olmayan hiicrelerin ylizde degeri x 0) +

(Boyanma siddeti +1 olan hiicrelerin ylzde degeri x 1) +

(Boyanma siddeti +2 olan hiicrelerin ylizde degeri x 2) +

(Boyanma siddeti +3 olan hiicrelerin ylizde degeri x 3)

(3.7.2)

CD163 antijenleri igcin uygulanan immuinohistokimya yontemi ile elde edilen
boyanmanin degerlendirilmesinde, CD163+ olan makrofaj sayisinin (M2 fenotipinde
makrofajlar) tim makrofaj popiilasyonuna boélinmesiyle elde edilen ylzde deger
kullanilmistir (Formdl 3.7.2).

M2/Tim Makrofajorani= M2 makrofaj sayisi / Tum makrofajlarin sayisi
(3.7.2)

M2/TM oranlarina ek olarak, tim makrofaj sayisindan M2 makrofaj sayisi
cikarilarak M1 makrofaj sayisina ulasiimistir. Daha sonra M2 makrofaj sayisinin M1
makrofaj sayisina bélinmesiyle M2/M1 makrofaj oranina ulasiimistir. (Bkz. Formiil
3.7.3 ve Formul 3.7.4

M1 makrofaj sayisi = Tum makrofaj sayisi —M2 makrofaj sayisi (3.7.3)

M2/M1 orani = M2 makrofaj sayisi /M1 makrofaj sayisi (3.7.4)
3.8. istatistik Analiz

Gruplarin karsilastiriimasi ve korelasyon testlerinden 6nce normal dagilim,
Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Mann Whitney U testi, iki bagimsiz grubun

karsilastirilmasi icin uygulandi. Kruskal-Wallis testi ise ikiden fazla bagimsiz grubun
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karsilastirilmasi igin kullanildi. Dunn-Sidak testi, post-hoc testlerin yapilmasi igin
uygulandi. Spearman’s rho katsayisi, sayisal (numerik) degiskenlerin korelasyonunun
incelenmesinde kullanildi. Pearson Ki-kare testi, kategorik degiskenlerin analizinde
kullanildi. Tim istatik testler icin anlamlilik seviyesi, 0.05 olarak belirlendi. Tanimlayici
istatistiklerde, numerik degerler igin: Mediyan deger, ceyrekler arasi dagihm arahg
(CADA); kategorik degerler icin frekanslar ve oranlar hesaplandi. istatistiksel analiz icin

kullanilan yazilim IBM SPSS version 19,0'd!.
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4. BULGULAR
4.1. Kanser ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

ER, PR,HER2 VE Ki67 6zelliklerine gore hastalar I[iminal A (LA), liminal B (LB),
HER2 asiri eksprese eden (HER2AE) ve triple negatif (TN)molekiler alt tiplerine
ayrilmistir. LA molekiler alt tipindeki hasta sayisi n=22, LB molekiler alt tipindeki hasta
sayisi n=36, HERAE molekiler alt tipteki hasta sayisi n=5, TN molekiiler alt tipindeki
hasta sayisi n=7 olarak saptanmistir. Calismaya dahil edilen toplam meme kanseri hasta
sayisi n=70’tir. Calismaya dahil edilen kontrol (KNTRL) hastasi sayisi n=10'dur.
Cahsmadaki toplam hasta sayisi n=80"dir. (Bkz. Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. Kanser ve kontrol grubu hasta sayilari ve ylizde dagilimlari

Frekans Yizde (%) Kamdulatif Yuzde
LA 22 27,5 27,5
LB 36 45,0 72,5
HR 5 6,3 78,8
TN 7 8,8 87,5
KNTRL 10 12,5 100,0
Total 80 100,0

Kanser ve kontrol gruplarindaki hastalarin yaslarinin ortanca degerleri arasinda
(Tablo 4.2.) anlamh fark bulunamamistir (Kruskal-Wallis testi, p=0,235). Ancak, tim
gruplar arasinda LA grubunun ortanca yasi (Ortanca=64,5; 50,75-69,25) en biyik, LB
grubunun ortanca yasi en kigik (Ortanca=52,00; 48,25-63,75) olarak bulunmustur (Bkz.
Tablo 4.2. ve Sekil 4.1.)



Tablo 4.2. Kanser ve kontrol grubu hasta yaslarina iliskin parametreler
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LA LB HER2AE TN Kontrol
Hasta Sayisi 22 36 5 7 10
Ortalama 61,68 54,08 55,60 55,86 52,60
Ortanca 64,50 52,00 53,00 53,00 58,00
Standart Sapma 11,741 13,424 11,082 9,118 11,815
Minimum 36 17 45 45 31
Maksimum 79 77 72 69 65
Persentiller 25 50,75 48,25 48,00 48,00 39,50
50 64,50 52,00 53,00 53,00 58,00
75 69,25 63,75 64,00 64,00 60,25
80
50—
=
}_
40
207
[s]
LIA LlEl HEF’.I2AE TIN KON':'F’.OL
Alt Tip

Sekil 4.1. Kanser ve kontrol grubu hasta yaslarina iliskin kutu gizgi grafigi




32

Hastalarin cinsiyetlerinin dagilimi tablo 4.3."te gosterilmistir. Calismaya dabhil
edilen 80 hastadan n=3’l erkek cinsiyetindedir. 3 erkek hasta, LA, LB ve TN gruplarinda

yer almaktadir.

Tablo 4.3. Kanser ve Kontrol Grubu Hasta Cinsiyet Dagilimi

CiNS Total
KADIN ERKEK

Tip LA Sayi 21 1 22
% (alt tip icinde) 95,5% 4,5% 100,0%

LB Sayi 35 1 36
% (alt tip icinde) 97,2% 2,8% 100,0%

HR Sayi 5 0 5
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%

TN Sayi 6 1 7
% (alt tip icinde) 85.7% 14.3% 100,0%

KNTRL Sayi 10 0 10
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%

Toplam Sayi 77 3 80
% 96,3% 3,8% 100,0%

4.2. Hastalarin CD133, CXCR1 ve CD163 immunohistokimya Gériintiilerinin

Histopatolojik Olarak Degerlerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen kanser hastalarinin meme dokularinda, kaynaklandigi
duktusla sinirh ve invazif olmayan atipik hiicrelerden olusan karsinoma in situ ve ¢evre
dokuya yayilan invazif karsinom odaklarini diisindiren lezyonlar gortlmustir (200).

Calismada yer alan farkh molekiiler alt tiplerdeki hastalara ait timor kesitlerinde

yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda, liminal alt tiplerdeki (LA ve LB)
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hastalara ait meme dokusunda timor hiicrelerinin ortasi Iimene benzer bosluklari olan
hicre adaciklar olusturduklari gézlemlenmistir. (Sekil 4.2. ve 4.3.) Ancak bu yapi, tim
[iminal grup hastalarinda goézlemlenmemistir. HER2 asiri eksprese eden gruptaki
hastalarda bag dokusu icine dissemine olmus kiiglik timoér hicresi kimeleri ve
kordonlari gorilmektedir (Sekil 4.4. ve 4.5.). TN molekiiler alt tipindeki hastalara ait
timor dokusunda hiicrelerin paralel ya da farkh yonelimlere sahip, ince bag dokusu ile
ayrilmis kordonlar halinde diizenlendigi gorilmustir. TN molekiler alt tipte de timor
dokusunun bag dokusu bilesenine dissemine olmus 3-4 timor hicresinden olusan
kiicik timor adaciklari yapisi izlenmektedir(Sekil 4.5. ve 4.11.). Ancak gobzlenen bu
yapilar molekiiler alt tipe spesifik degildir.

infiltratif hicreler, liminal olmayan alt tiplerde daha yogundur ve tiimér
hicreleriyle daha yakin iliski halindedir. Timor dokusundaki infiltratif hicrelerin
¢ogunlugunu makrofaj morfolojisinde hicreler olusturmaktadir. HER2 ve TN molekiiler
alt tiplerde, bag dokusu hiicresel elemanlar agisindan daha zengindir (Sekil 4.10. ve
4.11.)

Liminal molekiler alt tiplerde belirgin olmak Uzere, timoér kimelerinin
periferinde daha ¢ok CD133, merkezi ya da limene yakin kisimlarinda ise CXCR1
antijeninin daha siddetli eksprese oldugu izlenmistir. Liiminal molekdler alt tiplerde
CD133 ekspresyonu HERAE ve TN molekiler alt tiplere gére daha siddetlidir. TN
molekiler alt tipte ise CXCR1 daha siddetli eksprese olmaktadir (Sekil 4.14., 4.15. ve
4.17.).

4.2.1. Kanser ve Kontrol Grubu Hastalarina Ait Meme Dokularinda CD133

Ekspresyonu

LA molekiler alt tipindeki hastalarda, timor hicrelerinin ince bag dokusu
elemanlariyla ayrilmis hiicre kordonlari olusturdugu gézlemlenmistir. Hiicre kordonlari
farkli yonlere dogru uzanmaktadir. Hicre kordonlarindan bazilarinda CD133

ekspresyonu goriilmektedir. Tumor dokusu, tlimor hicrelerinin biraraya gelerek kigik
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kiimeler olusturdugu goérilmektedir. Kiimeler arasinda karsinoma in situ ve invazif

karsinoma odaklari bulunmaktadir. (Sekil 4.2)

Sekil 4.2. LA grubu hastalarda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
12523.03 numarali hastada invazif meme karsinomu odaklari izlenmektedir
(x10). B) 12523.03 numarali hastada invazif meme karsinomu odaklarinda
sitoplazmik ve membran6z CD133 ekspresyonu izlenmektedir. Ayni
kordondaki hiicrelerde goriilen ekspresyon, kordondaki hiicrelerin (*) ayni
hlcreden kaynaklanan yavru hiicreler oldugunu distindiirmektedir C)
2261.12 numaral hastada invazif meme karsinomu ve karsinoma in situ
odaklari (x2.5) D) 2261.12 numarali hastada karsinoma in situ odaginda
sitoplazmik CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x40) Timoér dokusunda CD133

eksprese eden hiicreler, kiimelerin bazalinde bulunmaktadir (*). Hiicre

kiimelerinin ortasinda limen benzeri yapilar goérilmektedir (+).
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LB hastalarin timor dokusunda CD133 ekspresyonu yoninden heterojen
ozellikte karsinoma in situ odaklari bulunmaktadir. Timor dokusu, infiltratif
hiicrelerden zengin bag dokusu ile tiimér adaciklarina ayrilmistir. infiltratif hiicrelerden
zengin bag dokusu icinde sitoplazmik CD133 eksprese eden timor hicreleri

bulunmaktadir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. LB grubu hastalarda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
484.00 numarali hastada karsinoma in situ odaklarinda CD133 ekspresyonu
izlenmektedir (x10) B) 484.00 numarali hastada karsinoma in situ odaginda
sitoplazmik ve grantler tarzda CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
Timor adaciklarindan bazilari CD133 eksprese ederken (kesikli gizgi) bazilar
CD133 ekspresyonu agisindan negatiftir. C) 9023.01 numarali hastada
invaziv meme karsinomu odaklarinda CD133 ekspresyonu izlenmektedir
(x10). Tumor dokusu, infiltratif hiicrelerden zengin bag dokusu (*) ile timor
adaciklarina ayrilmistir. D) 9023.01 numaral hastada invaziv meme
karsinomu odaklarinda sitoplazmik CD133 ekspresyonu izlenmektedir(x40).
infiltratif hiicrelerden zengin bag dokusu icinde sitoplazmik CD133 eksprese

eden timor hicreleri bulunmaktadir (+).
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HER2AE grubu hastalarin timoér dokusunda bag dokusu bilesenleri ile
birbirlerinden ayrilmis timor adaciklarnt gérilmektedir. Timoér dokusunda timor
hiicreleri kismen paralel diizenlenmis kordonlar olusturmaktadir. Hiicre kordonlari
arasinda kollajen lifleri bulunmaktadir. Kordonlardaki hiicrelerden bazilarinda zayif

pozitif (+1) sitoplazmik CD133 ekspresyonu izlenmektedir. (Sekil 4.4.)

SR i & ¥ ;%
. A ¢ L
;\% . NS S
e o . /‘\;3 .
9 > v e
N
y ¥ N -
- . .
. A NI A
% o> ,,; “
Y
\ = iy
OQ | 2
b 'R e L2
St B oSt
5 e
ot
~ = - 50 pm
\.2_
49
¢ L2 D
o . 7 ‘*
/
200 ym . « 50 pm
— —_—

Sekil 4.4. HER2AE grubu hastalarda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni)
A) 2444 .06numarali hastada invazif meme karsinomu odaklarinda CD133
ekspresyonu izlenmektedir. (x10) B) 2444.06numaral hastada invazif meme
karsinomu odaklarinda CD133 ekspresyonu izlenmektedir. TUmor
adaciklarindaki hiicrelerden bazilarinda CD133 ekspresyonu gorilmektedir
(*) (x40). C) 2278.02numaral hastada invazif meme karsinomu odaklarinda
CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x10). D) 2278.02numarali hastada invazif
meme karsinomu odaklarinda sitoplazmik CD133 ekspresyonu izlenmektedir
(x40). Kordonlardaki hiicrelerden bazilarinda zayif pozitif (+1) sitoplazmik

CD133 ekspresyonu izlenmektedir (*).
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TN grubu hastalarin timor dokusunda bag dokusu bilesenleriyle cevrili ancak
birlesme egiliminde genis timor adaciklari bulunmaktadir. Timoér adaciklarindaki
hicreler polarite 6zelliklerini kaybetmis izlenimi vermektedir ve CD133 ekspresyonu
acisindan heterojendir. Bazi timor hiicrelerinde siddetli nikleer CD133 ekspresyonu
dikkat cekmektedir. Timor hicreleri, tek basina ya da ufak kiimeler halinde bag

dokusuna sacilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. TN grubu hastalarda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
7146.10 numaral hastada invazif meme karsinomu odaklarinda CD133
ekspresyonu izlenmektedir (x20). Timor dokusunda bag dokusu
bilesenleriyle gevrili ancak birlesme egiliminde genis tiimor adaciklari
bulunmaktadir (*). B) 7146.10 numaral hastada invazif meme karsinomu
odaklarinda sitoplazmik ve niikleer CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
Bazi timor hiicrelerinde siddetli niikleer CD133 ekspresyonu (+) dikkat
cekmektedir. C) 12806.10 numarali hastada invazif meme karsinomu
odaklarinda CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x10). D) 12806.10 numarali
hastada invazif meme karsinomu odaklarinda zayif sitoplazmik CD133
ekspresyonu izlenmektedir (x40). Bag dokusuna dissemine olmus timor
hiicrelerinden bazilari zayif sitoplazmik CD133 ekspresyonu

gostermektedir(*).
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Timoral olmayan meme dokusunda (kontrol grubu) goérintilenen damar
kesitinde CD133 eksprese etmeyen hiicreler ¢cogunluktadir. Lobiil ¢evresindeki kollajen
lifleri spesifik olmayan sekilde boyanmistir. Timoéral olmayan meme dokusu kesitinde
yag dokusu ve bag dokusu miktari ylksektir. Kesitte izlenen lobildeki hiicrelerin ¢ogu

CD133 eksprese etmemektedir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Kontrol grubu hastalarda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni)
A) 8713.15 numarali hastada CD133 ekspresyonu izlenmektedir (x10). Lobdil
cevresindeki kollajen lifleri (*) spesifik olmayan sekilde boyanmistir. B)
8713.15 numarali hastada zayif sitoplazmik CD133 ekspresyonu izlenmektedir
(x40). C) 6226.15 numarali hastasinda CD133 ekspresyonu izlenmektedir
(x2.5). Tumoral olmayan meme dokusu kesitinde yag dokusu (*) ve bag
dokusu miktari yiksektir D) 6226.15 numarali hastasinda CD133 ekspresyonu
izlenmektedir (x40).
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CD133 immiunohistokimya protokoliinde pozitif kontrol igin insan deri dokusu
kullanilmistir. Stratum bazalede sitoplazmik ve membrandz CD133 ekspresyonu
gorilmektedir. CD133 immiinohistokimya protokoliinde negatif kontrol icin insan deri
dokusu kullanilmistir. Negatif kontrol gruplarinda CD133 ekspresyonu izlenmemistir

(Sekil 4.7.).

b

Sekil 4.7. Pozitif ve negatif kontrol gruplarinda CD133 ekspresyonu (HRP, Mayer’in
hematoksileni) A) CD133 icin pozitif kontrol, insan deri dokusu. Stratum
bazalede sitoplazmik ve membran6z CD133 ekspresyonu gorilmustir
(x10). B) CD133 igin pozitif kontrol, insan deri dokusu. Stratum bazalede
sitoplazmik ve membrandz CD133 ekspresyonu gorilmustir (x40). C)
CD133 igin negatif kontrol, insan deri dokusu (x10). D) CD133 igin negatif

kontrol, insan deri dokusu ( x40).
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4.2.2. Kanser ve Kontrol Grubu Hastalarina Ait Meme Dokularinda CD163

