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Onsoz
Doktora yolculugum planladigimdan uzun gecti. Bu siirece bir pandemi, bir
dogentlik ve bolca degisim s1gdi. Doktora siirecimde tanistigim farkli bilim dallar1 ve
onu icra eden insanlar bana hayata bakisimi ilelebet degistiren bir vizyon kazandirdi.
Tez siirecim de uzun, zorlu ve biraz yorucu gecti. Ama zorluklar bizi gelistirme ve
dontistiirmek i¢indir. Sonug olarak i¢indeyken ¢okca sdylenmeme ragmen bitis
cizgisinde doniip baktigimda iyi ki dedigim bu yolculuk i¢in tesekkiir eder,

sevgilerimi sunarim.

[zmir, 3.09.2025 Asli ECE SOLMAZ
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Ozet

Meme kanseri hastalarinda doku ve kandaki hipoksiyle indiiklenen faktor 1

diizeyinin neoadjuvan kemoterapi yanitina etkisi

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser ve kansere bagl
6liim nedenidir; patogenezinde hipoksi ve bununla iligkili HIF-1a aktivasyonu
onemli bir rol oynamaktadir. HIF-1a'nin tiimor progresyonu, anjiyogenez, metastaz
ve tedavi direncindeki merkezi konumu, onu potansiyel bir terapotik hedef haline
getirmektedir. Bu tez, HIF-1a ekspresyonunun tiimor dokusundaki ve plazma
diizeylerindeki degisimlerini neoadjuvan kemoterapi (NAKT) dncesi ve sonrasi
donemde degerlendirerek, bu degisimlerin tedavi yanit1 ile iligkisini incelemeyi

hedeflemistir.

Calismaya dahil edilen 10 hastadan NAKT 6ncesi ve sonrasi olmak iizere plazma
ornekleri alinmig, HIF-1a ve VEGF diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Ayni
hastalara ait tru-cut biyopsiler ile operasyon sonrasi elde edilen tiimor dokulart
immiinohistokimyasal olarak incelenmis ve HIF-1a ekspresyonu yari1 kantitatif H-

skor yontemiyle degerlendirilmistir.

NAKT sonrasi tiimor dokularinda HIF-1a ekspresyonunda anlamli diizeyde azalma
gozlenmis (p=0,006), bu durum biyobelirtecin tedavi yaniti ile iliskili olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Plazma HIF-1a diizeylerinde tedavi sonrasi ortalama %30 oraninda
azalma saptanmig, ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p=0,064). Plazma VEGF diizeyleri, hastalarin biiyiik cogunlugunda 6l¢iilemeyecek
kadar diisiik oldugundan degerlendirilememistir. Tedavi 6ncesi plazma HIF-1a
diizeyleri ile doku ekspresyon skoru arasinda negatif yonlii orta diizeyde bir iliski

saptanmis, ancak bu korelasyon anlamliliga ulasmamustir.

ROC analizi sonucunda, plazma HIF-1a diizeylerinin tedavi yanitin1 dngérmede
sinirl bir ayirt edici giice sahip oldugu (AUC=0.622) gosterilmistir. Ayrica, tedavi
sonrast HIF-1a H-skorlar1 ile tiimor evresi ve lenf nodu pozitifligi arasinda anlamli
pozitif korelasyon bulunmustur. Bu bulgular, HIF-1a nin prognostik a¢idan degerli
bir biyobelirte¢ olabilecegini ve tedavi yanitin1 6ngdérmede potansiyel bir rol

oynayabilecegini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, meme kanserinde HIF-1a ekspresyonunun hem sistemik hem de lokal

diizeyde degerlendirilmesi, tedaviye yanitin izlenmesi ve prognostik siniflamada
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yardimci olabilecek 6nemli bir yaklasimdir. HIF-1a'y1 hedef alan tedavi stratejileri,
gelecekte neoadjuvan tedaviye yaniti artirmak ve kisisellestirilmis tedavi modelleri

gelistirmek acisindan umut vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler; Meme kanseri; Hipoksiyle Indiiklenebilir Faktér 1 (HIF1);

Neoadjuvan Tedavi
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Abstract

Impact of Hypoxia-Inducible Factor 1 Levels in Tissue and Blood on the

Response to Neoadjuvant Chemotherapy in Breast Cancer Patients

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and the leading cause of
cancer-related mortality among women worldwide. Hypoxia and the associated
activation of hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1a) play a critical role in its
pathogenesis. Due to its central role in tumor progression, angiogenesis, metastasis,

and treatment resistance, HIF-1a has emerged as a potential therapeutic target.

This thesis aimed to evaluate the changes in HIF-1a expression levels in both tumor
tissue and plazma before and after neoadjuvant chemotherapy (NACT), and to

investigate the relationship between these changes and treatment response.

