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OzZET

Istk UNAL, Yiiksek Dereceli Over Seréz Karsinomlarinda Lenf Nodu Tutulumu
Olan ve Olmayan Olgularda Apelin ve APJ Reseptorii Doku Dagilimlarinin
Arastinlmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Uzmanlik Tezi, Ankara, 2018. Over kanseri ileri evrede tani almasi ve yliksek
mortalite oranlari nedeniyle énemli bir saglik sorunudur. En sik gorilen alt tipi olan
serdz karsinom, ileri evrede ve uzak metastaz/lenf nodu metastazi olduktan sonra
saptanabilmektedir. Lenfatik invazyon ve anjiyogenez Uzerinde etkili faktorler
arasinda sayilan ve son yillarda obezite ve diyabetle de iliskili bir adipokin olan
apelin molekilli ile reseptori APJ, ser6z over karsinomlarindaki lenf nodu
tutulumu Uzerinde etkili olabilir. Calismamizda yiksek dereceli seréz karsinom
olgularinda yas, vicut kitle indeksi, sag kalim oranlari gibi demografik veriler
yanisira timor/stroma orani, apelin ve APJ imminreaktivitesinin lenf nodu
tutulumu ile iliskisi arastirildi. Bu amacla, indirekt immuinperoksidaz yontemi ile
isaretlenen kesitlere MATLAB analizi uygulandi ve tiim veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Obez ve preobez olan hastalarda, tliimor hiicrelerinde apelin
immunreaktivitesi viicut kitle indeksi normal olan hastalardan daha siddetli olarak
saptandi. Stromadan zengin grupta lenf nodu tutulumu oraninin daha yiksek
oldugu ve sag kalim oraninin diisiik oldugu saptandi. Lenf nodu tutulumu olan ve
olmayan gruplarin her ikisinde de H-skoruna gore siddetli apelin ve orta derecede
APJ imminreaktivitesi saptandi. Gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmadi. Bu
¢alisma sonucunda ser6z karsinom olgularindan obez ve preobezlerde timor
hiicrelerindeki artmis apelin immiinreaktivitesi ilk kez ortaya konmustur. ileri evre
ser6z karsinomlarinda apelin lenf nodu tutulumu iliskisinin gosterilmesinde
stromal kompartmandaki hicrelerde de apelin /APJ sisteminin degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Ser6z over kanseri, obezite, adipokin, lenfatik invazyon,
MATLAB, apelin, APJ reseptord.

Destekleyen Kurulus: Bu ¢calisma HUTF Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi TSA-2017-13046 numarali projeden saglanan iki antikor kullanilarak
gerceklestirilmistir.



ABSTRACT

Istk UNAL, Investigation of Apelin and APJ Receptor Tissue Distributions in High
Grade Serous Ovarian Carcinoma with and without Lymph Node Involvement,
Hacettepe University School of Medicine, Histology and Embryology Specialty
Thesis, Ankara, 2018. Ovarian cancer is an important health problem because of
its advanced diagnosis and high mortality rates. Serous carcinoma, the most
common subtype, can be detected in advanced stage and after distant
metastasis or lymph node metastasis. The apelin molecule, an adipokine
associated with obesity and diabetes in recent years and its receptor APJ which
are considered to be effective factors for lymphatic invasion and angiogenesis
can both affect the lymph node involvement in serous ovarian carcinomas. In our
study, demographic data such as age, body mass index, survival rates, as well as
tumor / stroma ratio, apelin and APJ immunoreactivity in relation to lymph node
involvement were investigated in high grade serous carcinomas. For this
purpose, sections labelled with indirect immunoperoxidase method were
evaluated by MATLAB analysis and statistical analysis was performed. In obese
and preobese patients, apelin expression in tumor cells was found to be more
severe than in patients with normal body mass index. It was found that the rate
of lymph node involvement was higher and the survival rate was lower in the
stroma rich group. Severe apelin and moderate APJ immunoreactivity was
detected according to H-score in both groups with and without lymph node
involvement. There was no statistical difference between the groups. As a result
of this study, increased apelin immunoreactivity in tumor cells in obese and
preobese serous carcinoma patients was first demonstrated. In the study of
apelin and lymph node involvement in advanced stage serous carcinomas, apelin
/ APJ system should be evaluated in stromal compartment cells.

Key Words: Serous ovarian cancer, obesity, adipokine, lymphatic invasion,
MATLAB, Apelin, APJ receptor.

Supported by: This study was carried out using two antibodies obtained from the
project (TSA-2017-13046) supported by Hacettepe University Faculty of Medicine
Scientific Research Projects Coordination Unit.
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Colour deconvolution yontemi ile indirekt imminperoksidaz ile
isaretlenen kesitlerde (1-A), hematoksilen (1-B) , DAB (1-C) ve
rezidiiel alanlar (1-D) belirlendi. Rezidiiel alanlar ile hematoksilenle
boyanmis cekirdekler analiz disi birakilarak timor hiicrelerinin
sadece sitoplazma ve membranlarindaki imminreaktivite
degerlendirildi (1-E).

Gahsmada kullanilan Fuzzy C Means algoritmasi (s: Algoritm
tekrarlanma sayisi, €: esik deger, U matrisi: her drnegin pixel olarak
kiimelere olan benzerligi, V: her kiimenin orta nokta degeri)

Fuzzy C Means algoritmasina gore immiinreaktivite siddetinin 3 renk
boyutunda (RGB: red, green, blue) ve 0 (siyah) -255 (beyaz) arasinda
kiimelenmesi isleminde kullanilan skala

Fuzzy C Means algoritmasi ile immdinreaktivite siddetinin 3
kategoride siniflandiriimasi. immunreaktivite; siddetli: kirmizi, orta
siddette: mavi, hafif: yesil renk ile ifade edilecek sekilde reklendirildi
(4-B)

Serdz papiller karsinom ile infiltre over dokusu, korpus albikans
yapisi, kistik dejenere alanlar, fibrotik over dokusu izlenmektedir.
(Hematoksilen- Eozin, x 40)

Ser6z over karsinomu farkli morfolojik paternlerde izlendi. A)
Papiller, B) Mikropapiller, C) infiltratif, D) Solid patern
(Hematoksilen- Eozin, x40).

Timor iginde kanama alanlari (oklar) (Hematoksilen-Eozin, x 12,5)

Daha bilylk biylitmede timoér dokusu iginde A) nekrotik alanlar
(beyaz ok), B)hemorajik alanlar (siyah ok), farkli boyutlarda
konsantrik yapida psammom cisimleri (mavi oklar) izlenmektedir.
(Hematoksilen-Eozin, A. B: x200)

Over seroz kanserine ait orneklerde ntkleer atipi ve bizaar dev
cekirdek iceren tiimor hiicreleri izlenmektedir. (Hematoksilen-Eozin,
A, B: X400)

Timor hicrelerinde mitotik figlrler sik izlendi. A, B) Telofaz
evresinde aktif mitoz geciren timor hicreleri (siyah ok). C,D) Atipik
mitoz ornekleri (kirmizi ok) Hematoksilen X630

Lenf nodu tutulumu olan gruptan lenf digliimiine ait bir 6rnegin 151k
mikrografinda tiimor hicrelerinin subkapsiler sinlslerde yerlesimi
izlenmektedir. Lenfositler arasinda buylk atipik ¢ekirdekli timor
hiicreleri gozlenmektedir. (A, C, D- Hematoksilen-Eozin A:x 12,5,
C:X100, D: X200, B-Masson trikrom boyama x 12,5)
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Omental yag dokusu icinde infiltratif timor odaklari izlenmektedir.
(Hematoksilen-Eozin A: X12,5, B: X40)

Papiller over ser6z karsinomuna ait érnekte timor stroma iliskisi ve
stromada damarlarda konjesyon izlenmektedir. (Masson’un
trikromu A: x40, B: x100)

Lenf nodu tutulumu olan grupta A) Stromadan zengin ve B)
Stromadan fakir olan tiimér dokusu C) Lenf nodu tutulumu olmayan
grupta stromadan zengin D) Stromadan fakir olan timor dokusu
(Trikrom, A-D: x100) E) Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan
gruplarda stromadan zengin (yesil) ve fakir (mavi) olan vakalarin
dagihm grafigi (n=30). F) Stromadan zengin ve fakir olan olgularda
Kaplan Meier sag kalim grafigi.

Normal ovaryum dokusunda anti-apelin antikoru ile yapilan immin
isaretlemede A) ovaryum stromasinda B) germinal epitelde C, D)
Damar endoteli ve damar diz kasinda pozitif apelin
immiinreaktivitesi izlenmektedir. (indirekt immiinperoksidaz A:
x40, B,C, D: x400)

Normal tuba uterina dokusunda, epitelde ve stromal hiicrelerde
apelin ifadesi (indirekt immiinperoksidaz A: X400 B: X630)

Normal ovaryum dokusunda anti- APJ antikoru ile yapilan immin
isaretlemede APJ immiunreaktivitesi A) Ovaryum stromasi ve
germinal epitelde, B)Damar endotel hicrelerinde pozitif olarak
izlenmektedir. (indirekt immiinperoksidaz A, B: x400)

Normal tuba uterina dokusuna ait 6rnekte tuba uterina epitelinde
APJ immiinreaktivitesi izlenmektedir.(indirekt immiinperoksidaz
A:X200, B: X400)

A)Timér  hiicrelerinde  apelin  immiinreaktivitesi  (indirekt
imminperoksidaz x400), B)Negatif kontrol, (Hematoksilen x400),
C)MATLAB analiz programi ile imminohistokimya boyanma
siddetinin analizi (kirmizi: kuvvetli, mavi: orta siddette boyanma,
yesil: hafif boyanma)

Timor hicrelerinde sitoplazmik apelin immiuinreaktivitesi izlendi.
Lenf nodu tutulumu olan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif
siddette apelin imminreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt
immuinperoksidaz x400)

Timor hicrelerinde sitoplazmik apelin immiinreaktivitesi izlendi.
Lenf nodu tutulumu olmayan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif-
orta siddette apelin immiinreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt
immunperoksidaz x400)

TUmor hiicrelerinde pozitif APJ immiinreaktivitesi izlendi. Lenf nodu
tutulumu olan grupta A, A-1) Siddetli B, B-1) Hafif siddette AP)J
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Sekil 23.

Sekil 24.

Sekil 25.

immiinreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt immiinperoksidaz
x400)

TUmor hiicrelerinde pozitif APJ imminreaktivitesi izlendi. Lenf nodu
tutulumu olmayan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif siddette APJ
immiinreaktivitesi izlenmektedir (A,B: indirekt immiinperoksidaz
x400)

Timor dokusunda apelin immunreaktivitesi A- A-2) Lenf nodu
tutulumu olan B- B-2) Lenf nodu tutulumu olmayan gruplarda
siddetli ve orta siddette apelin immiinreaktivitesi (A-D:indirekt
immuinperoksidaz x400), C) Siddetli apelin imminreaktivitesi
ylzdelerinin  gruplar arast  dagilm grafigi D) Apelin
immunreaktivitesi i¢in gruplarda H skoru grafigi

Timor dokusunda APJ imminreaktivitesi Lenf nodu tutulumu olan
A- A-2) ve olmayan (B- B-2) gruplarda APJ immiinreaktivitesi siddetli
(A-D:indirekt  imminperoksidaz  x400), C) Siddetli APJ
immiunreaktivitesi ylizdelerinin gruplar arasi dagilim grafigi D) APJ
immiuinreaktivitesi icin gruplarda H skoru grafigi
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Ulkemizde 6lum nedeni istatistikleri, TUIK, 2016

Epitelyal over kanseri alt tiplerinin evre I/11 ve evre IlI/IV dagilimi
Viicut kitle indeksine gore obezite siniflamasi- Diinya Saghk Orgiitii
2004 verileri

Calismada kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri

Calismamizda immunreaktiviteyi belirlemede kullanilan
goriintllerin elde edilmesinde fotograflar arasi standardizasyonun
saglanmasi icin sabit tutulan pozlama (exposure), 1sik yogunlugu
(intensity) ve diyafram acikligi (aperture) degerleri

Diinya Saglk Orgiitiiniin viicut kitle indeksi ve nutrisyon durumu
siniflamasina gore hastalarin yizde dagilimlari.

Calismamizda sag kalhm, lenf  nodu tutulumu ve
immiuinohistokimyasal isaretlenmelerin analizinde kullanilan obezite
siniflamasi.

Lenf nodu tutulumu olan grupta MATLAB analizi ile belirlenen apelin
immuinreaktivitesi pixel degerleri ve toplam apelin ifadesi icindeki
siddetli, orta ve hafif immunreaktivite ylzde dagilimlari

Lenf nodu tutulumu olmayan grupta MATLAB analizi ile belirlenen
apelin immiunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam apelin ifadesi
icindeki siddetli, orta ve hafif immunreaktivite ylizde dagilimlari
Lenf nodu tutulumu olan grupta MATLAB analizi ile belirlenen AP)J
immiunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam APJ ifadesi igindeki
siddetli, orta ve hafif immunreaktivite ylzde dagilimlari

Lenf nodu tutulumu olmayan grupta MATLAB analizi ile belirlenen
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglk problemidir. Gelismis ve
gelismekte olan toplumlarda énemli bir sosyoekonomik yiike, bireylerde maddi ve
manevi kayiplara yol agmaktadir. Ulkemizde sebebi bilinen élimler siralamasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik gorilen ikinci 6lim sebebi (Tablo 1)

olmasi agisindan énemli bir toplum sagligi problemidir (1).

Tablo 1. Ulkemizde 6liim nedeni istatistikleri, TUIK, 2016

2015 " 2016

Say (%) Say (%)

Toplam 397 037 100,0 408782 100,0
Dolagim sistemi hastaliklan 159 194 401 162 876 398
iyi huylu ve kétii huylu timérler (malign ve benign neoplazmiar) 79160 19,9 80577 19,7
Solunum sistemi hastaliklan 43821 11,0 48532 11,9
Endokrin (ic salgi bezi), beslenme ve metabolizmayla ilgili hastaliklar 19 803 5,0 20330 50
Sinir sistemi ve duyu organlarn hastaliklan 19114 48 19 923 49
Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler 18 936 48 18136 44

Diger (enfeksiyon ve parazit hastaliklan, mental ve davranigsal
bozukluklar, kas-iskelet sistemi ve bad dokusunun hastaliklan vb.) 57 009 14,4 58 408 143

(r) 201S yih verileri idari kayitlarin gincellenmesi nedeniyle revize edilmistir.

Over kanseri kadinlarda ge¢ tani almasi ve yiksek olim oranlari nedeniyle
onemli bir saglk sorunudur. Kadinlarda kanser vakalarinin énemli bir kismini
olusturur. Ulusal Kanser Enstitlisi’nin (NCI) 2014 yih istatistik verilerine gore,
Amerika Birlesik Devletleri’'nde kadinlarda kansere bagl olimlerde 5. sirada yer
almaktadir(2).

Vakalarin Ggte ikisi evre Il ve IV olarak tani almaktadir. Evre Ill ve IV olan
over kanseri olgularinda 5 yillik sag kalim orani %25-30 iken, evre I-Il olan vakalarda
5 yillik sag kahm orani %80-95tir (3). Epitelyal over kanserleri tim over
kanserlerinin %90’in1 olusturur ve jinekolojik kanserler icinde en sik 6lime neden
olan kanserlerdir (4).

Lenf nodu tutulumu over kanseri olgularinda evreyi degistirmekte ve
mortaliteyi artirarak 5 yillik sag kalim oranlarini etkilemektedir. Lenfatik invazyonda
etkili olan faktorler arasinda, son vyillarda yapilan ¢alismalarda bir adipokin olan

apelin ve apelinin G protein kenetli reseptori olan APJ reseptoriiniin rol oynadigl



gosterilmistir. Altinkaya ve arkadaslari endometrium kanseri hastalarindan obez
olanlarda serum apelin diizeylerinin daha yiiksek oldugunu saptamistir (5).

Apelinin, lenfatik endotel hicrelerinde ERK ve PI3K yolaklar Uzerinden
lenfanjiyogenez ve lenfatik metastazi artirdigi, melanom hicre hatti ile yapilan
calismada gosterilmistir (6). Obezitede ve diyabette dizeyleri artan apelinin bazi
kanser gruplarinda etkisi ile ilgili calismalar mevcuttur, ancak over kanseri
patogenezinde etkisi ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.

Bu galisma; evre llI-IV yiksek dereceli over seréz karsinomlarda yas, viicut
kitle indeksi, sag kalim oranlari gibi demografik veriler ile tiimor/stroma orani,
apelin ve APJ imminreaktivitesinin lenf nodu tutulumu ile iliskisini arastirmak

amaciyla planlanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Over Kanseri

Over kanseri, dinya genelinde kadinlarda goriilen kanserler icinde yedinci

siradadir (Grafik 1). Uluslararasi

Globocan 2012 verilerine gore, 151.564 yeni tani alan vaka bildirilmistir. Bununla

Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan

birlikte kadinlarda kansere bagli 6liimlerde sekizinci siradadir (Grafik 2) (7).
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Ulkemizde de over kanseri siklik ve 8liim oranlari bu verilere benzer olmakla
birlikte, Tuarkiye Halk Saghgr Kurumu’nun yayinladigi kanser istatistiklerine
bakildiginda, 2014 yilh Tirkiye Birlesik Veri Tabani verilerine gore tim vyas

gruplarindaki kadinlarda goriilen kanserler arasinda yedinci sirardadir (Grafik 3) (8).
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Grafik 3. Tiim Yas Gruplarindaki Kadinlarda En Sik Goérilen Kanserlerin Yizde
Dagilimlari, Turkiye Birlesik Veri Tabani, 2014.