Ekspresyonu

LA hastalarda, timor dokusu, infiltratif hlicrelerden zengin bag dokusu ile
cevrelenmis cesitli buyulkliklerdeki karsinoma in situ odaklarindan olusmaktadir.
Karsinoma in situ odaklari cevresinde bulunan bag dokusunda CD163 eksprese eden ve
etmeyen infiltratif hicreler bulunmaktadir. Makrofaj morfolojisine sahip CD163
eksprese eden hicreler M2 makrofaj olarak degerlendirilmistir. Karsinoma in situ
odaklari c¢evresinde M2 makrofajlar ve diger infiltratif hiicreler (M2 olmayan
makrofajlar, lenfositler) bulunmaktadir. M2 makrofajlara ek olarak tiimér hicrelerinde

de CD163 ekspresyonu gortlmektedir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. LA grubu hastalarda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
3648.09 numarali hastada karsinoma in situ ve invazif karsinom odaklarinda
CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x10). B) 3648.09 numarali hastada
makrofajlarda (*) ve timor hiicrelerinde sitoplazmik ve membranoz CD163
ekspresyonu izlenmektedir. (x40) C) 2261.12 numarali liminal A alt grubu
hastada karsinoma in situ odaklarinda CD163 ekspresyonu izlenmektedir
(x10). D) 2261.12numarali liminal A alt grubu hastada karsinoma in situ odagi
cevresindeki makrofajlarda (*) ve timor hiicrelerinde sitoplazmik ve

membran6z CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
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LB grubu hastalarin timor dokusunda infiltratif hiicrelerden zengin bag dokusu,
karsinoma in situ odaklari boyunca uzanmaktadir. Bag dokusunda CD163 ekspresyonu
olmayan infiltratif hiicreler ¢ogunluktadir. Dissemine olmus timor hiicreleri gevresinde

CD163 eksprese eden ve etmeyen infiltratif hiicreler bulunmaktadir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. LB grubu hastalarda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
8179.10 numarali hastada karsinoma in situ odaklarinda CD163
ekspresyonu izlenmektedir (x10). Tumor dokusunda infiltratif hiicrelerden
zengin bag dokusu (+ ), karsinoma in situ odaklari boyunca uzanmaktadir B)
8179.10 numarali hastada karsinoma in situ odaklarinin cevresindeki
makrofajlarda ve timor hiicrelerinde sitoplazmik CD163 ekspresyonu
izlenmektedir (x40). C) 12341.10 numarali hastada invazif meme karsinomu
odaklarinda CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x10). TUmor hiicreleri bag
dokusu igine yayllmistir. Tumor hiicreleri, genis [imen benzeri yapilar
olusturmaktadir (+ ). Tumor hiicrelerinin ¢evresinde adipositler de
bulunmaktadir(* ). D) 12341.10 numarali hastada makrofajlarda ve tiimor
hicrelerinde sitoplazmik ve membran6z CD163 ekspresyonu izlenmektedir

(x40).
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HER2AE grubu hastalarin timor dokusunda bag dokusu icine dissemine olmus
diizensiz timor hiicre kiimeleri bulunmaktadir. Timor hicre kiimeleri CD163 eksprese
eden ve etmeyen infiltratif hiicrelerle gevrelenmistir. Ancak CD163 eksprese eden
hicreler ¢ogunluktadir. Timor hicrelerinde de CD163 ekspresyonu goérilmektedir.
Timor dokusunda bag dokusu icine dissemine olmus dizensiz timor hiicre kiimeleri

bulunmaktadir. Timor hiicrelerinde de CD163 ekspresyonu gorilmektedir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. HER2AE grubu hastalarda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni)
Timor hiicre kiimeleri CD163 eksprese eden (+ ) ve etmeyen (* ) infiltratif
hiicrelerle cevrelenmistir. A) 2278.02 numarali hastada invazif meme
karsinomu odaklarinda CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x10). B) 2278.02
numarali hastada tiimor hiicreleri ve makrofajlarda CD163 ekspresyonu
izlenmektedir (x40). C) 14345.01 numarali hastada invazif meme karsinomu
odaklarinda CD163 ekspresyonu izlenmektedir(x10). D) 14345.01 numarali
hastada makrofajlarda ve tiimor hiicrelerinde, sitoplazmik ve membranéz

CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
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TN grubu hastalarin tliimoér dokusunun bag dokusu bileseni icine yayillim
gosteren tek ve kiimeler halinde, CD163 eksprese eden tiimor hiicreleri goriilmektedir.
Timor hicre kiimeleri CD163 eksprese eden ve etmeyen infiltratif hicrelerle
cevrelenmistir. Timor hiicrelerini infiltre eden hiicreler, CD163 ekspresyonu agisindan

heterojenite gosterir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. TN grubu hastalarda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
11268.08 numarali hastada invazif meme karsinomu odaklarinda CD163
ekspresyonu izlenmektedir (x10). B) 11268.08 numarali hastada invazif
meme karsinomu odaklarindaki tiimor hicreleri ve makrofajlarda
sitoplazmik ve membran6z CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
Timor hiicre kiimeleri CD163 eksprese eden (+) ve etmeyen (* ) infiltratif
hiicrelerle cevrelenmistir C) 7146.10 numarali hastada invazif meme
karsinomu odaklarinda CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x10). Agizlagsma
egilimi gosteren, CD163 eksprese eden timor hiicre kiimeleri infiltratif
hicrelerle karsilasmistir (+) D) 7146.10 numarali hastada tiimor hiicreleri
ve makrofajlarda sitoplazmik ve membran6z CD163 ekspresyonu

izlenmektedir (x40).
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Kontrol hastalarindan elde edilen meme dokusunun buyilk kismi bag dokusu ve
adipositlerden olusur. Bag dokusu bilesenleri arasinda az miktarda lobul yapisi vardir.
Lobiiler hiicreler CD163 ekspresyonu acisindan pozitiftir ve lobil icinde infiltratif
hiicreler bulunur. infiltratif hiicrelerin yogunlugu, kanser grubuna gére disiktir.
Kontrol hastasi meme dokusunda, siki bag dokusu icinde az miktarda lobil yapisina
rastlanmistir. Lobller hiicrelerin CD163 ekspresyon siddeti ve lobuldeki infiltratif hiicre
sayisl, kanser grubuna gore dustktir. Kontrol meme dokusunda M2 makrofaj

hakimiyeti vardir (Sekil 4.12.).

Sekil 4.12. Kontrol grubu hastalarinda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in
hematoksileni) A) 15623.12 numaral hastada meme dokusunda CD163
ekspresyonu izlenmektedir(x2.5). Bag dokusu bilesenleri arasinda az
miktarda lobil yapisi vardir (*) B) 15623.12 numarali hastada meme
dokusunda sitoplazmik CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x40). C)
6226.15 numaral hastada meme dokusunda CD163 ekspresyonu
izlenmektedir (x10). D) 6226.15 numarali hastada meme dokusunda
sitoplazmik CD163 ekspresyonu izlenmektedir (x40). Kontrol meme

dokusunda M2 makrofaj hakimiyeti vardir (*)
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CD163 imminohistokimya protokoliinde pozitif kontrol icin insan dalak dokusu
kullanilmistir. Dalaktaki makrofajlarin biiyiik bélimi CD163 eksprese etmektedir. Ancak
eritrositler ve trabekillerde CD163 ekspresyonu yoktur. CD163 imminohistokimya
protokoliinde negatif kontrol icin insan dalak dokusu kullanilmistir. Negatif kontrol

gruplarinda CD163 ekspresyonu izlenmemistir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.13. Pozitif ve negatif kontrol gruplarinda CD163 ekspresyonu (HRP, Mayer’in
hematoksileni) A) CD163 icin pozitif kontrol, insan dalak dokusu (x5). B)
CD163 igin pozitif kontrol, insan dalak dokusu (x40). C) CD163 igin negatif
kontrol, insan dalak dokusu (x10)¢ D) CD163 icin negatif kontrol, insan
dalak dokusu ( x40).
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4.2.3. Kanser ve Kontrol Grubuna Ait Meme Dokularinda CXCR1 Ekspresyonu

CXCR1 grubu hastalarin timor hicreleri bag dokusunun icinde kiimeler
olusturmaktadir. Tumor odaklarinda limene benzer yapilar bulunmaktadir. Hiicrelerin
cekirdek/sitoplazma oraninda artis vardir. Tumor hicreleri limenleri olan karsinoma in
situ odaklari olusturmaktadir. Karsinoma in situ odaginin periferindeki yassi hiicrelerde
boyanma zayiftir ya da boyanma yoktur. Ancak limen tarafindaki hiicrelerde belirgin

boyanma vardir. ( Sekil 4.14.)

Sekil 4.14. LA grubu hastalarda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
1433.10 numarali hastada invazif karsinom odaklarinda CXCR1
ekspresyonu izlenmektedir (x20 ). Timor hiicreleri bag dokusunun iginde
kiimeler olusturmaktadir (+ ). Tumor odaklari bag dokusu ve kollajen
fibriller ile birbirlerinden ayrilmistir (*). B) 1433.10 numarali hastada
sitoplazmik ve membrandz CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir. (x40) C)
5228.12 numarali hastada karsinoma in situ odaklarinda (*) CXCR1
ekspresyonu izlenmektedir (x2.5). D) 5228.12 numarali hastada
sitoplazmik ve membrandz CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
Karsinoma in situ odaginin periferindeki yassi hiicrelerde boyanma zayiftir

ya da boyanma yoktur (+)
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LB grubu hastalarin timor hicreleri bag dokusunun icinde karsinoma in situ
odaklari olusturmaktadir. Karsinoma in situ odaklari limene benzer vyapilar
olusturmaktadir. Karsinoma in situ odaklarindaki bazal hiicrelerde boyanma zayiftir (+1)
ya da boyanma gorilmemektedir. Ancak bazal olmayan hiicrelerde siddetli boyanma
vardir. Timor hicreleri bag dokusu icinde karsinoma in situ odagl olusturmustur.
Timor kitlesinin bazalindeki yassi hiicrelerde boyanma yoktur. Ancak limen tarafindaki

apikal hiicrelerde belirgin boyanma vardir. ( Sekil 4.15.)

Sekil 4.15. LB grubu hastalarda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
12341.10 numarali hastada karsinoma in situ ve invazif karsinom
odaklarinda CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x20). Karsinoma in situ
odaklarindaki bazal hiicrelerde boyanma zayiftir (+1) ya da boyanma
gorilmemektedir (*). B) 12341.10 numarali hastada karsinoma in situ
odaginda sitoplazmik ve membran6z CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir
(x40). C) 3882.10 numarali hastada invazif karsinom odaklarinda ve
karsinoma in situ odaginda CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x20).
Karsinoma in situ odagi ortasina limen benzeri bir yapi bulunmaktadir (*).
D) 3882.10 numarali hastada karsinoma in situ odaginda sitoplazmik ve

membrandz CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x40).
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HER2AE grubuna ait bazi spesimenler adipoz dokudan zengindir (*).
Adipositlerin arasinda boyanmis timor hicreleri gérinmektedir (+). Tumor dokusu
kalin bag dokusu ile timor kimelerine ayrilmistir. Timor kiimeleri dev hiicrelerden

olusmaktadir. Dev hiicrelerin niikleus sitoplazma orani yiksektir. (Sekil 4.16.)

1 mm

Sekil 4.16. HER2AE grubu hastalarda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni)
A) 2278.12 numarali hastada invazif karsinom odaklarinda CXCR1
ekspresyonu izlenmektedir (x2.5). Spesimen adipoz dokudan zengindir (*).
B) 2278.12 numarali hastada invazif karsinom odaklarinda sitoplazmik
CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x40). Adipositlerin arasinda boyanmis
timor hiicreleri goriinmektedir (+). C) 14345.01 numaral hastada invazif
karsinom odaklarinda CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x2.5). Hastada
tiimor dokusu kalin bag dokusu ile timoér kiimelerine ayrilmistir (*). D)
14345.01 numaral hastada invazif karsinom odaklarinda sitoplazmik ve
membrandz CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x40). Tumor kiimeleri dev
hiicrelerden olusmaktadir. Dev hiicrelerin niikleus sitoplazma orani

yuksektir(+).
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TN grubu hastalara ait spesimenlerdeki tliimor hicreleri polaritelerini
kaybederek diizensiz tumor kitleleri olusturmus izlenimi vermektedir. Timor kitleleri
arasinda bag  dokusu elemanlari bulunmaktadir.  Timo6r  hicrelerinin
cekirdek/sitoplazma orani artmistir. Tumor hiicreleri polaritelerini kaybederek dizensiz
timor kitleleri olusturmustur. Timor kitleleri arasinda infiltratif hiicreden zengin bag

dokusu bulunmaktadir. Tumor hicreleri farkh siddetlerde boyanmistir ( Sekil 4.17.).

Sekil 4.17. TN grubu hastalarda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in hematoksileni) A)
7562.01 numarali hastada invazif karsinom ve karsinoma in situ
odaklarinda (*) CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x20). B) 7562.01
numarali hastada sitoplazmik ve membran6z CXCR1 ekspresyonu
izlenmektedir (x40). C) 11268.08 numarali hastada karsinoma in situ
odaklari izlenmektedir (x20). Timor kitleleri arasinda infiltratif hiicreden
zengin bag dokusu bulunmaktadir (*). D) 11268.08 numaral triple negatif

alt grubu hastada sitoplazmik ve membrandz CXCR1 izlenmektedir. (x40 )
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Kontrol grubu hastalarindan elde edilen meme dokusu, yag ve bag dokusundan
zengindir. Lobll miktari azdir. Lobul yapisindaki alveol ve intralobiler kanal hiicrelerinin
CXCR1 ekspresyonu kanser grubuna gére daha dusiik siddettedir. intralobiiler kanal
epitelinin CXCR1 ekspresyonu, kanser grubuna goére daha disik siddettedir (Sekil
4.18.).

€

Sekil 4.18. Kontrol grubu hastalarinda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in
hematoksileni) A) 4986.13 numarali kontrol grubu hastada meme
dokusunda CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir. Lobil (+) miktari azdir
(x2.5). B) 4986.13 numarali kontrol grubu hastada meme dokusunda zayif
sitoplazmik CXCR1 ekspresyonu izlenmektedir (x20). C) 6226.15 numarali
kontrol grubu hastada meme dokusunda CXCR1 ekspresyonu
izlenmektedir(x20). D) 6226.15 numarali kontrol grubu hastada
intralobiler kanal epitelinde(*) zayif sitoplazmik CXCR1 ekspresyonu

izlenmektedir (x40).
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CXCR1 immiinohistokimya protokolliinde pozitif kontrol igin insan kolon dokusu
kullanilmistir. Kolon epitel alti bag dokusu ve serozasinda CXCR1 eksprese eden
makrofajlar gérilmustir. CXCR1 immunohistokimya protokoliinde negatif kontrol igin
insan kolon dokusu kullanilmistir. Negatif kontrol gruplarinda spesifik CXCR1

ekspresyonu izlenmemistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Pozitif ve negatif kontrol gruplarinda CXCR1 ekspresyonu (HRP, Mayer’in
hematoksileni) A) CXCR1 i¢cin pozitif kontrol, insan kolon dokusu (x2.5). B)
CXCR1 icin pozitif kontrol, insan kolon dokusu. Makrofajlarda sitoplazmik
CXCR1 ekspresyonu gorilmektedir (x40). C) CXCR1 icin negatif kontrol,
insan kolon dokusu. Epitel alti bag dokusunda boyanma spesifik boyanma
olarak degerlendirilmemistir (x10). D) CXCR1 icin negatif kontrol, insan
kolon dokusu (x40).
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4.3. Kanser ve Kontrol Grubunun ER, PR,HER2 Durumlar ve Ki67 indeksi

HER2AE ve TN molekiler alt tiplerdeki hastalarda ER ekspresyonu yoktur. LA
molekdler alt tipteki hastalarin n=1’inde, LB molekdiler alt tipindeki hastalarin n=3’tGinde
ER ekspresyonu gorilmemistir. Ancak bu hastalarda PR ekspresyonu vardir. (Bkz. Tablo

4.4.)

Tablo 4.4. Hastalarin ER ekspresyon durumlari

ER Total
NEGATIF | POZITIF

Tip LA Sayi 1 21 22
% (alt tip icinde) 4,5% 95,5% 100,0%

LB Sayi 3 33 36
% (alt tip icinde) 8,3% 91,7% 100,0%

HR Sayi 5 0 5
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%

TN Sayi 7 0 7
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%

Total Sayi 16 54 70
% 22,9% 77,1% 100,0%

HER2AE ve TN molekiler alt tiplerdeki hastalarda PR ekspresyonu yoktur. LA
molekdler alt tipteki hastalarin n=2’sinde, LB molekdler alt tipindeki hastalarin n=8’inde
PR ekspresyonu gorilmemistir. Ancak bu hastalarda ER ekspresyonu vardir. (Bkz. Tablo

4.5.)