Plasma samples were collected from 10 patients before and after NACT, and HIF-1a
and VEGF levels were measured using the ELISA method. Tumor tissues obtained
from tru-cut biopsies prior to treatment and post-treatment surgical specimens were
examined immunohistochemically, and HIF-1a expression was assessed semi-

quantitatively using the H-score method.

A statistically significant decrease in HIF-1a expression was observed in tumor
tissues following NACT (p = 0.006), suggesting that this biomarker may be
associated with treatment response. Although an average reduction of approximately
30% in plasma HIF-1a levels was observed post-treatment, this change did not reach
statistical significance (p = 0.064). Plasma VEGF levels were undetectable in the
majority of patients and thus could not be evaluated. A moderate negative correlation
was found between pre-treatment plasma HIF-1a levels and tissue expression scores,

although this correlation was not statistically significant.

Receiver operating characteristic (ROC) analysis indicated that plasma HIF-1a levels
had limited discriminatory power in predicting treatment response (AUC = 0.622).
Additionally, post-treatment HIF-1a H-scores were significantly and positively
correlated with tumor stage and lymph node positivity. These findings suggest that
HIF-1a may be a valuable prognostic biomarker and could play a potential role in

predicting response to treatment.

In conclusion, assessing HIF-1a expression at both systemic and local levels in

breast cancer may serve as an important approach for monitoring treatment response
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and aiding in prognostic classification. Targeting HIF-1o may hold promise for
enhancing response to neoadjuvant therapy and developing personalized treatment

strategies in the future.

Keywords; Breast Cancer; Hypoxia-Inducible Factor 1; Neoadjuvant Therapy
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Giris
Giris; arastirmanin konusunu, problemini, sorusunu, hipotezlerini, varsayimlarini,
sinirliliklarini, tanimlarini, arastirmanin amacini ve ilgili literatiiriin bir baglam

cercevesinde sunuldugu genel bilgileri igerir.

1.1. Arastirmanin Problemi

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignite olup hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde kanser kaynakli 6liimlerin basinda gelmektedir. Hipoksi,
tiimorlerin biiylime, invazyon ve tedaviye direng gibi kritik siireclerinde temel bir rol
oynamaktadir. Hipoksi ile iliskili HIF-1a (Hipoksiyle Indiiklenen Faktor 1 alfa -
Hypoxia-Inducible Factor-1 alpha) transkripsiyon faktorii, 6zellikle tiimor
mikrocevresinde adaptasyon mekanizmalarini diizenleyerek, tiimor hiicrelerinin
hayatta kalmasini ve progresyonunu desteklemektedir. Mevcut literatiir, HIF-1a'nin
prognostik deger tasiyan bir biyobelirte¢ olabilecegini ve tedavi yaniti lizerinde
belirleyici olabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak, HIF-1a ekspresyonunun
neoadjuvan kemoterapi (NAKT) siirecindeki dinamik degisimi ve bu degisimlerin
tedavi yaniti ile iliskisinin kapsamli olarak degerlendirildigi ¢alismalar sinirlidir. Bu
aragtirma, s6z konusu boslugu doldurmay1 ve HIF-1a’nin klinik kullanima yonelik

potansiyelini ortaya koymay1 amaglamaktadir.

1.2. Arastirmanin Sorusu
NAKT uygulanan meme kanseri hastalarinda, tedavi oncesi ve sonrast donemde HIF-
la ekspresyonunun plazma ve tiimor dokusu diizeylerinde degisimi ve bu

degisimlerin tedavi yanit1 ile iligkisi nedir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

e H1: Neoadjuvan kemoterapi plazma ve tiimor dokusunda HIF-1a ekspresyonunu

etkiler.
e H2: Tedavi sonras1 HIF-1a diizeylerindeki degisim, tedavi yaniti ile iliskilidir.

e H3: HIF-1a ifadesi, tiimor evresi ve lenf nodu tutulumu gibi klinikopatolojik

parametrelerle korelasyon gosterir.



1.4. Arastirmanin Varsayimlari

e ELISA (enzim baglantili immiinosorbent analizi) ve immiinohistokimya
yontemleri, HIF-1a ve VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor - Vaskiiler
Endotelyal Biiylime Faktorii) diizeylerini dogru ve giivenilir bir sekilde 6lgmektedir.

¢ Calismaya dahil edilen hastalarin tedaviye uyumlar1 ve uygulanan protokoller

homojendir.

¢ Plazma ve doku 6rneklerinden elde edilen biyobelirteg diizeyleri, hastaligin

biyolojik durumunu yansitmaktadir.

e Klinik ve patolojik veriler eksiksiz ve dogru sekilde kaydedilmistir.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklari

e Hasta sayisinin sinirl olmasi (n=10), istatistiksel gii¢ tizerinde kisitlayici bir

etkendir.

