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OZET

Glinay Ugmak, Z. (2016). Meme timorlii kdpeklerde metastazik potansiyelin,
preoperatif donemde alinan periferal kandan prognostik tiimor belirleyicilerin (marker)
tayini ile belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Dogum ve
Jinekoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Meme tiimorleri, kopeklerde goriilen neoplazilerin %13,4’{inii olusturmaktadir
ve mortalitenin ¢ogunlukla metastazlarindan kaynaklandigi bilinmektedir. Gliniimiizde
makrometastazlari belirlemek i¢in radyografi ve bilgisayarli tomografi gibi tekniklerden
faydalanilmaktadir. Mikrometastazlarin tayini i¢in, molekiiler tekniklerle dolasimdaki
timor belirleyiciler (markerlar) saptanabilmektedir.

Calismamizda 45 adet epitelyal tip meme timorli ve 9 adet saglikli kopekten
preoperatif donemde alinan kanlarda epidermal biiyiime faktorii reseptoric (EGFR),
klaudin7 (CLDNY7), epitelyal hiicre adhezyon molekiili (EPCAM) markerlarinin klinik
parametreler lizerine etkisi degerlendirilerek, meme tiimorlii kopeklerdeki prognostik
Oneminin ortaya konulmasi amaglandi. Bu amagla alinan periferal kanlardan oncelikle
RNA izole edildi ve sonrasinda cDNA sentezlendi. Son agamada rt-PCR yontemiyle bu
markerlarin ekspresyon diizeylerine bakildi. Elde edilen sonuglar, Oneway-Anova, t-
testi, Pearson korrelasyon ve ki-kare istatistik metotlariyla degerlendirildi. Buna gore,
calisma ve kontrol grubunda EGFR ve CLDN7 genlerinin ekspresyonu agisindan farkin
onemli oldugu ve tiimorlii kopeklerde bu markerlarin ortalama degerlerinin daha ytiksek
miktarlarda 6l¢iildiigli saptandi. Ayrica EGFR, CLDN7 ve EPCAM markerlar: arasinda
pozitif korrelasyon tespit edildi. Caligma grubundaki kopeklerin kanlarinda yiiksekten
diistige sirastyla EPCAM, EGFR ve CLDN7 markerlarmin eksprese oldugu saptandi.
Kanda EPCAM markeri kitle biiyiikliigii arttik¢a daha ytiksek oranda 6l¢iiliirken, EGFR
markerinin ise kitle biiyiikliigii azaldik¢a daha yiiksek miktarda oOlcilildiigii belirlendi.
Bunun yanisira iilserasyon varliginda ve metastazik meme tiiméorlii kopeklerde CLDN7
markerinin saptanabildigi ve ekspresyon diizeyinde artis oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasiyla, EGFR, CLDN7 ve EPCAM genleriyle klinik
parametreler arasindaki iliski degerlendirilerek, meme tiimorlii kopeklerde preoperatif
donemde kandan bu markerlarin 6l¢iilebildigi ve kopeklerdeki etkinligi ortaya konuldu.
Boylece meme tiimorlii kopeklere erken teshis ve tedavi sansi sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Kopek, meme tiimorii, dolasimdaki timér belirleyiciler, rt-PCR,
metastaz.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31510
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ABSTRACT

Gilinay Ugmak, Z. (2016). Determining the metastatic potential of canine mammary
tumors with prognostic tumor markers in peripheral blood, on preoperative term.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Obstetrics and

Gynecology. Phd Thesis. Istanbul.

Mammary tumors are 13.4% of neoplasms in dogs and the mortality usually
arise from the metastasis. Nowadays, radiography and computed tomography are used
for determining the macrometastasis. For determining the micrometastasis, circulating
tumor cells can be arranged by molecular techniques.

In our research, epidermal growth factor receptor (EGFR), claudin7 (CLDN?7),
epithelial cell adhesion molecule (EPCAM) markers are investigated in blood of 9
healthy dogs and 45 dogs with epithelial tumor on preoperative term. The aim of our
study is to evaluate the effects of the markers on clinical parameters and reveal the
prognostic importance on dogs with mammary tumor. For this purpose, firstly RNA was
isolated from peripheral blood and cDNA was synthesized. After, expression levels of
this markers were determined by rt-PCR method. The results were investigated
statistically by Oneway-Anova, t-test, Pearson correlation and chi-quare methods.
According to this, there was statistically significiant differences on EGFR and CLDN7
expression between study and control groups. Mean values of this markers were
measured higher in study group than control group. Also there was positive correlation
between EGFR,CLDN7, EPCAM markers. In study group, EPCAM, EGFR and
CLDN7 markers were highly expressed, respectively. In addition to this, EPCAM was
highly expressed in increased tumor size but EGFR was highly expressed in decreased
tumor size. Otherwise, CLDN7 was highly expressed in metastatic and ulcerative
tumors.

In conclusion; efficiency and measurability of EGFR, CLDN7, EPCAM markers
in peripheral blood of the dogs with mammary tumor on preoperative term were proved.

Thus, early diagnosis and treatment chance is presented for dogs with mammary tumor.
Key Words: Canine, mammary tumor, circulating tumor cells, rt-PCR, metastasis.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 31510



1. GIRIS VE AMAC

Meme tlimorleri kopeklerde goriilen neoplazmalarin %13,4’linli kapsar. Bu oranin
artis, kisirlagtirma uygulanip uygulanmadigi, yas, beslenme sekli, genetik faktorler,
radyasyon ve ekzojen hormon uygulamalari gibi faktorlere baghidir. Kopek meme
tiimorlerinde mortalitenin daha ¢ok metastazlara bagli oldugu bilinmektedir. Glinlimiizde
kopeklerde metastaz varliginin  belirlenmesi i¢in radyografi ve ultrasonografiden
yararlanilmaktadir. Radyografiyle 6-8 mm’den fazla biiyiikliikteki akciger lezyonlar1
saptanabilir. Dort milimetre kadar kii¢iik captaki erken metastazlar tespit edebilmek igin
bilgisayarli tomografi (BT) gelistirilmistir. Ancak bu yontemler 0,4 cm ¢apindan daha kiigiik
metastaz odaklarinin tiimii tespit edilemedigi icin, hiicresel yayihmlarla ilgili fikir
vermemektedir. Bu sebepten dolay1 dolasimdaki tiimor hiicrelerinin saptanmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir, fakat bunun ic¢in saptanan tiimor belirleyiciler (markerlar) kopeklerde
insanlardaki kadar ¢ok degildir. Meme tiimdrlii insanlarin kan dolagimindaki markerlardan
bazilarinin, kdpek meme karsinomu hiicrelerini spesifik olarak belirledigi tespit edilmis ve

iclerinden en hassas ve duyarli olanlar1 belirlenmistir.

Bu projede, periferal dolasimdaki meme karsinomu hiicrelerini belirlemede daha
hassas ve duyarli oldugu saptanan markerlardan; klaudin-7’nin (CLDN-7) ve epidermal
bliyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) tayin edilmesiyle, makroskobik boyutta metastaz
olusmadan Once metastazik potansiyeli ortaya koyabilmek amaglanmaktadir. Kopeklerde
spesifikligi kanitlanan bu iki tiimor belirleyicinin yanisira insanlarda gogiis kanserine bagh
olarak gelisen mikrometastazlarin dogrudan tespitinde kullanilan bir tiimor belirleyici olan
epitelyal hiicre adhezyon molekiilii (EPCAM) markerinin da islevselligi degerlendirilecektir.
Boylece erken teshisle, metastazlar nedeniyle operasyon sirasinda ve sonrasinda
karsilagilabilecek basta solunum ve dolasim problemleri olmak iizere, bunun akabinde
seyredebilecek karaciger ve bobrek rahatsizliklari gibi olasi risklerle ilgili hasta sahibinin
preoperatif donemde bilgilendirilmesi saglanacak ve hastaya erken miidahale olanagi dogmus

olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kopeklerde Seksiiel Siklusun Evreleri ve Etkili Hormonlar

Kopekler monodstrik hayvanlardir; yilda bir veya iki kez dstrus gosterirler. Ostrus
siklusu 4-10 ay (ortalama 7 ay) siirer. Kopeklerde Ostrusun evreleri; prodstrus, oOstrus,
didstrus, andstrus olmak tizere 4 grupta incelenir (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40).

Prodstrus evresinin siiresi 2-22 giindiir (ortalama 9 giin) ve disinin ¢iftlesmeyi kabul
etmedigi, kanli vajinal akintinin oldugu dénemdir (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40). Bu
evrede adenohipofizden salinan follikiil stimule edici hormon (FSH), ovaryumda follikiillerin
gelisip olgunlasmasini saglar ve teka interna hiicrelerinden 6strojen salgilanir. Ostrojen
sayesinde uterus mukozasi katmanlagir ve parmaksi ¢ikintilarin sayisi artar. Submukozadaki
salgisal oOzellikteki inaktif hiicreler aktiflesir. Uterustakine benzer degisimler az da olsa
vajinal dokuda da sekillenir. Ozetle prodstrus evresinde dstrojen, FSH ve luteinizan hormonda
(LH) artis, bu donemin sonuna dogru da progesteronda artis gozlenir (Artan 1988 pp. 377-
404).

Ostrus evresi; 3-21 giin (ortalama 9 giin) siiren, disinin ¢iftlesmeyi kabul ettigi
dénemdir (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40). Graaf follikiiliiniin gelisip ovulasyonun
sekillendigi evredir. Kandaki Ostrojen seviyesinin artigi ile FSH tretimi azalir. Bununla
birlikte, LH ve luteotropik hormone (LTH) yapimi artig gosterir. Uterus mukozasi katmanlasir
ve mukus salgist baglar. Vaginal mukoza ve vulva 6demlidir. (Artan 1988 pp. 377-404).
Hormonal tabloyu 6zetlersek bu evrede, Ostrojen diiserken progesteron artar. FSH ve LH en
yiiksek seviyeye ulastiktan sonra diismeye baslar (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40).

Didstrus evresi; disinin ¢iftlesmeyi kabul etmemesiyle baslar ve 55-90 giin (ortalama
60 giin) siirer. Bu evrede progesteron ve prolaktin maksimuma ulagir ve sonra diiger. Bununla
birlikte, FSH ve LH’da da diisiis gozlenir (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40). Bu evre korpus
luteumun etkisi altindadir, luteal hiicrelerden progesteron salgilanir. Progesteron negatif geri-
bildirim mekanizmasiyla FSH ve LH iretimini engeller. Boylece kanda LTH artar ve
ovaryumda follikiiller gelisim durur. Bunun yani sira, meme ve uterus dokularinda gelisim
sekillenir. Bu evrede endometrial bezler uzar ve kivrimlasir, damarlasma artar, uterus siitii
salgilanir. Uterus mukozasi fertilize olmus yumurtanin yerlesimi igin hazirdir. Bu evrenin

sonunda uterus mukozasi incelir (Artan 1988 pp. 377-404).
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Anostrus evresi; 40-270 giin (ortalama 120 giin) sliren, hormonlarin bazal seviyede
oldugu ve seksiiel agidan disinin inaktif oldugu dénemdir. Bu dénemin sonuna dogru FSH,
LH ve 6strojen artar (Kalkan ve Horoz 2005 pp.23-40).

2.2. Meme Bezlerinin Anatomisi

Meme bezleri ektodermal hiicre tabakasindan olusur. Meme bezlerinin gelisimi,
epidermisin kalinlasip meme kabartilarinin sekillenmesiyle baslar. Epitelyal hiicreler
mezensime penetre olur ve buradan salgi kanallar1 (duktus laktiferus) gelisir. Duktus
laktiferuslardan intralobular kanallar olusur ve bu kanallar alveollere ayrilir. Boylece her
meme lobuna 6zgii duktus laktiferus gelismis olur ve her biri ayr1 meme basina acilir (Ozfiliz
2005 pp. 236).

Kedi ve kopeklerde meme bezleri aksillar bolgeden inguinal bdlgeye uzanan iki
paralel paramedian zincir seklinde dizilmektedir. Meme bezlerinin sayist tiirlere gore degisir.
Bir¢ok kdpekte 5 ¢ift meme bezi bulunmasina ragmen bazi hayvanlarda 4 ile 6 ¢ift meme bezi
bulunmaktadir (White 2003 pp.349-351). Bunlarin iki ¢ifti torakal (M1 ve M2), iki ¢ifti
abdominal (M3 ve M4) ve bir ¢ifti inguinal (M5) meme bezleridir. Her iki paramedian
zincirdeki meme loblar1 kendi i¢inde birbiriyle baglantilidir. Fakat sag taraftaki meme bezi
zinciri ile sol taraftaki meme bezi zinciri arasinda baglanti yoktur (Fidler ve Brodey 1967).
2.3. Meme Bezlerinin Lenfatik Drenaji

Anterior iic meme bezinin lenfatik drenaji1 aksiler lenf nodu ile saglanir. Posterior iki
meme bezi ise superfisiyal inguinal lenf nodu ile drene edilir. Lenfatik iligki 2. ve 3., 4. ve 5.
meme bezi arasinda mevcuttur. Ayni zamanda 3. ve 4. meme bezi arasinda da lenfatik iliski
bulunabilir (White 2003 pp.349-351; Sorenmo ve ark. 2011). Kopeklerde normal ve
neoplastik meme dokusuna ait lenfatik drenaj Tablo 2.3-1’de belirtilmistir.

Tablo 2.3-1: Kopeklerde normal ve noeplastik meme dokusuna ait lenfatik drenaj (LD: Lenf

diigiimii) (Sorenmo ve ark. 2011).

MEME BEZI NORMAL LENFATIK | NEOPLASTIK LENFATIK DRENAJ
DRENAJ

M1 (6n torakal) Aksiler LD Aksiler LD, Sternal LD

M2 (arka torakal) Aksiler LD Aksiler LD, Sternal LD

M3 (6n abdominal) Aksiler LD, Aksiler LD, Siiperfisyal inguinal LD,

Siiperfisyal inguinal LD Median illiak LD

M4 (arka abdominal) Siiperfisyal inguinal LD Siiperfisyal inguinal LD, Aksillar LD
M5 (inguinal) Stiperfisyal inguinal LD Stiperfisyal inguinal LD, Popliteal LD
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Torasik bezler, internal torasik arterin kollariyla, interkostal arterlerin kutandz
kollariyla ve lateral torasik arterlerle beslenmektedir. Kranial abdominal bezler, kranial
epigastrik arter ve caudal interkostal arterlerin kutanéz kollarindan kani alirlar. Kaudal
abdominal ve inguinal bezler, biiyiik ¢ogunlukla kaudal siiperfisiyal epigastrik arterler ve
cksternal pudendal arterlerin perivulvar kollariyla beslenmektedirler (White 2003 pp.349-
351).

2.4. Meme Bezlerinin Sinirsel Uyarim

Kopeklerde meme bezlerinin sinirsel uyarimi, damar diizeni ile alakalidir ve lokal kan
akisinin diizenlenmesinde rol alan peptiderjik sinirler igerir. Ayrica meme basini uyaran
sinirlerdeki uyarici néropeptidlerin, siit saliniminda rol oynadiklart bildirilmistir (Sorenmo ve
ark. 2011).

2.5. Siklusun Evrelerinde Meme Bezlerinin Histolojisi

Yetiskin kopeklerde prodstrus evresinde, cok miktarda interlobular ve intralobular bag
doku ile ¢evrili bazi kiiclik lobuller ve interlobular kanallarin baglicalarint iceren bezler
inaktiftir. Ostrus siklusundan onceki alveoler yapilar, kiibik vakuoler ya da yass1 epitelyal
hiicrelerle gevrilidir. Makrofajlar, bu alveollerin lumeninde ve gevsek intralobuler bag dokuda
bulunan lipofusini igerir. Ostrusun baslangici, loblardaki gevsek bag doku ile
katmanlastirilmis  epitelyum tarafindan olusturulan multiple kii¢iik  kanalciklarin
sekillenmesiyle gelisen intralobular kanal epitelyumunun yayilmasina neden olur. Erken
didstrusta, progesteron seviyesi yliksekken, lobullerin olusumu ile kanallar biiylik oranda
gelisirler. Geg¢ diostrusta, kopeklerde meme bezlerinin gelisimi, intralobular kanallarin
sonundaki salgisal alveollerin olugsmasiyla en iist seviyeye ulasir. Alveol, eozinofilik
proteindz salgiyla dolar. Erken andstrus, cok az miktarda salgi iceren alveoller ile
karakterizedir. Vakuolize epitelyum hiicreleriyle dizili alveoller ¢ok ¢ikintili bazal membran
ile ortiiliidiirler. Baz1 loblar; meme bezinin gerilemesine, intralobuler bag dokunun miktarinda
artisa ve lenfosit ve plazma hiicrelerinin infiltrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterirler.
Geg anodstrusta, meme bezinde gerileme cok belirgindir. Kanal liimenleri ve loblar boyut
olarak azalmaktadirlar. Piknotik c¢ekirdekli hiicreler genellikle alveollere veya kanallara
siralanir. Eozinofilik yumrular duktal lamina ile birlikte goriiliir. Intersitisyum kalinlasir,
kollajen iplikcikler daha kompakt hal alir, lenfosit, plazma hiicreleri ve lipofusin igeren
makrofajlarin infiltrasyonu goriliir (Santos ve ark. 2010; Sorenmo ve ark. 2011)

2.6. Meme Dokusuna Etkili Hormonlar
Meme bezinin gelisimi puberta ile baslar, reprodiiktif hayat boyunca, hormonal ¢evre,

ovarian steroidler, polipeptid hormonlar ve Ostrus siklusunda iiretilen biiyiime faktorlerinin
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morfogenetik siireci tarafindan kontrol edilir. Disi kopeklerde reprodiiktif ve hormonal
fizyoloji meme bezinin histolojisine de etki etmektedir (Santos ve ark. 2010). Meme bezinin
gelisimi meme kanallarinin uzamasi sonucu meydana gelir. Tekrarlayan Ostrus siklusu
boyunca bu kanallar yan kollar verir. Gebelikte bu yan kollar artar ve alveologenezisi tetikler
(Brisken ve O’Malley 2010).

Postpubertal donem siiresince meme gelisiminin siiresi birgok tiirde farklilik gosterir.
Ormnegin; tavsanlar gibi asiklik hayvanlarda az miktarda alveol yapisi olsa bile dstrusta kanal
gelisimi artar. Siklik hayvanlarda da kanal gelisiminde artis gozlenmektedir. Siganlarda,
prodstrus ve Ostrus siliresince kanallar, yag doku ic¢ine dogru tomurcuklanirlar. Meme
kanallarmin gelisimi her Ostrus siklusunda %8 oraninda artar. Metdstrus ve didstrusta bu
kanallar geriler veya ige kivrilir. Bu durum sigirlarda da aymidir fakat Ostrus sonrasi
paransimal dokuda diizensizlik gozlenir (Hurley 2009).

Ostrustaki biiyiime ovarian steroid hormonlarla iligkilidir. Ostrojen ve progesteron
reseptorlerinin tiimii puberta yaklastikca meme bezinde ortaya cikarlar. Bununla birlikte,
Ostrojen ve progesteronun kesin rolii hala tam olarak ortaya konulmamistir. Mammogenik
hormonlar, meme dokusundaki spesifik biiylime yapilart i¢in uygun kosullari hazirlarlar
(Wilson 1981 pp.394-404).

Ostrojen hormonu; 6zellikle postpubertal disilerde dnemli bir mammogenik faktordiir.
Ostrojen reseptorleri; kandaki dstrojen konsantrasyonundaki siklik yiikselmeye maruz kalan
bezlerde oldugu gibi, puberta zamaninda da bez ¢evresinde goriiniirler. Kemirgenlerde
ostrojen, stromal dokudaki reseptdrler lizerine rol oynar ve boylece kanal gelisimini tetikleyen
biiylime faktorlerinin tiretimini diizenler (Sorenmo 2003).