Tablo 4.5. Hastalarin PR ekspresyon durumlari
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PR Toplam
NEGATIF POZITIF
Molekiler LA Sayi 2 20 22
alt tip % (alt tip icinde) 9,1% 90,9% 100,0%
LB Sayi 8 28 36
% (alt tip iginde) 22,2% 77,8% 100,0%
HER2AE Sayi 5 0 5
% (alt tip iginde) 100,0% 0,0% 100,0%
TN Sayi 7 0 7
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%
Total Sayi 22 48 70
% 31,4% 68,6% 100,0%

HER2AE molekiiler alt tipindeki hastalarin tiiminde (n=5) HER2 ekspresyonu

vardir. LA (n=22) ve TN (n=7) gruplarindaki hastalarda, HER2 ekspresyonu yoktur. LB

molekiler alt tipindeki n=2 hastada HER2 ekspresyonu goérilmemistir. Bu 2 hastada

Ki67 indeksi %14’ten bliyuktir. (Bkz. Tablo 4.6.)

Tablo 4.6. Hastalarin HER2 ekspresyon durumlari

PR Toplam
NEGATIF | POZITIF
Molekiler LA Sayl 22 0 22
alt tip % (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%
LB Sayi 2 34 36
% (alt tip icinde) 5,6% 94,4% 100,0%
HER2AE Sayi 0 5 5
% (alt tip icinde) 0,0% 100,0% 100,0%
TN Sayi 7 0 7
% (alt tip icinde) 100,0% 0,0% 100,0%
Total Sayi 31 39 70
% 44,3% 55,7% 100,0%
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Hastalardan en yiiksek Ki67 pozitiflik orani (Ki67>%14) LB grubundadir (n=12,
%41,4). LA grubu harig, en diisiik Ki67 ekspresyon yiizdesi ise TN grubunda saptanmistir
(n=1, %14.3). Ancak hastalarin Ki67 indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunamamistir (Ki-kare testi, Pearson ki-kare=2,015, p=0,365). Hastalardaki Ki67

indeksi pozitiflik oranlari tablo 4.7.”de belirtilmistir.

Tablo 4.7. Hastalarin Ki67 indeksleri

Ki67>%14 Toplam
NEGATIF | POZITIF
Molekiler LA Sayi 22 0 22
alt tip % (alt tip icinde) 100,0 0,0 100,0%
LB Sayi 17 12 29
% (alt tip icinde) 58,6% 41,4 100,0%
HER2AE Sayi 3 1 4
% (alt tip icinde) 75,0 25,0 100,0%
TN Sayi 6 1 7
% (alt tip icinde) 85,7% 14,3 100,0%
Total Sayi 48 14 62
% 77,4% 22,6% 100,0%

4.4. Hastalarin CD133 Ekspresyonu Agisindan Degerlendirilmesi

Hastalarda CD133 antijenine yonelik uygulanan immiinohistokimya yontemi, H-
skoru ile degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin H-skoru sonuglarina iliskin
parametreler tablo 4.8. ve sekil 4.20.'de gosterilmistir. En yliksek ortanca degeri
(Ortanca=47,15100, 27,45700- 74,78125) LB grubundadir. En disik ortanca deger
(Ortanca=12,82900, 10,49350-21,24650) ise kontrol grubundadir.

Kanser ve kontrol gruplarindaki hastalarin CD133 H-skorlari, Kruskal-Wallis testi
ile karsilastirilmistir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0.004).LA-Kontrol ve LB-Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmistir (p=0.010 ve p=0.002).



Tablo 4.8. CD133 antijeni i¢in H-skoru degerleri

LA LB HER2AE TN Kontrol
N Deger Sayisi 21 32 4 7 9
Eksik Deger 1 4 1 0 1
Ortalama 45,33033 | 51,28947 | 42,56675 | 35,53214 | 17,28144
Ortanca 41,66700 | 47,15100 | 44,35450 | 26,29900 | 12,82900

Standart Sapma | 22,942259 | 32,98529 | 23,778046 | 20,03719 | 9,746919

Minimum 11,655 5,196 12,041 14,963 9,918

Maksimum 103,126 174,110 69,517 71,530 40,415

Persentiller | 25 29,67850 | 27,45700 | 19,12475 | 22,93200 | 10,49350

50 | 41,66700 | 47,15100 | 44,35450 | 26,29900 | 12,82900

75 53,19250 | 74,78125 | 64,22100 | 53,42900 | 21,24650
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Sekil 4.20. Hastalarin CD133 H-skoru degerleri i¢in kutu cizgi grafigi
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CD133 antijenin degerlendirilmesinde H-Skor’a ek olarak, CD133 ile boyanan
hiicre sayisi da hesaplanmistir. CD133 eksprese eden hiicrelerin ylizdesi igin en ylksek
ortanca deger (28,8305; 12,8958-43,7033) HER2AE molekiler alt tipinde saptanmistir.
CD133 eksprese eden hiicrelerin ylzdesi icin en disik deger (11,9800; 7,9535-13,7705)
kontrol grubunda saptanmistir.(Bkz. Tablo 4.9. ve Sekil 4.21.)

Kanser ve kontrol grubu arasinda, CD133 ekspresyonu ylizdeleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Kruskal-Wallis testi, p=0.006). LA-Kontrol
ve LB-Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.008 ve

p=0.003).

Tablo 4.9. CD133 antijeni ekspresyonu yiizde degerleri

LA LB HER2AE TN Kontrol
N Deger Sayisi 21 32 4 7 9
Eksik Deger 1 4 1 0 1
Ortalama 30,5138 | 33,3754 | 28,4765 | 25,8959 12,5846
Ortanca 28,9310 | 28,0825 28,8305 18,6490 11,9800

Standart Sapma 14,19340 | 19,07426 | 16,02785 | 14,17503 | 7,12835

Minimum 9,02 3,46 8,90 12,47 6,11

Maksimum 67,74 93,91 47,35 52,31 30,05

Persentiller | 25 20,3660 18,4858 12,8958 17,6480 7,9535

50 28,9310 28,0825 28,8305 18,6490 11,9800

75 36,0485 45,9613 43,7033 38,0000 13,7705
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Sekil 4.21. CD133 antijeni ekspresyonu ylizde degerleri icin kutu cizgi grafigi

4.5. Hastalarin M2 Makrofaj Dagilimi Agisindan Degerlendirilmesi

Kanser hastalarina ait timor dokusundaki makrofaj infiltrasyonu ve kontrol
hastalarina ait meme dokusundaki makrofajlar, M2 tipindeki makrofaj isaretgisi olan
CD163 ile immunohistokimyasal olarak boyanmistir. M2 tipindeki makrofajlarin,
morfolojik olarak makrofaj oldugu belirlenen hiicre sayisina bolinmesi ile M2/Tim
makrofaj poptilasyonu orani (M2/TM) hesaplanmistir (Bkz. Formiil 4.5.1).

M2/TM orani= M2 hiicre sayisi/Tum makrofajlarin sayisit  (4.5.1)

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin ortanca M2/TM oranlari karsilastirildiginda,
en disik ortanca deger LA grubunda (53,84600; 48,10100-60,92000), en vyiksek
ortanca deger ise kontrol grubundadir (70,27000; 59,21100-72,41400) (Bkz. Tablo 4.10.,
Sekil 4.22). Kanser ve kontrol grubu hastalarinin ortanca M2/TM oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Kruskal-Wallis testi, p=0.022). Yapilan ikili
analizlerde LA ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p=0.036).



Tablo 4.10. Hastalarin M2/TM oranlarina iliskin tablo
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LA LB HER2AE TN Kontrol
N Deger Sayisi 19 29 5 6 7
Eksik Degerler 3 7 0 1 3
Ortalama 54,810 | 61,3784 | 63,9166 | 58,3645 | 65,2294
Ortanca 53,846 | 61,3330 | 66,9490 | 60,7480 | 70,2700
Standart Sapma 7,9904 | 9,21470 | 7,33787 | 9,85534 | 10,6876
Minimum 42,857 | 37,179 | 53,191 | 41,176 43,284
Maksimum 70,000 | 83,333 | 72,000 | 68,421 72,500
Persentiller 25 48,101 | 55,004 | 56,663 | 50,7940 | 59,2110
50 53,846 | 61,333 | 66,949 | 60,7480 | 70,2700
75 60,920 | 66,670 | 69,654 | 65,9257 | 72,4140
a0 p=0.022
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Sekil 4.22. Hastalarin M2/TM oranlarina iliskin kutu ¢izgi grafigi
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M2/TM oranlarina ek olarak, tim makrofaj sayisindan M2 makrofaj sayisi
cikarilarak M1 makrofaj sayisina ulasilmistir. Daha sonra M2 makrofaj sayisinin M1
makrofaj sayisina boélinmesiyle M2/M1 makrofaj oranina ulasilmistir. (Bkz. Formiil
4.5.2 ve Formil 4.5.3)

M1 makrofaj sayisi= Tum makrofaj sayisi —-M2 makrofaj sayisi (4.5.2)

M2/M1 orani= M2 makrofaj sayisi /M1 makrofaj sayisi (4.5.3)

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin ortanca M2/M1 oranlari karsilastirildiginda,
en disik ortanca deger LA grubunda (Ortanca=1,1205, 0,9240-1,5550), en yiksek
ortanca deger ise kontrol grubundadir (Ortanca=2,3430, 1,4520-2,6250). (Bkz. Tablo
4.11., Sekil 4.23.) Kanser ve kontrol grubu hastalarinin ortanca M2/M1 oranlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (Kruskal-Wallis testi, p=0.020).

Tablo 4.11. Hastalarin M2/M1 oranlarina iliskin tablo

LA LB HERAE TN Kontrol
N Deger Sayisi 20 29 5 6 7
Eksik Deger 2 7 0 1 3
Ortalama 1,2270 1,7666 1,8380 1,4972 2,0494
Ortanca 1,1205 1,5860 2,0000 1,5400 2,3430
Standart Sapma ,52319 ,83574 ,53113 ,52431 ,69785
Minimum 0,00 ,59 1,14 ,70 ,75
Maksimum 2,38 5,00 2,52 2,17 2,64
Persentiller 25 ,9240 1,2235 1,3220 1,0533 1,4520
50 | 1,1205 1,5860 2,0000 1,5400 2,3430
75 | 1,5550 2,0000 2,2730 1,9405 2,6250
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Sekil 4.23. Hastalarin M2/M1 oranlarina iliskin kutu cizgi grafigi

4.6 Hastalarin CXCR1 Ekspresyonu Agisindan Degerlendirilmesi

Hastalarda CXCR1 antijenine yonelik uygulanan imminohistokimyasal yéntemi,
H-skoru ile degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin H-skoru sonuglarina iligskin
parametreler tablo 4.12. ve sekil 4.24.de gosterilmistir. En yliksek ortanca degeri
(Ortanca=159,72; 140,00-181,4120) TN grubundadir. En distk ortanca deger
(Ortanca=86,5965; 47,8688-95,0928) ise kontrol grubundadir.

Kanser ve kontrol gruplarindaki hastalarin CXCR1 H-skorlari, Kruskal-Wallis testi
ile karsilastirlmistir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0.002). LB-Kontrol ve TN-Kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark

saptanmistir (p=0.002 ve p=0.002).



Tablo 4.12. CXCR1 antijeni igin H-skoru degerlerine iliskin tablo

LA LB HERAE TN Kontrol
N Deger Sayisi 21 34 4 7 8
Eksik Deger 1 2 1 0 2
Ortalama 129,4520 | 144,9947 | 149,4635 | 160,7047 78,6898
Ortanca 135,5550 | 145,5755 | 141,5150 | 159,7200 86,5965
Standart Sapma 41,55558 | 30,77152 | 26,15451 | 25,33205 29,55648
Minimum 51,35 64,09 128,16 119,42 34,47
Maksimum 188,71 207,92 186,67 191,73 123,50
Persentiller 25 | 94,7640 | 128,7818 | 129,8413 | 140,0000 47,8688
50 | 135,5550 | 145,5755 | 141,5150 | 159,7200 86,5965
75 | 161,1405 | 163,7635 | 177,0343 | 181,4120 95,0928
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Sekil 4.24. CXCR1 antijeni igin H-skoru degerlerine iliskin kutu cizgi grafigi
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CXCR1 antijenin degerlendirilmesinde H-Skor’a ek olarak, CXCR1 ile boyanan
hiicre sayisi da hesaplanmistir. CXCR1 eksprese eden hiicrelerin ylizdesi igin en ylksek
ortanca deger (Ortanca=92,5605, 80,0075-96,9798) HER2AE molekiler alt tipinde
saptanmistir. CXCR1 eksprese eden hicrelerin vyiizdesi i¢cin en disik deger
(Ortanca=54,6445, 29,7023-60,6320) kontrol grubunda saptanmistir. (Bkz. Tablo 4.13.
ve Sekil 4.25.)

Kanser ve kontrol grubu arasinda, CXCR1 ekspresyonu ylizdeleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Kruskal-Wallis testi, p=0.001). Kontrol
grubu ile kanser gruplarinin tiimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(LA-kontrol farki igin p=0.043, LB-kontrol farki igin p=0.003, HER2AE-kontrol farki igin
p=0.010, TN-kontrol farki icin p=0.003).

Tablo 4.13. CXCR1 antijeni ekspresyonu yiizde degerleri

LA LB HER2AE TN Kontrol
N Deger Sayisi 21 34 4 7 8
Eksik Deger 1 2 1 0 2
Ortalama 78,0352 | 82,6519 | 89,8493 | 87,2250 | 50,2194
Ortanca 83,4170 | 86,8405 | 92,5605 | 90,2770 | 54,6445
Standart Sapma 17,49508 | 11,94054 | 9,33017 | 11,40910 | 18,85220
Minimum 36,94 42,54 76,70 65,47 24,12
Maksimum 97,85 99,01 97,58 98,78 80,18
Persentiller 25 73,6090 | 78,9948 | 80,0075 | 79,0000 | 29,7023
50 83,4170 | 86,8405 | 92,5605 | 90,2770 | 54,6445
75 89,6995 | 90,9268 | 96,9798 | 94,4830 | 60,6320
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Sekil 4.25. CXCR1 antijeni ekspresyonu ylzde degerleri icin kutu ¢izgi grafigi

4.7. Hastalarin CD133 H-Skoru, M2/TM Orani ve CXCR1 H-Skoru Degerlerinin

Birbirleriyle iliskisinin incelenmesi

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin CD133 H-Skoru degeri ile CXCR1 H-Skoru
degeri arasinda istatistiksel olarak ancak zayif pozitif korelasyon (Korelasyon
katsayisi=0.249) saptanmistir (Sig. 2-kuyruklu = 0.035).

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin CD133 H-Skoru degeri ile M2/TM orani
arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski saptanmamistir (Sig. 2-kuyruklu =
0,545).M2/TM orani ile CXCR1 H-Skoru degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
saptanmamustir (Sig. 2-kuyruklu = 0.972) (Bkz. Tablo 4.14.).
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Tablo 4.14. Hastalarin CD133 H-Skoru, M2/TM orani ve CXCR1 H-Skoru degerlerinin

birbirleriyle iliskisinin incelenmesi

CD133 M2/TM CXCR1
H-skoru H-skoru
Spearman's CD133 Korelasyon katsayisi 1,000 -,080 ,249°
rho H-Skor Sig. (2-kuyruklu) ,545 ,035
N 73 60 72
M2/TM Korelasyon katsayisi -,080 1,000 ,005
Sig. (2-kuyruklu) ,545 ,972
N 60 66 60
CXCR1 Korelasyon katsayisi ,2497 ,005 1,000
H-Skor Sig. (2-kuyruklu) ,035 ,972
N 72 60 74

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin CD133 ekspresyon yiizdesi ile CXCR1

ekspresyonu ylizde degerleri arasinda istatistiksel olarak ancak zayif pozitif korelasyon

(Korelasyon katsayisi=0.342) saptanmistir (Sig. 2-kuyruklu = 0.003).

Kanser ve kontrol grubu hastalarinin CD133 ekspresyon ylizdesi ile M2/TM orani

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir (Sig. 2-kuyruklu = 0.402).