Over kanserlerinde sag kalim oranlarini belirleyen faktérler hastanin yasi,
genel durumu, timorin evresidir. Bu faktorler arasinda hastanin sag kalimini en
fazla belirleyen hastanin evresidir. Over disinda peritona, karin ici organlara ve lenf
nodlarina metastaz yapmis evre Ill ve evre IV olgularda sag kalim oranlari

dismektedir.

2.2.2 Over Kanseri Patogenezi

Over kanseri gelisiminde bircok risk faktori bildirilmistir. Bunlar arasinda 6ne
cikan ileri yas, parite ve aile oykislinin varhgidir. Artan gebelik sayisi ile over
kanseri insidansi diser. Birinci veya ikinci dereceden akrabada over kanseri olmasi,
BRCA1 ya da BRCA2 mutasyonu taslyicihgi, Lynch 2/HNPCC, nulliparite, infertilite

ve/veya fertilite ilact kullanimi, beyaz irk, postmenopozal hormon replasman



tedavisi, erken menars, ge¢c menopoz, artmis CA-125 seviyesi, sigara kullanimi
bilinen risk faktorleri arasindadir (9).

Ginlimize kadar over kanseri patogenezinde farkli teoriler 6ne strilmustdr.
Bunlar araliksiz ovulasyon teorisi, retrograd menstruasyon, siirekli gonadotropin
maruziyeti ve son yillarda 6ne siriilen tubal epitelden serdz tubal intraepitelyal
karsinom (STIC) zemininde serdz karsinom gelisimidir.

Over kanserinin hiicresel kdkeninin over ylizey epiteli oldugu 1971 yilinda
Fathalla tarafindan 6ne siruldi ve 30 yili askin stire bu goris kabul edildi (10).
Fathalla, ovulasyon sirasinda tekrarlayan hasar-tamir donglsiinin over vyizey
epitelinde kalici degisikliklere yol actigl hipotezini 6ne siirdii. Bu hipoteze gore,
ovulasyon sonrasinda bitlinligi bozulan yiizey epiteli inkluzyon kisti olusturur. Bu
inklGzyon kisti onkojen faktorlerle neoplastik transformasyona ugrar. Bu hipotez,
overde dinlenme zamani olmayan, infertil olan veya baska nedenlerle dogum
yapmamis olan kadinlarda over kanseri insidansinin daha yiksek oldugunu gosteren
epidemiyolojik kanitlarla desteklendi (11).

Retrograd mensturasyon teorisine gore uterus kavitesi ve serviksten fallop
tupleri ile overlere tasinan karsinojenlerin over kanserine neden olabilecegi 6ne
suridlmustir. Oral kontraseptif (OKS) kullanimi ile retrograd mensturasyonun
azalmasi OKS’lerin koruyucu etkisi bu teoriyi destekler. Ayrica tubal ligasyon ve
histerektominin over kanserindeki koruyucu etkisi de retrograd mensturasyon
teorisini desteklemektedir (12).

Yiksek seviyede pitliiter gonadotropinlere siirekli maruziyet over kanseri
gelisimindeki teoriler arasindadir. Folikiil stimile edici hormonun (FSH) epitelyal
over kanser hicrelerinde in vitro ortamda biylmeyi arttirdigi ve lGteinizan
hormonun (LH) kanser hiicrelerinde biylmeyi bloke ettigi ortaya konmustur.
Hipofizer gonadotropin saliniminin azaldigi gebelik ve OKS kullaniminin over kanseri
riskini distrmesi bu teoriyi desteklemektedir. Fertilite tedavisi géren hastalarda
over kanseri risk artisi da bu teoriyi desteklemektedir (9).

Daha sonra yapilan arastirmalarla BRCA1 ve BRCA2 genlerinin meme ve over

kanserinden sorumlu oldugu tespit edildiginde yiiksek dereceli ser6z karsinomun



(HGSC) hiicresel kokeni ile ilgili arastirmalar da yon degistirdi (13,14). Bu bulus
sonrasi, BRCA1/2 mutasyonu tasiyan ylksek riskli grupta over kanseri riskini
azaltmak icin reprodiktif donem gectikten sonra salfingo-ooforektomi standart bir
protokol haline geldi.

Profilaktik salfingo-ooforektomi BRCA1/2 mutasyonu tasiyan saglkli kisilerde
over ve tubalarin detayli incelenebilmesine olanak saglamis oldu (15,16). Calhismalar
ozellikle fallop tlipt epitelindeki iki hiicre tipi (sekretuar hicreler ve silli hiicreler)
icinde sekretuar hiicreler lizerine yogunlasti.

Piek ve arkadaslari, over kanseri igin yiksek riskli kisilerden profilaktik olarak
alinan tuba oOrneklerinde, sekretuar hiicrelerde normale goére daha vyiksek
proliferasyon gosteren displastik degisiklikler saptadi (15). Bu lezyonlar ¢cogunlukla
tubanin fimbrial ucunda bulundu (17). Daha sonra fallop tiplerinin daha ayrintili
degerlendirildigi SEE-FIM (Sectioning and Extensive Examining of the FIMbria)
yontemi gelistirildi (17). Bu ileri inceleme yontemi ile tubada bulunan erken seroz
karsinom prekirsorlerinin tanimlanmasi saglandi.

Serodz over karsinomu tanimi son yillarda yiiksek dereceli ser6z karsinom
(HGSC) olarak tanimlanmakla birlikte over kanseri igin yiksek riskli olan ve genetik
yatkinligi bulunan kisilerde profilaktik salfingooferoktomi uygulanmakta ve overde
neoplastik olusum saptanmayan vakalarin bir kisminda tuba epitelinde prekanseréz
oncu lezyonlar saptanmaktadir.

Daha 6nceden one siiriilen teorilerden farkh olarak giinimiizde HGSC'lerin
over ylizey epitelinden degil, cogunlukla tuba distal fimbrial u¢ epitelinden

kaynaklandigi bilinmektedir (18).

2.2.3. Epitelyal Over Kanserleri Siniflamasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2014 siniflamasina gére epitelyal over kanserleri
bes ana kategoriye ayrilmistir.
1- Yiiksek dereceli seréz karsinom (HGSC)
2- Disuk dereceli seréz karsinom (LGSC)

3- Endometrioid karsinom



4- Seffaf hiicreli karsinom
5- Misin6z karsinom
Epitelyal over kanserinin bu alt tiplerinin, platin bazli kemoterapi,
radyoterapi ve hedeflenen diger tedavilere duyarhliklari farkhdir. Ayrica ailesel
kanser sendromlari agisindan farkhlik gésterir (19).
Kobel ve arkadaslarinin 500 over kanseri vakasi ile yaptigi kohort calismasina
gore epitelyal over kanseri alt tiplerinin evrelere gore dagilimi ve gorilme sikliklari

Tablo 2. de gosterilmistir (20).

Tablo 2. Epitelyal over kanseri alt tiplerinin evre I/1l ve evre llI/IV dagilimi

Epitelyal Over Yiizde dagilim Yiizde dagilim Eaz :I/II/IIV
Karsinomu Histolojik Tipi (buttin evreler) (evre HI/IV) Oran
Yuksek dereceli seroz %68.1 %87.7 20:80
Seffaf hiicreli %12.2 %4.5 82:18
Endometrioid %11.3 %2.5 88:12
Miisin6z %3.4 %1.2 82:18
Dislik dereceli ser6z %3.4 %5.3 18:82

2.2.4. Yiiksek Dereceli Ser6z Karsinom (HGSC)

Yiksek dereceli ser6z karsinom, epitelyal over kanserleri iginde en sik
gorilen, en fazla morbidite ve mortalite ile iliskili olan kanserdir. Koébel ve
arkadaslarinin kohort calismasinda HGCS'lar LGSC’lara gore 20 kat daha fazla (HGSC
sikligl %68.1 iken, LGSC sikligi %3.4) olarak saptanmistir (20).

Disik dereceli ve vyuksek dereceli seréz karsinomlar, bu sekilde
isimlendirilmelerine ragmen ayni neoplazmin farkh dereceleri degil, tamamen farkh
iki timor tipidir. Histogenezleri, onkogenezdeki molekiler yolaklari, davranislari ve
prognozlari tamamen farkhdir.

Disik dereceli ser6z karsinomlar, benign ser6z kistadenomdan kéken alarak
borderline serdz tiimére dénisir. lyi tanimlanmis adenom- karsinom doénisimii ile

invaziv dislik dereceli ser6z karsinomlar haline gelir. LGSC’larin timinin seroz



borderline timorden gelistigi kanitlanmamis olsa da, %80’inde ser6z borderline
tiimor tanimlanmistir (21).

Yiiksek dereceli seréz karsinomlar ise serdz borderline tiimorler ile iliskili
degildir. Ginimuiizde HGSC lerin c¢ogunlukla tuba distal fimbrial uc¢ epitelinden
kaynaklandigi bilinmektedir. Serdz tubal intraepitelyal karsinom (STIC) gelisiminde,
tubal epitel hiicrelerinde cogalma ile cok kath epitel meydana gelmesi, nikleer atipi,
cekirdek/sitoplazma orani artmasi, hiicrelerde polarite kaybi gorilir ve silli
hiicrelerde kayip olur.

Yiksek dereceli serd6z karsinomlarin morfolojik degerlendirilmesinde,
timorin kendi icinde ve diger timorlerle karsilastirildiginda heterojenite gosterdigi
gorullr. Farkh yapisal paternlerin olusturdugu bir karisim olarak izlenir.

HGSC de farkli morfolojik paternler bir arada gorilebilir. Bunlar;

1-Papiller,

2-Mikropapiller,

3-Kesik-yarik benzeri (slit like)

4-Glanduler,

5-Mikrokistik/ mikroglanduler,

6-Solid veya

7-Degisici epitel benzeri 6zellikte olabilir.

Papiller vyapilar ve vyarik benzeri bosluklar HGSC'nin karakteristik
ozelliklerinden olmakla birlikte, iyi diizenlenmis glanduler yapilar da sik gérulir ve
timore psédoendometrioid bir gériinim verir.

Tumor hicreleri genellikle ¢ok az sitoplazma igerir ancak nadiren genis
eozinofilik seffaf sitoplazma igerebilir, sitoplazmalarinda vakuolizasyon veya miisin
icermeleri ile zaman zaman tash ylzik hiicresi gorinimi izlenebilir.  TUmor
hicreleri ylksek dereceli timorlerin nikleer 6zellikleri olan belirgin pleomorfizm,
ylksek mitotik indeks ve sik anormal mitotik figlrler gosterme egilimindedir. Blylk
blylutme alaninda ¢ok sayida mitoz kolaylikla secilebilir ve bizaar dev timor

hiicreleri izlenebilir. Nekroz alanlari ve psammom cisimleri sik gorilir. HGSC de



timor ici heterojenitenin fazla olmasi, epitelyal over kanserlerinin diger alt tipleri ile

morfolojik olarak ayriminda gicliige neden olabilir.

2.3 Kanser Mikrogevresi

Kanser, cevresel faktorlerin hicrelerin DNA’sinda olusturdugu degisiklikler
sonucu kontrolsiiz bélinme slirecinin baslamasi ile olusur. Ancak kanserin ortaya
cikabilmesi icin sadece kontrolsiiz ¢cogalma yetmez. Ayni zamanda invazyon ve
metastaz Ozellikleri de kazanmasi gerekmektedir. TUmor invazyon ve metastazinda
anahtar molekiillerden biri ekstraselliler matriks (ECM) elemanlaridir.

Ekstraseliiler matriks, organizmalara yapisal destek saglayan, proteinler ve
proteoglikanlar iceren hiicre proliferasyonu, farkllasmasi ve gocl, doku
morfogenezisi gibi pekcok biyolojik aktivitede etkili karmasik ve dinamik bir
olusumdur. Sarekli yapim ve yikim halindedir.

ECM vyeniden diizenlenimi organ homeostasisi ve fonksiyonlari icin siki bir
sekilde kontrol edilir. Patolojik kosullarda dokularda bir dizi timorojenik olaylar
izlenir. Aktive olmus kanserle iliskili fibroblastlar olusur (CAFs). Anormal ECM
uretimi ¢evredeki epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve bag doku hicreleri tzerine
etki eder. Bunun sonucunda epitel hiicrelerinde hiperplazi goruliir. Daha ileri
evrelerde mediatorler araciligiyla timor alaninda toplanan immin sistem hicreleri
kanser gelisimini uyarir (22). Vaskiiler biyoloji tizerine etkiler ortaya ¢ikar ve timor
iliskili anjiyogenez gorillr. Bu timoér damar yapilanmasi timor hiicrelerinin damara
invazyonu ve uzak alanlara metastazi ile iliskilidir. Uzak alanlara ulasan timor
hicreleri dolasimdan ayrilir ve dokulara yerlesir. Kanser hiicreleri, stromal hiicreler
ile ECM duzenleyici enzimleri sentezlemeye baslar ve lokal metastatik nis olusur.
Anormal nis timor hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar ve proliferasyon igin ortam
olusturur.

Daha sonraki asamalarda kanser hicreleri uyurken uyaniklik haline gecer,
anormal ECM anjiyojenik anahtari acar (primer timor alanindaki mekanizma gibi)
boylece kanser hiicrelerinin hizla blylmesi, mikrometastaz alaninin genislemesi ve

makrometastaz haline dénmesini saglar (23).
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ECM, timor bliyimesi ve yayilimini dnlemek icin primer bariyer gorevi goriir.
Kanserin invazyon ve metastaz yapmasi i¢in ECM’in yikilmasi gereklidir. Kanser
hicreleri, bu bariyeri agsmak igin proteinazlari kullanirlar. Proteinaz enzimlerden olan
matriks metalloproteinazlar (MMP) sadece bazal membran yikimi ve stromal
invazyondan sorumlu degildir, ayni zamanda biylme faktérleri salinimini saglar.
Agiga cikardiklari kollajen yikim Urinleri ve proteoglikanlar kemotaksi, anjiyojenez
ve timor blaylimesinden sorumludur (22).

Timor hicreleri ve stromada bulunan immin yanit hicrelerinin
etkilesimleri, ayni taniyi alan hastalar arasinda farkli klinik yanitlara neden olabilir ve
timor hiicrelerine kanser mikrogevresinde bulunan immun yanit hiicrelerinin cevabi
farklihk gosterebilir. Anormal ECM Uretimi hastaligin prognozunu etkileyebilir.

Literatlirde tUmor/ stroma oraninin prognozla iliskilendirildigi ¢alismalar
mevcuttur. Chen ve arkadaslari epitelyal over kanserleri vakalar arasinda stromal
kompartmandan zengin olanlarin daha ileri evrede saptandigini, rekirrens
oranlarinin yiksek oldugunu, lenf nodu metastazi oranlarinin stromal kompartmani
az olan vakalara gore daha yiksek oldugunu saptamistir (24). Meme kanseri
olgularinda stromal kompartmandan zengin olanlarda sag kalim oranlarinin distk
oldugu ve rekilrrens oranlarinin yiksek oldugu bildirilmistir (25). Wang ve
arkadaslari 6zefagus squamoz hicreli karsinomlarinda stromal kompartmandan
zengin olanlarda sag kalim oranlarinin disik oldugunu saptamis ancak

¢alismalarinda lenf nodu tutulumu ile iliski saptamamustir (26).

2.4 Lenfatik invazyon ve Lenfanjiyogenez

Over kanserlerinde hastanin sag kalimini en fazla belirleyen hastanin
evresidir. Over disinda peritona, karin i¢i organlara ve lenf nodlarina metastaz
yapmis evre lll ve evre IV olgularda sag kalim oranlari dismektedir. Bélgesel veya
sentinel lenf nodlarinda (SLN) timor hicrelerinin varligi, hastalik ilerlemesi, kot
prognoz ile iliskili oldugu ve ¢cogu zaman uygulanacak tedavi yontemini belirledigi

icin klinik 6nem tasir (27).
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Lenf nodlari, bir¢gok solid timoérde kanser metastazi igin baslangig
bolgeleridir. Lenfatik metastaz daha onceden belirtildigi gibi tamamen pasif bir
sire¢ degildir. Lenfatik damarlara timor hicrelerinin gegisi, lenfatik damarlar
yoluyla tasinmasi, bu damarlarin drene oldugu lenf nodlarina timor hicrelerinin
ekimi ile sonuglanan ¢ok basamakli ve hiicrelerin aktif olarak rol aldigi bir stregtir
(28). Kanser biyolojisinde lenf nodu metastazindaki karmasik siireci anlamak icin cok
sayida arastirma yapilmis ve hiicresel degisiklikler yaninda pek ¢cok molekiiler sinyal
yolaginda degisiklikler saptanmistir. Bu degisikliklerden bazilari lenfanjiyogenez,
immunsupresif hicrelerin metastatik alanda artisi, kemokinler ve sitokinlerin

salinimi ve lenf digliminde damar yeniden olusumudur (29).