¢ Bazi 6rneklerde biyopsi materyalinin yetersiz olmasi nedeniyle

immiinohistokimyasal analiz yapilamamustir.

e HIF-1a diizeyleri disindaki hipoksik biyobelirteglerin ¢alisilmamasi, bulgularin

genellenebilirligini kisitlamaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu aragtirmanin temel amaci, neoadjuvan kemoterapi alan meme kanseri hastalarinda
HIF-1a ekspresyon diizeylerinin plazma ve tiimor dokusunda tedavi 6ncesi ve
sonras1 donemdeki degisimini degerlendirmek ve bu degisimlerin tedavi yaniti ile

iliskisini ortaya koymaktir.



Genel Bilgiler

2.1 Meme Kanseri: Epidemiyoloji, Risk Faktorleri ve Patofizyolojisi

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen kanser tiirii olup, kadinlarda
kansere bagh 6liimlerin baslica nedenidir (Bray et al., 2024). Her 8 kadindan 1'1 yasami
boyunca meme kanserine yakalanmaktadir; en stk 60-69 yas aralifinda
gozlemlenmektedir. Yas ve kadin cinsiyeti en yaygin risk faktorleri arasinda yer
almaktadir (Siegel, Giaquinto, & Jemal, 2024). Diger risk faktorleri arasinda erken
menars, ge¢ menapoz, hi¢ dogum yapmamis olmak, ilk gebeligin ge¢ yasta
gerceklesmesi, kisisel ve/veya ailesel meme kanseri 0ykiisii bulunmaktadir (Majeed et

al., 2014).

Meme kanseri patolojisi genellikle meme kanallarina veya lobiillerine ait epitel
hiicrelerin hiperplazisi ile baslamakta ve zamanla invaziv karsinom gelisimine
ilerlemektedir. Daha nadir olarak, anjiyosarkom, primer stromal sarkomlar ve filloid
timorler gibi invaziv meme karsinomlari, destekleyici stromanin epitel disi
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Meme karsinomunun en yaygin alt tipi, in situ
karsinomlarin yaklasik %85’ini olusturan duktal karsinom in situ (DCIS)’dur. DCIS
genellikle mamografide tespit edilebilen mikrokalsifikasyonlar seklinde belirti verir
ve tipik olarak tek memede kii¢iik, odaklanmig bir alanda bulunur. Buna karsilik,
lobiiler karsinom in situ (LCIS) meme lobiillerinden kaynaklanir, genellikle ¢ok odakli
ve iki taraflidir. LCIS mikrokalsifikasyon olusturmadigi i¢in mamografik olarak
saptanmas1 zordur. Hem DCIS hem de LCIS, invaziv karsinom gelisme riskini 6nemli
olgiide artirmaktadir (Majeed et al., 2014). Invaziv karsinomlarm en yaygm tipi
adenokarsinomdur; bunlarin %80°1 invaziv duktal tipten kaynaklanir. Diger histolojik
varyantlar arasinda lobiiler karsinom, nadiren goriilen ve invaziv kanserlerin %6’sin1
olusturan mediiller karsinom, papiller, tiibiiler ve miisindz karsinomlar bulunmaktadir.
Inflamatuvar meme kanseri, hizl1 bir sekilde lenf nodlarina yayildig1 igin agresif seyirli

ve 0lumcul bir kanser turadur.

2.2 Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

Biyolojik belirteglerin gen ekspresyon profiline dayali olarak meme kanseri; luminal

A, luminal B, Her-2 zenginlestirilmis ve li¢lii negatif ya da bazal benzeri olmak iizere



dort molekiiler alt tipe ayrilmistir (Howlader, Cronin, Kurian, & Andridge, 2018)
(Tablo 1).

Luminal A, en yaygin alt tip olup tiim meme kanserlerinin yaklasik %30-70’ini
olusturur. Bu tip; luminal epitelyal genlerin, 6strojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptoriiniin (PR) yiiksek diizeyde, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 nin
(Her-2) ise diisiik diizeyde ya da Ki-67 proliferasyon indeksinin <%15 oraninda diisiik
diizeyde ekspresyonu ile karakterizedir (Norum, Andersen, & Serlie, 2014). Luminal
A tiimorler genellikle iyi prognoza sahiptir ve hormon/endojen tedaviye iyi yanit verir
(Fragomeni, Sciallis, & Jeruss, 2018). Niiks orani, diger alt tiplere kiyasla belirgin
sekilde daha diistiktiir (van Maaren et al., 2019).