M2/TM orani ile CXCR1 ekspresyon ylzdesi arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski

saptanmamistir (Sig. 2-kuyruklu = 0.853) (Bkz. Tablo 4.15.).
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Tablo 4.15. Hastalarin CD133 ekspresyon ylzdesi, M2/TM orani ve CXCR1 ekspresyon

yuzdesi degerlerinin birbirleriyle iliskisinin incelenmesi

CD 133 M2/TM CXCR1
Yiizde (%) Yizde(%)
Spearman's CD133 Korelasyon katsayisi 1,000 -,110 ,342™
tho Yizde &) o5 kuyrukiu) 402 1003
N 73 60 72
M2/TM Korelasyon katsayisi -,110 1,000 ,024
Sig. (2-kuyruklu) ,402 ,853
N 60 66 60
CXCR1 Korelasyon katsayisi ,342™ ,024 1,000
Yuzde (%) 5 kuyrukiv) 003 853
N 72 60 74

4.8. Hastalarin ER Ekspresyon Durumlarinin CD133, M2/TM Orani ve CXCR1

Ekspresyon Durumlariyla iliskisinin incelenmesi

Hastalarin ER ekspresyonu acisinda pozitif olmasi ile CD133 H-Skoru degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (Mann-Whitney U testi,
p=0,015). ER ekspresyonu olan hastalarda (LA ve LB molekiler alt tiplerindeki
hastalarda), CD133 H-skoru daha yiksek bulunmustur. ER ekspresyonu olmayan
hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 26,299 (21,951-48,333) , ER ekspresyonu olan
hastalarin  ortanca CD133  H-skor degeri 46,082 (30,678-61,987)olarak
bulunmustur.(Bkz. Tablo 4.16. ve Sekil 4.26.)
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Tablo 4.16. Hastalarin ER durumlarinin CD133 H-Skoru ve CD133 ekspresyon ylizdesi ile

iliskisi
ER CD133 CD133
H-Skor yluzde
NEGATIF N Deger Sayisi 15 15
Eksik Deger 1 1
Ortalama 33,63707 23,7249
Ortanca 26,29900 18,6490
Standart Sapma 19,850600 13,83448
Minimum 5,196 3,46
Maksimum 71,530 52,31
Persentiller 25 21,95100 12,8050
50 26,29900 18,6490
75 48,33300 32,7780
POZITIF N Deger Sayisi 49 49
Eksik Deger 5 5
Ortalama 51,17624 33,6348
Ortanca 46,08200 30,0970
Standart Sapma 29,211057 16,99495
Minimum 10,659 9,02
Maksimum 174,110 93,91
Persentiller 25 30,67800 21,4930
50 46,08200 30,0970
75 61,98700 42,6855
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Sekil 4.26. Hastalarin ER durumlarinin CD133 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin ER ekspresyonu acisindan pozitif olmasi ile CD133 ekspresyonu
ylzdesi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (Mann-Whitney testi,
p=0,024). ER ekspresyonu olan hastalarda (LA ve LB molekiler alt tiplerindeki
hastalarda), CD133 ekspresyonu ylzdesi daha yiksek bulunmustur. ER ekspresyonu
olmayan hastalarin ortanca CD133 ekspresyonu ylizdesi 18,6490 (12,8050-32,7780), ER
ekspresyonu olan hastalarin ortanca CD133 ekspresyonu yuzdesi 30,0970 (21,4930-
42,6855) olarak bulunmustur ( Bkz. Tablo 4.16. ve Sekil 4.27.)
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Sekil 4.27. Hastalarin ER durumlarinin CD133 ekspresyon yizdesi ile iligkisini gdsteren

kutu cizgi grafigi

Hastalarin ER ekspresyonu acisindan pozitif olmasi ile M2/TM orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,993). ER
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/TM orani 60,13500 (50,63300-
66,94900),ER ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/TM orani 60,00 (53,29175-
65,866) olarak bulunmustur.(Bkz. Tablo 4.17. ve Sekil 4.28.)



Tablo 4.17. Hastalarin ER durumlarinin M2/TM orani ve M2/M1 orani ile iliskisi
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ER M2/TM M2/M1
NEGATIF N Deger Sayisi 15 15
Eksik Deger 1 1
Ortalama 58,15667 1,5145
Ortanca 60,13500 1,5080
Standart Sapma 10,479130 ,57932
Minimum 37,179 ,59
Maksimum 72,000 2,52
Persentiller 25 50,63300 1,0260
50 60,13500 1,5080
75 66,94900 2,0000
POZITIF N Deger Sayisi 44 45
Eksik Deger 10 9
Ortalama 59,51800 1,5828
Ortanca 60,00000 1,5000
Standart Sapma 8,745497 ,77420
Minimum 42,857 0,00
Maksimum 83,333 5,00
Persentiller 25 53,29175 1,1035
50 60,00000 1,5000
75 65,86600 1,9245
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Sekil 4.28. Hastalarin ER durumlarinin M2/TM orani ile iliskisini gésteren kutu cizgi

grafigi

Hastalarin ER ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile M2/M1 orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,986). ER
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,5080 (1,0260-2,0000), ER
ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,5000 (1,1035-1,9245) olarak
bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.17. ve Sekil 4.29.)



72

5,00 *
400
[n]
3,00
—
= - _
=
[}
=
2,00
1,00
00— 1
LI L
MNEGATIF POZITIF
ER

Sekil 4.29. Hastalarin ER durumlarinin M2/M1 orani ile iligkisini gésteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin ER ekspresyonu acisindan pozitif olmasi ile CXCR1 H-Skoru degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi, p=0,274). ER
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 151,10 (128,16-181,41),
ER ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 144,53 (120,59-161,70)
olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.18. ve Sekil 4.30.)
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Tablo 4.18. Hastalarin ER durumlarinin CXCR1 H-Skoru ve CXCR1 ekspresyonu ile iliskisi

ER CXCR1 CXCR1
H-Skor Yizde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 15 15
Eksik Deger 1 1
Ortalama 151,7221 85,9983
Ortanca 151,0960 89,7170
Standart Sapma 30,00350 10,55476
Minimum 90,91 65,47
Maksimum 191,73 98,78
Persentiller 25 128,1550 76,8820
50 151,0960 89,7170
75 181,4120 94,4830
POZITIF N Deger Sayisi 51 51
Eksik Deger 3 3
Ortalama 139,1229 80,9588
Ortanca 144,5330 85,3930
Standart Sapma 35,64476 14,69430
Minimum 51,35 36,94
Maksimum 207,92 99,01
Persentiller 25 120,5890 78,2410
50 144,5330 85,3930
75 161,7030 90,5670
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Sekil 4.30. Hastalarin ER durumlarinin CXCR1 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin ER ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile CXCR1 ekspresyonu
yuzdesi arasinda da istatistiksel olarak anlamh bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi,
p=0,233). ER ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 ekspresyon ylizdesi 89,72
(76,88-94,48), ER ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 ekspresyon ylizdesi 85,39
(78,24-90,57) olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.18. ve Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Hastalarin ER durumlarinin CXCR1 ekspresyon ylzdesi ile iliskisini gbsteren

kutu ¢izgi grafigi

4.9. Hastalarin PR Ekspresyon Durumlarinin CD133, M2/TM Orani ve CXCR1

Ekspresyon Durumlariyla iliskisinin incelenmesi

Hastalarin PR ekspresyonu acisinda pozitif olmasi ile CD133 H-Skoru degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi, p=0,794). PR
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 43,28850 (24,81850-
66,13775),PR ekspresyonu olan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 42,32450
(28,67250-58,11475) olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.19. ve Sekil 4.32.).



Tablo 4.19. Hastalarin PR durumlarinin CD133 H-Skoru ile iligkisi
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PR CD133 CD133
H-Skor ylzde
NEGATIF N Deger Sayisi 20 20
Eksik Deger 2 2
Ortalama 44,58190 30,1229
Ortanca 43,28850 26,1015
Standart Sapma 23,391664 15,39013
Minimum 11,655 8,90
Maksimum 90,587 61,18
Persentiller 25 24,81850 18,4780
50 43,28850 26,1015
75 66,13775 44,8093
POZITIF N Deger Sayisi 44 44
Eksik Deger 4 4
Ortalama 48,19441 31,8528
Ortanca 42,32450 28,3690
Standart Sapma 30,282221 17,47402
Minimum 5,196 3,46
Maksimum 174,110 93,91
Persentiller 25 28,67250 18,9448
50 42,32450 28,3690
75 58,11475 40,7685
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Sekil 4.32. Hastalarin PR durumlarinin CD133 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin PR ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile CD133 ekspresyonu
yuzdesi arasinda da istatistiksel olarak anlamh bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi,
p=0,706). PR ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CD133 ekspresyonu yizdesi
26,1015 (18,4780-44,8093), PR ekspresyonu olan hastalarin ortanca CD133
ekspresyonu ylizdesi 28,3690 (18,9448-40,7685) olarak bulunmustur (Tablo 4.19. ve
Sekil 4.33.).
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Sekil 4.33. Hastalarin PR durumlarinin CD133 ekspresyon ylizdesi ile iliskisini gosteren

kutu cizgi grafigi

Hastalarin PR ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile M2/TM orani arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iliski vardir (Mann-Whitney U testi, p=0,007). PR
ekspresyonu olmayan hastalarda, M2/TM orani daha yiksek bulunmustur. PR
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/TM orani 65,09400 (58,16300-68,25400),
PR ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/TM orani 57,02000 (50,66700-62,88250)
olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.20. ve Sekil 4.34.).



Tablo 4.20. Hastalarin PR durumlarinin M2/TM orani ve M2/M1 orani ile iliskisi

PR M2/TM M2/M1
NEGATIF N Deger Sayisi 19 20
Eksik Deger 3 2
Ortalama 62,86853 1,6887
Ortanca 65,09400 1,8075
Standart Sapma 7,612555 ,62336
Minimum 41,176 0,00
Maksimum 72,000 2,57
Persentiller 25 58,16300 1,3600
50 65,09400 1,8075
75 68,25400 2,1190
POZITIF N Deger Sayisi 40 40
Eksik Deger 8 8
Ortalama 57,41600 1,5042
Ortanca 57,02000 1,3265
Standart Sapma 9,365540 ,77272
Minimum 37,179 ,59
Maksimum 83,333 5,00
Persentiller 25 50,66700 1,0273
50 57,02000 1,3265
75 62,88250 1,7193
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Sekil 4.34. Hastalarin PR durumlarinin M2/TM orani ile iliskisini gdsteren kutu cizgi

grafigi

Hastalarin PR ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile M2/M1 orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (Mann-Whitney U testi, p=0,036).PR
ekspresyonu olmayan hastalarda, M2/M1 orani daha yiksek bulunmustur. PR
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,8075 (1,3600-2,1190), PR
ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,3265(1,0273-1,7193)olarak
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.20. ve Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. Hastalarin PR durumlarinin M2/TM orani ile iliskisini gbsteren kutu cizgi

grafigi

Hastalarin PR ekspresyonu acisindan pozitif olmasi ile CXCR1 H-Skoru degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi, p=0,367). PR
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 148,74 (132,26-173,89),
PR ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 143,90 (117,94-162,14)
olarak bulunmustur.(Bkz. Tablo 4.21. ve Sekil 4.36.)
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Tablo 4.21. Hastalarin PR durumlarinin CXCR1 H-Skoru ve CXCR1 ekspresyon ylzdesi ile

iliskisi
PR CXCR1 CXCR1
H-Skor Ylzde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 21 21
Eksik Deger 1 1
Ortalama 148,6195 84,2423
Ortanca 148,7410 88,8880
Standart Sapma 31,35950 14,22933
Minimum 51,35 36,94
Maksimum 191,73 98,78
Persentiller 25 132,2635 79,2615
50 148,7410 88,8880
75 173,8880 93,2555
POZITIF N Deger Sayisi 45 45
Eksik Deger 3 3
Ortalama 138,8909 81,1064
Ortanca 143,9030 84,6160
Standart Sapma 35,97563 13,86612
Minimum 61,68 38,32
Maksimum 207,92 99,01
Persentiller 25 117,9390 77,8935
50 143,9030 84,6160
75 162,1385 90,5960
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Sekil 4.36. Hastalarin PR durumlarinin CXCR1 H-Skor degeriyle iliskisini gosteren kutu

cizgi grafigi

Hastalarin PR ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile CXCR1 ekspresyon yizdesi
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney testi, p=0,234).
PR ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 88,89 (79,26-93,26),
PR ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 84,62 (77,89-90,60)
olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.21. ve Sekil 4.37.).
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Sekil 4.37. Hastalarin PR durumlarinin CXCR1 ekspresyon ylzdesi ile iliskisini gbsteren

kutu cizgi grafigi

4.10. Hastalarin HER2 Ekspresyon Durumlarinin CD133, M2/TM Orani ve

CXCR1 Ekspresyon Durumlariyla iliskisinin incelenmesi

Hastalarin HER2 ekspresyonu agisinda pozitif olmasi ile CD133 H-Skoru degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,326).
HER2 ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 40,03350
(26,23725-54,07175, HER2 ekspresyonu olan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri
47,15100 (28,78300-70,47550) olarak bulunmustur.(Bkz. Tablo 4.22. ve Sekil 4.38.)
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Tablo 4.22. Hastalarin HER2 durumlarinin CD133 H-Skoru ve CD133 ekspresyon ylzdesi

ile iligkisi
HER2 CD133 CD133
H-Skor Yizde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 30 30
Eksik Deger 1 1
Ortalama 43,21483 29,5567
Ortanca 40,03350 27,7260
Standart Sapma 24,305935 15,56776
Minimum 5,196 3,46
Maksimum 103,126 67,74
Persentiller 25 26,23725 18,7248
50 40,03350 27,7260
75 54,07175 38,1910
POZITIF N Deger Sayisi 34 34
Eksik Deger 5 5
Ortalama 50,46315 32,8611
Ortanca 47,15100 28,0825
Standart Sapma 31,158113 17,81110
Minimum 10,659 8,90
Maksimum 174,110 93,91
Persentiller 25 28,78300 19,7673
50 47,15100 28,0825
75 70,47550 45,2238




86

200,00
9]
150,004
| .
o
-
o
I n 8
™ 100,00
m —_1 —
e}
o
O
50,00
00—
T T
MEGATIF POZITIF

HER2

Sekil 4.38. Hastalarin HER2 durumlarinin CD133 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin HER2 ekspresyonu agisinda pozitif olmasi ile CD133 ekspresyon
yuzdesi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi,
p=0,527). HER2 ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 27,7260
(18,7248-38,1910), HER2 ekspresyonu olan hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri
28,0825 (19,7673-45,2238) olarak bulunmustur (Tablo 4.22. ve Sekil 4.39.).
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Sekil 4.39. Hastalarin HER2 durumlarinin CD133 ekspresyon ylizdesi ile iliskisini

gosteren kutu cizgi grafigi

Hastalarin HER2 ekspresyonu acisindan pozitif olmasi ile M2/TM orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (Mann-Whitney U testi, p=0,016). HER2
ekspresyonu olan hastalarda, M2/TM orani daha yiksek bulunmustur. HER2
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/TM orani 56,00000 (48,27600-62,82100)
HER2 ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/TM orani 62,11800 (56,27000-66,87850)
olarak bulunmustur. ( Bkz. Tablo 4.23. ve Sekil 4.40.)



Tablo 4.23. Hastalarin HER2 durumlarinin M2/TM orani ile iliskisi
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HER2 M2/TM M2/M1
NEGATIF N Deger Sayisi 27 28
Eksik Deger 4 3
Ortalama 56,01115 1,3172
Ortanca 56,00000 1,2235
Standart Sapma 8,599038 ,54599
Minimum 41,176 0,00
Maksimum 70,085 2,38
Persentiller 25 48,27600 ,9285
50 56,00000 1,2235
75 62,82100 1,6578
POZITIF N Deger Sayisi 32 32
Eksik Deger 7 7
Ortalama 61,83878 1,7832
Ortanca 62,11800 1,6565
Standart Sapma 8,848254 ,79985
Minimum 37,179 ,59
Maksimum 83,333 5,00
Persentiller 25 56,27000 1,2848
50 62,11800 1,6565
75 66,87850 2,0000
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Sekil 4.40. Hastalarin HER2 durumlarinin M2/TM orani ile iliskisini gosteren kutu gizgi
grafigi

Hastalarin HER2 ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile M2/M1 orani arasinda
da istatistiksel olarak anlamh bir iliski vardir (Mann-Whitney U testi, p=0,011).HER2
ekspresyonu olan hastalarda, M2/M1 orani daha yiksek bulunmustur. HER2
ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,2235, (0,9285-1,6578), HER2
ekspresyonu olan hastalarin ortanca M2/M1 orani 1,6565 (1,2848-2,0000) olarak
bulunmustur.( Bkz. Tablo 4.23. ve Sekil 4.41.)
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Sekil 4.41. Hastalarin HER2 durumlarinin M2/M1 orani ile iliskisini gésteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin HER2 ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile CXCR1 H-Skoru
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi,
p=0,347). HER2 ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri
145,5480 (112,2780-163,3405) HER2 ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 H-
Skoru degeri 147,3740 (132,9253-166,1425) olarak bulunmustur. (Tablo 4.24. ve Sekil
4.42.)
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Tablo 4.24. Hastalarin HER2 durumlarinin CXCR1 ekspresyon durumu ile iliskisi

HER2 CXCR1 CXCR1
H-Skor Yizde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 30 30
Eksik Deger 1 1
Ortalama 135,3327 79,9573
Ortanca 145,5480 84,0165
Standart Sapma 39,69163 16,09833
Minimum 51,35 36,94
Maksimum 191,73 98,78
Persentiller 25 112,2780 75,6735
50 145,5480 84,0165
75 163,3405 90,3495
POZITIF N Deger Sayisi 36 36
Eksik Deger 3 3
Ortalama 147,5311 83,8932
Ortanca 147,3740 87,7280
Standart Sapma 29,20278 11,80933
Minimum 64,09 42,54
Maksimum 207,92 99,01
Persentiller 25 132,9253 79,3355
50 147,3740 87,7280
75 166,1425 91,6408
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Sekil 4.42. Hastalarin HER2 durumlarinin CXCR1 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin HER2 ekspresyonu agisindan pozitif olmasi ile CXCR1 ekspresyon
yuzdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi,
p=0,385). HER2 ekspresyonu olmayan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 84,0165
(75,6735-90,3495), HER2 ekspresyonu olan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri
87,7280(79,3355-91,6408) olarak bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.24. ve Sekil 4.43.)
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Sekil 4.43. Hastalarin HER2 durumlarinin CXCR1 ekspresyon ylizdesi ile iliskisini

gosteren kutu cizgi grafigi

4.11. Hastalarin Ki67 indekslerinin CD133, M2/TM Orani ve CXCR1 Ekspresyon

Durumlariyla iligkisinin incelenmesi

Hastalarda Ki67 indeksi (>%14) ile CD133 H-Skoru degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,152). Ki67>%14 olmayan
hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 39,2805 (24,2628-52,1023), Ki67>%14 olan
hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 54,0075(26,6085-74,5655) olarak
bulunmustur.( Bkz. Tablo 4.25. ve Sekil 4.44.)