2.4.1. Lenfanjiyogenez:

Dokularda bulunan lenfatik damarlar, hiicreler arasi siviyi emen ince duvarli
damarlardir. Bu damarlar, gozenekli yapida olup, endotel mikro valvleri igerir.
Aralikh bazal membrana sahiptir. Perisit ve diiz kas eksikligi nedeniyle hiicreler
tarafindan kolayca gecilebilirler (30). Doku homeostazi, sivi dengesi, bagisiklik
fonksiyonu, beslenme ile alinan lipidlerin emilmesi ve tasinmasinda 6nemli rol
oynayan damarlardir. Lenfatik endotel hiicreleri, LYVE-1, Proxl, podoplanin (gp38),
VEGFR-2, VEGFR-3, noropilin-2, anjiyopoietin-1 ve CCL21 molekiler belirteclerini
ifade etmektedir.

ilk olarak dokuda kér ug olarak baslayan lenf damarlari, lenfatik siviyi
afferent lenfatiklerle lenf nodlarina, lenf nodundan ciktiktan sonra efferent lenf
damarlarina, daha sonra biyik toplayici lenfatik damarlara, son olarak da kan
dolasimina tasir (31). Normal fizyolojideki rollerine ek olarak, lenfatik damarlar,
inflamasyon ve kanser gibi patolojik kosullarda kritik 6neme sahiptir. Kanser gibi
patolojik kosullarda, timoér mikro ortaminda timor hicreleri veya diger hiicreler
tarafindan salgilanan blylime faktorleri, kemokinler ve diger sinyal molekillerine
yanit olarak lenfatik damarlar ve lenf nodlarinda yeniden yapilanma meydana gelir

ve bu silirec de hastaligin ilerlemesine neden olarak prognozu etkiler (32).
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Hizla blylyen solid tlimorlerin karakteristik bir 6zelligi, timori cevreleyen
lenfatik ag1 artirmalaridir. Bununla birlikte, fonksiyonel lenfatik damarlar solid
tiimorlerin periferinde yerlesmis olarak bulunur (33). Bu meme kanseri ve melanom
hastalarinda bildirilmistir. Tum&r merkezindeki lenf damarlarinin fonksiyonel agidan
yetersiz olmasi, timor icindeki sivi basincini artirarak sentinel lenf nodlarina lenf
akimini artirir (34).

Benzer bir gozlem, deneysel fare kanser modellerinde lenfanjiyojenik
biylme faktoérleri VEGF-C ve VEGF-D'nin asiri ekspresyonunun, timor periferinde
lenfatik damarlarin olusumunu ve lenf nodu metastazini artirdigini gostermistir (35).
VEGF-C ayrica lenfatik endotelde CCL21 ekspresyonunu artirir, boylece CCR7 +
timor hicrelerinin lenfatik girisini arttirir (36). Tumor kaynakli VEGF-C / D, toplayici
proksimal lenfatik damarlarin kasilmasini artirarak, lenf akisini ve potansiyel timor
hiicre yayihmini artirabilir (37).

Lenfatik damarlar tiimér trombisi nedeniyle tikandiginda, kollateral lenfatik
damarlarin olusumu ile lenfatik kapasitenin azalmasini telafi edebilir (38).

Son zamanlarda, popliteal lenf nodu lenfadenektomisinin, 6nceden mevcut
kollateral lenfatik damarlar yoluyla inguinal lenf nodlarina alternatif lenf drenajina
yol actigi gosterilmistir. Lenfadenektomi sonrasi drenaj paternlerinin degiserek
kanser metastazinin farkh bir lenfatik drenaj yolu izleyebilecegi gosterilmistir(39). Bu
sonuglar, bolgesel lenfadenektomilerin tim lenf nodu metastazlarini ortadan
kaldirmak igin yeterli olup olmadigi sorusunu gilindeme getirmektedir, ¢lnki

alternatif lenf nodlarina yeni ulasim yollari mevcut olabilir

2.4.2. Premetastatik Nis Olusumu:

Pre-metastatik lenf nodlarina iliskin yapilan ¢alismalarda lenfanjiyogenez ve
lenf akiminda artis (40), yiksek endotelyal venillerin (HEV) yeniden yapilanmasi
(41), miyeloid hucrelerin ortama ¢agirilmasi ve efektér lenfosit sayisinin ve/veya
fonksiyonun azaltilmasi gibi degisiklikler saptanmistir.

Fare kanser modeli ve kanser hastalarinda HEV duvar kalinliginin azalmasi ve

ince duvarl damarlarin ¢apinda artis saptanmistir (41).
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Damarlarin yeniden sekillendirilmesine ek olarak, lenf nodlarinda bagisiklik
hiicresi ve stromal hiicre poplulasyonlari artar ve blyilk olclide immiinostpresif
sitokinlerden zengin bir ortam olusur. Birgok ¢alismada gligli immiin slpresif etki
gosteren IL-10'un sentinel lenf nodlarinda diger lenf nodlarina goére daha fazla
salgilandigi gosterilmistir (42).

Primer timor ve / veya lenf dugiimlerinden salinan TGF-B, GM-CSF ve PGE2
gibi diger immiinosupressif sitokin ve molekiller SLN'nin timor hiicrelerine yanitini
etkileyebilir. SLN'ler, primer timor boyutunda bir artis ile birlikte giderek daha fazla
immin supresif hale gelir (43). Hem primer timoér, hem de SLN'lari immunosupresif
sitokinlerin kaynagi haline gelir. Kan dolasimindan premetastatik lenf nodlarina
caginlan timor iliskili makrofajlarin da bulundugu miyeloid kokenli hiicreler ve
stromal hiicrelerin sayisinin artisi, bu bolgedeki timor hicrelerinin biylimesini ve
cogalmasini kolaylastiran imminosipresif bir mikrocevre olusturur (44). Son
calismalar, CD8 + T hiicrelerinin, timor hiicrelerinin kolonizasyonunu 6nlemek icin
potansiyel bir mekanizma olarak SLN'lerdeki miyeloid hiicreleri o6ldurebildigini

gostermektedir (45).

2.4.3. Tiimor Hiicrelerinin Lenf Noduna Ulagmasi

Lenfatik damarlara girdikten sonra, kanser hiicreleri hipoksik bir ortamla
karsi karsiya kalir. Lenfatik damarlarda oksijenin bulunmasi, doku tipi, lenfatik
endotelin metabolik aktivitesi ve dokudaki kan damarlarina yakinhgina baghdir.

Normal fizyolojik kosullar altinda timoér hicrelerinin lenf nodunda ilk
ulastiklari bolge olan subkapsuler sinlis (SCS) kan damarlari ve eritrositlerden
yoksun oldugundan, oksijen miktari yetersizdir (46). SCS'deki timor hicreleri,
parakorteksdeki damarlardan uzakta bulunur. Hipoksik bir c¢evre ile
karsilastiklarinda, hiicreler ya diisiik oksijen miktarina uyum saglayabilir ya da kan
damarlarina go¢ ederek, oksijen ve gerekli besin ihtiyaglarini kan damarlarindan
temin ederek hayatta kalabilir (47). Hipoksik kosuldaki timor hiicreleri ve konakgi
hiicreler, VEGF gibi proanjiyojenik faktorleri lireterek, anjiyogenezi saglar ve lokal

hipoksiyi ortadan kaldirmaya calsirlar (48).
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Hipoksik kosullardaki timor hicreleri, anaerobik glikoliz igin iligkili genlerin
ve glikoz tagiyicilarinin ekspresyonunu artirarak hipoksik ¢cevrede uyum kapasitesine
sahiptir. Lokal normoksik hiicreler ise elde edilen laktati enerji kaynagi olarak
kullanabilirler (49).

Hipoksi'nin timor hiicresi metabolizmasi Uzerindeki etkilerine ilaveten,
kronik hipoksik bir ortamin daha agresif ve metastatik klonlari sectigi gosterilmistir
(50). Bu secim ve adaptasyon, parankim icindeki kan damarina invazyona kadar
kanser hiicrelerinin subkapsiler sinuste hayatta kalmasini saglayabilir.

Alternatif olarak, mikrometastatik lezyonlar, avaskiler subkapsiler sinuste
iken duragan hale (dormancy) girebilir. Bir "anjiyojenik gecis" i indiiklemek yerine,
timor hicreleri, kan damarlarinin bulundugu lenf nodu parankimini isgal ederek bu
duragan uyku halinden kurtulabilir.

Parankim invazyonu icin molekiler tetikleyiciler iyi anlasilamamistir, ancak
kemokinler bir bilesen olabilir (51). Kemokinler, spesifik G-protein birlesimli
reseptorlerle birleserek hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve migrasyonunu
indikleyebilen sitokin benzeri molekiillerin siper aileleridir. Kemokinler, lenf
digimindeki immiin hicrelerin migrasyonu, cogalmasi ve olgunlasmasinda kritik
rol oynarlar. Kemokinler, kanser hiicrelerinin birincil bélgedeki lenfatik damarlara
invazyonunda ayrica metastatik timor hicrelerinin de kan veya lenf damarlarini
istila ettikten sonra ikincil metastatik bolgelere ulasmasini saglayabilir. Muller ve
arkadaslarinin yaptig bir ¢alismada bazi insan meme kanseri hiicrelerinin, normal
meme epitel hicreleriyle karsilastirildiginda CXCR4 ve CCR7 gibi bircok kemokin
reseptorinin artmis ekspresyonu gosterdigini ve bunun lenf digliimlerine metastaz
yapabilme yetenekleri ile iliskili oldugunu gosterdi (52). Bu reseptorler araciligiyla
sinyallesme meme karsinom hicrelerinde aktin polimerizasyonunu ve psddopod
olusumunu arttirarak, motilite artisina ve invaziv fenotip kazanmalarina neden olur.
Bu reseptorlerin ligandlari, lenf nodu mikro ortaminda eksprese edilir ve kanser
hucreleri icin glcli kemoatraktan sinyal gorevi gorebilir. Son zamanlarda, CCL1 /
CCRS8, kemokin reseptor sinyal yolaginin melanoma timor hicrelerinin lenf nodu

parankimine girisi icin 6nemli oldugu saptandi. CCL1, lenf digliminin subkapstler
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sinlstinde lenfatik endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve bu organa CCR8 +
timor hiicresi girigini kolaylastirir. Bu yolun engellenmesi, timor hicresinin afferent
lenfatik damardan lenf noduna girmesini 6nemli derecede inhibe etmistir (51). Bu
¢alismalar birlikte ele alindiginda, kemokin reseptdr sinyallegsmesinin, timor
hiicrelerinin subkapsiiler sints ve lenf nodu parankimi icine aktif tasinmasinda
hayati bir rol oynadigini géstermektedir. Belirli bir kemokinin, timor hiicresinin
sentinel lenf noduna girisini veya cikisini dizenleyen 6nemi muhtemelen lenf
digimindeki o molekilin ekspresyon seviyesine ve kanser hiicreleri lizerinde
reseptorinin varhigina baghdir. Kemokin sinyalizasyonunu timor hicrelerinin lenf
diglimunidn subkapsiler sinlstine cekilmesi icin direkt bir roliiniin yaninda, bu
molekiller immiin sistem hicrelerinin kemotaksisinde de énemli rol oynar ve lenf

digiiminde pro-timoral bir mikro ¢cevre kurmada rol oynayabilir.

2.4.4. Tiumor Hiicrelerinin Lenf Nodunda immun Yanittan Kagisi

Lenf duglimleri, yabanci, patojenik veya organizmanin kendi antijenlerinin
biriktigi bagisikhk dizenlenme alanidir. Lenf digiminde antijen yukli dendritik
hiicreler (DC'ler) ve efektor T lenfositleri arasindaki etkilesimler, yabanci ve patojen
antijenlere karsi kazanilmis immiin yanitlari saglar.

Lenf diglimindeki immin mikro cevre, U¢ ana hiicre popilasyonundan
olusur: stromal hiicreler, miyeloid hiicreler ve lenfoid hiicreler. Myeloid hicreler
makrofajlardan ve dendritik hicrelerden olusurken, lenfoid hiicreler T ve B
lenfositleri ile temsil edilir. Stromal htcreler, retikiler hiicreler, kan hiicreleri ve
lenfatik endotel hiicrelerinden olusur.

Kronik inflamasyonda; aktive olmus lenfatik endotel hiicreleri nedeniyle
dendritik hiicre maturasyonunu bozulur. Bunun sonucunda T lenfosit aktivasyonu ve
proliferasyonu bozulur. Timor hicrelerinin immiin yanittan kagisina neden olur.
Lenfatik endotel hiicreleri CD8 + T lenfositleri uyaracak molekillerden yoksundur.
Ylzeylerinde kuvvetli sekilde inhibitor ligand olan PD-L1 (Programmed death-ligand
1) ifadesi gosterir. Bu ligandin etkilesimi T hiicrelerinde apopitoza neden olur. Ayrica

T lenfositte Bcl-2 gen ifadesini azaltarak proliferasyonu azaltir. Timor hiicrelerine
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yanit verecek lenfositlerin bu sekilde baskilanmasi timoér hicrelerinin immiin

yanittan kagisina neden olur.

2.5 Obezite ve Kanser

Obezite diinya genelinde énemli bir saglik sorunudur. Diinya Saghk Orgiit
2004 yilinda viicut kitle indeksi (BMI) hesaplanarak obezite igin sinir degerleri
belirlemis (Tablo 3) ve obezite ile miicadele icin gerekli yasam tarzi degisikliklerine

dikkat cekmistir.

Tablo 3. Viicut kitle indeksine gére obezite siniflamasi- Diinya Saglik Orgiitii 2004

verileri
Viicut Kitle indeksi (BMI) (kg/m2) Siniflama
18.5 altinda Zayif
18.5-24.9 Normal kiloda
25.0-29.9 Sisman- Obezite dncesi
30.0-34.9 Obezite I. derece
35.0-39.9 Obezite Il. Derece
40 (zeri Obezite Ill. derece

Obezite iliskili hastaliklarin sikligi son yillarda artmaktadir. Tim kanserlerinde
%20 sinin asirt vicut agirhg ile ilgisi oldugu dustnilmektedir (53). Amerika’da
epidemiyolojik arastirmalar yliksek BMI olanlarin ortalama BMI olanlara goére
kanserden 6lim oranlarinin daha yiksek oldugunu gostermektedir (54). Prostat
kanseri, kolorektal karsinom, meme kanseri, over kanseri, endometrium kanseri ve
pankreas kanseri gibi bircok kanserin olusumunda artmis yag orani ile iliski
saptanmistir (55).

Meme, uterus korpusu ve over gibi kadin kanserlerinde en 6nemli risk
faktorlerinden birisi de obezitedir. Obezitenin etken oldugu kanserler daha ¢ok
kadinlari etkilemektedir. Bu nedenle obezite ile iliskili kanserlerin 6riintlisi
incelendiginde kadinlarda kanser insidans hizi erkeklere goére yliksek olarak

gorilmektedir (Grafik 4).
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Grafik 4. Obezite ile iliskili Kanserlerin Yasa Standardize insidans Hizlarinin Cinsiyete
Gore 2010-2014 Yillari Arasindaki Dagilimi (Tirkiye Birlesik Veri Tabani,
2010-2014) (Dunya Standart Nufusu,100.000 Kiside) (56) (Kadinlar icin
ozofagus, kolorektal, safrakesesi, pankreas, meme, uterus korpusu, over,
bobrek; Erkekler icin 6zofagus, kolorektal, pankreas, bobrek tliimorleri
degerlendirilmistir.)

2.6 Yag Doku, Adipokinler ve Kanser

Adipoz doku endokrin, metabolik, immiin diizenleyici gorevleri olan
kompleks bir organdir. Adipokin ve adipositokin denilen, otokrin, parakrin ve
endokrin etki gosteren 20 den fazla hormon ve sinyal molekili salgilar.

Normal kosullarda yag dokudan salinan adipositokinler fizyolojik
mekanizmalari dizenler, istah, enerji metabolizmasi, lipid metabolizmasi, glukoz
dengesi, insulin duyarhligi, kan basinci ve inflamatuvar olaylarda etkilidir. Obezitede;
yag hicrelerinde hipertrofi ve yaygin sekilde yag depolanmasina neden olan
hiperplazi ile mikrogevre bozulur ve fizyolojik stirecler etkilenir (57).

Adipoz kaynakli hormonlar, biylime faktorleri ve pro-inflamatuar sitokinler:
Leptin, Adiponektin, Apelin, Visfatin, Resistin, Chemerin, Omentin, Nesfatin, Vasfin,
Sitokinler; (IL-6, TNF-a ve IL-1R), buyime faktorleri NF-kB transkripsiyon faktoridir.
NF-kB transkripsiyon faktoéri antiapopitotik gen ekspresyonu ile hiicre

proliferasyonu, anjiyogenez, metastazda iliskili oldugu gosterilmistir. IL-6 ise stat3
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Uzerinden timor gelisimi Ozellikle kolit ile iligkili kolon kanserlerinde etkili oldugu
saptanmistir (55) Obez hastalarda hem plazma apelin hem de insilin seviyeleri

oldukga yliksektir (58).

2.7 Apelin ve APJ Reseptorii

Apelin, Tatemoto ve arkadaslari tarafindan 1998 yilinda tanimlanmis, 36
aminoasit iceren biyoaktif bir peptiddir (59). G proteini bagh APJ reseptoriinin
endojen ligandidir.