Progesteron hormonu; meme gelisiminde anahtar rol oynayan diger bir ovarian steroid
hormondur. Progesteron reseptorlerinin memedeki yag dokuda tespiti zor olsa da, progesteron
alim1 sonucunda stromal hiicreler tomurcuklanir. Kanal epitelinde progesteronun DNA sentezi
iizerine uyarici etkisi stromal hiicreler araciliiyla indirekt olarak saglanir. Progesteronun esas
mammogenik etkisi epitel hiicrelerde bulunan reseptorlerine baglanmasiyla sekillenir ve
postpubertal meme gelisiminin niteligi olan alveolar tomurcuk veya kanallarda yan dallanma
olusumu ile etkisini gosterir. Progesteron, alveolar morfogenezisde biiyiik, kanal
morfogenezisinde kiigiik rol oynamaktadir. Ostrus siklusu siiresince, kanal genislemesi ve
paransimal dokunun yag yataginin i¢ine genlesmesi yiikselmis Ostrojen miktar1 ile ilgilidir
(Hurley 2009).

Ostrojen ve progesteron arasindaki sinerji, tiim hormonlarin yiiksek konsantrasyonda

oldugu gebelik dénemi siiresince de gozlemlenmektedir. Ostrojen ve progesteronun meme
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bezi iizerine direkt etkisi vardir. Bu durumun meme dokusunda lokal olarak otokrin ve
parakrin faktorlerin iiretimi ile alakali oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira, steroid
hormonlar, prolaktin salgisindaki artig vasitastyla meme dokusu lizerine indirekt etkiye
sahiptirler (Hurley 2009).

Prolaktinin genellikle laktasyon ve galaktopoezisi baslatma ile ilgisi olmasinin yani
sira mammogenik etkisi de vardir. Prolaktin reseptorleri epitelyumda oldugu gibi bazi tiirlerde
yag tabakasinin i¢inde de bulunmaktadir. Prolaktin, biiyiiyen meme dokusunun hem stromal
hem de epitelyal bilesiminde rol oynamaktadir. Prolaktin salgisinin baskilanmasi gebe
kecilerde, domuzlarda ve diger tiirlerde meme bezi gelisimini de baskilamaktadir. Prolaktinin
kandaki konsatrasyonu normalde gebelik siiresince diisiiktiir. Gebelik boyunca meme
gelisimi, prolaktinin kandaki normal konsantrasyonu ile sinirlandirilamaz (Hurley 2009).

Biiyiime hormonunun (somatotropin) kecilerde kullaniminin, laktasyon boyunca siit
tretimini diizenledigi bilinmektedir. Somatotropin, insulin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1)
salgisin1  diizenleyerek indirekt yolla etki gosterir. Somatotropin ayrica mammogenik
hormondur ve gelisimin her evresinde memedeki bilyliimeyi diizenler. Somatotropinin meme
dokusuna direkt etkisi, meme hiicrelerindeki somatotropin reseptorlerinin varhigi ile anlasilir.
Birgok tiirde memedeki stromal veya epitelial hiicrelerde somatotropin reseptorleri mevcuttur.
Somatotropin; meme epitel hiicreleri i¢in mitojenik olan IGF-1’in stromal {iretimini diizenler.
Meme dokusunda IGF-1 ekspresyonunun en yiiksek seviyeleri yag dokuda meydana gelir.
Bununla birlikte, gebeligin son donemlerinde ve prepubertal allometrik biiylime faz siiresince
en fazladir. Memede IGF-1 ekspresyonu; somatotropin, Ostrojen ve g¢ogalan epitelyum
hiicrelerden pozitif geri bildirim mekanizmasiyla diizenlenir. Meme gelisiminde insulin
benzeri biiylime faktérii 2’nin (IGF-2) fonksiyonu, IGF-1’den daha az bilinmektedir.
Hormonal uyarim ve meme gelisiminin evreleri tarafindan diizenlenen stromal hiicreler IGF-2
tiretmektedir (Hurley 2009).

Meme gelisiminde gerekli diger hormonlar glikokortikoidler, tiroid hormonlar1 ve
insulindir (Sorenmo 2003).

2.7. Tiimér Gelisiminde Hormon Reseptor Iliskisi

Normal ve neoplastik meme bezlerinin gelisimi, steroid ve peptid hormonlarin veya
biiytime faktorlerinin hedef hiicrelerdeki reseptorlere baglanmasiyla iliskilidir (W. Misdorp
2002 pp.575-606). Meme bezlerinde bulunan Ostrojen reseptorleri (ER), progesteron
reseptorleri (PR), prolaktin reseptorleri (PRL-R) ve EGFR; normal meme bezlerinde
bulunurlar ve seksiiel siklusun evreleri boyunca degisen hormonal aktiviteden etkilenir
(Donnay ve ark. 1993).
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Bening ve malign meme bezi tiimérlerinde ER, PR, PRL-R, EGF-R ve androjen
reseptorlerinin (AR) %40-60 oraninda bulundugu bildirilmektedir (Elling ve Ungenach 1983;
Donnay ve ark. 1993). MacPhail (2013 pp.809-815), kdpeklerde Ostrojen ve progesteron
reseptorlerinin, malign tiimorlerin  %50’sinde, bening meme tiimorlerinin  %70’inde
bulundugunu, 0&strojen ve progesteron reseptorlerine sahip kopeklerin daha uzun siire
yasadiklarini bildirmistir.

Insanlardaki meme bezlerindekinin aksine, kdpeklerde normal epitelyal meme bezleri
ER pozitiftir. Kopeklerde Ostrojen reseptorii alfa (ERa) pozitif meme tiimorleri ve PR pozitif
yangisal meme tiimorleri genellikle daha iyimser bir klinik tabloya sahiptirler. Son yillarda
kopeklerdeki malign meme tiimorlerinde, Ostrojen reseptorii beta (ERP) ekspresyonu
belirlenmistir (Illera ve ark. 2006).

Ostrojen ve progesteron hormonlart normal meme bezinin gelisiminde biiyiik rol
oynar. Ayrica bu hormonlar tiimor gelisiminde de etkilidir (Selman ve ark. 1994). Normal
doku ile karsilastirildiginda karsinomlarda reseptor seviyeleri daha yiiksektir (Donnay ve ark.
1995). Bununla birlikte kadinlarda gogiis kanserinde oldugu gibi kopeklerdeki meme tiimorti
olgularinda ER; temel terapotik hedefin belirlenmesi i¢in malign degisimin ortaya konmasini
saglar. Bir kadinin ilerleyen go6giis kanseri riski, biyolojik olarak kullanilabilir dstrojenin
tedavi edici dozu ile kontrol altina almabilir (Bernstein ve Ross 1993). Ileri asamadaki
hastaliklarda ER, PR ve EGFR kodlayan genlerin ekspresyonu olusmadigindan, bolgesel ve
uzak metastazlarda EGFR ve steroid reseptorler negatiftir. Farklilasmamis karsinomlarda,
farklilagsmig meme karsinomlarina gore daha diisiik sayida reseptorler vardir. Bir pozitif ER ve
PR durumu kompleks karsinomlarda, basit karsinomlardan daha yaygindir ve kompleks
karsinomlar daha iyi prognoza sahiptirler. Reseptorden zengin karsinomlar operasyon sonrasi
donemde daha uzun yasama sahiptirler (Sorenmo 2003). Yapilan diger bir ¢aligmada
kopeklerde yangisal meme karsinomu olgularinda androjen ve dstrojen seviyelerinin arttig1 ve
AR ve ER’nin yiiksek oranda ekspresyonunun saptandigi bildirilmistir (Illera ve ark. 2006).
2.8. Meme Tiimérlerinin Insidensi

Kopeklerde tiimorler en sik deride goriilmekle beraber, bunu meme tiimorleri (%25-
50) takip etmektedir (Boldizsar ve ark. 1992). Meme bezi tiimorleri kopeklerdeki tiim tiimoral
olgularin %13,4’{ind, kisirlastirilmamis kdpeklerdeki tiimoral olgularin %41,7’sini olusturur
(Dorn ve ark. 1968). Malign meme tiimorleri ise her irktaki disi kdpeklerde %53 oraninda
insidense sahiptir (Moe 2001; Santos ve ark. 2013).



2.9. Meme Tiimorlerinin Etiyolojisi

Meme tiimdrlerinin etiyolojisinde yas, beslenme, irk yatkinligi, ekzojen hormon
uygulamalari, kisirlagtirma ve radyasyon 6nemli rol oynamaktadir (Sorenmo 2003).

Meme tiimérleri c¢ogunlukla ileri yaslarda goriilmektedir. iki yasmn altindaki
kopeklerde meme tiimorlerine nadiren rastlanmaktadir. Ozellikle 4-8 yas arasimnda meme
tiimorlerinin gelisimi hizhidir, 8 yasin {lizerindeki kopeklerde goriilme orani daha yiiksektir.
Meme tiimorlerinin insidensi 1-4 yasindaki kopeklerde %4, 4-8 yasindaki kopeklerde %29,8
yas ve tizeri kopeklerde %67 oldugu bildirilmistir (Boldizsar ve ark. 1992; Yamagami ve ark.
1996). Sorenmo ve ark. (2011) meme tiimorlerinin 9-11 yaslar arasindaki kopeklerde yiiksek
insidense sahip oldugunu ve ekzojen hormonlarla (progestin) tedavi edilmedigi takdirde 5
yasin altindaki kdpeklerde meme tiimorii goriilmesinin ¢ok nadir oldugunu bildirmislerdir.

Hayvan deneyleri ve insan epidemiyoloji ¢alismalari yiiksek yaglh diyet ve obezitenin
meme Kkanseri riskini artirdigini gostermektedir. Kopeklerde meme tiimorlerinin gelisimi
acisindan obezite ve gesitli beslenme faktorleri risk teskil etmektedir. Son yillarda yapilan
epidemiyolojik calismalarda bu konuda ¢eligkili bulgular ortaya konulmustur. Yapilan bir
caligmada (Sonnenschein ve ark. 1991) meme bezi tiimorlerinin gelisme riski 9-12 aylik yasta
zayif olan kisir kopeklerde olduk¢a diisik oldugu belirlenirken, meme bezi timori
gelisiminin 1 yil dncesine kadar obez olan veya yiliksek yag oranina sahip diyetle beslenen
kopeklerde meme tiimorii gelisimi riskinde artis saptanmadigi bildirilmistir. Diger bir
calismada (Shofer ve ark. 1989) meme timorlii kopeklerde bazi beslenme faktorlerinin
prognoz lizerine etkileri degerlendirilmis ve bunun sonucunda diisiik yag, yiiksek proteine
sahip diyetle beslenen kopeklerin, diisiik yag diisiik proteinli diyetle beslenen kdpeklere gore
belirgin derecede daha uzun yasam siirelerinin oldugu saptanmistir. Calismanin sonucunda
yiksek yagli diyetle beslenen kopeklerde, hayatta kalma siiresi protein alimiyla
iliskilendirilmemistir.

Yiiksek yag oranina sahip diyetle beslenme ve menopoz Oncesi ve sonrasi donemde
obezite kadinlarda gogiis kanseri riskini artirmaktadir. Buna, serbest serum Ostrojen
seviyelerinde artisa sebep olan ve buna bagli olarak goglis kanseri riskini arttiran;
hiperinsulinemi, insulin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) seviyelerinde artis ve serum
cinsiyet hormonu baglayic1 globulin (SHBG) seviyelerinde azalma gibi ¢esitli nedenler
gosterilebilir (La Guardia ve Giammanco 2001).

Yas ve beslenme faktorlerinin yami sira kopegin ik ozelligi de meme tiimori
gelisiminde onemli bir etkiye sahiptir. Uluslararas1 Klinik Federasyonunun (FCI) kriterine

gore kopekler viicut agirliklarina gore; kiiciik (<10 kg), orta (10-23 kg), biiyiik (>23 kg)
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olarak ii¢ kategoride gruplandirilmaktadir (Santos ve ark. 2013). Belirli irklar, meme timorii
olusumunda yiiksek oranda risklidir. Meme bezi tiimorlerinde yiiksek insidense sahip olan
kopekler; Toy ve Miniatiir Poodle, Ingiliz Springer Spaniel, Brittany Spaniel, Cocker Spaniel,
Ingiliz Setter, Pointer, German Shepherd, Maltese, Yorkshire terrier, Labrador Retriever ve
Dachshund irklarindandir (Sorenmo 2003; Novosad 2003). Meme kanseri olgular1 saf irk
kopeklerde daha 6n plandadir. Belirgin derecede yiiksek riske sahip kdpekler Dachshund ve
Pointer irklarindandir. Collie ve Boxer irki kopekler ise daha diisiik riske sahiptirler (Frye ve
ark. 1967; Moe 2001). Meme tiimorii gelisim riski fazla olan irklarda genetik bir bilesenin
varlig1 diisiiniilmektedir. Fakat bu kdpeklerde belirgin bir genetik mutasyonun saptanmadigi
bildirilmistir. Kopek meme tiimorlerinde de insanlarda oldugu gibi ¢ogunlukla mutasyona
ugrayan gen, timor baskilayict p53 genidir. Bunun yani sira timor gelisimde rol oynayan
breast cancer A (BRCA), c-erbB2, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), EGFR
gibi ¢esitli genler bulunmaktadir (Sorenmo 2003).

Yapilan bir ¢alismada (Schnieder ve ark. 1969); genglikte ovarian hormonlara maruz
kalma siiresinin, meme kanseri riskini belirledigi bildirilmistir. Meme bezi tiimoérlerinin
gelisim riski; ovariohisterektominin birinci dstrustan 6nce, ikinci veya herhangi bir 6strustan
sonra uygulandigina bagl olarak, sirasiyla % 0,5’den % 8’e ve % 26’ya kadar artar. Ilk &strus
siklusundan once kisirlagtirilan kdpeklerde meme bezi neoplazmalarinin gelisim sansi
yaklasik % 0,5°tir. ilk Ostrustan sonra bu risk % 8’e yiikselir. Ikinci Ostrustan sonraki
kisirlagtirmalarda risk % 26’ya yiikselir ve artmaya devam eder (Bastan ve Kaymaz 1999;
Novosad 2003; Sorenmo ve ark. 2011). Ileri yaslarda ovariohisterektomi, malign meme bezi
timorlerinin gelisim riskini azaltmaktadir. Kedilerde ovariohisterektominin rolii maalesef
kopeklerde oldugu gibi degildir. Fakat alt1 ayliktan once ovariektomi uygulanan kedilerde
meme neoplazmasi gelisimi 7 kat daha diisitk bulunmustur (Novosad 2003). Yapilan diger
caligmalarda da (Schneider ve ark. 1969; Misdorp ve ark. 1991); disi kedi ve kopeklerde
erken donemde uygulanan ovariektominin meme karsinomuna karsi biiyiik 6l¢iide koruyucu
etkisi oldugu bildirilmistir. Misdorp (1988), ovariektominin ileri yaslarda uygulanmasiyla,
kopeklerde bening meme tiimoérlerinin gelisim riskinin devam edecegini savunmaktadir.
Sorenmo ve ark. (2000) meme tiimorlii kopeklerde kisirlagtirmanin ve kisirlagtirma zamaninin
yagam siiresi iizerine etkisini belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada; meme tiimorli kdpekleri
kisirlagtirilmamis, mastektomi operasyonundan en az 2 yil Oncesine kadar siirecte
kisirlagtirilmis ve mastektomi operasyonundan 2 yildan daha fazla silire Oncesinde

kisirlagtirllmis kopekler olarak 3 grupta incelemislerdir. Bunun sonucunda mastektomi
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operasyonundan en az 2 yil oncesine kadarki siirecte kisirlastirilan kdpeklerin diger gruptaki
kopeklere gore daha uzun yasam siirelerine sahip olduklarini bildirmislerdir.

Progestinlerle tedavi timor gelisim riskini artiran bir diger faktordiir (Stovring ve ark.
1997). Enjektabl progestinler bazi Avrupa iilkelerinde kedi ve kdpeklerde 6strusu engellemek
amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu tarz tedavilerin meme tiimoérlerinin etiyolojisinde, bening ve
malign meme timori insidensini yiikselttigi bildirilmistir (Misdorp 1988; Bastan ve Kaymaz
1999). Ostrojen ve progesteron aliminin kopeklerdeki etkisi konusunda toksisite ¢alismalari
vardir. Dietilstilbestroliin uzun siireli alimi1 veya diger sentetik Ostrojenlerin kullanilmasi
yalnizca meme tiimorlerinin  insidensini artirmamaktadir. Progesteron ve sentetik
progestinlerle uzun siireli tedaviler kopeklerde meme hiperplazisini ve bening meme bezi
tiimorlerini indiikler (Giles ve ark. 1978; Concannon ve ark. 1981). Kedilerde progesteronun
diizenli alimi, malign ve bening meme tlimorlerinin olusum riskini belirgin bir sekilde
artirdigt ve bening meme lezyonlarinin, o6zellikle fibroadenomat6z degisimlerin, endojen
(gebelik siiresince) veya ekzojen progestinler ile iligkili oldugu bildirilmistir (Hayden ve ark.
1981; Misdorp 1991). Her ne kadar diisiik dozlarda koruyucu amacglh olarak Onerilse de
ozellikle Ostrojen progesteron kombinasyonlariyla ya da yliksek dozlarda progesteron ile
tedavi sonucu malign meme tiimorleri sekillenebilmektedir (Misdorp 1991). Kontraseptif
steroidler, belli sartlarda, kopeklerde, rodentlerde, kedilerde ve maymunlarda meme tiimorii
gelisimi ile iliskilidir (Rutteman 1992). Kopekte endojen progesteron ve sentetik progestinler,
akromegali ve insiilin direncinin bir neticesi olarak somatotropin tiretimini arttirirlar (Theilen
ve Madewell 1987; Selman ve ark. 1994). Biiyiime hormonunun direkt olarak meme bezlerini
biiyiitmeye yonelik etkisi vardir. Ayrica indirekt olarak IGF-1 iizerine de etkilidir. Insiilin
biliylime faktorlerinin; normal hiicre proliferasyonu ve malignant degisim ilizerine ¢ok onemli
rolii vardir. IGF-1; meme tiimorleri dahil birgok degisik tiimdr tiplerinin tiimérogenezisinde
goriilmiistiir. Kan serumunda diisiik IGF-1 seviyesine sahip kadinlarin meme kanserine
yakalanma orami yiiksektir. Asir1 IGF-1 iireten transgenik farelerde; anormal meme bezi
gelisimi ve tiimor insidensinde artis saptanmistir. IGF-1 apoptozisi engeller ve bir¢cok meme
kanseri hiicre dizilimleri i¢in etkili bir mitojen olmustur (Sorenmo 2003). Uzun siire yliksek
miktarda medroksiprogesteron asetat verilen kopeklerde, somatotropin seviyelerinin arttigi,
kortizol seviyelerinin baskilandig1 bildirilmis ve yiiksek somatotropin seviyesine sahip disi
kopeklerde, akromegali benzeri durumun dis belirtilerinin yanisira biiyilk meme nodiillerin de
gortldiigi saptanmustir. Ayrica disi kopeklerde meme neoplazmalarinin olusumunda
hipofiziyal hormonlarin roliiniin oldugu; prolaktin ve adrenokortikotropik hormon (ACTH)

seviyelerinin arttig1 belirtilmektedir (Theilen ve Madewell 1987).
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Tiim bu faktorlerin yanmisira erken yaslarda meydana gelen tiim meme
neoplazmalarinda radyasyonun da etkili bir faktor oldugu bildirilmektedir (Misdorp 2002).
2.10. Kopek Meme Tiimoérlerinin Histolojik Siniflandirilmasi

Meme bezi tiimorleri bening veya malign olabilmesine ragmen kopeklerde meme
timorlerinin yaklasik olarak % 50’sinin malign karakterde oldugu bildirilmistir (Novosad
2003). Yapilan bir ¢alismada (Bastan ve Zonturlu 2002), meme tiimdrlerinin lokalizasyonu ile
timoriin  karakteri arasinda belirgin bir baglanti oldugu tespit edilmistir. Kopeklerde
genellikle meme tlimdrlerinin biiyiik bir kismi1 inguinal meme lobunda yerlesim gosterdigi ve
inguinal meme lobunda olusan tiimdrlerin diger meme loblarindaki tiimorlere gore daha
malign karaktere sahip olduklari bildirilmistir (Bastan ve Zonturlu 2002).