Tablo 4.25. Hastalarin Ki67 indekslerinin CD133 H-Skoru ile iliskisi
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Ki67>%14 CD133 CD133
H-Skor Yizde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 48 44
Eksik Deger 0 4
Ortalama 40,7435 29,6473
Ortanca 39,2805 27,4120
Standart Sapma 25,04822 14,45244
Minimum 0,00 8,90
Maksimum 103,13 67,74
Persentiller 25 24,2628 18,6743
50 39,2805 27,4120
75 52,1023 38,2835
POZITIF N Deger Sayisi 14 13
Eksik Deger 0 1
Ortalama 50,5770 37,3245
Ortanca 54,0075 39,5970
Standart Sapma 27,97870 15,91178
Minimum 0,00 3,46
Maksimum 90,59 61,18
Persentiller 25 26,6085 24,9035
50 54,0075 39,5970
75 74,5655 50,0825
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Sekil 4.44. Hastalarin Ki67 indekslerinin CD133 H-Skoru ile iliskisini gosteren kutu ¢izgi

grafigi

Hastalarin Ki67>%14 olmasi ile CD133 ekspresyon ylizdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,065). Ki67>%14 olmayan
hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 27,4120 (18,6743-38,2835), Ki67>%14 olan
hastalarin ortanca CD133 H-skor degeri 39,5970 (24,9035-50,0825) olarak bulunmustur
(Bkz. Tablo 4.25 ve Sekil 4.45.).
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Sekil 4.45. Hastalarin Ki67 indekslerinin CD133 ekspresyon ylzdesi ile iliskisini gdsteren

kutu ¢izgi grafigi

Hastalarin Ki67>%14 olmasi ile M2/TM orani arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,116). Ki67>%14 olmayan hastalarin ortanca
M2/TM orani 53,9400 (41,5963-62,8825) ,Ki67>%14 olan hastalarin ortanca M2/TM
orani 60,0675 (52,5225-66,5080) olarak bulunmustur.(Tablo 4.26. ve Sekil 4.46.)



Tablo 4.26. Hastalarin Ki67 indekslerinin M2/TM orani ve M2/M1 orani ile iliskisi

Kie7>%14 M2/TM M2/M1
NEGATIF N Deger Sayisi 48 39
Eksik Deger 0 9
Ortalama 45.9049 1.5131
Ortanca 53.9400 1.3500
Standart Sapma 25.43255 .83503
Minimum 0.00 0.00
Maksimum 83.33 5.00
Persentiller 25 41.5963 .9550
50 53.9400 1.3500
75 62.8825 1.9140
POZITIF N Deger Sayisi 14 13
Eksik Deger 0 1
Ortalama 56.7531 1.6448
Ortanca 60.0675 1.5080
Standart Sapma 17.57610 .46083
Minimum 0.00 1.03
Maksimum 70.59 2.40
Persentiller 25 52.5225 1.2615
50 60.0675 1.5080
75 66.5080 2.0425
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Sekil 4.46. Hastalarin Ki67 indekslerinin M2/TM orani ile iliskisini gosteren kutu cizgi
grafigi

Hastalarin Ki67>%14 olmasi ile M2/M1 orani arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,258). Ki67>%14 olmayan hastalarin
ortanca M2/M1 orani 1,3500 (0,9550-1,9140), Ki67>%14 olan hastalarin ortanca
M2/M1 orani 1,5080 (1,2615-2,0425) olarak bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.26. ve Sekil
4.47.)
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Sekil 4.47. Hastalarin Ki67 indekslerinin M2/M1 orani ile iligkisini gosteren kutu ¢izgi
grafigi

Hastalarin Ki67>%14 olmasi ile CXCR1 H-Skoru degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, , p=0,595). Ki67>%14 olmayan
hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 146.6180 (117.9390-164.9780), Ki67>%14
olan hastalarin ortanca CXCR1 H-Skoru degeri 136,9900 (123,2715-155,6575) olarak
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.27. ve Sekil 4.48.).



Tablo 4.27. Hastalarin Ki67 indekslerinin CXCR1 H-Skoru ile iligkisi
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Kie7>%14 CXCR1 CXCR1
H-Skor Yizde (%)
NEGATIF N Deger Sayisi 45 45
Eksik Deger 3 3
Ortalama 139.3189 80.4700
Ortanca 146.6180 84.6160
Standart Sapma 37.97420 15.62847
Minimum 51.35 36.94
Maksimum 191.73 98.78
Persentiller 25 117.9390 77.3100
50 146.6180 84.6160
75 164.9780 90.8025
POZITIF N Deger Sayisi 13 13
Eksik Deger 1 1
Ortalama 138.3004 83.1912
Ortanca 136.9900 86.9040
Standart Sapma 22.31161 9.84749
Minimum 90.91 65.47
Maksimum 172.02 95.19
Persentiller 25 123.2715 76.2050
50 136.9900 86.9040
75 155.6575 91.0340
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Sekil 4.48. Hastalarin Ki67 indekslerinin CXCR1 H-Skoru ile iligkisini gdsteren kutu gizgi

grafigi

Hastalarin Ki67>%14 olmasi ile CXCR1 ekspresyon ylzdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski yoktur (Mann-Whitney U testi, p=0,874). Ki67>%14 olmayan
hastalarin ortanca CXCR1 ekspresyon ylizdesi 84,6160 (77,3100-90,8025) Ki67>%14
olan hastalarin ortancaCXCR1 ekspresyon yizdesi 86,9040 (76,2050-91,0340) olarak
bulunmustur. (Bkz. Tablo 4.27. ve Sekil 4.49.)
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Sekil 4.49. Hastalarin Ki67 indekslerinin CXCR1 ekspresyon ylzdesi ile iligskisini gdsteren

kutu cizgi grafigi

4.12. Liminal ve Liiminal Olmayan Molekiiler Alt Tipteki HastalarinCD133
Ekspresyon Durumu, M2/TM, M2/M1 Oranlari ve CXCR1 Ekspresyon

Durumlan

LA ve LB molekdler alt tiplerindeki hastalar, l[iminal molekdler alt tip; HER2AE ve
TN molekiler alt tiplerindeki hastalar Iiminal olmayan molekiler alt tip olarak

siniflandiriimistir.
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Lidminal molekiiler alt tip, liminal olmayan molekiiler alt tip ve kontrol grubu
arasinda ortanca CD133 H-Skoru ve ortanca CD133 ekspresyon yilizdesi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark vardir. (Kruskal-Wallis testi, p=0,001 ve p=0,001).

Yapilan ikili analizlerde, liminal alt tip (43,46300; 29,29700-59,16400) ile kontrol
grubu (12,82900; 10,49350-21,24650) ortanca CD133 H-Skorlari arasinda anlamh fark
bulunmustur (p<0,001).

CD133 ekspresyon yizdeleri icin yapilan ikili analizlerde liminal alt tip(28,4620;
19,8425-41,7330) ile kontrol grubu (11,9800; 7,9535-13,7705) arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark vardir (p<0,001).

Ancak hem CD133 H-skoru hem de CD133 ekspresyon yizdesi igin yapilan ikili
Kruskal Wallis analizlerinde, liminal ile [iminal olmayan molekdler alt tipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,803 ve p=0,920). (Bkz. Tablo 4.28.,
Sekil 4.50., Sekil 4.51.)
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Tablo 4.28. Liminal alt tip, Iiminal olmayan alt tip ve kontrol grubu CD133 H-Skoru ve

CD133 ekspresyon yuzdesi

Alt tip CD133 CD133
H-Skor Yizde (%)
Liminal N Deger Sayisi 53 53
Eksik Deger 5 5
Ortalama 48,92830 32,2415
Ortanca 43,46300 28,4620
Standart Sapma 29,321204 17,21556
Minimum 5,196 3,46
Maksimum 174,110 93,91
Persentiller 25 29,29700 19,8425
50 43,46300 28,4620
75 59,16400 41,7330
Liminal olmayan N Deger Sayisi 11 11
Eksik Deger 1 1
Ortalama 38,09018 26,8343
Ortanca 35,24700 23,7710
Standart Sapma 20,569586 14,11813
Minimum 12,041 8,90
Maksimum 71,530 52,31
Persentiller 25 22,93200 17,6480
50 35,24700 23,7710
75 53,42900 38,0000
Kontrol N Deger Sayisi 9 9
Eksik Deger 1 1
Ortalama 17,28144 12,5846
Ortanca 12,82900 11,9800
Standart Sapma 9,746919 7,12835
Minimum 9,918 6,11
Maksimum 40,415 30,05
Persentiller 25 10,49350 7,9535
50 12,82900 11,9800
75 21,24650 13,7705
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Sekil 4.50. Liminal alt tip, liminal olmayan alt tip ve kontrol grubu CD133 H-Skorlari

icin kutu gizgi grafigi
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Sekil 4.51. Liminal alt tip, liminal olmayan alt tip ve kontrol grubu CD133 ekspresyon

ylzdeleri icin kutu cizgi grafigi
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M2/TM ve M2/M1 oranlar acisindan, liminal alt tip (60,000; 51,73950-
65,86600) ve Ortanca=1,50; 1,0510-1,9245), liminal olmayan alt tip (63,333; 54,000-
67,308 ve Ortanca=1,6900; 1,1710-2,0260) ve kontrol grubu (70,27000; 59,211-72,414)
ve Ortanca=2,3430; 1,4520-2,6250) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur
(Kruskal-Wallis testi, p=0,082 ve p=0.093) (Bkz. Tablo 4.29., Sekil 4.52., Sekil 4.53.).

Tablo 4.29. Liminal alt tip, liminal olmayan alt tip ve kontrol grubu M2/TM ve M2/M1

oranlari
Alt tip M2/TM M2/M1
Luminal N Deger Sayisi 48 49
Eksik Deger 10 9
Ortalama 58,77858 1,5463
Ortanca 60,00000 1,5000
Standart Sapma 9,250631 ,76653
Minimum 37,179 0,00
Maksimum 83,333 5,00
Persentiller 25 51,73950 1,0510
50 60,00000 1,5000
75 65,86600 1,9245
Liminal N Deger Sayisi 11 11
olmayan Eksik Deger 1 1
Ortalama 60,88818 1,6521
Ortanca 63,33300 1,6900
Standart Sapma 8,860514 ,53101
Minimum 41,176 ,70
Maksimum 72,000 2,52
Persentiller 25 54,00000 1,1710
50 63,33300 1,6900
75 67,30800 2,0260
Kontrol N Deger Sayisi 7 7
Eksik Deger 3 3
Ortalama 65,22943 2,0494
Ortanca 70,27000 2,3430
Standart Sapma 10,687601 ,69785
Minimum 43,284 ,75
Maksimum 72,500 2,64
Persentiller 25 59,21100 1,4520
50 70,27000 2,3430
75 72,41400 2,6250
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ylzdeleri icin kutu cizgi grafigi
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Lidminal molekiiler alt tip, liminal olmayan molekiiler alt tip ve kontrol grubu
arasinda CXCR1 H-Skoru ve CXCR1 ekspresyon ylzdesi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark vardir. (Kruskal-Wallis testi, p<0,001 ve p<0,001).

Yapilan ikili analizlerde, liminal alt tip (Ortanca=144,5330; 120,5890-161,7030)
ile kontrol grubu (Ortanca=47,8688; 86,5965-95,0928) ve liminal olmayan alt tip
(Ortanca=154,8770; 134,90-181,4120) ile kontrol grubu (Ortanca=86,5965; 47,8688-
95,0928) CXCR1 H-Skorlari arasinda anlamli fark bulunmustur (p=0,001 ve p<0,001).

CXCR1 ekspresyon vyuzdeleri igin yapilan ikili analizlerde liminal alt tip
(Ortanca=85,3930; 78,0490-90,00) ile kontrol grubu (Ortanca=54,6465; 29,7023-
60,6320) ve liminal olmayan alt tip (Ortanca=90,2770; 79,00-95,1880) ile kontrol
grubu (Ortanca=54,6465; 29,7023-60,6320) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
vardir (p=0,001 ve p<0,001).

Hem CXCR1 H-skoru hem de CXCR1 ekspresyon ylzdesi i¢in yapilan ikili Kruskal
Wallis analizlerinde, Iliminal ile liminal olmayan molekiler alt tipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,562 ve p=0.223).

Ancak ikili Kruskal Wallis analizindeki dizeltme faktorii goz Oniine
alinmadiginda, liminal ile [iminal olmayan alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli

farka yakin bir sonuc elde edilmistir (p=0,074). (Bkz. Tablo 4.30., Sekil 4.54., Sekil 4.55.)
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Tablo 4.30. Liminal alt tip, I[iminal olmayan alt tip ve kontrol grubu CXCR1 H-Skoru ve

CXCR1 ekspresyon ylizdesi

Alt tip CXCR1 CXCR1
H-Skor Yizde (%)
Liminal N Deger Sayisi 55 55
Eksik Deger 3 3
Ortalama 139,0602 80,8892
Ortanca 144,5330 85,3930
Standart Sapma 35,72547 14,33932
Minimum 51,35 36,94
Maksimum 207,92 99,01
Persentiller 25 120,5890 78,0490
50 144,5330 85,3930
75 161,7030 90,0000
Liminal olmayan N Deger Sayisi 11 11
Eksik Deger 1 1
Ortalama 156,6170 88,1793
Ortanca 154,8770 90,2770
Standart Sapma 24,94816 10,29413
Minimum 119,42 65,47
Maksimum 191,73 98,78
Persentiller 25 134,9000 79,0000
50 154,8770 90,2770
75 181,4120 95,1880
Kontrol N Deger Sayisi 8 8
Eksik Deger 2 2
Ortalama 78,6898 50,2194
Ortanca 86,5965 54,6445
Standart Sapma 29,55648 18,85220
Minimum 34,47 24,12
Maksimum 123,50 80,18
Persentiller 25 47,8688 29,7023
50 86,5965 54,6445
75 95,0928 60,6320
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4.13. Triple Negatif ve Triple Negatif Olmayan Molekiiler Alt Tipteki Hastalarin
CD133 Ekspresyon Durumu, M2/TM, M2/M1 Oranlari ve CXCR1

Ekspresyon Durumlari

LA, LB, HER2AE molekiiler alt tiplerindeki hastalar triple negatif olmayan
molekiler alt tip olarak siniflandirilarak, TN molekiiler alt tipteki hastalarla
karsilastirilmistir.

TN olmayan alt tip, TN alt tip ve kontrol grubu arasinda CD133 H-Skoru ve
CD133 ekspresyon ylzdesi agisindan istatistiksel olarak anlamh fark vardir. (Kruskal-
Wallis testi, p=0,001 ve p=0,001).

Yapilan ikili analizlerde, CD133 H-Skorlari ve CD133 ekspresyon ylzdeleri
yoninden TN olmayan alt tip (Ortanca=43,463004; 29,29700- 59,16400 ve
Ortanca=28,4620; 19,8425-41,7330) ile kontrol grubu (Ortanca=112,82900; 10,49350-
21,24650 ve Ortanca=11,9800; 7,9535-13,7705) arasinda anlamh fark bulunmustur
(p<0,001 ve p=0,001).