Apelin blyuk oranda yag hiicrelerinden salinir. Fizyolojik aktif formu apelin
36’dir. Daha potent olan endojen formu ise apelin 13’tir. Apelin geni olan APLN
(Xg25-g26.1), X kromozomu uzun kolu {zerinde bulunur ve preproapelin
sentezinden sorumludur. Preproapelin boliinerek apelin fragmanlari olusturur.
Apelin 36, 13, 12, 17 olarak tanimlanan apelin fragmanlari mevcuttur. Piroglutamat
ile bagh form olan (Pyrl)apelin-13 ekzopeptidaz yikimindan korunur ve insan
plazmasinda en fazla bulunan apelin izoformudur (60).

insanlarda apelin reseptérii APJ, G protein-bagli reseptordiir ve gen sembolii
APLNR’dir (61). G protein-bagh reseptorler (GPCRs) bir¢ok molekdil tarafindan aktive
edilir. Noropeptidler, polipeptid hormonlar, biyoaktif aminler, lipidler, nikleotidler
ve iyonlar. Klasik olarak membrani 7 kez kat eden yapidan olusmuslardir ve memeli
genomunun en genis ve en fazla gesitlilik gosteren gen ailelerinden birini olusturur
(62). Apelin ve membrani kat eden reseptori olan APJ'nin etkilesimi, hiicre icinde
sitoplazmada PI13K ve AKT yolaklarini aktiflestirerek son olarak ¢ekirdekte jun ve fos
transkripsiyon faktorleri tGzerinden proliferasyonu uyarir (6) hiicre gocina artirir,
apoptozu baskilar (60).

Apelin/APJ sistemi viicutta genis bir dagilima sahiptir. Bliylik oranda yag
hicrelerinden salinmasinin yaninda, beyin, kalp, akciger, bébrek, mide, damarlar,
adipoz doku ve overlerde ekspresyonu gosterilmistir(63), (64), (65).

APJ ve apelin homeostatik dlizenlenimde birden fazla fizyolojik yanitin
anahtar aracilari olarak iliskilendirilmistir. Kalp - damar fizyolojisi, kalp gelisimi,

damar diiz kas hiicre proliferasyonu, enerji metabolizmasi, néroendokrin stres
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yaniti, agri kontrolli ve sivi dengesi gibi fizyolojik olaylarda etkili oldugu gibi, kalp
hastaliklari, diabet, obezite ve kanser gibi patolojik olaylarda da etkisi lzerine
yayinlar mevcuttur.

Leeper ve arkadaslari fare monositlerinde ve makrofajlarinda APJ reseptori
ekpresyonunu gostermistir. Bu da makrofajlarin APJ reseptort yoluyla apelin ile
uyarildigini gostermektedir. Peritoneal makrofajlardan salinan bazi sitokin (IL-6,
MCP-1) ve kemokinlerin apelin etkisi ile diizeylerindeki farkliliklar gozlenmesi

apelinin inflamasyonda da etkili olabilecegini gostermektedir (66).

2.7.1 Over Dokusunda Apelin ve APJ Reseptorii

Adiposit kokenli bir hormon olan ve enerji metabolizmasi, sivi dengesi gibi
fizyolojik olaylarda etkili oldugu gosterilen apelinin, kadin genital sistem
fonksiyonlari ile de iliskili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir.

Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda Rak ve arkadaslari domuz over dokusunda
gelismekte olan folikiillerde, folikiliin ¢api ile orantili olarak folikil sivisindan izole
edilen apelin miktarinin arttigini goéstermistir. Arastirmacilar granulosa ve teka
hiicrelerinde ve domuz oositlerinde apelin varligini, hiicre zarlarinda ve zona
pellusidada APJ reseptoriiniin kuvvetli pozitif oldugunu gostermistir (67) .

Sigir over dokusunda, folikillerin teka hiicrelerinde apelin ve APJ reseptori
ekspresyonu ve granuloza hiicrelerinde APJ reseptori ekspresyonu izlenmistir. Teka
hiicrelerinde apelin ve APJ reseptorii ekspresyonunun LH ile arttigi saptanmistir.
Granulosa hicrelerinde APJ reseptorii mRNA sinda artisin folikiler atrezi ile iliskili
oldugu saptanmistir (64).

Ovarian steroid sekresyonu (zerine vyapilan c¢alismalarda Roche ve
arkadaslari apelinin insan granuloza hicrelerinde progesteron (P4) sekresyonunu
uyardigini gostermistir (68)

Antral folikillerde, follikiil genislemesi ile birlikte follikiil sivisinda apelin
konsantrasyonu ve APJ reseptori ifadesi artar ve genislemis foliklllerde apelin

miktari en fazla saptanmistir (65).
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Over folikillerinde progesteronun, sigir granulosa hticreleri kiltiriinde, APJ
ekspresyonunu artirdigi ve LHIn kiltirde teka hiicrelerinde apelin ve APJ
ekspresyonunu uyardigini gostermistir. Bu bulgular apelin/APJ sisteminin over
foliklilogenezinde, follikiil secimi ve baskin folikiilin belirlenmesinde etkili

olabilecegini diislindiirmektedir (64).

2.7.2 Apelin/ APJ Sistemi ve Anjiyogenez

Apelinin damar olusumunu artirmasi ve kardiyovaskuler sistem Uzerine
etkileri ile ilgili yapilan calismalarda Kasai ve arkadaslari 2004 yilinda apelinin
anjiyojenik bir faktor oldugunu gostermistir(69). Kalin ve arkadaslari hiicre
kiltiriinde apelinin primer insan endotel hiicrelerinde kemotaktik etkisi oldugnu,
Xenopus embriyolarinda damar gelisiminde etkili oldugunu gostermistir (70). Ayni
yillarda endotel hiicreleri icin mitojen oldugu (71) ve kurbagalarda kalp gelisiminde
etkili oldugu (72) , (73) ve fare kan damarlarinin olusumu icin gerekli oldugu
gosterilmistir  (74). Apelin knockdown farelerde retinal damarlarin gelisimi
yetersizdir ve apelin hipoksi ile uyarilmis retinal anjiyogenezis icin gereklidir (69).

Ayrica karaciger sirozunda ve portal hipotansif sicanlarda splanknik
neovaskularizasyon ve portosistemik kollateralizasyonda apelinerjik sistemin etkisi
gosterilmistir (75) (76) .

Bununla birlikte apelin, iskemik iyilesme silirecinde damar yenilenmesi,
endotel hiicre proliferasyonu (77) ve kan damari ¢capinin diizenlenmesinde terapétik
etkileri bulunmaktadir (74).

Apelinerjik sistem tlimor neoanjiyogenezisinde de rol oynar. Beyin
timorlerinde, mikrovaskiler proliferasyonlarda apelin ve APJ ifadesinin arttig
gosterilmistir (70). TGmor hiicre hatlarindan apelin asiri ifadesi gozlenenlerde timor

blylmesinin daha fazla oldugu gosterilmistir (78) .
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2.7.3 Kanserde Apelin ve APJ reseptorii; Lenfatik invazyon ve Metastazda

Etkisi

Kolorektal kanser, mide, akciger, beyin, prostat ve endometrium kanseri gibi
bircok kanserde apelin ekspresyonunun artisi gosterilmistir (60).

Feng ve arkadaslari, cerrahi rezeksiyon uygulanmis 270 mide kanseri olgusu
ile yaptiklari calismada tlimor apelin ekspresyonunun hastaligin klinik gidisi, timor
diferansiyasyonu, lenf nodu tutulumu ve uzak metastaz lizerinde etkili oldugunu
saptamislar (79). Tiumor apelin ekspresyonlari daha yiksek olan olgularin sagkalim
oranlarinin daha diisik oldugu gosterilmis. Ayrica bu olgularin tiimorlerinin kot
diferansiye oldugu, uzak metastaz yapmis ve lenf nodu tutulumu olan olgular oldugu
saptanmis. Arastirmacilar bununla birlikte in vitro olarak, 3 farkh mide karsinomu
hiicre hattinda western blot analizi ile saptanan apelin ve APJ ekpresyonunun
normal mide mukozasi hiicre hattindan yiksek oldugunu saptamislar. Ayrica apelin
verilmesinden 8 saat sonra mide karsinomu hiicre hattinda gog¢ ve invazyonda etkili
olan MMP-1, MMP-9, BMP-2, IL-1 ve IL-6 sitokinlerinin artisi saptanmis. Hiicreler
APJ siRNA ile transfekte edildilerek APJ reseptori susturulan hiicrelere 100 ng/mL
apelin uygulandiginda gog ve invazyon kapasitelerinde azalma saptanmis.

Hayvan deney modelleri ile yapilan galismalarda tiimor hiicrelerinin lenfatik
damarlarla yakin iliski halinde oldugu ve lenfanjiyogenezisin lenfatik metastazi ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Berta ve arkadaslarn apelinin, lenfatik endotel
hiicrelerinde (LEC) ERK ve PI3K yolaklari lizerinden lenfanjiyogenez ve lenfatik
metastazi artirdigini gdstermistir. Oncelikle apelinin reseptorii olan APJ'nin lenfatik
endotel hicrelerinde ifade edildigini gosteren arastirmacilar daha sonra apeline
yanit olarak in vitro ortamda, LEC proliferasyonunu artmadigi ancak endotel hiicre
goclinli, Uc¢ boyutlu kiltirde sferoid benzeri olusumlari ve kapiller benzeri tip
olusumlarini artirarak lenf damari gelisimini artirdigini gdstermislerdir. Ayrica
apelinin endotel hiicrelerini UV ile tetiklenen apoptozdan korudugu ve in vivo
matrijel implantasyonu yontemi ile lenfatik mikrodamarlarin invaziv olarak
blylimesine neden oldugu da calismanin diger bulgulari arasindadir. Apelin asiri

ekpresyonu tiimor ici lenfanjiyogenezi artirir (4).
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Peng ve arkadaslari insan meme adenokarsinomu (MCF-7) hiicre hattinda
apelin-13’4n hicre proliferasyonunu ve invazyonu ERK1/2 fosforilasyonu tizerinden
artirdigini gostermistir. Arastirmacilar MCF-7 hiicrelerine 10 puM apelin-13
uygulayarak 6 saat sonra bu hiicrelerde kontrol grubuna goére invazyonun arttigini
gostermistir. Ayrica apelin etkisi ile bu hucrelerde, hiicre siklusu lizerinde GO/G1
den S fazina gegiste etkili olan siklin D1 ifadesinin ile artisini saptamistir. Bununla
birlikte bag dokuda en yaygin bulunan kollajen olan tip 1 kollajenin yikiminda goérevli
MMP-1 ifadesinin de MCF-7 hiicrelerinde apeline bagli olarak arttigi gosterilmistir
(80).

2.7.4 Over Kanserinde Apelin ve APJ Reseptorii

Yapilan arastirmalarda apelinin, tim6r damarlanmasi, metastaz ve invazyona
etkisi ile hastaligin prognozuna etkisi, melanom, kolon kanseri, meme kanseri gibi
farkli tGmorlerle gosterilmistir (5), (6), (79), (81). Ancak prognozu kotii olan ve
ylksek mortalite oranlarina sahip over kanserleri ile ilgili cok kisitli sayida arastirma
mevcuttur.

Yuyin Yi ve arkadaslari c¢esitli over kanseri hiicre hatlarinda apelin
ekspresyonunun artisini gostermistir. 2017 yilinda yapilan bu ¢alismaya gore, eriskin
insan over, tuba ve endometrium dokularinda mikroarray yontemi ile
saptanamayan apelin mRNA’si over kanseri hiicre hatlarinda yiksek olarak
saptanmistir. Endometrioid kanser ve vyiksek dereceli seréz karsinomla
kiyaslandiginda seffaf hiicreli over karsinomu hiicre hatlarinda mikroarray
yontemiyle apelin daha ylksek olarak saptanmis ve sonuglar gRT-PCR ile
dogrulanmistir.

Arastirmacilar apelinin kanser hiicreleri (izerindeki etkisini arastirmak igin
CRISPR/ Cas9 sistemi kullanarak apelin ekspresyonu baskilanan over kanseri hiicre
hatlarinda over kanseri hicrelerinin mitoza girisinde gecikme, aktif hicre
bélinmesinde ve hiicre géclinde azalma saptamislardir (82).

Apelinin over kanserinde etki mekanizmasi ile ilgili yapilmis kisitli sayidaki

calismadan biri de Hoffmann ve arkadaslarinin bisfenol A ile apelinin over kanser
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hatlarindaki etkilerinin arastirildigi calismadir. Bir ksenodstrojen olan bisfenol A
selektif Ostrojen reseptdér modilatéri olarak davranir ve nilikleer 06strojen
reseptoriine baglanir. Bisfenol A nin over kanserinde hiicre proliferasyonunu ve
goclini artirdigl gosterilmistir(83). Hoffmann ve arkadaslari da bu bilgiden yola
cikarak bisfenol A nin over kanser hiicre hatlarinda apelin ifadesini artirdigini
gOstermistir. Arastirmacilar oncelikle granuloza hiicreli, endometroid ve ser6z over
karsinom hiicre hatlarinda bazal apelin dizeyleri, apelin mRNA ve APJ reseptori
dizeylerini saptamistir. Over ylzey epiteli hicre hatti ile karsilastirildiginda bazal
apelin seviyesi over kanser hiicre hatlarinda ylksek bulunmus. Daha sonra farkh
formlarda uygulanan bisfenol A nin kiltlirde doz bagiml olarak 48 saat sonra
OVCAR3 epitelyal over kanseri hiicre hattinda apelin sekresyonunu artirdigi ancak
APJ reseptor ifadesinin hiicre hatlarinda degismedigini gdstermistir. Bununla birlikte

apelin uygulamasi ile OVCAR3 hattinda hiicre proliferasyonun arttigi saptanmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Hasta Gruplarinin Belirlenmesi ve Orneklerin Elde Edilmesi

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 26.07.2016 tarihli 2016/15 numaral toplantida
G016/508 kayit numarasi ile etik agidan uygun bulunarak oy birligi ile onaylanmistir.

Calisma kapsaminda, Hacettepe Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
klinigi tarafindan takip ve tedavisi diizenlenen, son 2 yil icinde yiksek dereceli over
ser6z karsinomu tanisi almis 30 hasta belirlendi.

Bu hastalardan lenf nodu tutulumu olan 15 hasta ile lenf nodu tutulumu
olmayan 15 hastanin over timorid dokusuna ait parafin bloklari Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’'ndan temin edilerek calisma kapsaminda incelenmistir.

Deney gruplari;

1. Yiksek dereceli over seroz kanseri lenf nodu tutulumu olmayan (n=15)

2. Yiksek dereceli over seroz kanseri lenf nodu tutulumu olan (n=15)

Her iki grupta yer alan hastalar cerrahi rezeksiyon oncesi kemoterapi veya
radyoterapi almamistir. Lenf nodu orneklemesi yapilmayan ve rezeksiyon oncesi

kemoterapi alan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

3.2 Hasta Verilerinin Toplanmasi

Hacettepe Universitesi Nucleus hasta veri sistemi kullanilarak, hastalara ait
tani aninda yas ve ameliyat sonrasi takip bilgilerinden kemoterapi ila¢ kullanim
raporlarindaki boy ve agirlik bilgilerine ulasilarak hastalarin beden kitle indekslerine
ulasiimistir. Ayrica Tirkiye Halk Saghg Kurumu Olim Bildirim Sistemi (OBS) veri
tabani kullanilarak hastalarin tanidan sonra sag kalim durumlari hakkinda bilgilere
ulasilmistir. Tlrkiye Halk Saghgi Kurumu veri tabanindan bilgi elde edilemeyen,
tedavisine KKTC'de devam eden ve 6 kir kemoterapi alan bir diger hastaya ise

telefonla ulasilarak bilgileri s6zel olarak alinmustir.
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3.3 Doku Kesitlerinin Alinmasi

Tibbi Patoloji anabilim dalindan alinan parafin bloklar, kesit alinmadan bir
gin 6nce -20°C’'de bekletildi. Kizakli mikrotom kullanilarak 3 um kalinliginda kesitler,

histokimyasal ve imminohistokimyasal inceleme igin lamlara alind..

3.4 Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi
3.4.1 Mayer’in Hematoksileni

Hematoksilen kristali (Sigma K.N:H 9627) 1 gr
Aluminyum potasyum silfat (KAL(SO4)2.12H20) (Sigma K.N:A 7167) 50 gr

Sitrik asit (Monohidrat)(C6H807.H20) (Sigma K.N:C 7129) 1 gr
Kloral hidrat (C2H3CI302) (Sigma K.N:N 8383) 50 gr
Sodyum iyodat(NalO3) (Sigma K.N:S 407) 0.2 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanisi: Hematoksilen, aluminyum potasyum siilfat ve sodyum iyodat
distile suda karistirilarak ¢oziliir. Daha sonra kloral hidrat ve sitrik asit karisima
eklenir. Karisim kaynatilip so§umaya birakilir. Soguyan karisim stzilir.

Boyama: Hematoksilen-eozin ve trikrom boyama protokoliinde 20 dk sireyle
uygulandi. Immunohistokimya boyama protokoliinde ¢ekirdek boyama asamasinda

45 sn slireyle uygulandi.

3.4.2 Eozin
Eozin Y (suda eriyen) 3gr
Asetik asit 2 damla
%95 Etanol 125 ml
Distile su 475 ml

Hazirlanigi: 3 gr Eozin Y 100 ml distile suda ¢éziildi. Uzerine125 ml %95’lik
etanol eklendi. Hazirlanan karisimin Gzerine 375 ml distile su eklenerek 2 damla

asetik asit damlatildi ve karistirildi.



