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OZET

Fisun Ozmen. Gastrointestinal sistem timérlerinde LYVE-1, VEGFR-3,
CD44 ekspresyon dlizeyleri ve lenfatik metastaz arasindaki iligki. Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tumér Biyolojisi ve immiinolojisi Doktora
Tezi, ANKARA, 2008. Gastrointestinal sistem timorlerinde lenf nodu metastazi
Oonemli prognostik gdstergelerdendir. Tumor lenfatik damar yogunlulugunun kantitatif
olarak dlculmesi, lenfanjiyogenez, lenfatik metastaz ve Kklinikopatolojik durumlar
hakkinda bilgi verebilir. Bu amacla mide, kolon, pankreas kanserlerinde lenfatik
endotel hiicre belirteci olan LYVE-1, VEGFR-3 ile adezyon molekili CD44'in mRNA
dizeyleri, normal ve tumorlu dokularda real-time PCR ile kantitatif olarak olguldi.
Elde edilen degerler ile lenf nodu tutulumu, timérin histolojik tipi, diferansiasyonu, T
evresi, stage durumu ve noéral, perintral, vaskiler invazyon arasindaki iliski arastirldi.
Her U¢ molekllin dokudaki dagilimina immunohistokimyasal yéntemle bakildi ve
Western blot teknigi ile bu gen mRNA'larinin proteine dontsumu gdosterildi. Mide,
kolon, pankreas kanserlerinde LYVE-1, CD44 ve VEGFR-3 gen ekspresyonlarinin
normal dokudaki diizeylerine oranla anlamh dlgide arttigi saptandi. Histolojik tip,
diferansiasyon ve evre gibi klinikopatolojik kriterler ile gen ekspresyon duzeyleri
arasinda anlamli bir iliski bulunamazken, 6zellikle mide kanserli hastalarda Pozitif
Lenf Nodu sayisinin/Total Lenf Nodu sayisina orani ve perinéral invazyon ile bu
artislarin iligkili oldugu goruldi. Mide kanserinde LYVEL ve CD44 over-ekspresyonlari
ile perindral invazyon ve lenfatik tutulum arasinda; pankreas kanserlerinde ise CD44
ve VEGFR-3 ile vaskiler invazyon arasinda anlamh bir iliski saptandi. LYVE-1
antikoru ile boyanan lenfatik damarlarin dokudaki dagilimlari degerlendirildiginde,
hastalarin %13 Unde timoral, buna karsin %27’sinde peritimdéral boyanma oldugu
saptandi. Tumoral ve peritimoral boyanmalarin her ikisinde de LYVE-1 ile boyanma
saptanan hastalarin tamaminda lenf nodu metastazi pozitifti. Bu bulgular, her (¢
genin de gastrointestinal sistem timdrlerde lenfanjiyogenez, invazyon ve lenf nodu
metastazi olusumunda 6nemli rol oynadiklarini disindirmektedir. LYVE-1 givenilir
bir lenfatik damar belirtecidir ve immunohistokimyasal olarak kullanildiginda tiumoéral
ve peritimoral lenfatik damar yogunlugu saptamakta yararlanilabilir. Bu bulgularin
biyolojik ~ 6nemini, hastalarin  prognozlarini  belirlemede ve tedavilerinde
kullanilabilirligini saptamaya yodnelik yeni calismalara gereksinim vardir.
Anahtar Kelimeler: LYVE-1, VEGFR-3, CD44, kanser, lenfanjiyogenez
Destekleyen kurum : TUBITAK-SBAG, Proje No: 104S581
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ABSTRACT

Fusun Ozmen. The relationship between LYVE-1, VEGFR-3, CD44 gene
expresions and lymphatic metastasis in gastrointestinal tumors. Hacettepe
University, Institute of Health Sciences, PhD thesis on Tumor Biology and
Immunology, ANKARA, 2008. Lymph node metastasis is a very important
prognostic factor in gastrointestinal tumors. Quantification of lymphatic vessel density
in the tumor might give some information on the relationship between
lymphangiogenesis, lymphatic metastasis and clinicopathologic parameters. With this
purpose mMmRNA levels of lymphatic endotelial cell marker LYVE-1, vascular
endothelial grofth factor receptor VEGFR-3, and adhesion molecule CD44 in normal
and tumor tissues of patients with gastric, pancreatic and colonic cancers were
guantitatively measured by using real-time PCR and the results were correlated with
lymph node metastasis, histologic type and the diferentiation of the tumor, T stage,
final stage according to TNM and the presence of neural, perineural and vascular
invasions. The distribution of these molecules in the tissue was evaluated by using
immunohistochemistry and the conversion of their mRNAs into the proteins was
shown by Western-Blot. LYVE-1, CD44 and VEGFR-3 gene expression levels in
gastric pancreatic and colonic cancers were significantly higher than the normal
tissue. While there was no correlation between gene expressions and
clinicopathologic features such as histologic type, diferentiation and stage, the levels
of gene expressions were found to be increased with the ratio of the positive lymph
node/total lymph node and the presence of perineural invasion especially in gastric
cancers. The significant correlation were also found between LYVE-1 and CD44 over-
expressions and perineural invasion and lymph node positivity in gastric cancers;
CD44 and VEGFR-3 overexpresions and vascular invasion in pancreatic cancers.
When the LYVE-1 antibody stained lymphatic vessels distribution in tissue were
evaluated, lymphatic vessels were located intra-tumorally in 13% and peri-tumorally
in 27% of the patients. Moreever, lymph node metastasis were also positive in all LYVE-
1 stained patients. It is concluded that LYVE-1, VEGFR-3 and CD44 all play an important
role in the development of lymphangiogenesis, invasion and lymph node metastasis in
gastrointestinal cancers. LYVE-1 is an excellent lymphatic vessel marker tumoral and
peritumoral lymphatic vessel density might be evaluated by using immunohistochemical
techniques. Future studies are needed to evaluate their biological relevance in prognosis
and therapeutics.
Keywords LYVE-1, VEGFR-3, CD44, Cancer, Lymphangiogenesis
Supported by : TUBITAK-SBAG with Project number: 104S581
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1.GIRIS ve AMAC

Hiyaluronik Asit (HA) bir ekstraselliler matriks glikozaminoglikanidir
Yaygin olarak dokularda ve vicut sivilarinda bulunur. En fazla bulundugu yer
deri ve kas-iskelet sistemidir. inflamasyon disinda  I6kositlerin
ektavazasyonunda, yara iyilesmesinde ve tumor hicrelerinin metastazinda
etkin rol alir.

Hiyaluronik asit yikim dongusu sirasinda olusan bazi Grlnler
anjiyogeneze neden olurken, buyik ¢ogunlugu lenfatik sisteme gecerek lenf
nodlari icinde yikima ugrar. HA ile etkilesime giren proteinlerin ¢ogu bag
dokusunun bir parcasidir. Hyaluronik asitin ¢ok sayidaki hicre ylzey
reseptorii arasindan en iyi bilineni CD44’ dur. Bu reseptor epiteliyal,
mezenkimal ve lenfoid hicrelerin ylzeyinde yuksek oranda eksprese olur ve
HA homeostazinda 6nemli rol oynar. CD44-HA arasindaki iliski sayesinde
epitel yapisi korunabilmekte, lenfosit ekstravazasyonu ile timér hicrelerinin
hematojen vyayillimi gerceklesmektedir. Buna ragmen CD44, HA'in
sekestrasyonu, lenfatik sisteme gecerek lenf nodlan tarafindan tutulumu ve
burada degradasyonun da rol oynamaz. En 6nemlisi de lenf damarlarinin
endotelinde bulunmaz.

Lenfatik damar endoteli HA reseptoru-1(LYVE-1), (Lymphatic vessel
endothelial HA receptor) Jackson ve arkadaslar tarafindan 1999 yilinda
tanimlanan sadece lenfatik damarlar ve lenf nodlarinda bulunan yeni bir
hiyaluronik asit reseptorudir. Bazi ¢calismalarda karaciger sintizoidlerinde de
bulundugu gosterilmigtir. Bir CD44 homologu olan LYVE-1, tip 1 integral
membran glikoproteinidir ve 322 aminoasitten olusur. LYVE-1 ile CD44
reseptorlerinin polipeptidleri arasinda % 43 oraninda benzerlik vardir.

LYVE-1, lenf damarlarinin hem i¢c hem de dis ytizeyinde bulunur. Bu
nedenle lenfositlerin ve diger benzer hiicrelerin lenfatik sisteme gecisinde
primer rol oynadigi dusunilmektedir. CD44 ise vaskiler sisteme geciste
goOrev almakta, lenfatik sisteme geciste ise gorevi bulunmamaktadir. HA ile
etkilesen hicreler, ayni anda- ayni HA’ e baglanan LYVE-1’ ler sayesinde

lenf akimina karigmakta ve ayni sekilde lenf nodu tarafindan da



tutulmaktadir. Oyleyse sadece lenfatik endotele 6zgii olmasi sebebiyle de
LYVE-1, tumoriun lenfatik metastazinda bir gosterge olarak kullanilabilir.

Diger bir lenfatik endotel huicre belirteci ise Vaskuler endotel bayime
faktor reseptoru-3(VEGFR-3)'dur(Vascular Endohelial Growth Factor
Receptor-3).Buyume faktorlerinden, vaskuler endotel bliyume faktéri-C
(VEGF-C), lenfatik endoteli VEGFR-3 araciligiyla uyarir ve lenfanjiyogenezde
rol alir. Tumor gelisimi sirasinda VEGF-C ekspresyonunun artmasi, yeni lenf
kapillerinin olusumunu artirmakta ve bu nedenle de lenf nodu metastazi
goOstergesi olarak kullanilabilecegi kabul edilmektedir. Oysa, lenfatik
metastaz; lenfatik damar invazyonu, hucrelerin lenfatik damarlar igine
tasinimi, lenf nodu tarafindan tutulumu ve burada proliferasyonu gibi birgcok
basamaktan olusur. VEGFR-3 ekspresyon artimi lenfanjiyogenezin bir
gOstergesi olabilir fakat tek basina lenf nodu metastazini gdstermek
acisindan yetersizdir. Bu nedenle LYVE-1 gibi, lenfatik sisteme 6zgu bir
bagka gen Uzerinde daha calisiimasi uygun olacaktir.

Bu tez, tumor hicrelerinin, lenf nodu metastazlarini gdstermede,
lenfatiklere 6zgu bir molekil olan LYVE-1'in belirte¢ olarak kullanilabilme
olasiligini arastirmak icin planlanmigtir. Boyle bir iligkinin varhgi, ayni
zamanda tedavinin planlanabilmesinde de yol gdsterici olabilir. Bu amacla
calisma grubu olarak lenfatik yayilm yaptigi c¢ok iyi bilinen insan
gastrointestinal sistem tumorleri secildi. Caligmada kulanilan dokular mide,
kolon, pankreas kanseri tanisi ile cerrahi tedavi uygulanan hastalardan
ameliyat sirasinda alindi. Normal, timorli ve metastatik dokularda LYVE-1,
CD44 ve VEGFR-3 mRNA duzeylerinin real-time PCR ile kantitatif 6lgtimleri
yapilarak normal dokuya gore degisimlerinin hesaplanmasi amaclandi.

CD44 de, LYVE-1 ile yapisal benzerlik gostermesi, ayni molekile
baglanmasi ve cesitli tumorlerde artis gostermesi nedeniyle c¢alismaya dabhil
edildi. VEGFR-3'un, tek basina lenfatik belirte¢ olarak kullaniminda birtakim
tartismalar olmasi ve yapilan arastirmalardaki sonuclarin farkhligi nedeniyle,
tumore ait daha ¢ok bilgi elde edinilebilecegi diustincesiyle LYVEL ile beraber
cahsilmasina karar verildi. Litaratirde LYVE-1, VEGFR-3, CD44
ekspresyonunlarinin  kantitatif olarak gosterildigi caligmalar daha ¢ok



immunohistokimyasal yontemleri icermektedir. immiinohistokimya ile lenfatik
damar yogunlugunun Olcimune ait tam bir gorts birligi yoktur ve kigisel
uygulama farkliliklari gosterebilir. Bu nedenle kantitatif gen ekspresyon
Olcimu igin, daha sensitif bir yontem olan ‘real-time quantitative reverse
transcriptase- PCR’ (RTQ RT-PCR) kullanildi.

Bu tez planlanmadan 6nce LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 genlerinin
ekspresyon duzeylerini real-time PCR ile dlcen kolon kanserleri ile yapilmis
calismalar bulunmasina kargin sonuglar tartismaliydi ve insan mide, ve
pankreas kanserleri ile yapilmis bu tipte bir calisma bulunmuyordu.

Bu arastirma tumor dokusunda, LYVE-1 ile birlikte CD44 ve VEGFR-3
MRNA dizeylerinin normal dokuya gore degisimini ayni zamanda gosteren,
literattrdeki ilk calisma olacaktir. Bu sayede, bu lg¢ reseptorin transkripsiyon
duzeyleri, bulunan degerlerin birbirleriyle karsilastiriimasi, ayri ayrn veya
birlikte lenfatik belirte¢ olarak  kullanilabilirlikleri  tGzerine  yorum
getirilebilecektir.

Bu molekullerin ekspresyon duzeylerinin RTQ RT-PCR kullanilarak
Olcimune ek olarak immunohistokimyasal yontemlerle de dokularda histolojik
olarak degerlendiriimeleri de yapildi. Ayrica, LYVE-1, CD44, VEGFR-3' Un
kolon, mide ve pankreas dokularinda transkripsiyondan sonra
translasyonunu da test etmek amaciyla Western Blot teknigi kullanildi.

RT-PCR, Histopatolojik inceleme ve Western Blot sonucunda elde
edilen verilerle :

1) Normal ve tumorli dokularda LYVE-1, VEGFR-3, CD44
ekspresyonunun varhgi ve derecesinin gosteriimesi,

2) Basta LYVE-1 olmak lUzere VEGFR-3 ve CD44 ekspresyonu ile
lenfatik metastaz varligi arasindaki iliskinin gosterilmesi,

3) LYVE-1 ekspresyon derecesi ile lenfatik metastaz varhigi ve
yogunlugu arasindaki korelasyonun gdsterilmesi: hi¢ lenf nodu metastazi
olmayan ile ¢cok sayida lenf nodu metastazi olan timdrlerin karsilastiriimasi,

4)Tumor tipi, buydklagd, diferansiyasyon derecesi ve evresi ile LYVE-

1, VEGFR-3, CD44 ekspresyon duzeyleri arasindaki iligkinin aragtiriimasi,



5) LYVE-1, VEGFR-3, CD44 duzeylerinin timor tipine ve evresine

gore birbirleriyle kargilagtiriimalari amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Lenfatik  sistem, kardiyovaskuler  sistemle birlikte doku
homeostazisinde dnemli bir rol oynar. Gorevi dokuda olusan lenf sivisini
alarak venOz sisteme iletmektir. Lenfoid sistem, Timus, Dalak, lenfatik
damarlar, lenf nodlari, tonsiller, mukozal lenfoid dokular ve Peyer
plaklarindan olusur. Lenfatik damarlar bir ag gibi butiin vicudu dolagan, bir
ucu acik olan kapali bir sistemdir ve en son duktus torasikus araciligiyla
venoz sisteme agilir.

Lenf sivisi ise vaskuler sistemden ekstravaze olarak doku araligina
sizan proteinden zengin bir sividir. Lenfatik sistem bu siviyr dokudan, lenf
kapillerleri araciligiyla alir ve giderek genigleyen lenfatik damarlar ve duktus
torasikus Uzerinden tekrar vendz sisteme verir. Bu donus solunum sirasinda
olusan basin¢ degisikligi veya iskelet kaslari ile damar diz kaslarinin
hareketleri sirasinda olusan basing farki sayesinde gerceklesir.

Lenfatik sistem, immun yanitin olusumu ve devamini saglamak gibi
¢cok 6nemli bir goreve de sahiptir. Lenfosit ve antijen sunan dendritik hiicre
gibi immin sistem hdcrelerini deriden alip, bolgesel lenf nodlarina tasiyarak
immun yaniti baglatir. Ayrica bagirsaklarda bulunan lakteal lenf damarlar ile
yag ve yagda eriyen A, D, E ve K vitaminlerini gastrointestinal sistemden
alarak venoz sisteme tasirlar. Lenfatik sistemin, lenfédem, inflamatuvar
hastaliklar ve timor metastazi gibi birgok patolojik durumda ne kadar 6nemli
rol oynadigi bilimsel ¢alismalarla gosterilmistir.

Lenfatik kapillerler, tek sira lenfatik endotelyal hiicrelerden (LEC)
olusur. Kan damarlarinin anatomik yapisindan farkli olarak, lenfatik endoteli
cevreleyen bir kas tabakasi, perisit ve devamlilik gosteren bir bazal membran
yoktur (Tablo 2-1). Fakat lenfatik endotel htcreleri birbirlerinin Utstlinde
kayarak bir valv yapisi olustururlar. Bu 6zellik sayesinde lenf sivisinin, geriye
kacigl onlenmis olur (1). Ayrica lenfatik endotel hiicreleri elastik filamentlerle
ekstraseliler matrikse tutunurlar. Boylece dokudaki interseliiler basincin
degisimine gore lenfatik kapillerin kollabe olmasi engellenir(2). interstisiyel

basing arttiginda, filamentlerin gerilmesi, Ustlste binmis endotel hiicrelerinin



aralarinin acilarak lenfatik sivi, makromolekll ve huicrelerin lenfatik

kapillerlere gecisini saglar.

Tablo 2-1: Kan kapilleri ile lenfatik kapiller arasindaki morfolojik ve
yapisal farkliliklar (9)

Kan kapilleri Lenfatik Kapiller
Cap 7-9 um 20-120 um
Limen Duzenli(eliptik) Duzensiz
Ag organizasyonu Yogun (10-40um) Gevsek (100-200 um)
Sinir katlanmalari Yok Var
Sitoplazmik vezikdl Az Cok
invajinasyon Az Cok
Fenestrasyon Var Yok
interseluler junction Zonula okliidens Zonula adherens
Overlapping junction Yok Var
End-to-end junction Az Var
Weibel-Palade body Var Sik gorilmez
Bazal lamina Devamlilik gdsterir Yok veya kesikli
Perisit Var Yok
Ankor filamentleri Yok Var

Lenfatik sistem, santral sinir sistemi, retina, kemik iligi ve plasenta
disinda hemen hemen butin organ ve dokularda bulunmaktadir. Bu kadar
onemli olmasina karsin bilimsel olarak daha ¢ok vaskuler sistem Uzerinde
durulmus, lenfatik endotele spesifik belirte¢lerin bilinmemesi, lenfatik sistemin
gelisimi  ve fonksiyonuna ait molekuler regilasyonunu anlamamizi
zorlagtirmigtir. Son yillarda bu belirteclerin kegfedilmesi lenfanjiyogenezisin
olus mekanizmalarinin ve hastaliklarda, ©zellikle onkolojik sureglerdeki

roliniin anlagiimasina katkida bulunmustur.

2.1 Lenfatik Sistem Geligimi

Embriyogenez  sirasinda lenfatik damarlarin  gelisimi,  kan
damarlarindan baslamakta ve bunu y6neten bircok sinyal bulunmaktadir. Bu
teori ilk olarak Florance Sabin tarafindan bir asir 6nce ileri surtlmis ve
gunumuze kadar en fazla kabul géren bir gorts olarak kalmigtir(3, 4). Venoz
endotel hucrelerinden filizlenen lenfatik endotel hicreleri primitif lenf



keselerini olusturur ve g¢evre organlarin igine dogru ilerleyerek matur lenfatik

sistem gelisir (Sekil 2-1).

VEGFR-3+
LYVE-1+

Lymphatic
competence

& QEcEe
/ v
Prox1+
Podoplanin+
Prox1+ VEGFR-3+
VEGFR-3+ LYVE-1+
LYVE-1+4 CCL21+ { Lymph
sac
Lymphatic Lymphatic specification
commitment budding and migration

Sekil 2-1: Lenfatik sistemin embriyonel gelisim modeli (14)

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarla PROX-1 ve LYVE-1 gibi lenfatik

endotele spesifik belirteglerin bulunmasi bu teoriyi desteklemektedir. Bugin

icin tanimlanmig birgok lenfatik belirte¢ bulunmaktadir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Lenfatik ve Kan damari belirtecleri (14)

Marker

Prox1
Podoplanin

LYVE-1
VEGFR-3

Neurofilin-2

Makrofaj Mannoz
Reseptor 1

CcCL21
CCL20
Dezmoplakin

Plakoglobin

Integrin a9

CD44

Fonksiyonu LV BV
Transkripsiyon Faktoru ++ -
Transmembran glikoprotein ++ -

Hiyaluronik Asit Lenfatik endotel

e ++ -
Reseptora-1
Vaskiler Buylime Faktor Reseptor-3 + -/(+)
Semaforin ve buyime faktér reseptori + -I(+)
L-selektin reseptor + -
CC-kemokin + -
CC-kemokin + (++) - (+4)
Zonula adherens ankor proteini + -

Hucre kavsaginda kadherini hiicre
iskeletine baglar

Adhezyon molekilu, osteopontin ve
tenascin reseptorleri, VEGFR-3 + -
koresept6r sublniti?

Hiyaluronik asit Reseptor - +



Marker Fonksiyonu LV BV
VEGF-C Vaskiler Endotelial Buyime Faktor-C -
VEGFR-1 Vaskiler Buylume Faktor Reseptori-1 -
Neuropilin-1 Semaforin ve buyime faktorl reseptori -
Endoglin/CD105 Dusuk afiniteli TGF-p reseptoru - ++
CD34 L-selektin Reseptori -I(+) ++
IL-8 CXC-kemokin - +
N-cadherin Adezyon molekili - +
ICAM-1/CD54 Adezyon molekili - +
Integrin «5 Ade"zyloln molekili, fibronektin reseptor i +

subdiniti

Collagen IV Ekstraselller matriks proteini -/(+) ++
Versikan Kondritin silfat proteoglikani - +
Laminin Bazalmembran molekuli -/(+) ++
Kollagen XVIII Bazal membran molekdili -I(+) ++
PAL-E Kaveolae-eslik eden glikoprotein? - ++

2.2 Lenfatik Endotel Hicre Belirtegleri
Bu bdlimde arastirmalarda en fazla kullanilan lenfatik endotel

belirtecleri kisaca 6zetlenecektir:

2.2.1 Prospero-related homeobox 1 (Prox-1)

Drosophilia Melonagaster’ de bulunan prospero geninin homologu
olarak izole edilmis bir nikleer transkripsiyon faktoradir (5). Embriyoda
lenfanjiyogenezin baglamasi igin juguler ven endotel hicrelerinin bazilarinda
Prox1’in eksprese olmasi zorunluluktur. Prox1l knock-out farelerde lenfatik
filizlenmenin  etkilenmedigi fakat lenfatik sistemin de gelisimini
tamamlayamadigi tesbit edilmistir (6,7,8). Ayni zamanda Prox1 yoklugunda,
LYVE-2'in de iginde bulundugu lenfatik endotele 06zgl belirteglerin
ekspesyonu yapilamaz buna karsin kan damarlarinin belirtecleri eksprese

olmaya devam eder. Yani, vaskuler belirteclerden, lenfatik belirteclerin



ekspresyonuna gecisi saglayan Prox1'dir (6,9,10,11,12). VEGFR-3 vaskuler
endotel hticrelerinde lenfanjiyogenez baslamadan dncede eksprese olmakta,
Prox1l ekspresyonundan sonra ise lenfatik endotele farklilasan endotel
hicrelerindeki ekspresyonu artmakta, vaskuiler hiicrelerdeki ekspresyonu ise
azalmaktadir(12,13). Fakat Prox1’in ekspresyonunu tetikleyen mekanizmalar
hala bilinmemektedir.(15)

2.2.2 Padoplanin

Glomeruler filtrasyonu dizenleyen musin tipi bir transmembran
glikoproteinidir. Esas olarak renal korpuskillerde bulunan padosit membran
proteini olarak tanimlanmis, in vivo ve in vitro ¢calismalarda sadece lenfatik
endotel hucrelerinde  tespit edilmistir(14,15,16,13). Biyolojik fonksiyonu
bugln i¢in tam olarak bilinmiyor olsa da in vitro ¢calismalarda, hicre iskeletini
olusturan molekdillerden biri olan aktini yoneterek hicre hareketlerinde goérev
aldigi gosterilmigtir (17). Padoplanin ekspresyonu bulunmayan farelerde
lenfodem gelistigi, lenf damarlarinin dilate oldugu, sivi transportunun
bozuldugu bu nedenle dogumda solunum yetmezligi ile oldukleri
gosterilmistir(17,18). 2005 yilinda Schacht ve arkadaglari D2-40 antikorunu
tanimlamis ve padoplaninin endotel disindaki huicrelerden de eksprese
oldugunu gostermiglerdir. Padoplaninin squamdz hicre karsinomlarinda ve
bazi germ hucreli timdrlerde de eksprese olmasi timor progresyonu
tzerinde roll olabilecegini dusundurmektedir(14,19,20).

2.2.3 LYVE-1

Tipl integral membran glikoproteini ve hiyaluronik asit (HA)
reseptbridir(21). Yapisal olarak diger bir HA reseptori olan, CD44 ile
benzerlik gosterir, 322 aminoasitten olusur, bunun 21 tanesi transmembran
kisminda ve 63 tanesi sitoplazmik kuyrukta yer alir. CD44’de oldugu gibi N-
terminal ucunda, glikolize olmus ‘link modul" denilen kisim bulunur ve bu
Ozellik batun ‘link stperailesi’ ne ait proteinlerde mevcuttur. LYVE-1 cDNA'sI,
Expressed Sequence Tag (EST) veri tabaninda, CD44 aminoasit dizilimi
Uzerinden arastirilarak tanimlanmigtir (22). CD44 ile LYVE-1 , %43 oraninda
benzerlik gosterir ve bu benzerlik daha ¢ok HA-baglanan kisim olan link
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modulde gorulmektedir( 23, 24). Link modul, transmembran baglangici veya
sap olarak adlandirilan kisimla devam eder ve bu bo6lim yogun bir sekilde O-
glikolizasyonla modifiye olmustur. Sap kismi proteinin kitlesine en fazla
katkida bulunan kisimdir, 20 kD’dan daha buyuktur ve ¢ift olusturmamis bir
sistein aminoasiti (Cys101) icerir (Sekil 2-2). Nightingale T ve Jackson DG *
a gore bu sistein molekilt, intermolekuler disulfit koprileri olusturarak iki
LYVE-2'in dimerik bir yapi olusturmasina katkida bulunuyor olabilir. Fakat
LYVE-2'lerin kovalent baglanarak dimerik bir yapi olusturmasinin fizyolojik

Onemi var midir sorusu hentz agikhga kavusmamistir(25).

Sekil 2-2 : LYVE-1 ile CD44 aminoasit dizilimi. Turkuaz ve mavi; sirasiyla link
modulin N ve C terminali, kirmizi: Link bolgesi (C2-C5) ve link
uzantisi (Clve C6) disulfit koprileri igceren sisteinler, yesil;
transmebran bdlgesi, turuncu; transmebran bdélgesinde ve sadece
LYVEZY de bulunan sisteinler, yesil disk: iki N-glikozilasyon
bolgesi, CD44’deki (N120) kirmizi cergeveli (25)

CD44 ile en fazla benzerligin bulundugu link modul, hidrofobik
cekirdegi saran iki adet helezondan olugsmaktadir ve bunlar disulfit kdpruleri
ile stabilize edilirler. Dort adet merkezi sistein aminoasiti (C2- C5) ve daha
asagl kanat kisminda ise iki adet sistein aminoasiti (C1 ve C6) bulunur,
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bunlar disulfit kopraleri ile birbirine baganmigtir. Bu kisim LYVE-1 ve CD44’
Un her ikisinde de birbirinin aynidir ve aminoasit dizilimi olarak %57 benzerlik
gosterirler. CD44’de link modulde cesitli mutasyonlar saptanmasina karsin
LYVE-1'de herhangi bir mutasyon tanimlanmamustir. iki molekiil bu kadar cok
benzerlik gostermesine karsin, bir takim farkliliklar da go6sterirler ve yapisal
farkhliklar esas olarak en ¢ok Sap kisminda bulunur. Bu bolim her iki
molekilde de  O-glikolizasyonla modifiye olmaustur fakat LYVE-1'de,
CD44’e gore daha kisadir. Bu molekiller arasindaki bir diger fark da link
moduldedir. CD44’de burada bes adet siyalize N-glikan bulunurken, LYVE-1’
de bu sayi ikidir.
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Sekil 2-3: LYVE-1 ve CD44 molekdlleri (246)

LYVE-1, link modul 6zelliginden dolayi, link stperailesinin bir Gyesi

olarak kabul edilmekte ve bu nedenle HA reseptori olarak gorev yaptigi
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dusundlmektedir. Bu gorusu desteklemek amaciyla yapilan calismada
transfekte edilmis hicrelerden eksprese olan LYVE-1’ in florasanla boyanmig
HA’e baglandigi saptanmis ve soluble olarak sadece ekstraseliler kismi
eksprese oldugunda ise Fc fliizyon proteininin hem biotinlenmis soluble, hem
de inmobilize yuksek molekiler agirhikh HA’e baglandigi saptanmistir (22).
Hiyaluronik asite olan spesifitesini 6lcmek icin molekuller arasi baglanma
kompetisyonu prensibine dayanan ‘competetive binding ‘ caligmalari
olusturulmustur. Bunun i¢in heparan stlfat ve kondroitin silfat gibi ¢cok saf
glikozaminoglikanlar kullanilarak HA ile yanyana konulmus ve LYVE-1'in
HA’e olan 6zgulliginin CD44 'ten daha fazla oldugu gortsine variimistir
(22, 23). Bununla birlikte LYVE-1'in HA’e baglanma afinitesi kesin olarak
belirlenememis, Fc flzyon protein HA-baglanma egrisi temel alinarak
karsilastirildiginda CD44' e benzer oldudu (yaklasik 10 Kd) gézlemlenmistir
(22, 26). Ancak, LYVE-1'in hiyaluronik asite baglanma afinitesine ait daha
guvenilir bir 6ngoru icin monometrik LYVE-1 preparatlari ile 6lgim yapilimasi
gereklidir (25)

LYVE-1'in molekiler yapisi kadar hangi dokularda sentezlendigi
onemlidir. Lenfatik endotel hiicrelerinde ve lenf nodu sintisoidlerinde spesifik
olarak eksprese oldugu ilk olarak proteinin kendisini de tanimlayan Banerji ve
arkadaslan tarafindan 1999 yilinda immumohistokimyasal olarak
gosterilmigtir (22). Kan damar endotelinde saptanamamig, deri, intestinal ve
sekonder lenfoid organlarda bulunan lenfatik damar endotelinde ise
karakteristik olarak boyanma gdstermistir. Daha sonraki calismalarda fare
bagirsak ve pankreatik dokularinda immunoelektron mikroskopik ¢calisma ile
bu reseptorin lenfatik damarlarin hem luminal, hem de ekstraluminal
ylzeyinde bulundugu tesbit edilmigtir (23, 27)(Sekil 2-4). Embriyogenez
sirasinda LYVE-1'in kardinal vende, PROX-1 gibi kendiliginden, ilk lenfatik
kesenin tomurcuklanmasindan hemen ©Once eksprese olmaya basladigi,
erigkin donemde ise lenfatik damar ve sintizoidlerde sekrete olurken duktus
torasikusta bulunmadigr gosterilmistir (28). Ayrica devamlilik gostermeyen

insan ve fare karaciger sinuzoidlerinde, insan dalak sinlzoidlerinde bol
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miktarda bulunmaktadir. Normal kan damarlarinda eksprese olmamasina
karsin lenfatik endotelde eksprese olmasi nedeniyle, lenfatik belirte¢ olarak

kullanilabilecegi anlasiimaktadir (29).