Timoriin - morfolojik 6zelliklerini ve prognozu belirlemek agisindan dokunun
kaynagina gore (epitelyal, miyoepitelyal veya mezensimal doku) smiflandirma yapilmistir
(Sorenmo 2003). Képek meme tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi ilk olarak 1974 yilinda
yapilmis ve 1999 yilinda modifiye edilmistir. Histolojik prognostik 6zellikleri ve dolayisiyla
maligniteyi belirlemek amaciyla Diinya Saglik Orgiitiiniin 1974 yilinda belirledigi meme
dokusundaki tiimér ve displazileri iceren ‘Evcil Hayvanlarda Tiimorlerin Uluslararasi
Histolojik Siniflandirilmasi’ yol gostericidir (Hampe ve Misdorp 1974). Bu smiflandirma;
karsinom, sarkom, malign miks timdr (karsinosarkom), bening tiimérler, siniflandirilamayan
timorler ve displaziler olmak {izere 6 ana baslik altinda toplanmistir. 1999 yilinda revize
edilen histolojik siniflandirma ise; malign tiimorler, bening tiimoérler, siniflandirilamayan
tiimorler, meme bezi hiperplazileri ve displazileri olmak iizere 4 ana basliga indirgenmistir
(Misdorp ve ark. 1999). 2010 yilinda onerilen histolojik siniflandirma; malign epitelial
neoplazmalar, malign epitelial neoplazmalarin 6zel tipleri, malign mezensimal neoplazmalar
(sarkom), malign miks neoplazmalar (karsinosarkom), bening neoplazmalar, hiperplazi ve
displaziler, meme basinin neoplazmalari, meme basinin hiperplazi ve displazileri olarak 8 ana

baslik altinda diizenlenmistir (Tablo 2.10-1) (Goldschmidt ve ark. 2011).
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Tablo 2.10-1: 2010 Yilinda Onerilen Histolojik Siniflandirma —( Goldschmidt ve ark. 2011)

A. Malign epitelial tiimorler

1-
2-

10-
11-
12-

Karsinom- in situ

Karsinom —basit

a) Tubular

b) Tubulopapiller

c) Kistikpapiller

d) Kribriform

Karsinom — mikropapiller invaziv
Karsinom — solid

Komedokarsinom

Karsinom — anaplastik

Kompleks adenom/ miks tiimoriin
icinde gelisen karsinom

Karsinom- kompleks tip

Karsinom ve malign miyoepiteliom
Karsinom- miks tip

Duktal karsinom

Intraduktal papiller karsinom

B. Malign Epitelial Tiimorler — Ozel tipler

1-
2-
3-
4-
5-
6-

Yassi (skuamoz) hiicreli karsinom
Adenoskuamoz karsinom
Musinoz karsinom

Yag hiicreli (sekretorik) karsinom
Mekik hiicreli karsinom

Yangisal karsinom

C. Malign Mezensimal Tiimorler
(Sarkomlar)
1- Osteosarkom
2- Kondrosarkom
3- Fibrosarkom
4- Hemanjiosarkom
5- Diger sarkomlar
D. Karsinosarkomlar- Malign  Miks
Tiimorler
E. Bening Tiimorler
Adenom
Intraduktal papiller adenom
Duktal adenom
Fibroadenom
Miyoepiteliom
Kompleks adenom

N o g bk w b PE

Bening miks timor
F. Hiperplazi/ Displazi
1. Duktal ektazi
2. Lobuler hiperplazi (Adenozis)
3. Epiteliozis
4. Papillomatozis
5. Fibroadenomatdz degisimler
6. Jinekomasti
G. Meme bags1 tiimorleri
1. Adenom
2. Karsinom
3. Epitel infiltrasyonlu karsinom
H. Meme basimin hiperplazisi / displazisi

1. Meme basi dersinin melanozu
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Bir¢ok meme tiimorii epitelial kokenlidir. Bununla birlikte bazilar1 hem epitelial hem
miyoepitelial dokuya ait histolojiler bulundurmaktadir. Cok az miktarda tiimor tipi de
mezensimal kokenlidir (Sorenmo 2003).

Epitelial tiimorler genellikle histopatolojik smirlarina ve degisikliklerine gore
simiflandirilirlar. Malign epitelial tiimorleri; karsinomlar ve bunlarin alt tipleri olusturur.
Karsinomlar; bazal membrani istila etmeyen malign karakterde bir epitelial timdrdiir
(Goldschmidt ve ark. 2011). Bu lezyonlar genellikle multisentriktir ve 6nceden var olan
kanallarda ve loblarda biiyiiyebilirler. Tubuler karsinomlar (adenokarsinom); kdpeklerde en
yaygin goriilen meme tiimori tipidir. Bu tlimorler, normal meme dokusunun orijinal tubular
ve duktal morfolojilerinin bir kismint yok ederler. Solid karsinomlar; daha az
farklilagsmislardir. Bu tiimoérler tubular/duktal yapilarimi kaybetmislerdir ve sert bir kagit
formundadirlar. Anaplastik meme bezi karsinomlari; karsinom kategorilerinden higbirinde
siniflandirilamayan, farklilasmamis, pleomorfik ve infiltratif epitelial tlimorlerdir. Yangisal
meme bezi karsinomlari; 6dem ve agriya sebep olacak sekilde derinin {izerini 6rten, yogun
yangi hiicresi infiltrasyonuna sahip, derideki lenf kanallarinda malign epitelial hiicreler
bulunduran, hizli bir klinik ilerleme gosteren histopatolojik ve klinik 6zelliktedirler (Sorenmo
2003; Goldschmidt ve ark. 2011).

Disi kopeklerde en yaygin goriilen meme tiimdri tipleri sirasiyla %46 oraninda
karsinom, %27 oraninda kompleks karsinom ve %13 oraninda karsinosarkomlardir (Tavasoly
ve ark. 2013). Epitelial meme bezi tiimérlerinin histopatolojik degisimi prognozu etkiler.
Prognozun kotiilesmesi, farklilasmanin kaybi ile alakalidir. In situ karsinom ve
adenokarsinomlar, en iyi prognoza sahip iken anaplastik ve inflamatuar karsinomlar en kotii
prognoza sahip tiimor tipleridir (Sorenmo 2003; Tavasoly ve ark. 2013). Malign
miyoepiteliomlar veya mekik hiicreli karsinomlar, meme dokusunun miyoepitelial
hiicrelerinden yiikselen malign tiimérlerdir ve kopeklerde nadiren goriiliirler (Sorenmo 2003).

Meme bezinin maling mezensimal tiimorleri sarkomlardir. Meme bezi sarkomlar1 ¢ok
yaygin degildirler. Daha onceden var olan bening tiimorlerin malign degisimi ile ya da
interlobular stromadan gelistikleri disiiniilmektedir. En yaygin goriilen meme bezi
sarkomlari; osteosarkomlar ve fibrosarkomlardir. Bunu kondrosarkomlar ve liposarkomlar
izler. Ozellikle meme bezi osteosarkomlari, erken dédnemde kan yoluyla metastaz yapmalar
ve kisa yasam siiresi sunmalari ile bilinirler (Goldschmidt ve ark. 2011).

Miks meme bezi tiimorleri, kikirdak ve kemik alanlara sahip miyoepitelial ve duktal
hiicreler igerirler (Sorenmo 2003). Malign miks tiimorler, karsinosarkomlar olarak da bilinir

ve kopeklerde ¢ok yaygim degildirler (Goldschmidt ve ark. 2011). Malign miks tiimorli
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kopeklerde prognoz zayiftir ve kdpeklerde hastaligin ilk yilinda metastaz geligir. Tiim malign
meme tiimorleri metastaz yapma potansiyeline sahiptirler (Sorenmo 2003; Goldschmidt ve
ark. 2011).

Metastazik risk ve slireg; timdor tipi, histolojik farklilasma ve bir¢ok prognostik klinik
faktorlerce belirlenir. Genellikle malign epitelial tiimorlerin metastazi lenf yoluyla bdlgesel
lenf diiglimlerine ve akcigerlere, mezensimal tiimorlerin metastazi ise tipik olarak kan yoluyla
direkt akcigerlere olmaktadir. Malign meme tiimoriine sahip kopeklerin yagsam stireleri bening
meme tiimoriine sahip kopeklerinkine gore daha kisadir (Sorenmo 2003).

Meme tiimorlii kopeklerde malignite kriterleri olarak; tiimor tipi, belirgin niikleer ve
hiicresel pleomorfizim, mitotik indeks, neoplazmalarin iizerinde nekrotik bolgeleri varligi,
timoriin  ¢evresel invazyonu, lenfatik invazyon ve bolgesel lenf yumrusu metastazi
bildirilmistir (Goldschmidt ve ark. 2011).

Meme tiimérleri; Diinya Saghk Orgiitii'niin belirledigi tiimér, lenf nodu, metastaz
(TNM) sistemine gore siniflandirilirlar (Tablo 2.10-2.).

Tablo 2.10-2: Diinya Saghk Orgiitii’niin belirledigi TNM Kisaltmalar1 (Owen 1980)

To: Tiimor yok

Ti:<3cm(a,b,c)
T: Tiimor

(a: fiske degil, T,: 3-5¢cm (a,b,c)

N

b: deriye fiske,

c: kasa fiske) Ts:>5c¢m (ab,c)

T,: Her boyutta tiimor, yangisal karsinom

No: Histolojik veya hiicresel metastaz yok

N: Bolgesel lenf

diigiimiiniin durumu | Ny: Ipsilateral lenf nodu metastazi (a,b)

(a: fiske degil, b: fiske)

N,: Bilateral lenf nodu metastazi (a,b)

Mo: Uzak metastaz yok

M: Uzak metastazlar

M: Uzak metastaz saptandi

Bu sebeple kopeklerde meme tiimorlerinin siniflandirilmasi, tiimoriin boyutu, lenf
nodunun durumu, metastazin varligi ile saglanir. Derecelendirme sistemine gore tiimorlerin

siiflandirilmasinda en biiylik captaki tiimor kullanilir. Bu siiflandirmada ‘T’ harfi tiimoriin
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boyutunu, ‘N’ harfi bolgesel lenf yumrusunun gelisimini, ‘M’ harfi ise uzak metastazlari ifade
eder (Owen 1980) (Tablo 2.10-3).
Tablo 2.10.3. Diinya Saghk Orgiitii’niin Klinik Evre Simiflandirilmasi (Owen 1980)

Evre | T1 (o) No Mo
Evrell | Ty [\ Mo
Tl(a,b,c) N
To@be) No veya Ny,
Evre 111 Ta@bo) Tim N Mo
Tim T Tim Ny
Evre IV Tim T Tuim N M;

Birden fazla tiimori olan kopeklerde en biiyiik malign tiimdre gore derecelendirme
uygulanir. Direne eden lenf yumrular1 belirlenmelidir ve palpe edilebiliyorsa veya klinik
olarak tiimor genislemisse sitolojik degerlendirme igin ince igne aspirasyon biyopsisi
uygulanir (Sorenmo ve ark. 2011). Gilbertson ve ark. (1983), histolojik bakiy1 ve biyolojik
tutumu g6z oniinde bulundurarak, disi kopeklerde meme karsinomlarinin derecelendirilmesini

amaclamiglardir (Tablo 2.10-4).

Tablo 2.10-4: Histolojik ve biyolojik bakiya gore tiimor gruplarmmin derecelendirilmesi —
(Gilbertson ve ark. 1983)

Evre 0 | Malign iireme meme kanallarinin anatomik yapisina kadar sinirlandirilmistir (in situ

karsinom).

Evre 1 | Malign iireme meme kanallarinin anatomik sinirlarin 6tesine kadar genisler, buraya
komsu olan stromay:r istila eder (invazif karsinom, vaskiiler ve lenf diigiimii

tanimlamasiyla) .

Evre 2 | Vaskiiler ve lenfatik tutuluma sahip karsinom veya boélgesel lenf diiglimiinde

metastazlar.

Evre 3 Bariz metastazik hastalik.

2.11. Meme Tiimérlerinde Tan1 Yontemleri

Kopek meme tiimorlerinde mortalitenin daha ¢ok metastazlara bagli oldugu
bilinmektedir. Giiniimiizde malign meme tiimdrli kdpeklerde metastaz varliginin belirlenmesi
icin radyografi ve ultrasonografiden yararlanilmaktadir. Radyografiyle 6-8 mm’den fazla

biiyiikliikteki akciger lezyonlar1 saptanabilir. Dort milimetre kadar kiiciikk ¢aptaki erken
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metastazlar tespit edebilmek i¢in bilgisayarli tomografi (BT) gelistirilmistir (Glasspool ve
Evans 2000). Ancak bu yontemler 0,4 cm c¢apindan daha kiigiik metastaz odaklarini tespit
edemedigi icin, hiicresel yayilimlarla ilgili fikir vermemektedir. Meme tiimorli kopeklerde
teshis amaciyla cerrahi biyopsi yontemlerinden yararlanilabilir. Bu yontem dokunun
histopatolojik incelemesini gerektirir ve ancak iyi huylu meme tiimorii olgularinda terapotik
fayda saglar. Bu amagla ince igne biyopsisi de kullanilir fakat iyi huylu tiimor ile kétii huylu
timor ayrimini yapmakta bagar1 saglamamaktadir (Sorenmo 2003). Sonu¢ olarak meme
tiimorlerinde metastazik potansiyelin prognozu ve teshisi, cerrahi miidahale sonrasi yapilan
histopatolojik incelemeye baglidir. Bununla birlikte, metastaz sekillenmeden metastazik
potansiyeli ortaya koyabilecek giivenilir bir histolojik kriter mevcut degildir ve histolojik
prognoz ile hastaligin mevcut akibeti arasinda biiyiik farkliliklar vardir (Costa ve ark. 2011).
Kanser ile alakali oliimlerin esas nedeni tiimor degil, diger organlara uzak
metastazlarin olugsmasidir. Meme kanseri; klasik goriintiileme ve laboratuar yontemleri ile
teshis edilemeyen mikrometastaz yapma 0Ozelligine sahip oldugu i¢in sistemik bir hastalik
olarak diistiniilmektedir (Ignatiadis 2008a; 2008b). Timor gelisiminin erken evresi siiresince
tiimorde gelisen kapillar damarlar ve kan damarlari vasitasiyla kanser hiicreleri uzak organlara
yayilirlar (Slade ve Coombes 2007). Epitelyal hiicrelerin mezensimal hiicrelere degisimiyle,
dolasim sistemine metastazik hiicrelerin girmesine olanak saglayan proteazlar ve adhezyon

molekiilleri agiga ¢ikmaya baslar (Alunni-Fabbroni ve Sandri 2010).

Dolasimdaki tiimor hiicreleri; tiimorden veya onun metastazindan dokiilen,
hastanin periferal kaninda dolagan neoplastik hiicreler olarak tanimlanir (Ashworth 1869).
Kemik iliginde yayilan veya hastanin periferal kaninda dolasan tiimor hiicrelerinin varligi,
hastaligin tekrarlamasinda ve hastaliga bagli 6liimlerde prognostik agidan énem tasimaktadir.
Ozellikle kanda dolasan timér hiicrelerinin varligi, potansiyel metastazik hastaligin énemli
bir gostergesi olabilir (Ignatiadis 2008a). Kanserli hastalardan alinan tam kan orneklerinden
dolasimdaki tiimor hiicrelerini izole etmek ve belirlemek i¢in c¢esitli analitik sistemler
gelistirilmistir. Bunlar; immunohistokimya (IHK), immunofloresans (IF), floresans akish
hiicre 6l¢iimii (FAHO), ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (rt-PCR) gibi molekiiler
Ol¢limlerdir. Bu analizler, boyut ve biyolojik ozelliklerine goére saflastirilmig timor
isaretleyicilerini ayirt etmekte birbirinden farkli analitik metotlar kullanmaktadirlar (Radhika
ve Prayaga 2010). Dolasan tiimor hiicrelerinin belirlenmesinde kullanilan tekniklerin, malign
hiicrelerden dolagimdaki diger tiimor olmayan hematopoetik hiicrelerin ayrimini yapabilecek

ozellikte ve duyarlilikta olmasi gerekir. immun aracili, sitometrik ve PCR esash stratejiler,
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farkli performans Ozellikleriyle, dolasan bir timdr hiicresinin hiicresel alt yapidan ayrim
sansini artirmaktadirlar (Smith ve ark. 2000). PCR esasli analiz, dolasan tiimor hiicrelerinin
genetik goriintiilenmesi  i¢in ¢ok giliglii bir tekniktir ve bircok c¢alismada PCR,
immunositokimya teknigine gére daha hassas bulunmustur (Lambrechts ve ark. 1999; Smith
ve ark. 2000). PCR; 18-25 niikleotid uzunlugundaki kisa DNA dizilimlerinden olusan
oligoniikleotid primerlerini kullanarak, enzimatik olarak spesifik DNA dizilimlerini biiyiiten
ve boylece hedef DNA’daki ilgili bolgenin belirlenmesini saglayan in vitro bir metottur
(Ghossein ve ark. 1999). Real time PCR yontemi, floresan maddelerle isaretli problar
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amplifikasyonunun floresan oOl¢limii
sayesinde es zamanli olarak izlenebildigi bir yontemdir. Bu yontem niikleik asit miktarinin
kantitatif analizine olanak saglamasmnin yanmi sira bilinen mutasyonlarin (ya da

polimorfizimlerin) analizini de gergeklestirebilmektedir (Alunni-Fabbroni ve Sandri 2010).

Ters transkriptaz PCR (rt-PCR) ise genellikle dolasan timor hiicrelerine ait hedef mesajct
riboniikleik asitleri ¢ogaltma sansi veren nicel bir metottur (Bossolasco ve ark. 2002; Wang
ve ark. 2006).

2.12. Meme Tiimoérleri Ve Metastazlarimmn Tamsinda Kullamlan Belirleyiciler
(Markerlar)

Timor markerlar1; kan dolasiminda, viicut sivilarinda, tiimoéral dokuda Olgiilebilen
maddelerdir. Bunlar; onkofetal proteinler, hormonlar, enzimler, timér antijenleri ve digerleri
(poliaminler, isoferritinler, niikleosidler, akut faz proteinleri) seklinde simiflandirilirlar.
Marker proteinlerinin tamami, saglikli hiicrelerin de iriinleridir ve periferal kanda diisiik
seviyelerde olsa dahi 6l¢iilebilirler. Baz1 markerlar ise bening tiimorlerde, timdral olmayan ve
yangisal hastaliklarda artig gosterebilirler. Timor belirleyicileri; kanser biyolojisinde,
etiyolojisinde, teshisinde, tedavisinde ve prognozunda onemli rol oynamaktadir. Markerlar
genellikle timor hiicrelerince tiretilir. Buna bagli olarak kitle biiyilikligi, kitle sayist gibi
parametrelerle marker diizeyleri arasinda belirgin bir baglanti olmas1 gerektigi
diistiniilmektedir. Fakat bu durum; marker iireten hiicrelerin miktari, orani, marker sentezleme
hizlari, markerlarin bu hiicrelerdeki lokalizasyonu ve hiicrelerin marker liretim
mekanizmalar1 gibi faktorlerin etkisi altindadir (Kiiglikusta 1992).