3.4.3 Trikrom Boyasi Hazirlanisi

1-Bouin sollisyonu
Pikrik asit

%30-40 formaldehit
Glasiyal CH3COOH

2- Trikrom boyasi
Chromotrop 2R

Light green

Glasiyal CH3COOH
Fosfotungustik asit
Distile su

3- Asetik asit soliisyonu
CH3COOH

Distile su
4- Asit alkol
%70Etilalkol

%37’lik Hidroklorik asit

5-Amonyakli su

75 ml
25 ml

5 ml

0,6gr
0,3gr
1ml
0,8gr
100 ml

5ml

100 ml

1000 ml
100 ml
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Bir miktar distile su ile birka¢ damla amonyak karistirilir. (Tercihen 70 ml

distile su ile birkagc damla NH3 karistirilir.)

3.4.4. TBS (pH:7,6 10x TBS soliisyonu)

TrizmaHClI
NaCl

Distilsu

24,23 gr
80,06 gr

1000 ml
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pH:7,6 olan 10x TBS sollisyonu hazirlamak icin 24,23 gr trizma HCl ve 80,06
gr NaCl tartilarak 800 ml distile su icinde manyetik karistirici yardimiyla
kanistinlmistir. pH:7,6 olacak sekilde 1 N NaOH kullanilarak dengelenmistir. Stok
solisyon kullanima kadar +4 derecede saklanmistir. Her kullanimda 10x soliisyon

1/10 oraninda distile su ile sulandirilarak TBS galisma solisyonu hazirlanmistir.

3.4.5. TBS + BSA (%2.5)
TBS 100 ml
BSA (Sigma, Almanya) 2,5gr

2,5 gr toz BSA tartilip, 100 ml TBS icinde karistirildi.

3.4.6. TRIS-EDTA (10 mM Tris Base, 1mM EDTA soliisyonu)

Tris base 12,1 gr
EDTA 3.7gr
Tween 20 5ml
Distilesu 1000 ml
pH ayari igin:

1 N NaOH

1 N hidroklorik asit

Hazirlanisi: %0.05 Tween 20 igeren pH 9.0 Tris- EDTA tamponu (10 mM Tris
Base, 1mM EDTA sollisyonu) stok sollisyonu (10X) hazirlamak icin; ilk olarak 12,1 gr
Tris base tartilarak 950 ml distile su ¢ozllmustir. 3.7 gr EDTA tartilarak karismakta
olan ¢ozeltiye eklenmistir. pH 9.0 olacak sekilde 1 N hidroklorik asit ¢ozeltisi
eklenmistir. 5 ml Tween 20 eklenip, bu kez 1 N NaOH ile pH 9 ’a ayarlanmistir.
Distile su ile son hacim 1 litre olacak sekilde stok sollisyon hazirlanmistir. +4 °C de
muhafaza edilen Tris EDTA stok sollisyonu her antijen geri ¢cagirma uygulamasindan

sonra 1/10 oraninda distile su ile sulandirilarak kullaniimistir.
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3.4.7. Sitrat Tampon (100 mm trisodyum sitrat)

Trisodyum sitrat 44,1 gr
Distile su 1000 ml
pH ayari igin:

1 N NaOH

1 N hidroklorik asit

Hazirlanisi: pH’1 6.0 olan sitrat tampon ¢ozeltisi (100 mM Trisodyum sitrat)
stok sollisyonu (10X) hazirlamak icin 44,1 gr trisodyum sitrat tartilarak son hacim
1500 ml ye tamamlanmistir. pH metre ile pH: 6.0 olacak sekilde ayarlanan stok
soliisyonu +4 derecede kullanima kadar saklanmistir. Kullanilirken 100 ml stok sitrat
tamponu distile su ile 10 kat sulandirilarak 1000 ml c¢alisma sollsyonu elde
edilmistir. Her kullanimda sulandirma islemi sonrasi hafifce artmis olan pH, 1 N HCI
solisyonundan eklenerek pH metre vyardimiyla tekrar 6.0’ya ayarlanarak

kullaniimistir.

3.4.8. H,0, Blokaj Soliisyonu

H.0, (%30, Merck, Almanya) 100 pl
Metanol (Merck, Almanya) 450 pl
Distile su 450 pl

Hazirlanisi: Belirtilen oranlar kullanilarak 1000 ul H,O, blokaj sollisyonu
hazirlandi. Kesitler yaklasik olarak 150-200 ul ile kapandigi icin bu oranin katlari
hesaplanarak kesit sayisina gore H,0, blokaj solisyonu her islem 6ncesinde taze
olarak hazirlandi.

%30 stok H,O, solisyonundan 100 ul alinarak, metanol ve distile su

dilisyonu ile 1/10 oraninda hazirlandi.

3.4.9 Serum Blokaj Soliisyonu
Keci serumu 100 ul

TBS+BSA 900 pl



29

Hazirlanisi: Serum blokaj basamaginda sekonder antikorun Uretildigi canli
tlrdnin serumu 1/10 oraninda sulandirilarak uygulanmistir. Bu islemde 1 ml %10
serum blokaj soliisyonunun hazirlanmasi igin, 100 pl normal kegi serumu 900 ul

TBS+BSA ile sulandiriimigtir.

3.4.10 Primer Antikorlar

Tablo 4. Calismada kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri

Primer Antikor | Antikor kodu Klonalite izotip Dilisyon orani
Anti-Apelin Ab59469 Poliklonal Tavsan IgG | 1/500
Anti-APJ Ab84296 Poliklonal Tavsan IgG | 1/500

Calismada kullanillan primer antikorlar, tavsanda Uretilmis poliklonal
ozelliktedir ve insan antijenlerini belirleyebilecek 6zelliktedir.

Apelin antijenine yonelik primer antikor (Abcam; Ab59469) Onerilen
konsantrasyon olan 1/500 oraninda TBS +BSA sollisyonu ile dilie edilerek kesitlere
uygulanmistir.

APJ antijenine yonelik primer antikor (Abcam; Ab84296) O&nerilen
konsantrasyon olan 5ug/ml konsantrasyonda TBS +BSA sollsyonu ile dillie edilerek

kesitlere uygulanmistir.

3.4.11 Sekonder Antikor

HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit (Lab vision -TPN-125-BN kodlu sekonder
antikor kiti) kullanildi. Kit icerisinde bulunan sekonder antikor kullanima hazir olan,
kecide Uretilmis polivalan (fare ve tavsan antikorlarina baglanabilen) biyotinli 1gG

izotipinde poliklonal antikordur. HRP (horseradishperoksidaz) ile konjuge edilmistir.

3.4.12 Diamino Benzidin (DAB) Soliisyonu

Kromojen olarak DAB (Lab vision, TA-125-HDX, ingiltere) ve diliisyon
soliisyonu olan DAB substrati kullanildi. 2 ml DAB substrati icine 1 damla DAB

eklenerek karistirildi.



30

3.5 Histokimya Yonteminin Uygulanmasi

Histokimya yontemi uygulanacak kesitler bir gece 60°C etilivde bekletilerek

deparafinize edildi.

3.5.1 Mayer’in Hematoksileni Boyama Protokolii

Mayer’in Hematoksileni boyama prokoliinde kesitler etlivden ¢ikarildiktan
sonra U¢ kez 15 dk siireyle ksilolden gegirilerek kalan parafin uzaklastirildi. iki kez 10
dk sireyle % 96 etanol ve bir kez 10 dk siireyle % 80 etanolde bekletilerek
rehidrasyon uygulandi. Cesme suyunda yikandiktan sonra hematoksilende 20 dk
bekletilen kesitler cesme suyunda yikanarak boyanin fazlasi uzaklastirildi. Daha
sonra amonyakl sudan gecirilen kesitler cesme suyunda yikandi. Eozin icinde 1 dk
bekletildi. %80 ve %96 ve tekrar %96 etanolden gecirilerek dehidrate edilen kesitler
3 kez 15 dk sireyle ksilende seffaflandirildiktan sonra entellan kapatma medyumu

(Merck, Almanya) ile kapatildi.

3.5.2 Trikrom Boyama Protokolii

Trikrom boyama prokoliinde kesitler etlivden ¢ikarildiktan sonra iki kez 15 dk
siireyle ksilolden gegirilerek kalan parafin uzaklastirildi. iki kez 10 dk siireyle % 96
Etanol ve bir kez 10 dk siureyle % 80 Etanolde bekletilerek rehidrasyon uygulandi.
Distile suda yikandiktan sonra 60°C etlivde 1 saat slreyle Bouin iginde bekletildi.
Cesme suyunda yikandiktan sonra hematoksilende 20 dk bekletilen kesitler cesme
suyunda yikanarak boyanin fazlasi uzaklastirildi. Asit alkolden gecirilen kesitler
¢esme suyunda yikandi. Daha sonra amonyakli sudan gegirilen kesitler ¢esme
suyunda yikandi. Trikrom iginde 15 dk bekletildikten sonra 2 dk asetik asit (%0,5 lik)
icinde bekletildi. %80 ve %96 etanolden gegirilen kesitler 15 dk ksilende

seffaflandirildiktan sonra entellan kapatma mediyumu ile kapatildi.



31

3.6 indirekt immunperoksidaz Yonteminin Uygulanmasi

Hastalara ait timor doku kesitlerine Apelin ve APJ reseptorii antijenlerine
yonelik primer antikorlar kullanilarak, HRP konjuge indirekt ABC immuinohistokimya
yontemi uygulandi. Tim asamalar nemli ortamda ve oda isisinda gergeklestirildi.

Parafin kesitler ilk olarak deparafinizasyon icin 4 saat siireyle 60 °C etlivde
bekletildi. Daha sonra ksilolde 2 x 5 dakika, % 96 etanolde 5 dakika, %90 etanolde 3
dakika, % 80 etanolde 3 dakika, % 70 etanolde 3 dakika, muamele edilerek
rehidratasyon uygulandi. Rehidrate edilen kesitler distile suda yikandi. Daha sonra
pH 7,6 olan tris tamponlu salin (TBS) ile kesitler 3 x 5 dakika yikandi ve antijen geri
cagirmaya (retrival) kadar tris tamponlu salinde bekletildi.

Apelin antijeni icin pH’si 9.0 olan Tris- EDTA solilisyonu ile antijen aciga
cikarma yontemi uygulandi. Didikli tencereye 1000 ml Tris-EDTA sollisyonu
eklendikten sonra, tencere isitilmaya baslanmistir. Baslangicta acik olan didakli
tencere kapagl, kaynamaya basladiktan sonra kapatilarak 3 dakika beklenmistir.
Daha sonra dudikli tencere, havuza alinarak sogumasi beklenmistir.

APJ reseptori antijeni icin pH’si 6.0 olan sitrat tampon c¢ozeltisi ile antijen
aciga cikarma yontemi uygulanmistir. DiUdukli tencereye 1000 ml sitrat tampon
¢Ozeltisi eklendikten sonra, tencere isitilmaya baslanmistir. Baslangigta agik olan
didikli tencere kapagl, kaynamaya basladiktan sonra kapatilarak 3 dakika
beklenmistir. Daha sonra diidiiklii tencere, havuza alinarak sogumasi beklenmistir.

Antijen geri ¢cagirma sonrasi kesitler, Tris tamponlu salin (TBS) sollisyonu ile 3
x 5 dakika yikanmistir.

Yikanan kesitlere, 10 dakika streyle oda sicakhiginda nemli ortamda %3 H,0,
solisyonuyla endojen peroksidaz blokaji uygulanir. %3 H,0, sollisyonu, %30 H,0,
stok sollisyonundan 1/10 oraninda diltisyonla hazirlanir.

Fosfat tamponlu salin ile 3 kez yilkama sonrasi hedeflenen doku kesitlerinin
cevresi hidrofobik isaretleyici kalem ile isaretlenmistir. Diger islemler nemli ortamda
gerceklestirilmistir.

Serum blokaj basamaginda sekonder antikorun dretildigi canh tlriinin

serumu 1/10 oraninda sulandirilarak uygulanmistir. Bu islemde 1 ml %10 serum
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blokaj soliisyonunun hazirlanmasi igin, 100 pl normal kegi serumu 900 pl TBS ile
sulandiriimistir.

Hazirlanan serum blokaj sollisyonu ile kesitler 2 saat muamele edilmistir.
Yikama yapilmadan sadece blokaj sollisyonu mekanik olarak uzaklastirilarak primer
antikor uygulama basamagina gegilmistir.

Apelin antijenine yonelik primer antikor (Abcam; Ab59469) o6nerilen
konsantrasyon olan 1/500 oraninda TBS +BSA sollisyonu ile seyreltilerek kesitlere
uygulanmistir. Kesitler nemli ortamda, +4 °C de, 1 gece (overnight) muhafaza
edilmistir. 1 gece inkubasyon sonrasi fosfat tamponlu salin ile 3 kez 5 er dakika
yikanarak fazlasi dokudan uzaklastirilmistir.

APJ antijenine yonelik primer antikor (Abcam; Ab84296) O&nerilen
konsantrasyon olan 5ug/ml konsantrasyonda TBS +BSA sollsyonu ile seyreltilerek
kesitlere uygulanmistir. Kesitler nemli ortamda, +4 °C de, 1 gece (overnight)
muhafaza edilmistir. 1 gece inkubasyon sonrasi fosfat tamponlu salin ile 3 kez 5 er
dakika yikanarak fazlasi dokudan uzaklastirilmistir.

Sekonder antikor olarak kullanima hazir oldugu icin dilusyon yapilmadan
uygulandi. Sekonder antikor 15 dakika sire ile uygulandiktan sonra fosfat tamponlu
salin ile 3 kez 5 er dakika yikanarak fazlasi dokudan uzaklastiriimistir. Daha sonra kit
icinde mevcut olan HRP de 15 dakika siire ile uygulandiktan sonra fosfat tamponlu
salinile 3 kez 5 er dakika yikanarak fazlasi dokudan uzaklastiriimistir.

Kromojen olarak diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Kesitlere uygulanan DAB
boyanmasi mikroskop altinda degerlendirildi. Optimum sire belirlenerek diger
kesitlere de ayni slirede uygulandi. DAB uygulanmis kesitler distile su ile yikanarak
fazla kromojen dokudan uzaklastirildi. DAB yiiksek oranda toksik bir kimyasal oldugu
icin camasir suyu (sodyum hipoklorit) ile nétralize edilip, ayri bir kapta zararl atiklar
deposunda depolandi.

Cekirdek boyasi olarak 45 saniye slireyle Mayerin hematoksileni
uygulanmistir. Hematoksilen boyasinin fazlasi cesme suyu ile kesitler yikanarak

uzaklastinilmistir.
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Kesitler, % 70 etanol,% 80 etanolde, % 90 etanolde ve %96 etanolden
gecirilerek dehidrate edilmistir. Daha sonra alkol ugmasi beklenip, ksilolde 2 x 3
dakika seffaflandirma islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda kesitler kurumadan

Entellan kapama mediumu kullanarak kapama yapilmistir.

3.7. Goriintileme ve Degerlendirme

3.7.1 Kesitlerin Gorlintilenmesi

Hematoksilen eozin, trikrom boyamasi, apelin ve APJ antijenlerine yonelik
immun isaretleme uygulanan kesitler LAS X programi kullanilarak, Leica DM6B
Upright 15tk mikroskobu ile goriintlilenmistir. Kesitlerin fotograflarinin elde

edilmesinde Leica DFC7000T kamera kullaniimistir.

3.7.2. Timor Stroma Oraninin Degerlendirilmesi

Timor/stroma oraninin degerlendiriimesinde Masson’un trikromu ile boyall
preperatlarda, X4 objektifle timorin en invaziv 6zellikte oldugu, timor ve stromal
kompartmanin birlikte bulundugu alanlar belirlendi. Kanama, nekroz olan alanlar
degerlendirilmedi. Chen ve arkadaslarinin ¢alismalarinda belirtildigi gibi (24) x10
blyutme alaninda goérintlnin her késesinde timor olmasina dikkat edilerek timor
stroma orani (TSR) yizde olarak belirlendi. Stromal kompartman yiizdesine gore,
preperatlar stromadan zengin (stroma > %50) ve stromadan fakir (stroma <%50)
olarak iki grup halinde degerlendirildi. Timér stroma orani, apelin

immunreaktivitesi ve lenf nodu tutulumu ile karsilastirildi.

3.7.3 immiinohistokimyasal isaretlemenin Degerlendirilmesi

immunohistokimyasal boyanma siddetinin degerlendiriimesinde bilgisayar
tabanli goriintli analiz sistemi olan MATLAB (Matrix Laboratory) (R2017b)
kullaniimistir. MATLAB analizi icin x4, x20 ve x40 objektifle 5’er alandan TIFF
formatinda gorintiler elde edilmis ve kullanilan tim objektiflerde fotograflar

arasinda standardizasyonun saglanmasi icin pozlama (exposure), i1sik yogunlugu
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(intensity) ve diyafram acikligi (aperture) degerleri sabit degerde tutularak

goruntuler kaydedilmistir.