Lymphatic endothalivm
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Sekil 2-4: LYVE-1,CD44, HA iliskisi ( 246)

Bu bulgular farkh laboratuvarlarda yapilan kapsamli arastirmalarla
desteklenmistir. Ayrica bas —boyun epitelyal htcreli timérleri (30,31), cilt
melanomlar1 (32,33), tiroid (34), akciger (35), pankreas (35,36,), meme
(37,38), serviks (39), kanserleri, erken evre mide (40) ve erken evre kolon
(41) kanserlerinde vyapilan cesitli insan doku calismalarinda, lenfatik
damarlarla kan damarlarini ayirmak igin kullanilabilecek guivenilir bir belirteg
oldugu kanaatine varilmistir. Bununla birlikte LYVE-1 ekspresyonunun bazi
durumlarda, ©6rnegin infilamasyona yanit olarak azalmasi s6z konusu
olabilmektedir (28). Ayrca bazi calismalarda timore eslik eden lenf
damarlarinda LYVE-1' in gosterilememesi (42,43) LYVE-1/padoplanin veya
LYVE-1/ PROX1 gibi birden fazla belirtegle calismanin 6nemini ortaya
koymustur.

LYVE-1'in, son zamanlarda yapilan calismalarda infilamasyon olan
veya tumor tarafindan infiltre edilmis doku igcinde bulunan, makrofaj benzeri
hicreler Gzerinde de eksprese oldugu belirlenmigtir. Bu bilginin 6nemi ve
dogrulugu korneal neovaskularizasyon sirasinda olusan lenfanjiyogenez (44)
ve transplant bobrek rejeksiyonu (45) calismalariyla desteklenmistir. Bu
hiicrelerin LYVE-1*/CD68" seklinde isaretlendigi ve yeni olusan lenfatik
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damarlarin icinde bulunduklari gosterildi. Bu LYVE-1" makrofaj benzeri
hicrelerin, belki de kemik iliginden kaynaklanan progenitdér hicreler
olabilecegi ve VEGF-C’nin uyardigi lenfanjiyogenez sirasinda lenfatik endotel
hicrelerine donustugu bir goris olarak ileri strtlmuastar (28).

LYVE'in nereden eksprese oldugu kadar, gorevinin ne oldugu
hakkinda da cesitli gortsler bulunmaktadir. HA’e baglandigina gore ya
hiyaluronik asit metabolizmasinda rol aliyor veya lokositlerin lenf damarlari
veya lenf nodlar icindeki gidig-gelislerini duzenliyor olabilirler. Bu konuyla
ilgili yapilan arastirmalardan bazi olasiliklar ortaya ¢ikmistir.

LYVE-1, HA tasiyicisi roluyle, hiyaluronik asit katabolize edilmek
tzere endotel hucreleri tarafindan alinmasina aracilik ediyor veya HA'in
afferent lenfatik damar Iimenine gecisini saglayarak, sonrasinda lenf nodlari
tarafindan tutulup, degrade edilmesinde rol aliyor olabilir. Bu her iki durum,
LYVE-1 ile transfekte edilmig fibroblastlarda, yiuksek molekul agirhikh HA'I
LYVE-1'in internalize ettigi gOsterilerek desteklenmigtir (23). Bu
internalizasyon CD44’de goruldugu gibi klatrin veya kaveolin aracil yolaklari
kullanarak gerceklesmektedir. Weigel ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptigi
calisma, HA' in lenf nodlari tarafindan alinarak degrade edilmesine LYVE-1’
in aracilik ettigi gorustnu destekler niteliktedir (46).

Glikozaminoglikanlarin sintzoidlerinden gecisi rastgele ve herhangi bir
reseptorle ilskili degilken, HA ‘e tamamen sipesifik ve lenfatik endotelin hem
luminal hem de bazolateral kisminda esit olarak bulundugu elektron
mikroskopla gosterilmis olan LYVE-1 reseptorinin varligi, LYVE-1'in HA ‘in
hicre igine girigsinde ki roliyle uyumlu goérinmektedir (23,25). Buna karsit
gorus olarak 6ne surilen; lenfatik damarlar zaten birgcok makromolekule
gecirgen ve endotel hucreleri arasinda da gevsek baglantilar varken neden
HA, spesifik bir reseptore ihtiya¢ duysun sorusuna cevap Sabaratham’dan
gelmistir. Snoviyal sividan HA'in, lenfatik damarlara gegcisiyle ilgili yaptigi
arastirmada, HA'in sinoviyal araliktan, intertisiyel matrikse herhangi bir araci
molekile ihtiyag duymadan gecebildigini ancak lenfatik damarlara

kendiliginden, aracisiz gegcemedigini gostermistir (25,47).
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LYVE-1'in goreviyle ilgili bir bagka bir tartismada hiicre adezyonuna
aracilik edip- etmedigi konusudur. Plazma membraninda yliksek oranda
eksprese olduguna goére, 6nemli bir yapisal gorevde Ustlenmesi gerektigi
dusuntlmektedir. Belki de esas gorevlerinden bir tanesi de ,hiyaluronik asiti
aracl olarak kullanarak, hucrelerin lenfatik damarlara girislerini, go¢ etmelerini
saglamaktir. Bu olay molekiler duzeyde tam olarak agikhga
kavusturulmamasina ragmen (25) lenfatik damarlarin CD44 eksprese eden
Iokositleri tagidigi ve CD44’Un HA'in diger endotellere tutunmasina aracilik
ettigi bilinmektedir (48). LYVE-1 de, bu gb¢ eden hiicrelerin, lenfatiklere giris-
cikigini veya lenfatiklerdeki yolculugunu, HA ‘i gegici olarak luminal yuzde
tutarak kontrol ediyor olabilir. Bu gorus, 96’k doku kulttr plakalarinda,
LYVE-1 tarafindan tutulmus HA molektllerine, soluble-CD44 molekillerinin
baglanip, immobilize olduklarinin tesbit edilmesi ile desteklenmistir (25,22).
Yine de gorevlerinin tam olarak tanimlanabilmesi igin daha fazla in vitro

calismaya gereksinim oldugu aciktir.

2.2.4 VEGFR-3

Vaskuler endotel buyime faktori reseptér-3 molekull yiksek oranda
glikolize olmus, klas Il hiicre ylzey tirozin-kinaz reseptortudir. Diger klas 111
tirozin kinaz reseptord olan FMS ile iligkili oldugu icgin ‘fms- like tyrosine
kinase 4’ (Flt-4) olarak da isimlendirilir. Vaskuler endotel biyume faktoru
(VEGEF) ailesinin A, B,C, D, E, F ve Plasental buyime faktorti (PIGF) olmak
Uzere yedi Uyesi bulunmaktadir. VEGF ailesi, vaskiulogenez veya fizyolojik-
patolojik anjiyogenezde endotel hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir regulator rol oynamaktadir (49, 50). Bu bliyume faktorlerine ait
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 olarak adlandirilan t¢ adet resept6r bulunur
(Sekil 2-6). Bunlardan VEGFR-3, yalnizca endotel hucrelerinde bulundugu
dusundlen bir tirozin kinaz reseptorudir ve ligandlari biytume faktérlerinden
VEGF-C ve VEGF-D'dir. Alitalo ve arkadaslarinin 2002’'de , VEGF-C’ vi
lenfanjiyogenik bir faktor olarak tanimlamalarindan sonra (51) VEGFR-3
lenfatik damarlara spesifik belirteclerden biri olarak kullaniimaya baslanmistir
(52) VEGF-C, D / VEGFR-3 sinyal iletim sisteminin, lenfatik sisteme spesifik
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kabul edilerek c¢ok fazla arastirmaya konu olmasi, VEGFR-3'Un de
gunumuzde uzerinde en fazla calisma yapilan lenfatik damar endotel
reseptord olmasina neden olmustur (52).

VEGFR-3, LYVE-1in aksine, ilk olugan primitif kan ve lenf
damarlarinda yuksek oranda eksprese olur ve bu nedenle her iki damar
yapisinin gelisiminde kritik rol oynar (53). VEGFR-3 Lenfatik endotel
hicrelerinin proliferasyonu ve lenfatik damarlarin sekillenmesinde kullanilan
molekuler mekanizmalarin merkezinde yer alir. Erken fotal donemde kan
damarlari ve mezenkimal dokuda sekrete olur, fotal donemin ortasinda
venodz ve lenfatik endotelde lokalize olarak arteriyel damar endotelinden
kaybolur (54). VEGFR-3, geninin inaktive edildigi calismalarda, erken fotal
donemde kardiyovaskuler sistemde 6limcul anomalilerin ortaya ¢iktigi tespit
edilmig buna bagh olarak da  vaskiler sistemin, lenfatik sistemden 6nce
geligtigi sonucuna varilmistir (55). Transgenik fare modelinde soluble
VEGFR-3-1g fiizyon proteininin fazla miktarda sekrete olmasi saglandiginda,
deride dermal lenfatiklerin olusmadigi, daha derinlerde bulunan lenfatik
damarlarin ise hipoplastik oldugu gorulmusttr (56). VEGFR-3'deki missens
mutasyonlar herediter lenfédem ile iligkilendirilmis benzer bir durumun fare
lenfodem modelinde de oldugu go6zlemlenmistir (57,58,59,). Diger bir
calismada ise deneysel, fare kornea transplantasyon modeli olusturulmus ve
VEGFR-3’ Un adaptif immunitede gorev aldigi sonucuna variimigtir (60).

VEGFR-3'Un lenfatik endotele spesifik oldugunu destekleyen
arastirmalar bulunmakla birlikte (52, 61) farkli yerlerde eksprese oldugunu
gOsteren caligsmalarda mevcuttur. 2000 yilinda Partanen ve arkadaglarinin
VEGFR-3 antikoru kullanarak yaptigi calismada VEGFR-3'Un baska endotel
hicrelerinde de eksprese oldugu gosteriimis ve fenestre Kkapillerlerin
bulundugu kemik iligi, dalak, karaciger sintzoidleri, bdbrek glomertlleri,
hipoplazik tiroid, paratiroid, adrenal bez, korioid pleksus endotel hiicrelerinde
de VEGFR-3 ekspresyonu belirlenmigtir. VEGFR-3'Un, tumo6r dokusu iginde
yeni damarlarin olusumu sirasinda prolifere kan kapillerinde, vyara
granulasyon dokusu icinde ve fenestrasyon Ozelligine sahip bazi kan
damarlarinda da eksprese oldugu gosterilmigtir (62,63). Bu nedenlerle
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VEGFR-3, tek bagina lenfatik damar belirteci olarak kullaniimasi igin gerekli
olan 6zgulluge sahip olmadigi dustunulmektedir (6).

VEGFR-3 ile ligandlart VEGFC ve D’nin tumdrun lenfatik yayilimi ile
ilgili oldugunu go6steren birgcok deneysel model ve klinikopatolojik calisma
bulunmaktadir. Malign hticre dizilerinde yapilan arastirmalar lenfatik yayilimin
lenfanjiyogenik bluyume faktorlerinden direk etkilendigini goéstermektedir
(64,65 66,67,27). Ancak, altta yatan molekiler mekanizmalar ve tumor
lenfanjiyogenezisinin  metastazdaki rolu acikhiga kavusturulamamistir.
VEGFR-3 ile ilgili mRNA duzeylerinin 6lgimine dayanan kantitatif bir
calismada, kolorektal kanserlerde lenfatik metastazla arasinda korelasyon
gosterilmis (68) ancak VEGFR-3'Un makrofajlarda ve tumor kapillerinde de
eksprese olmasi Olcilen duzeylerin lenfatik metastazla olan iligkisini

gOstermede yeterli olup olmadiginin sorgulanmasina neden olmustur.
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Sekil 2-5: Lenfanjiyogenezi yoneten molekdiller

2.2.5 Desmoplakin
Lenfatik endotel hicrelerinin birbirlerine yapigma yerlerindeki (junction)
sitoplazmik ankor proteinleridir (69,70). intermedian flamentlerle plazma

membranlarini birbirine baglarlar. 1999'da Sawa ve arkadaslari tarafindan
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kucuk lenfatik damarlarin belirteci oldugu , fakat daha biyuk lenfatik
damarlarda eksprese olmadigi gosterilmistir (14,70). Bazi calismalarda (71)
vaskuler endotel hicre kulttrlerinde saptanmasina karsin 2001'de Ebata ve
arkadaslar ozellikle lenfatik kapillerde eksprese oldugunu, lenfatik spesifik bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegini dogrulamistir (14).

2.2.6 Kemokin CCL21

Sekonder lenfoid kemokin veya Exodus-2 olarak da bilinmektedir.
Lenfatik endotel hiicrelerinden sekrete olurlar, kan damarlarinin endotelinde
ise bulunmazlar, reseptori de CC kemokin reseptor-7'dir (CCR-7) (16).
Lenfositlerin ve antijenle uyariimig dendritik hucrelerin, dokudan lenfatik
damarlara girerek, sekonder lenfatik organlara gidigine aracilik eder. Bu
nedenle immun regulasyonda ve inflamasyonda onemli rol oynar(14) ve
CCL21'in malign melanom zenotransplantlarda lenf nodu metastazini
artirdigi gosterilmistir (14,72).

Yeni tanimlanan LEC spesifik molekiller mannoz reseptor 1,
plakoglobin, integrina9, kemokin CCL 20'dir. Fakat sonuncusunun kan
damarlarinda da guclu bir gsekilde eksprese oldugu gosterilmigtir (14,16).

Kan damarlarina spesifik molekuller ise VEGFR-1, neuropilin-1,
endoglin, CD34, ICAM-1, integrin a5, N-cadherin, kollagen IV, versikan,
laminin, kollagen XlII'tur (73). Diger kan damarlari belirtecleri ise PAL-E (74)
ve CD34 (75) olarak sayilabilir (Tablo 2-2).

Bu molekullerin ¢gogunun regilasyonlari ve fonksiyonlari hala net

olarak anlasilamamis olup, arastirmalar devam etmektedir.
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_ekil 2-6: Anjiyogenez ve Lenfanjiyogenez Molekdlleri (3)

2.3 CD44 ve Lenfatik Metastaz

CD44, tip | transmembran glikoproteinidir ve link stper ailesinin bir
dyesidir. Adezyon molekull olarak kabul edilir ve hiyaluronik asit hiicre yiizey
reseptoradur.

Hiyaluronik asit ise ekstraselliler matriksde bulunan en ©6nemli
glikozaminoglikanlardandir. HA, doku batinlaginin  saglanmasinda
onemlidir, inflamasyon, yara iyilesmesi ve embriyo gelisimi sirasinda
hicrelerin adezyonuna, gocine ve diferansiasyonuna aracilik eder (25, 77).
Metabolik dongusu c¢ok hizlidir, yarilanma oOmria yaklagik 24 saattir.
Ekstraseluler matriksden salinan HA, aferent lenfatik damarlar tarafindan
degrade edilmek Uzere lenf nodlarina goturalur, sonra olusan metabolitleri
eferent lenfatiklerle karaciger sinuzoidlerine gotartlerek hidrolize edilir
(25,78,79).

CD44, basta epitelyal ve hematopoetik hicreler olmak Uzere birgok
hicre grubunda eksprese olur ve HA aracili olarak bu hicrelerin
adezyonunda gorev alir (80). CD44‘Unon taneden fazla transkripti
bulunmaktadir. Bu farklihk CD44 transkriptinde, degisken ekzonlarda (exon

6-15) olusan alternatif kaymalardan (splacing) kaynaklanmaktadir. Standart
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CD44, buyuk cogunlugu mononukleer kemik iligi 6ncul hicreleri olmak tzere
bitin olgun kan hiicrelerinde ve biitin CD34" hematopoetik progenitor
hicrelerinde eksprese olur. Varyant izoform CD44-6v ve CD44-9v ise
monosit, makrofaj, lenfosit ve dendiritik hiicreler tGzerinde tespit edilmigstir(81).
CD44 diger bir link proteini olan LYVE-1 ile yapisal olarak %43 oraninda
benzerlik gdosterir. Hucre proliferasyonu, diferansiasyonu, migrasyonu ve
anjiyogenezde gorev alir. Ayrica, lenfositlerin aktivasyonu, sirkulasyonu ve
ekstraseliler matrikse adezyonunda rol alir (82). Bu fizyolojik olaylar kadar
kanser gibi patolojik olaylara da eslik eder.

CD44 bircok tumor cesidinde yuksek oranda sekrete olmaktadir.
Akciger kanseri(83), over kanseri (84), meme kanseri (85), kolon kanseri
(86,87), gastrointestinal ndéroendokrin tumorleri (88), orofarengeal skuamoz
hicre karsinomu (89) gibi timdrlerde artmis ekspresyon dizeyi kotu
prognozla iligkili bulunmustur(90). Bu calismalarin cogu
immunohistokimyasal yontemlerle ya da hicre kdilttrleriyle yapilan
cahgmalardir. Kolon kanserinde real-time PCR ile, CD44 geni mRNA
dizeyinin dlculdugu calisma sayisi azdir, ya hicre kilturlerinden ya da
hayvan deneylerinden elde edilen sonuclari vermektedir (91,92,93,94). Real-
time PCR kullanilarak insan kolon kanserlerinde yapilan arastirmalarda,
kanserli dokuda CD44 ekspresyon diizeyinin, prognozla olan iliskisi ise
tartismalidir (95,96,97). Mide kanserlerinde CD44’Un kantitatif calisildigi
birka¢ immunohistokimyasal arastirma vardir (98,99).

insan mide kanserinde, CD44 gen ekspresyon diizeyinin kantitatif
olarak olculdugu bir tek calisma vardir ve 2007 yilinda yayinlanmistir (94).
CD44'in pankreas kanseriyle olan iligkisini gostermek amaciyla yakin
zamanda yapilan bir c¢alisma yoktur, daha 0©Once vyapilanlar da
immunohistokimya calismalaridir ve kot prognozla CD44 varldi arasindaki
korelasyona isaret etmektedir (101,102,103).

Metastazin gerceklesmesinde, tumor hucreleri ile ekstraselller
matriks ve tumor hucreleri ile endotel htcreleri arasindaki etkilesim c¢ok
Oonemlidir ve CD44 bunu gerceklestiren molekuller arasindadir. Aktive

lenfositler ile timor hicrelerinin invazyon, migrasyon, proliferasyon, lenf
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nodlarina ulasarak oradan perifer dokuya yerlesmeleri gibi ¢ok benzer
Ozelliklerinin olmasi, Seiter ve arkadaslar tarafindan CD44’lin fazla miktarda
ekspresyonunun, timor htcrelerinin immin sistem tarafindan lenfosit gibi
algilanmasina ve kacarak lenfatik damarlar yoluyla metastaz yapmasina
yardim ettigi goristinin ortaya atilmasina neden olmustur (104).

2.4 LYVE-1, VEGFR-3, CD44 ve Gastrointestinal Sistem
Tumorleri

LYVE-1 ve VEGFR-3' Un lenfatik endotel reseptorii olmalari
dolayisiyla, tumorlerde lenfatik metastaz gelisimi sirasinda herhangi bir
rollerinin olup-olmadigr 6nem kazanmaktadir. Mide, kolon ve pankreas
kanserleri, lenfatik metastaz yaptiklari en iyi bilinen kanserler arasinda yer
almaktadirlar. Hastalarin prognoz tayininde lenfatik metastazin varligi, tutulan
lenf nodu sayisi, Pozitif Lenf Nodu sayisinin/Total Lenf Nodu sayisina orani
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle lenfatik belirteglerin timorlt dokuda
herhangi bir yontemle tesbit edilip, artmis veya azalmis olduklarinin
gosterilmesi ile, lenfanjiyogenez vel/veya lenfatik metastaza ait bir ipucu elde
edilebilir mi, bu bilgiler klinikte tedavi planinin ¢ikariimasina yardimci olabilir
mi gibi sorular akla getirmektedir.

Bu sorular dogrultusunda gastrointestinal sistem tumorleri ile LYVE-1,
VEGFR-3, CD44 reseptorleri arasindaki iligkiyi gostermek Uzere yapilan
kantitatif arastirmalarin gogunda, immumohistokimyasal teknik kullaniimasina
karsin, gen ekspresyonunun mRNA dizeyinde gosterildigi real-time kantitatif
PCR ile yapilan caligma sayisi ¢ok azdir .

Biz bu arastirmayi planladigimiz sirada literatirde 10 adet LYVE-1 ile
ilgili yayina ulagilabiliyordu, bunlarin gogunlugu molekuilin tanimlanmasi ve
hangi dokularda eksprese oldugu ile ilgili c¢ahsmalardi. Gastrointestinal
sistem tumorleriyle ilgili ve LYVE-1'in, Real-Time Quantitative - Polimerase
Chain Reaction (RTQ-PCR) yontemiyle olculdugi bir tane arastirma
bulunuyordu ve kolorektal kanserlerde yapilmistl. Sonucgta ise tumor
dokusunda LYVE-1'in Olculebilecek degerlerin ¢ok altinda oldugu
belirtmekteydi (105) Mide ve pankreas kanserlerinde ise ne
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immuanohistokimyasal ne de RTQ-PCR kullanilarak yapilan calisma
bulunmamaktaydi. Daha sonraki yillarda ise buna birka¢ tane yeni yayin
eklendi. Bunlardan bir tanesi kolon kanserlerinde tumorli dokuda LYVE-1'i
immiinohistokimyasal olarak artmis olarak bulmasina karsin, real-time ile
kantitatif olcim yaptiklarinda istatistiksel olarak anlamli  bir artis
saptayamadiklarini belirtmistir (106). 2007 yilinda ¢ikan makalede calisma
gastroenterik timorler olarak planlanmis ve LYVE-1'in lenfatik metastaz ve
tumor progresyonu ile olan iligkisine bakilmig, LYVE-1 igin yorum
getirilemeyerek, daha fazla arastirma yapilmasi gerekli oldugu belirtilmistir
(207). Ayni calisma grubunun kolorektal kanser olarak yaptigi calismada da
benzer sonuclar elde edilmistir (108). Ayni yil bir bagka grubun LYVE-1
kullanarak yaptigi immuanohistokimya calismasinda kolorektal kanserlerde
lenfatik damar yogunlugu (LVD) bakilmig ve klinikopatolojik veriler arasinda
iligki saptayamamiglardir (109).

LYVE-1 mRNA dizeylerinin, mide kanserlerindeki degisimini gOosteren
bir arastirmaya tez yazildigi sirada, literatirde rastlanmamistir. Pankreas
kanserlerinde ise endokrin timdrlerle ilgili yayin bulunmasina karsin,
pankreas adeno kanserlerinde yapiimig calisma yoktur.

VEGFR-3 ile gastrointestinal sistem tuimorlerinde yapilan arastirma
sayisi LYVE-1'e gore ¢cok daha fazladir. Daha 6nce tanimlanmis bir molekul
olmasi ve VEGF-C ile VEGF-D reseptoru olarak sinyal iletim yolaginda yer
almasi  calisma sayisinin artmasinda rol oynamistir.Vaskiler endotel
blyime faktorlerinin bulundugu calismalara dahil edilmis, bu yolagin
inhibisyonu ile lenfatik yayihmin  0Onlenebilirligi Gzerinden bazi inhibitor
molekuller gelistirilmigtir.

Mide kanserlerinde 2001 yilinda VEGFR-3 ile yapilan calismada
semikantitatif  olarak Reverse  Transctiptase-PCR  (RT-PCR) ve
immunohistokimya (IHC) ile bakildiginda lenf nodu tutulumuyla birlikte
VEGFR-3 ekspresyonunun arttigr (110), 2004 deki calismada ise yine RT-
PCR bakildiginda, timor dokusundaVEGFR-3 artisisaptanmigtir (111). Tez
planlandiktan sonra yayinlanan calismalarda VEGFR-3 mRNA (RTQ-PCR
ile) Olculdugunde, duzeylerindeki artis metastazla iligkili bulunmustur
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(112,107). Immunohistokimya ile yapiimig bir calismada ise VEGFR-3
ekspresyonunda ki artis koti prognoz olarak kabul edilirken (113) diger bir
calismada erken mide kanserlerinde anlam tasimadigi ileri mide kanseri
vakalarinda ise prognostik faktor olabilecegdi belirtilmistir (114).

Kolon kanselerinde VEGFR-3 mRNA ekpresyon diizeylerine bakilan
bir calismada lenf nodu metastazi ile VEGFR-3 arasinda acik bir iligki
kuramadiklarini belirtmigler (115), baska bir calismada ise tumorli dokularda
belirgin bicimde ekspresyonun arttigi gOoralmustar (105).
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen calismalarda ise, bir aragtirmada
bagimsiz prognostik faktor olmadigi sodylenirken (116) diger calismada
ekspresyon duzeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (117).
Pankreas kanserlerinde ise normal dokuya gore ekspresyon artisi oldugu
belirtiimektedir (118).

Kolon kanserinde real-time PCR ile, CD44 geni mRNA dizeyinin
Olculduglu calisma sayisi azdir, ya hicre kudltirlerinden ya da hayvan
deneylerinden elde edilen sonuclari vermektedir(91,92,93,94). Real-time
PCR kullanilarak insan kolon kanserlerinde yapilan arastirmalarda, kanserli
dokuda CD44 ekspresyon diizeyinin, prognozla olan iligkisi ise tartismalidir
(95,96,97).

Mide kanserlerinde CD44’Un immunohistokimyasal olarak kantitatif
cahsildigl birkag tane arastirma vardir (98,99).

insan mide kanserinde, CD44 mRNA duzeyinin kantitatif olarak
Olculdugiu bir tek calhisma vardir ve 2007 yilinda yayinlanmistir (100).
CD44'in pankreas kanseriyle olan iligkisini gostermek amaciyla yakin
zamanda yapilan bir c¢alisma yoktur, daha 0©Once vyapilanlar da
immunohistokimya calismalaridir ve kot prognozla CD44 varlgi arasindaki
korelasyona isaret etmektedir (101,102,103).

Sonucgta LYVE-1, VEGFR-3, CD44 gen ekspresyon duzeylerinin,
mide, kolon, pankreas kanserlerinde timoérli dokularda normal dokulara
goOre artig gosterdigi fakat lenfatik metastazla olan iligkileri konusunda farkh

goruglerin ortaya c¢iktigi gorulmektedir.
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2.5 Tumor Ve Lenfatik Sistem

Metastaz, timor hucrelerinin  primer tiumor bélgesinden lenf nodlarina
ve uzak organlara yayilmasidir. Uzak organ yayilimi kan veya lenf damarlari
yoluyla olmaktadir. Tumor hcreleri, lenf damarlari ile dnce boélgesel lenf
nodlarina ulasir, oradan uzak lenf nodlarina gider ve daha sonra vendz
sisteme gecerek uzak organlara yerlesir.
Lenf nodu metastazi, malignitelerde derecelendirme, prognoz ve tedavi
biciminin  belirlenmesinde en oOnemli faktdrlerdendir. Lenf nodu
metastazlarinin  klinik 6zellikleri ¢ok iyi bilinmesine karsin, molekuler

mekanizmalari hakkinda bilinenler sinirhidir.