Insanlarda gogiis kanserinde dolagimdaki tiimér hiicreleri; 10°-107 periferal kan
l16kositinde 1 hiicre olacak kadar diisiik miktarlarda bulunmaktadirlar (Ross ve ark. 1993).

Buna ragmen, insanlarda kanser iizerine yapilan calismalarda, kliniksel olarak belirgin
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metastazlarin olusumundan ¢ok oOnce periferal kanda bu hiicrelerin tespit edilebilecegi
bildirilmistir (Hayes ve ark. 2006). Insanlarda periferal kanda dolasan tiimér hiicreleriyle
g0giis kanserini teshis etmek igin birkag mRNA ¢esidi saptanmistir (Mostert ve ark. 2009).
Insanlardaki en yaygin epitelyal belirleyiciler; sitokeratinler (CK) ve EPCAM’dir. Ciinkii bu
belirleyiciler hem hiicre tiplerini hem de farklarini yansitirlar ve epitelyal hiicrelerde veya
karsinomlarda bulunurlar (Tan ve ark. 2005; Alunni-Fabbroni ve Sandri 2010). Hiicre
adhezyon melekiiliinde oldugu gibi sitoskeletal proteinler de her zaman epitelyal hiicrelerde
bulunurlar (Alunni-Fabbroni ve Sandri 2010).

Yapilan bir ¢alismada (Costa ve ark. 2011), insanlarda g6giis kanserinde dolasan
timor hiicreleri isaretleyicilerinden 16 tanesi, meme timorli kopeklerde dolasan tiimor
hiicrelerinin saptanmasi amaciyla kullanilmistir. Bunlar; sitokeratin-18 (CK-18), CK-19,
EPCAM, ephrin tip B reseptor 4 (EPHB4), CD44, CLDN7, epidermal biiyiime faktor
reseptorii-2 (ERBB-2), hepatosit bitylime faktor reseptorii (c-Met), EGFR, ELF3, GABA A,
musin-1 (MUC-1), Maspin, matriks melatopeptidaz 9 (MMP9), plazminojen aktivator
irokinaz reseptoriidir (PLAUR). Bunlarin iginden PCR 0lgiimlerinde periferal kanda
karsinom hiicrelerini tespit etmekte en duyarh isaretleyiciler CLDN7, EGFR, ERBB2, ELF3
ve CKI19 olarak belirlenmistir. Costa ve ark. (2011) yaptigi ¢alismada, meme timorli
kopeklerin dolasimindaki tiimdr hiicrelerine uygun isaretleyiciler saglikli kopeklerin periferal
kaninda saptanmamis olup metastazik meme tiimorlii kopeklerde yiiksek oranda saptanmuistir.

Dolasimdaki tiimor hiicrelerinin belirlenmesinde kullanilan teknikler, dolasimdaki
diger tiim hematopoetik hiicrelerden malign hiicreleri ayirmaya spesifik ve yeteri kadar hassas
olmalidirlar. Farkli performans 6zellikleriyle immun bazli, sitometrik ve PCR bazl1 teknikler,
dolasimdaki tiimor hiicrelerini diger hiicrelerden ayirma sansini arttirmayi hedeflemektedir
(Alunni-Fabbroni ve Sandri 2010). Yapilan bir ¢alismada (Criscitiello ve ark. 2010),
sitometrik/antikor esasli ve molekiiler yaklasimlar kullanilarak da periferal kandaki epitelyal
tiimor hiicrelerinin saptanabilecegi ve bu amagla kullanilan bir¢ok teknigin, sadece EPCAM-
pozitif hiicreleri tespit edebilecegi ve dolagimdaki tiimor hiicrelerine ait alt populasyonu
kliniksel olarak kagirabilecekleri bildirilmisti. EPCAM ve CD49f oncelikle insanlarda
normal meme dokusundan koken alan bazal ve luminal hiicrelerin belirlenmesinde
kullanilmistir. Yapilan bir calismada (Keller ve ark. 2010), mammoplastik dokudan iiretilen
epitel hiicreleri karakterize etmekte akis sitometrisi kullanilarak daha faydali ve kullanish
oldugu diisiiniilen EPCAM ve CDA49f ekspresyonu uygulanmistir.

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR, HER-1 veya c-erbB1), insan epidermal

biiyiime faktorii reseptorii ailesinin bir iiyesidir. Bu aile tirozinkinaz reseptoriine siki sikiya
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bagl dort tiyeden (EGFR, HER-2/neu veya c-erbB2, HER3 veya c-erbB3 ve HER4 veya c-
erbB4) olusur ve giinlimiiz literatiirlinde biiylik 6nem arz etmektedir (Hynes ve Lane 2005;
Park ve ark. 2007; Sassen ve ark. 2008). EGFR; insanlardaki neoplazmalarla dogrudan iliskili
olan ilk transmembran tirozinkinaz reseptoridiir (Hynes ve Lane 2005). Ayrica hiicresel
tireme, damarlasma, metastaz siirecinde ve tiimor gelisiminde rol almaktadir (Shien ve ark.
2005). EGFR; kopeklerde meme dokusunda bir¢ok metotla saptanabilmekte olup yapilan bir
calisgmada normal, bening ve malign meme dokusuna immunohistokimya uygulanmis ve
klinik patolojik parametreler ile yasam siiresi arasinda korrelasyon saglanmistir (Rutteman ve
ark. 1994). Buna gore biyolojik 6nemine, potansiyel teshise ve prognostik kullanimina
yonelik  bilgiler elde edilmistir. Kopeklerdeki meme tiimorlerinde, EGFR’nin
immunohistokimyasal ekspresyonu iizerine yapilan calismalar, ekspresyon ve timoriin
agresifligi arasinda bir baglantt oldugunu belirtmektedirler (Gama ve ark. 2009).
Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve EGFR; hiicrenin yasami, ¢ogalmasi, damarlagsma ve invazyon
gibi kanser gelisiminin ¢esitli evrelerinde gorev paylasimi yapmaktadirlar (Dannenberg ve
ark. 2005). Tirozinkinaz reseptorii (erbbl), EGFR ve ilgili faktorler, insanlardaki epitelyal
neoplazmalarda tiimor olusumuna neden olan bir¢ok faktore aracilik etmektedir. EGFR,
kopek meme tiimorlerinde malign fenotipe sahip birgok 6zelligi diizenler. Boylece, EGFR’ye
yonelik yeni tedavilerin arastirilmast kopek meme tiimorleri igin 6nemli doniisiimsel bir
model olabilecegi diisiiniilmektedir (Kennedy ve ark. 2011).

Klaudinler (CLDN); 17-27 kDa integral membran siki baglama (tight junction-TJ)
proteinleri ailesindendir. TJ; epitelyal ve endotelyal hiicre katmanlarinda hiicreden hiicreye
yapismanin sunulma seklidir. CLDN proteinleri, TJ olusumu ve islevi agisindan ¢ok
onemlidirler. {1k klaudin geni olan oklaudin (CLDN1), integral TJ proteini ile etkilesim iginde
olan murin proteinlerini goriintiileme sirasinda bulunmustur (Furuse ve ark. 1998). CLDN
proteinleri; luminal bariyerin korunmasinda, dinamik hiicresel bag olusturmada, paraseliiler
tasimada ve sinyal iletiminde etkilidirler. Normal TJ fonksiyonunun kaybi, insanlardaki
karsinomlarin karakteristik 6zelligidir. Klaudinler, TJ homeostazinda ve bariyer olusumunda
merkezi bir rol oynamaktadirlar. Bunun sonucu olarak, farklilagmis epitelyal doku veya
endotelyumda yerel kaludinlerin yuvalanmasi ve ekspresyonu, intravazasyon ve
ekstravazasyon islemi siiresince, invaziv ve dolasan karsinomlara kars1 ilk koruyucu bariyeri
olusturmalarin1 saglar (Swisshelm ve ark. 2005). insanlarda, CLDN ailesinin 24 iiyesi
tanimlanmistir. Anormal TJ fonksiyonu ve epitelyal tiimor gelisimi arasindaki iliski,
insanlarda epitelyal kanserlerde TJ yapisindaki degisiklikleri ortaya koyarak yapilan

caligmalarca aciga ¢ikarilmistir (Martinez-Palomo 1970).
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Klaudinler; immunohistokimya, RT-PCR, gen ekspresyonunun seri analizi (SAGE),
yari-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (sgRT-PCR), Western gibi metotlar kullanilarak
saptanabilirler ve genellikle plazma membraninda ve sitoplazmada lokalizedirler (Swisshelm
ve ark. 2005). CLDN3, CLDN4 ve CLDN7; pankreas, mesane, tiroid, fallop tiipleri,
ovaryum, mide, kolon, gogiis, uterus ve prostattan koken alan bir¢ok malignitede yiliksek
miktarlarda bulunmustur (Hewitt ve ark. 2006). Ozellikle CLDN3 ve CLDN4 miktar; gogiis,
ovaryum ve prostat tliimorlerinde artar. Ayrica CLDN4 pankreas kanserinde, CLDN6 ve
CLDN?7 insanlarda meme bezi neoplazmalarinda yiiksek oranda saptanir (Swisshelm ve ark.
2005). CLDN7’nin ekspresyonunun, insanlarda invaziv meme kanali karsinomunda normal
gogiis epiteline gore daha diisiik oldugu ve ekspresyonun karsinomun histolojik evresiyle ters
orantili oldugu bildirilmistir (Kominsky ve ark. 2003). Klaudinler, kdpeklerdeki meme epitel
hiicrelerinin TJ islevinin ayrilmaz bir parcasidir. Insanlardaki meme dokusu ile
karsilastirildiginda, ayni klaudinler kopek meme epitellerinde de bulunmaktadirlar (Tokes ve
ark. 2005). CLDN7 ekspresyonu meme bezlerinin kanal karsinomunun yanisira yemek
borusunun, dilin, bas ve boynun skuaméz hiicreli karsinomunun metastazinda, timor
invazyonunda indirgendigi yapilan ¢alismalarca bildirilmistir (A.l.Moustafa ve ark. 2002;
Usami ve ark. 2006; Bello ve ark. 2008). Yapilan diger bir ¢alismada ise (Dahiya ve ark.
2011), CLDN7’nin ovaryum kanserinin teshisinde potansiyel belirleyici olabilecegi
saptanmistir. Ayrica kolorektal kanserde karaciger metastazi ve vendz invazyon ile CLDN7
geninin ekspresyonunun indirgenmesi iliskilendirilmektedir. Bu sebeple CLDN7’nin kaybinin
veya azalan seviyeleri, yeni bir belirleyici veya metastaz dngoriicii olabilecegini arastirmacilar

tarafindan savunulmaktadir (Oshima ve ark. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calisma grubu 1.U. Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Klinigine getirilen
11,1940,41 yasinda ve 16,26+1,49 kg agirliginda, 45 adet meme tiimorli kopekten
olugsmaktadir. Kontrol grubu ise klinigimize kisirlastirma amaciyla getirilen ortalama

5,94+1,21 yasinda ve 20,16+ 2,73 kg agirhiginda, 9 adet saglikli kopekten olugmaktadir.

3.2. Klinik Muayene

Tim kopeklerin genel muayenesi yapilip, anamnez bilgileri arsivlendi. Operasyon
oncesinde kopeklerin hemogram, glikoz, iire, kreatinin, alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) parametreleri degerlendirildi. Akciger ve kalp yoniinden
degerlendirilmesi igin ventrodorsal, laterolateral sag ve sol olmak iizere 3 poz thoraks

radyografisi goriintiilendi.

3.3. Anestezi ve Operatif Miidahale

Tim kopekler 4 mg/kg dozunda iv yolla propofol (Propofol-Lipuro %1, B. Braun
Melsungen AG, Almanya) ile indiiklendikten sonra entiibe edildi. Entiibasyonu takiben %3-4
oraninda isofloran (Forane likid, Abbot Laboratuari, Ingiltere) ve oksijenizasyon ile

anestezinin devami saglandi.

Kontrol grubunu olusturan kopeklere rutin kisirlastirma operasyonu uygulandi.
Kopeklerin abdominal bdlgesinin trag ve dezenfeksiyonu saglandiktan sonra, gébek deliginin
1-2 cm gerisinden yapilan ensizyon ile abdominal bosluga girildi. Ovaryumlar ve uterus
ligatiire edilerek (Monocryl No:0, Medeks, Tiirkiye) uzaklastirildiktan sonra laparotomi
ensizyonu basit ayr1 dikisle kapatildi. Calisma grubundaki meme tiimorli kopeklerin tras ve
dezenfeksiyonu saglandiktan sonra total bilateral mastektomi ile tiim meme loblar1 ve ilgili
lenf yumrular1 uzaklastirildi. Her iki gruptaki kopeklerin periton, kas ve deri alt1 bag dokusu
monoflament iplikle (Monocryl No:0, Medeks, Tiirkiye) dikildikten sonra deri emilemeyen

iplikle (Propilen No:0, Dogsan, Tiirkiye) kapatildi.
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3.4. Histopatolojik Inceleme

Mastektomi sonrasi elde edilen tiimorlii meme dokusu ¢alismamizda altin standart
olarak kabul edilen histopatolojik tip ve derecelendirmenin yapilmasi i¢in 1.U. Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderildi. Meme tiimoérlerinin histopatolojik tipinin
belirlenmesinde, Diinya saghk orgiitiintin 2010 yilinda yaptifi kopek meme tiimorleri
smiflandirmasit esas alindi (Tablo 3.4-1). Calismamizda bakilacak olan EPCAM, EGFR ve
CLDN7 markerlar1 epitelyal tiimorlerde bulundugundan (Swisshelm ve ark. 2005; Alunni-
Fabbroni ve Sandri 2010; Tang ve ark. 2012) ¢alisma grubumuzu, histopatoloji sonucuna gore
malign epitelyal tiimorlii 45 adet kopek olusturmaktadir. Diinya saglik 6rgiitiiniin 1983 yilinda
kabul ettigi histolojik ve biyolojik bakiya gore tiimor tiplerinin derecelendirilmesi esas
alinarak grade 0, grade 1, grade 2 ve grade 3 olarak (Tablo 3.4-2) gruplandirild: (Gilbertson
ve ark. 1983).

Tablo 3.4-1: Kopeklerde epitelyal tip meme tiimérlerinin histopatolojik siniflandirmasi

A. Malign epitelial tiimorler B. Malign Epitelial Tiimorler — Ozel tipler
1- Karsinom- in situ 1- Yassi (skuamoz) hiicreli karsinom
2- Karsinom —basit 2- Adenoskuamdz karsinom
a) Tubular 3- Musin6z karsinom
b) Tubulopapiller 4- Yag hiicreli (sekretorik) karsinom
c) Kistikpapiller 5- Mekik hiicreli karsinom
d) Kribriform 6- Yangisal karsinom
3- Karsinom — mikropapiller invaziv C. Karsinosarkomlar- Malign Miks
Tiimorler

4- Karsinom — solid

5- Komedokarsinom

6- Karsinom — anaplastik

7- Kompleks adenom/ miks tiimdriin

icinde gelisen karsinom

8- Karsinom- kompleks tip

9- Karsinom ve malign miyoepiteliom

10- Karsinom- miks tip

11- Duktal karsinom

12- Intraduktal papiller karsinom
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Tablo 3.4-2: Histolojik ve biyolojik bakiya gore tiimor tiplerinin derecelendirilmesi

Evre 0 | Malign iireme meme kanallarinin anatomik yapisina kadar sinirlandirilmastir.

Evre 1 | Malign iireme meme kanallarinin anatomik sinirlarin 6tesine kadar genisler, buraya

komsu olan stromayi istila eder.

Evre 2 | Vaskiiler ve lenfatik tutuluma sahip karsinom veya bolgesel lenf diiglimiinde

metastazlar.

Evre 3 Bariz metastazik hastalik.

3.5. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Tim kopeklerin vena jugularis bolgesinin tras ve dezenfeksiyonu yapildiktan sonra
yesil renk vakumlu igne ucu kullanilarak etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) igeren 2 ml’lik
steril tiiplere operasyon Oncesi donemde kan alindi. Anamnez bilgilerinin yazili oldugu
formdaki numara ve g¢alisma/kontrol grubu oldugu belirtilerek tiipler etiketlendi. Her bir
kopek i¢in dnceden hazirlanmis olan iki adet ependorf tiipiine 0,5 ml EDTA’l1 kandan ve 1,3
ml RNA-later soliisyonundan katildi. Tiiplerin agz1 kapatildiktan sonra nazikge iki defa alt {ist
edilerek -20°Cde depolandi.

3.6. RNA izolasyonu

Calisma ve kontrol gurubuna ait kan numuneleri toplandikga, her ayin sonunda o ay
icinde toplanan numunelerden RNA izole edilerek -86°C sogutucularda saklanildi. RNA
izolasyonu i¢in Jena Bioscience (Almanya) firmasindan tedarik edilen PP-210S katalog
numarali total RNA putrifikasyon ticari kiti kullanildi. Kitin prosediiriine gére hazirlanan 1,8
ml’lik kan ve RNA-later soliisyonu karigimi Oncelikle mikrosantrifiij cihazinda 1 dakika
santrifiij edilerek iki faza ayrildi. Ustte kalan sivi kisim (supernatant) uzaklastirildi. Tiipiin alt
kisminda kan hiicreleri ve plazma proteinlerini igeren ‘pellet’ olarak adlandirilan koyu
kahverengi kisma, kan hiicrelerini eritmek igin 800 pl Lysis soliisyonu ve 50 pl Sodyum
Asetat soliisyonu eklenerek tiip karistiricida homojenizasyon saglanana dek karistirildi. Elde
edilen homojen karistma 500 pl Asit fenol kloroform eklenerek, 30 saniye tiip karistiricida
karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika beklettikten sonra iki ayr1 faz elde etmek igin karisim
mikrosantrifiij cihazinda 1 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan, RNA igeren siv1 faz 2 ml’lik
steril bir ependorf tiipline aktarildi. Elde edilen sivi fazin hacmi her bir numune i¢in 1-1,2 ml
arasinda degismekteydi. Bu fazin i¢ine 600 ul %100 etanol (Ta¢ Kimya, Tiirkiye) eklenerek
sertce karistirildi ve ependorf tiipiliniin etrafinda kalan siviy1 toplamak i¢in 1 dakika santrifiij

edildi. Her numune i¢in 100 pl konulacak sekilde kitin i¢inde bulunan RNAz igermeyen tiipe



24

ayristirma soliisyonu ilave edilerek, hazirlanan bu soliisyon 75°C’ye 1sitildi. Her bir numune
icin kitin i¢indeki tiipleri etiketledikten sonra, tiipiin i¢ine filtreli kartus yerlestirildi. RNA
eldesinde kullanilmak {izere kit icindeki toplama tiiplerinden bir seri daha hazirland.
Numunelerden 700 ul filtreli kartusa dokiildiikten sonra sivinin filtreden gegmesi igin 5-10
saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dibe ¢oken s1vi kisim uzaklastirildi. RNAlar tutan
filtre yine aym tlipe yerlestirildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Filtreli kartusa 700 pl 1
numarali yikama soliisyonu eklenerek 5-10 saniye santrifiij edildi. Dipte kalan sivi dokiilerek
filtreli kartus tekrar ayni tiipe yerlestirildi. Bu kez 2/3 numarali yikama soliisyonundan yine
700ul filtreli kartusa eklenerek 5-10 saniye santrifiij edildi. Filtreden gegen sivi dokiilerek
filtre aym tiipe yerlestirildi ve bu islem 2/3 numarali yikama soliisyonu ig¢in iki defa
tekrarland1. Son yikamadan sonra tiipiin altinda toplanan sivi dokiiliip ayni filtreli kartus tiipe
yerlestirildi. Kalint1 sivilarin filtreden akip gitmesi i¢in 1 dakika santrifiij edilip ve dibe ¢oken
stvi atildi. Daha onceden etiketlenerek hazirlanan kit ig¢indeki toplama tiiplerine filtreli
kartuglar yerlestirildi. Filtrenin merkezine o©nceden 75°C’de 1sitti§imiz  ayristirma
soliisyonundan 50 pl ilave edildi. Tipiin kapagi kapatilarak oda sicakliginda 20 saniye
bekletildikten sonra en yiiksek hizda 20-30 saniye santrifiij edildi. Ayni islem bir kez daha
tekrarlandi ve boylece tiipiin dibinde 100 pul RNA elde edildi. Bu sekilde de -20°C ve daha
altindaki sicaklikta elde edilen RNA saklanabilir fakat RNA igeren bu sivinin iginde
bulunabilecek olast DNA pargaciklarint uzaklastirmak i¢in kisa bir islem daha uygulandi.
Bunun i¢in elde edilen RNA’ya, 1/20 hacminde 20x DNAz tampon maddesi ve 1 pl DNAz
ilave edildi. Karisim yavasga fakat iyice karistirildi ve 37°C’de 30 dakika inkubasyona
birakildi. Elde edilen RNA miktarinin  %20’si kadar DNAz inaktivasyon ayraci eklendi.
Eklenen ayra¢ ve RNA karistirici ile karistirildi. Oda sicakliginda 2 dakika beklettikten sonra
1-2 kez tiipe parmakla hafifce vurmak suretiyle tekrar karistirildi. DNAz inaktivasyon
ayracini ¢oktiirmek ve bu karisimdan RNA’y1 ayirmak amaciyla 1 dakika santrifiij edildi.