Tablo 5. Calismamizda immunreaktiviteyi belirlemede kullanilan goriintilerin elde
edilmesinde fotograflar arasi standardizasyonun saglanmasi igin sabit
tutulan pozlama (exposure), 151k yogunlugu (intensity) ve diyafram agikligi
(aperture) degerleri

Parametre x4 x20 x40
Pozlama (Exposure) 20 26 36
Yogunluk (Intensity) 25 33 36
Diyafram acikligi (Aperture) 21 15 21

Analiz icin kanama, nekroz gibi degerlendirmeyi olumsuz etkileyebilecek
alanlarin dislanmasi ve timorin en yogun oldugu alanlarin daha iyi saptanabilmesi
amaciyla x40 objektifle gorintiilenen alanlardan elde edilen her doku i¢in 5 alan
kullanildi.

Elde edilen gorintilere ilk olarak colour deconvolution yontemi uygulandi.
Bu yontem ile ¢ kanal (DAB, hematoksilen ve rezidiel alan) belirlendi (Sekil 1A-D).
Hematoksilen ve DAB kromojeni renginin sisteme tanitilan esik degerleri iki gozlemci
tarafindan belirlendi. Rezidliel alan olarak tliimor disinda kalan bag doku alanlari ve
damar limeni gibi alanlar ile hematoksilenle boyanmis c¢ekirdekler siyah ile
renklendirilerek analiz digi birakildi. Béylece timor hiicrelerinin sadece sitoplazma
ve membranlarindaki immiinreaktivite degerlendirildi (Sekil 1-E). Alinan
gorlntilerden boyanma yogunlugu en az, en zayif ve boyanma yogunlugu en ¢ok,
en glgli olan goruntdler kullanilarak Fuzzy C Means algoritmasina gére kiimelenme

islemi uygulandi (Sekil 2).
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Hematoxylin

Residual

Sekil 1. Colour deconvolution yéntemi ile indirekt imminperoksidaz ile isaretlenen
kesitlerde (1-A), hematoksilen (1-B) , DAB (1-C) ve rezidiiel alanlar (1-D)
belirlendi. Rezidiel alanlar ile hematoksilenle boyanmis c¢ekirdekler analiz

disi birakilarak tiimor hiicrelerinin sadece sitoplazma ve membranlarindaki
imminreaktivite degerlendirildi (1-E).
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( Baslat )

Yineleme esigini ver ve fuzzy
boliim matrisini randomize u©
olarak baslat

Kiime merkezi matrisini hesapla v
Rl Oklid mesafesini hesapla
N
v
o P s U(s+l)
Fuzzy boliim matrisini glincelle
Hayir

Evet

Kiime sonug degeri

Sekil 2. Calismada kullanilan Fuzzy C Means algoritmasi (s: Algoritm tekrarlanma
sayisi, €: esik deger, U matrisi: her 6rnegin pixel olarak kiimelere olan
benzerligi, V: her kimenin orta nokta degeri)

Bilgisayar tabanh analiz sisteminde goériintiler renk boyutunda red, green ve
blue (RGB) olarak lg¢ boyutlu olarak tanimlanmaktadir. Yapilan kiimeleme islemi
sonucu 0 (siyah) -255 (beyaz) arasindaki renk skalasi icindeki siddetli- orta- hafif

imminreaktiviteyi gosteren degerler belirlendi (Sekil 3).
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Siddetli Orta Hafif

Siyah Beyaz
Kirmizi ' . ﬂ ' '
0 138 || 154 178 | 255
Yesi | } ] —
o | 9 114 || 136 | 255
Mavi ' | : = —'
o |80 102 |15 | 255

Sekil 3. Fuzzy C Means algoritmasina gore immiinreaktivite siddetinin 3 renk
boyutunda (RGB: red, green, blue) ve 0 (siyah) -255 (beyaz) arasinda
kiimelenmesi isleminde kullanilan skala

Tim gorintiler icin siddetli boyanma: kirmizi, orta siddette boyanma: mavi

ve hafif siddette boyanma: yesil renk ile ifade edilecek sekilde reklendirildi (Sekil 4-

B). Benzer bir ydontemi Zuurbier ve arkadaslari da kullanmistir (84).

Sekil 4. Fuzzy C Means algoritmasi ile immiinreaktivite siddetinin 3 kategoride
siniflandirilmasi. immunreaktivite; siddetli: kirmizi, orta siddette: mavi,
hafif: yesil renk ile ifade edilecek sekilde reklendirildi (4-B)

Bu alanlarda boyanma siddeti analiz sonucuna gore pixel verileri olarak elde
edildi. Her iki antikor icin de elde edilen pixel verilerinden hafif- orta- siddetli
immunreaktivite yogunluklari toplam pixel degerine boélinerek her lg¢ kategori icin

boyanma yizdeleri belirlendi. H skoru formilu kullanilarak boyanma yogunlugu (O,
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+1, +2 veya +3) ve boyanma ylizdesiyle (%0-%100 arasi) immunreaktivitenin gruplar
icin H skor degeri hesaplanarak ortalamalari alindi.

H-skor = (%-x0 )+ (%+1x1 )+ (%+2x2)+ (%+3x3)

3.7.4 istatistik Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde niceliksel veriler igin sayi ve ylizde kullanild.
Lenf nodu tutulumuna goére yapilan karsilastirmalarda Mann Whitney U testi
kullanildi. Obezite siniflamasina gore yapilan karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi
uygulandi. Kategorik degiskenler, gruplarda niteliksel 6zelliklerin karsilagtiriimasinda

Ki kare kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Verilerinin Degerlendirilmesi
4.1.1 Hastalarin Demografik Ozellikleri

Lenf nodu tutulumu olan grupta tani aninda ortalama yas 54.6 + 11,23 iken,
lenf nodu tutulumu olmayan grupta tani aninda ortalama yas 60.4 + 8.62 dir. Lenf
nodu tutulumu olan grupta hastalar ortalama 6 yas daha erken over kanseri tanisi
almistir. Vicut kitle indeksi ortalamasi lenf nodu tutulumu olan grupta 27.7, lenf
nodu tutulumu olmayan grupta 28.8 dir. iki grupta toplam 30 hastanin 19’u
(%63.33) viicut kitle indeksi 25’in Gzerinde normal viicut agirhginin Gzerinde olan
hastalardir. Gruplar arasinda obezite agisindan istatistiksel anlamh fark bulunmadi.
Lenf nodu tutulumu olan grupta normal viicut agirliginin tizerinde olan hasta sayisi 9
(%60), lenf nodu tutulumu olmayan grupta normal vicut agirhginin lizerinde olan

hasta sayisi 10°dur (%66,6).

4.1.2 Sag Kalim Oranlari ile Viicut Kitle indeksinin Karsilastiriimasi

Dinya saglk orgitlinin vicut kitle indeksi ve nutrisyon durumuna goére
siniflamasi ve calismamizda yer alan hastalarin yizde dagilimlari Tablo 6’de

verilmistir.

Tablo 6. Diinya Saglik Orgiitiiniin viicut kitle indeksi ve nutrisyon durumu
siniflamasina gore hastalarin ylzde dagilimlar.

Viicut Kitle indeksi Nutrisyon Lenf nodu negatif grupta Lenf nodu pozitif grupta
(BMI) (kg/m2) Durumu hasta sayisi / yuzdesi hasta sayisi/ ylzdesi
18.5 altinda Zayif 0 % 0 2 % 13.3
18.5-24.9 Normal kiloda 5 %33.3 4 % 26.6
25.0-29.9 Sisman- Obezite 6nces 5 % 33.3 2 % 13.3
30.0-34.9 Obezite I. derece 2 % 13.3 6 % 40
35.0-39.9 Obezite Il. derece 2 % 13.3 0 % 0

40 ve Ulzeri Obezite Ill. derece 1 % 6.6 1 % 6.6
Toplam 15 % 100 15 % 100
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Calismamizda yer alan hastalar bu tabloya yerlestirildiginde 1. 2. ve 3. derece
obezite kategorilerinde ylizde dagilimlari az olmasi nedeniyle, sag kalim, lenf nodu
tutulumu ve immiinohistokimyasal isaretlenmelerin analizinde obezite tek kategori

olarak degerlendirilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Calismamizda sag kalim, lenf nodu tutulumu ve immiinohistokimyasal
isaretlenmelerin analizinde kullanilan obezite siniflamasi.

Viicut Kitle indeksi Nutrisyon Lenf nodu negatif grupta Lenf nodu pozitif grupta

(BMI) (kg/m2) Durumu hasta sayisi / ylizdesi hasta sayisi/ ylizdesi

24.9 altinda Normal kiloda 5 % 33.3 6 % 39.9

25.0-29.9 sisman- Obezite 5 % 33.3 2 %13.3
oncesi

30.0 ve Uzeri Obezite 5 % 33.3 7 % 46.6

Toplam 15 % 100 15 % 100

Buna gore; BMI < 25: Normal kiloda (n=11), 25 < BMI < 30 olanlar preobez
(n=7) ve BMI = 30 olanlar obez (n=12) olarak (lic kategoriye ayrilarak
degerlendirilen hastalarda sag kalim oranina bakildiginda; obez ve preobezlerde sag
kalim oranlari normal viicut kitle indeksine sahip bireylerle karsilastirildiginda daha
disuk saptandi. Normal viicut kitle indeksine sahip bireylerde sag kalim %100 iken,
preobezlerde sag kalim %53, obezlerde %35 olarak saptandi. Obezlerde 6lim orani
daha ylksek saptanmasina ragmen orneklem genisligine gore istatistiksel anlamli

fark bulunmadi (P>0,05) .
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Survival Functions
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Grafik 5. Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan hasta gruplarinda Kaplan-Meier sag

kalim grafigi
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Grafik 6. Vicut kitle indeksine gbre normal, preobez ve obez olgularda Kaplan-
Meier sag kalim grafigi
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4.2 Serdz Over Karsinomu Vakalarinin Histopatolojik Olarak

Degerlendirilmesi

Over dokusuna ait kesitlerin 151k mikroskop altinda incelenmesinde genel
olarak timor hicreleri ile infiltre oldugu gozlendi. Kesitlerde nadir olarak over
dokusu izlendi. Caismamiza dahil edilen hastalarin ortalama yasi 55 ve Uzeri oldugu
icin kesitlerde izlenen over dokusu daha cok fibrotik alanlardan olusuyordu.
Primordiyal folikiil veya gelismekte olan folikiller izlenmezken bazi alanlarda fibrotik

over dokusu icinde nadiren korpus albikans yapilari izlendi (Sekil 5).

Sekil 5. Seroz papiller karsinom ile infiltre over dokusu, korpus albikans yapisi, kistik
dejenere alanlar, fibrotik over dokusu izlenmektedir. (Hematoksilen- Eozin,
x 40)

Yiksek dereceli ser6z over karsinomu histopatolojik incelemelerde farkli
morfolojik paternlerde: papiller, mikropapiller, infiltratif, glanduler, mikrokistik/
mikroglanduler, solid veya degisici epitel benzeri 6zellikte olabilir. Calismamizda
incelenen kesitlerde genel olarak papiller karakter izlenmekle birlikte bazi vakalarda
mikropapiller, infiltratif ve solid 6zellikte over ser6z karsinom kesitleri gozlendi

(Sekil 6).
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Sekil 6. Ser6z over karsinomu farkli morfolojik paternlerde izlendi. A) Papiller, B)
Mikropapiller, C) infiltratif, D) Solid patern (Hematoksilen- Eozin, x40).

Timor dokusunun daha biyik biylitmede incelemesinde timor igcinde ve
stromadaki damarlarda konjesyon, timor icinde kanama alanlar (Sekil 7), nekroz
(Sekil 8), yer yer kistik dejenere alanlar izlendi. Distrofik kalsifikasyon alanlari olan ve
psammom cisimcikleri olarak adlandirilan kalsifikasyon alanlari seré6z over
karsinomlarinda tipik olarak gozlenmektedir. Calismamizda da psammom
cisimcikleri hematoksilen-eozin ile boyali preperatlarda bazofilik boyanan,
konsantrik lameller gortiinimlu, farkli boyutlarda izlenebilen yapilar olarak saptandi
(Sekil 8B). Tumor dokulari histopatolojik olarak incelendiginde nikleer atipi, bizaar
dev cekirdek iceren timor hicreleri izlendi (Sekil 9). TUmor hiicrelerinde sik mitotik

figirler yaninda atipik mitozlar izlendi (Sekil 10).



Sekil 8. Daha biyik biylitmede tiimor dokusu igcinde A) nekrotik alanlar (beyaz ok),

B)hemorajik alanlar (siyah ok), farkh boyutlarda konsantrik yapida

psammom cisimleri (mavi oklar) izlenmektedir. (Hematoksilen-Eozin, A. B:
x200)

44
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Sekil 9. Over serdz kanserine ait orneklerde nikleer atipi ve bizaar dev c¢ekirdek
iceren tiimor hiicreleri izlenmektedir. (Hematoksilen-Eozin, A, B: X400)

Sekil 10. TUmor hiicrelerinde mitotik figurler sik izlendi. A, B) Telofaz evresinde aktif
mitoz geciren tUmor hicreleri (siyah ok). C,D) Atipik mitoz 6rnekleri
(kirmizi ok) Hematoksilen X630

Patoloji kayitlarina gore hastalardan lenf nodu tutulumu olmayan grupta
uzak organ metastazi ve omentum tutulumu olmasina ragmen bolgesel lenf nodu
diseksiyonu sonucu reaksiyoner lenf nodulleri izlenmistir. Lenf nodu tutulumu olan
grupta ise bolgesel lenf nodlarindan obturator, iliak, paraaortik, presakral lenf
nodlarindan incelenenlerin birkagi veya tamami timor hiicreleri ile infiltre oldugu

patoloji raporlarinda saptandi. Hematoksilen- eozin ve Masson’un trikrom boyasi ile
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lenf nodunda kapstl altinda tiimoér hicrelerinin ilk giris yeri olan subkapsiler

sintslerde yerlestigi gozlendi (Sekil 11). Omental yag dokusu icinde infiltratif

Ozellikte timor hicreleri izlendi (Sekil 12).

Sekil 11. Lenf nodu tutulumu olan gruptan lenf digimine ait bir ornegin isik
mikrografinda timor hicrelerinin  subkapsiler sinitslerde yerlesimi
izlenmektedir.  Lenfositler arasinda blylk atipik c¢ekirdekli timor

hiicreleri gozlenmektedir. (A, C, D- Hematoksilen-Eozin A:x 12,5, C:X100,
D: X200, B-Masson trikrom boyama x 12,5)

Sekil 12. Omental yag dokusu icinde infiltratif timor odaklari izlenmektedir.
(Hematoksilen-Eozin A: X12,5, B: X40)
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4.3 Tiimo6r/Stroma Oraninin Degerlendirilmesi

Tumor/stroma oraninin degerlendirilmesinde Masson’un trikrom boyamasi
uygulanan kesitler (Sekil 11) gere¢ yontem boéliminde belirtildigi gibi stromal
kompartmanin ylzdesine gore stromadan fakir (stroma <%50) ve stromadan zengin
(stroma = %50) olarak iki grup halinde degerlendirildi (Sekil 11). Timo6r stroma

orani, lenf nodu tutulumu ve sag kalim oranlariile karsilastirildi.

Sekil 13. Papiller over ser6z karsinomuna ait 6rnekte tlimor stroma iliskisi ve
stromada damarlarda konjesyon izlenmektedir. (Masson’un trikromu A:
x40, B: x100)

Timor/stroma oranina gore lenf nodu tutulumu olan grupta stromadan
zengin olanlarin orani %80, tutulum olmayan grupta %46,6 olarak izlendi(Sekil 14E).
Stromadan zengin olan vakalarin % 63,2’sinde lenf nodu tutulumu mevcuttur.
Stromadan zengin olan grupta daha fazla lenf nodu tutulumu meydana gelmistir ve
gruplar arasindaki fark klinik agidan anlamhdir (p=0,058). Stromadan zengin olan
vakalarda sag kalim orani %42, stromadan fakir olanlarda ise %75'tir. Stromadan
zengin grupta sag kalim oraninda istatistik fark bulunmamistir (p=0,07). Calisma
siresince ex olan toplam 8 vakadan 7’si stromadan zengin olan grupta yer
almaktadir ve sag kalim oraninin stromadan zengin grupta disik olmasi klinik

acidan anlamhidir (Sekil 14F).
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Survival Functions
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Sekil 14. Lenf nodu tutulumu olan grupta A) Stromadan zengin ve B) Stromadan
fakir olan timor dokusu C) Lenf nodu tutulumu olmayan grupta stromadan
zengin D) Stromadan fakir olan timor dokusu (Trikrom, A-D: x100) E) Lenf
nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda stromadan zengin (yesil) ve
fakir (mavi) olan vakalarin dagihm grafigi (n=30). F) Stromadan zengin ve
fakir olan olgularda Kaplan Meier sag kalim grafigi.
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4.4 immiinohistokimya Boyamasi ile Preperatlarin Degerlendirilmesi

Apeline yonelik yapilan immin isaretleme sonucu normal ovaryum germinal
epitelinde ve normal tuba uterina epitelinde hafif siddette sitoplazmik boyanma
izlendi. Ovaryum ve tuba uterinada bag doku icinde damar endotelinde, damar diz
kasi, yag hicreleri ve bazi bag doku hicrelerinde pozitif apelin immiinreaktivitesi
saptandi (Sekil 15, 16).