Ancak hem CD133 H-skoru hem de CD133 ekspresyon yilzdesi icin yapilan ikili
Kruskal Wallis analizlerinde, TN (26,29900; 22,93200-53,42900 ve 18,6490; 17,6480-
38,0000) ile TN olmayan (Ortanca=43,463004; 29,29700- 59,16400 ve Ortanca=
28,4620; 19,8425-41,7330) molekiler alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunamamistir (p=0,699 ve p=0,902). (Bkz. Tablo 4.31., Sekil 4.56. ve Sekil 4.57.)
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Tablo 4.31. TN alt tip, TN olmayan alt tip ve kontrol grubu CD133 H-Skoru ve CD133

ekspresyon yizdesi

Alt tip CD133 CD133
H-Skor Yizde (%)
TN Olmayan N Deger Sayisi 57 57
Eksik Deger 6 6
Ortalama 48,48188 31,9773
Ortanca 43,46300 28,4620
Standart Sapma 28,832280 17,02673
Minimum 5,196 3,46
Maksimum 174,110 93,91
Persentiller 25 29,29700 19,8425
50 43,46300 28,4620
75 59,16400 41,7330
TN N Deger Sayisl 7 7
Eksik Deger 0 0
Ortalama 35,53214 25,8959
Ortanca 26,29900 18,6490
Standart Sapma 20,037169 14,17503
Minimum 14,963 12,47
Maksimum 71,530 52,31
Persentiller 25 22,93200 17,6480
50 26,29900 18,6490
75 53,42900 38,0000
Kontrol N Deger Sayisi 9 9
Eksik Deger 1 1
Ortalama 17,28144 12,5846
Ortanca 12,82900 11,9800
Standart Sapma 9,746919 7,12835
Minimum 9,918 6,11
Maksimum 40,415 30,05
Persentiller 25 10,49350 7,9535
50 12,82900 11,9800
21,24650 13,7705

75
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M2/TM ve M2/M1 oranlari agisindan, TN alt tip (60,74800; 50,79400-65,92575
ve Ortanca=1,5400; 1,0533-1,9405), TN olmayan alt tip (60,74800; 50,79400-
65,92575ve Ortanca=1,50; 1,0733-2,00) ve kontrol grubu (70,27000; 59,21100-
72,41400 ve 2,3430; 1,4520-2,6250) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktur.
(Kruskal-Wallis testi, p=0.127ve p=0.135). (Bkz. Tablo 4.32., Sekil 4.58. ve Sekil 4.59.)

Tablo 4.32. TN alt tip, TN olmayan alt tip ve kontrol grubu M2/TM ve M2/M1 oranlari

Alt tip M2/TM M2/M1
TN Olmayan N Deger Sayisi 53 54
Eksik Deger 10 9
Ortalama 59,26330 1,5733
Ortanca 60,00000 1,5000
Standart Sapma 9,153507 ,74881
Minimum 37,179 0,00
Maksimum 83,333 5,00
Persentiller 25 52,44650 1,0733
50 60,00000 1,5000
75 66,66700 2,0000
TN N Deger Sayisi 6 6
Eksik Deger 1 1
Ortalama 58,36450 1,4972
Ortanca 60,74800 1,5400
Standart Sapma 9,855347 ,52431
Minimum 41,176 ,70
Maksimum 68,421 2,17
Persentiller 25 50,79400 1,0533
50 60,74800 1,5400
75 65,92575 1,9405
Kontrol N Deger Sayisi 7 7
Eksik Deger 3 3
Ortalama 65,22943 2,0494
Ortanca 70,27000 2,3430
Standart Sapma 10,687601 ,69785
Minimum 43,284 ,75
Maksimum 72,500 2,64
Persentiller 25 59,21100 1,4520
50 70,27000 2,3430
75 72,41400 2,6250
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TN alt tip, TN olmayan alt tip ve kontrol grubu arasinda CXCR1 H-Skoru ve CXCR1
ekspresyon yizdesi agisindan istatistiksel olarak anlamh fark vardir. (Kruskal-Wallis
testi, p<0,000 ve p<0,000).

Yapilan ikili analizlerde, TN alt tip (Ortanca=159,72; 140,00-181,4120) ile
kontrol grubu (Ortanca=86,5965; 47,8688-95,0928) ve TN olmayan alt tip
(Ortanca=144,5330; 120,8940-161,7030) ile kontrol grubu(Ortanca=86,5965; 47,8688-
95,0928) CXCR1 H-Skorlari arasinda anlamli fark bulunmustur (p=0,001 ve p=0,001).

CXCR1 ekspresyon vyizdeleri icin vyapilan ikili analizlerde TN alt tip
(Ortanca=90,2770; 79,00-94,4380) ile kontrol grubu (Ortanca=54,6445; 29,7023-
60,6320) ve TN olmayan alt tip (Ortanca=86,1320; 78,0490-90,5670) ile kontrol grubu
(Ortanca=54,6445; 29,7023-60,6320) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir
(p=0,001 ve p=0,001).
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Hem CXCR1 H-skoru hem de CXCR1 ekspresyon yiizdesi icin yapilan ikili Kruskal

Wallis analizlerinde, TN ile TN olmayan molekiler alt tipler arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark bulunamamistir (p=0,414 ve p=0.673). (Bkz. Tablo 4.33., Sekil 4.60. ve Sekil

4.61.)

Tablo 4.33. TN alt tip, TN olmayan alt tip ve kontrol grubu CXCR1 H-Skoru ve CXCR1

ekspresyon ylzdesi

Alt tip CXCR1 CXCR1
H-Skor Yizde (%)
TN Olmayan N Deger Sayisi 59 59
Eksik Deger 4 4
Ortalama 139,7655 81,4966
Ortanca 144,5330 86,1320
Standart Sapma 35,08031 14,18097
Minimum 51,35 36,94
Maksimum 207,92 99,01
Persentiller 25 120,8940 78,0490
50 144,5330 86,1320
75 161,7030 90,5670
TN N Deger Sayisi 7 7
Eksik Deger 0 0
Ortalama 160,7047 87,2250
Ortanca 159,7200 90,2770
Standart Sapma 25,33205 11,40910
Minimum 119,42 65,47
Maksimum 191,73 98,78
Persentiller 25 140,0000 79,0000
50 159,7200 90,2770
75 181,4120 94,4830
Kontrol N Deger Sayisi 8 8
Eksik Deger 2 2
Ortalama 78,6898 50,2194
Ortanca 86,5965 54,6445
Standart Sapma 29,55648 18,85220
Minimum 34,47 24,12
Maksimum 123,50 80,18
Persentiller 25 47,8688 29,7023
50 86,5965 54,6445
75 95,0928 60,6320
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5.TARTISMA
5.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calismamizda klinik ve patolojik olarak meme kanseri tanisi alan hastalarda ER,
PR, HER2 reseptér ekspresyonlari ve Ki67 proliferasyon indeksine gore
immunofenotipleme yapilmis ve hastalar LA, LB, HER2AE ve TN molekdiler alt tiplerine
ayrilarak karsilastiriimistir.

CGalismaya dahil edilen 70 kanser hastasinin 36’sinin LB alt grubuna, 22’sinin ise
LA alt grubuna dahil olmasi, 6nceki c¢alismalarla uyumlu sekilde, meme kanseri
hastalarinin daha c¢ok liminal molekiler alt tiplerde (LA ve LB) oldugunu
gostermistir(10,193). Literatirde en cok gorilen molekiler alt tip LA (%40) olmasina
karsin (193) ¢alismada en sik goriilen molekdiler alt tip LB’dir (%45).

Calismamiza dahil olan farkli molekdler alt tiplerdeki hastalarin yaslari arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulunamamistir (p=0.235). Ancak LA molekiler alt
tipindeki hastalarin ortanca yasi, diger gruplara gore yuksektir. Hasta gruplari icinde LA
molekiler alt tipinin diger molekiler alt tiplere gére prognozu daha iyi ve lokal
rekiirrens riski dusuktiir (194). Bu nedenle daha gec¢ yaslarda ortaya ciktigi ileri
surilebilir. Ortanca yas! en kiglk olan molekiler alt tip ise LB’dir. Hasta gruplari icinde
LB molekiiler alt tipinde olanlarin LA molekiler alt tipine gére daha geng¢ yasta tani
aldigi 6nceki calismalarla gosterilmistir (195,196).

Meme kanserinin insidansi, kadinlarda erkeklere gére 122 kat daha
yuksektir(197). Ancak ¢alismamizda meme kanseri olan erkek orani 6énceki galismalara
gore daha ylksektir. Hasta gruplari icinde 70 meme kanseri hastasinin 3’G (%3,8)
erkektir. Onceki calismalarda erkek hastalarin daha cok LA (%44-75) alt tipte oldugu
gosterilmistir (198,199). Ancak calismamizda erkek hastalar LA, LB ve TN gruplara esit
sayida dagilmistir. Ancak erkek hasta sayisi, molekdler alt tip dagiliminin anlasiimasi igin

yeterli degildir.
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5.2. Hastalarin Histopatolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Genel olarak meme kanserinin patolojisine yonelik diagnostik mikroskopik
degisiklikler tanimlanmakla birlikte, molekiler alt tiplerine ydnelik histopatolojik
degisikligi tanimlayan mikroskopik bulgular referans kitaplarda yer almamaktadir
(200,201).

Calismada yer alan farkli molekiiler alt tiplerdeki hastalara ait timor kesitlerinde
yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda, liminal alt tiplerdeki (LA ve LB)
hastalara ait meme dokusunda timor hicrelerinin ortasi limene benzer bosluklari olan
tibdler yapilar olusturduklari goézlemlenmistir. Ancak bu yapi, tim liminal grup
hastalarinda gozlemlenmemistir. Ayni molekiler alt tipteki hastalara ait timor
dokularinin gorintist farkhliklar gostermektedir. Bu nedenle timoér dokusunun
reseptér ekspresyon durumu ile morfoloji arasinda direkt iliski yoktur. Onceki
yayinlarda liminal alt tip; lobiler, mikropapiller, miisin6z, néroendokrin, pleomorfik
lobiler, tibller, osteoklastik invazif duktal ve apokrin karsinomlarla iliskilendirilmistir
(202). Luminal (LA ve LB) molekiiler alt tipleri en ¢ok duktal tiptedir (sirasiyla %73,8 ve
87,2%) (203).

HER2 asiri eksprese eden gruptaki hastalarda bag dokusu igine dissemine olmus
kiicik timor hiicresi kiimeleri ve kordonlari gérilmektedir. HER2 asiri eksprese eden
molekiler alt tipteki kanserler, yliksek grade'lidir ve invazif lobtiler, mikropapiller ve
apokrin karsinom ile iliskili bulunmustur (202,204,205). Triple negatif molekiler alt
tipindeki hastalara ait timor dokusunda hiicrelerin paralel ya da farkli yonelimlere
sahip, ince bag dokusu ile ayrilmis kordonlar halinde dizenlendigi gérilmiustir. Triple
negatif molekiler alt tipte de timoér dokusunun bag dokusu bilesenine dissemine olmus
3-4 timor hicresinden olusan kiglk timor adaciklari yapisi izlenmistir. TN molekiler
alt tipindeki kanserler icinde siniflandirilan claudin'i diisiik eksprese eden (claudin low)
molekiler alt tip, adenoid kistik, metaplastik ve medullar karsinomlarla
iliskilendirilmistir. TN molekdiler alt tipteki kanserler, yiiksek grade'li ve bliylk capta

olma egilimindedir (202,205, 206). Disseminasyon ve tiimore yayllmis kicik hicre
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gruplarinin varhgi, onceki calismalarla gosterilen HER2AE ve TN molekdiler alt tiplerinin
yuksek grade'i ve kotli prognozuyla iliskilendirilebilir.  Ancak gozlenen bu yapilar
molekiler alt tipe 6zgi degildir.

infiltratif hicreler, liiminal olmayan alt tiplerde daha yogundur ve tiimér
hiicreleriyle daha yakin iliski halindedir. Onceki calismalarda, liminal A molekiiler alt
tipteki meme kanserinin CD68* fenotipte makrofajlarla daha az infiltre oldugu
belirtilmistir (190). infiltratif hiicrelerin (istlendikleri pro- ya da antitimérijenik roller
patogenez icin 6nem tasimaktadir (207).

Calismamizda timor dokusundaki infiltratif hicrelerin ¢ogunlugunu makrofaj
morfolojisinde hiicreler olusturmustur. Benzer sekilde o©nceki calismalarda da
makrofajlarin timor kitlesinin %50'ye kadarini olusturabildigi gosterilmistir (208).
CalismamizdaHER2 ve TN molekiiler alt tiplerdeki bag dokusu, immiin sistem hiicreleri
acisindan daha zengin oldugu goriilmistiir. Onceki calismalarda, TN molekiiler alt tipte
timorle iliskili makrofaj infiltrasyonunun daha yiksek oldugu gosterilmistir (190).

Liminal molekiler alt tiplerde belirgin olmak Uzere, tiumoér kimelerinin
periferinde daha c¢ok CD133, merkezi ya da limene yakin kisimlarinda ise CXCR1
antijeninin daha siddetli eksprese oldugu izlenmistir. Onceki calismalarda meme kanseri
kok hiicresi nisinin perivaskiler bélgede oldugu gosterilmistir. Bu bulgu normal meme
dokusundaki kok hiicrelerin, alveol ve duktus bazal kompartmaninda yerlestigine dair
onceki bulgularla uyumludur (67).

CXCRY’in limene vyakin vyerlesmesi, limendeki IL-8 seviyesinin artislyla
aciklanabilir.  Bu bulgular dogrultusunda,CXCR1’'i hedefleyen ilaglarin, timor
hicrelerinin santral ya da limene komsu bdlgelerine ulagmasi, ilag etkinligi icin Gnem
tasiyabilir dislincesine varilmistir. Bu konuda yapilan c¢alismalarda benzer bulguya
rastlanilmamistir.

Lidminal molekiiler alt tiplerde CD133 ekspresyonu HERAE ve TN molekiler alt
tiplere gore daha siddetlidir. CD133+ olan dolasimdaki tlimor hiicreleri, daha c¢ok

[dminal molekiler alt tipteki hastalardan izole edilmektedir(57). CD133 ekspresyonu,
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[iminal molekiler alt tiplerde daha ¢ok bulunan meme kanseri kék hiicre tipi igin
fenotipik ozellik olabilir. Calismamizda TN molekiler alt tipte CXCR1’in daha siddetli
eksprese oldugu gorilmistir. CXCR1 upreglilasyonu, invazyon, metastaz ve ilag
direnciyle iliskilidir (156). Calismamizda CXCR1’in timor hicrelerinin sadece apikal
membran domaininde degil, ayni zamanda sitoplazmada da eksprese oldugu
gorllmastir. Benzer bir ¢alismada, prostat kanserinde apikal olmayan (sitoplazmik) IL-
8, CXCR1 ve CXCR2 ekspresyonlari, proliferasyon ve damar yogunluguyla
iliskilendirilmistir (209 ). Bu nedenle c¢alismamizda izlenen sitoplazmik CXCR1
ekspresyonunun timor hicrelerinin proliferatif 6zelliklerinden ve c¢evre dokunun

damarlanma artisi nedeniyle gézlendigi diistintGlmustr.
5.3. Hastalarin ER, PR, HER2 Durumlari ve Ki67 indeksleri

Calismamiza dahil olan LA, LB, HERAE ve TN molekdler alt tiplerdeki hastalar, ER,
PR, HER2 reseptor ekspresyonlari ve Ki67 proliferasyon indeksi agisindan
degerlendirilmistir.

Calismamizda LA ve LB gruplarindaki hastalarin ¢ogu ER ekspresyonu
gostermektedir. ER ekspresyonu olmayan liminal alt tip hastalar mutlaka PR eksprese
etmektedir. PR ekspresyonu olmayan liminal alt tip hastalar mutlaka ER eksprese
etmektedir. Liminal gruplardaki hastalar ER ya da PR’den en az birini eksprese
etmektedir. HER2AE ve TN gruplar ise, beklenilen bigcimde hem ER ve PR ekspresyonu
acisindan negatiftir. HER2AE molekiler alt tipindeki hastalarin tamami ve LB molekiiler
alt tipteki hastalarin cogunlugu (%94,4) HER2 eksprese etmektedir. HER2 eksprese
etmeyen LB grubu hastalarin Ki67 indeksleri %14’iin tzerindedir. TN molekiler alt
tipindeki hastalar ER, PR ve HER2 eksprese etmemektedir (8). Hastalarin Ki67 indeksleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark yoktur (p=0.350). En yiiksek Ki67 pozitiflik orani
(Ki67>%14) LB molekiiler alt tiptedir. Onceki benzer bir calismada en yiiksek Ki67
pozitifligi (Ki67>%14) LB molekiler alt tipinde (%77,9) izlenmistir (210). Bu veriler

dogrultusunda arastirmalarda kullanilan Ki67 indeksinin istatistiksel olarak daha iyi
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degerlendirilmesi i¢in kategorik degerden ¢ok son vyillarda kullanildigi gibi ylzde

biciminde numerik (sayisal) deger kullanilmasi daha uygun olabilir.

5.4. Hastalarin CD133, CXCR1 Ekspresyon Durumlari ve M2/TM, M2/M1

oranlan

Galismamiza dahil olan hastalar CD133, CXCR1 ekspresyon durumlari ve M2/TM,
M2/M1 oranlari agisindan degerlendirilmis, kontrol ve kanser gruplarindaki hastalar
karsilastiriimistir.

Calismamizda kanser ve kontrol grubu hastalarinin CD133 H-Skorlari arasinda
anlamli fark bulunmustur (p=0,004). Kanser gruplarinin her birinin ortanca CD133
degerleri, kontrol grubunun ortanca CD133 degerinden blylktir. Timor dokusunun
CD133* fenotipte meme kanseri kok hiicrelerinden zengin olmasi beklenen bir bulgudur
(211). Ancak galismamizda uyguladigimiz ikili analizlerde, sadece LA-kontrol ve LB-
kontrol grubu ciftlerinde anlamli fark saptanmistir (p=0,010 ve p=0,002). Calismamizda
meme kanserinin molekuler alt gruplari arasinda CD133 H-skoru agisindan istatistiksel
olarak anlamh fark bulunamazken, LA, LB ve HER2AE gruplarinin ortanca H-Skoru
degerleri TN grubuna gore belirgin bicimde yiksek bulunmustur. Bu nedenle sonraki
c¢alismalarda o6rneklem genisligi artirilarak, HER2AE-kontrol, TN-kontrol gruplari
arasinda ve TN grubu-TN olmayan kanser gruplari arasinda anlamli fark bulunabilecegi
dustinilmektedir.