Ustte kalan RNA, steril olan ayr1 bir ependorf tiipiine aktarild1.

RNA izolasyonu yapildiktan sonra tiim 6rneklerin RNA konsantrasyonlari ve safliklari
Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile 6lgiildi. 1 ul RNA 6rnegi alinip cihaza konularak
konsantrasyon miltart ve 260/280 ve 260/230 oranlarina bakilarak safliklar1 belirlendi. Elde
edilen RNA’lar -80°C sicakligindaki derin dondurucularda saklanildi.
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3.7. cDNA Sentezi

En diigsiik RNA konsantrasyonu (ng/ml) baz alinarak RNA miktarlart esitlendi. Bunun
icin yeni ependorf tiipleri etiketlendikten sonra RNA’larin tizerine DNAz-RNAZ igermeyen Su
ilave edilerek toplamda 20 ng/ml olacak sekilde bir diliisyon hazirlandi. Dibe ¢oken
RNA’larin su ile karigmasi i¢in karistmin oldugu ependorf tiiplerini mikrospin cihazinda
birka¢ tur dondiiriildii. Kopya deoksiriboniikleik asit (¢cDNA) sentezi i¢in Jena Bioscience
(Almanya) firmasmin PCR-511L katalog numarali kiti kullanildi. cDNA sentez reaksiyonu
asagida belirtilen sekilde yapildi.

RNAse free su................. 10 pl

Script RT Buffer (5X)....... 4 ul

Oligo-(dT) 20 primer (100uM)...... 0,5 ul

dNTP Mix 10 mM her biri.......... 1l
DTT stock soliisyonu 100 mM....... 1 ul
RNase Inhibitdr 40 dinite/ul........ 1 pl

SCRIPT Reverse Transcriptase 200 {inite/ul...... 0,5 ul

Karistim 2 ml’ lik ependorf tiiplerine koyuldu. Daha sonra bu karisimdan reaksiyon
basina 18 pl olacak sekilde 0,2 ul’ lik PCR tiiplerine koyuldu. Uzerine 2 pl RNA &rnekleri
eklenerek toplam hacim 20 pl yapildi. Tiim bu islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Tiipler
once 42°C 10 dakika, daha sonra 50°C 1 saat olacak sekilde inkiibe edilip, BioRad T100
thermal cycler (California, ABD) cihaz1 kullanilarak, cDNA sentez islemi gerceklestirildi.

Islem sonras1 olusan cDNA +4°C Real Time islemi yapilana kadar saklandh.

3.8. Real Time PCR

Yapilan ¢alismada elde edilen cDNA’dan Jena Bioscience (Almanya) firmasindan
tedarik edilen PCR-306L katalog numarali nicel polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
GreenMaster UNG/lowROX kiti ve EGFR, CLDN7 ve EPCAM’e ait primer dizileri
kullanilarak Real time PCR islemi gerceklestirildi. Real time PCR cihazi olarak Agilent
Stratagene MX3005P kullanildi. Real Time PCR islemi asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi.

gPCR GreenMaster with UNG/lowROX....... 10 pl
Forward Primer(10uM)........ 0,6 pul
Reverse Primer(10uM)........ 0,6 pl
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Karigim 2 ml’ lik ependorf tiiplerine konuldu. Daha sonra bu karisimdan reaksiyon
basia 18 pl olacak sekilde uygun 96 kuyucuklu PCR tablalari icerisine konuldu. Uzerine 2 pl
cDNA fiiriinii eklendi. Sonra seal ile kapatildiktan sonra table cihaza konuldu. Real Time
programi asagidaki sekilde gerceklesti.

Urasil N-Glikosilaz (UNG) islemi: 50°C, 2 dakika, 1 siklus

Birinci denatiirasyon ve polimeraz aktivasyonu: 95°C, 2 dakika, 1 siklus

Denatiirasyon: 95°C, 15 saniye, 40 siklus

Annealing: 50°C, 20 saniye, 40 siklus

Elongasyon: 72°C, 30 saniye, 40 siklus

Housekeeping gen olarak ATP5B geni kullanildi. Real Time islemi sonucunda elde
edilen her bir 6rnege ait her bir genin esik degeri (Ct), o 6rnegin housekkeping Ct degerinden
cikartilarak delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplandi. Daha sonra her bir hastanin ACt
degerleri kontrol grubunun Ct degerinden ¢ikartilarak delta-delta siklus esigi (AACt) degerleri
hesaplandi. Son olarak; her bir genin ne kadar eksprese oldugu hesaplamak i¢in, son degerin
baslangica olan orani alinarak (fold change) 2" degeri belirlendi.

Tablo 3.8-1: Laboratuvar analizlerinde kullanilan cihazlar, kullamim amaclar1 ve mensei

CIHAZ ADI VE MODELI KULLANIM AMACI MENSEI
Thermo Scientific Nanodrop 2000 RNA miktarinin ve safliginin belirlenmesi | Amerika
BioRad T100 Thermal Cycler cDNA sentezi Amerika
Agilent Stratagene MX3005P Real time PCR Amerika
Argelik derin dondurucu (-20°C) Kan numunelerinin saklanmasi Tiirkiye
Evermed Ultra Derin Dondurucu (-86°C) | Izole edilen RNA’larin saklanmasi Italya

3.9. Istatistik Analizler

Tumor tipinin, kitle biiylikligiiniin ve yasin; EPCAM, EGFR, CLDN7, RNA miktart,
WBC, PLT ve kitle sayist parametreleri lizerine etkisini belirlemek amaciyla tek yonlii
varyans analizi (Oneway ANOVA) ve Duncan testi; tiimor derecesinin, kisirlastirmanin,
tilserasyonun, metastaz durumunun ayni parametreler lizerine etkisini belirlemek iginse
bagimsiz orneklem t-testi uygulandi. Elde edilen bulgulardaki ortalama veriler standart hata
degerleriyle birlikte verildi. EPCAM, CLDN7, EGFR, kitle sayis1 parametreleri arasindaki
iliski Pearson korrelasyon testi ile degerlendirildi. Timor derecesi, timor tipi, iilserasyon,
metastaz ve kitle biiyiikliigli parametrelerinde EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin
yiiksek/diisiik regiilasyon durumlari da ki-kare testi ile belirlendi. Istatistiki analizler i¢in
SPSS 22.0 (IBM SPSS Statistics, ABD) programi kullanildi. P<0,05, P<0,01 ve P<0,001

degerleri 6nemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Muayene Bulgular:

Alinan anamnez dogrultusunda, ¢aligma grubundaki timorlii 45 kdpekten 6 tanesinin
daha once kisirlastirilmadigi tespit edildi. Calisma grubundaki kopeklere ait meme
tiimorlerinin 15 tanesinin 5 cm’den kiigiik, 26 tanesinin 5-10 ¢cm arasinda, 4 tanesinin de 10
cm’den biiyiik oldugu ve ortalama 4,09+0,37 sayida meme lobunda bulundugu saptandi.
Timor varliginda ve RNA izolasyonunda 6nem arz eden PLT ve WBC parametrelerinin
ortalama degerleri, meme tiimorlii kopeklerde sirasiyla 522,71+30,83 pl ve 19,13+1,88x10°
w/ml, kontrol grubundaki saglikli kopeklerde sirasiyla 324,89+74,68 ul ve 18,38+4,41x10°
wml olarak dl¢iildii. Lenf yumrularinin palpasyonu, akciger radyografisi ve ultasonografik
muayenede meme tiimorli kopeklerin 22 tanesine makroskobik olarak metastaz teshisi
konuldu.

4.2. Histopatolojik Inceleme Bulgulari

Total mastektomi operasyonundan sonra elde edilen meme dokusuna yapilan
histopatolojik inceleme sonucunda, malign epiteliyal tip meme tiimorli olgularin Diinya
Saglik Orgiitii’niin yaptig1 siniflandirmaya goére dagilimi tablo 4.2-1’de belirtilmektedir.
Calisma grubundaki kopeklerin hepsine ait timorler, malign epitelyal tip timér teshisi
konuldu. Histopatolojik olarak derecelendirilen meme tiimorlerinden 3 tanesi Grade 0, 13
tanesi Grade 1, 13 tanesi Grade 2 ve 16 tanesi Grade 3 olarak 6l¢iildii.
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Tablo 4.2-1: Diinya Saghk Orgiitii’niin yaptigi simflandirmaya (2010) gore malign epitelyal

tiimorlerin vakalara gore dagilim

Diinya Saghk Orgiitii’niin Stmflandirmasi (2010)

Vaka Sayisi

Malign Epitelial Tiimorler

A) Karsinom-in situ

B) Karsinom- basit

a) Tubular

b) Tubulopapillar

c) Kistikpapillar

d) Kribriform

C) Karsinom- Mikropapillar invaziv

D) Karsinom- solid

E) Komedokarsinom

F) Anaplastik karsinom

G) Kompleks adenom

H) Karsinom- kompleks tip

I) Karsinom ve malign miyoepiteliom

J) Karsinom- miks tip

K) Duktal karsinom

L) Intraduktal papillar karsinom

Malign Epitelial Tiimérler — Ozel Tip

A) Yassi (squamoz) hiicreli karsinom

B) Adenosquamoz karsinom

C) Musindz karsinom

D) Yag hiicreli karsinom

E)Mekik hiicreli karsinom

F) Yangisal karsinom

Karsinosarkomlar — Malign miks tiimorler

A) Karsinosarkom

B) Malign miks tumor
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4.3. izole Edilen RNA Miktarlari

Calisma ve kontrol gurubuna ait kopeklerden alinan ve RNA’nin bozulmasini
geciktirici 6zel bir soliisyon icinde saklanan kanlardan izole edilen RNA miktarlar
Olciildiikten sonra kalan RNA’lar -86°C’de saklandi. RNA izolasyonu sirasinda sekillenen
protein kontaminasyonu (260/280) ve solvent kontaminasyonu (260/230) degerleriyle
hesaplandi. Meme tiimorlii kopeklerden alinan kandan ortalama 62,12+7,99 ng/ml RNA izole
edilirken, kontrol grubundaki kdpeklerden alinan kandan ortalama 36,824+4,86 ng/ml RNA

izole edildi.

4.4. EPCAM, CLDN7 ve EGFR Genlerine Ait PCR Sonuglar:

Calisma grubundaki kopeklere ait ortalama EPCAM (ACt) degeri 4,54+0,22, CLDN7
(ACt) degeri 7,24+0,19 ve EGFR (ACt) degeri 6,12+0,17 olarak 6l¢iildii. Kontrol grubundaki
kopeklere ait ortalama EPCAM (ACt) degeri 3,83+0,52, CLDN7 (ACt) degeri 5,04+0,27 ve
EGFR (ACt) degeri 4,84+0,39 olarak 6l¢iildii. Calisma grubundaki meme tiimorlii kopeklerin
EPCAM, CLDN7, EGFR degerlerine ait ACt sonuglar1 tablo 4.4-1’de, kontrol grubundaki
saglikli kopeklerin EPCAM, CLDN7, EGFR ACt sonuglari ise tablo 4.4-2’de gosterildi.
Tablo 4.4-1: Cahsma grubundaki kopeklere ait EPCAM, CLDN7, EGFR tiimor

belirleyicilerinin ACt degerleri

Calisma grubu | EPCAM (ACY) CLDN7 (ACYt) EGFR (ACYt)
1 7,61 5,80 5,84
2 5,35 8,54 7,51
3 3,65 9,23 8,04
4 3,28 7,90 6,43
5 4,30 8,25 8,09
6 3,05 9,58 6,11
7 3,44 5,87 5,39
8 2,61 6,57 5,26
9 4,75 7,13 6,57
10 6,31 7,22 6,10
11 4,68 6,79 6,66
12 6,28 8,68 8,29
13 4,81 7,41 7,10
14 4,09 7,31 7,61
15 5,88 9,31 7,2
16 3,47 8,24 6,47




Cahsma grubu | EPCAM (ACt) CLDN7 (ACY) EGFR (ACt)
17 4,46 8,07 6,88
18 4,47 7,94 6,88
19 5,39 8,05 8,19
20 5,43 10,61 6,51
21 4,12 7,17 6,06
22 6,17 7,73 5,7
23 4,01 5,01 6,66
24 3,47 7,53 4,04
25 5,20 5,35 4,24
26 1,94 6,72 4,82
27 2,09 6,16 4,54
28 5,04 5,58 3,74
29 5,38 7,56 7,14
30 4,59 6,09 6,17
31 5,73 6,26 5,58
32 5,91 6,82 5,15
33 5,86 6,6 6,44
34 3,42 7,33 5,02
35 0,52 5,33 3,71
36 0,26 5,09 3,72
37 3,64 8,23 6,23
38 6,20 7,27 6,36
39 3,93 6,72 6,18
40 5,45 10,08 6,16
41 4,83 7,09 6,00
42 6,56 6,94 6,27
43 6,21 6,96 6,48
44 531 6,12 5,84
45 5,72 5,45 6,20

30



31

Tablo 4.4-2: Kontrol grubundaki kopeklere ait EPCAM, CLDN7, EGFR tiimor belirleyicilerinin

ACt degerleri
Saghkh kopekler | EPCAM (ACt) | CLDN7 (ACt) | EGFR (ACY)
K1 5,52 6,71 6,13
K2 5,70 5,91 6,59
K3 4,60 5,13 4,85
K4 2,86 4,18 4,13
K5 1,92 4,24 4,07
K6 3,37 4,47 3,63
K7 1,39 4,68 3,36
K8 3,97 4,69 4,70
K9 5,17 5,37 6,11

Tiimorli kopeklere ait genlerin, kontrol grubundakilere gore ne oranda eksprese

oldugunu 2-**“* degeri gostermektedir (Sekil 4.4-1). Elde edilen degerin 1°den kiigiik olmasi

o genin, elde edilen deger kadar kat az eksprese oldugunu (downregule) gostermektedir. Eger

elde edilen deger 1’den biiyiik ise gen o deger kadar kat fazla eksprese oldugu (upregule)
anlamina gelmektedir. Calismamizdaki kopeklere ait EPCAM, EGFR ve CLDN7 genlerinin

ekspresyon sonuglari Tablo 4.4-3te verildi.

Sekil 4.4-1: Calisma grubundaki kopeklerin EPCAM, CLDN7, EGFR markerlarimin ortalama

AA
2- Ct

degerleri

1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Ortalama 2-2ACt degerleri

EPCAM

CLDNY

EGFR

® Calisma Grubu
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Tablo 4.4-3: Calisma grubundaki képeklere ait EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerin ekspresyon

sonuclari
Materyal no | EPCAM (2-**“Y) | CLDN7 (2-**%Y EGFR (2-**“Y
1 0,07 0,59 0,50
2 0,35 0,09 0,16
3 1,14 0,05 0,11
4 1,47 0,14 0,33
5 0,73 0,11 0,11
6 1,73 0,04 0,42
7 1,31 0,56 0,68
8 2,35 0,35 0,75
9 0,53 0,24 0,30
10 0,18 0,22 0,42
11 0,56 0,30 0,28
12 0,18 0,08 0,09
13 0,51 0,19 0,21
14 0,84 0,21 0,15
15 0,24 0,05 0,20
16 1,29 0,11 0,32
17 0,65 0,12 0,24
18 0,65 0,13 0,24
19 0,34 0,12 0,10
20 0,33 0,02 0,32
21 0,82 0,23 0,43
22 0,20 0,16 0,55
23 0,89 1,02 0,28
24 1,29 0,18 1,74
25 0,39 0,81 1,52
26 3,73 0,31 1,01
27 3,36 0,46 1,23
28 0,44 0,69 2,15
29 0,34 0,17 0,20
30 0,59 0,48 0,40
31 0,27 0,43 0,60




33

Materyal no | EPCAM (2-**“") |  CLDN7 (2-**“Y EGFR (2-**Y
32 0,24 0,29 0,81
33 0,25 0,34 0,33
34 1,33 0,20 0,88
35 9,99 0,82 2,19
36 11,92 0,97 2,17
37 1,14 0,11 0,38
38 0,19 0,21 0,35
39 0,94 0,31 0,39
40 0,33 0,03 0,40
41 0,50 0,24 0,45
42 0,15 0,27 0,37
43 0,19 0,26 0,32
44 0,36 0,47 0,50
45 0,27 0,76 0,39

4.5. Istatistiki Analizler

Kontrol ve ¢alisma gruplarinda tiimdr tipinin (tablo 4.5-1), kitle biiyiikliigiiniin (Tablo
45-2) ve yasmn (Tablo 4.5-3); EPCAM, EGFR, CLDN7, WBC, PLT ve kitle sayist
parametreleri iizerine etkisini belirlemek amaciyla uygulanan tek yonlii varyans analizi
(Oneway ANOVA) ve Duncan testi ile (¢coklu karsilastirma testi) elde edilen bulgular ve
kisirlagtirmanin (Tablo 4.5-4), iilserasyon (Tablo 4.5-5) ve metastaz durumunun (Tablo 4.5-6)
ayn1 parametreler tizerindeki etkisini belirlemek i¢in uygulanan bagimsiz drneklem t-testi ile
elde edilen bulgular belirtilen tablolarda sunuldu.

Calisma ve kontrol grubuna ait yas, EPCAM, EGFR, CLDN7, WBC, PLT, RNA, kitle
sayist ve kitle biiyiikliigii parametrelerinin ortalama degerleri ve bu parametrelerin ¢calisma ve
kontrol grubu arasindaki 6nem derecesini belirlemek i¢in kullanilan t-testine (Tablo 4.5-7) ait
sonuglar ilgili tablolarda verildi. EPCAM, CLDN7, EGFR, kitle sayis1 ve agirlik parametreleri
arasindaki iliski Pearson korrelasyon testi ile degerlendirilerek tablo 4.5-8de sunuldu.