2.5.1 intratiimoral ve Peritiméral Lenf Damarlari

Tumor hicreleri lenfatik sisteme ya intratimoral lenfatiklerden ya da
tumor cevre dokusunda 6nceden var olan peritimdral lenfatiklerden gecis
yaparlar (119, 120, 121,122,123). Tumor tarafindan dretilen lenfanjiyogenik
faktorlerin bazilari, peritimoral lenfatiklerin dilate olmasina bazilari da tumor
hicrelerinin lenfatik damar endoteline dogru go¢ etmesine neden olur (122).

Tumor ici lenfatik damarlarin varhgi lenfatik metastazla iligkilidir (28)
ancak intratumoral lenfatiklerin fonksiyonel olup olmadigi tartigmahdir. Marin
fibrosarkomalarinda intra timoral lenfatiklerin fonksiyonunun  olmadigi
soylenirken diger bazi caligmalar bunlarin islevsel oldugu ve tiumor
metastazinda dnemli rol oynadiklarini vurgulamaktadir (120, 121,124, 125).
Intra timoral lenfatiklerin nonfonksiyonel olmasinin nedenlerinden biri lenf
damarlarinin tumor hicreleri ile tamamen dolarak akisi engellemesi olabilir
(123). Buna karsin peritimdral lenfatiklere tumor hicreleri kolaylikla gegerek
lenf nodlarina ulagabilmektedir (125). insan timérlerinde intra-peritimoral
lenfatik damar dansitesinin timorun invazifligi, lenf nodu metastazi ve
prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (28). Ayrica timor yayiliminin 6nceden
var olan lenfatiklerle ve VEGF-C-D/VEGFR-3 iligkisinin olusturdugu
intratimoral ve peritimoral lenfatikler yoluyla oldugu gortlmektedir. Fakat
tumorun davranislarini ve prognozunu, timorin bayuklugu, bulundugu yer,

tipi, timaor hucrelerinin yogunlugu, lenf nodlarinin durumu, lenfatiklerin hasarli
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olup-olmadigr ve lenfatik damarlarin yogunlugu ile lenfatik valvlerin
islevselligi, intra-peri timaoral lenf damarlarinin birbiriyle etkilesimi, intertisiyel
dokudaki sivi basinci gibi baska faktorler de etkilemektedir (126) (Sekil 2-7)

Cytokines Growth factors | | Chemokines

e TN
o Mo )
4 \ fmdela | ‘]
S = dygunctions! ? )-"
‘ Lymphangiogenesis A

Lymphatic vessel density Lymphatic valve dysfunction

Lymphatic dilatation

Lymphatic destruction

Extracellular matrix Interstitial fluid pressure

Tumor cell density Lymph node status Tumor type/location

Lymph node metastasis

Sekil 2-7: Lenfatik metastazi etkileyen faktorler

2.5.2 Tumor lenfanjiyogenezi nasil baglar ?

Tumor hdcrelerinin  lenfatikler yoluyla yayilabilmesi igin 0Oncelikle
lenfanjiyogenezin timor tarafindan uyariimasi gereklidir (127,123,67). Bugun
icin hala lenfanjiyogenezin nasil bagladigi deneysel calismalarla
gOsterilememesine karsin, bilinen gergek tiumoér gelisiminin bir asamasinda
tumor hucreleri tarafindan tetiklenmekte ve yeni lenfatik damarlarin olugsmasi
saglanmaktadir (119). Tumoér hucrelerinde, genetik degisimlerin arka arkaya
birikmesi bazi hemanjiyogenik ve lenfanjiyogenik faktorlerin ekspresyonuna
yol acmaktadir (128,129). Ornegin, fare genetik modelinde, multistep
fiborosarkoma gelisimi sirasinda, doku hiperplastik durumdan malign

fs

fibrosarkomaya degistigi sirada fibroblast biylume faktort-2 (FGF2) sekrete
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olmaya baglar. Bunun nedeni bazi genetik mutasyonlarin birikimidir ve
boylece hemanjiyogenez ve ayni zamanda da teorik olarak lenfanjiyogenez
baslatilir (130, 131). Normalde p53, FGF2 sekresyonunu inhibe eder fakat
mutasyona ugrarsa - ki tumorlerin yaklasik %50’sinde mutasyona ugrar- bu
inhibisyon ortadan kalkar ve FGF2 ekspresyonu artar ve lenfanjiyogenezin
baglamasi saglanir (132,133,134). Ayrica p53’'de mutasyon olmasi, VEGF’
lerin ve reseptorleri VEGFR’ larin , Platelet- biyume faktor (PDGF)’ leri ve
reseptorlerinin (PDGFR) eksprese olmasina yol acarak lenfanjiyogenez
sinyallerini baslatir (135).

Diger bir tumor supresor gen olan Von Hippel-Lindau (VHL) da ,
lenfanjiyogenik faktér olan PDGF-BB ‘yi inhibe eder ve VEGFA
ekspresyonunu baskilayarak hipoksi uyaran faktor-a (HIF-a) 'nin degrade
olmasina neden olur. VHL geninin, mutasyona ugrayarak fonksiyonunu
yitirmesi bu lenfanjiyogenik faktorlerin eksprese olmasina ve sonugta olusan
mutasyonlarinda metastatik kapasitenin artisina yol actigi bilinmektedir (136).

Onkogenlerden RAS ve MYC'de olugsan mutasyonlar, VEGF, FGF ve
PDGF gibi lenfanjiyogenetik faktorlerin sekresyonunun artmasina sebep
olurlar (137). Tumor hicrelerinin heterojen yapi gostermesi VEGF-C, VEGF-
D ve anjiyopoetin gibi diger faktorlerin de ekspresyonuna yol aciyor olabilir
(138).

Batin bu faktorler birlikte timor lenfanjiyogenezini agan bir anahtar
gibi islev gorurler (119).

2.5.3 Tumor Hucrelerinin Lenfatik Damarlara Neden Gereksinimi

Vardir?

Kan damarlari solit timorlerin gelismesi igin gerekli olan oksijeni ve
besini getirir, metabolik artiklari ise bélgeden uzaklastirir. Lenfatik damarlarin
ise tumor buyimesine dogrudan bir etkisi yoktur, Ustelik bazi solid timdrlerde
intratimoral lenfanjiyogenez uyariimamaktadir. Bu nedenle lenf damarlarinin
tiimorle olan iligkisi tam olarak bilinmemektedir. Ote yandan tiimor gelisimine

ve invazyonuna birka¢ mekanizma ile katkida bulunuyor olabilirler (24).
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Tuamor hucreleri ile LEC ve kan damari endotel hicreleri (BEC)
birbiriyle iletisime gecerler; Kan damarlari endotel hicreleri, timor
hicrelerinin ¢cogalmasi icin EGF, PDGF ve FGF gibi bir takim parakrin
blyume faktorleri eksprese ederken ayni zamanda lenfanjiyogenezi stimule
eden VEGFC, PDGF, FGF gibi buyume faktorlerini de sekrete ederek tumor
lenfajiyogenezinin baslamasina katkida bulunurlar (128,13). Buna bakarak
lenfatik endotel hicrelerinin de timo6r buyumesine katkida bulunan heniiz
aydinlatilamamis bazi parakrin growth faktorleri salgiliyor olabilecegi veya bu
faktorlerden bir kisminin  hemanjiyogenik faktor olarak rol alip timor
hemanjiyogenezini artirdigi dustndlebilir (119). Ayrica LEC ve BEC'den
ekprese olan metallo proteinazlar (MMP) ve drokinaz plazminojen aktivator
(uPA), tumorun cevre dokuda ilerlemesini kolaylastirarak invazivligini
artirmaktadir (13).

Lenfatik damarlar tumor icindeki interstisiyel basinci dusururler;
Solid timorlerde doku organizasyonun normal dokuya gore daha dizensiz
olmasi ve damar yapilardan dokuya sivi kagisi nedeniyle intertisiyel sivi
basinci artmaktadir. Basingtaki bu degisim sonucu kan akisi ve transkapiller
transport da etkilenir ve zaten yogunlugu fazla olan kan damarlari daha da
sikigarak tikanirlar (139). Sonucta tumor ¢evresinde iskemi meydana gelir ve
tumor blylimesi durur. Lenfatik damarlar doku araliginda biriken bu siviyi
alarak hem kan akisinin normale dénmesine hem de timdr blylumesine
katkida bulunuyor olabilir. Fakat bu konu hala tartismaldir ve yeni
calismalarla kanitlanmasi gereklidir (119).

Lenfatik damarlarin yapisi tamor hucrelerinin  invazyonunu
kolaylastirir; Lenfatik damarlarda, lenfatik endotel hicreleri arasi bagin
gevsek olmasi, perisitlerin bulunmayisi, bazal membranin devamhliginin
olmamasi gibi 06zellikler, tumoér hicrelerinin  kolayca lenfatik sisteme
gecmesini, lenf nodlarina ulasmasini saglar. Tumor hicreleri tarafindan
sekrete edilen VEGF-C gibi buyume faktorleri de timor hcrelerinin
invazivligini artirarak transendotelyal gecisin artmasina katkida bulunur.

LEC'den eksprese olan CC-tipi kemokin ligand-1 (CCL1) ve tumor
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hicrelerinde bulunan CC-tipi kemokin reseptor 8'de (CCR8) bu olaya katilir
(130).
2.6 Lenfanjiyogenik Faktorler

Kanser dokusunda lenfanjiyogenezin baslayabilmesi icin bazi
degisimler olmasi gerekir. Tumor hicrelerinde, genetik mutasyonlar ile timor
buylmesini ve farklilagsmasini etkileyecek bazi faktorler susturulur, bazilari
eksprese olmaya, bazilari da normalden daha fazla sekrete olmaya baslar.
Cunkd, timort olusturan hicreler ¢ok  heterojendirler, farkli genetik
Ozelliklere sahiplerdir ve buna bagli olarak da farkli ekspresyon fenotipi
gosterirler (140). Ayrica tumor dokusu igerisinde lenfanjiyogenezin
baglamasinda 6nemli rol alan anjiyojenik faktor ve sitokin salgilayabilen
bircok kemik iligi kokenli notrofil, makrofaj ve lenfoid hiicre bulunur (141,142).
BEC, LEC, vaskiler duz kas hucreleri (VSMC) ve fibroblastlar da tiumor
tarafindan aktive edildikten sonra bazi buyime faktori ve sitokinleri
salgilamaya baglar (143). Tumor hicrelerinin artmis metabolik aktivitesi ve
hipoksik mikrogevre, HIF-1a (hypoxia inducible factor-1a) gibi bazi genlerin
eksprese olmasini tetikler ve VEGF-A ekspresyonuna yol acar (143). Butun
bu olaylar sonucunda ortama sekrete edilen buyime faktorleri

lenfanjiyogenezi baslatir ve gelisimini sirdirmesini saglar.

2.6.1 VEGF Ailesi

Bu grubun bes tane Uyesi bulunmaktadir. VEGF-A, VEGF-B, plasental
growth faktor (PIGF), VEGF-C ve VEGF-D (144, 145)

VEGE-A, vaskuler permiabiliteyi ve anjiyogenezi artirdigi bilinmektedir.
Son zamanlarda yapilan calismalarda cesitli hayvan deneylerinde
lenfanjiyogenezi de uyardigi tesbit edilmistir (146,142). Fare kornea
lenfanjiyogenez modelinde, VEGF-A uygulandiginda var olan limbal lenfatik
damarlardan filizlenme oldugu (146,147) fare kulaginda ise viral vektorle,
VEGF-A ekspresyonu baslatildiginda fonksiyonel lenfatik damar aginin
geligtigi gbzlemlenmistir (148). Deneysel olarak olusturulan fibrosarkoma ve
deri timorlerinde VEGF-A'nin asiri sekresyonunun ise metastaza neden
oldugu tesbit edilmistir (147,149). VEGFR-1, VEGF-A'nin reseptoru olarak
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gOrev yapan bir molekildir, monosit ve makrofajlarda bulunur ve VEGFA igin
kemotaktik etki yaratarak bu hticrelerin bdlgeye gelmesine ve lenfanjiyogenik
sitokinler Ureterek burada lenfanjiyogenezin baslamasinina neden olur (150).
VEGFR-2 ise anjiyogenik sinyal reseptérudir ve LEC’de bulunur. VEGF-A
bunun Gzerinden direk olarak lenfatik endotel hiicrelerinin biylimesine etki
eder ki bu etki invitro ¢calismalarda da gosterilmigtir (151, 147,149).

PIGF ve VEGE-B, bu iki buyime faktort reseptor olarak VEGFR-1'yi

kullanirlar. Fakat direk olarak lenfanjiyogenezi uyarmazlar. infilamatuar

hicreler VEGFR-1 ekspresyonunu potansiyalize eder ve bu hicrelerin kendi
bulunduklari bdlgeye dogru goc¢ etmelerini saglar yani, lenfanjiyogenezi
indirek olarak uyarirlar. Bir baska olasilik da VEGFR-1 i¢in VEGF-A ile
yarisabilecekleri ve onun lenfanjiyogenez tzerindeki etkilerini module ediyor
olabilecekleri gorusudur.. Fakat bu hipotezin kanitlanmasi igin Uzerinde
calismalarin yapilmasi gereklidir (120).

VEGE-C ve VEGF-D, lenfanjiyogenik etkisi en iyi bilinen ve en potent

iki molekuldir. Fizyolojik ve patolojik durumlarda esas roli VEGF-C ve
VEGF-D oynar. Reseptorleri ise LEC spesifik VEGFR-3'dur ve tirozin kinaz
ailesindendir. Lenfatik endotel hicreleri tzerinde direk etkili olarak bu
hicrelerin proliferasyonunu ve go6cunu aktive ederler(21,152,153,154).
Embriyonun gelisimi sirasinda VEGF-C, VEGF-D/VEGFR3 sinyal sistemi
vlcuttaki ilk lenfatik damarlarin olusumuna katilir (155). Diger sinyal yolaklari
ile birlikte bu sinyal sistemi kan damarlari endotel htcrelerinin, lenfatik
endotel hicrelerine diferansiye olusunu saglarlar (156,119). TUmor
hicrelerinden VEGF-C, VEGF-D’nin ekspresyonu tumor periferinde bazen de
tumor icinde lenfatik damar artigsina yol acarak bolgesel lenf nodlarina gidisi
kolaylastirir ve bazen de uzak organ yayilimina 6nayak olu (157). Bazi timor
modellerinde, cesitli sekillerde VEGFR-3 aktivasyonu inhibe edildiginde
lenfanjiyogenezin ve lenfatik metastazin geriledigi gozlemlenmistir (158,159).
Benzer bulgular VEGF-D antikoru kullanildigi zaman da izlenmistir (67).
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Sekil 2-8: VEGF molekiilleri ve gorevleri

2.6.2 PDGF Ailesi

Platelet Buyume Faktoru (Platelet-derived growth factor) ailesi dimerik
glikoproteinlerden olusur; PDGF-AA, PDGF-BB homodimer ve PDGF-AB
heterodimer ve yeni bulunan PDGF-CC ve PDGF-DD'den olusur.
Reseptorleri tirozin kinaz ailesinden PDGFR-oo ile PDGFR-Bp'dir ve iki gen
tarafindan kodlanirlar (160,161). Butin bu PDGF’ler lenfanjiyogenezi
artirmasina ragmen en potent olani PDGF-BB'dir (162,120). izole edilmig
LEC ve yeni filizlenen lenfatik damarlarda PDGFR-aa ve PDGFR-Bf’nin
ekprese oldugu ve hiicre gocunu artirdigr saptanmigtir. Bu etki imatinib ile
ortadan kaldirilabiliyorken, VEGF-C, VEGF-D/VEGFR3 antagonistleri ile ayni
sonu¢ alinamamigtir. Elde edilen bu sonuglar PDGF’lerin direk
lenfanjiyogenetik faktorler oldugunu gostermektedir (162). Fakat diger growth
faktor ve sitokinler tzerinden indirek etkileri de olabilir. Son zamanlarda
farelerde yapilan calismalarda, murin fibrosarkom hicrelerinde PDGF-BB’nin
eksprese olmasinin, tumor lenfanjiyogenezini uyardidi, primer timaorun
cikariimasina karsin yine de aksiller lenf nodu metastazinin ortaya ciktigi
gosterilmis ve bunun periferik lenfatiklerle oldugu goristne variimigtir. Batiin
bu sonuclar PDGF-BB'nin direk lenfanjiyogenetik etkisi olarak
yorumlanmistir (162,163). Lenfanjiyomatozisli hastalarda, PDGF-BB ve
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reseptoriniin asiri eksprese olmasina karsin diger growth faktorlerin sekrete
olmadigi saptanmigtir. Bu bulgu lenfatik malignite ve metastazlarinda PDGF-
BB/PDGFR sisteminin rol aldigini destekler niteliktedir (164). PDGF-BB'yi
asirl eksprese eden tumor fare korneasina implante edildiginde yeni kan
damarlarinin olustugu, ayni zamanda da timoér sinirinda, yogun fakat
dizensiz, lenfatik siviyl sizdiran yeni lenfatik damarlarin filizlendigi ve
bunlarin nadiren timor igine dogru ilerledigi saptanmistir (162).

Batin bu bilgilerin 1siginda PDGF’lerin ¢ mekanizmayla tumor
gelisimine etki ettigi soylenebilir; 1) lenfatik endotel htcreleri tzerine direk
etki ederek hicre gocunu saglamalari 2) tumor hemanjiyogenezinin ve
hematojenik metastazin uyariimasi ve 3) tumor lenfanjiyogenezinin ve
metastazinin uyariimasi (119). Bu nedenle PDGF’lerin inhibisyonu kanser
tedavisinde ve metastazlarin inhibisyonunda 6nemli bir yaklasim olabilir.

2.6.3 FGF-2

Fibroblast Buyume Faktori-2 ( fibroblast growth factor-2) heparine
baglanan bir proteindir ve cesitli hicre gruplarinda proliferasyonu ve
diferansiasyonu uyarir. Fare korneal lenfanjiyogenezis modelinde, FGF2
lenfanjiyogenezi uyarir ve VEGFC ile VEGFD ekspresyonunu artirir. Bunlari
sekrete eden l6kosit, makrofaj, grantlosit, ve dendritik hiicrelerin bélgeye go¢
etmelerine neden olur. VEGFR-3 antagonisti kullanildigi zaman bu etkilerin
ortadan kalkmasi lenfanjiyogenezde indirek olarak rol aldigini
distindirmektedir (165, 21). invitro calismalarda ise izole edilen LEC
hiucrelerinde FGF2'nin direk etki ile proliferasyonu, tip formasyonunu ve
hicre gocunu uyardigi gozlemlenmistir (166,133,167). Yakin zamanda
yapilan bir calismada ise direk lenfanjiyogenik faktor olarak etkili oldugu
gOsterilmigtir (156). Baska bir ilging sonug¢ ise dusik dozlarda tercihan
lenfanjiyogenezi uyarirken yiksek dozlarda hemanjiyogenezi uyarmasidir
(166). Bugun icin, hayvan modellerinde FGF2'nin tumor lenfanjiyogenezi ve
lenfatik metastazla olan iligkisi gosterilememistir (21).
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2.6.4 Anjiyopoetin

Anjiyopoetinler, endotel hiicresi ylzey reseptoru tirozin kinaz, Tie2'nin
ligandi. Anjiopoetin-1(Ang-1), resepttr Tie2'yi aktive ederek hemanjiyogenezi
regule eder. Anjiyopoetin-2 (Ang-2) ise aksine Tie-2'yi inaktive eder ve sonug
olarak kan damarlarini regrese ederek, hemanjiyogenezi negatif olarak etkiler
(168). Gen inaktivasyon calismalari Ang-1'in embriyonik kan damarlarinin
olusumu icin mutlak gerekli oldugunu, Ang-2 icin bdyle bir zorunluluk
olmadigini ancak postnatal damarlarin sekilenmesinde 6nemli oldugunu
go6stermigstir (169). Ang-2'nin genetik olarak kaybi ise embriyoda lenfatik
damarlarda malformasyonlara neden olmaktadir. Bu bulgu Ang-2 nin
lenfanjiyogenezdeki rolini destekler niteliktedir (169). Ayrica Tie-2'nin
lenfatik endotel hiicrelerinde eksprese oldugunun gosterilmesi, etkinin direk
olarak gerceklestigine isaret etmektedir (170,171). Yine bu calismada fare
kornea modelinde Ang-1'in de lenfanjiyogenezi uyardigi saptanmig fakat bu
etkininin indirek olarak LEC'de VEGFR-3'Un ekspresyon duzeyini artirarak
oldugu ileri suralmustir (171). Batin bu bilgilere ragmen Ang-1 ve Ang-2
molekullerinin ttmor lenfanjiyogenezi veya metastazinda rol aldigina dair

hayvan modellerine ait herhangi bir rapor bulunmamaktadir.

2.6.5 HGF

Hepatosit Buyume Faktori (HGF), mezenkimal kokenli bircok hiicrede
yapilan glikoprotein yapida bir molekdldur (172,173). HGF karacigerin
olusumunda gorev alan faktorlerden birisidir. Endotelyal hicreler gibi birgok
onemli epitelyal hicrenin ¢cogalmasini ve gégunu uyararir bu nedenle, doku
tamir mekanizmalarn ve tumor yayilliminda ©Onemlidir. Lenfanjiyogenik
faktorler arasina yeni eklenmigtir ve cesitli hayvan modellerinde
lenfanjiyogenezi yonlendirdigi gosterilmistir (174,172). Aktivitesi, trozin kinaz
yapisindaki c-met reseptori (HGF-R) Uzerinden gercgeklesir. Deneysel ve
klinik calismalar c-met ekspresyonu veya mutasyonu ile timor metastazi
arasinda iligki oldugunu géstermektedir (175). Son calismalardan bir tanesi c-
met’in kultird yapiimis lenfatik endotel hiicrelerinde ve doku tamiri sirasinda
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yenilenen lenfatik endotelinde eksprese oldugunu gostermistir. Yine ayni
calismada VEGFR-3'den bagimsiz olarak kultur ortamindaki lenfatik endotel
hicrelerinin  proliferasyonunu, goé¢cini ve tip formasyonunu almasini
sagladigi gorilmustir (170). invivo calismalarda ise transjenik farelerde veya
deri altina verilerek asiri sekresyonu saglandiginda lenfanjiyogenik growth
faktor gibi davrandigi  goOsterilmisti. Bu nedenle HGF  timor
lenfanjiyogenezini yonlendiren molekullerden bir tanesi olabilir (172). Fakat
bugln icin hayvan kanser modellerinde, timoér lenfanjiyogenezi ve lenf nodu
metastazindaki etkilerini gosterecek bir ¢alisma bulunmamaktadir. Lenf nodu
metastazinda HGF/c-met iligkisini acikhda kavusturmak ¢ok onemli olabilir
(51).

2.6.6 IGF

insillin  benzeri Biylime Faktori (IGF), lenfanjiyogenik aktivite
gOsteren diger bir proteindir. IGF-1 ve IGF-2 olmak tzere iki tanedir ve hiicre
ylzeyinde yer alan reseptorleri de IGF-1R ile IGF-2R olarak adlandirilir.
Ayrica ¢ok sayida IGF’e baglanan protein (IGFBP) bulunur. IGF’Un bir ¢ok
tumorde eksprese oldugu, tumorun ilerlemesi ve kotu prognoz ile iligkili
oldugu blinmektedir (176). IGF-1 ve IGF-2' nin kiltire LEC’ lerin
proliferasyonunu ve gocunu etkiledigi, IGF-1R ile IGF-2R’'nin bu hicrelerde
eksprese oldugu ve fare korneasinda lenfatik damarlarin geligsimini artirdigi
rapor edilmigtir (177). Ayni zamanda bu etkinin VEGFR-3'Un bloke
edilmesiyle ortadan kaldirilamamasi bunun direk etki oldugunu gdsterir. Bir
bagka ilging durum da IGF-1R ‘nin Lewis akciger kanser modelinde VEGF-C
ekspresyonunu uyararak lenf nodu metastazina yol actiginin gosterilmesidir
(178). Fakat IGF’'Un tumor lenfatikleri ve lenf nodu metastazi Uzerine olan
etkilerinin saptanmasi i¢in yeni ¢alismalara gereksinim vardir (21).



34

2.7 Mide Kanseri

Mide kanseri, tum dinyada 6nde gelen 6lum sebeplerinden biridir. Mide
kanserinin insidansinin en yuksek oldugu yerler, Japonya, Giiney Amerika ve
Dogu Avrupa'dir. Japonya'da mide kanseri kadin ve erkekler arasinda en sik tani
konulan kanserdir. 2002 yilinda ABD'de tahminen 21600 kiside mide kanseri
gelismig ve 12400 kisi bu hastaliktan dlmustir. Halen anlagilamayan sebeplerle
ABD'de mide kanseri dramatik olarak azalmistir. 1950'de ABD'de erkeklerde en
sik kanserden 6lum sebebi mide kanseri iken 2000 yilinda 7. siraya gerilemigtir.
Hastalarin yaklasik Ucte ikisi, tani konuldugunda 65 yasin Ulzerindedir ve 40
yasindan 6nce bu tani nadirdir. Hastalik erkeklerde kadinlardan daha sik goérulir
ve Afrikali Amerikalilarda, ispanyol Amerikalilarda ve kizilderililerde, Anglo-Ame-
rikanlara gore daha sik rastlanmaktadir (179-181).

Bes yillik sagkalim, evre ile ¢ok yakin iligkili olup % 7 den % 78'e
uzanmaktadir. On yillik genel sagkalim da % 20 dolaylarindadir (182) .

2.7.1 Epidemiyoloji ve risk faktorleri

Mide kanseri epidemiyolojisinde en dramatik degisimlerden biri, lezyonun
midedeki yerlesim yerindedir. Gegen 30 yil igcinde, giderek daha proksimal yerle-
simli kanserlere dogru bir kayma olmustur(183,184) ve yapilan arastirmalarda
proksimal 1/3 %30, orta 1/3 %14, distal 1/3 %26, tim mide % 10 ve bilinmeyen
%19'dur. Bu kaymayla birlikte distal 6zofagus kanserlerinde de artis olmasi
ilgingtir (185).

Mide kanserinin sebebi halen bilinmemektedir. Gelisiminde c¢evresel
faktorler suclanmistir. Japonlar ve Dogu Avrupalilar gibi yuksek riskli tlkelerden
ABD gibi dustk riskli bélgelere go¢ edenlerde, batili bir diyeti benimsemelerine
ragmen yuksek risk sirmekte, fakat ikinci ve tcuncu kusak igin risk, o bdlgenin
yerli nifusunun sayilarina dismektedir (186,187).

Diyet aligkanliklari ve koruyucular kanser gelisiminde risk faktorleri olarak
suclanmiglardir. ABD'de mide kanseri insidansinin gerilemesinin sebepleri
degisen diyet ve gida koruma uygulamalarina baglanmistir (188). Tuzdan zengin,

tutstlenmis ya da koti korunmusg gidalar, nitrat ve nitritler artmis mide kanseri
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riski ile iligkilidirler (188). Asir tuzlu yiyeceklerin ¢cok miktarda tuketilmesi, bir
mide kanseri risk faktori olan atrofik gastrite yol acabilir. Nitrat ve nitritler, N-
nitroso bilesikleri olusumu sonucu mide kanseri riskini artirirlarsa da yeni
epidemiyolojik arastirmalar, nitratlar ve tuzlarla artmis mide kanseri riski arasinda
bir iligki gosterememislerdir. Bircok ¢calismada, meyve, sebze ve fiberden zengin
diyetin mide kanserine kargi koruyucu olabilecegi saptanmis ve bu etkinin C vita-
mini veya karotenlere bagli oldugu iddia edilmistir (189).

Bircok 6ncu durum mide kanseri riskini artirmaktadir. Bunlar kronik atrofik
gastrit, pernisiybz anemi ve hipersekretuvar gastrit, Menetrier hastaligi, benign
nedenlerle yapilan parsiyel gastrektomiler ve mide polipleridir. Kronik mide
mukoza hasari teorik olarak intestinal metaplaziye, displaziye ve muhtemel
invaziv kansere ilerleyebilecek olaylari tetikleyebilmektedir. Atrofik gastrit ve mide
kanseri benzer risk faktorlerine sahiptir. Atrofik gastrit, mide kanseri insidansinin
yuksek oldugu bolgelerde siktir. Kronik atrofik gastritin iki tipi vardir: Tip A ve Tip
B. Tip B kronik atrofik gastritli hastalarin yaklasik % 10'unda 10 - 20 yil icinde
mide kanseri gelisebilmektedir (190).

Pernisiydz anemili hastalarda mide kanseri riski 2 - 3 kat artmistir. Birgok
olgu bildirimi, Menetrier hastaligi ile mide kanseri arasinda bir iligkiye isaret
etmektedir. Parsiyel mide rezeksiyonu gecirmis hastalar da kalan mide kesiminde
mide kanseri geligsimi icin artmis risk altindadirlar. Risk zamanla artmakta ve
ameliyattan 1520 yil sonra belirginlesmektedir. Daha 6nce konulmus mide ulseri
tanisi, erkek cinsiyet ve Billroth Il tipi rekonstriksiyon kanser geligsim riskini
artirmaktadir. Patofizyolojik mekanizmanin aklorhidri, enterogastrik refli ve
bakteriyel agiri treme olduguna inaniimaktadir (191).