Yiksek CD133 ekspresyonu, genis adezyon alani, distk proliferasyon orani ve
daha az farklanmis fenotiple iliskilidir. Bu nedenle TN molekdler alt tipte diisiik CD133
ekspresyonu saptanmis olabilir. TN molekiler alt tipte CD133 dustklGgl, anormal
fosfolipaz C beta-2 (PLC-B2) enzim ekspresyonu ile iliskilendirilebilir (211, 212). Ek
olarak calismamizda ve onceki calismalarda TN molekiler alt tipte CD133’ln niikleer
mislokasyonuna rastlanmistir (213). Gruplarin CD133 H-skorlari, CD133’lin TN olmayan
alt tipler icin bir kok hiicre isaretcisi adayi olabilecegini géstermistir. Ancak dolasimdaki

timor hicreleri ile yapilan bir ¢calismada, liminal molekiler alt tipte %90 siklikla
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CD133* fenotipteki hiicreler saptanmistir. HER2AE molekiler alt tipteki hastalarda ise
CD133* olan dolasimdaki timor hicreleri tespit edilememistir (57). Bu bulgularin
calismamizla korele edilmesine yénelik doku dagilimini tanimlayan literatiirde herhangi
bir bilgiye rastlanilmamustir.

CD133 H-skoruna ek olarak, CD133 boyanma ylzdeleri agisindan da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p=0,006). Ancak sadece LA-kontrol ve
LB-kontrol gruplarinin ortanca CD133 ekspresyonlari arasinda anlamli fark bulunmustur
(p=0,008 ve p=0,003). Kanser gruplari arasinda en yiksek CD133 ekspresyon ylizdesi
HER2AE gruba, en duisik ekspresyon yizdesi ise TN grubuna aittir. CD133 ekspresyon
ylzdelerinin karsilastiriimasi da, CD133’Gn TN olmayan meme kanseri igin koék hiicre
isaretcisi olabilecegine yonelik hipotezi desteklemektedir. Ancak ¢alismamizda CD133
H-skor ve ekspresyon yizdesine gore, TN molekiler alt tipindeki hastalarin timor
dokusunda da rolatif olarak daha disik seviyede CD133 antijenini eksprese oldugu
gorllmustir. Bu nedenle CD133’G hedefleyen monoklonal antikorlarla uygulanan
melanoma tedavilerine (214) benzer olarak tedaviden tim molekdler alt tiplerin fayda
gorecegi hipotez edilebilir.

Liminal gruplarda ve HER2AE gruptaki CD133 ekspresyon yuiksekligi, ER, PR ve
HER2 durumlariyla agiklanabilir. En yilksek ortanca CD133 H-Skoru, ER, PR ve HER2
reseptorlerinin birlikte eksprese olabilecegi LB alt tipinde gorilmistir. Endometrium
kanseri hiicre hatlarinda progestin tedavisi, CD133+ kanser kok hiicre popilasyonunu
azaltmistir (215). Over kanseri hiicrelerinde mucin 4 (MUC4) ekspresyonunun, HER2
stabilizasyonu ve CD133 ekspresyonunu indiikledigi gdsterilmistir (216).

Calismamizda kanser ve kontrol gruplarindaki hastalarin M2/TM oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,022). Ancak tiim gruplar
arasinda en yiiksek M2/TM orani, kontrol grubundadir. Kontrol grubu hastalari, kanser
gruplarindaki hastalara benzer yas grubunda secilmistir. Bu nedenle kontrol grubu
hastalari, ortanca vyasi 58 olan, postmenapozal kadinlardan olusmaktadir.

Postmenapozal meme dokusunda yag orani artip, bez yapilari azaldigindan yag dokusu
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go¢ eden monositleri ya da dokudaki makrofajlari, M2 fenotipine dogru polarize ettigi
disunidlmektedir. Benzer olarak, obez farelerin beyaz yag dokusunda,myeloid kdkenli
supresor hicrelerin arttig ve bu hicrelerin M2 fenotipindeki makrofajlari indikledigi
gosterilmistir (217,218). Bu nedenle benzer olarak bizim ¢alismamizda da kontrol grubu
M2/TM orani yiksek bulunmustur.

M2 fenotipindeki makrofajlar timor blylimesi ve metastazi artirmaktadir(179,
180). Bu nedenle ¢alismada tiim makrofajlar icinde M2 makrofaj oraninin artisinin
metastazi ve invazyonu artirdigi one slrllmistir. Calismamizda kanser gruplari
arasinda en yiksek M2/MF orani HER2AE grubundayken, en duslik oran LA alt
grubundadir. Timor dokusunda CD163* olan M2 fenotipindeki makrofajlarin ylksek
saylda bulunmasi, meme kanserinde ER negatifligi ile iliskilendirilmistir (219).
Calismamizda M2/TM oranini destekleyen bicimde en yuksek M2/M1 orani kontrol
grubu, en disuk M2/M1 orani LA alt tipindedir. Gruplar arasi anlamh fark vardir
(p=0,020). Ancak M2/M1 oraninin belirlenmesinde sadece M2 makrofajlar igin isaretgi
(CD163) kullanilmis, CD163 antijenini eksprese etmeyen makrofaj morfolojisindeki
hiicreler M1 makrofaj olarak siniflandirilmistir. Sonraki ¢calismalarda, M2 isaretcisine ek
olarak M1 isaretcilerinin de kullanimi, M2/M1 oraninin daha dogru bicimde
belirlenmesini saglayabilir. Ek olarak M2 hiicrelerinin M2a, M2b, M2c molekiler alt
tipleri bulunmaktadir (185). Sonraki galismalarda M2 makrofajlarinin molekiler alt
tiplerinin anlasilmasi ve oranlanmasi, meme kanserinin patofizyolojisinin anlasiimasinda
Onem tasiyabilir.

Calismamizda CXCR1 H-Skoru acgisindan kanser ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p=0,002). Yapilan ikili testlerde, LB-kontrol ve TN-
kontrol gruplari arasinda anlamli fark bulunmustur (p=0,002 ve p=0,002). Tim gruplar
arasinda TN grubunun ortanca CXCR1 H-Skoru degeri en yiiksektir. Triple negatif meme
kanseri hicrelerinin bliylimesinin proinflamatuar IL-6 ve IL-8 sitokinleriyle iliskili oldugu
gosterilmistir (220). IL-8 reseptor blokorii Repertaksin’den (221) tim molekiler alt

tipteki hastalar fayda gorebilir ancak en c¢ok faydayr TN molekiler alt tipindeki



126

hastalarin gorecegi hipotez olarak dne siirtlebilir. CXCR1 H-Skoruna ek olarak, gruplarin
ortanca CXCR1 ekspresyon ylzdeleri arasinda da fark vardir (p=0,001). Tim kanser
gruplarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis CXCR1
ekspresyonu vardir. Artmis CXCR1 ekspresyonu kok hiicre olma durumu, metastaz, ilag
direnci ve kotu prognozla iligkilidir (150,153, 156). Bu nedenle CXCR1 tim meme
kanseri hastalari icin hedefe yonelik tedavi i¢in bir hedeftir.

Galismamizda kanser gruplarinin CXCR1 ve CD133 antijenleri igin H-Skorlari ve
ekspresyon vyizde degerleri arasi anlamh fark ¢ikmamasinin iki nedeni olabilir.
Orneklem biyiikligi artirilarak s6z konusu iki antijen igin gruplar arasi anlamli fark olup
olmadigl arastirilabilir. Diger neden ise, kanser dokularinin CXCR1 ve CD133
ekspresyonu agisindan heterojen olmasidir (211,222). Molekdiler alt tipleri ayni olsa da,
farkl tiimor dokulari farkh siddette ekspresyon yapabilmektedir. Bu nedenle CD133 ve
CXCR1 H-Skor degerlerinde CADA (Ceyrekler Arasi Dagilim Araligl) degerleri oldukca

ylksek bulunmustur.

5.5. Hastalarin CD133, CXCR1 Ekspresyon Durumlari ve M2/TM Oranlari Arasi

iliskiler

Calismamiza dahil olan hastalarin CD133, CXCR1 Ekspresyon Durumlari ve
M2/TM oranlar arasindaki olasi iliskiler iliski yonu, siddeti ve istatistiksel anlamhhg
acisindan degerlendirilmistir.

Hastalarin CD133 ve CXCR1 H-Skorlari arasinda istatistiksel olarak anlamli, zayif
pozitif korelasyon bulunmustur(Korelasyon katsayisi= 0,249, p=0,035). Benzer bir
korelasyon hastalarin CD133 ve CXCR1 ekspresyon yizdeleri arasinda da bulunmustur
(Korelasyon katsayisi= 0,342, p=0,003). CXCR1’in timor hiicrelerinin kdk hiicre ozelligi
kazanmasi ve kok hiicre 6zelligini korunmasinda rol oynadigi 6nceki ¢alismalarla ortaya
konmustur. CXCR1’in destekledigi kanser kok hicresi fenotipleri CD44*/CD24 ve
ALDH1* fenotiplerdir (142,221). Literatirde daha 6nce korelasyon degerlendirilmesine

rastlanilmayan meme kanserinde CXCR1 ekspresyonunun CD133* fenotipini
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destekledigi calismamizda gosterilmistir. Farkli bir kanser tipi olan pankreatik duktal
adenokarsinom hastalarinda benzer bicimde CXCR1 ve CD133 arasinda pozitif
korelasyon saptanmistir (223).

Calismamizda hastalarin  CD133 ve CXCR1lantijenleri igin H-Skorlari ve
ekspresyon vyuzdeleri ile M2/TM makrofaj oranlari arasinda anlamli korelasyon
bulunamamistir. Ancak benzer bir c¢alismada timorle iliskili makrofajlardan
kaynaklanan mucin 1’in (MUC1) akciger kanseri hiicrelerinde CD133 ekspresyonunu
artirdig gosterilmistir (224). Baska bir calismada, timorle iliskili makrofajlardan
kaynaklanan IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin kolorektal kanser hiicrelerinin invazif 6zelliklerini
arttirdigi gosterilmistir (225). Bu nedenle ¢alismamizda M2 fenotipindeki makrofajlarin,
timor hiicrelerinde CD133 ekspresyonunu artiracagi ve IL-8/CXCR1 sinyal yolaginin M2
tipindeki makrofajlari  timor mikrocevresine cekecegi ongorilmistir.  Ancak
degiskenler (CD133-M2/TM ve CXR1-M2/TM) arasi istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulunamamistir. Sonraki calismalarda drneklem sayisinin genisletilmesi, M2
makrofajlarin M2a, M2b ve M2c alt tiplerinin incelenmesi ve M2 makrofajlara ek olarak
M1 makrofajlarin da immiinohistokimyasal olarak boyanarak M2/M1 oranlarinin
bulunmasi ile CD133 ve CXCR1 ekspresyon durumlari ile M2/TM, M2/M1 oranlari

arasinda anlamli iliski saptanabilir.

5.6. Hastalarin ER, PR, HER2 Durumlari ve Ki67 indekslerinin CD133, CXCR1
Ekspresyon Durumu ve M2/MF-M2/M1 Oranlaryla iliskisi

Calismamiza dahil ettigimiz hastalarin ER, PR, HER2 ekspresyonlarinin; hastalarin
CD133, CXCR1 ekspresyonlari, M2/MF ve M2/M1 oranlari ile iliskisi incelenmistir.

Calismamiza dahil ettigimiz hastalarda ER ekspresyonu ile CD133 H-Skoru ve
CD133 ekspresyon ylizde degeri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski vardir
(p=0,015 ve p=0,042). Aromataz inhibitorlerinin ER* liminal molekiler alt tipteki
hastalarda, IL-6/Notch sinyal yolagi aracili olarak CD133 ekspresyonunu artirdig

gosterilmistir (226). Calismamizda liminal molekiler alt tipteki hastalarda izlenen
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CD133 ekspresyonu vyuksekligi, ER+ olan hastalara uygulanan aromataz inhibitora
kullanim hikayesiyle agiklanabilir. Calismamizda hastalarin ER durumu ile M2/TM
(p=0,993), M2/M1 (p=0,986) oranlari ve ER ile CXCR1 H-Skoru (p=0,274), ekspresyon
ylzdesi (p=0,233) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir.
Ancak onceki bir yayinda ER negatifligi ile IL-8 asiri ekspresyonu arasinda iligki
bulunmustur, bununla birlikte galismamiza benzer sekilde CXCR1 ile ER negatifligi
arasinda iliski saptanamamistir (227). Ek olarak o©nceki bir calismada, CD163
ekspresyonu ile ER negatifligi arasinda anlaml iliski bulunmustur (219219). Sonraki
¢alismalarda M2 fenotipindeki makrofajlarin daha bulylk bir hasta grubundan elde
edilen 6rneklerde, CD68 ve CD163isaretcileriyle degerlendirilmesiyle; ER durumu ile M2
fenotipindeki makrofajlarin iliskisi daha dogru olarak degerlendirilebilir.

Calismamiza dahil edilen hastalarda gortlen PR negatifligi ile M2/TM ve M2/M1
makrofaj oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p=0,007 ve
p=0,036). PR negatifligi liminal olmayan (HER2AE ve TN) molekdler alt tiplerle iliskilidir.
Benzer bicimde daha Onceki bir yayinda meme kanseri hastalarinda timor
stromasindaki CD163* makrofajlarin, PR negatifligiyle korelasyon gosterdigi
saptanmistir (190). Liminal olmayan tiplerin prognozu daha koétudir (8,228). Bu
nedenle calismamizda, Iiminal olmayan molekiiler alt tipteki hastalara ait timor
dokusunun, timor olusumunu ve gelisimini destekleyici Ozellikte M2 tipte
makrofajlardan daha zengin olacagi ongorilmustir.

Galismamizda liminal alt tiple iliskili olan PR ekspresyonunun yine liminal alt
tiplerdeki CD133 fenotipindeki kok hiicrelerle iliskili olarak, CD133 antijeninin
ekspresyonu ile korelasyon gosterecegi ongorilmistir. Ancak calismamiza dahil olan
hastalarin PR durumu ile CD133 antijeni ekspresyonlari arasinda anlamli bir iliski
bulunamamistir (H-skoru icin p=0,794 ve ekspresyon yizdesi icin p=0,706). Ancak
Oonceki bir yayinda, invazif duktal karsinom hastalarinda PR negatifligi ile CD133
ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (229). Calismamizda PR eksprese

etmeyen HER2AE grubunda CD133 ekspresyonu yiksekken, PR eksprese etmeyen TN
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grubunda CD133 ekspresyonu dusuktiir. Bu nedenle PR negatif olan hastalar CD133
ekspresyonu agisindan heterojen bir gruptur ve PR durumu ile CD133 ekspresyonu
arasinda anlamli iligki bulunamamistir.

Calismamizda kotlu prognozla iliskilendirilen PR negatifliginin CXCR1 antijeni
ekspresyonu ile korelasyon gosterecegi ongorilmistir. Ancak calismamiza dahil olan
hastalarin PR durumu ile CXCR1 antijeni ekspresyonlari arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir (H-skoru icin p=0,367 ve ekspresyon yizdesi icin p=0,234).
Cahsmamizda CXCR1 ekspresyonunun en siddetli goruldigi grup TN’dir. Ancak
calismamizda PR eksprese etmeyen diger molekiler alt tip olan HER2AE'da CXCR1
ekspresyonu, TN kadar siddetli degildir. Bu nedenle PR negatif olan hastalar CXCR1
ekspresyonu agisindan heterojen bir gruptur ve PR durumu ile CXCR1 ekspresyonu
arasinda anlamli iliski bulunamamustir.

Calismamiza dahil olan hastalarin HER2 ekspresyonu ile M2/TM ve M2/M1
oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p=0,016 ve p=0,011).
Calismamizda HER2 eksprese eden HER2AE ve LB molekiiler alt tiplerinde M2 makrofaj
infiltrasyon orani yliksektir. Benzer bir yayinda, HER2* olan primer meme kanseri
orneklerinde CD163* hiicre sayisi yiksek olarak bulunmustur (219). Ancak ¢alismamizda
HER2 ekspresyonu ile CD133 (H-skoru icin p=0,326 ve ekspresyon ylizdesi icin p=0,527)
ve CXCR1 (H-skoru icin p=0,347 ve ekspresyon ylizdesi icin p=0,385) ekspresyon
durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir. Ancak ©6nceki bir
yayinda over kanseri hiicrelerinde MUC4 ekspresyonunun, HER2 stabilizasyonu ve
CD133 ekspresyonunu indikledigi gosterilmistir (216216). Ek olarak HER2 reseptori ve
HERAE molekiiler alt tip, onceki galismalarda siklikla ALDH1 kok hiicre isaretgisi ile
iliskilendirilmistir (25, 230 ). Calismamizda HER2 eksprese etmeyen LA ve TN
gruplarindan LA’nin  CXCR1 ekspresyonu disik, TN’nin CXCR1 ekspresyonu ise
ylksektir. Bu nedenle CXCR1 ile HER2 arasinda anlamli iliski bulunamamustir.