APJ reseptorine yonelik immin isaretleme sonucu normal ovaryum
germinal epitelinde, normal tuba uterina epitelinde, stromada damar endotelinde

membran6z boyanma izlendi (Sekil 17, 18).
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Sekil 15. Normal ovaryum dokusunda anti-apelin antikoru ile yapilan immin
isaretlemede A) ovaryum stromasinda B) germinal epitelde C, D) Damar
endoteli ve damar diiz kasinda pozitif apelin immiinreaktivitesi
izlenmektedir. (indirekt immiinperoksidaz A: x40, B,C, D: x400)
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Sekil 16. Normal tuba uterina dokusunda, epitelde ve stromal hiicrelerde apelin
ifadesi (indirekt immiinperoksidaz A: X400 B: X630)

Sekil 17. Normal ovaryum dokusunda anti- APJ antikoru ile yapilan immin
isaretlemede APJ imminreaktivitesi A) Ovaryum stromasi ve germinal

epitelde, B)Damar endotel hiicrelerinde pozitif olarak izlenmektedir.
(indirekt immiinperoksidaz A, B: x400)

Sekil 18. Normal tuba uterina dokusuna ait 6rnekte tuba uterina epitelinde APJ

immiinreaktivitesi izlenmektedir.(indirekt immiinperoksidaz A:X200, B:
X400)
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4.4.1 Timor hiicrelerinde Apelin ve APJ immiinreaktivitesi:

Over serdz karsinomuna ait kesitlerde tiimor hiicrelerinde her iki antikorun
immunreaktivitesi alinan gorintilerde bag dokusu ve cekirdekler cikarildiktan sonra
MATLAB analiz sistemi ile degerlendirildi. Timoér hicrelerinde immiinreaktivite
hafif, orta, siddetli olarak belirlenerek hafif immiinreaktivite yesil, orta mavi,

kuvvetli kirmizi renk ile tanimlanarak goriinti Gzerine isaretlendi (Sekil 19).

Sekil 19. A)Timér hiicrelerinde apelin immiinreaktivitesi (indirekt immiinperoksidaz
x400), B)Negatif kontrol, (Hematoksilen x400), C)MATLAB analiz programi
ile imminohistokimya boyanma siddetinin analizi (kirmizi: kuvvetli, mavi:
orta siddette boyanma, yesil: hafif boyanma)

TUmor hicrelerinde apelin  immiinreaktivitesi, sitoplazmada ve hiicre
apikalinde (Sekil 20, 21), APJ immiunreaktivitesi ise hlicre membraninda hafiften
glcliye degisen siddette izlendi (Sekil 22, 23). APJ antikoru G proteini kenetli
reseptér oldugu icin, membrana sinirh gizgisel bir boyanmadan c¢ok, hafif bir
sitoplazmik alanin da isaretlendigi boyanma gozlendi. Her kesitte bes alanda apelin
ve APJ immiinreaktivitesinin siddetli, orta ve hafif degerlerinin yogunluklari pixel

degeri seklinde saptandi. Her vaka icin bu degerlerin ortalamasi ve ylzde dagilimlari
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belirlendi. Apelin ve APJ immiinreaktivitesine ait pixel degerleri apelin i¢in Tablo 8, 9

ve APJ igin Tablo 10, 11’da verilmistir.

Sekil 20. Tiumor hicrelerinde sitoplazmik apelin immunreaktivitesi izlendi. Lenf
nodu tutulumu olan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif siddette apelin
immiinreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt immiinperoksidaz x400)

Sekil 21. Timor hiicrelerinde sitoplazmik apelin imminreaktivitesi izlendi. Lenf

nodu tutulumu olmayan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif- orta siddette

apelin immiinreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt immiinperoksidaz
x400)
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Tablo 8. Lenf nodu tutulumu olan grupta MATLAB analizi ile belirlenen apelin
immunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam apelin ifadesi icindeki siddetli,
orta ve hafif imminreaktivite ylizde dagihmlari

Apelin immunreaktivitesi Pixel Degerleri % Apelin immunreaktivitesi

LN+ | siddetli orta hafif toplam % siddetli | % orta % hafif

1 120164,4 | 819944,8 | 24420,6 964529,8 | 0,124583 0,850098 | 0,02531866
2 343056,8 | 578871,2 | 2912,8 924840,8 | 0,370936 0,625914 | 0,00314952
3 569601,4 | 412139,4 | 5739,6 987480,4 | 0,576823 0,417365 | 0,00581237
4 149750,4 | 844090,2 | 10551 1004392 | 0,149096 0,8404 0,01050487
5 63237 583483,6 | 82160,4 728881 0,086759 0,80052 0,11272128
6 626647,4 | 371293,6 | 233,2 998174,2 | 0,627794 | 0,371973 | 0,00023363
7 174798,2 | 458627,2 | 23822,4 657247,8 | 0,265955 0,6978 0,03624569
8 268293,2 | 383474,4 | 23918,6 675686,2 | 0,397068 0,567533 | 0,03539898
9 234812,6 | 386110,6 | 12391,4 633314,6 | 0,370768 0,609666 | 0,01956595
10 238387,2 | 599302 80736 918425,2 | 0,259561 0,652532 | 0,087907
11 201510,6 | 642713,6 | 14678,6 858902,8 | 0,234614 | 0,748296 | 0,01708994
12 38216,6 590196 101047,2 | 729459,8 | 0,05239 0,809086 | 0,13852333
13 56289,4 772772 40869,2 869930,6 | 0,064706 0,888315 | 0,04697984
14 754969,4 | 160481,8 | 86 915537,2 | 0,824619 0,175287 | 0,00009393
15 949492,4 | 207758 70 1157320 | 0,820423 0,179516 | 0,00006048

Tablo 9. Lenf nodu tutulumu olmayan grupta MATLAB analizi ile belirlenen apelin
immiunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam apelin ifadesi icindeki siddetli,
orta ve hafif imminreaktivite ylizde dagihmlari

Apelin Immunreaktivitesi Pixel Degerleri % Apelin immunreaktivitesi
LN - siddetli orta hafif toplam siddetli orta hafif siddet
pixel oran siddet

1 323965,8 | 1001336 | 9660 1334962 0,242678 | 0,750086 | 0,00723616
2 13117,8 541160,6 | 410366 | 964644,4 | 0,013599 | 0,560995 | 0,4254065

3 37386 349350,2 | 157301 | 544037,2 | 0,06872 0,642144 | 0,28913648
4 278532 407372 11531,2 | 697435,2 | 0,399366 | 0,5841 0,01653372
5 182006,2 | 423398,2 | 8469,6 613874 0,296488 | 0,689715 | 0,01379697
6 372251,4 | 537199,4 | 10753,4 | 920204,2 | 0,404531 | 0,583783 | 0,01168588
7 176206,2 | 882376 7641,4 1066224 | 0,165262 | 0,827571 | 0,00716679
8 295642,2 | 97456,4 873 393971,6 | 0,750415 | 0,247369 | 0,0022159

9 196673,4 | 513753 5651,8 716078,2 | 0,274654 | 0,717454 | 0,00789271
10 457223,6 | 272021,2 | 1514,8 730759,6 | 0,625683 | 0,372244 | 0,00207291
11 516044,2 | 399159,6 | 429,4 915633,2 | 0,563593 | 0,435938 | 0,00046897
12 58473 616732,4 | 28742,8 | 703948,2 | 0,083064 | 0,876105 | 0,04083085
13 222584,6 | 630681 1509,4 854775 0,260401 | 0,737833 | 0,00176584
14 436642,8 | 429575,8 | 13834 867602 0,503275 | 0,49513 0,00159451
15 496821,2 | 520922,8 | 14294 1019173 0,487475 | 0,511123 | 0,00140251
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Sekil 22. Tumor hicrelerinde pozitif APJ immiinreaktivitesi izlendi. Lenf nodu
tutulumu olan grupta A, A-1) Siddetli B, B-1) Hafif siddette APJ
immiinreaktivitesi izlenmektedir. (A,B: indirekt immiinperoksidaz x400)

Sekil 23. Timor hicrelerinde pozitif APJ immiunreaktivitesi izlendi. Lenf nodu
tutulumu olmayan grupta A, A-1) siddetli B, B-1) hafif siddette APJ
imminreaktivitesi izlienmektedir (A,B: indirekt immiinperoksidaz x400)



Tablo 10. Lenf nodu tutulumu olan grupta MATLAB analizi ile belirlenen APJ
immunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam APJ ifadesi igindeki siddetli,
orta ve hafif immuinreaktivite ylizde dagilimlari

APJ immunreaktivitesi Pixel Degerleri % APJ Immunreaktivitesi

LN+ | siddetli orta hafif toplam %siddetli | %orta %hafif

1 628473,4 | 381783,8 | 7590,6 1017848 0,617453 | 0,375089 | 0,0074575
2 698050,4 | 238744 392,4 937186,8 | 0,744836 | 0,254745 | 0,0004187
3 79076,2 765211,2 | 267705 1111992 0,071112 | 0,688144 | 0,24074355
4 459388,2 | 821812 1635,8 1282836 0,358104 | 0,640621 | 0,00127514
5 631955 384509,8 | 494,8 1016960 0,621416 | 0,378097 | 0,00048655
6 9051,6 457616 678143,2 | 1144811 0,007907 | 0,399731 | 0,59236269
7 90852,6 509653,2 | 48298 648803,8 | 0,140031 | 0,785527 | 0,07444161
8 238098 732873,4 | 4092 975063,4 | 0,244187 | 0,751616 | 0,00419665
9 95519 599730,6 | 92122,2 787371,8 | 0,121314 | 0,761687 | 0,11699962
10 34029,8 681579,6 | 263924,6 | 979534 0,034741 | 0,69582 0,26943894
11 267,4 276030,4 | 1440756 1717054 0,000156 | 0,160758 | 0,83908615
12 126172,2 | 626266,4 | 206187,6 | 958626,2 | 0,131618 | 0,653296 | 0,21508655
13 715572,8 | 112281,8 | 239 828093,6 | 0,864121 | 0,135591 | 0,00028861
14 174815,8 | 1046996 159585,6 | 1381398 0,12655 0,757925 | 0,11552474
15 15205,6 1221776 283188,6 | 1520171 0,010003 | 0,80371 0,18628738

Tablo 11. Lenf nodu tutulumu olmayan grupta MATLAB analizi ile belirlenen APJ
immunreaktivitesi pixel degerleri ve toplam APJ ifadesi icindeki siddetli,
orta ve hafif imminreaktivite ylizde dagihmlari

APJ immunreaktivitesi Pixel Degerleri % APJ immunreaktivitesi

LN - siddetli orta hafif toplam %siddetli | %orta %hafif

1 284230,4 | 683055,8 | 11173 978459,2 | 0,290488 | 0,698093 | 0,01141897
2 37680,8 655294,6 | 153436,4 | 846411,8 | 0,044518 | 0,774203 | 0,18127866
3 77608,6 447335,8 | 50464,4 575408,8 | 0,134876 | 0,777423 | 0,08770182
4 10924,6 396551,4 | 595634 1003110 | 0,010891 | 0,395322 | 0,59378732
5 142847,2 | 787206,6 | 194807 1124861 | 0,126991 | 0,699826 | 0,17318321
6 55987,8 750736 186769,8 | 993493,6 | 0,056354 | 0,755653 | 0,18799296
7 102916 716852,4 | 139259 959027,4 | 0,107313 | 0,747479 | 0,14520857
8 301804,8 | 398146,8 | 10244,6 710196,2 | 0,42496 0,560615 | 0,01442503
9 13051 678862,2 | 259423,8 | 951337 0,013719 | 0,713588 | 0,2726939
10 279684 601360,6 | 51291 932335,6 | 0,299982 | 0,645004 | 0,05501345
11 4082,6 255140,2 | 1043874 | 1303097 | 0,003133 | 0,195795 | 0,80107178
12 11914 230285,6 | 1186041 1417518 | 0,00084 0,162457 | 0,8367026
13 18256,6 543813,8 | 499581,8 | 1061652 | 0,017196 | 0,512233 | 0,47057012
14 273332,2 | 539208,6 | 27132,8 839673,6 | 0,325522 | 0,642165 | 0,03231351
15 224813,6 | 741669 108721,8 | 1075204 | 0,209089 | 0,689793 | 0,10111733
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4.4.2. immiinreaktivitenin Obezite ile Degerlendirilmesi

Timor hiicrelerindeki apelin ve APJ immiinoreaktivitesi obezite durumu ile
karsilastirildi. Obez ve preobez olan hastalarda, tlimor hiicrelerinden apelin
immunreaktivitesi vicut kitle indeksi normal olan hastalardan daha siddetli olarak
saptandi (Grafik 7A). Gruplar arasindaki apelinin siddetli immdinreaktivitesi
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Benzer sekilde analiz
sonuclarina gore vicut kitle indeksi normal olanlarda tiimorden apelin
immdinreaktivitesi hafif siddette olarak bulundu (Grafik 7B). Apelinin hafif
immdinreaktivitesinin viicut kitle indeksi normal onlardaki ylizde dagilimlarinin daha
fazla olmasi ilk bulguyu destekler sekilde istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Analiz edilen kesitlerde obezite durumu ile timor hiicrelerindeki APJ

reseptori imminreaktivitesi arasinda anlamli iliski saptanmadi.
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Grafik 7. MATLAB analiz sonuglarina gore obezite ile timor dokusunda apelin
immuinreaktivite siddetinin dagilim grafigi. A) Preobez ve obez olanlarda
timorde siddetli apelin immiinreaktivitesi izlendi. B) Vicut kitle indeksi
normal olan hastalarda hafif siddette apelin immiinreaktivitesi izlendi. (*
P<0.05)
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4.4.3. immiinreaktivitenin Lenf Nodu Tutulumu ile Degerlendirilmesi

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan grupta apelin ve APJ
immdinreaktivitesinin hafif, orta, siddetli isaretlenmesinin yilizde degerlerinin
ortalamasi Tablo 12’da verilmistir. Her iki grupta da orta derecede Apelin ve APJ
immunreaktivitesi ylizdesi daha fazladir. Lenf nodu tutulumu olan grupta apelinin
siddetli ve orta siddette immiinreaktivite saptanan alanlarin ylzdeleri arasinda
sirasiyla %1 ve %2 daha fazla oldugu goriildi. Apelinin hafif immdinreaktivite olan
alanlarin yuzdeleri degerlendirildiginde lenf nodu tutulumu olmayan grupta %2
daha fazla hafif immiinreaktivite gorildi. Bu oranlar klinik agidan anlamli olabilir
ancak yapilan analizde istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0.05).

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplar arasinda farkin belirlenmesi
icin H skor hesaplanmasi kullanildi. Her iki grupta da apelin ve APJ imminreaktivitesi
ortadan siddetliye pozitif reaksiyon gostermektedir. Gruplar arasinda istatistiksel
fark bulunmadi (Tablo 12) iki grup arasindaki apelin ve APJ immiinreaktivite dagilim

grafikleri ve H skoru grafikleri Sekil 24 ve Sekil 25’de verilmistir.