Mide polipleri, polipin tipine bagh olarak prekanserdz lezyonlar ya da
midenin baska bir kesimindeki prekanser6z durumun gostergeleri olabilirler.
Adenomattz polipler tubuler, villoz ve tibilovilloz olarak siniflanirlar. Biyolojik
onemleri kolondaki poliplere benzer. Kanser riski polipin boyutuyla artar. iki
cm'den daha buyuk poliplerin % 40'inda bir karsinom odagi bulunmaktadir.
Endoskopik olarak adenom c¢ikarilan hastalarda % 25 - 33 oraninda tekrar polip-
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ler olusacaktir bu nedenle hayat boyu endoskopik takip gereklidir. Hiperplastik
poliplerin kansere doénusmeyecekleri dusunilmekle birlikte cok sayida hi-
perplastik polip varhiginda normal mukozada % 8 oraninda kanser gelisme riski
s6z konusudur. Bu nedenle bu hastalar da endoskopik takibe gereksinim
gOsterirler. Bircok genetik polipozis sendromunda midede polipler saptanir.
Familyal polipozis kolinin Gardner varyantinda % 35 - 100 hastada distal mide ve
duodenumda (siklikla ¢ok sayida) polipler gelismesi beklenir. Duodenal poliplerin
malign dejenerasyon gdsterme olasiliklari daha yukektir (192).

Ayrica herediter nonpolipozis kolorektal kanseri (Lynch sendromu) olan
hastalarda da mide kanseri riski artmigtir.Artmig mide kanseri riski ile ilgili diger
herediter durumlar icinde kan grubu A olan insanlar sayilabilir. Birinci derece
yakininda mide kanseri 6ykusu olan insanlarda mide kanseri riski 2 - 3 kat
artmigtir. Yakin zamanda, otozomal dominant gecisli mide kanseri yatkinhgi olan
aileler tanimlanmigtir. Nadir olsa da, bu ailelerde E-cadherin mutasyonlari
saptanmistir. Mide kanseri siklikla 50 yagin altinda ortaya ¢ikmakta ve secilmis
hastalarda profilaktik gastrektomi uygun bulunmaktadir (193).

Helicobacter pylori'nin peptik Ulser hastaligi patogenezindeki 6nemi
bilinmektedir. Kronik H. pylori infeksiyonunun mide kanseri ile iligkili oldugunu
gOsteren kuvvetli kanitlar da mevcuttur.

ABD ve ingiltere'deki ilk calismalar, H. pylori infeksiyonunun mide kanseri
riskini artirdigini gostermistir (194-195). Yakin zamanda yapilan bir meta-analiz,
H. pylori infeksiyonunun mide kanseri riskini iki kat artirdigini ve riskin ozellikle
genc¢ hastalarda yuksek oldugunu, yasla riskin geriledigini gostermistir.(196)
ilging olan nokta, H. pylori tarafindan olusturulan duodenal Ulserli hastalarda
mide kanseri riskinin ortalama poptlasyona gore dugstk olusudur. Bu da kanser
patogenezinde degisik faktorlerin s6z konusu oldugunu goésteren bir bulgudur.
Kronik tekrarlayan epitel hasari bircok dokuda karsinogenezi baslatabilir. H. pylori
infeksiyonuna bagli gelisen atrofik gastritin kanser gelisimi icin 6nci oldugu kabul
edilmektedir. H. pylorinin timor olusumunu baglatma mekanizmalari ve bu

gelisimde eslik eden kofaktorler hentiz ortaya konulabilmis dedildir. Cag
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(cytotoxic-associated-gene) pozitif H. pylori suglari daha virulandirlar. Cag-pozitif
suslar gorulebilir mide hasar olustururken cag-negatif suslar buna yol
acmamaktadirlar (197). Cag-pozitif H. pylori suslari ile peptik tlser hastalgl ve
kanser arasinda gugclu bir iliski mevcuttur.

2.7.2 Patoloji

1997 yilinda American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve Union
Internationale Contre le Cancer (UICC), mide kanserinde N evrelemesinin
yeniden tanimlamigtir. Yeni TNM evreleme sistemi pozitif lenf digimlerinin, daha
once yapildigi gibi yerlesimine degil sayisina bakmaktadir. Yeterli evreleme igin
en az 15 lenf dugumi cikariilmasi tavsiye edilmektedir. AJCC tarafindan
tanimlanmis olan evreleme sistemi Tablo 2-3 'de 6zetlenmistir (198,199).

Bu evreleme sistemi metastatik lenf nodlarinin sayisina odaklandigi igin
prognozu daha iyi belirlemekte ve lenf digumuiu yerlesimi yontemine goére
tekrarlanabilirlik arzetmektedir. Onbesten daha fazla lenf dugumu c¢ikariimasi
daha dogru evrelemeye yol acmistir, hem timor invazyon derecesi (T evresi)
hem de lenf dugumi tutulumunun (N evresi) prognostik 6nemi oldugu
gosterilmigtir. Tumor derinliginin lenf nodu tutulumuyla siki bir iliskisi mevcuttur
(200).

Halen histolojik grade ve tipin nasil raporlanacag! konusu tartigmalidir.
Dunya Saglik Teskilat'nin (WHO) Uluslararasi Histolojik Klasifikasyonu (Inter-
national Histologic Classification) degisik siniflamalarir gdzden gecirmistir.
Geleneksel tumor tiplemesi (tubiler ya da musindz adenokarsinom, tash yuzik
hicreli, kigcuk hicreli veya indiferansiye karsinom), Lauren siniflamasi (intestinal,
diffiz) ve Ming siniflamasinin (yayilan, infiltratif) prognoza etkisi olmadigi
saptanmigtir. Bazi arastiricilar tarafindan onceleri belirlenen farkliliklarin ¢cogu
tumor evrelerindeki farkhliklarla aciklanabilmektedir (201). Yakin zamanda yeni
Goseki histolojik siniflamasi ortaya atiimistir. Goseki siniflamasi, tubuler
diferansiyasyon ve mikoz nitelige dayanan bir histolojik derecelemeyi
tanimlamistir. Daha sonra bir grup arastirici, yeni Goseki sistemi ile WHO,
Lauren ve tumor diferansiyasyon siniflamalarini kargilagtirmistir (202). Ayrica
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lenfositik ve eozinofilik infiltrasyon varliginin prognostik 6nemini de arastir-
miglardir. Sonugta sagkalim icin en O©Onemli faktorin TNM evresi oldugu
belirlenmigtir.

2.7.3 Mide Lenf Kanallari ve Lenf Bezleri

Mukozada baslayan lenfatik damarlar 6énce submukéz lenfatik aglarini,
sonra adale tabakasini delerek subseroz aglarini ve serozay! da delerek mide
digi lenf yollarini meydana getirirler.Mide digi lenf yollari mide arterlerine komsu
olarak seyreder. Mide disi lenfatik kanallar hemen midenin yakin ¢evresindeki
lenf bezlerine, oradan mide arterleri etrafindaki lenf bezlerine, daha sonra ¢olyak
ve en sonunda aort cevresindeki lenf bezlerine ulagir. Lenfatik akim, aort
cevresindeki lenf bezlerinden duktus torasikus yolu ile ven6z sisteme tasinir.

Midenin ust kismi ve kardiyanin submukozal lenf agi ile 6zofagusun alt
kisminin submukozal lenf agi arasinda yaygin anastomozlar mevcuttur. Buna
karsilik antrum ve pilor bélgesindeki submukozal ag duodenumda devam etmez.
Mide proksimal kanserleri submukozal yayillim ile 6zofagusu tutarken antrum
timorleri duodenuma ilerleyemezler. Duodenumun tutulmasi, bazen subser6z
lenfatik ag yolu ile gerceklesebilir (Sekil 2.9).

Midenin lenfatik akiminin bdlgesel dagilmini anlamak amaciyla mide 4
bolgeye ayrilmaktadir Kardiya ve korpusun mediyal yarisinin lenfatikleri sol
gastrik arter cevresindeki lenf bezlerine, antrum ve pilorun kiguk kurvatur
tarafinin lenfatikleri sag gastrik arter cevresindeki lenf bezlerine, korpusun alt dig
yarisinin lenfatikleri sag gastroepiployik lenf bezlerine, korpusun ust kismi ve
fundusun lenf bezleri sol gastroepiployik lenf bezlerine akar. Bu doért grup lenf
bezinin akimi ¢dlyak lenf bezlerinde toplanir. Ancak midenin yaygin submukozal
lenf agl nedeniyle midenin herhangi bir yerindeki kanser, hem mide duvarinda
tumorun uzagina direkt yayilabilir hem de midenin herhangi bir bolgesindeki lenf
bezine metastaz yapabilir. Keza submukozaya boya verilerek yapilan ¢alismalar

boyanin midenin her iki kurvaturuna dogru diizensiz dagildigini géstermistir.
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Colyak
trunkus

Sekil 2-9: Midenin bdlgesel lenfatik akimini
gOsteren sematik ¢izim (247)

Tablo 2-3 American Joint Committee on Cancer'in Mide Kanseri igin

Evreleme Sistemi

Primer timaor (T)

Tis TUmOr in situ

Tl Tamdr lamina propriaya veya submukozaya invaze T2 Tumor
muskularis propriya ya da subserozaya invaze
T3 Tumor serozaya invaze

T4 Tumor gevre yapilara invaze

Bolgesel lenf dugumleri (N)

NO Bolgesel lenf dugimU metastazi yok

NI 1 - 6 bolgesel lenf dUgimU metastazi

N2 7 -15 bolgesel lenf dGgimi metastazi
N3 > 15 boélgesel lenf diugimi metastazi
Uzak metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

Ml Uzak metastaz var




Evre Gruplamasi

Evre T N M
A Tl NO MO
B Tl NI MO
T2 NO MO
Il Tl N2 MO
T2 NI MO
T3 NO MO
A T2 N2 MO
T3 NI MO
T4 NO MO
B T3 N2 MO
\ T4 NI MO
T N3 MO
T3 N3 MO
T4 N2 MO
T4 N3 MO
Herhangi T Herhangi N Mi
R Kategorisi :
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Ameliyattan sonra geride kalan, timdorli doku miktarina gore belirlenir ve

hesaplamada PLN/ TLN orani kullanthr.

RO rezeksiyon=
RI rezeksiyon=
R2 rezeksiyon=

Kalinti timor yok

Mikroskopik kalinti timaor
Makroskopik kalinti tumor
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2.7.4 Cerrahi Tedavi

Mide kanserinin cerrahi tedavisi tartismali olmaya devam etmektedir.
Ameliyatin ilk hedefi tim timdorun ¢ikariimasi ve geride tumor birakilmamasidir.
Bu durum RO rezeksiyon olarak tanimlanmaktadir. R1 rezeksiyonda geride
mikroskopik hastalik birakilmakta, R2 rezeksiyonda ise makroskopik timor
kalmaktadir.

Orta ve distal midenin kanserleri igin iki cerrahi segenek mevcuttur: total
gastrektomi veya subtotal (totale yakin) gastrektomi. Rezeksiyon tipinin 6nemine
ek olarak, negatif cerrahi sinirlarin elde edilmesi de hayati 6nem tagimaktadir.
Aragtirmacilar, 6 cm'lik mesafe elde edildiginde cerrahi sinir pozitifligi riskinin gok
az oldugu ya da hi¢ olmadigini belirtmiglerdir (203). Daha yakin zamandaki bir
degerlendirmede, American College of Surgeons 5 yillik sagkalimin negatif sinirli
hastalarda %35, mikroskopik olarak pozitif sinirli hastalarda %13 ve makroskopik
olarak pozitif olanlarda % 3 oldugunu saptamigtir (183).

Lenfatik diseksiyonun (D) genisligi tartismali olmustur. The Japanese
Research Society for Gastric Cancer, lenf dugumlerini anatomik istasyonlara
siniflamistir (204,205) N1 lenf dagumleri mide ¢evresinde yerlesmislerdir ve 1 - 6
no'lu istasyonlari icermektedirler. N1 lenf dugumleri, D1 lenfatik diseksiyon
sirasinda cikarilmaktadirlar. N2 lenf dugumleri, 7 - 11. istasyonlari icermektedir
ve mideye giden isimli arterlere eslik etmekte (ortak hepatik, sol gastrik, ¢célyak ve
splenik arterler) ayrica dalak hilusunda bulunmaktadirlar; bunlar D2 lenfatik
diseksiyon sirasinda cikariimaktadirlar. N3 dugumleri, 12-16 no’lu istasyonlari
yani ince barsak mezenter koku, orta kolik arter ¢cevresi, aort ve retroperiton gibi
daha uzak lenf dugumlerini icermektedir. N3 lenf duagumleri Japonya'da
cikarilmakta ancak rutin olarak diseksiyonlara eklenmemektedir. Hangi spesifik
lenf dugumau istasyonlarinin c¢ikarilacagr primer tumorin yerlesimine baglidir
(206).



42

Genigletilmis lenfatik diseksiyonun gerekgesi, RO rezeksiyon saglamasidir
cunkd tipik bir perigastrik diseksiyonla (D1 lenfatik diseksiyon) cikariimayan
perigastrik lenf dugumlerinin de c¢ikariimasi saglanir. Tum hastaligin ¢ikarilmis
olmasi daha iyi sagkalim oranlari saglayacaktir. Bindokuzyiliz'den fazla sayidaki
lenf dugumu metastaz paternlerinin degerlendiriimesi, en ¢ok metastazin NI
(perigastrik) lenf dugumlerinde gorulduaguna ancak Ozellikle colyak arter
cevresindekiler olmak tGzere N2 lenf dugimlerinin tutulmasinin da sik oldugunu
gOstermigtir. Bu analize gore, tim hastalarda D2 diseksiyon yapilmasi gerektigi
ve aksi halde metastazlarin atlanabilecegi 6ne sirilmustir. Bugin hem Japonya
da hem de diger bir cok llkede mide kanserli hastalarin tedavisinde genisletiimis
lenfadenektomi standart cerrahi yontem olarak kabul edilmigtir (207-213).

Sekil 2-10: Midenin lenf bezleri (perigastrik, perivaskuler,diger) (247)




Tablo 2-4 Midenin Bélgesel Lenf Dugumlerinin Japon Siniflamasi

Perigastrik lenf dugumleri
1. Sag perikardiyal
2. Sol perikardiyal
. Kiiguk kurvattr
. Blayuk kurvatur

. Suprapilorik

o g A~ W

. infrapilorik
Ekstraperigastrik (Perivaskuler) lenf dugumleri

7. Sol gastrik arter

8. Ortak hepatik arter

9. Cdlyak arter

10. Dalak hilusu

11. Splenik arter

Diger lenf dagumleri

12. Hepatoduodenal ligament

13. Retropankreatik

14. Mezenter koku

15. Orta kolik arter

16. Paraaortik
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Tablo 2-5 Mide tumdranin yerlesimine go6re lenf dugimu
cikarilmasi: Mide tumorinun yerine gore lenf dugumlerinin  anatomik
istasyonlari

Du!_"ei?r;ij Tim Alt Orta Ust

g mide 1/3 1/3 1/3
Grubu

N1 1-6 3-6 1,3-6 1-4

N2 7-11 1,7-9 27-11 5-11

N3 12-14 2, 10-14 12-14 2-14

D1 diseksiyon, N1 lenf dugumlerinin ¢ikariimasi.
D2 diseksiyon, N1 + N2 lenf dugumlerinin ¢ikariimasi.

D3 diseksiyon, N1 + N2 + N3 lenf dugumlerinin ¢ikariimasi.

Siewert ve arkadaglari rezeke edilebilen mide kanserlerinde, lenf dUgumu
orani (lymph node ratio) ve lenfatik tutulum durumunun en 6nemli prognostik
faktorler oldugunu saptamislardir (214). Uzamis sagkalim o6zellikle pT2N1 ve
pT3NO alt gruplarinda, genisletimis lenfatik diseksiyon uygulandiginda
belirgindir. Daha sonra 100 hastada uygulanan sitokeratin boyasi ile, % 45 kadar
hastanin, tiumor evresine uygun olarak mikrometastaz barindirdigi ortaya
cikarilmistir.  Mikrometastatik hastaligin  sagkalim Uzerine olumsuz etkisi
mevcuttur (215).

Bircok cerrah, genigletiimis lenf diseksiyonunun daha dogru evrelemeye

yol acacagini kabul etmektedir. Genigletilmis lenf diseksiyonu muhtemelen RO

rezeksiyon oranini da yukseltmektedir. Her iki faktér de prognozu belirlemede ve
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ameliyatta bolgesel hastaligin kontroltiinde rol oynamaktadir.

Erken mide kanserli hastalarda lenfatik yayihm sik degildir. intramukozal
ve submukozal timdrlerde lenfatik metastazlar <% 5 ve % 25'in altinda
goralurler. Her iki klinik durumda da N2 lenfatik tutulum nadirdir (< % 5) (216,217)
Erken mide kanserli hastalarin gogunda D1 diseksiyonla yeterli tedavi saglanir.
N2 yayilim icin risk altinda olan hastalar, 2 cm 'den buyik submukozal lezyonu
olan hastalardir ve bunlarda D2 diseksiyon dusunulebilir (218).
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2.8 Kolon Kanseri

Kolon kanseri en sik gorilen dorduncu kanserdir ve akciger kanserinin
ardindan da kanserden 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alir. Amerikada
ndfusun %6’sini etkilemektedir ve her yil yaklasik 140000 dolayinda yeni olgu
tani almakta ve yaklasik 56000 kisi kolon kanseri nedeniyle 6lmektedir (219).
1997 yilindan bu yana hem erkek hem de kadinlardaki insidansda az ancak
belirgin bir artis gozlenmektedir. Her iki cins icin de o6lim olasiligi azalmakla
birlikte, kadinlarda daha dusuktir. Amerikada kadinlarda dogumdan itibaren
yasam boyu kolon kanseri olma riski %5,5 iken erkeklerde bu oran %5,9 dur.

Daha c¢ok ileri yas grubu hastaligi olarak bilinen kolon-rektum
kanserlerinin gorilme sikhgr 50 yasindan sonra artar. Ortalama yas kadinlarda
62, erkeklerde 63 civarindadir. Tim kolon-rektum kanserlerinin sadece %5'i 40
yasindan once gorilir. Erkeklerde biraz daha fazla olmakla birlikte kadin-

erkekler arasinda gorulme sikhgi acidindan fark yoktur.

2.8.1 Etyoloji ve Patogenez

Kolon kanserinin kesin neden ve mekanizmalari bilinmemektedir. Ancak,
kolon kanserleri kolonik mukozayi etkileyen genetik ve cevresel faktorlere ikincil
olarak geligir (220).

2.8.2 Genetik Faktorler

Kolon kanserine yakalanma acgisindan yiksek risk altinda olan kigilerin
kolonik mukozalarinda kriptlerin proliferatif fonksiyonunun artisi s6z konusudur.
Proliferatif fonksiyonun artigi, kanser gelisiminde belki de ilk olayin kript
hicrelerinin blytimesinin regulasyonundaki bozukluk oldugunu
dugtundurmektedir. Bu hucrelerin blyumesinin kontrolindeki bozuklugun nedeni
bilinmemesine ragmen genetik ve cevresel faktorlerin etkili olduklarina ait
kanitlar vardir. Familyal polipozis veya ailesel adenomu olanlarda kolon
kanserinin daha sik goruldigu bilinmektedir. Kalin barsak kanserlerinin %5-10'u

ailesel egilimi olan kisilerde gorulur. Bu bulgu genetik egilimi dustindtrmektedir.



47

Kript hicrelerindeki bu hiperproliferatif durumun bazi genetik olaylar, yagdan
zengin diyet ile beslenme gibi cevresel faktorlerden etkilendigi ileri surtlmek-
tedir. Kript epitel hicrelerindeki bu bliyime sonucu ortaya cikan poliplerle

kanser iligkisi asagida tartigiimigtir (219-222).

2.8.3 Adenom-Kanser Donusumu

Bir polipten kanser gelismesi 8-10 yil almaktadir. Polip prevelansinin
kanser prevelansinin ¢ok ustiinde olmasi her polibin kanserlesmedigini acgik¢a
ortaya koymaktadir. Bir indeks polipte kimulatif kanser gelisme riski 5 yilda
%2.5, 10 yilda %8 ve 20 yilda %24'tur. Poliplerden kanser gelistigine dair bircok
kanit vardir : Kolorektal kanserli hastalarda senkron polip olma orani yaklagik
%30'dur; kolon ve rektumda adenom ve adenokarsinom birlikteligi %13-62
araliginda degisen oranlarda bildiriimektedir ; ailesel adenomat6z polipozisli
hastalarda tedavi edilmezse mutlaka kanser gelismektedir ; bunlarin disinda
adenom gelisimi, buyimesi ve malignlesmesi ile ilgili genetik anormallikler
saptanmigtir (221).

Uzun suren tartismalardan ve molekuiler genetik arastirmalardan sonra
kolorektal kanserin patogenezinde adenom karsinom doéndsumui kuskuya yer
birakmayacak bicimde kabul edilmistir. Alternatif bir yol olarak kolorektal
kanserlerin kicuk bir kisminda "de novo" kaynak da s6z konusudur. Kolorektal
kanserlerin buyik ¢cogunlugu adenomdan kanser gelismesiyle olusur. Adenom,
tek bir hicrenin epitelyal proliferasyonuyla gelisir ve ardindan karsinom
gelisimine dek bir dizi gen mutasyonu olur. Kolorektal karsinogenezde ilk adim
59 kromozomundaki adenomattz polipozis koli (APK) geninde olusan
mutasyondur. Tumor baskilayici bir gen olan APK geni inaktive olunca etkilenen
hiicreler cogalmaya basglar. ikinci faktér deoksiriboniikleik asid (DNA)
hipometilasyonudur. APK geni inaktivasyonu nedeniyle hiperproliferatif olan
CpG dinukleotidleri bir de metilasyon kaybina ugrayinca etkilenen hucreler

cogalir ve adenom olusur. DNA'nin hipometilasyonu dogrudan bir onkojen olan
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K-ras (Kristen rate sarkoma virus) aktivasyonuyla iligkilidir. K-ras displaziyi
artirarak neoplazi geligsimine yol acar. APK geni mutasyonu olmadan da K-ras
mutasyonlari olugabilir. Ancak bu durumda aberran kript odaklari meydana
gelir. Bunlar maligniteye onculik etmez. APK gen mutasyonunun Uzerine K-ras
mutasyonu bindiginde kucik adenomlar orta adenomlara doénusir. Orta
adenomdan ileri (veya ge¢) adenom donusumi icin 18. kromozonun uzun
kolunda 6zel bir genetik degisim gerekir. Bu degisime kolon kanseri delesyonu
denir. Bu delesyonun gen haritasindaki yeri 18g21'dir. Bu delesyon
ekspresyonunu yitiren hicrelerin mukus Utreten hicrelere dénusme kapasiteleri
yok olur. Boylelikle ileri adenom olusur. ileri adenomdan karsinom gelismesinde
17p kromozonunla heterozigozitenin yitimi ve 17p' de p53 gen mutasyonu
sorumludur. Bu iki kayipla timo6r baskilayici gen islevi yok olur ve baskin
onkogenler aktive olarak hicrelerin klonal ekspresyonunu benign karakterden

malign karaktere surikler.

Chromosome 5—-APC 8
Tumor suppressor \ »
gene inactivation NN

Chromosome 12 + K-ras N
Proto-oncogene \ s 0%
activation

Chromosome 18 — DN\

< 4

Bl ¢

P, >
1 =

Sekil 2-11: Adenom-Kanser Donlsiimu icin Genetik Model (DCC :Deleted in Colon

Cancer ; APC : Adenomattz Polipozis Koli)
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Polipozis olmadan da herediter kolon-rektum karsinomu (Lynch
Sendromu) gelistigi bilinmektedir. Bu herediter non-polipozis kolon-rektum
karsinomlarinin multipl olma olasiliklari genel populasyonda goérilen diger
kolon-rektum karsinomlarina gore daha yiksektir (%34.5). Sadece kolonik
(Lynch 1) olabildikleri gibi endometrium ve over kanserleri (Lynch II) ile birlikte
de olabilirler.

Molekiler genetik calismalar adenomadan karsinoma donigtimde erken
donemde ras gen mutasyonu ve 5q kromozomunda allelik delesyon oldugunu
gOstermistir. ilerlemis tumérlerde ise 17p ve 18q kromozomlarinda timor
supresor genlerinin kaybi gosterilmistir. Protoonkojen ras mutasyonunun da
kolon karsinomlarinin  %40-50'sinde  oldugu bildiriimektedir. Bu gen
lokuslarindan birindeki ressesif mutasyon veya cevresel bir faktor etkisi ile
anormal proliferatif aktivite kanserli hastalarin normal go6rinimli kolon
mukozasinda ortaya c¢ikabilir. Bu bulgular bazi kigilerde kolon mukozasinin
kansere genetik egilimi oldugunu dustndurmektedir. BOyle mukozadan yapilan
hicre kultirlerinde DNA sentezinin daha fazla oldugu gorulmuastir. Bunun
yaninda kolon-rektum kanserlerin gelismesinde APC gen mutasyonunun rol

oynadigi ileri surtlmektedir (224).

2.8.4 Diyet

Epidemiyolojik calismalar diyetteki et, yag, safra asitleri ve kolesterol'lin
kolon karsinogenezisinde dnemli rol oynadigini gostermistir. Diyette alinan fazla
et ve yagin kolonik mikroflorayl etkiledigi bunun da karsinogeneziste rol
oynadidi dusundlmektedir. Ayrica nitrozaminlerin de etken oldugu ileri
surulmektedir. Et ve yag tuketimi, yuksek kalorili diyet ile kolon-rektum karsinom
insidansi arasinda iliski oldugu gosterilmesine ragmen prospektif ¢calismalarda
bu ispatlanamamigtir. Ancak lif iceren yiyeceklerden zengin diyetin alinmasi ile
kolon-rektum karsinomunun gelisme sansi arasinda ters bir iligki vardir.

Deneysel calismalarda kalsiyum, retinoid ve karotenoidler ile selenyum ve
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vitamin C'nin kolon-rektum karsinomuna kargi koruyucu olduklari gosterilmesine
ragmen bu etkiler insanlarda hentz ispatlanamamistir. Kolonrektum

karsinogenezinde alkollin yeri henliz agikliga kavusturulamamisgtir.

2.8.5 Diger Etkenler

Safra asitlerinin barsakta artmasi ile kolonrektum karsinoma arasindaki
iligkinin gosterilmesinden sonra sekonder safra asiti artisina yol agan
kolesistektominin de etken olabilecegi ileri surilmustir. Turunen ve Kivilaasko
bir otopsi calismasinda kolon-rektum karsinomu olan 304 hastanin 34'Unde
(%14.8) kolesistektomi yapiimig oldugunu saptamiglardir(225).

Kolesistektomi disinda Ureterosigmoidostomi sonrasi da kolon-rektum
karsinom insidansinin arttigi ileri surtulmustir. Mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen bu egilimin idrarin kendisi ve icindeki karsinojenlere
bagli olabileceqgi ileri strtlmektedir.

inflamatuvar barsak hastaliklarindan 6zellikle tlseratif kolitis ile kolon-
rektum karsinoma arasindaki iligki bilinmektedir. Daha az diferansiye olan bu
karsinomalarda multisentrisite orani diger kolon-rektum karsinomalarina gore
daha yuksektir ve prognozlari daha kotudur.

Familyal polipozis sendromlari, kolon adenomalari ile kolon-rektum
karsinomu arasindaki iliskinin de molekuler dizeyde oldugu ileri sturtulmektedir.
Ras onkogeni aktivasyonu ve 6,17 ve 18. kromozomlardaki delesyonlarin etken
oldugu bildirilmigtir. Bunun yaninda karsinoma egilimi olan kolonik mukoza ile
adenomalarda ornitin dekarboksilaz enziminin yiksek diizeyde olmasi ile ras
onkogen aktivasyonu arasinda da iliski oldugu ileri strdlmustir. Ras onkogeni
ile transformasyonun peptid biytume faktorlerinden TGF'yi uyardigi bildirilmigtir.
TGF-a'nin normal kript hucrelerinin kanser hicresine dontigimini sagladigi
gosterilmigtir. TGF-a'nin dzellikle villoz poliplerde var oldugu bildirilmistir. TGF-
a'nin diginda insdlin buyime faktorleri (IGF-1 ve IGF-II), transferrin ve gastrin

gibi faktorlerin de kolon rektum neoplazilerinin regilasyonunda roli oldugu
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gosterilmistir. TGF-a'nin tam aksine TGF-f'larin kolonik hicrelerin btuyimesini
inhibe ettigi saptanmigtir (220).

2.8.6 Patoloji

Kolon-rektum karsinomlarinin gelismesinde klinik olarak t¢ evre oldugu
gOsterilmigtir. Preneoplastik evrede kolonik mukozada hiperproliferasyon ve
displazi; prekanserdz evrede sirasiyla tubuler, tubulovill6z adenom ve vill6z
adenom ve karsinom evresinde 6nce insitu, sonra invazif karsinoma daha sonra
da metastaz gelisir.

Bu timodrlerin 6nemli bir gogunlugu glandiler epitelden kaynaklanir ve
adenokarsinomadir. Makroskopik olarak polipoid, Ulseratif veya skirdz (anndler)
olabilir. Sag kolon karsinomlari daha ¢ok polipoid, sol kolon timorleri ise daha
¢ok annuler veya skir6zdir. Erken lezyonlar daha cok polipoid nadiren de
mukozadan kabarik yassi géruntimdedir.

Mikroskopik olarak kolon-rektum karsinomlar iyi, orta veya az derecede
diferansiye olabilirler. Bu karsinomalarin %10-15 kadari misin salgilar. Musin
salgilayan karsinomlarin prognozlari daha koétuadur. Tumdrler sikhk sirasiyla
rektosigmoid bélgede (%55-60), inen kolonda (%10-15), transvers kolonda (%5-
10) ve c¢lkan kolon ve c¢ekumda (%15-20) vyerlesir. Kolon-rektum
karsinomalarinin dagihmi 40 yasindan gen¢ olanlarda benzerlik gosterir. Bu

tumorlerin multisentrik olabilme oranlari da %5 dolaylarindadir.