Calismamizda hastalarin Ki67 pozitifligi (Ki67>%14) ile CD133 ve CXCR1

ekspresyon durumu ve M2/TM ve M2/M1 makrofaj oranlari arasinda iliski



130

ongorialmustir. Calismamizda kdk hicre isaretgisi CD133’lin ekspresyonu ile timor
blylmesi ve prognozla iliskili Ki67 indeksinin (231) pozitif olmasi arasinda bir iliskinin
varhgl éngérilmistiir. Onceki bir yayinda disiik gradeli tiibiilolobiiler meme karsinomu
hastalarinda CD133 ekspresyonu ile Ki67 arasinda anlaml korelasyon saptanmistir
(232). Calismamizda invazyon ve metastazla iligkili olan (221) CXCR1’in ekspresyonu ile
Ki67 arasinda bir iliskinin varligi 6n gorilmustir. Ancak benzer bir ¢alismada gastrik
karsinomda CXCR1/2 ekspresyonu ile Ki67 arasinda anlamli iliski bulunamamistir (233).
Buna karsin, prostat kanseri hastalarinda sitoplazmik IL-8 ekspresyonu Ki67 indeksiyle
korelasyon gostermektedir (209). Ek olarak calismamizda timor proliferasyonunu
destekleyen M2 tipteki makrofajlar ile Ki67 arasinda iliskinin var olup olmadig
arastirilmistir. Onceki bir ¢calismada meme kanseri hastalarinin timér stromasindaki
CD163 hiicrelerinin Ki67 indeksiyle korele oldugu saptanmistir (190). Ancak
calismamizda Ki67 pozitifligi (Ki67>%14) ile bu parametreler arasinda anlamli iliski

saptanmamistir.

5.7. Liiminal ve Liiminal Olmayan Hastalarin CD133, CXCR1 Ekspresyon
Durumu ve M2/MF-M2/M1 Oranlan

Calismamizdaki LA ve LB molekdiler alt tiplerindeki hastalar, liminal molekiler
alt tip; HER2AE ve TN molekiiler alt tiplerindeki hastalar [iminal olmayan molekiiler alt
tip olarak siniflandirilmistir. Liminal ve liminal olmayan molekiler alt tiplerdeki
hastalar, CD133, CXCR1 ekspresyon durumlari, M2/MF ve M2/M1 oranlari agisindan
karsilastiriimistir.

Calismamizda liminal ve liminal olmayan ve kontrol hastalarinin ortancaCD133
H-Skoru degerleri ve CD133 ekspresyonu yizde degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p=0,001 ve p=0,001). Calismamizda liminal ve liminal
olmayan gruplarin ortanca CD133 H-Skorlari arasinda anlaml fark bulunamamistir
ancak liminal grubun liminal olmayan gruba gore ortanca CD133 skoru ve CD133

ekspresyon ylizdesi daha yuksektir. Calismamizda kanser gruplarina ait tiimor dokulari,
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kontrol grubuna ait meme dokusuna gére daha fazla CD133* fenotipe sahip kanser kdk
hlcresine sahiptir. Ancak calismamizda kanser gruplari arasinda anlamli fark olmamasi,
CD133’lUn liminal-liminal olmayan grup ayrimi olmaksizin kanser kok hiicresi isaretgisi
olarak kullanilabilecegini gostermistir. Calismamizdaki bulgular destekleyen bicimde,
Oonceki bir yayinda liminal, HERAE ve TN molekiiler alt tiplerin tamaminda tedavi
sonrasi dénemde CD133* olan dolasimdaki timoér hiicrelerine rastlanmistir ve
molekiler alt tipler arasinda CD133 eksprese eden dolasimdaki timor hicresi sayisi
acisindan anlaml fark bulunmamistir(57). Calismamizda liminal olmayan grup iginde
yer alan TN alt tipindeki hastalarin CD133 H-skoru ve ekspresyon yizdesi daha disuk,
HER2AE alt tipteki hastalarin CD133 H-skoru ve ekspresyon ylizdesi daha yiksek olarak
bulunmustur. Bu nedenle Iiminal olmayan grup, kendi icinde heterojen bir gruptur.
Galismamizda liminal, liminal olmayan kanser hastalarinin ve kontrol
hastalarinin ortanca M2/TM ve M2/M1 oranlari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
yoktur (p=0,082 ve p=0,093). Calismamizda liminal olmayan grupta M2 makrofaj
infiltrasyonunun daha yiksek olacagi o6ngorilmustir. Calismamizda timor
mikrogevresindeki artmis IL-8 aktivitesinin M2 fenotipindeki makrofajlarla iliskili oldugu
hipotez edilmistir(234). Ancak bulgular bu hipotezi desteklememistir. Buna karsin daha
once yayinlanan bir calismada ER* olan hiicre hatlari ve TN molekdiler alt tipteki hiicre
hatlarinin monositlerle ko-kiltiird yapilmis ve TN molekiler alt tipteki meme kanseri
hicrelerinin makrofajlari M2 fenotipine kosullandirdigi gosterilmistir (235).
CGalismamizda liminal ve liminal olmayan ve kontrol hastalarinin ortanca CXCR1
H-Skoru degerleri ve CXCR1 ekspresyonu ylizde degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark vardir (p<0,001 ve p=0,001). Calismamizda liiminal ve liminal olmayan
gruplarin ortanca CXCR1 H-Skorlari ve ekspresyon yilzdeleri arasinda anlamli fark
bulunamamistir (p=0,562 ve p=0,223) ancak liminal olmayan grubun liminal gruba
gore ortanca CXCR1H-skoru ve ekspresyon ylizdesi daha ylksektir. Calismamizda
[Gminal olmayan grupta IL-8 sinyal yolaginin daha aktif oldugu bu nedenle CXCR1

ekspresyonunun daha yiksek olacagl ongorilmustir. Liminal ve liminal olmayan
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hicre hatlarinin karsilastirildigi bir yayinda, liminal olmayan hiicre hatlarinda hipoksiye
cevap olarak IL-8 ekspresyonu saptanmistir (236). Bununla birlikte calismamizda kanser
gruplari, kontrol grubuna gore CXCR1’i daha fazla eksprese etmektedir. Bu nedenle
CXCR1 inhibitorleri (87,221) tedavide, liminal-liminal olmayan ayrimi olmaksizin meme
kanseri hastalari icin kullanilabilecegi ileri sirilebilir. Ancak liminal olmayan grubun
HER2AE ve TN alt tiplerinden olusan heterojen bir grup oldugundan otir{, TN alt grup

hastalar IL-8 inhibitérlerinden daha fazla fayda goérebilirler.

5.8. TN ve TN Olmayan Hastalarin CD133, CXCR1 Ekspresyon Durumu ve
M2/MF-M2/M1 Oranlari

Calismamizdaki LA, LB ve HER2AE molekiiler alt tiplerindeki hastalar, TN
olmayan molekiler alt tip olarak siniflandirilmistir. TN ve TN olmayan molekiler alt
tiplerdeki hastalar, CD133, CXCR1 ekspresyon durumlari, M2/MF ve M2/M1 oranlari
acisindan karsilastirilmistir.

Galismamizda TN ve TN olmayan ve kontrol hastalarinin ortanca CD133 H-Skoru
degerleri ve CD133 ekspresyonu ylzde degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p=0,001 ve p=0,001). Calismamizda TN ve TN olmayan gruplarin
ortanca CD133 H-Skorlari ve ekspresyon ylizdeleri arasinda anlamli fark bulunamamistir
ancak TN olmayan grubun TN grubuna gére ortanca CD133 skoru daha ylksektir. Ek
olarak ¢alismamizda TN olmayan grubun TN grubuna gore ortanca CD133 ekspresyon
ylzdesi daha ylksektir. Calismamizda LA, LB ve HER2AE gruplarinda CD133
ekspresyonu TN grubuna gore daha yliksektir. Bu nedenle calismamizdaCD133’lin LA,
LB ve HER2AE molekdler alt tipleri igin kok hiicre isaretgisi olabilecegi hipotez edilmistir.
Ancak 6nceki yayinlarda dokudaCD133 ekspresyonunun en yiksek oldugu molekiiler alt
tip TN (54) olarak saptanmisken, baska bir yayinda tedavi 6ncesinde CD133* olan
dolasimdaki timor hiicrelerinin en sik gorildigu grup liminal molekiiler alt tip (57)
olarak saptanmistir. Arastirmacilar tedavi sonrasi molekdler alt tipler arasinda CD133

eksprese eden dolasimdaki timor hicreleri acisindan anlamli fark olmadigini
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gostermistir. Bu nedenle arastirmacilar CD133 vyuksekliginin kemoterapi direnciyle
iliskili oldugunu 6ne stirmustir (211).

Galismamizda TN, TN olmayan ve kontrol hastalarinin ortanca M2/TM ve
M2/M1 oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,127 ve
p=0,135). TN molekiler alt tipinin invazyon ve metastaz egilimi daha yliksektir ve
prognozu daha kotudir (237). Bu nedenle cgalismamizda TN grubuna ait timor
dokusunda protiimérojenikM2 makrofaj infiltrasyonunun daha yiliksek olacagi
ongorulmustir. Ancak ¢alismamizdaki bulgular bu hipotezi desteklememektedir. Buna
karsin daha once yayinlanan bir ¢alismada TN molekiler alt tipteki hicre hatlarinin
monositlerle ko-kiltlri yapiimis ve TN molekiiler alt tipteki meme kanseri hiicrelerinin
makrofajlari M2 fenotipine kosullandirdigi gosterilmistir (235).

Galismamizda TN, TN olmayan ve kontrol hastalarinin ortanca CXCR1 H-Skoru
degerleri ve CXCR1 ekspresyonu ylzde degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark vardir (p=0,001 ve p=0,001). Calismamizda TN ve TN olmayan gruplarin ortanca
CXCR1 H-Skorlari arasinda anlamli fark bulunamamistir ancak TN grubunun TN olmayan
gruba gore ortanca CXCR1 skoru daha ylksektir. Ek olarak ¢alismamizda TN grubunun
TN olmayan gruba gore ortanca CXC1 ekspresyon ylizdesi daha yliksektir. TN molekiiler
alt tipindeki timorlerde, IL-8 ekspresyonu artmistir ve artmis interlékin 8 ekspresyonu,
invazyon metastaz ve kotl prognozla iliskilendirilmistir (151,238). Calismamizda TN
grubunun CXCR1 ekspresyonu, istatistiksel olarak anlamli olmasa da diger gruplardan
yuksektir. Bu nedenle CXCR1 inhibitorlerinden (221) en ¢ok fayda gorecek hastalarin,

TN molekiiler alt tipte olacagi hipotez edilmistir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda ayni molekiler alt tipteki hastalara ait timoér dokularinin
histolojik gorintilerinde farkhliklar goézlemlenmistir. Bu nedenle timor
dokusunun reseptor ekspresyon durumuna bagh vyapilan molekiler
gruplama ile morfoloji arasinda direkt iliski saptanmamustir.

Cahsmamizda, timor stromasina infiltre olmus hicrelerin ¢ogunlugunu
makrofajlarin olusturdugu gozlemlenmistir.

Calismamizda, liminal molekiler alt tiplerde belirgin olmak lzere, timor
kiimelerinin periferinde daha ¢ok CD133, merkezi ya da limene yakin
kisimlarinda ise CXCR1 antijeninin daha siddetli eksprese oldugu izlenmistir.
Bu nedenle CXCR1'i hedefleyen ilag molekillerinin etkinliklerinin artiriimasi
icin timor kiimelerinin merkezi kismina ulasmasi gerektigi diisinilmustir.
Calismamizda meme kanserinin LA, LB ve HER2AE molekiiler alt tiplerinin
TN molekiler alt tipe gore CD133 antijeni ekspresyonunun daha yiksek
oldugu bulunmustur. TN grubundaki CD133 ekspresyon dusuklGgu
kemoterapiye  diren¢ ve disitk differansiyasyon  derecesiyle
iliskilendirilmistir. Ancak ¢alismamizda kanser ve kontrol hastalari arasinda
CD133 ekspresyonu agisindan fark olsa da, kanser gruplari arasi istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamistir. Bu nedenle CD133’iG hedefleyen
ilaglardan tim kanser tiplerinin fayda gorebilecegi distinGlmustdr.
Postmenapozal kadinlarin meme dokusu yag dokusunda zengin ve bez
acisindan fakir oldugundan, calismamizda kontrol grubundaki hastalar M2
makrofaj infiltrasyonu acisindan en zengin grup olarak bulunmustur. Ancak
kanser gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamasina
karsin en yiiksek M2 infiltrasyonunun HERAE grupta oldugu gorilmustir.
Calismamizda kanser gruplarinin tamaminin CXCR1 ekspresyonu kontrol
grubundan yiksek bulunmustur. Ancak kanser gruplari arasinda istatistiksel

olarak fark bulunmasa da en yiksek CXCR1 ekspresyonu TN molekiiler tipte
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bulunmustur. TN molekdler alt tipteki CXCR1 ekspresyonu yiksekligi, TN
molekdiler alt tipteki hiicrelerin biylmesinin IL-6 ve IL-8 bagimli olmasi ile
iliskilendirilmistir. CXCR1’i hedefleyen ilaglardan tim kanser gruplari fayda
gorse de en ylksek faydayr TN molekiler alt tipteki hastalarin gorecegi
hipotez edilmistir.

Hastalarin CD133 ve CXCR1 ekspresyon duizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli zayif pozitif korelasyon saptanmigtir. CXCR1’i hedefleyen
tedavilerin CD133 ekspresyonunu da etkileyebilecegi disliniiimustir.
Hastalarin ER ekspresyonlari ile CD133 ekspresyonlari arasinda anlamli iligki
bulunmustur. Bu nedenle aromataz inhibitorleriyle uygulanan tedavi ile
CD133 ekspresyonunun azalacagl 6ngoériulmastir. Hastalarin PR negatifligi
ve HER2 ekspresyonu ile M2 makrofaj infiltrasyonu arasi anlamli iligki
bulunmustur. PR negatifligi ve HER2 ekspresyonu daha c¢ok HER2AE
molekiler alt tip ile iliskilidir. Calismamizda en yiksek M2 makrofaj

infiltrasyonu HER2AE alt tipindedir.
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IV- Bilimsel Faaliyetler

Yayinlar (Makale ve kitaplar):

Radiological, stereological, and microscopic evaluation of the

guality of canal fillings in oval-shaped root canals prepared with
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2016

2015

2015-

2013-
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self-adjusting file. Uzunoglu E, llgin C, Yuruker S, Gorduysus M.
Scanning. 2016 Sep;38(5):427-433. doi: 10.1002/sca.21289.
PMID: 26701128

Efficacy of Combined Use of Different Nickel-Titanium Files on
Removing Root Canal Filling Materials. Yuriker S, Gorduysus M,
Kiglkkaya S, Uzunoglu E, llgin C, Gulen O, Tuncel B, Gorduysus
MO. J Endod. 2016 Mar;42(3):487-92. doi:
10.1016/j.joen.2015.11.019. PMID: 26778268

Histoloji Laboratuvar Yardimci Kitabi, 4.Baski, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali,
Copyright©, 2016 Hacettepe Universitesi. ISBN: 978-975-491-
426-9 (Yardimci yazar)

Histology Laboratory Guide Book Second Edition, Hacettepe
University Faculty of Medicine Department of Histology and
Embryology, Copyright©,2015 by Hacettepe University ISBN:
978-975-491-413-9, Co-author

Projeler:

Timpanoskleroz Hastalarina Ait Orta Kulak Mukoza Orneklerinde
Morfolojik Bulgularin Degerlendirilmesi. Arastirmacilar:
Ars.Gor.Dr.Can llgin, Uzm.Dr.Volkan Glingor, Prof. Dr. Fevziye

Figen Kaymaz

Nazal Septum Deviasyonu ve Tek Tarafli Konka Hipertrofisi
Nedeniyle Opere Olan Olgularda Konka Rezeksiyon Materyalinde

Apoptozis incelemesi Proje Yoneticisi: Prof. Dr.Taner Yilmaz,
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2014

2014

2014

2014

2014

163

Projeye katilanlar: Prof.Dr.Sevda Mftlioglu, Ars.Gor.Dr. Onur
Erglin, Ars.Gor.Dr.Can llgin.

Kongre, sempozyum ve egitimler:
1st International Cell Death Research Congress (4-7 Mayis 2016)

THED Xlll.Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (30 Nisan-3
Mayis 2016)

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Giindi (19 Kasim 2014)
Hacettepe Writing Workshop (1-2 Ekim 2014)

Biyoistatistiksel Coziimleme Kursu (27-30 Mayis 2014)

THED XllI.Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (27-30 Mayis)

Deney hayvanlari kullanim sertifikasi (18.02.2014)