Tablo 12. Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda apelin ve APJ
immuinreaktivitesi ortalamalari ve H-skoru degerleri

LN Apelin AP)J
tutulumu immunreaktivitesi immdnreaktivitesi

Siddetli | Orta | Hafif | H-skor | Siddetli | Orta | Hafif | H-skor

Pozitif Ortalama ,350 ,614 | ,036 231 ,278 ,546 | ,176 210
SS ,259 ,233 | ,044 28,91 ,297 ,240 | ,243 48,63
. Ortalama ,347 ,599 | ,055 229 ,141 ,597 | ,262 187
Negatif

ssS 215 | ,170 | ,124 | 30,64 142 | 198 | 277 | 39,35
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Sekil 24. Timor dokusunda apelin immiunreaktivitesi A- A-2) Lenf nodu tutulumu
olan B- B-2) Lenf nodu tutulumu olmayan gruplarda siddetli ve orta
siddette apelin immiinreaktivitesi (A-D:indirekt immiinperoksidaz x400), C)
Siddetli apelin immiunreaktivitesi ylzdelerinin gruplar arasi dagilm grafigi
D) Apelin immiinreaktivitesi icin gruplarda H skoru grafigi
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APJ reseptorli immiinreaktivitesinin siddeti degerlendirildiginde, lenf nodu
tutulumu olan grupta siddetli alanin ylizdesi ortalama olarak diger gruptan %13

daha yliksek saptandi ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 25. Tiumo6r dokusunda APJ imminreaktivitesi Lenf nodu tutulumu olan A- A-2)
ve olmayan (B- B-2) gruplarda APJ immiinreaktivitesi siddetli (A-D:indirekt
imminperoksidaz x400), C) Siddetli APJ immiunreaktivitesi yizdelerinin
gruplar arasi dagilim grafigi D) APJ immiuinreaktivitesi icin gruplarda H skoru
grafigi
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5. TARTISMA

Ulkemizde kadinlarda en sik gorillen kanserler yas gruplarina gore
degerlendirildiginde over kanseri reproduktif donemdeki kadinlarda daha fazla
gozlenmektedir (8). Bu degerlendirme epitelyal kanserlerin yaninda diger over
kanser tiplerini de kapsamaktadir. Epitelyal over kanseri alt tiplerinin evrelere gore
dagihmi ve gorulme sikhklar agisindan karsilastirildiklarinda yiksek dereceli over
serdz karsinomlari diger over epitel kanserlerine gére daha sik goriilmekte ve evre
I, IV'de karsimiza ¢ikmaktadir (20). Bu nedenle galismamiza dahil edilen hasta
gruplarinda, omentum ve/veya uzak organ metastazi bulunmasi ile ileri evre ser6z
karsinomu hedeflenmistir. Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda tani
aninda ortalama yasin reproduktif donemden sonraki dénemde oldugu ve lenf nodu
tutulumu olan grupta hastalarin ortalama 6 yas daha erken over kanseri tanisi aldigi
saptandi. Ulkemizde over tiimérlerinin dagihmlarinin yas gruplarina gore
degerlendirilmesinde overin germ hicre timorleri gibi erken dénemde gozlenen
diger over tumorleri de bulunmakta ve dagilim sikhigini reproduktif déneme
tasimaktadir. Calismamizda sadece serdz karsinom vakalarinin bulunmasi nedeniyle
hastalarin reproduktif donemden sonraki dénemde tani aldigi gorildi. Lenf nodu
tutulumu olan grupta hastalarin daha erken tani almasi hastaligin daha hizl
ilerledigini ve daha hizli bulgu verdigini distiindirmektedir. Calismamizda yer alan
hastalarda patoloji kayitlarindan elde edilen bilgiye gére omentum tutulumu
yaninda siklikla kolon, apendiks, ince barsak serozasi, uterus serozasi tutulumu tani
aninda mevcuttur. Bazilarinda karaciger, perikard tutulumu gibi uzak organ
metastazlari mevcuttur. Her iki grupta da omentum ve/veya uzak metastaz
olmasina ragmen lenf nodu tutulumu olanlarin daha erken yasta tani almasi, bu
grupta timorin daha erken semptomatik hale geldigini distindiirmektedir. Ancak
hastaligin semptomatik hale gelmesi, karin agrisi, erken doyma hissi, karinda sislik
gibi semptomlar uzak organ tutulumu, asit gelisimi veya baska bircok faktére bagl

olabilmektedir.
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Gahsmamizda Patoloji A.D tarafindan raporlanan son iki yil iginde HGSC tanisi
almis vakalar kullanildi ve operasyon oncesi kemoterapi almis hastalar calismaya
dahil edilmedi. Ser6z over karsinomu olan vakalarin timor dokulari histopatolojik
olarak incelendiginde genel olarak yogun bir stroma ile iliskili papiller uzantilar
olusturan serdz karsinom o0zelliginde izlendi. Nikleer atipi, atipik mitozlar, sik
mitotik figlirler, bizaar dev niikleuslar, psammom cisimcikleri- kalsifikasyon alanlari
gibi karakteristik 6zellikleri gozlendi. Epitelyal timorlerde, epitelyal komponentin bu
histopatolojik o6zellikleri yaninda biitlin patoloji epitelyal kompartmanla sinirli
degildir. Uzun yillar stromal kompartmandaki patoloji gz ardi edilmis, ancak yapilan
calismalarla bazi timorlerde desmoplastik yapida goriilebilen yeni yapilanmis
stromada bulunan hiicrelerin patogenezdeki etkileri saptanmistir (22). Kanserle
iliskili fibroblastlar (CAF) ve polarize olmus timorle iliskili makrofajlardan (TAM)
salinan biylme faktorleri ile sitokinler timor hiicrelerinin ¢ogalmasina neden
olurken, salgiladiklar proanjiyojenik molekiillerle damar olusumunu artirarak ve
yiksek proliferasyon hizina sahip timorler icinde hipoksik ortam olusumunu
engelleyerek timor hicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunmaktadir. TUmor
hicreleri ve stromada bulunan immiin yanit hiicrelerinin etkilesimleri ile anormal
ECM lretimi hastaligin prognozunu etkileyebilir. Meme kanseri olgularinda stromal
kompartmandan zengin olanlarda sag kalim oranlarinin disiik oldugunu ve
rekiirrens oranlarinin yiiksek oldugunu saptanmistir (25). Ozefagus squamdz hiicreli
karsinomlarinda stromal kompartmandan zengin olanlarda sag kalim oranlari daha
diistiktir (26). Ozefagus kanserinde stromadan zengin olan vakalarda lenf nodu
tutulumu ile iliski saptamazken (26), Chen ve arkadaslari epitelyal over kanserinde
stromal kompartmandan zengin olanlarda rekiirrens ve lenf nodu metastazi
arasinda iliski saptamistir (24). Biz de c¢alismamizda timor/stroma orani
degerlendirdigimizde stromadan zengin olan grupta daha fazla lenf nodu tutulumu
(% 63,2) meydana geldigini ve bu farkin klinik agidan anlamh oldugunu saptadik
(p=0,058). Bununla birlikte stromadan zengin olan grupta sag kalim oranlarinin
disik oldugunu gozlemledik. Bu veriler birlikte degerlendirildiginde epitelyal

timorlerde patogenezin ve hastaligin seyrinin sadece epitelyal kompartmanla sinirli
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olmadigini, stromal kompartmanin da prognoz ve timoriin davranisi ile iligkili
oldugunu disiindiirmektedir.

Obezite, kadinlarda gozlenen kanserlerde énemli risk faktorlerinden birisidir.
Gahismamizda yer alan toplam 30 hastanin 19’u normal viicut kitle indeksi izerinde
oldugu saptandi. Lenf nodu tutulumu ile obezite birlikte degerlendirildiginde gruplar
arasinda obezite acisindan istatistiksel anlamh fark bulunmadi. Bunun sebebi
orneklem genisligimizin az olmasi, 6rneklem gruplarinda daha 6nceden var olan
obezitenin kanser gelistikten sonra tani aldiklari siireye kadar kilo kaybi nedeniyle
tesbit edilememesi olabilir. Kanser hastalari icinde BMI yiliksek olanlarda tedavi
slirecinde rekirrens oranlarinin daha yiiksek ve prognozun koti oldugu bildirilmistir
(54). Ancak calismamizda sire kisitlihgr nedeniyle rekirrens degerlendirilmemis, sag
kalim oranlari yorumlanmistir.

Viicut kitle indeksi verileri ve sag kalim oranlar karsilastirildiginda, obez ve
preobezlerde sag kalim oranlar daha disiik saptandi. Preobezlerde sag kalim %53,
obezlerde %35 olarak belirlendi. Obezlerde 6liim oraninin daha yiksek olmasi, eslik
eden kardiyovaskuler hastaliklar, metabolik sendrom gibi bircok sistemi etkileyen
hastaliklarin varligi ile agiklanabilir. Bununla birlikte obezlerde viicutta genis yer
tutan yag dokusu ve hipertrofiye ugramis yag hicrelerinden salinan adipokinler ve
sitokinler de mevcut hastaliklarin gidisatini etkileyebilir. Obeziteye baglh eslik eden
hastaliklarin mortaliteye olan etkisi yaninda yag dokudan salinan adipokinlerin de
direkt olarak timor yayilimi, hastaligin evresi ve prognoz Uizerine etkilerinin
incelendigi calismalar mevcuttur (85), (86).

Bir adipokin olan apelinin obezitede serum degerlerinde artis daha dnceden
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Altinkaya ve arkadaslari endometrium kanserli
hastalar arasinda obez olanlarda serum apelin diizeylerinin daha yiksek oldugunu
saptamistir (5). Bununla birlikte bazi calismalar obez olan kanser hastalarinda
prognozun daha koéti oldugunu, timor evresinin, timor hicre proliferasyonun ve
damarlanmasinin proanjiyojenik bir molekil olan apelinle iliskili olarak artabilecegini
gostermistir. Feng ve arkadaslari, mide karsinomu vakalarinda serum apelin

degerlerinden ¢ok timorden salinan apelinin prognozla daha iliskili oldugunu
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saptamistir (79). Biz de calismamizda obez ve preobez olan hastalarda, timor
hicrelerinde apelin imminreaktivitesinin viicut kitle indeksi normal olan
hastalardan daha siddetli ve preobezlerde istatistiksel olarak anlamh oldugunu
saptadik (p<0.05). Obez olan hastalarda gozlenen farkin istatistiksel anlamh
bulunmamasi 6rneklem genisligine bagli olabilir. Vicut kitle indeksi normal
olanlarda tumodrde apelin immuinreaktivitesi hafif siddetteydi. Apelinin hafif
imminreaktivitesinin ylizde dagilim olarak viicut kitle indeksi normal olanlarda daha
fazla olmasi ilk bulguyu destekler sekilde istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
Calismamizdaki bu bulgular, daha 6nceki calismalarda obezitede serum degerleri
yliksek bulunan apelinin, tliimordeki ifadesinin de obeziteye bagh olarak daha
ylksek olabilecegini distindirmektedir.

Apelin, APJ reseptori (zerinden otokrin, parakrin ve endokrin etki
gostermektedir. Apelin immiinreaktivitesinde obez ve preobezlerde goézlenen fark,
APJ reseptoriniin imminreaktivitesinde saptanmadi. Calismamizda preobez ve
obezlerde siddetli apelin immuinpozitif timoér alaninin yizde dagilimi artarken, APJ
reseptoriinde obeziteye gore fark bulunmamasi, apelinin seréz karsinom
hicrelerinde otokrin etkisinden ¢ok, stromal hicrelerde parakrin etkilerinin
degerlendirilmesi  gerektigini dusindlirmektedir. Literatlirde inflamasyonda
peritoneal makrofajlarda (66), melanomda lenfatik endotelde (6) APJ reseptori
gosterilmistir. Calismamizda apelin ve APJ immdinreaktivitesinin degerlendirmesi
timor hicreleri ile sinirlandiriimistir. Gelecek ¢alismalarda stromada apeline yanit
veren damar endoteli, damar diiz kasi, timér mikrogevresinde anjiyogenez ve
lenfanjiyogenezde etkili molekiller sentezleyen fibroblast ve makrofajlar gibi bag
doku hicrelerinde APJ reseptéri imminreaktivitesinin degerlendirilmesi daha
anlaml olabilir. Ayrica over seffaf hicreli karsinomlarinda APJ bagimsiz bir yol
kullanarak apelinin hiicre proliferasyonu ve gocini artirdigi gosterilmistir (82). Bu
da apelinin over timori hicrelerinde farkli reseptorler Gzerinden etkili olabilecegini
dislndirmektedir. Ancak apelinin reseptor diizeyinde etkisinin saptanabilmesi icin

in vitro calismalar gerekmektedir.
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Literatlrde apelin immiinreaktivitesi yiksek olan tlimorlerde, ortalama sag
kalim suresi diisik oldugu ve apelinin tiimor diferansiyasyonu, lenf nodu tutulumu
ve uzak metastaz Uzerinde etkili oldugunu saptanmistir (77). Calismamizda timor
hicrelerinden apelin ve APJ immiunreaktivitesi sag kalm ile birlikte
degerlendirildiginde immiuinreaktivitenin sag kalim lzerine etkisi anlamli bulunmadi.
Apelin ve APJ imminreaktivitesinin H skor analizlerinde de her iki grupta da
siddetliye yakin immiinreaktivite degerleri saptandi. Orneklem genisligimiz bu
degerlendirmede anlamli sonuclara ulasmamizi engellemis olabilir. Bununla birlikte
¢alismamizda karsilastirilan her iki grupta da ileri evre ser6z karsinom olmasi, yaygin
metastatik hastalik bulunmasi degerlendirme sonuglarini etkilemis olabilir. Apelin,
lenfatik damar olusumunu artirmasi ve lenfatik metastazdaki rolinin yaninda,
hiicre gocl ve proliferasyonunda da etkili oldugu icin her iki grupta da benzer H skor
degerleri saptanmis olabilir. Literatirde apelinin lenfatik metastazla direkt
iliskilendirildigi calismalarda arastirilan kanser hiicreleri melanom ve meme kanseri
gibi lenfatik metastazin daha sik gorildigia kanserlerdir (6), (80). Bu nedenle
inceledigimiz vakalarda omentum tutulumu yaninda siklikla kolon, apendiks, ince
barsak serozasi, uterus serozasi tutulumu, Bazilarinda karaciger, perikard tutulumu
gibi uzak organ metastazlari olmasi karmasik metastaz siirecinde etkili epitelyal
mezenkimal gecis gibi basamaklarda apelinin olasi etkisi iki grup arasinda fark
bulmamizi engellemis olabilir. Apelinin etkilerinin aydinlatilabilmesi i¢cin daha ¢ok
klinik ve deneysel ¢alisma gereklidir. Calismamizda in vitro hiicre kiltlri ve knock-
out hayvan deneyi kullanilamamasi apelin ve lenfatik invazyon nedensellik iliskisinin
kurulamamasina neden olmustur. Bu ¢calismamizdaki 6nemli bir kisithhktir.

immunohistokimyasal degerlendirmede siklikla immiinreaktivite siddeti H-
skoru adi verilen yontem ile degerlendirilmektedir. Bu yontemde, genellikle
yogunluk ve siddet iki arastirmaci tarafindan degerlendirilir. Ancak incelenen
kesitlerde beyaz alan yaninda bulunan kahverengi yogunlugu géz yanilsamasi ile
oldugundan daha siddetli, cekirdek gibi daha koyu olan alanlara komsu kahverengi
alanlar oldugundan daha hafif imminreaktivite sekilde algilanabilir. Daha objektif

bir degerlendirme icin calismamizda bilgisayar tabanh gorintli analiz sistemi
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kullanilarak elde edilen pixel degerleri Uzerinden H-skor analizi yapilmistir.
immunreaktivite siddetinin daha objektif degerlendirilmesi acisindan fuzzy C means
algoritmasi ile otomatik olarak 3 deger icin (siddetli, orta ve hafif) kimelenme
uygulanmistir. Literatlirde bu yontemlerin kullanildigi calismalar mevcuttur, ancak
kanser arastirmalarinda bu yontemlerin kullanildigi ¢alismalar kisitli sayidadir (87),
(84), (88), (89).

Calismamizda pozlama (exposure), i1sik yogunlugu (intensity) ve diyafram
acikligl (aperture) sabit tutularak goérintiler elde edilmistir. Buna ragmen timorin
kendi icinde ve vakalar arasinda farkli morfolojik 6zelliklerde karsimiza ¢ikmasi
bilgisayar tabanl analiz sisteminde degerlendirme icin glicliklere neden
olabilmektedir. Bununla birlikte cekirdeklerdeki atipi, bizaar dev ¢ekirdeklerin varhgi
ve mitotik figlrlerin sik goriilmesi de bu yodntemle kanser hicrelerinin
degerlendirilmesinde glicligiine neden olmaktadir. Ancak yontem daha ileri
calismalarla gelistirildiginde, kanser arastirmalarinda ve doku dizeyinde
degerlendirmeler icin vyararh ve daha objektif veriler saglama potansiyeli

tasimaktadir.
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6. SONUC

Yiksek dereceli over ser6z karsinomlarinda yas, viicut kitle indeksi, sag kalim
oranlari gibi demografik veriler yanisira timor/stroma orani, apelin ve APJ
immunreaktivitesinin lenf nodu tutulumu ile iliskisinin arastirildigi bu calismada su
sonuclar elde edildi:

1. Hasta gruplarinda obez ve preobezlerde sag kalim oranlari normal viicut
kitle indeksine sahip bireylerle karsilastirildiginda daha disiik saptandi. Normal
viicut kitle indeksine sahip bireylerde sag kalim %100 iken, preobezlerde sag kalim
%53, obezlerde %35 olarak saptandi. Obezlerde o6lim orani daha vyiksek
saptanmasina ragmen orneklem genisligine gore istatistiksel anlamh fark
bulunmadi.

2. Timor hiicrelerindeki apelin ve APJ immiinreaktivitesi obezite durumu ile
karsilastirildiginda obez ve preobez olan hastalarda, tiimor hiicrelerinde apelin
immunreaktivitesi vicut kitle indeksi normal olan hastalardan daha siddetli olarak
saptandi. Benzer sekilde, analiz sonucglarina gore vicut kitle indeksi normal
olanlarda timoérde apelin immiinreaktivitesi hafif siddette olarak bulundu. Obez ve
preobez olan hastalarda, ser6z karsinom hicrelerinde artmis apelin
immunreaktivitesi ilk kez gosterilmistir.

3. Analiz edilen kesitlerde obezite durumu ile timor hicrelerindeki APJ
reseptorl imminreaktivitesi arasinda anlamli iliski saptanmadi.

4. Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda apelin ve AP)J
imminreaktivitesi ortadan siddetliye pozitif reaksiyon gosterdigi saptandi. Lenf
nodu tutulumu olan grupta apelinin siddetli ve orta siddette imminreaktivite
saptanan alanlarin ylzdeleri arasinda sirasiyla %1 ve %2 daha fazladir. Hafif
immdunreaktivite olan alanlar lenf nodu tutulumu olmayan grupta %2 daha fazladir.
Bu oranlar klinik acidan anlamli olabilir ancak yapilan analizde istatistiksel olarak
anlamhlik saptanmadi.

5. TUmor/stroma oranina goére stromadan zengin olan grupta daha fazla lenf

nodu tutulumu meydana gelmistir ve gruplar arasindaki fark klinik agidan anlamhdir.
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6. Stromadan zengin grupta sag kalim orani %42, stromadan fakir grupta ise
%75'tir. Stromadan zengin grupta sag kalim oraninda istatistik fark bulunmamistir.
Gahisma siliresince ex olan toplam 8 vakadan 7’si stromadan zengin olan grupta yer
almaktadir ve sag kalim oraninin stromadan zengin grupta disik olmasi klinik

acidan anlamhdir.
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