2.8.7 Kolon Kanserinde Yayillma Yollari

Kolon-rektum karsinomalari direk invazyon, implantasyon,
transperitoneal yayilim, lenfatik ve hematojen yolla yayilir (226). Kolon-rektum
karsinomalari genellikle duvar derinligine dogru yayihm gdsterirler. Kolon
duvarinda olan yayilimin distale dogru olmasi ¢ok az olasidir. Kolonun tam kat
tutulumundan sonra komsu organlara direkt invazyon gosterebilirl. Bu
tumorlerin implantasyonu da s6z konusudur. Tumoér hiicresinin deskuamasyonu

olmasina ragmen bu hucrelerin intraluminal timdre donustukleri ispatlanama-
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mistir. Deskuamasyonun anastomoz hattindaki reklUrrens yoninden o6nemi
bilinmemektedir. intraperitoneal implantasyon peritoneal karsinomatozise yol
acar.

Kolon-rektum karsinomalarinin en sik yayillma yolu lenfatik yayilimdir
(%25-40). Kolon duvarindaki invazyonu tam kata ulagsmis olan hastalann
yaklasik yarisinda lenf bezi metastazi saptanir. Bu yolla once timdore en yakin
olan parakolik lenf nodlarina ardindan sirasiyla diger lenf nodlarina, epikolik ve
inferior mezenterik lenf nodlarina ulagir. Ozellikle anterograd yol tikali ise
retrograd yayilim da olabilir. Rektal lezyonlarda retrograd lenfatik yayilim s6z
konusudur.

Hematojen yayilimla karsinom htcrelerinin kan dolasimina gectigi %50

oraninda saptandigindan "no touch" teknigi ile rezeksiyon onerilmistir.

2.8.8 Evrelendirme

Rektal karsinomalar patolojik olarak ilk kez 1932 yilinda Dukes tarafindan
evrelendiriimis ve daha sonra ayni sistem kolon karsinomalari igcin de
kullanilmigtir.  Bu evrelendirme kolon-rektum karsinomalarinda prognozu
belirleme acisindan 6nemlidir.

Dukes, siniflandirmasinda (Tablo 2-6, Sekil 2-12) 6nce A, B ve C olmak
Uzere ug evreye ayrilmig, daha sonra 1958'de C evresi C1 ve C2 olarak ikiye
ayrilmigtir. Daha sonra Dukes siniflandirmasi yeniden modifiye edilmistir (Aster-
Coller modifikasyonu). Buna gore B evresi de B1 ve B2'ye ayriimistir (Tablo 2-7,
Sekil 2-12). Daha sonra da bu siniflandirmalara uzak metastaz varligini
goOstermek icin D evresi eklenmigtir. Terrazas ve arkadaslari orjinal Dukes sinif-
landirmasina ekledikleri evreleri D1 (komsu organlara invazyon) ve D2 (uzak
metastaz) olarak tanimlamislardir (227).

Amerikan Birlesik Kanser Komitesi'nin TNM siniflandirmasina gore ise 4

evre vardir (Tablo 2-8).
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Literatirdeki degisik calismalara bakildiginda ortalama olarak kolon-
rektum karsinomolarinin %15'i Dukes A, %35'i B1 ve %50'si C evresindedir.
Terrazas ve arkadaglarinin ¢alismasinda D evresi de stz konusu oldugu igin
sonuglar farkhdir (220).
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Tablo 2-6: Dukes siniflandirmasi

A Evresi : Muskularis propria tabakasina kadar invazyon vardir.
B Evresi : Tim barsak duvari tutulumu lenf nodu metastazi yoktur.
C Evresi : Lenf nodu metastazi vardir. (Barsak duvari tutulum derinligine
bakilmaz) C1: Barsaga komsu lenf nodu metastazi vardir.
C2: Damarlarin baglandigi duzeyde lenf nodu metastazi
Tablo 2-7: Astler-Coller siniflandirmasi

A Evresi : Mukozaya lokalize timor.
B Evresi : B1-Lenf nodu metastazi yok, muskularis propriaya kadar timor

B2-Lenf nodu metastazi yok, musk. propriay! invaze eden timor
C Evresi : C1-Tum barsak duvari tutulumu ile beraber lenf nodu metastazi

C2- Barsak duvarini asmis lezyon ve lenf nodu metastazi

54
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2.8.9 Cerrahi tedavi
Kolon kanserinde cerrahi tedavi timaorin yerlesim yerine gore degisiklik

Tablo 2-8: Kolorektal kanserde TNM evrelemesi

gostermesine karsin hedef geride mikroskopik rezidu tumoér kalmayacak sekilde

kuratif rezeksiyon (R0) yapilmasi olmalidir. Ozellikle T3 timori olan hastalarda

prognozun cikarilan ve incelenen lenf nodu sayisina bagh oldugu gdsterilmistir.

T3 timorde lenf nodu negatif (T3NO) diyebilmek i¢in en azindan 13 lenf nodunun

incelenmesi gerektigi ileri surtlmastur (228). Diger bazi ¢alismalarda bu sayi 14-

15 olarak ileri suralmustir. Cikarilan lenf nodu ne kadar ¢ok olursa 6zellikle T3,

T4 timorde evrelemenin de o kadar dogru olacagi gosterilmigtir (229,230).

2.9 Pankreas Kanseri

Pankreatik ve periampduller kanserler bitiin gastrointestinal kanserlerin

%5'ini olusturur ve bunlarin bayutk bir ¢cogunlugu (%80-90) pankreatik duktal
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karsinomdur. Bir ¢ok Bati iilkesinde 4.-5. en sik goriilen timérlerdir. insidans
cogu ulkede 20. yuizyilin son yarisinda artmaya baslamis ve bugin ingiltere’de
100.000 de 10-12 civarindadir. insidans yasla arttigi icin yash nifusun artma
egiliminde oldugu ulkelerde pankreatik kanser de artmaya devam etmektedir.
40 yasin altinda oldukca nadirdir ve % 80’i 60-80 yas arasindadir. Erkeklerde
kadinlardan, zencilerde beyazlardan daha siktir(231-233). Yapilan bir ¢calisma
erkeklerde daha cok bas kisminda, kadinlarda ise govde ve kuyrukta lokalize
oldugunu gostermigtir (234).

Pankreatik adenokanserin neden veya nedenlerine yonelik yapilan bir
¢cok calisma ile kafein ya da kahvenin etkili olmadigi sonucun ulasiimistir.
Sigara ile direk bir iligki mevcuttur. Kronik pankreatitli hastalarda yagsam boyu
risk artmigtir. Alkoliin kanserden direk sorumlu olmasi dusuk bir olasiliktir ancak
alkole bagli kronik pankreatit zemininde adenokanser geligebilir. Herediter
pankreatit olanlarin yasam boyu riski %40 civarindadir.

2.9.1 Patoloji

Her ne kadar diger benign ve malign neoplaziler de periampduller bdlgede
gorulse de, pankreatik ve periampuller kanserlerin buyidk kismi adenokarsinom
grubuna aittir. Rezeke edilen periampiller adenokarsinomlarin %50-70'i
pankreas bags! kanseri, %15-25'i ampuller kanser, %5-10'u biliyer kanser ve
%10'u duodenal kanserdir. Pankreas kanserlerinin  %70-80'ini duktal
adenokanserler olusturur ve yaklasik olarak 2/3'U basta 1/3'U0 kuyrukta yerlesir
(235,236). Duktal adenokanser varliginda pankreas cevresindeki lenf nodlari
hemen daima metastatik odak icerir ve 2 cm den kuguk timoérler dahi organ
disina yayilmis olabilir (237).

Periampuller kanserlerin bir anatomik ve histolojik siniflamasini tam
olarak yapmak zor olabilir. Rezeke edilen spesmenin dikkatli patolojik
incelemesi sonucunda baslangigtaki klinik taninin degismesi nadir dedgildir.
Duktal karsinomlar makroskopik olarak genelde kotu sinirli, soluk, sert bir kitle

seklindedir ve buyimus lenf nodlan ve/veya karacigerde kitle ile birliktedir. Bir
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¢cok duktal karsinom iyi, orta ve kotu diferansiye olarak siniflanabilir ancak ayni
tumorde diferansiasyon derecesi alandan alana degisebilir (235).

2.9.2 Evrelendirme

Son 15 yilda pankreatik kanser icin iki evreleme sistemi geligtirilmigtir.
Japon hastalar Japanese Pancreatic Society evreleme sistemine, Batili hastalar
ise UICC TNM evreleme sistemine gore evrelenmigtir. Biz de TNM sistemini
kullaniyoruz. Bu sistem tumdoriun buyuklugine (T), bolgesel lenf nodlarinin
durumuna (N) ve metastatik hastalik (M) varligina dayanmaktadir. Bu sistem
kolay uygulanabilir ve lenf nodu metastazini en dnemli prognostik faktor olarak
almaktadir (Tablo 2-9).

Tablo 2-9 Pankreatik karsinom i¢in TNM evrelemesi

Primer timor (T)

TX Primer tiumor degerlendirilemiyor

TO Primer timor ile ilgili bulgu yok

Tis in situ karsinom

Tl Tiumor pankreasta sinirli ve en biylk ¢apr 2 cm veya daha kiigik

T2 Tumor pankreasta sinirli ve en blyuk ¢capr 2 crm'den biyidk

T3 Tumor direkt olarak duodenum, safra kanall veya peripankreatik dokulara yayilmis

T4 TUmor direkt olarak mide, dalak, kolon veya komsu kan damarlarina yayilmis
Bolgesel lenf nodlari (N)

NX Bélgesel lenf nodlar degerlendirilemiyor

NO Boélgesel lenf nodlarina metastaz yok

NI Bolgesel lenf nodu metastazi

pNla Tek bir bélgesel lenf noduna metastaz
pNIb Multipl bélgesellenf nodiina metastaz

Uzak metastaz (M)

MX Uzak metastaz varligl degerlendirilemiyor MO Uzak metastaz yok

M| Uzak metastaz
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Evre gruplamasi

Evre T N M
0 Tis NO MO
| T1-2 NO MO
Il T3 NO MO
1l Herhangi bir T N1

IVA T4 Herhangi bir N

VB Herhangi bir T Herhangi bir N

Pankreatik ve periampduller tumorin komsu dokulara yayilmasi hastahgin
T evresinin ileri oldugunu gosterir. Artmig lenfatik, ventz ve perindral invazyon

ise kotl prognoz gostergesidir.

2.9.3 Pankreas Kanserinde Lenf Nodlari

Pankreatik kanserlerin %56-79'u, duodenal kanserlerin %36-47'si ve
ampuller kanserlerin %30-50'si lenf nodu metastazlari ile birliktedir. Ampuller
tumorlerde oran daha dusuk olmakla birlikte bu timoérler daha c¢ok
peripankreatik nodlara(N1) ve nadiren de ¢oliyak veya superior mezenterik arter
solundaki nodlara (N2) metastaz yaparlar. Pankreatik kanserde ise N1 ve N2
lenf nodlarina metastaz daha siktir (237,238). Lenf nodu metastazi olan
duodenal kanserlerde 5 yillik yasam %40-50 iken bu oran lenf noduna metastaz
yapmig pankreas kanserinde %5'tir (239). intrapankreatik perinéral invazyon da
kotih prognoz habercisidir. Mezenterik noéral pleksusu tutulmus olgularda da
yasam suresi daha kisadir ve pankreatik kanserli hastalarin cogunda perinoral
invazyon vardir ve bu durum yuksek orandaki lokal nuksun bir agiklamasi
olabilir (240).
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Sekil 2-13 Peripankreatik ve boélgesel lenf nodu gruplari.

2.9.4 Cerrahi Tedavi

Cerrahi rezeksiyon yalnizca lokal ve bdlgesel hastaligi olanlara fayda
saglar. Sistemik metastazlari ihtimal disi birakmak igin ameliyat 6ncesinde
uygun goruntileme yodntemlerinin kullanilmasi gerekir. Superior mezenterik,
colyak veya hepatik arterlerin sarildigina veya superior mezenterik ven-portal
ven bilegkesinin tikandigina dair radyolojik bulgunun olmamasi gerekir. Eger
cerrah venoz rezeksiyon ve rekonstruksiyon yapmak i¢in hazirlikli ise segmenter
venOz tutulma (tam tikanma ve kollateraller yok ise) ameliyat icin kontrendikas-
yon degildir. Standart ameliyat sahasindaki nodal metastazlar (N1 pankreatik
nodlar) rezeksiyonu engellemez (236). Amac geride tiumor dokusu birakmadan
rezeksiyon yapmak olmalidir. Standart tedavi pilor korunarak veya korunmadan
pankreatikoduodenektomidir.



60

3. HASTALAR ve YONTEM

Bu arastirmaya konu olan calismalar icin gerekli hasta ornekleri,
Ankara Numune ve Digkap! Yildirnm Beyazit EQitim ve Arastirma Hastaneleri
(EAH) 7. ve 3. Genel Cerrahi Kliniklerinde mide, kolon, pankreas kanseri
tanisi ile ameliyatina karar verilen hastalardan alinmigtir. Deneysel
caligmalar ise Hacettepe Univesitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali
Laboratuvarr ve Ankara Numune EAH Patoloji laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi, Cerrahi ve ilag
Arastirmalar Etik Kurulu’ nun 17-3-2005 tarih ve TBK 04/12-19 karar sayisi
ile tibbi etik agidan uygun bulunmustur.

3.1. Hasta Sec¢imi ve Hasta Gruplari

Ankara Numune EAH ve Ankara Digkap! Yildirrm Beyazit EAH Genel
cerrahi Kliniklerine sindirim sistemi malignitesi ile yatirilan hastalardan mide
kanseri nedeniyle D20 lenf nodu diseksiyonu vyapilan yas ortalamasi
(median(range)) 58(42-78)yil olan 39 hasta(9K); kolon kanseri tanisiyla
yatirilan ve radikal cerrahi girisim uygulanan yas ortalamasi 57,5(22-76) olan
29 hasta (14K) ve Pankreas adeno kanseri tanisiyla yatirilarak whipple
prosedurii uygulanan ortalama yasi 57 (54-64) yil olan 14(5K) hasta
calismaya dahil edildi.

Calismaya katillan hastalarin timunden imzali bilgilendirilmis onam
formlari alindi.  Ameliyatlarin tumi  ayni  cerrahin(MMO) kontroliinde
mumkunse ayni ekiplerce yapildi. Hazirlanan protokol uyarinca hastalardan
doku ornekleri alindi ve bir kismi RNA-later iceren eppendorf tiplerde artani
da sivi azot igceren azot tankinda korunarak ileri incelemeler igin Hacettepe
Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji AD’na transfer edildi. (Tablo 3-
1)
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Tablo 3-1: Calisma Protokolu

Cerrahi Orneklem

RNA later Sivi azot patoloji

l l l
RNA izolasyonu Protein izolasyonu Parafin blok

l l l
RT- PCR Protein 6lgimu Tani

l l l
Real-time PCR Western Blot fmminohistokimya

3.2-Yontemler
3.2.1.Cerrahi Ornekleme Ydntemi
Hastalar ameliyata alindiktan sonra lenf nodlari, mide kanserli
hastalarda Japon Mide Kanseri Dernegi’'nin siniflamasi; kolon ve pankreas
kanserli hastalarda ise TNM siniflamasi dikkate alinarak 6rneklendi. Hangi
lenf nodunun o6rneklenecegine makroskopik olarak karar verildi. Lenf
nodlarindan, makroskopik olarak timor icerenler veya boyutu 1cm den daha
blyuk olanlar 6rneklenerek %2 si histopatolojik tani i¢in patolojiye gonderildi.
Dokudan kalan %z ise tekrar ikiye bolinerek bir parcasi (4 ) RNA izolasyonu
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icin RNAlater (Ambion, ABD) iceren eppendorf tuplere konuldu. Diger %z ise
tuplere konularak western-blot deneylerinde kullaniimak Uzere sivi azot
icerisinde donduruldu. Daha sonra dokular Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji AD’na transfer edilerek RNAlater icindeki dokular -20°C da sivi azot
icerisindekiler ise -80°C da arsivlendi. Ayni islemler ayni istasyonda bulunan
ve makroskopik olarak normal oldugu dusinilen normal lenf nodlari igin de
tekrarlandi.

Ameliyatta karin acildiktan sonra ameliyatin akis planina paralel
olarak ulasilabilirlik onceligine gore, ilk istasyon olarak paraaortik lenf
nodlarindan (alfa, uzak lenf nodu), ikinci istasyon olarak perivaskuler lenf
nodlarindan (¢oliyak trunkus cevresi, orta lenf nodu) ve Uc¢incu olarak da
perigastrik lenf nodlarindan (yakin lenf nodu) hem timorlt, hem de normal
lenf nodu alinarak 6rneklem yapildi. Kolon timdrlerinde bu islem timarin
yerlesim yerine gore paraaortik (uzak), mezenterik (orta) ve epikolik(yakin)
lenf nodlari seklinde tekrarlandi.

Daha sonra ise total veya parsiyel olarak cikarilmis mide, pankreas ve
kolondaki timor dokusundan ve tumdre uzak normal dokudan Orneklem
yapilarak lenf nodu igin uygulanan arsivleme yontemi tekrarlandi(Sekil 3.1).
Patolojiye giden ve elimizde deneyler icin kalan doku drneklerine ayni kod ve

numara verilerek kayit tutuldu:

TD: Tumor dokusu 3-Orta timorli lenf nodu
ND: Normal doku 4- Orta normal lenf nodu
1- Uzak timorliu lenf nodu 5-Uzak timorlu lenf nodu

2- Uzak normal lenf nodu 6-Uzak normal lenf nodu
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Total Gastrektomi

Sekil 3-1: Total gastrektomi-D2 Lenf Nodu Diseksiyonu

3.2.2.Doku Lizisi ve Homojenizasyonu

Dokudan RNA izolasyonu yapabilmek i¢in 6ncelikle dokunun ¢ok iyi
parcalanarak homojenize edilmesi gereklidir. Bu amacla Mini Bead-Beater 8
(Biospect, ABD) doku lizis cihazi kullanildi. 2,5 ml vidali tiplerin yarisi 1mm
capinda zirkonyum bilyeler (Biospect, ABD) ile dolduruldu. Uzerine RNeasy
Midi Kit (Qiagen, ABD) icinde bulunan lizis buffer ilave edildi. Daha sonra
RNAlater icinde saklanan doku tartilarak, bisturi ile ¢ok kicguk parcalara
ayrildi ve ayni tupin igerisine ilave edildi. Mini bead-beater cihazinda,
homojenizasyon modunda 1dk iglem gordukten sonra, tupler 5000rpm’de 5
dk santriftj edildi ve Ustte kalan berrak kisim alinarak 15ml’lik tipe konuldu.
Bu iglem tartilan dokunun gerektirdigi, lizis buffer miktarina gore, 2 veya 3
kez tekrarlandi (firmanin 6nerisi; 250mg doku igin 4ml lizis buffer). En son
bilyelerle birlikte doku lizatinin hepsi 15ml tiip icinde toplanarak 20°C’de,
5000rpm’'de 10dk daha santrifij edildi. Bundan sonraki butin santrif(j
asamalari da 20°C’ de gerceklestirildi
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3.2.3. RNA izolasyonu

Santrifijden sonra tupdeki sivinin dst kisminda kalan berrak doku
lizati baska bir 15ml'lik tipe aktarildi ve RNeasy Midi kit dretici firmasinin
Onerdigi talimatlar takip edilerek RNA izolasyonuna devam edildi

- Lizatin Uzerine ayni miktarda %70’lik etanol eklendi, iyice calkalanip,
homojenize hale geldikten sonra kitin iginden ¢ikan 6zel tiplere aktarildi.
Membranli kolonlar iceren bu tipler 5000 rpm’de 5dk santriftj edildi,
membrandan gecen kisim atild1.

- Kolona 4 ml ‘RPW1 buffer’ eklenerek 5000 rpom’de 5dk santrifij edildi
ve asagida toplanan kisim atildi.

- Kolon daha sonra 2,5 ml ‘RPE buffer’ ile 5000 rpm’de 3dk yikandi.
Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

- Sonraki basamakta kolon yeni bir toplama tipune yerlestirildi. Lizis
ettigimiz doku miktarina gore ‘RNase-free’ su miktari 6nerilere gore ayarlandi
ve direk silika-jel membranin Uzerine konularak, 5000rpm’de 3dk santrif(j
edildi. Tupun dibinde toplanan RNA alinarak, ependorf tiplere transfer edildi
ve kullanilincaya kadar -80°C ‘de saklandi.

3.2.4. RNA Miktarinin Olgulmesi

izole edilen RNA'nin kalitesi ve miktari NanoDrop 1000 (Thermo,
ABD) cihazinda UV-spektrofotometrik olarak olculdid. 260nm ve 280nm
dalga boylarinin kullanildigi bu cihazda, optik dansite (OD) 6lcumleri ile RNA
saflik derecesi belirlendi. Bunun igin Ags/Azge oraninin 1,9-2,0 olmasi
gerekliydi ve bu 06zelligi tastyan RNA ornekleri cDNA (komplementerDNA)
elde etmek icin kullanildi. Olgiim igin 1,5ul RNA kullanildi ve kantitatif degeri,
cihaz tarafindan ng/ul olarak verildi.

3.2.5. Reverse Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu

Calismada  kullanacagimiz  genlerin  ekspresyon  duzeylerini
saptayabilmek icin ilk ©6nce reverse transkripsiyon yontemi ile RNA'lar
cDNA'ya cevrildi ve daha sonra bu cDNA'lar real-time PCR yontemi ile
ekponansiyel olarak cogaltildi. RT igin RevertAid First Strand cDNA
Synthesis kit (Fermentas, ABD) kullanildi. Her 6rnekten 0,8ug RNA alinarak,

uretici firmanin 6nerdigi gibi reaksiyon gerceklestirildi.
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l.asama:
Bilesen Miktar
RNA 0,8ug
Oligo(dT) primer 1ul
ddH.O 12 ul'ye tamamlandi
Hepsi karistirilarak 70 °C’ de, 5 dk inkiibe edildi.
2. agsama:
5x Reksiyon buffer 4 ul
dNTP ((10mM) 2 ul

Ribonukleaz inhibitor(20u/ul) 1 ul
lave edilerek 37 °Cde, 5 dk tutuldu.
3. agsama:

Reverse Transkriptaz

M-MuLV (200u/ ul) lul

Toplam: 20ul

Enzimin ilavesinden sonra 42°C ‘de 60dk, 70°C ‘de 10dk tutuldu.
Elde edilen cDNA'lar kullanilincaya kadar -20°C ‘de saklandi.

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Real-time PCR’a ge¢meden oOnce geleneksel (conventional) PCR
yapilarak, primerlerin calisip c¢alismadigr test edildi. PCR kosullari
tekrarlayan denemelerle belirlendi. Buna gore LYVE-1, GAPDH, CD44,
VEGFR-3 genlerinin primerlerine uygun baglanma (annealing) derecesinin
60°C olduguna karar verildi. PCR bileseni olarak 10xbuffer, MgCl,
(Fermentas, ABD) dNTP (MBI Fermentas, ABD), Tag Polimeraz (MBI
Fermantas, ABD) ve LYVE-1, VEGFR-3, CD44 genleri icin forward(F) ve
Reverse(R) primerleri (Operon, Almanya), GAPDH i¢cin F ve R
primerleri(EurofinsMWG,Almanya) (242) kulanildi. PCR i¢in kullanilan
bilesenlerin miktarlari tablo 3-3' de gdsterilmektedir. GAPDH real-time
PCR icin internal standart olarak kullanilan molekildir. Genlere 6zgu
primerlerin baz dizilimleri ise tablo3-2" de gdosterilmistir.



Tablo 3-2: Primer Dizilimleri
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Kromozom PCR

Gen Primer baz dizilimi(5'-3") arand
F: CCAGTGAGCCGACAGTTTGCAG

LYVE-L | R.CAGGTATTGTAGAGTAAGGGGATGCC 1ip1s 184 bp
F. ACGGCCTGGTGAGTGGC

VEGFR-3 | B, CGTTTGACTCCTCCGTGATG 5435.3 63bp
F: GCAACTCCTAGTAGTACAACGGAAGA

CD44 R: CGATATCCCTCATGCCATCTGA 11p13 80bp
F: GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT

GAPDH | . CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA 12p13 143bp

Tablo 3-3: Reaksiyon Bilegenleri

Bilesenler Miktar

10x buffer

MgCl; (25mM)
dNTP mix(2mM)
Primer F (5pmol/ul)

Primer F (5pmol/ul)
ddH»0

Tag Polimeraz(5u/ul)

cDNA(1/5 dilte)

Toplam= 20

PCR urunu, thermal cycler (Bio-Rad, iCycler, ABD) kullanilarak elde

edildi.
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Cihazda uygulanan PCR kosullari :

ilk Denatiirasyon 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma(annealing) 60°C 30sn (= 40 déngi
Uzama (extension) 72°C 30sn
Son uzama 72°C 10 dk

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi
PCR urunlerini gorantilemek igin %3’'luk agaroz jel hazirlandi. Agaroz
(Sigma, ABD) 1,5¢gr tartilarak, 1XxXTBE (TrisBaseEDTA) tampon c¢ozeltisi
50ml'ye tamamlandi. Daha sonra mikrodalgada 800 W, 2 dk kaynatilarak,
agarozun tamamen erimesi saglandi. Homojen bir gorinim elde edildikten
sonra cDNA’lerin ultraviole(UV) 1s1g1 altinda goérindr hale gelmesini
saglayacak olan 5mg/ml konsantrasyonundaki etidyum bromur (Sigma,ABD)
solusyonundan agaroz jele 3ul eklendi.Taraklari ve sinir bantlari takilarak
hazirlanan jel tabagina, agaroz jel dokilerek sogumaya birakildi. Tamamen
donduktan sonra tarak ve sinir bantlari ¢ikarilarak elektroferez tankina
yerlestirildi. Her PCR drununden 20ul alinarak, 6x yukleme tamponu (MBI
Fermantas, ABD) ile karigtirilarak (son konsantrasyonu 1x olacak sekilde)
jelde bulunan kuyucuklara yuklendi. DNA’nin  bayukluguna bp olarak
gOsteren 50bp DNA ladder (MBI Fermantas, ABD) ise bos kuyucuklardan
birine yuklendi. PCR drtnleri 110V sabit akimda, 90dk yuratald.
Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra amplifiye olan LYVE-1,
VEGFR-3, CD44 genleri UV transliminatér (2011 Macrovue, LKB, ABD ile
gorinur hale getirildikten sonra Polaroid jel-cam fotograf makinesi

kullanilarak fotograflari ¢ekildi.
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Solusyonlar :
IXTBE : Tris base 54gr (Sigma, ABD)
Borik asit 27,5gr (Merck, Almanya)
0,5M EDTA 20ml (Sigma, ABD) karistirilarak ddHO ile
lit'ye tamamlanir.
6xDNA ladder : DNA ladder 1ul
6x yukleme tamponu  1ul
ddH20 4ul

3.2.8. Real-Time PCR

Geleneksel PCR ile primerlerin calistiklari test edildikten sonra mRNA
ekspresyon dizeylerini 6lgmek icin tumorli ve normal dokulardan elde edilen
cDNA ‘ler ile ayni primerler kullanilarak ,real-time PCR yapildi. Florasan boya
olarak Sybr-green | tercih edildi ve tepkimeler icin LightCycler-DNA Master
SYBR-Green | (Roche Diagnostics, Almanya) kit kullanildi. PCR reaksiyonun
bilesenleri karisima eklenmeden o©Once kisa vorteks ve santrif(j
asamalarindan gecirildi. Real-time PCR bilesenleri ve miktarlari tablo 3-4‘de
gOsterildi.

Tablo 3-4: Real-time PCR reaksiyon bilesenleri

Bilegenler Miktar

10xSYBR Greenl buffer 2ul
MgCl, (25mM) 2ul

Primer F (2,5pmol/ul) 2ul
Primer F (2,5pmol/ul) 2ul
ddH,0 7ul
cDNA(1/5dilte) Sul

Toplam=20ul

cDNA hari¢ diger bilesenler karisgtirilarak 100ul ‘lik PCR tuplerine
15ul olarak esit sekilde dagitildi. Daha sonra her tipe bir 6rnegin cDNA'SI
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eklenerek Rotor-Gene Corbet 6000 (ABD) real time PCR cihazina
yerlestirildi. Tablo 3-5’de verilen kosullarda analiz edildi. Her ornek cift

(double) cahsildi.

Tablo 3-5: Real-time PCR reaksiyon kosullari

ilk Denatiirasyon 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30sn |
Baglanma(annealing) 60°C 30sn > 40 dongl
Uzama (extension) 72°C 30sn
Kisa denaturasyon 81°C 5sn

J
Son uzama 72°C 10dk

Ekspresyon diizeyini hesaplamak icin 24" metodundan yararlanildi.
Her bir drnegin PCR amplifikasyonu sirasinda eksponansiyal faza gectigi
siklus [esik siklus (Ct)] tespit edilerek 22*“ metodundaki formiilde yerine
konuldu.Her drnekten c¢ift ¢calgildigr igin Ct degeri olarak ortalamalari alindi.
Tumorli dokudaki (hedef) gen ekspresyon dizeyinin, normal dokuya
(kontrol) gore nasil degisim gosterdigi hesaplandi. Bu kiyaslamali (relative)
kantitatif bir yontemdir ve hedef dokudaki ekspresyonun normal dokuya gére
kac kat degisim gosterdigini bize vermektedir (243). House keeping gen
olarak GAPDH geni (referans) secildi ve oOncelikle arastirmaya konu
genlerin Ct degerleri GAPDH ile normalize edildi (formul 3.2).