Calisma grubundaki kopeklere ait tiimor dereceleri (Grade 0 + Grade 1 ve Grade 2 +
Grade 3) (Tablo 4.5-9), metastaz durumu (Tablo 4.5-10), iilserasyon durumu (Tablo 4.5-11),
yas (Tablo 4.5-12), kisirlastirma durumu (Tablo 4.5-13) gibi klinik parametrelerin EPCAM,
EGFR ve CLDN7 markerlar1 iizerine etkisi t-testi ile analiz edilerek belirtilen tablolarda
sunuldu. Ayrica timor derecesi (Grade 0, Grade 1, Grade 2, Grade 3), tiimor tipi ve Kitle

biiyiikliigii parametrelerinin EPCAM, EGFR, CLDN7 markerlar iizerine etkisi ise Oneway-
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Anova metoduyla belirlenerek, analiz sonuglari sirasiyla tablo 4.5-14, tablo 4.5-15, tablo 4.5-
16°da verildi. Calisma grubundaki kdpeklere ait EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin; timor
derecesi (Tablo 4.5-17), timér tipi (Tablo 4.5-18), iilserasyon (Tablo 4.5-19), metastaz (Tablo

4.5-20) ve kitle biiyiikliigii (Tablo 4.5-21) parametrelerindeki up/down regiilasyon durumlari

da ki-kare testi ile degerlendirilerek sonuglar ilgili tablolarda belirtildi. Ayrica farkli kitle

biiyiikliiklerine gore EPCAM genin downregiilasyonuna etkisi ve énem derecesi tablo 4.5-22

sunuldu.

Tablo 4.5-1: Tiimoér tiplerinin EPCAM, EGFR, CLDN7, WBC, PLT ve kitle sayis1 parametreleri

iizerine etKisi

karsinom

Parametreler Tiimor tipleri Kopek Ortalama Standart hata P degeri
sayis1 deger
(N)

Kitle sayis1 Kontrol grubu (Saglikli | 9 0,00 0,00 P<0,05

kopekler)

Tubuler karsinom 7 3,14° 0,59

Tubulopapiller 9 3,89° 0,82

karsinom

Solid karsinom 6 3,672 1,54

Kompleks karsinom 18 4,782 0,60

Karsinosarkom ve 5 3,80° 1,02

malign miks timor
EPCAM Kontrol grubu (Saghkli | 9 3,83 0,52 P>0,05
(ACt) kopekler)

Tubuler karsinom 7 4,42 0,40

Tubulopapiller 9 4,72 0,63

karsinom

Solid karsinom 6 4,11 0,85

Kompleks karsinom 18 4,59 0,35

Karsinosarkom ve 5 4,76 0,47

malign miks timor
CLDN7 Kontrol grubu (Saghikli | 9 5,04° 0,27 P<0,001
(ACt) kopekler)

Tubuler karsinom 7 7,89 0,58

Tubulopapiller 9 6,55° 0,28
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Solid karsinom 6 7,45° 0,66

Kompleks karsinom 18 7,31° 0,31

Karsinosarkom ve 5 7,04 0,49

malign miks timor
EGFR (ACt) | Kontrol grubu (Saglikli | 9 4,84" 0,39 P<0,05

kopekler)

Tubuler karsinom 7 6,72° 0,30

Tubulopapiller 9 5,96® 0,28

karsinom

Solid karsinom 6 5,55® 0,54

Kompleks karsinom 18 6,04% 0,29

Karsinosarkom ve 5 6,58° 0,67

malign miks timor
WBC (x10° | Kontrol grubu (Saglikli | 9 18,37 4,41 P>0,05
/ul) kopekler)

Tubuler karsinom 7 18,35 2,02

Tubulopapiller 9 14,43 2,39

karsinom

Solid karsinom 6 24,20 591

Kompleks karsinom 18 20,25 3,94

Karsinosarkom ve 5 18,56 3,62

malign miks timor
PLT  (x10° | Kontrol grubu (Saglikli | 9 324,89 74,68 P<0,05
/ul) kopekler)

Tubuler karsinom 7 554,71% 90,00

Tubulopapiller 9 435,56% 29,69

karsinom

Solid karsinom 6 599,00 97,62

Kompleks karsinom 18 499,89% 52,32

Karsinosarkom ve 5 625,40° 95,69

malign miks timor

% Bir parametre igin farklt harf tastyan ortalama degerler arasi farklilik 6nemlidir (P<0,05).




Tablo 4.5-2: Kitle biiyiikliigiiniin kitle sayisi, EPCAM,

parametreleri iizerine etkisi

36

EGFR, CLDN7, PLT ve WBC

Parametreler | Kitle biiyiikliigii Kopek Ortalama Standart hata | P degeri
sayist (N) | deger @)
Kitle sayisi Kontrol grubu 9 0,00° 0,00 P<0,001
(Saglikli kopekler)
<5cm 15 4,33? 0,59
5-10 cm 26 4,35 0,52
>10 cm 4 1,50° 0,50
EPCAM Kontrol grubu 9 3,83% 0,52 P>0,05
(ACt) (Saglikli kopekler)
<5cm 15 5,04° 0,45
5-10 cm 26 4,47% 0,26
>10 cm 4 3,19 0,45
CLDN7 Kontrol grubu 9 5,04° 0,27 P<0,001
(ACY) (Saglikli kopekler)
<5cm 15 7,01 0,30
5-10 cm 26 7,35°% 0,29
>10 cm 4 7,36 0,24
EGFR (ACt) | Kontrol grubu 9 4,84 0,39 P<0,001
(Saglikli kopekler)
<5cm 15 6,22° 0,32
5-10cm 26 6,13 0,21
>10 cm 4 5,72% 0,80
WBC(XIO3 Kontrol grubu 9 18,37 4,41 P>0,05
/ul) (Saglikli kopekler)
<5cm 15 14,16 1,66
5-10cm 26 21,50 2,98
>10 cm 4 22,40 2,86
PLT  (x10° | Kontrol grubu 9 324,89 74,68 P<0,05
/ul) (Saglikl1 kopekler)
<5cm 15 509,07° 51,12
5-10cm 26 530,88° 44,19
>10 cm 4 520,75° 70,82

D' Bir parametre i¢in farkli harf tagtyan ortalama degerler arasi farklilik 6nemlidir (P<0,05).



Tablo 4.5-3: Yasin kitle sayisi, EPCAM, EGFR, CLDN7, PLT ve WBC parametreleri iizerine

etkisi
Parametreler Yas Kopek Ortalama | Standart hata | P degeri
sayisi (N) deger @)

EPCAM (ACt) >10yas | 27 4,41 0,31 P>0,05
5-10 yas 24 4,34 0,30
<5yas 3 5,27 0,34

CLDN7 (ACY) >10yas | 27 7,16 0,29 P>0,05
5-10 yas 24 6,66 0,30
<5yas 3 5,92 0,45

EGFR (ACt) >10yas | 27 5,97 0,24 P>0,05
5-10 yas 24 5,85 0,26
<5 yas 3 5,85 0,52

WBC (x10° /ul) >10yas | 27 17,0 1,35 P>0,05
5-10 yas 24 22,02 3,48
<5 yas 3 12,46 1,69

PLT (x10° /ul) >10 yas 27 549,26 41,83 P>0,05
5-10 yas 24 433,54 44,02
<5 yas 3 403,67 119,88

Kitle sayis1 >10 yas 27 4,26% 0,54 P<0,05
5-10 yas 24 2,88° 0,50
<5 yas 3 0,00° 0,00

ab Bir parametre i¢in farkli harf tagiyan ortalama degerler arasi farklilik 6nemlidir (P<0,05).
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Tablo 4.5-4: Kisirlastirmanin (OVH) Kitle Sayisi, EPCAM, EGFR, CLDN7, WBC ve PLT

Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler OVH (+/-) | Kopek sayis1 | Ortalama Standart P degeri
(N) deger hata (¥)

Kitle say1st OVH (1) 48 3,44 0,40 P>0,05
OVH(+) |6 3,17 1,01

EPCAM (ACt) OVH() |48 4,49 1,44 P>0,05
OVH(+) |6 3,89 0,94

CLDN7 (ACY) OVH () |48 6,93 0,22 P>0,05
OVH (+) |6 6,35 0,38

EGFR (ACt) OVH () 48 6,04 0,17 P<0,05
OVH(+) |6 4,84 0,41

WBC (x10° /ul) OVH() |48 19,46 1,38 P>0,05
OVH(#) |6 15,31 3,21

PLT (x10° /ul) OVH() |48 499,92 33,12 P>0,05
OVH(+) |6 408,33 43,79

Tablo 4.5-5: Ulserasyonun Kitle Sayisi, EPCAM, EGFR, CLDN7, RNA miktari, WBC ve PLT

Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Ulserasyon (+/-) | Kopek sayis1 | Ortalama | Standart hata | P degeri
(N) deger (€3)

Kitle sayist Ulserasyon (+) 19 3,95 0,56 P>0,05
Ulserasyon (-) 35 3,11 0,49

EPCAM (ACt) Ulserasyon (+) 19 4,12 0,33 P>0,05
Ulserasyon (-) 35 4,59 0,26

CLDNT7 (ACt) Ulserasyon (+) 19 7,41 0,31 P=0,05
Ulserasyon (-) 35 6,58 0,25

EGFR (ACt) Ulserasyon (+) 19 6,17 0,28 P>0,05
Ulserasyon (-) 35 5,76 0,21

RNA (ng/ml) Ulserasyon (+) 19 78,83 18,32 P<0,05
Ulserasyon (-) 35 46,39 5,09

WBC(x10° /ul) | Ulserasyon (+) 19 25,14 3,83 P<0,01
Ulserasyon (-) 35 15,67 1,38

PLT (x10° /ul) Ulserasyon (+) 19 537,00 54,01 P>0,05
Ulserasyon (-) 35 464,09 35,67




Tablo 4.5-6: Metastaz varhgimin Kitle Sayisi, EPCAM, EGFR, CLDN7, RNA miktari, WBC ve

PLT Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Metastaz (+/-) | Kopek | Ortalama | Standart hata (+) | P degeri
sayisi (N) deger

Kitle sayist Metastaz (+) 22 441 0,53 P<0,05
Metastaz (-) 32 2,72 0,49

EPCAM (ACt) Metastaz (+) | 22 4,65 0,31 P>0,05
Metastaz (-) 32 4,27 0,28

CLDN7 (ACY) Metastaz (+) | 22 7,40 0,29 P<0,05
Metastaz (-) 32 6,50 0,25

EGFR (ACY) Metastaz (+) | 22 6,47 0,22 P<0,01
Metastaz (-) 32 5,52 0,22

RNA (ng/ml) Metastaz (+) 22 71,06 16,86 P>0,05
Metastaz (-) 32 48,69 4,56

WBC (x10° /ul) Metastaz (+) | 22 20,96 3,55 P>0,05
Metastaz (-) 32 17,65 1,57

PLT (x10° /ul) Metastaz (+) 22 507,00 53,13 P>0,05
Metastaz (-) 32 477,88 35,67
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Tablo 4.5-7: Calisma ve kontrol grubuna ait yas, agirhlk, EPCAM, EGFR, CLDN7, RNA, PLT,
WBC, kitle sayis1 ve Kkitle biiyiikliigii parametrelerinin ortalama degerleri ve bu iki grup

arasindaki onem derecesi

Parametreler Grup Kopek Ortalama | Standart hata () | P degeri
sayisi (N) deger

Kitle sayist Calisma 45 4,09 0,37 P<0,001
Kontrol 9 0,00 0,00

EPCAM (ACt) Calisma 45 4,54 0,22 P>0,05
Kontrol 9 3,83 0,52

CLDNT7 (ACt) Calisma 45 7,24 0,19 P<0,001
Kontrol 9 5,04 0,27

EGFR (ACY) Calisma 45 6,12 0,17 P<0,01
Kontrol 9 4,84 0,39

RNA (ng/ml) Calisma 45 62,00 8,76 P>0,05
Kontrol 9 36,81 4,86

Kitle biiyiikliigli | Calisma 45 6,80 0,67 P<0,001

(cm) Kontrol 9 0,00 0,00

PLT (x10° /ul) Calisma 45 522,71 30,83 P<0,05
Kontrol 9 324,89 74,68

Yas Calisma 45 11,19 0,41 P<0,001
Kontrol 9 5,94 1,21

Agirlik (kg) Calisma 45 16,26 1,49 P>0,05
Kontrol 9 20,16 2,73

WBC (x10° /ul) Calisma 45 19,13 1,88 P>0,05
Kontrol 9 18,38 4,41
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Tablo 4.5-8: Calisma ve kontrol gruplarina ait EPCAM, CLDN7, EGFR, Kitle sayis1 ve agirhk

parametreleri arasindaki iliski

Parametreler EPCAM CLDNY7 EGFR Kitle Agirhik (kg)
(ACt) (ACt) (ACt) sayisi

EPCAM | Pearson 1 0,302 0,532 0,359 -0,346
(ACY) Korrelasyon

P degeri P<0,05 P<0,001 P<0,01 P<0,05

Kopek sayist (N) 54 54 54 54 54
CLDN7 Pearson 0,302 1 0,667 0,381 -0,189
(ACY) Korrelasyon

P degeri P<0,05 P<0,001 P<0,01 P>0,05

Kopek sayist (N) 54 54 54 54 54
EGFR Pearson 0,532 0,667 1 0,345 -0,134
(ACY) Korrelasyon

P degeri P<0,001 P<0,001 P<0,05 P>0,05

Kopek sayist (N) 54 54 54 54 54
Kitle Pearson 0,359 0,381 0,345 1 -0,343
sayisi Korrelasyon

P degeri P<0,01 P<0,01 P<0,05 P<0,05

Kopek sayist (N) 54 54 54 54 54
Agirhk | Pearson -0,346 -0,189 -0,134 -0,343 1
(kg) Korrelasyon

P degeri P<0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05

Kopek sayisi (N) 54 54 54 54 54

Tablo 4.5-9: Calisma grubunda tiimor derecesinin (Grade 0 + Grade 1, Grade 2 + Grade 3)
EPCAM, EGFR, CLDN7 Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Tilimér Kopek sayis1 | Ortalama | Standart hata (+) | P degeri
dereceleri (N) deger

EPCAM (AACt) | GradeOvel 16 1,42 0,63 P>0,05
Grade 2 ve 3 29 1,12 0,39

CLDN7 (AACt) | GradeOvel 16 0,36 0,05 P>0,05
Grade 2 ve 3 29 0,28 0,05

EGFR (AACt) Grade Ove 1 16 0,67 0,14 P>0,05
Grade 2 ve 3 29 0,52 0,10
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Tablo 4.5-10: Calisma grubundaki kopeklere ait metastaz durumunun EPCAM, EGFR, CLDN7

Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Metastaz (+/-) | Kopek sayis1 | Ortalama | Standart hata (£) | P degeri
(N) deger

EPCAM (AACYt) | Metastaz (+) 22 1,17 0,52 P>0,05
Metastaz (-) 23 1,28 0,44

CLDNT7 (AACt) | Metastaz (+) 22 0,29 0,06 P>0,05
Metastaz (-) 23 0,32 0,04

EGFR (AACY) Metastaz (+) 22 0,42 0,09 P>0,05
Metastaz (-) 23 0,72 0,13

Tablo 4.5-11: Calhisma grubundaki kopeklere ait iilserasyon durumunun EPCAM, EGFR,
CLDN7 Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Ulserasyon | Kopek Ortalama | Standart hata | P degeri
(+/-) sayisi (N) deger (€3]

EPCAM (AACY) Ulserasyon (+) | 19 1,44 0,50 P>0,05
Ulserasyon (-) | 26 1,08 0,45

CLDN7 (AACY) Ulserasyon (+) | 19 0,27 0,05 P>0,05
Ulserasyon (-) | 26 0,33 0,05

EGFR (AACt) Ulserasyon (+) | 19 0,57 0,13 P>0,05
Ulserasyon (-) | 26 0,57 0,10

Tablo 4.5-12: Calisma grubundaki kopeklere ait yasin EPCAM,

Uzerine EtKkisi (t-testi)

Parametreler Yas Kopek sayis1 | Ortalama Standart hata | P degeri
(N) deger (€5)

EPCAM (AACY) >10yas |26 1,59 0,57 P>0,05
5-10 yas | 19 0,74 0,11

CLDN7 (AACY) >10yas | 26 0,32 0,05 P>0,05
5-10yas |19 0,29 0,05

EGFR (AACt) >10yas |26 0,66 0,12 P>0,05
5-10 yas 19 0,46 0,08

EGFR, CLDN7 Parametreleri
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Tablo 4.5-13: Calisma grubundaki koépeklere ait kisirlastirma (OVH) durumunun EPCAM,
EGFR, CLDN7 Parametreleri Uzerine Etkisi (t-testi)

Parametreler OVH (+/-) Kopek sayis1 | Ortalama Standart | P degeri
(N) deger hata (¥)

EPCAM (AACt) OVH (+) 6 2,85 1,87 P>0,05
OVH (-) 39 0,98 0,26

CLDN7 (AACY) OVH(# |6 0,48 0,12 P>0,05
OVH () 39 0,28 0,03

EGFR (AACY) OVH(# |6 1,21 0,32 P<0,05
OVH (-) 39 0,47 0,07

Tablo 4.5-14: Calisma grubundaki kopeklere ait tiimor derecelerinin (Grade 0, Grade 1, Grade
2, Grade 3) EPCAM, EGFR, CLDN7 Parametreleri Uzerine EtkKisi (Oneway- Anova)

Parametreler Tiimor Kopek Ortalama Standart P degeri
dereceleri sayisi (N) deger hata (¥)

EPCAM (AACY) Grade 0 3 0,32 0,04 P>0,05
Grade 1 13 1,67 0,76
Grade 2 13 0,64 0,11
Grade 3 16 1,52 0,71

CLDN7 (AACY) Grade 0 3 0,42 0,20 P>0,05
Grade 1 13 0,34 0,05
Grade 2 13 0,24 0,05
Grade 3 16 0,31 0,07

EGFR (AACY) Grade 0 3 0,65 0,44 P>0,05
Grade 1 13 0,67 0,15
Grade 2 13 0,53 0,18
Grade 3 16 0,52 0,11




Tablo 4.5-15: Calisma grubundaki kopeklere ait

Parametreleri Uzerine Etkisi
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tiimor tiplerinin EPCAM, EGFR, CLDN7

Parametreler Tiimér tipleri Kopek Ortalama Standart P degeri
sayis1 (N) deger hata (%)
EPCAM Tubuler karsinom | 7 0,82 0,21 P>0,05
(AACY) Tubulopapiller 9 1,11 0,46
karsinom
Solid karsinom 6 2,48 1,89
Kompleks karsinom | 18 1,19 0,53
Karsinosarkom ve 5 0,65 0,22
malign miks timor
CLDN7 Tubuler karsinom | 7 0,23 0,10 P>0,05
(AACY) Tubulopapiller 9 0,41 0,08
karsinom
Solid karsinom 6 0,30 0,13
Kompleks karsinom | 18 0,28 0,05
Karsinosarkom ve 5 0,32 0,12
malign miks tiimor
EGFR (AACt) Tubuler karsinom 7 0,30 0,05 P>0,05
Tubulopapiller 9 0,53 0,11
karsinom
Solid karsinom 6 0,88 0,34
Kompleks karsinom | 18 0,62 0,14
Karsinosarkom ve 5 0,48 0,26

malign miks timdr

ab Bir parametre i¢in farkli harf tagiyan ortalama degerler arasi farklilik 6nemlidir (P<0,05).
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Tablo 4.5-16: Calisma grubundaki kopeklere ait Kitle biiyiikliiklerinin EPCAM, EGFR, CLDN7

Parametreleri Uzerine Etkisi

Parametreler Kitle Kopek Ortalama Standart | P degeri
bilyiikliigii | says1 (N) deger hata ()

EPCAM (AACt) >10 cm 4 1,83 0,64 P>0,05
5-10cm 26 1,16 0,44
<5cm 15 1,19 0,66

CLDN7 (AACY) >10 cm 4 0,21 0,03 P>0,05
5-10 cm 26 0,31 0,05
<5cm 15 0,32 0,05

EGFR (AACt) >10 cm 4 0,80 0,36 P>0,05
5-10 cm 26 0,55 0,10
<5cm 15 0,54 0,13

ab Bir parametre i¢in farkli harf tagiyan ortalama degerler arasi farklilik 6nemlidir (P<0,05).