2 -AACt  _ 2-(ACt hedef - ACt kontroly (3.2)

2 -AACt  _ 2 - [(Ct hedef — Ct referans) — (Ct kontrol — Ct Referans) ]
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3.2.9 immiinohistokimyasal Yéntem

TUumorli ve normal dokulardan elde edilen 4uM kalinhiginda parafin
kesitler polilizinli lamlarin Uzerine yerlestirilerek deparafinize olmalari igin
56°C’de, 12 saat bekletildi.

- Ksilolde 30dk bekletildi.

- %100, %95, %90’'hk alkol ¢ozeltilerinde 5’er dakika inkiibe edilerek
dehidratasyon yapildi

- Lamlar ddH20 ile 5dk, PBS ile 2dk yikandi

- Yanhs pozitifligi onlemek amaciyla %3’lik hidrojen peroksidaz i¢inde
oda sicakliginda 10dk bekletilerek endojen peroksidaz blokaji yapildi.

-1x PBS (pH: 7.6) ile 5dk yikandi

-1mM EDTA tamponu (pH:8) i¢cinde 30dk mikrodalga firinda islemden
gegcirildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Ardindan ddH0 ile 3 kez yikandi ve
10dk nonimmun protein bloklama serumunda birakildi.

- Primer antikorlar ayri ayri ¢esitli dilisyonlarda sulandirilarak, lamlarin
tzerine doku kesitlerini kapatacak sekilde damlatildi ve antikora gore degisen
surelerde 30 ile 45dk tutuldu.

- Primer antikorla inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra 2dk 1xPBS
ile yikandi ve PBS vakumla cekildi.

- Sekonder antikorda(Lab Vision, ABD)sulandirildiktan sonra kesitler
uzerine uygulandi ve 10dk bu sekilde oda sicakliginda tutuldu. Uzerinden
sekonder antikor vakumla ¢ekildikten sonra 2dk PBS ile yikandi.

- Sekonder antikorun gorunur hale gelebilmesi icin streptovidin-biyotin
kompleksi ile (Lab Vision Co, ABD) 30dk inkibe edildi ve PBS ile 2dk
yikandi.

- Lamlar daha sonra UltraVision Polyvalent HRP-DAB kromojen (Lab
Vision Co, ABD) ile 10dk inkibe edilerek kahverengi-kirmizi renk déntsimi
saglandi. ddH0 ile 5dk yikandi.

- Hucre cekirdeklerinin  boyanmasi icin Orneklerin tzeri 150ul

Hemotoksilen Mayer boya ile ortuldi ve 5dk bekletildi, distile su ile yikandi.
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-%100, %95, %90’lik alkol ¢oOzeltilerinden gecirilerek dehidratasyon
yapildi ve kesitler ksilolde seffaflastirildi.

- Lam ve lamel entellan kullanilarak kapatildi ve analize gecildi.

Bu yontemi kullanilarak Santa Cruz.ABD firmasindan temin edilen
LYVE-1 ,VEGFR-3, CD44 anti-human antikorlari kullanildi fakat yontem
tzerinde oynamalar yapilarak cesitli defalar boyama sonu¢ vermeyince
antikoru bagka bir firmadan almaya karar verdik.Bu sefer Abcam,ABD
firmasindan anti-human antikorlar getirtildi. Fakat yine ¢ok uzun bir stre
ugrasiimasina ve yontemde cesitli degisiklikler yapilarak caligiimasina
ragmen sonu¢ alinamadi. Konvansiyonel yontemle sonug¢ alinamayinca bu
sefer BOND-Max cihazi (Leica, ABD) kullanilarak Abcam’den alinan
antikorlar denendi. Fakat bu antikorlarda sadece LYVE-1 ile ¢ok iyi sonug
alinirken, diger antikorlar yine ¢alismadi. Bunun Uzerine VEGFR-3 ve CD44
anti-human antikorlari GenTex,ABD’den getirtildi ve Bond-Max'de boyandi.
Bu sefer sonug¢ alindi ve hasta preperatlari Polymer Refine Detection Kit
(Vision Biosystem, ABD) kullanilarak Bond-Max cihazinda boyandi. Tablo
3-6'da protokol verilmigtir.



Tablo 3-6: Bond-Max, IHC protokoli

30 dakika 60 dececede lamlar i1sitilir

Bond devax solusyonu 72 decede lamlara damlatilir.

Bond devax solusyonu 72 decede tekrar lamlara damlatilir.

Bond dewax soliisyonu oda sicakhginda lamlara damlatilir.

%96 lik alkol ile oda Isisdinda 3 kez yikanir

Lamlar iki kez Bond wash sollisyonundangegirilir

Bond wash sollisyonu oda isisinda 5 dakika inkiibasyon yapilir.
Lamlar Bond Epitop retrevial 1 soliisyonundan oda sicakhginda iki kez
gecirilir

Bond Epitop retrevial 1 soliisyonu 100 derecede 20 dakika inklibe edilir
Bond Epitop retrevial 1 soliisyonu ile oda 1sisinda 12 dakika inkiibasyon
10 yapilr.

11 Bond wash soliisyonu 35 desece lam Uzerinden 3 kez gegirilir

12 Bond wash soliisyonu oda isinda 3 dakika lam tzerinde birakilir

13 Bond wash soliisyonu ile oda isisinda iki kez daha yikanir

14 Peroxid blok oda 1sinda 5 dakika inklibasyon yapilir.

15 Bond wash sollisyonu oda isisinda 3 kez yikanir

16 Primer antikor ile 34 derecede 30 dakika inkiibasyon yapilir.

17 Bond wash soliisyonu ile oda isisinda lam yikanir

18 Bond wash soliisyonu oda Isinda 3 dakika lam Uzerinde birakilir

19 Bond wash soliisyonu oda isinda 5 dakika lam tzerinde birakilir

20 Post Primary antibody oda i1sisinda 11 dakika inkiibasyon yapilir.

21 Bond wash sollisyonu oda isisinda lam tzerinden gegirilir

22 Bond wash sollisyonu oda isinda 2 dakika lam tzerinde birakilir

23 Bond wash sollisyonu oda isinda 3 dakika lam tzerinde birakilir

24 Polymer soliisyonu 11 dakika oda isisinda inkiibasyon yapilir.

25 Bond wash soliisyonu oda isisinda lam tzerinden gegirilir

26 Bond wash sollisyonu oda isinda 2 dakika lam tzerinde bekletilir

27 Distile su icerisinde 2 dakika inkiibasyon yapllir.
Mixed DAB refine detection sollisyonu ile oda isisinda 1 dakika inkiibasyon
28 vyapllir.
Mixed DAB refine detection soliisyonu ile oda isisinda 15 dakika inkiibasyon
29 vyapllr.
30 Distile su ile oda isisinda lam yikanir
31 Distile su icerisinde 3 dakika inkiibasyon yapllir.
32 Distile su icerisinde 6 dakika inkiibasyon yapllir.
33 DAB enhancer sollisyonu ile oda i1sisnda 8 dakika inkiibasyon yapilir.
34 Distile su ile oda isisinda lam yikanir
35 Distile su icerisinde 4 dakika inkiibasyon yapllir.
36 Distile su icerisinde 2 dakika inkiibasyon yapllir.
37 Hematoksilen soliisyonu ile oda i1sisinda 20 dakika inkiibasyon yapilir.
38 Distile su oda isisinda lam Uzerinden gegirilir
39 Bond wash soliisyonu ile oda 1sinda 3 dakika inkiibasyon yapllir.
40 Distile su icerisinde 3 dakika inkilbasyon yapilir.
41 %96 lk alkol oda isisdinda lam Uzerinde 5 dakika bekletilir.
42 Xylen 5 dakika oda isinda bekletilir
43 Xylen bazl kapatma maddesi ile kapatilir.

NOoO ok WNPRE

© 00
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Lenfatik damar sayisini bulabilmek icin, boyama isleminden sonra
preperatlar, lenfatik ve vendz endotel ayrimi igin degerlendirildi.LYVE-1 ve
VEGFR-3 ile boyanan ve liUmen formasyonu olusturmus endoteller bulunarak
,bu yapilarin sayisi sonug olarak verildi. Oncelikle x100 biytitmede timaor
ve tumor periferi degerlendirildi. Sonra x40 buyutmede damardan zengin
bolgeler gbzden gecirilerek, 3 adet “Hot Point” secildi,lenfatik damar
yogunlugu x200 blyutmede sayilan lenfatik damarlarin ortalamasi olarak
verildi (245) CD44 ile boyanmada htcrelerin doku igindeki dagilimi ve tipi
hakkinda bilgi verildi.

3.2.10 Dokudan Protein izolasyonu

LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 genlerinin ekspresyon aranad
proteinlerinin,  dokudaki varligini gosterebilmek amaciyla Western Blot
yontemi kullanildi. Ameliyat sirasinda hastalarin  timorli ve normal
dokularindan alinan érnekler, hemen sivi azot tankina konularak donduruldu
ve arsivlenmek iizere -80°C’ye transfer edildi.

Dokudan protein izolasyonu yapabilmek icin RIPA Buffer (PIERCE,
ABD) kullanildi. 2,5 ml’ lik taplerin yarisi zirkonyum bilyeler ile dolduruldu ve
bu tuplere, her 1ml'sine 10ul protease inhibitor coctail (Sigma, ABD) eklenen
RIPA lysis buffer ilave edildi. Protein izolasyonundan hemen ¢6nce dokular
-80°C ‘den cikarildi, tartildi ve erimeden bistiiri ile cok kiicik parcalara
ayrilarak RIPA lizis tamponunun bulundugu tiplere konuldu.100 mg doku igin
1000ul lizis buffer kullanildi. Mini bead-beater ile 1 dk homojenize edilip, 3 dk
5000 rpm’de santrifijden sonra suspansiyonun berraklasmis Ust tabakasi
toplanarak baska bir eppendorf tipe aktarildi. Dokunun miktarinin gerektirdigi
RIPA buffer kadar, bu islem 1 veya 2 kez daha tekrar edildi ve her seferinde
Ustte toplanan doku parcalarinin bulunmadigr berrak kisim ayni eppendorfa
kondu. Parcalama iglemi bu sekilde tamamlandiktan sonra, tlpte biriken
berrak lizat tekrar 5000 rpm’de 10 dk santriftij edildi ve Ust kisim toplanarak
baska bir eppendorf tipe aktarildi. Hemen kullanilmayacak olan 6rnekler
-80°C’de sakland!.
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3.2.11 Protein Olgimu

Protein dlcimua Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-RAD, ABD)
ile gergeklestirildi. Kitin icinde, cesitli konsantrasyonlarda hazirlanmis (2, 1.5,
1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) 7adet Bovine Serum Albumin Standarti ve
olcuim boyasi olarak kullanilan 1x dye Reagent bulunmaktadir. Uretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda 5 ul standart, 250 ul boya ile ¢ok iyi bir
sekilde karistirilarak oda sicakliginda 5dk tutuldu. Bittin standart drnekleri
Olcim vyapilmadan hemen o0Once tekrar c¢ok iyi sekilde vortekslendi ve
nanodrop cihazinin Bradford programinda, her 6rnekten 2,5 ul kullanilarak
Olcim yapildi ve standart egri(curve) olusturuldu. Daha sonra doku 6rnekleri
de ayni sekilde hazirlandi. Olgum igin 2,5 ul kullanildi ve nanodrop
software’in standart egriyi referans alarak hesapladigi konsantrasyon not

edilerek western blot yonteminde kullaniimak tzere arsiviendi.

3.2.12 Western Blot Yontemi (WB)

LYVE-1, VEGFR-3, CD44 proteinlerinin dokudaki varligi elektroforez
ve blotlama tekniklerinin yer aldigi Western Blot (241) yontemi ile gosterildi.

SDS-Poliakrilamid Gel Hazirlanmasi(SDS-PAGE): Seyrek protein
orneklerinin  konsantrasyonu ve bant keskinligi artirmak igin kesintili SDS-
PAGE sistemi kullanildi. Bizim gormek istedigimiz proteinlerin buyukluklerine
uygun olarak %10’luk ayirma (separating) jeli ve %5’lik yiginlama (stacking)
jeli hazirlandi.

Teflon ve camdan olugsan jel plakalari (10x10,5cm) temizlendikden
sonra aralarina 0,75cm kalinhginda ayirag (spacer) yerlestirilerek jel sandivici
hazirlandi. Dikey konuma getirilerek, Hoefer SE 245 Dual Gel Caster (GE
Healthcare Bio-Sciences, /sveg), jel hazirlama iinitesine yerlestirildi ve kagak
olmamasi igin kiskaglarla siki bir sekilde tutturuldu. Sonra %210’luk ayirma
(separating) jeli hazirlandi.
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%10 Ayirma Jeli Bilesenleri ( 8ml):

Su 3144yl

Akrilamid 2666ul
TRIS (1.5 M) pH8,8 2026yl
SDS (%10) 80ul
APS 80ul
TEMED 4yl

Yukaridaki bilegsenler belirtile miktarlarda karigtirildi. Polimerizasyonu
baglatan APS oldugu icin jel karisimina TEMED’den sonra, en son ilave
edildi ve vakit kaybetmeden jel plakalarinin arasina hava kabarcigi
olusmamasina 6zen gosterilerek yavas yavas, yukaridan 2cm bosluk
kalincaya kadar dokuldu, sizintt olup olmadigr kontrol edildi. Sizinti
olmadigindan emin olununca jelin Gst kisminin dizgun olmasi i¢in 80ul
butanol jelin Gzerine yayildi. 10-15dk jelin donmasi beklendi, tamamen
donduktan sonra bitanol dokildii ve ddH20 ile yikandi. Uzerine ilave etmek
tzere %5 yiginlama jeli hazirlama asamasina gegildi.
%5 Yiginlama Jeli Bilesenleri (2 ml)

Su 1380ul
Akrilamid 328ul
TRIS (0.5 M) pH 6,8 250ul
SDS (%10) 20ul
APS 20ul
TEMED 2ul

%5’ lik jel bilesenleri karigtirildi ve tarak yerlegtirildikten sonra ayirma
jelinin Uzerine ilave edildi. 15-20 dk tamamen donmasi i¢in beklendi.

Jel donduktan sonra, elektroforez iglemi icin Hoefer SE260 (GE
Healthcare  Bio-Sciences,/sve¢) mini-vertikal  elektroforez  (initesine
yerlestirildi.

Elektroforez: Jele yerlestiriimis olan tarak cikarilarak kuyucuklar 1x
yuratme(running) tamponu ile yikanip temizlendi. Yuklemeden 6nce yikleme

(sample) tamponuna proteinin denatlre olmasi icin 25:1 oraninda -
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Mercaptoetanol eklendi. Yuklenen protein 6rnegi 20ug olacak sekilde
hesaplandi ve 5:1 oraninda 6rnek tamponu karistirilarak,100°C’de 2,5dk
kaynatildi. Daha sonra drnekler jel pipet ucuyla 25ul olarak kuyucuklara
yUklendi. Bos bir kuyuya da Blue Prestained MW Marker Mix (Pierce, ABD)
eklenerek, dikey elektroforez tanki kuyularin seviyesine kadar 1x yidritme
tamponu ile dolduruldu ve gli¢ kaynagina(Amersham Biosciense EPS
301,UK) baglanarak elektroferez baslatildi. Boya yiginlama jelini gecinceye
kadar 20mA , 80 V'da yaklasik 20dk, sonrasinda boya jelin en alt ucuna
ulasincaya kadar 40 mA ve 110 V'da yaklasik 120dk yuratulda.

Transfer: Western blotlama igin islak transfer yontemi kullanildi.
Elektroforez iglemi bittikten sonra jel, plakalar ayrilarak ortaya cikarildi. Ust
tarafta bulunan yiginlama jeli kesilip atildi ve plakanin Gizerine yapisik olan jel
1x transfer tamponu konulmus bir kabin icinde serbest hale getirilerek daha
once islatilan Whatman kurutma kagidinin tzerine tasindi. Transfer kasetinin
negatif tarafina 2 adet stinger yerlestirildi, Gzerine jel bulunan kurutma kagidi
konuldu. Daha sonra jelin boyutunda kesilmis ve metanolda 1-2sn islatilip
sudan gecirilen PVDF transfer membrani (Biorad, ABD) jelin tGizerine ortulda.
Arada kalan hava kabarciklari siyrilarak cikarildi. Uzerine tekrar ladet
kurutma kagidi, 2 adet singer konuldu, kaset kapatilarak transfer tankina
yerlestrildi (Amersham SE260,UK).Tank 1x transfer tamponu ile tamamen
dolduruldu ve 200mA’'de 60dk  tutularak membrana transfer iglemi
tamamlandi.

Bloklama: Transfer islemi tamamlandiktan sonra jel ve membran
birbirinden dikkatlice ayrildi. Antikorlarin etkisini artirabilmek icin membran
Uzerindeki proteinlerin bloklanmasi gereklidir. Bunun igin yagsiz sit tozundan
2,5gr tartildi ve 50ml PBST solusyonu iginde eritilerek (%5 olacak sekilde)
membranin {zerine dokildi. Bu sekilde +4°C’de gece boyunca bekletildi.

fmmiin isaretleme : Ertesi giin membran (¢ kez, 5,10,15 dk siireyle
yikandi. Daha sonra VEGFR-3 igin primer antikor (Santa-Cruz, ABD) 1:1000
oraninda PBST ile sulandirildi ve membran bu solisyonun icinde 60dk
tutuldu. CD44 antikoru (Abcam, ABD ve Santa-Cruz, ABD), 1:200 ile 1:1000
arasinda, LYVE-1 antikoru (Abcam, ABD ve Santa-Cruz, ABD) 1:100 ile
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1:1000 arasinda ceitli oranlarda sulandirildi. Sonra bu dokilerek, tekrar 5,
10,15 dk PBST ile yikandi. Sonra proteinleri gorundr hale getirebilmek igin,
primer antikorlari taniyacak 1:1600 oraninda sulandirilan HRP-sekonder
antikor ile tekrar 60dk inkiibe edildi. Stre sonunda tekrar 3 kez yikanarak film
¢cekimine gecildi

Film Cekimi: Karanlik oda hazirlandiktan sonra membranin
tzerindeki fazla solusyon kagit mendile emdirildi ve bir naylon Uzerine
konuldu. Membranin Uzeri ise, Uretici firma talimatina uygun olarak reaktifleri
1/1 oraninda karistirilan ECL Plus Detection Reagent (Amersham,UK) ile
kaplandi ve 5dk bekletildi. Tekrar fazla sivi kagit mendile emdirildi ve
membran film kaseti icine yerlestirildi. Uzerine naylon yaprak onunda tizerine
film yerlegtirelerek kasetin kapagi kapatildi. Bu sekilde 1,5 ile 5 dk arasinda
bekletildikten sonra banyo asamasina gecildi. Devoloper solusyonunda 2 dk ,
fiksatif solusyonunda da 1dk bekletildi ve ¢cesme suyunda yikanarak protein
bandlari analiz edildi. Developer ve fiksatif solusyonlari Radyoloji Kliniginden
temin edildi. Kullanilan diger kimyasallar Sigma’dan alindi.

Western Blot i¢in Kullanilan Solusyonlar:

Yikleme (Sample) Tamponu

Su 3.75ml
TRIS (pH 6.8)  1.25ml
Gliserol 1.875ml
SDS 2ml

Bromfenolblue 0.625ml

%30 Akrilamid Cozeltisi

Su 100ml
Akrilamid 29.2ml
Bisakrilamid 0.8ml

+4°C’de karanlikta saklanir



%10 SDS Cdzeltisi
SDS 10gr
ddH,0 100ml

Amonyum Persulfat Cozeltisi %10 (APS)
APS 100mg
ddH,O 1000yl

TRIS (1,5 M) pH 8,8 Cozeltisi

TRIS 18,16gr
ddH,0 100ml
HCI pH 8,8 oluncaya kadar ilave edilir

TRIS (0.5 M) pH 6.8 Cozeltisi

TRIS 1,5 M,ph 8;8 25ml|

ddH,0O 75ml

HCI pH 6,8 oluncaya kadar ilave edilir.

5x Elektroforez Cozeltisi

TRIS Base 15¢g
Glisin 729
SDS 59

Toplam: 1 It'de ¢ozulur.

5x Transfer Cozeltisi
TRIS 3.625g

Glisin 18.025¢g
Toplam: 0.5 It'de ¢ozulur.
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PBST Cdzeltisi

PBS(100ml suya 1tablet) 10 tablet
Tween-20 (%0.0025) 200wl
ddH20 1000ml

3.3 istatistik Analiz

Hastalardan ve laboratuvar gcalismalarindan elde edilen tim veriler
SPSS 15.0 for Windows programi (SPSS, Chicago, USA) kullanilarak analiz
edildi. Tanimlayici veriler ortanca(range) kullanilarak ifade edildi. Tanimlayici
veriler ile LYVE1, CD44, VGEFR3 arasi iligki Fisher Exact Probability test
kullanilarak degerlendirildi. Her ¢ genin de ekspresyon dizeylerinin dagihmi
normal olmadigindan degerlendirmede nonparametrik testler kullanildi.
Klinikopatolojik ~ Ozellikler ve gen expresyon duzeyleri arasindaki
karsilastirmalar yerine gére Mann-Whithey U ve Kruskall-Wallis testleri
kullanilarak yapildi. Klinikopatolojik degiskenler ile LYVE1, CD44 ve VEGFR3
gen ekspresyon duzeyleri arasi korelasyon Spearman Correlation Coefficients
kullanilarak degerlendirildi. P degerinin 0.05 in altinda olmasi (p<0,05)

durumunda sonugclar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 PCR Sonuclari

Geleneksel PCR real-time PCR yontemine ge¢meden Once LYVE-
1,VEGFR-3, CD44, GAPDH genleri primerlerinin calisip-calismadigini test
etmek, primerlerin annealing derecelerini, MgCl, dizeylerinin ne olmasi
gerektigini optimize edebilmek igin yapildi. Her gen igin ayri yapilarak
primerlerin ¢cahstigi ideal kogullar belirlendi (Sekil 4-1).

1 2 3 45 6 78 910

VEGFR-3
63bp

LYVEL CD44
184bp 80bp

Sekil 4-1: Genlerin PCR drunleri
Kuyu 1) ladder(50 bp) 2) mide dokusunda, LYVE-1, 3-4-5) sirasiyla
kolon, mide, pankreas dokusunda GAPDH, 6-7) sirasiyla mide ve kolonda
CD44, 8-9) sirasiyla mide ve kolonda VEGFR-3, 10) ladder (50 bp)
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4.2 Real Time Kantitatif -RTPCR

Bu calismada sindirim sistemi malignitesi ile yatirilan hastalardan mide
kanseri nedeniyle D2a lenf nodu diseksiyonu yapilan yas ortalamasi
(median(range)) 58(42-78)yill olan 39 hasta(9K); kolon kanseri tanisiyla
yatirilan ve radikal cerrahi girisim uygulanan yas ortalamasi 57,5(22-76) olan
29 hasta (14K) ve pankreas adeno kanseri tanisiyla yatirilarak whipple
prosedirid uygulanan ortalama yasi 57(54-64)yil olan 14(5K) hasta
degerlendirildi. Ancak yapilan iglemler ve Olgimler sirasinda kaliteli DNA-
RNA elde edilemeyen mide kanserli 6(1K) ve pankreas kanserli 4(2K) hasta
calisma disi birakildi. Sonucta calismalar, mide kanserli 33(8K), kolon
kanserli 29(14K) ve pankreas kanserli 10(3K) hasta olmak Uzere toplam
72(25K) hastadan alinan drneklerle yapildi

Sekil 4-2: PCR ve Real-time PCR . Geleneksel PCR ile elde edilen

gorunumun, ayni 6rnekler icin real-time PCR’da ki géruntgu, Ct degerleri
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Hastalara ait, yas, cins, tumoérin Lauren histolojik tipi, diferansiasyon

derecesi, T evresi, stage, lenf nodu tutulumu durumu, pozitif lenf nodlarinin

sayisi (PLN), cikarilan total lenf nodlarinin sayisi (TLN) ve oran (PLN/TLN),

perindral, noral ve vaskiler invazyon durumu gibi veriler ve dokularda

RTQ-PCR sonucunda 2™°T yéntemiyle (243,244) hesaplanan gen

ekspresyon duzeyleri

SPSS 15.00 for

Windows

istatistik programi

kullanilarak kaydedildi. Kaydedilen bu 6zelliklere gére LYVE-1, VEGFR-3,
CD44 gen ekspresyon duzeyleri Tablo 4-1'de gosterildi.

Tablo 4-1: Mide Kanserli hastalarin patolojik 6zellikleri ve LYVE-1, VEGFR-3

ve CD44 gen ekspresyon duzeyleri

Lauren Tipi

intestinal

Diffliz
Diferansiasyon

iyi

Kotu
T Evresi

T2

T3

T4

Vaskiler Invazyon

Yok
Var

Perinéral invazyon

Yok
Var
Néral invazyon
Yok
Var
Lenf Nodu
Negatif
Pozitif
PLN/TLN
<04
>0.4

N

15
18

14
19

2
17
14

15
18

10
23

15
18

LYVE-1

0.76(0.04-2.66)
0.81(0.09-3.12)

0.80(0.04-2.66)
0.78(0.09-3.12)

0.54(0.15-0.93)
0.69(0.04-2.66)
1.0 (0.10-3.12)

0.82(0.15-1.68)
0.96(0.1-3.12)

0.32(0.10-0.93)
1.0 (0.04-3.12)

0.78(0.04-3.12)
0.84(0.21-2.22)

0.66(0.15-1.68)
0.82(0.04-3.12)

0.53(0.04-1.68)
2(0.69-3.12)

ns

ns

ns

ns

0.02

ns

ns

0.003

CDh44

1.14(0.17-2.80)
1.14(0.28-2.51)

1.14(0.17-2.80)
1.14(0.28-2.51)

0.39(0.17-0.60)
1.17(0.28-2.80)
1.24(0.47-2.14)

1.80(0.60-2.80)
1.07(0.28-2.14)

0.57(0.17-0.76)
1.4(0.31-2.80)

0.95(0.17-2.8)
1.48(0.46-2.51)

0.74(0.17-1.61)
1.22(0.28-2.80)

1.06(0.17-2.80)
1.53(0.47-2.4)

ns

ns

ns

ns

0.02

ns

ns

ns

VEGFR-3

1.2(0.02-3.70)
0.87(0.26-1.83)

1.23(0.02-3.70)
0.86(0.26-1.83)

0.6
0.99(0.02-2.94)
1.0(0.26-3.70)

1.06(0.6-1.57)
1.13(0.26-3.70)

0.8(0.26-2.21)
1.13(0.02-3.70)

0.93(0.02-2.94)
1.24(0.4-3.70)

0.86(0.3-2.21)
1.06(0.02-3.70)

0.83(0.02-2.21)
1.97(0.28-3.70)

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.05
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Mide kanserli hastalarin tamaminda yas ve cinsten bagimsiz olarak her ug
genin de ekspresyon duzeylerinin normal dokuda eksprese edildikleri
duzeye oranla anlamli sekilde arttigi saptandi(p<0.001) (Sekil 4-3). Artiglar
kendi iclerinde degerlendirildiginde LYVE1 ve CD44 ekspresyon duzeyleri ve
overeksprese edilme durumlari arasinda dogrusal bir iligki oldugu goruldu
(spearman rank corellation, p=0.025 ve p=0.033).

p= 0.001

3.00 - -

_ 200~
3 ¢ :

N i
1.00 i ¥ 2

! b
b

B

0 -

LYVE-1 CD44 VEGFR-3

Sekil 4.3: Mide Kanserli hastalarda normal dokuya oranla LYVE-1,
CD44, VEGFR-3 ekspresyon duzeyleri.normal dokuya gore timorli dokuda
ekspresyon duzeyleri artmistir(p<0,001).

Hastalar lenf nodu metastazi olanlar [LN(+)] ve lenf nodu metastazi
olmayanlar [LN(-)] olarak ayrildiginda her U¢ genin de ekspresyon
dizeylerinin lenf nodu tutulumu olan grupta belirgin sekilde arttigi, ancak
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. Bu veriden hareketle
pozitif lenf nodlarinin (PLN) cikarilan tim lenf nodlarina oranina (PLN/TLN)
bakildiginda PLN/TLN oraninin < 0.20 oldugu hastalarda PLN/TLN = 0.4
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olan hastalara gore oranla LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 gen
ekspresyonlarinin daha az oldugu ve bununda istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi (p=0.001). Yine ayni sekilde hem ekspresyon diuzeylerinin
hem de overeksprese (asiri ekspresyon) edilme olasiliklarinin, PLN/TLN
oranina paralel olarak arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi(spearman rank correlation sirasiyla LYVE-1 i¢cin p=0.01, CD44 igin
p=0.036 ve VEGFR-3 icin p=0.016). Bu anlamhlik 6zellikle PLN/TLN orani
=0.4 olan ve olmayan gruplarin karsilastirmasinda en belirgindi (Sekil 4-4).
PLN/TLN orani ile timér volumi ve PLN sayisi arasinda da anlamh
korelasyon oldugu saptandi (p<0.001). Ayrica ara istasyonlardan c¢ikarilan
lenf nodlarinin gen ekspresyon duzeyleri incelendiginde primer tumorin
eksprese ettigine paralel bir artis gosterdigi ancak bu artiglarin anlamli

olmadigi gozlendi.

2,
5]
>0. % 1’57
g
@‘ 1 = =04
i m >04
=
2l05-
Lo
O,
LYVE-1 CD44 VEGFR-3
Lenf Nodu| N LYVE-1 b CD44 b VEGFR-3 b
<0.4 25 ]0.53(0.04-1.68)| o5 |1.06(0.17-2.80) | ~ [0.83(0.02-2.21)| v
>0.4 8 2(0.69-3.12) : 1.53(0.47-2.4) 1.97(0.28-3.70)|

Sekil 4-4: Mide Kanserli hastalarda PLN/TLN oraniyla relatif ekspresyon
arasindaki iligki. PLN/TLN orani artarken LYVE-1'in ekspresyon dizeyleri de
artmaktadir (p=0.003).
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Tumordn Lauren histolojik tipi ile (intestinal veya diffiiz) ekspresyon
duzeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark
olmasa da oOzellikle LYVE-1 ve CD44 ekspresyonlarinin diffiiz tipte daha
yuksek oldugu saptandi. Histolojik tiple ne genlerin ekspresyon diizeyleri ne
de overeksprese edilmeleri arasinda bir korelasyon saptanmadi (Sekil 4-5).

Histolojik tip

c
o
>
)
o
S
& -
ﬁ ¥ Intestinal
— B Diffuz
-
8
]
@
LYVE-1 ch44 VEGFR-3
Lauren Tipi n LYVE-1 p CD44 p VEGFR-3 P

intestinal | 15 | 0.76(0.04-2.66) [ns|1.14(0.17-2.80)|ns | 1.2(0.02-3.70) | ns
Difflz 18 | 0.81(0.09-3.12) 1.14(0.28-2.51) 0.87(0.26-1.83)

Sekil 4-5: Mide Kanserli hastalarda histolojik tip ile relatif ekspresyon
arasindaki iligki. Tumorun histolojik tipi degistiginde genlerin ekspresyon

diuzeylerinde degisim olmamaktadir.
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Tumorin diferansiasyon derecesi ile (iyi veya kotu) her ¢ geninde
ekspresyon duzeyleri arasinda anlamli bir iligki saptanamadi (Sekil 4-6).

Diferansiasyon

c

o

>

(%]

g

o .

2 B iyi

Ll g

— B koti

i

Q

o

LYVE-1 CD44 VEGFR-3

Diferansiasyon| n LYVE-1 p CD44 p VEGFR-3 p
lyi 14 10.80(0.04-2.66)| ns [1.14(0.17-2.80)|ns |1.23(0.02-3.70)|ns
Kotl 19 10.78(0.09-3.12) 1.14(0.28-2.51) 0.86(0.26-1.83)

Sekil 4.6: Mide Kanserli hastalarda diferansiasyon ile relatif
ekspresyon arasindaki iligki. Tumdrin diferansiyasyonu degistiginde gen
ekspresyonlarinda degisim olmamaktadir.

Tumoridn T evresi ile gen ekspresyonlari arasindaki iliskiye bakildiginda
ekspresyon dizeylerinin T evresine paralel olarak arttigi, ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goruldu. Her ne kadar erken evredeki
hasta sayisi az da olsa T2 ve T4 evresindeki hastalarin degerleri
kargilasgtiriidiginda evre arttikga, ekspresyonlarda da artis oldugu saptandi.
Tumortn bu genleri overeksprese etmesi ile T evresi arasinda da bir
korelasyon olmadigi saptandi (Sekil 4-7).

TNM durumuna goére tumdrler evrelendiginde, LYVE1l ve CD44
duzeylerinin ileri evre hastalarda erken evrelere gore daha yiksek olmasina

karsin bu artiglarin istatistiksel bir anlam tasimadigi saptandi. Ote yandan
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evre ile T evresi, lenf nodu metastazi varligi, pozitif lenf nodu sayisi ve

PLN/TLN orani arasinda anlamli bir korelasyon oldugu goraldu.

T Evresi

C
o
>
(%]
(&)
.
ﬁ- mT2
m LRE
!'E oT4
o
(O]
x
LYVE-1 Ch44 VEGFR-3
T Evresi |[N| LYVE1T [P CD44 P[ VEGFR3 | P
T2 | 2 [0.54(0.15-0.93)| ns | 0.39(0.17-0.60) |ns 0.6 ns

T3 |17]0.69(0.04-2.66) 1.17(0.28-2.80) |  0.99(0.02-2.94)
T4 |14] 1.0 (0.10-3.12) 1.24(0.47-2.14) 1.0(0.26-3.70

Sekil 4.7: Mide Kanserli hastalarda T evresi ile relatif ekspresyon
arasindaki iligki.Gen ekspresyon duzeyleri ile T evresi arasinda korelasyon
yoktur.

Noral invazyon durumuna gore genlerin ekspresyon duzeyleri
degerlendirildiginde invazyon varhginda ekspresyon dizeylerinin daha
yuksek oldugu ancak bu ylksekligin istatistiksel bir anlam tagimadigi
goéruldl. Overekspresyon durumlari ile néral invazyon arasinda da bir

korelasyon saptanamadi.
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Ote yandan perindral invazyon varh§i ile LYVE-1, CD44, VEGFR-3
ekspresyon dizeylerinin belirgin bir bicimde arttigi ve bu artiglarin LYVE1L ve
CDA44 icin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001). Ote yandan
her U¢ genin de perindral invazyon varliginda overeksprese edildikleri
saptandi. Bu overekspresyon ve perindral invazyon arasinda istatisitksel

olarak anlamh bir korelasyon oldugu izlendi (Sekil 4-8)

Perinoral nvazyon

c
o
>
[%)]
o
Q
Y @ Yok
.,“;] B Var
-
oo
[}
@
LYVE-1 CDh44 VEGFR-3
Perindral [ N LYVE-1 P CD44 P VEGFR-3 P
Invazyon 0.02 0.02 ns
Yok 10]0.32(0.10-0.93) 0.57(0.17-0.76) 0.8(0.26-2.21)
Var 23]1.0 (0.04-3.12) 1.40(0.31-2.80) 1.13(0.02-3.70

Sekil 4.8 : Mide Kanserli hastalarda perindral invazyon ile relatif
ekspresyon arasindaki iliski.LYVE-1,CD44 ekspresyonlari perindral invazyon

varliginda anlamli sekilde artmaktadir.
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Perin6ral nvazyon

Sekil 4.9: Perindral invazyon. Sinir gevresinde gorulen timor hicreleri

Vaskiler invazyon igin bakildiginda genlerin ekspresyon dizeylerinde
belirgin artiglar olmakla birlikte bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi goruldau (Sekil 4.10).

Vask uler _nvazyon

Sekil 4.10: Vaskuler invazyon. Damar yapilar igcindeki timor hicreleri.
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4.2.2 Kolon Kanserli Hastalar

Kolon kanserli hastalara ait, yas, cins, tumorin diferansiasyon
derecesi, T evresi, Dukes Siniflamasi (Astler Coller Modifikasyonu), lenf
nodu tutulumu durumu, pozitif lenf nodlarinin sayisi(PLN), cikarilan lenf
nodlarinin sayisi(TLN) ve oran(PLN/TLN), perinoral, néral ve vaskuler
invazyon durumu gibi veriler ve dokulara yapilan RT-PCR sonucunda 24
yontemiyle (243) hesaplanan gen ekspresyon duzeyleri SPSS 15.00 for
Windows istatistik programi kullanilarak kaydedildi. Kaydedilen bu 6zelliklere
gore LYVE-1, VEGFR-3, CD44 gen ekspresyon duzeyleri Sekil 4.11 de
gOsterildi.

Kolon kanserli hastalarin tamaminda yas ve cinsten bagimsiz olarak
her ¢ genin de ekspresyon duzeylerinin normal dokuda eksprese edildikleri
dizeye oranla anlaml sekilde arttig1 saptandi (p<0.001).

Kolon Kanserinde Gen ekspresyon diizeyleri

- p< 0.001

5,008 ) _

4,007 -
5 _ _
23,0@- -
o~ - _

2,008 _ B -

1,00 - % ;

0,001 E - = u

LYVE1 CD44 VEGFR-3
N LYVE-1 CD44 VEGFR-3
KOLON CA
29 1.017(0.04-5.26) | 1.302(0.1-3.97) | 1.38(0.05-4.89)

Sekil 4.11 : Kolon kanserli hastalarda tumor dokusunda
gen ekspresyon diizeyleri. Timoér dokusunda gen ekspresyon diizeyleri
anlamli olarak artmistir (p<0.001).



91

Lenf nodu metastazi olan ve olmayan hastalar karsilastirildiginda her
ne kadar gen ekspresyonlarinin arttigi gorilse de bu artiglar istatistik olarak
anlamli  degildi. Tumorin diferansiasyon derecesi, T evresi, Dukes
siniffamasi acisindan bakildiginda da ekspresyon dizeyleri agisindan
anlaml bir farkhlik saptanmadi. Bu parametrelerle ekspresyon duzeyleri
veya over-eksprese edilme durumlari arasinda da bir korelasyon yoktu.
Noral, perindral ve vaskuler invazyon durumu agisindan bakildiginda her g
genin de ekspresyon duzeyleri artmig olarak bulunmasina kargin olan ve
olmayan hastalar arasinda ekspresyon duzeyleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunamadi.

4.2.3 Pankreas Kanserli Hastalar

Pankreas kanserli hastalara ait, yas, cins, tumoértn diferansiasyon
derecesi, T evresi, lenf nodu tutulumu, perindral, noral ve vaskuler invazyon
durumu gibi veriler ve dokulara yapilan RT-PCR sonucunda 2T
yontemiyle hesaplanan gen ekspresyon dizeyleri SPSS 15.00 for Windows
istatistik programi kullanilarak kaydedildi.

Pankreas kanserli hastalarin tamaminda yas ve cinsten bagimsiz
olarak her U¢ genin de ekspresyon duzeylerinin normal dokuda eksprese
edildikleri dizeye oranla anlamli sekilde arttigi saptandi (p<0.001). Lenf
nodu pozitif ve negatif olan hastalardaki gen ekspresyon duzeyleri
kargilastiriidiginda iki grup arasinda anlamli bir fark yoktu. Ayrica genlerin
overeksprese edilmeleri ile lenf nodu tutulumu arasinda bir iligki
saptanamadi.Nodral invazyon olan ve olmayan hastalarda LYVE-1, VEGFR-3
ve CD44 ekspresyon duzeylerine bakildiginda invazyon olan hastalarda her
Uc genin de ekpresyon duzeylerinin arttigi ancak bu artisin istatistiksel
acidan anlamli olmadigi saptandi. Ayni durum perindral invazyon igin de s6z

konusuydu.



92

Pankreas Kanserinde Gen ekspresyon dizeyleri

p< 0.001

3,007 -

2AA CT

1,007 - -

0,007

LYVE1l | CD44 VEGFR-3

N LYVE-1 CDh44 VEGFR-3
PANKREAS CA

10 | 1.318(0.17-2.70) | 1.04(0.06-3.33) | 1.38(0.02-2.98)

Sekil 4.12: Pankreas kanserli hastalarda tumér dokusunda gen
ekspresyon duzeyleri. Tumdr dokusunda gen ekspresyonlari anlaml sekilde
artmigtir (p<0,001).

Vaskiuler invazyon varliginda her t¢ genin de ekspresyon diizeyleri belirgin
Olctde artmisti ancak bu artislar CD44, VEGFR-3 icin anlamli iken (p=0.046
ve p=0.038) LYVE-1 de anlaml bir diizeye ulasmamigti. Ayrica bu artiglarla
vaskuler invazyon arasinda da anlamli bir korelasyon oldugu goruldi
(Spearman’s Rank correlation coefficient 0.71, p=0.02, ve p=0.004).
4.3. immunhistokimyasal Analiz

immunhistokimyasal degerlendirme teknik nedenlerle mide kanseri
olan hastalarin sadece 15(3K)’inde yapilabildi. Bu degerlendirmede her ¢
genin de tumorlt dokuda eksprese edildigi saptandi (Sekil 4-13). TUmaorin



93

santralinde ve periferinde LYVE-1 ile boyanan lenfatik damar yogunlugu
(lymphatic vessel density) dlculduguinde hastalarin %13 tnde intratimoral,
buna karsin %27’sinde peritimoéral boyanma oldugu saptandi. Her ne kadar
peritumoéral boyanma daha fazla ise de istatistiksel olarak anlamli degildi
Tablo 4-2 (X test, 2.773, Df=1 p=0.09). Hem tiiméral hem de peritiméral
boyanma olsun LYVE-1 ile boyanma saptanan hastalarin tamaminda lenf
nodu metastazi pozitifti. Ote yandan lenfatik damar yogunlugu ile lenf nodu
metastazi arasinda korelasyon saptanamadi (Spearman rank correlation
coefficient, 0.26, p=0.92).

Tablo 4-2: Primer mide kanserileri icinde LYVE-1 pozitif lenfatik damar

varhgi
LYVE-1 pozitif intraTumoral Peritimoral
damar (%) (%)
Var 2 (%13) 4(27)
Yok 13 11
Toplam 15(100) 15(100)

Diger kanserlerin tek basina analiz edilmesi sayisal yetersizlik
nedeniyle olanakh olmadigindan her U¢ kanseri de icine alacak sekilde
gastrointestinal kanserlerde LYVE-1 ile boyanan damar durumuna
bakildiginda Orneklerin gogunda lenfatik damarlarin peritimdral olarak
yerlestigi, sirasiyla mide kanserinde %27, kolon kanserinde %25 ve pankreas
kanserinde %33 peritimdral boyanma saptandi ancak bunun istatistiksel
olarak herhangi bir anlam ifade etmedigi goruldu (Tablo 4-3).

CD44 reseptorunin immunhistokimyasal olarak degerlendirildiginde
batlin 6rneklerde timor dokusu ve cerrahi sinirda, CD44 pozitif hiicreler net
bir sekilde gorildu. Fakat dagilimda ikisi arasinda fark vardi, cerrahi sinirda
CD44+ hicreler diffiz olarak butin dokuya orantili bir sekilde dagiimigken,
tumor dokusunda bu daha c¢ok fokal odaklar seklindeydi. Bu fokal odaklari
olusturan hicre grubu lenfositlerdi, arada tumor dokusuna yayilmis sekilde
makrofaj hiicrelerine rastalanmaktaydi.



Tablo 4-3: Gastrointestinal tumorlerde IHC sonuglari

LYVE-1 pozitif intraTumoral Peritimoral
damar (%) (%)
Mide Kanseri 15
Var 2 (%13) 4(27)
Yok 13 11
Kolon Kanseri 8
Var 0 (0) 2 (25)
Yok 8 6
Pankreas Kanseri 3
Var 0 (%0) 1(33)
Yok 2 2
Toplam 26(100) 26 (100)
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Ayni zamanda tumor hicrelerinin  hepsinde olmamakla birlikte,
bazilarinda CD44 ekspresyonu saptandi. Bu da acaba migrasyona
hazirlanan timoér hicrelerinde CD44 reseptort eksprese olmaya mi bagliyor
sorusunu akla getiriyor. Cerrahi sinirdan alinan doku orneklerinde gorilen
hicre tipi daha cok makrofaj hicreleriydi ve dokuya diffiz bir sekilde
yayildiklari go6zlemlendi. Tumdr dokusunda ki heterojen dagilim nedeniyle
skorlama yapilmasi mumkin olamadi. Lenfosit hiicrelerin fokal odaklarda
yogun bir sekilde bulunmasi orada immun sistemin devrede oldugunu ve
tumor hucrelerini elimine edebilmek igin, tumoér dokusunun iginde yer yer
hala aktivitesini devam ettirdigi gorusint akla getirmektedir. Bu agidan
bakildiginda tumoOr dokusunun ne kadar heterojen oldugu bir kez daha
goraluyordu. Dokudan yapilacak, immun sistem aktivitesini degerlendirmeye
yonelik calismalarda bu g6z 6ntinde tutulmasi gereken 6nemli konulardan bir
tanesi olmali.

VEGFR-3 ile lenfatik damarlar boyandiginda , ven6z damarlarinda
boyandigi goruldi ve ayrim damarlarin igindeki kan hucrelerinden
yapilabiliyordu. Buna bakarak IHC calismalarinda lenfatik endotel belirteci
olarak LYVE-1 antikorunun kullanilmasi daha uygun goértlmektedir. Bu arada
LYVE-1 ile boyamada, bazi diizensiz stoplazmali, yer yer igsi bazi hiicrelerle
capraz (cross) reaksiyon verdigi izlendi. Bu nedenle LVD 6l¢cimlerinde hiicre
degil, lumen sayilarak degerlendiriimesi uygun goraldu.
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Sekil 4-13: LYVE-1 pozitif lenfatik damarlar (x100)
Mide tumdr dokusu.

Sekil 4-14: VEGFR-3 pozitif lenfatik damarlar (x100)

Mide timor dokusu.
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Sekil 4-15: CD44 pozitif lenfoid hiicreler ve abortif glandlar(x 100)
Mide timor dokusunda fofal gériinim veren lenfoid hicreler.

4.4 Western Blot Analizi

Western Blot ydntemi, mide kolon ve pankreas tumorlu hastalarin her
birinden 5 hasta rastgele olarak secildi, toplam 15 hasta calismaya dabhil
edildi. Western Blot yapmamizdaki amag, LYVE-1, VEGFR-3, CD44
genlerinin mMRNA varligi ve ekspresyon duzeyleri hem normal hem tumorli
dokularda gosterildikten sonra bu genlerin, dokuda protein olarak
eksprese edilip-edilmedigi sorusuna yanit bulabilmekti. Dokulardan protein
izolasyonu yapildiktan sonrada metot uygulandi. VEGFR-3 rabbit anti-
human antikoru ( Santa Cruz, ABD) 1:1000 sulandirilarak ve HRP-sekonder
goat-antirabbit Antikoru (Santa Cruz, ABD)1:1600 sulandirilarak yapilan
deneylerde optimizasyon saglanarak mide, kolon, pankreas kanseri
hastalarinin hem tumoérli hemde normal dokularinda protein bandlari
gosterildi. Bu sekilde genin protein olarak da eksprese oldugu gosterilmis
oldu (Sekil 4-16).
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140 kDa

%‘

Sekil 4-16: VEGFR-3 Western blot sonuglari
1 - Pankreas timor dokusu
2 - Pankreas, normal doku
3 - Kolon timoér dokusu
4 - Kolon, normal doku
5 - Mide, timaor dokusu
6 - Mide, normal doku

Mide Orneklerinde daha yogun bandlar elde edilirken, en az
ekspresyon pankreas dokusunda vardi, kolonda ki ekspresyon dizeyleri ise
orta yogunlukta bandlarla ifade buluyordu.

LYVE-1 rabbit anti-human (Santa Cruz,ABD) ve CD44 mouse anti-
human (Santa-Cruz) antikorlariyla yapilan deneylerde, degisik dilisyonlarda
(1:50 ile 1:5000) bircok kez tekrarlanmasina ve kontrol dokusunda da (lenf
nodu) calisiimasina karsin  sonu¢ alinamadi. Bunun (zerine Abcam
firmasindan yeni antikorlar getirtildi. Bu antikorlarla tekrar calismaya
baglandi 6ncelikle kontrol dokusu ile ¢alisildi, ¢esitli dilisyonlar kullanilarak
tekrarlandi ama bandlar elde edilemedi. Antikorlarin calismadigi
dusundlmesine ragmen doku 6rneklerinde de calismalar yapildi fakat sonug
alinamadi ve bunun Uzerine firmayla goérusildu ve firmaya antikorlar iade
edildi.
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5. TARTISMA

Hiyaluronik asit bir ekstraselliler matriks glikozaminoglikanidir, yaygin
olarak dokularda ve vicut sivilarinda bulunur ve inflamasyonda, I6kositlerin
ekstravazasyonunda, yara iyilesmesinde ve tumor hicrelerinin metastazinda
etkin rol oynamaktadir (25).

CD44 ayrintil olarak tanimlanmis hiyaluronik asit hicre yuzey
reseptorlerinden bir tanesidir, epitel ve mezenkim hucreleri ile lenfoid
hicrelerin  ylzeyinde yuksek oranda eksprese olur ve ayrica HA
homeostazinda 6nemli rol oynar. CD44 ile HA arasindaki yakin iligki
sayesinde epitel yapisi korunabilmekte ve lenfosit ekstravazasyonu ile timor
hicrelerinin hematojen yayilimi gerceklesmektedir.

LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial HA receptor) de bir hiyaluronik
asit reseptorudir ve lenf damarinin endotel hiicresinde eksprese olur. LYVE-
1'nin lenfatik damarlarin hem i¢ hem de dis ytizeyinde bulunmasindan dolayi
lenfositlerin ve diger benzer hicrelerin lenfatik sisteme gecisinde primer rol
oynadigi dusunulmektedir. CD44 sayesinde HA ile etkilesen hucreler, ayni
HA’ e baglanan LYVE-1’ ler sayesinde lenf akimina karismakta ve benzer
sekilde lenf nodu tarafindan da tutulmaktadir. Sadece lenfatik endotele 6zgu
olmasi sebebiyle LYVE-1, dokularda lenfatik damar varligini gostermek igin
bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Diger bir lenfatik endotel hiicre reseptéri olan
VEGFR-3'Un ligandi VEGF-C'dir ve lenfanjiyogenezde rol alir. Tumaor geligimi
sirasinda VEGF-C'nin ekspresyonunun artmasi, yeni lenf kapillerinin
olusumunu arttirmakta ve bu nedenle de lenf nodu metastazi gostergesi
olarak kullanilabilecegi kabul edilmektedir. Oysa, lenfatik yollarla timor
metastazi lenfatik damar invazyonu, hucrelerin lenfatik damarlar igine
tasinimi, lenf nodu tarafindan tutulumu ve burada proliferasyonu gibi bir¢cok
basamaktan olusmaktadir. VEGFR-3 ekspresyon artimi lenfanjiyogenezin bir
goOstergesi olabilir fakat tek basina lenf nodu metastazini gostermek
acisindan yetersizdir.

LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 molekullerinin tanimlanmis olmasi timor
mikrocevresi ve tumor hucresi-lenfatik endotel hiicresi arasindaki iligkiye

yonelik daha fazla bilginin edinilmesine yardimci olmustur. Tumor
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biyolojisinde elde edilen hizli gelismelere ragmen lenfatik invazyon ve lenf
nodu metastazinin altinda yatan molekiler mekanizmalar hala yeterince
anlagilamamigtir.

Calismamiz, tumoér huicrelerinin, lenf nodu metastazlarini
gostermede, lenfatiklere 6zglu bir molekdl olan LYVE-1'in belirte¢ olarak
kullanilabilme imkanini arastirmak icin planlanmistir. Boyle bir iligkinin varligi,
tumor biyolojisine katkida bulunabilecegi gibi tedavinin planlanabilmesinde de
yol gosterici olabilecedi dustunulmustir. Bu amagla lenfatik yayilim yaptigi
cok iyi bilinen insan gastrointestinal sistem tumdarleri secilmistir. Calismada
kullanilan dokular mide, kolon, pankreas kanseri tanisi ile cerrahi tedavi
uygulanan hastalardan ameliyat sirasinda alinmistir.

Normal, tumorli ve metastatik doku 6rneklerindeki LYVE-1, CD44 ve
VEGFR-3 mRNA duzeylerinin real-time PCR ile relatif kantitatif dlgcimleri
yapilarak normal dokuya goére degisimleri hesaplanmigtir. Literatlrde tumor
dokusunda, LYVE-1 ile birlikte CD44 ve VEGFR-3 mRNA dizeylerinin
normal dokuya gore degisimini ayni zamanda gosteren bir ¢alisma bilgimiz
dahilinde yoktur. Bu calisma gastrointestinal sistem tumorlerinde hem
kantitatif gen ekspresyon dizeyleri, hem immunohistokimyasal analiz ve hem
de Western blot tekniginin bir arada kullanildigr ilk ¢alismadir.

RTQ-PCR ile yaptigimiz calismada mide, kolon, pankreas
kanserlerinde arastirmaya konu olan her U¢ genin de timor dokusundaki
ekspresyonu, normal dokuya gore anlamli olarak artmis bulundu.

Mide kanserlerinde LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 diizeyleri lenf nodu
metastazi olan hastalarda, lenf nodu metastazi olmayanlara goére artis
gbstermesine karsin bu bulgu istatistiksel olarak anlam tasimamaktadir.
Fakat klinikte prognozu belirlemede 6nemli faktdrlerden olan Pozitif Lenf
Nodu Sayisi/Total Lenf Nodu Sayisi (PLN/TLN) orani ile tumdr dokusundaki
LYVE-1 duzeyindeki artig karsilastirildiginda, PLN/TLN=0,4 oldugunda
tumorli dokuda LYVE-1'in ekspresyon dizeylerinin anlamh sekilde arttigi
tespit edildi(p=0,001). VEGFR-3 ile arasindaki iligkiye bakildiginda ise
VEGFR-3'Un ekspresyon duzeylerinde ki artis belirgin olmasina karsin

istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen ama anlamlilik degerine ¢cok
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yakin bulundu (p=0,07). CD44’'de ise PLN/TLN arasinda belirgin bir iligki
bulunamadi. Genlerin overeksprese edilme durumlari ile PLN/TLN arasindaki
iligkiye bakildiginda, tutulan lenf nodu sayisi arttikga (6zellikle PLN/TLN=0,4)
LYVE-1, VEGFR-3, CD44 genleri overeksprese olmaktaydi ve bu durum
istatistiksel olarak anlamli idi.

TUumor hcrelerinin lenfatik metastazi bir dizi kompleks asamadan
olusmaktadir. Tumor hucreleri 6ncelikle stromal dokuya invaze olur ve
burada lenfatik damarlara penetre olduktan sonra lenfatik akimla lenf
nodlarina gider ve orada implante olurlar. Bu sirada lenfanjiyogenezin olaya
katilmasi 6nem kazanmaktadir. Tumoér hicrelerinden VEGFC, PDGF, FGF
gibi buylime faktorlerinin  sekrete edilmesi VEGFR-3'Uin ekspresyonunu
artirmakta ve lenfanjiyogenezi baglatarak ardindan yeni lenfatik kapillerin
olusumu ile birlikte LYVE-1 sekrete eden hicrelerin sayisida artmaktadir
(128). Calismamizda da goruldigu gibi VEGFR-3 ve LYVE-1
ekspresyonlarinin artigi lenfanjiyogenezi goéstermesi agisindan 6nemlidir
cunkd bu durum tumor hdcrelerinin  lenfatik sisteme daha kolay
ulasilabilecegi anlamina gelir (109).Ol¢tigimiz LYVE-1 ve VEGFR-3 gibi
molekuller timorin davranigi hakkinda da bilgi edinmemizi saglamaktadir
¢unkd bu molekdllerdeki artig dogrudan lenfatik endotel hicre varligi ve
sayisinin arttigina isaret etmektedir.

Lenfatik damarlar sadece timdrin yayiliminda degil invazyonunda da rol alir.
Lenfatik endotel hicreleri tarafindan salinan matriks metalloproteinazlari ve
drokinaz plazminojen aktivatdr gibi molekuller timorin cevre dokuda
ilerlemesini kolaylagtirarak invazyonu da artirir (13). Ayrica VEGF-C de,
endotel htcrelerini uyararak CCL1 kemokininin sekrete edilmesini uyarir ve
bu kemokin timdr hicrelerinden eksprese olan CCR8 ile etkilesime girerek,
tumor hacrelerinin lenfatik damarlara dogru hareketlenmesini saglar (130).
Bu etkilesim metastazin dnemli basamaklarindan biridir. Bu molekuller hem
lenfanjiyogenezle olusan yeni lenfatik kapiller endoteli tarafindan hem de,
tumor cevresinde onceden beri var olan diger lenfatik damarlarin endoteli
tarafindan da sekrete edilir (24,19). Bu calhigmada Olgulen LYVE-1 ve
VEGFR-3 gibi lenfatik belirteclere ek olarak kullanilan klinikopatolojik (lenfatik
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tutulum, perinoral-vaskuler invazyon gibi) parametreler timor-invazyon-
metastaz olusum surecindeki olaylari daha net aydinlatabilmek icin
kullanilmigtir. Gercekten de bu calismada elde edilen veriler bu iligkiyi
gosterir niteliktedir. Mide kanserlerinde ister noral ister perindral olsun
invazyon varliginda LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 genlerinin, vaskuler
invazyon varliginda ise VEGFR-3 ve LYVE-1 ekspresyon ve overekspresyon
duzeylerinin farkedilir sekilde artisi bu bulgular desteklemektedir. Ancak, bu
artiglarin (6zellikle LYVEL1 ve CD44) sadece perindral invazyon varliginda
istatistiksel olarak anlamli bir dizeye ulagsmasi ¢calismada kullanilan 6rneklem
blayukluga, gruplar arasi heterojenite ve tumérin hastadan hastaya
degisebilen davranig farkhliklari ile agiklanabilir.

TUmor hicrelerinden de eksprese edilen CD44 reseptori HA ile
birlesmekte ve hiyalironik asitin degradasyon icgin lenfatiklere gecigi
sirasinda tumor hicrelerinin  de lenfatik akima karigmasina aracilik
etmektedir ( 82). Ayrica, tumor hicrelerinin asiri miktarda CD44 eksprese
etmesi immun sistem tarafindan lenfosit gibi algilanmasina ve immun kacgisin
(immun escape) gerceklesmesine yardimci olabildigi distunilmektedir (104).
Bu calismamizda gosterdigimiz gibi tim gastrointestinal timoérlerde normal
dokudan daha yuksek oranlarda ekspre edilen CD44 mRNA duzeyleri bu
biyolojik stirecin dnemli bir gostergesi olabilir.

inceleyebildigimiz kadariyla, literatiirde LYVE-1 mRNA dizeylerinin,
mide kanserlerindeki degisimini gosteren bir arastirmaya rastlayamadik.
Pankreas kanserlerinde ise endokrin timorlerle ilgili yayin bulunmasina
karsin, pankreas adeno kanserlerinde de yapimig bir calismaya
rastlanmamistir.