Tablo 4.5-17: Tiimor derecelerine gore EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin downregulasyon

yiizdesi ve P degerleri

GRADE
0 1 2 3 P DEGERI
EPCAM | %100 % 46,2 % 46,2 %43,8 P>0,05
CLDN7 | %66,7 %84,6 %85,7 %81,3 P>0,05
EGFR %75,0 %61,5 %76,9 %75,0 P>0,05

Tablo 4.5-18: Tiimor tipine gore EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin downregulasyon yiizdesi

ve P degerleri

TUMOR TiPi
Tubuler | Tubulopapiller Solid Kompleks | Karsinosarkom P
karsinom karsinom karsinom | karsinom | ve malign miks | DEGERI
timor
EPCAM | %429 % 33,3 %50,0 %50,0 %60,0 P>0,05
CLDN7 %85,7 %77,8 %83,3 %83,3 %80,0 P>0,05
EGFR %100 %66,7 %66,7 %61,1 %380,0 P>0,05
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Tablo 4.5-19: Ulserasyon durumuna gore EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin

downregulasyon yiizdesi ve P degerleri

ULSERASYON
+) ¢) P DEGERI
EPCAM | % 27,8 % 55,6 P>0,05
CLDN7 | %89,5 %76,9 P>0,05
EGFR 9%68,4 %73,1 P>0,05

Tablo 4.5-20: Metastaz durumuna gore EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin downregulasyon

yiizdesi ve P degerleri

METASTAZ
+) ¢) P DEGERI
EPCAM | % 47,8 % 50,0 P>0,05
CLDN7 | %818 %82,6 P>0,05
EGFR %81,8 %060,9 P>0,05

Tablo 4.5-21: Kitle biiyiikliigiine gire EPCAM, CLDN7 ve EGFR genlerinin downregulasyon

yiizdesi ve P degerleri

KITLE BUYUKLUGU
>10 cm 5-10 cm <5cm P DEGERI
EPCAM | %0 %42,3 % 66,7 P<0,05
CLDN7 | %100 %76,9 %86,7 P>0,05
EGFR %50,0 %73,1 %73,3 P>0,05

Tablo 4.5-22: Farkh Kkitle biiyiikliiklerine gore EPCAM geninin downregulasyon yiizdesi ve P

degeri

Kitle EPCAM Downregulasyon yiizdesi P Degeri
biiyiikliigii

>10 cm %0 P>0,05

5-10 cm %42,3

>10cm %0 P<0,05

<5cm %66,7

5-10 cm %42,3 P>0,05

<5cm %66,7
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5. TARTISMA

Meme tiimori teshisi konularak arastirmamizda yer alan 45 adet disi kopekten 19
tanesi 5-10 yas araliginda, 26 tanesi ise 10 yasindan biiyiik yastaydilar. Bu kopeklerin yaslari
en diisiik 5, en yiiksek 13 ve ortalama 11,19+0,41 olarak tespit edildi. Yapilan ¢aligsmalarda
meme tiimorii insidensinin 8-11 yas araligindaki kopeklerde yiiksek oldugu bildirilmistir
(Boldizsar ve ark. 1992; Sorenmo ve ark. 2011). Calismamizda meme tiimorli kopekler ile
kontrol grubundaki saglikli kopeklerin yaslar1 karsilastirildiginda, meme tiimorlii kopeklerin
yas ortalamasinin daha yiiksek oldugu, hastaligin genellikle orta yas ve tizeri kopeklerde

goriildiigi tezini dogrular niteliktedir (Boldizsar ve ark. 1992; Sorenmo ve ark. 2011).

Shofer ve ark. (1989) tarafindan, 145 adet kopekte yapilan ¢alismada histopatolojik ve
beslenme faktorlerinin meme karsinomlar1 {izerine etkisi incelenmistir. Meme tiimori
teshisinden bir yil dnceki siire¢ boyunca ev yemegiyle ve yiiksek yag oranina sahip diyetle
beslenen kopeklerde meme karsinomu gelisiminin daha yiiksek oldugunu, ayrica diisiik yag
ve yliksek protein oranina sahip diyetlerle beslenen kopeklerin diisiik yag ve diisiik protein
oranina sahip diyetlerle beslenen kopeklere gére daha uzun yasam siiresine sahip olduklarinm
tespit etmislerdir. Benzer sekilde Perez Alenza ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada
erken yaslarda veya meme tiimorii teshisinden bir yil 6ncesi donemde obeziteye sahip ve
yiiksek oranda kirmizi et iceren diyetle beslenen kopeklerin meme timorii ve displazi
gelisimine yatkin oldugu belirlenmistir. Aragtirmamizdaki meme timorlii kopekler ortalama
16,26+1,49 kg agirliginda olciildii ve alian anamnez bilgileri dogrultusunda, bu kopeklerin
beslenme protokollerine bakildiginda yag ve protein orani yiiksek kuru mamalarin yanisira
cogunlukla ev yemegi verildiginin tespit edilmesi aragtirmacilarin ¢alismalarinda savundugu,
beslenmenin meme tiimorii gelisimini etkiledigi tezini desteklemektedir (Shofer ve ark. 1989;
Perez Alenza ve ark. 1998).

Sorenmo ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada; mastektomiden en az 2 yil dnce
kisirlagtirilmis meme karsinomlu kopeklerin, mastektomiden 2 yildan daha fazla siire 6nce
kisirlagtirllmis ve hi¢ kisirlagtirllmamis kopeklere gore daha uzun yasam siirelerine sahip
olduklarimi tespit etmislerdir. Ayrica MacPhail (2013 pp.575-606) kisirlagtirilmamis kedi ve
kopeklerin, kisirlagtirilmis kedi ve kopeklere gére meme tiimoriine yakalanma riskinin yedi
kat daha fazla oldugunu belirtmistir. Kristiansen ve ark. (2015) yaptiklar1 bir calismada, ER

pozitif, Grade 2 veya operasyon oncesi donemde yiiksek E2 konsantrasyonuna sahip meme
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tiimorlii kopeklerin tiimorlerinin uzaklastirilmasi sirasinda uygulanan kisirlagtirmanin faydali
oldugunu savunmaktadirlar. Alagam (2008 pp.130-142) ve MacPhail (2013 pp.809-815) ilk
Ostrustan once yapilan ovariohisterektomi operasyonlarinin meme tiimori riskini % 0,5°e
diisiirdiigiinii, ilk Ostrustan sonra yapilan operasyonlarda bu riskin % 8’e, ikinci Ostrustan
sonra % 26’ya ciktigim1 bildirmiglerdir. Calismamizdaki 45 meme timorli kopekten 6
tanesinin kisirlagtirllmis  oldugu, geri kalan 39 tanesinin kisirlagtirilmamis olmasi,
kisirlagtiritlamamis  hayvanlarda meme tiimorii olusma riskinin fazla oldugunu dogrular
niteliktedir. Ayrica arastirmamizdaki meme timorli kopeklerden kisirlastirilmis olan 6
kopegin, birgok Ostrus gosterdikten sonra orta yaslarda kisirlagtirilmis olmasi aragtirmacilarin

bildirileriyle uyumlu oldugu gériildii (Alagam 2008 pp.130-142; MacPhail 2013 pp.809-815).

Alacam (2008 pp.130-142) kopeklerde meme tiimdrlerinin yaklagik % 65’inin
dordiincti ve besinci ¢ift meme loblarinda gelistigini bildirmistir. Baba ve Catoi (2007)
kopeklerde tiim meme tiimorlerinin yaklagik % 40’min inguinal meme bezlerinde lokalize
oldugunu bildirmiglerdir. Arastirmamizdaki kopeklerdeki meme tiimdrlerinin yaklagik
%60’ 1n1n dordiincii ve besinci ¢ift meme bezlerinde tespit edilmesi ve bu meme tiimdrlerinin
yaklasik %34 oranla en ¢ok inguinal meme bezlerinde gelismis olmas1 yapilan calismalarla

uyumlu goriilmektedir ( Alagam 2008 pp.130-142; Baba ve Catoi 2007).

Baba ve Catoi (2007) disi kopeklerde meme tiimorlerinin farkli histolojik formlarinin
insidensini %51 bening tiimorler, %45,5 karsinomlar, %3,5 karsinosarkomlar ve malign miks
tiimorler olarak bildirmistir. Karsinomlarin insidensini de sirasiyla solid karsinomlar, tubuler
adenokarsinomlar, papiller adenokarsinomlar ve anaplastik karsinomlar olarak belirlemistir.
Aragtirmamizdaki malign epitelyal timor tiplerinden insidensi yiiksek olanlarin sirasiyla
kompleks karsinomlar, tubulopapiller karsinomlar, tubuler karsinomlar ve solid karsinomlar
olarak tespit edilmesi ve Baba ve Catoi’nin (2007) bildirisindeki karsinomlarin insidensi ile
uyumlu olmamasi, arastirmacilarin ve bizim ¢aligmamizdaki kopeklerin yasadigi ekolojik
cevre, genetik faktorler, beslenme ve kisirlastirma durumlart gibi meme tiimorlerinin

etiyolojisindeki faktorlerin farkliligindan kaynaklandig diistintilmektedir .

MacPhail (2013 pp.809-815), progesteron aliminin kedilerde malign meme timord,
kopeklerde bening meme tiimorii gelisimiyle alakali oldugunu bildirmistir. Misdorp (2002
pp.575-606) ise baz1 Avrupa lilkelerinde disi kedi ve kopeklerde Gstrusun 6nlenmesi amaciyla
enjektabl progesteron kullanildigin1 ve bu tedavilerin kopeklerde malign olmasa da bening
meme timori gelisimini tetikledigini bildirmistir. Ayrica dietilstilbestroliin uzun stireli

kullaniminin veya sadece diger sentetik Ostrojenlerin kullaniminin meme tiimorii insidensini
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artirmayacagi, progesteron veya sentetik progestinlerle uzun siireli tedavilerin meme bezi
hiperplazilerini ve bening meme timorlerini indiikledigi arastirmacilar tarafindan
savunulmaktadir (Giles ve ark. 1978; Concanon ve ark. 1981). Arastirmamizdaki malign
meme tiimorlii kopeklere Ostrusu 6nlemek amaciyla 0strojen veya progesteron uygulanmamis
olmasi1 ve timor histopatolojilerinin malign karakterde olmasi, bu tedavilerin kopeklerde daha

cok bening meme tlimorii gelisimini tetikledigini dogrular niteliktedir.

Wang ve ark. (2015) insanlarda g6giis kanserinde dolasimdaki tiimor hiicrelerini izole
etmek ve belirlemek amaciyla IHK, IF, FAHO, rt-PCR gibi molekiiler 6l¢iimlerin
kullanildigin1 ve bu Olgiim tekniklerinin kanser hiicresine 6zgii markerlarin veya epitelyal
markerlarin ekspresyonu gibi biyolojik 6zellikler veya boyut bakimindan farklilik gosterdigini
bildirmiglerdir. Criscitiello ve ark. (2010) yaptiklar1 bir calismada epitelyal hiicrelerde
bulunan EPCAM’i belirlemek i¢in sitometrik/antikor esasli molekiiler yontemlerden
faydalanmistir. Gama ve ark. (2009) yaptiklar1 bir calismada, kopeklerde meme dokusunda
EGFR’nin radyoligand baglayict1 veya immunoenzimatik olglimler gibi bir¢ok metotlar
belirlenebilmesine ragmen IHK ile yapilabildigine dair bir veriye rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Bunun yanisira Jakab ve ark (2008b) yaptiklart bir ¢alismada bening ve
malign epitelyal tiimorlii kopeklerde klaudinleri IHK ile saptamiglardir. Wang ve ark. (2014)
yaptiklar1 bir ¢alismada PCR esasli metotlarin bir¢ok 6rnegi bir kerede goriintiileyebilme
imkan1 sunmasindan oOtiirii, kantitatif rt-PCR analizinin, dolasimdaki tiimor hiicrelerinin
timorle 1ilgili genlerinin ekspresyon analizinde daha kullanighi oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica rt-PCR; performans, hiz, dogruluk, duyarlilik ve yiiksek verimlilik kapasitesine sahip
oldugundan, rt-PCR’1n standart metot olma potansiyelinde bir teknik oldugu bildirilmistir
(Wang ve ark. 2014). Arastirmamizda ise, malign epitelyal meme tiimorlii kopeklerden alinan
kandan EGFR, CLDN7 ve EPCAM markerlarinin belirlenmesi amaciyla rt-PCR kullanilmasi
arastirmacilarla (Wang ve ark. 2014; Wang ve ark. 2015) uyumludur. Arastirmamizdaki
timor markerlarini belirlemekte kullandigimiz metot agisindan ise Jakab ve ark. (2008b),

Gama ve ark. (2009), Criscitiello ve ark. (2010) yaptiklari caligmalar ile paralellik yoktur.

Costa ve ark. (2011), kopeklerde EGFR, CLDN7 ve EPCAM markerlarinin periferal
kanda RT-PCR yontemiyle belirlemislerdir. Caligmamizda da Costa ve ark. (2011) ile uyumlu
olarak kopeklerde EGFR, CLDN7 ve EPCAM markerlar1 RT-PCR yontemiyle periferal kanda

saptandi.

Aragtimacilar (Tang ve ark. 2012) EGFR’nin bir ¢esit transmembran glikoproteini

oldugunu ve tiimor hiicrelerinin anabolizan diizeninde, tiremesinde, farklilagmasinda ve
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biiyiimesinde rol oynadigini bildirmislerdir. Tang ve ark. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada
insanlarda meme karsinomunda EGFR ekspresyonunun, normal epitelyal dokudan 6nemli
Ol¢iide daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmamizda ¢alisma grubundaki malign
epitelyal tiimorlii kopekler ile kontrol grubundaki saglikli kopeklerden alinan kanlarda EGFR
ekspresyon diizeyleri arasindaki fark istatistiksel ag¢idan onemlidir (P<0,05). Ayrica meme
timorlii kopeklerde 6lgiilen EGFR miktarinin, kontrol grubundaki kopeklerde dl¢iilen EGFR
miktarina gore daha yiiksek olmasi Tang ve ark. (2012) yaptiklari ¢alisma ile uyumlu
bulundu. Bu artisin sebebi olarak EGFR’nin tiimor hiicrelerinin anabolizan diizeninde,

iiremesinde ve biiylimesinde etkin rol almasi diisiiniilmektedir.

Carvalho ve ark. (2013) malign meme tiimorlii kopeklerde yaptiklart bir ¢aligmada
immunohistokimya yontemiyle EGFR ekspresyonuna bakmislar ve tiimdr tipleri arasinda
belirgin bir fark saptamamislardir. Sunulan caligmada bununla uyumlu sekilde EGFR
ekspresyonu bakimindan tiimér tipleri arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Bununla
birlikte, ¢alisma grubundaki tiimor tiplerinden tubuler karsinom, karsinosarkom ve malign
miks tlimorli kdpeklerdeki EGFR ekspresyonu ile kontrol grubundaki kdpeklere ait
kanlardaki EGFR ekspresyonu arasinda fark onemlidir. Buna gore, EGFR’nin kandaki
diizeyine bakilarak saglikli ve tiimdrlii ayrimi yapilabilecegi fakat tiimor tipleri arasinda

EGFR’ye spesifik bir ayrim yapilamayacagi sonucuna varildi.

Costa ve ark. (2012) metastazik meme tiimorli kopeklerde yaptiklar bir ¢alismada,
metastazik meme tiimorleri ile metastazik olmayan meme tiimoriileri arasinda EGFR
ekspresyonu agisindan farkin énemli (P<0,05) oldugunu bildirmislerdir ve metastazi olan
kopeklerden aldiklari periferal kanda EGFR ekspresyon diizeyinin daha yiiksek oldugunu
saptamislardir. Arastirmamizda calisma ve kontrol gruplar1 arasinda metastaz varliginin
EGFR ekspresyonu agisindan onemli olmasi (P<0,01) ve metastazik meme tiimorlii
hayvanlardan aldigimiz periferal kanda EGFR ekspresyon diizeyinin daha yiiksek olmasi
Costa ve ark. (2012) yaptigi c¢alisma ile uyumlu bulundu. Fakat g¢alisma grubundaki
metastazik (n=22) ve non-metastazik (n=23) timorlii kopeklerdeki EGFR ekspresyonu
acisindan istatistiki ag¢idan 6nemli bir fark (P>0,05) saptanmadi. Bunun nedeni olarak;
ekpresyonuna baktigimiz markerlarin 6lgiimleri periferal kandan yapildigi i¢in hayvan

materyalinin azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Ribeiro ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, histolojik derecelendirme ve miks
tiimorlerdeki invaziv malign epitelyal yapimin immunofenotipik profili arasinda istatistiksel

olarak belirgin bir korrelasyonun olmadigint (P>0,05) bildirmislerdir. Buna uyumlu olarak
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Gama ve ark. (2009) kopeklerde meme dokusunda EGFR’nin immunohistokimyasal
ekspresyonu iizerine yaptiklari bir ¢alismada nekroz, lilserasyon varligi ve tiimoriin histolojik
derecesinin EGFR ekspresyonu agisindan onemli olmadigimi (P>0,05) bildirmislerdir.
Belirtilen parametrelerin arastirmamizda da EGFR ekspresyonu ag¢isindan 6nemli bir fark
olusturmamasi arastirmacilarla uyumludur (Gama ve ark. 2009; Ribeiro ve ark. 2012). Bunun
nedeni olarak iilserasyon ve nekrozun genellikle biiyiik tiimdrlerde sekillenmesi ve 6zellikle
10 cm’den biiyiik kitlelerde EGFR diizeyinin saglikli hayvanlardaki ekspresyon diizeyine
yakin miktarlarda olmasi ve dolayisiyla aradaki farkin istatistiki agidan onemli bulunmadigi

diistiniilmektedir.