Mide kanserlerinde 2001 yilinda VEGFR-3 ile yapilan calismada
semikantitatif olarak Reverse Transctiptase-PCR (RT-PCR) ve IHC ile
degerlendirildiginde VEGFR-3 ekspresyonunun lenf nodu tutulumu varliginda
arttigr gosterilmis (110) ve 2004’deki bir diger calismada ise yine RT-PCR ile
tumor dokusunda artis oldugu saptanmistir(111). Tez planlandiktan sonra
yayinlanan calismalarda VEGFR-3 mRNA (RTQ-PCR ile) duzeylerindeki
artis ve metastaz arasinda iligki bulunmustur (112,107).
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immiinohistokimyasal boyamalar ile yapiimis bir diger calismada ise
VEGFR-3 ekspresyonundaki artig kotl prognoz gostergesi olarak kabul
edilirken (113), diger bir calismada erken mide kanserlerinde anlam
tasimadigl 6te yandan ileri evre mide kanseri vakalarinda ise prognostik
faktor oldugu belirtilmistir(114)

Bu calismada, mide kanserli hastalarda her ¢ genin de tumorlu
dokuda artan ekspresyon duzeyleri ile kéti prognostik faktor olarak bilinen
durumlar arasindaki iligkilere de bakildi. Lauren histolojik siniflamasina gore
tumorun intestinal veya diffiz olmasi, LYVE-1, VEGFR-3, CD44 genlerinin
ekspresyonlarindaki artigi degistirmiyordu. TUumorun iyi veya kotu diferansiye
olmasi ile ekspresyon duzeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda da anlamli bir
iligki saptanamadi. T evresi (T2-T4) ve TNM’ye gore Evre (II-IV) arttik¢a,
buna parelel olarak LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 ekspresyon dlzeyleri de
dogrusal bir artig gostermekteydi ancak bu artiglar istatistiksel olarak anlamh
degildi.

insan mide kanserinde, CD44 gen ekspresyon diizeyinin kantitatif
olarak olguldugu bir tek calisma 2007 yilinda yayinlanmigtir(100). CD44’Un
pankreas kanseriyle olan iligkisini gostermek amaciyla yakin zamanda
yapilan bir c¢alismaya rastlanmamistir ve daha 6ncesindekiler
immunhistokimyasal cahgmalandir ve kotu prognozla CD44 varhgi
arasindaki korelasyona isaret etmektedir (101,102,103). Metastazin
gerceklesmesinde, tumor hicreleri ile ekstraseliler matriks ve timor
hicreleri ile endotel hicreleri arasindaki etkilesim ¢cok 6nemlidir. CD44'de
burada rol alan 6nemli molekillerden bir tanesidir.

Metastatik lenf nodlarinda her t¢ genin ekspresyon dizeylerine de
bakildi ve dzellikle LYVE-1'de daha belirgin olmak tGzere VEGFR-3 ve CD44
ekspresyon duzeylerinin tumoér dokusundaki ekspresyon duzeylerindeki
artiglara paralellik gosterdigi saptandi. Gen ekspresyonlarinin birbiri ile olan
iligkilerine bakildiginda ise tumorli dokuda LYVE-1 artisina paralel olarak
CD44 duzeylerinde de anlamli bir artig oldugu saptanmistir

Kolon kanserlerinde benzer parametrelerle incelendiginde normal

dokuya gore tumorli dokuda ekspresyon duzeylerinin arttigr saptanmigtir.
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Kotl prognoz gostergeleri olan lenf nodu tutulumu, PLN/TLN, histoloji,
diferansiasyon, T evresi, stage, noral, perinoral invazyon ve vaskuler
invazyon  kriterleri  ile  ekspresyon dizeyleri  arasindaki iligki
degerlendirildiginde, ekspresyon dizeylerinin artma egiliminde oldugu fakat
bunun istatistiksel olarak(bazen anlamlilik degerlerine cok yaklagsmasina
ragmen) anlamli olmadigi gorulmagstir. Bu bulgular hastalar alt gruplara
bolundugunde, bu gruplardaki hasta sayilarinin az ve dagilimin heterojen
olmasindan kaynaklanmig olabilecegi dusunulmustir. Daha blytk drneklem
grubu secilerek yapilacak calismalar bu sorunu giderebilir.

Kolon kanserlerine mide kanserlerine kiyasla daha erken evrelerde
tani konulmakta, lenf nodu pozitif olan ve olmayan hastalar grup iginde
homojen bir dagilim gostermemektedir. Ayni nedenle metastatik lenf
nodundan 6rnek alarak ekspresyon diizeyine baktigimiz hasta sayisi azdir ve
bu durum metastatik lenf nodundaki ekspresyon dizeyleri hakkinda yorum
yapabilmemize olanak vermemektedir.

Kolon kanserinde VEGFR-3 mMRNA ekspresyon duzeylerine bakilan
bir calismada lenf nodu metastazi ile VEGFR-3 arasinda acik bir iligki
kurulamadigi belirtiimigtir (115). Baska bir calismada ise ekspresyonun
tumorlu dokularda belirgin bicimde arttigi goralmuastir(105)
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen calismalarda ise bulgular
oldukca celigkilidir. Bir calismada VEGFR-3'Un bagimsiz prognostik faktor
olmadigi soylenirken (116) diger bir calismada ekspresyon duzeylerinde
anlamli bir degisiklik olmadigi gosterilmigtir (117). Pankreas kanserlerinde ise
normal dokuya gbore ekspresyon duzeylerinde artis  oldugu
belirtiimektedir(118)

Calismamizda, pankreas kanserlerinde de timér dokusunda
ekspresyon dizeyleri artmasina ragmen, kucuk bir 6rneklem grubunda
cahisilmasi nedeniyle korelasyon caligmalari yapilamamigtir. Ayrica
pankreas kanseri vakalarinin bir coguna ileri evre veya metastaz asamasinda
tani konulmasi bu hastalardan normal doku 6rnegi alinmasina imkan
vermemistir, palyatif cerrahi tedavi uygulandigindan  sadece tumorlu
dokudan veya metastaz bolgesinden doku alinabilmistir.  Elimizde
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kiyaslanacak normal-timdrli doku olmadigi igin de bu hastalar ¢calismadan
cikarilmistir. Hasta sayisini artirma olanagi olabilseydi, LYVE-1, VEGFR-3,
CD44 gen ekspresyon duzeylerindeki degisimin pankreas kanserleri icin ne
anlama geldigi konusunda yorum yapmak daha kolay olabilirdi kanisindayiz.
immiinohistokimyasal olarak yaptigimiz ¢alismada amacimiz LYVE-1
ve VEGFR-3 antikorlari kullanilarak lenfatik damar yogunlugu hakkinda bilgi
edinebilmekti ancak galismaya bagsladiktan sonra elimizdeki hasta sayisiyla
bu parametreyi degerlendirmenin ¢ok gug¢ oldugunu goérdik. Genel gérinim
itibariyla tumo6r dokusunda ve cerrahi sinirda lenfatik damarlar net bir sekilde
sayllabiliyordu. Calismaya alinan mide kanseri hastalarinda, tumor
dokusunda lenfatik damarlarin goruldigi vaka sayisi %40’di. Bu lenfatiklerin
%27’si peritimoéral alanda ve % 13’0 intrattimdral bolgede yer aliyordu. Fakat
hasta sayisinin az olmasindan dolay! LVD ile lenf nodu metastazi arasinda
korelasyon saptanamadi. Kolon ve pankreas kanserleri sayilari yetersiz
oldugundan tek basina analiz edilemedi. Gastroenterolojik kaynakli kanserler
olarak hepsi beraber ele alindiginda ise peritimdral boyanma %26,9,
intratimoral lenfatikler ise %7,7 olarak bulundu fakat bu grupta da lenf nodu
metastaz! ile aralarinda herhangi bir iligki yoktu. Literatlirde de peritimoral ya
da intratimoéral lenfatiklerin  hangisinin  fonksiyonel  oldugu ve
degerlendirilmenin hangisi g6z dnunde tutularak yapilmasi gerektigi ile ilgili
tartigmalar hala devam etmektedir (28,126).Orneklem grubumuz kiicuk
olmasina ragmen, intratimoral lenfatiklerin kicuk, daralmig veya kapanmis
bir limene sahip olmalari, peritimoral lenfatiklerin ise daha genis
[Umenlerinin olmasi peritimoral lenfatiklerin daha fonksiyonel oldugunu ve
metastazin gerceklesmesinde daha etkin rol aldigini dusindirmektedir. Bu
bulgular hayvan deneylerinden elde edilen timor dokusundaki interstisiyel
basincin lenfatiklerin fonksiyonunu engelledigi (109) ve fonksiyonel
peritimoral lenfatiklerle  metastazin gerceklestigi  bulgularini  destekler
niteliktedir (125,27). Ayrica normal doku incelendiginde lenfatik damarlarin
daha ¢ok submukozal bdlgede bulunmasi ve muskularis propriaya dogru
uzanmasl nedeniyle, tumorin bu anatomik bélgeye ulagsmasi durumunda

lenfatik damarlara daha kolay ulasarak metastaz kabiliyetinin artabilecegii
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dusundlmektedir. Gercekten de tumor bu evreye ulasip gectiginde lenfatik
metastaz sansi daha yuksektir(109).

Ancak tumorun bu surecgte hangi lenfatikleri kullandigi da 6nem
tasimaktadir. Acaba timor dokusu santralinde lenfanjiyogenezle olusan yeni
lenfatik kapillerleri mi yoksa peritimoral alanda 6nceden var olan lenfatik
damarlari mi kullanarak metastaz yapar? sorusunun yaniti hentiz bir agiklikk
kazanmamistir(125). Bu sorunun yaniti icin her G¢ timor grubunda da elde
ettigimiz veriler, peritimoéral lenfatiklerin bu olayda onemli rol oynadigini
distundurmektedir. Ancak bugun igin peritumdral/timdral lenfatif yogunluk,
klinikopatolojik dzellikler arasi iligkiler ve prognoz tzerine olan etkileri ile ilgili
kesin yorumlar yapabilmek mumkuin gérinmemektedir.

Bu ¢calismada gastrointestinal sistem timorlerinde LYVE-1 antikoru ile
yapilan imminhistokimyasal boyama tekniginin, VEGFR-3’'e go6re daha
duyarh ve 0Ozgul oldugu soOylenebilir. Bu goris diger calisma gruplarinin
goérusleri de ortusmektedir (33). VEGFR-3 antikorlari lenfatik damarlari
boyadigi kadar yer yer vendz damarlari da boyamakta, vendz- lenfatik ayrimi
yapabilmek icin kan hucrelerinin  varhdr dikkate alinmak zorunda
kalinmaktadir. Tek basina immunhistokimya teknigi bunu desteklemeye
yetmese de VEGFR-3'Un lenfatik damar belirteci olarak kullanilabilirliginin
degerlendiriimesi 6nem tagimaktadir.

CD44 reseptorinin immunhistokimyasal olarak boyandigi butin
orneklerde tumor dokusu ve cerrahi sinirda, CD44 pozitif (CD44+) hiicreler
net bir sekilde gorilmustir. Ancak reseptorin dagihiminda iki bélge arasinda
farklihk saptanmigtir. Cerrahi sinirda CD44+ hicreler diffiiz olarak butin
dokuya orantili bir sekilde dagiimisken, timér dokusunda bu hicreler daha
cok fokal alanlar seklinde yerlesim gostermistir. Bu fokal alanlari olusturan
hicre grubunun lenfositler oldugu ancak, arada tumor dokusuna yayillmis
sekilde makrofaj hucrelerinin de bulundugu dikkat ¢ekmisgtir. Ayni zamanda
tumor hicrelerinin - hepsinde olmamakla birlikte, bazilarinda CD44
ekspresyonu da saptanmig olup bu bulgularimiz literatir bilgilerini destekler
niteliktedir (89). Tumor hicrelerinde CD44 eksprese edilmeye baglanmasi
hicreyi gbce hazirlayan unsurlardan bir tanesi olabilir.
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Cerrahi sinirdan alinan dokularda ise CD44+ makrofaj hiicreleri hakim
oldugu ve dokuya diffiz bir sekilde yayillmis olduklari gorilmistir. Ote
yandan, tumoér dokusundaki heterojen dagihm nedeniyle skorlama yapilmasi
mdmkin olamamistir. Lenfositlerin  fokal alanlarda yogun bir sekilde
bulunmasi orada immdiin sistemin devrede oldugunu ve tumor htcrelerini
elimine edebilmek i¢in, timor dokusunun iginde yer yer aktivitesini devam
ettirdigini dusundurmektedir. Bu acidan bakildiginda tumorin ne kadar
heterojen oldugu bir kez daha anlagiimaktadir. Bu bulgu 06zellikle immin
sistem aktivitesini degerlendirmeye yonelik dokudan yapilacak calismalarda
g0z 6nunde tutulmasi gereken konulardan bir tanesidir.

immiinhistokimyasal calismalarda, 3-4 p olarak alinan doku
kesitlerinden calisiyor olmamiz, tumoér dokusunun heterojenitesini digtinecek
olursak-, tumorin c¢ok kacuk bir kismini  degerlendirmemize olanak
saglamakta dokunun bitind hakkinda ancak dngoéride bulunabilmemize izin
vermektedir. Seri halinde doku Orneklerinde ¢aligiimasi ise hem maliyeti hem
de harcanan zamani c¢ok artirmaktadir. Bu islem arastirma kapsaminda
yapilabilir ~ ama rutinde uygulanmasi ¢ok zor  gorinmektedir.
immiinohistokimyasal calismalarda, bu teknigi uygulayan kisinin egitimi ve
becerisi de ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle alinan kesit bélgesine ve uygulayan
kisiye gore sonuclar degisebilmektedir.

Western blot ile VEGFR-3 proteinin varhd hem normal hem de
tumorli dokularda mide, kolon, pankreas kanserlerinde gdsterildi. Bu
sonuglar literattirde bulunan ¢alismalarlauyumluydu (110). Mide ve pankreas
kanserlerinde tumor dokusunda biraz daha koyu (dens) bandlar elde
edilirken, kolon kanserlerinde hemen hemen esit yogunlukta bandlar
goralmustar.

Literatirde caligmamiza konu olan genlerle ilgili ¢cok fazla calisma
bulunmamaktadir. Bir ¢caligmada kolorektal kanserler kullaniimis ve birkag
tane lenfatik belirtegcin ekspresyon duzeylerine bakilmig ve LYVE-1'in
Olculebilen degerlerin altinda oldugu, VEGFR-3'Un ekspresyon dizeylerinin
ise arttigi belirtiimigtir (105). Daha sonra yapilan bir arastirmada ise kolon
kanserlerinde tumorli dokuda LYVE-1'in IHC ile artmig olarak bulunmasina
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karsin, kantitatif gen ekspresyon dizeyi dlguldigunde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanamamistir (106). Yuanming ve arkadaslarinin 2007
yilindaki calismasinda gastroenterik tumorler de LYVE-1 ile VEGFR-3
ekspresyon duzeyleri ile lenfatik metastaz ve tumoér progresyonu arasindaki
illiskiye bakilmistir (107). LYVE-1 icin daha fazla arastirmaya gereksinim
oldugu belirtirlerken, lenf nodu metastazi varliginda VEGFR-3 dtizeylerinin
arttigl  saptanmistir.  immiinohistokimyasal olarak LYVE-1  antikoru
kullanilarak yapilan boyamalarda, lenf nodu tutulumu ile LVD’nin artigi
arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir (107). Ancak, calismamizda
immunhistokimyasal olarak bu durumu gosteremedik ve kantitatif yontemle
LYVE-1 ekspresyon duzeylerinin lenf nodu tutulumu varhiginda o6zellikle
tutulan lenf nodu sayisina paralel bir artis gosterdigini saptadik. O nedenle
onlarin bu bulgusu bizim kantitatif 6lcimlerle elde ettigimiz bulgulari destekler
niteliktedir. Ayni grubun kolorektal kanserlerde yaptigi calismada da LYVE-1
ile lenf nodu pozitifligi arasinda bir iligki gosterilememistir (108). Ayni yil bir
bagka grubun LYVE-1 kullanarak yaptigi immuinhistokimyasal calismada
kolorektal kanserlerde LVD bakilmisg ve klinikopatolojik veriler arasinda iligki
saptanamamis (109) ve bulgularimiz, bu grubun sonuclarini destekler
dogrultudadir.

Kolon kanserinde real-time PCR ile, CD44 geni mRNA dizeyinin
Olculduglu calisma sayisi azdir. Calismalar ya htcre kultirlerinden ya da
hayvan deneylerinden elde edilen sonuclara dayanmaktadir (91-94). Real-
time PCR kullanilarak insan kolon kanserlerinde yapilan arastirmalarda,
kanserli dokuda CD44 ekspresyon diizeyinin, prognozla olan iliskisi ise
tartismalidir (95,96,97). Mide kanserlerinde CD44’Un kantitatif calisildigi
sadece birka¢ immunhistokimyasal arastirma vardir (98,99).

Sonug olarak, gastrointestinal sistem kanserlerinde LYVE-1, CD44 ve
VGFR-3 gen ekspresyonlarinin normal dokudaki diizeylerine oranla anlaml
Olcide arttigi saptandi. Histolojik tip, diferansiasyon ve evre gibi
klinikopatolojik kriterler ile gen ekspresyon diuzeyleri arasinda anlamli bir iligki
yokken Ozellikle mide kanserli hastalarda PLN/TLN orani ve perinoral
invazyonla bu artiglarin iligkili oldugu goéruldid. Mide kanserinde LYVE1 ve
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CD44 overekspresyonlari ile perindral invazyon ve lenfatik tutulum arasinda;
pankreas kanserlerinde ise CD44 ve VGFR3 ile vaskuler invazyon arasinda
alamh bir iligki saptandi. Bu bulgular, bu genlerin gastrointestinal timérlerde
lenfanjiyogenez, invazyon ve lenf nodu metastazi olusumunda 6nemli rol
oynadiklarini kuvvetle digtindirmektedir.

Bugln i¢in peritumoral/timoral lenfatik yogunluk ve klinikopatolojik
Ozellikler arasi iligkiler ve prognoz tzerine olan etkileri ile ilgili kesin yorumlar
yapabilmek mumkin gérinmemektedir. Ancak, LYVE-1 guvenilir bir lenfatik
damar belirtecidir ve immunhistokimyasal olarak kullanildiginda timoral ve
peritimoral lenfatik damar yogunlugu saptanabilir. Bu bulgularin biyolojik
onemi ve tedavide kullanilabilirligini saptamaya yonelik yeni calismalara

gereksinim vardir.
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6.SONUC ve ONERILER

- RTQ-PCR ile vyaptigimiz calismada mide, kolon, pankreas
kanserlerinde arastirmaya konu olan her ¢ genin de timor dokusundaki
ekspresyonu, normal dokuya gore anlamli olarak artmis bulundu.

- Mide kanserlerinde LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 duzeyleri lenf nodu
metastazi olan hastalarda, lenf nodu metastazi olmayanlara goére artis
gbstermesine karsin bu bulgu istatistiksel olarak anlam tagimamaktadir .

- Mide kanserlerinde Pozitif Lenf Nodu Sayisi/Total Lenf Nodu Sayisi
(PLN/TLN) orani ile tumoér dokusundaki LYVE-1 dizeyindeki artig
kargilastiriidiginda, PLN/TLN = 0.4 oldugunda timorli dokuda LYVE-1'in
ekspresyon diuzeylerinin anlamli sekilde arttigi tespit edildi (p=0.001).

- Mide kanserlerinde PLN/TLN ile VEGFR-3 arasindaki iliskiye
bakildiginda ise VEGFR-3'Un ekspresyon duzeylerindeki artis belirgin
olmasina karsin istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0.07)

- Mide kanserlerinde CD44'de ise PLN/TLN arasinda belirgin bir iligki
bulunamadi.

- Mide kanserlerinde genlerin overeksprese edilme durumlari ile
PLN/TLN arasindaki iliskiye bakildiginda, tutulan lenf nodu sayisi arttikga
(6zellikle PLN/TLN = 0.4) LYVE-1, VEGFR-3, CD44 genleri overeksprese
olmaktaydi ve bu durum istatistiksel olarak anlamliydi.

- Mide kanserlerinde noral ve perindral invazyon varhginda LYVE-1,
VGFR3 ve CD44 genlerinin, vaskuler invazyon varliginda ise VEGFR-3 ve
LYVE-1 ekspresyon ve overekspresyon duzeylerinin farkedilir sekilde arttig
saptandi.

- LYVE1l ve CD44Un ekspresyon dizeyleri ile perinéral invazyon
arasindaki iligki istatistiksel olarak da anlamliydi.

- Mide kanserlerinde, Lauren histolojik siniflamasina goére tumoérin
intestinal veya diffiiz olmasi, ya da iyi veya kotu diferansiye olmasi LYVE-1,
VEGFR-3, CD44 genlerinin ekspresyonlarindaki artigi degistirmemektedir.

- Mide kanserlerinde, T evresi(T2-T4) ve TNM'ye gotre Evre(ll-IV)
arttikca, buna parelel olarak LYVE-1, VEGFR-3 ve CD44 ekspresyon
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duzeyleri de dogrusal bir artis gostermektedir ancak bu artiglar istatistiksel
olarak anlamli degildir.

- Mide kanserlerinde, metastatik lenf nodlarinda her t¢ genin ekspresyon
duzeylerine de bakildi ve o6zellikle LYVE-1'de daha belirgin olmak utzere
VEGFR-3 ve CD44 ekspresyon duzeylerinin tumdr dokusundaki ekspresyon
duzeylerindeki artiglara paralellik gosterdigi saptandi.

- Mide kanserlerinde, gen ekspresyonlarinin birbiri ile olan iligkilerine
bakildiginda ise tumorli dokuda LYVE-1 artigina paralel olarak CD44
duzeylerinde de anlamli bir artis oldugu saptandi.

- Kolon kanserleri de benzer parametrelerle incelendiginde normal
dokuya gore tumorli dokuda ekspresyon dizeylerinin arttigr saptanmistir.

- Kolon kanserlerinde, koéti prognoz gostergeleri olan lenf nodu
tutulumu, PLN/TLN, histoloji, diferansiasyon, T evresi, stage, noral, perinoral
invazyon ve vaskiler invazyon kriterleri ile ekspresyon duzeyleri arasindaki
iligki degerlendirildiginde, ekspresyon dizeylerinin artma egiliminde oldugu
fakat bunun istatistiksel olarak (bazen anlamhlik degerlerine c¢ok
yaklagsmasina ragmen) anlamli olmadigi goralmustir.

- Pankreas kanserlerinde de tumoér dokusunda ekspresyon duizeyleri
artmasina ragmen, kuguk bir drneklem grubunda caligiimasi nedeniyle
korelasyon caligmalari yapilamamistir.

- Pankreas kanseri vakalarinin bir ¢oguna ileri evre veya metastaz
agsamasinda tani konulmasi bu hastalardan normal doku 6rnegdi alinmasina
imkan vermemis, palyatif cerrahi tedavi uygulandiginda sadece tumorli
dokudan veya metastaz bdlgesinden doku alinabilmis, bu nedenlerle de
orneklem grubu kiguk kalmistir.

- Gen ekspresyon duzeylerinin 6lcimunde RTQ-PCR guvenilir bir
yontemdir.

- Calismaya alinan mide kanseri hastalarinda, tumoér dokusunda lenfatik
damarlarin goraldigu vaka sayisi %40'tr ve bu lenfatiklerin  %27’si
peritimoral alanda ve % 13’0 intratiumaral bolgede yerlesmistir.

- Mide kanserlerinde, hasta sayisinin az olmasindan dolay! LVD ile lenf

nodu metastazi arasinda korelasyon saptanamamistir.



111

- Kolon ve pankreas kanserleri sayilari yetersiz oldugundan tek basina
immunhistokimyasal olarak analiz edilemedi. Gastroenterolojik kaynakh
kanserler olarak hepsi birlikte ele alindiginda ise peritiméral boyanma
%26,9, intratimoaral lenfatikler ise %7,7 olarak bulundu. Ancak, bu grupta da
lenf nodu metastazi ile LVD aralsinda herhangi bir iligki yoktu.

- immiinhistokimyasal olarak lenfatik damarlarin tanimlanmasinda LYVE-
1 iyi bir belirtectir ve lenfatik endotelini spesifik olarak boyar. Buna karsin
VEGFR-3 antikoru ile analiz yapilirken yer yer vendz damarlari da
boyadigindan dikkat edilmelidir.

- imminohistokimyasal yéntemin uygulanmasi sirasinda, Bond-Max
cihazinin kullaniimasi boyama sorunlarini buyik oOlctide ortadan kaldirarak
sonug¢ alinmasini kolaylastirmaktadir.

- LYVE-1 antikoru ile yapilan boyamalarda, fibroblast oldugu dustnilen
igsi, poligonal hticelerle de capraz reaksiyon verdigi anumsanmali ve bu
nedenle LVD Olculirken mutlaka hicrelerin olusturdugu limen formu
saylimaldir.

- Orneklem grubumuz kugiik olmasina ragmen, intratimoral lenfatiklerin
kucuk, daralmis veya kapanmis bir limene sahip olmalari, peritimoral
lenfatiklerin ise daha genis limenlerinin olmasi peritimaral lenfatiklerin daha
fonksiyonel oldugunu ve metastazin gergceklegsmesinde daha etkin rol aldigini
dusundirmektedir.

- Patoloji preperatlarinda normal doku incelendiginde lenfatik damarlarin
daha c¢ok submukozal bdlgede bulunmasi ve muskularis propriaya dogru
uzanmasl nedeniyle, tumorin bu anatomik bélgeye ulasmasi durumunda
lenfatik damarlara daha kolay ulagsarak, metastaz kabiliyetinin artabilecegii
dusuntlmektedir.

- CD44 antikoru kullanilarak yapilan IHC'da cerrahi sinirda CD44+
hicreler diffiz olarak batin dokuya orantili bir sekilde dagiimisken, timor
dokusunda bu hicreler daha cok fokal alanlar seklinde yerlesim gostermigtir.
- CD44 ile boyamalarda fokal alanlari olusturan hicre grubunun
lenfositler oldugu ancak, arada timoér dokusuna yayilmis sekilde makrofaj
hicrelerinin de bulundugu dikkat gekmistir.
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- IHC boyamalarinda, tumor hicrelerinin bazilarinda CD44 ekspresyonu
da saptanmistir.

- CD44 ile boyamalarda tumor dokusundaki heterojen dagilim nedeniyle
skorlama yapilmasi mumkin olamamistir.

- VEGFR-3 proteinin mide, kolon, pankreas kanserlerinde hem normal

hem de timorlu dokularda varligi Western blot ile gosterildi.

Calisma sonucunda akla gelen sorulara yanit olmak tzere;

- Yapilacak hicre kultirt calismalari ile VEGFR-3 ve LYVE-1 genlerinin
damar yapilarinda ne zaman eksprese olmaya basladiklar tespit edilebilir.

- VEGFR-3'Un erigkin yasamla birlikte kan damarlarinda azalan
ekspresyonlarinin hangi mekanizma ile olustugunu gostermeye yonelik
arastirmalar tasarlanabilir.

- LYVE-1'in HA dongusundeki rolint acikhga kavusturmak Gzere htcre
kultarleri ile calisma planlanabilir.

- CD44’in immin sistemle iligkisini gostermek amaciyla migrasyon
testleri yapilabilir.

- Hucre kaltur calismalari ile LYVE-1, CD44, VEGFR-3'Un hangi sitokin
ve kemokinlerden etkilendigi saptanabilir.

- Hayvan deneyleri olusturularak, tumoér gelisimi sirasinda bu genlerin
susturulmasi ile tumor geligsimi nasil etkileniyor arastirilabilir.

- LYVE-1 reseptorunin hangi sinyal iletim sistemlerini kullandigini
anlamak amaciyla ¢alismalar yapilabilir.

- Taze dokudan elde edilen hucreler ile olusturulan, hicre kualtar
ortaminda bu genlerin, lenfanjiogenezden sorumlu diger molekdllerin, immin
sistem hicreleri ile arasindaki ilgkiler arastirilabilir.

- Bu d¢ genin ekspresyonunda, miRNA’larin gorevli olup-olmadigini
anlamaya yonelik calismalar tasarlanabilr.

- Genlerin ekspresyonunda rol oynayan miRNA'larin hangileri oldugu
saptanabilir.

- Bu genler ile tumo6r mikro mikrogevresinde bulunan diger molekdllerin

iligkilerini saptamaya yonelik hiicre kulturt ¢caligmalar planlanabilir.
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- LYVE-1 ve CD44 molekullerinin ayni molekile baglanmalarinin bagka
bir amacinin olup-olmadigina yonelik calismalar yapilabilir, immun sistemden
nasil etkilendikleri sorgulanabilir.

- iligkili miRNA'larda herhangi bir mutasyon séz konusu mu arastirilabilir.
- Calismamizda ki bulgularin biyolojik 6nemi ve tedavide kullanilabilirligini

saptamaya yonelik yeni calismalar yapilabilir.
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