Guimaraes ve ark. (2014) kopeklerde malign meme tiiméorlerinde EGFR ekspresyonu
tizerine yaptiklart bir ¢alismada, EGFR ekspresyonunun; timor boyutu (P=0.001) ile belirgin
bir baglantis1 oldugunu bildirmislerdir. St-Arnaud ve ark. (1984) yaptiklar1 bir calismada,
EGFR seviyelerinin bir¢ok faktdr tarafindan degistirilebilecegini ve epidermal biiyiime
faktoriiniin, reseptoriinii azaltarak diizenleyebilecegini bildirmislerdir. Bununla birlikte, EGF
reseptorlerinin  sayisi; diger biliylime faktorleri, birgok tiimor destekleyicileri ve viral
degisimler tarafindan azaltilabilecegini savunmaktadirlar. Arastirmamizdaki calisma ve
kontrol grubundaki kopeklere ait EGFR ekspresyonunun; kitle boyutu (P<0,05) ile belirgin bir
baglantis1 olmasina ragmen c¢aligma grubundaki timorli hayvanlarda kitle biiytikligi
acisindan EGFR ekspresyonunda 6nemli bir fark (P>0,05) saptanmamasi1 St-Arnaud ve ark.
(1984) yaptiklar1 caligma ile agiklanmaktadir. EGFR; normal hiicresel fonksiyonun
stirdiiriilmesinde Onemli bir yere sahip olmasina ragmen, EGFR ekspresyonunun timor
hiicrelerinin hayatta kalmasi ve biiylimesine katki sagladigi Kim ve ark. (2001) tarafindan
bildirilmistir. Bu veriyle uyumlu olarak aragtirmamizda 10 cm biiyiikliige kadarki kitlelere
sahip meme tiimorli kopeklerin kanindan, kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda EGFR
ekspresyonu saglandi. Fakat 10 cm’den biiyiik kitleye sahip kopeklerdeki EGFR ekspresyonu
ile kontrol grubundaki kopeklerdeki EGFR ekspresyonu arasinda belirgin bir fark saptanmadi.
St-Arnaud ve ark. (1984) bildirisinden yola ¢ikarak, EGF’de artis ve buna bagli olarak timor
lehine biiyliyen dokudaki EGF reseptorlerinin azalmasi, 10 cm’den biiyiik tiimoral kitlelere
sahip kopeklerdeki EGFR ekspresyon diizeyinin kontrol grubundaki saglikli hayvanlarinki
EGFR ekspresyon diizeyine yakin ve 10 cm’den kiigiik kitleye sahip kopeklerdeki EGFR
ekspresyonuna gore daha diisiik sonuglar elde etmemize ve istatistiki agidan énemli bir fark

olusmamasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
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Gama ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada EGFR ekspresyonu ile hayvanin yasi
arasinda belirgin bir baglant1 (P<0,05) tespit etmislerdir. Arastirmamizdaki 5-10 yas
araligindaki meme tiimorlii kopeklerle, 10 yasindan biiyiilk meme tiimorli kopekler arasinda
EGFR ekspresyonu agisindan belirgin bir fark saptanmamis olmasi (P>0,05) Gama ve ark.
(2009) ile uyumlu degildir. Bunun nedeni olarak, Gama ve ark.nin (2009) yaptiklari ¢alismada
EGFR ekspresyon diizeyine tiimor dokusunda bakmis olmalar1 ve daha fazla sayida numune
kullanmis olmalar1 diistintildii. Calismamizda meme tiimorlii kopeklere ait periferal kandan
EGFR ekspresyonun dokuya gore daha diisiik oranda gergeklesmesi ve numune sayimizin
daha diisiik olmasi istatistiki agidan fark saptanmamis olmasina neden olabilecegini

distindiirmektedir.

Gama ve ark.nin (2009) 136 meme tiimorlic kopekte yaptiklart bir galismada
kisirlagtirma durumunun EGFR ekspresyonu agisindan belirgin bir fark olusturmadigim
bildirmislerdir. Donnay ve ark. (1993) meme tiimorlii kopeklerde malign tiimorli dokuda
EGFR ve 6strojen reseptorlerinin belirgin ve pozitif korrelasyon gosterdigini saptamislardir.
Bunun yanisira, karsinomlarin kendi bezsel yapilarint kaybettigi ve belirgin derecede daha
diisiik miktarlarda reseptorlere sahip olduklarini bildirmislerdir. Arastirmamizda ise ¢alisma
ve kontrol grubundaki kopeklerde kisirlagtirma durumlarina gore EGFR ekspresyon diizeyleri
acisindan belirgin bir fark (P<0,05) saptanmast ve kisirlagtirilmamis meme timorli
kopeklerde EGFR’nin daha yiiksek miktarda eksprese oldugu belirlenmesi Donnay ve ark.nin
(1993) yaptiklari ¢caligma ile uyumludur. Bunun sebebi olarak EGFR ile ER arasindaki pozitif
korrelasyon varligi diisiiniilmektedir. Fakat ¢aligma grubundaki meme tiiméorli kopeklerden
kisirlagtirilmamis olanlarda, kisirlastirilmis olanlara gére EGFR miktarinin daha diisiik
Olclilmesi karsinomlarin bezsel yapilarin1 kaybettigi ve daha diisiik miktarda reseptor

barimndirdigindan 6tiirii oldugu diisiiniilmektedir.

Insanlarda CLDN7 ekspresyonunun invaziv meme kanali karsinomunda, normal
meme epiteline gore azaldigini bildirmistir (Kominski ve ark. 2003). Arastirmamizda ¢alisma
grubundaki meme tiimorli kopekler ile kontrol grubundaki saglikli kopekler arasindaki
CLDNY ekspresyonu agisindan farkin énemli olmasina ragmen (P<0,001) calismamizda
meme tiimorli kopeklerde CLDN7 ekspresyonunun daha yiiksek olmasi Kominski ve ark.
(2003) ile uyumlu degildir. Jakab ve ark. (2008a) CLDN7’nin kopeklerde normal meme bezi
epitelinin bilesimini olusturdugunu, hiicrelerin lateral bolgelerine yakin lokalize oldugu ve
normal meme bezinde yiiksek miktarda eksprese oldugunu bildirmislerdir. Insanlarda gdgiis

kanserinde CLDN7’nin kaybinin preneoplastik ya da neoplastik hiicrelerde TJ gegirgenliginin
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bozulmasi1 sonucu gelistigi ve bdylece CLDN7 kaybinin kanser hiicrelerinin yayilmasina
yardimci oldugu disiiniilmektedir (Kominski ve ark. 2003). Yapilan tim bu c¢aligmalar
timorlii dokuda CLDN7 ekspresyon diizeyini aragtirmaktadir. Bu nedenle TJ gegirgenliginin
dolayisiyla hiicre bilesiminin bozuldugu bir dokuda CLDN7 ekspresyonunun azalmasinin
muhtemel oldugu diisliniilmektedir. Arastirmamizda CLDN7 ekspresyon diizeyini
Oletiigiimiiz materyal olarak periferal kan kullanilmis olup, permeabilitesi bozulan
hiicrelerden agiga ¢ikan CLDN7’nin kandaki miktarinda artig olabilecegi diisiintildi. Bu
nedenle tiimorlii kdpeklerden alinan kanlarda CLDN7 ekspresyonunun, saglikli hayvanlardan
alman kanlardaki CLDN7 ekspresyonuna gore daha yiiksek miktarda olmasinin sebebi olarak,
analizin doku degil kandan yapilmis olmasindan kaynaklandigi disiinilmektedir. Costa ve
ark. (2012) meme timorlii kopeklerde periferal kanda marker tayini ile ilgili yaptiklari bir
calismada sagliklt kopeklerde CLDN7’nin ekprese olmadigini, tiimorli kopeklerde ise
CLDN7 bakimindan yiiksek miktarda pozitif kan oOrneklerinin saptandiginin bildirilmesi

aragtirmamizda savunulan diisiinceyi destekler niteliktedir.

Park ve ark. (2007) yaptiklar1 bir ¢aligmada, invaziv meme kanali karsinomunda ve
invaziv lobuler karsinomda CLDN7 ekspresyonu agisindan fark olmamasi, aragtirmamizda
timor tipleri arasinda CLDN7 ekspresyonu yoniinden onemli bir fark saptanmamis olmasi
(P>0,05) ile uyumludur.Metastazik lezyonlarda, invaziv meme kanali karsinomlarinda en
bliylik metastazik odagin boyutu ile giicli CLDN7 ekspresyonu arasinda belirgin bir
korrelasyon oldugu bildirmislerdir. Ayrica CLDN7, invaziv meme kanali karsinomlarmdaki
metastazik tiimorlerde artis gostermistir (Park ve ark. 2007). CLDN7’nin kaybinin hiicre
adhezyonunun kaybi ve artan metastazlar ile baglantis1 oldugu ve CLDN7’nin metastaz
varhiginda tekrar eksprese oldugu bildirilmistir (Dahiya ve ark. 2011). Arastirmamizda
calisma ve kontrol grubundaki kopeklerde CLDN7 ekspresyonunun metastaz varligi agisindan
istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bulunmasi ve metastaz varliginda CLDN7 miktarinin

artmasi aragtirmacilarla (Park ve ark. 2007; Dahiya ve ark. 2011) uyumludur.

Arastirmamizda CLDN7 ekspresyonu ile tiimdr dereceleri arasinda istatistiksel agidan
fark 6nemli olmamasi, Park ve ark.nin (2007), hem primer hem metastazik tiimorlerde, timor
dereceleri ile adhezyon molekiillerinden CLDN7 ekspresyonu arasinda bir baglanti

bulunmadigini bildirdigi arastirmasiyla uyumludur.

Sauer ve ark. (2005), azalan CLDN7 ekspresyonunun timor boyutu ile belirgin bir
korrelasyon gostermedigi bildirilmistir. Calismamizda kitle biiyiikliigii ag¢isindan ¢alisma ve

kontrol grubundaki CLDN7 ekspresyon diizeyi arasinda istatistiki agidan fark onemlidir
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(P<0,001). Bununla birlikte CLDN7 ekspresyonun kontrol grubuna gore ¢alisma grubundaki
tiimorli kopeklerde daha yiiksek oranda gerceklestigi goriildii. Fakat 5 cm’den kiiciik, 5-10
cm biiytikliigiinde, 10 cm’den biiylik kitleler degerlendirildiginde, farkli kitle biiyiikliikleri
arasinda CLDN7 ekspresyonu agisindan onemli bir fark (P>0,05) olmamasi Sauer ve ark.
(2005) ile uyumludur.

Arastirmamizda kontrol ve ¢aligma gruplarindaki CLDN7 ekspresyonu ile iilserasyon
varlig1 arasinda istatistiksel agidan onem (P=0,05) mevcuttur ve iilserasyon varliginda
CLDN7 miktar1 daha yiiksektir. Klinik parametrelerden iilserasyon varliginin meme tiimorli
kopeklerde kandan CLDN7 ekspresyonu lizerine etkisi ile alakali literatiir bilgiye
rastlanilmadi. Bu durum Costa ve ark. (2012) bildirdigi gibi tiimor gelisimiyle haraplanan
hiicrenin sik1 bag yapisinin {iilserasyon varliginda da aynmi sekilde etkilendigi ve bdylece
yikimlanan dokudan a¢iga ¢ikan CLDN7’nin kandaki ekspresyon diizeyinin arttig1 seklinde

aciklanabilir.

Oshima ve ark. (2008) tarafindan CLDN7 geninin ekspresyon diizeyi ile lenf diigiimii
metastazi, timor boyutu ve lenfatik invazyonda oldugu gibi yas arasinda da bir baglanti
olmadig1 bildirilmistir. Arastirmamizda CLDN7 ekspresyonu ile yas arasinda istatistiki agidan
onem (P>0,05) saptanmamis olmasi Oshima ve ark. (2008) yaptigi calisma ile uyumlu

bulundu.

Osta ve ark. (2004) gogiis kanseri olan insanlarda EPCAM ekspresyonunun normal
meme dokusuna gore daha fazla gergeklestigini bildirmislerdir (P<0,01). Wang ve ark. (2015)
insanlarda yaptiklart bir caligmada saglikli ve gogiis kanseri olan hastalarda EPCAM
ekspresyon diizeyini incelemiglerdir ve saglikli bireylerde EPCAM ekspresyonunun diisiik
oldugunu, gogiis kanseri hastalarinda daha yiiksek miktarda ~EPCAM ekspresyonu
sekillendigini bildirmislerdir. Songun ve ark. (2005) yaptiklar1 bir ¢aligmada, EPCAM’in
hiicre i¢i adhezyon molekiilii olarak rol oynadigini ve EPCAM ekspresyonunun azalmasi
nedeniyle hiicreler arasi adhezyonun azaldigim1 ve dolayisiyla bunun tiimor hiicrelerinin
yayilimimin artmasi anlamma geldigini bildirmislerdir. insanlarda gdgiis kanseri olgularina
spresifik EPCAM markerinin, yapilan ¢alismalarda dokudaki ekspresyonuna bakilmistir. Bu
nedenle calismamizda EPCAM’in kopeklerdeki etkinligine bakmak ve kanda teshis edilip
edilemedigini belirlemek amaglandi. Arastirmamizda ise saglikli ve tiimorlii kopeklere ait
kanlarda EPCAM ekspresyon acisindan 6nemli bir fark (P>0,05) saptanmadi. Saglikli
kopeklerde EPCAM’in diisiik olmasi ve bununla birlikte tiimdr varliginda hiicreler arasi

adhezyon azalacagindan EPCAM diizeyinin azalmasi nedeniyle elde edilen degerler arasinda
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istatistiki ac¢idan Onemli fark saptanmadigi disiiniilmektedir. Buna ragmen, c¢alisma
grubundaki meme tiimdrli kopeklerde kandaki EPCAM, EGFR ve CLDN7 ekspresyon
diizeyleri karsilastirildiginda EPCAM’in daha yiiksek miktarlarda eksprese oldugu belirlendi.
Bununla birlikte timor tipleri arasinda da EPCAM ekspresyonu agisindan onemli bir fark
(P>0,05) saptanmadi. EPCAM’in saglikli ve meme tiimorli kopeklerde etkinliginin
ispatlanabilmesi i¢in numune sayisini arttirarak ve hem kan hem de doku materyalinden

EPCAM ekspresyon diizeylerine bakilarak calisilmasi gerekliligini diisiindiirmektedir.

Schmidt ve ark. (2008) insanlarda yaptiklar1 bir ¢alismada EPCAM ekspresyonu ile
tiimoriin histolojik derecesi arasinda pozitif korrelasyon (P=0,017) oldugunu gdstermislerdir.
Arastirmamizda histolojik derecelendirme acisindan degerlendirildiginde ¢alisma grubundaki
timorli kopeklerde EPCAM ekspresyonu istatistiki agidan farkin  6nemsiz (P>0,05)
bulunmasi aragtirmacilarla (Schmidt ve ark. 2008) uyumlu degildir. Osta ve ark. (2004)
insanlarda yaptiklari bir ¢alismada RT-PCR analizi ile metastazik lenf diigiimlerindeki
ortalama EPCAM ekspresyon seviyesinin, normal lenf diiglimlerindeki ortalama EPCAM
ekspresyon seviyesine gore daha yiliksek miktarda (P<0,01) oldugunu bildirmislerdir. Cimino
ve ark. (2010) insanlarda g6giis kanseri lizerine yaptiklari bir ¢alismada nicel RT-PCR ile
yaptiklar1 Olglimlerde, metastaz varlifinda EPCAM ekspresyonu agisindan farkliliklar
olabilecegini fakat bu farkliligin 6nemli diizeyde olmadigi bildirilmistir. Calismamizda ayni
timoriin histolojik dereceleri arasindan EPCAM ekspresyonu agidan fark olmadigi gibi,
metastaz durumu ve ilserasyon varligi degerlendirildiginde de EPCAM ekspresyonu
acisindan istatistiki onem saptanmadi. Calismamizda EPCAM ekspresyon diizeyine kandan
bakilarak bu sonuclar elde edildi. Bu nedenle EPCAM geninin fenotipe yansimasinin yani
protein seviyelerindeki durumunun arastirilmasi, metastaz ve {ilserasyon durumlarinda
EPCAM ekspresyonunun kopeklerdeki etkinligi hakkinda daha iyi bir sonug verebilecegini

diistindiirmektedir.

Insanlarda meme karsinomunda yiiksek EPCAM ekspresyonunun az diferensiye
karsinomlarda goriildiigii ve bu durumun tiimoriin bilyiikligl, lenf diigimii metastazinin
varlig1 ve kotiilesen prognoz ile alakali oldugu bildirilmistir (Spizzo ve ark. 2004). Soysal ve
ark. (2013) insanlarda gogiis kanseri Ttzerine yaptiklart bir ¢alismada EPCAM
ekspresyonunun prognozun kotiilesmesi ile alakali oldugunun yanisira ortalama 34,2 mm’den
biiyiik kitleye sahip hastalarda EPCAM ekspresyonunun yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Buna paralel olarak, Tandon ve ark. (1990) tiimér biyiikligliniin, timoriin gogalma hizinm

yansitmada kismen etkili olabilecegini ve aslinda bunlar arasinda yiliksek derecede 6nemle
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(P<0,0001) baglantil1 oldugunu yaptiklar1 calismayla ortaya koymuslardir. Arastirmamizda 5
cm’den kiiciik kitleler ile 10 cm’den biiyiik kitleler arasinda EPCAM ekspresyonu agisindan
fark 6nemli bulundu. Bes cm’den kiiciik kitlelere sahip kopeklerde EPCAM daha diisiik
miktarlarda Olgiiliirken (downregule), 5 cm’den biiyiik kitlelere sahip kopeklerde EPCAM
daha yiiksek miktarlarda (upregule) olglilmesi arastirmacilarla (Tandon ve ark. 1990; Spizzo
ve ark. 2004; Soysal ve ark. 2013) uyum saglamakla birlikte, 5 cm’den biiyiik kitlelere sahip

meme tiimdrli kopeklerde prognoz takibinin yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Schmidt ve ark. (2008), EPCAM ekspresyonunun yas ile belirgin bir baglantisin
olmadigini bildirmislerdir. Arastirmamizda da Schmidt ve ark. (2008) uyumlu olarak yas ve

EPCAM ekspresyonu arasinda istatistiki agidan 6nem saptanmada.

Bazi klinik parametreleri istatistiki acidan degerlendirdigimizde, arastirmamizda kitle
biiytikliigiiniin tiimoriin histolojik derecesi iizerine etkisi dnemli (P<0,05) bulundu ve grade 2
ve grade 3’te memedeki kitlelerin daha biiylik olduklar1 tespit edildi. Bunun yanisira kitle
sayis1 ve kitle biyiikliigli arasinda istatistiki agidan énem (P<0,001) saptandi. Ayrica kitle
sayis1 arttikca metastazik potansiyelin de arttigi tespit edildi (P<0,05). Kitle sayist ile
EPCAM, EGFR, CLDN7 tiimdr belirleyicileri arasinda pozitif korrelasyon varligi saptandi.
Diinya saglik orgiiti’niin belirledigi TNM simiflandirmasinda tiimoriin  biiyiikliigii, lenf
yumrusu metastazi  ve uzak metastazlar1 hastaligin  prognozunu tespit etmekte
kullanilmaktadir. Buna uyumlu olarak, c¢alismamizda istatistiki ag¢idan ©Onemli oldugu

bahsedilen klinik parametrelerdeki artis, prognozun kdétiilesmesini saglamaktadir.

Sonug olarak, EGFR ve CLDN7 markerlar ile tiimorlii ve saglikli kopeklerin ayrimi
yapilabilmektedir. Ayrica tiimorlii hayvanlarda EPCAM ekspresyonu, EGFR ve CLDNT7
ekspresyonuna gore daha yiiksek seviyelerde oOlclilmektedir. Tiimor tipleri ve tiimoriin
histolojik dereceleri agisindan bu ii¢ genin ekspresyon diizeylerinde bir faklilik olmasa da
farklh kitle biiyiikliikklerinde EPCAM ve EGFR markerlarinin upregiile veya downregule
oldugu belirlendi. Kisirlastirma durumunun EGFR ekspresyonu {izerine, {ilserasyon
durumunun da CLDN?7 ekspresyonu iizerine etkili oldugu saptandi. Bu klinik parametreler ile
aragtirmamizdaki timor belirleyicilerinin (EPCAM, EGFR, CLDN?7) istatistiki agidan 6nemli
olmasi, meme tiimorlii kopeklerde EGFR, CLDN7’nin prognostik ag¢idan énem teskil ettigini
ve insanlarda etkinligi kanitlanmis olan EPCAM markerinin meme tiimorlii kopeklerde de

kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
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