Tablo 1: Meme kanserinin immiinohistokimyasal alt tipleri

Alt Tip Tamm Sikhk Prognoz
Luminal A ER/PR (+), Her-2 (-), diisiik Ki-67 (<%15) %30-70 lyi
Luminal B ER/PR (+), Her-2 (-), yliksek Ki-67 (>%]15) %10-20 Orta
Her-2 ER/PR (-), Her-2 (+) %5-15 Koti
TNBC ER, PR ve Her-2 (-) %15-20  Kotii

Luminal B tiimoérler, meme kanserlerinin %10-20’sini olusturur. Bu alt tip, yiiksek
diizeyde ER, PR ve Ki-67 ekspresyonu (> %15) ile Her-2 pozitif ya da negatif olarak
tanimlanir (Norum et al., 2014). Luminal A'ya kiyasla, luminal B tiimdrler daha agresif
fenotipe, daha yiiksek histolojik dereceye, mitotik aktiviteye sahiptir ve daha kot

prognoz gosterirler (Creighton, 2012).

Diinya genelinde meme kanserlerinin yaklasik %5-15’1 Her-2 geninin asir
ekspresyonunu gosterir. Her-2 pozitifligi, daha agresif biyolojik ve klinik 6zelliklerle
iligkilidir. Bu tiimorler yiiksek mitotik sayiya, yiiksek tiimor derecesine, lenf nodu
pozitifligine ve daha kotii klinik sonuglara sahiptir (Nassar, Khoor, Radhakrishnan,
Radhakrishnan, & Cohen, 2014; van Maaren et al., 2019). Bu tiimorler kemoterapiye
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(Mueller, Haymond, Davis, Williams, & Espina, 2018) ve endokrin tedaviye (Leitzel
et al., 1995) diisiikk yanit verirler, ancak anti-Her-2 antikorlar1 veya kiiciik molekiil

inhibitorleri ile tedavi edilebilirler (Dai et al., 2015).

Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC) alt tipi, tiim meme kanserlerinin %15-20’sini
olusturur. TNBC, ii¢ yaygin hedeflenen biyobelirteg olan ER, PR ve Her-2'nin
ekspresyonunun negatif olmasiyla tanimlanir (Prat et al., 2014). Yiiksek histolojik ve
niikleer derece, zayif tiibiil olusumu, merkezi nekrotik ya da fibrotik bolgelerin varligi,
yluksek proliferatif indeks ve belirgin lenfosit infiltrasyonu ile iliskilidir. Bu tiimorlerin
cogu, agresif klinik davranis ile yliksek metastaz oranina sahip infiltratif duktal

tiimorlerdir (Heitz et al., 2009).

2.3 Meme Kanseri: Tarama, Tan1 ve Yonetim

Amerikan Kanser Ortak Komitesi’nin (AJCC) TNM evreleme sistemi, hem klinik hem
de patolojik verileri kullanarak hastalarin prognozunu belirlemeye yardimer olur
(Giuliano et al., 2017). Hastalar; birincil tiimdrlerin sayisi ve yeri, aksiller lenf nodu

tutulumu ve uzak metastaz durumlarina gore evre 0’dan IV’e kadar simiflandirilir

(Tablo 2).

Tablo 2. TNM evrelendirmesi tanimlari



Bolgesel Lenf Nodu

Evre Primer Tiimor Uzak Metastaz
Durumu
0 Tis (in situ timor) NO (Bolgesel lenf MO (Uzak
nodlarinda kanser metastaz yok)
yok)
I T1 (Timor <2 cm) NO MO
I TO (Primer timor N1 (Bolgesel 1-3 MO
belirlenmemis) lenf noduna
metastaz)
A T1 NI MO
ITA T2 (Timo6r > 2 cm fakat <5 NO MO
cm)
11B T2 N1 MO
11B T3 (TUmor > 5 cm) NO MO
A | TO N2 (Bolgesel 4-9 MO
lenf noduna
metastaz)
A | Tl N2 MO
A | T2 N2 MO
A | T3 N1 /N2 MO
111B T4 (Herhangi bir boyutta Herhangi bir N MO
tiimor, gogiis duvari veya
deriye yayilim gosteren)
IC Herhangi bir T N3 (> 10 lenf MO
noduna metastaz)
v Herhangi bir T Herhangi bir N M1 (Uzak
metastaz var)

2.3.1 Neoadjuvan Kemoterapi

Neoadjuvan kemoterapi (NAKT), tiimor boyutunu kiiciiltmek ve meme koruyucu
cerrahi oranmi artirmak amaciyla cerrahiden ©nce uygulanan kemoterapiyi
tanimlamak i¢in kullanilir. Tarihsel olarak, NAKT erken evre ve lokal ileri evre
kanserlerin, Ozellikle de opere edilemeyen ve inflamatuar meme kanserlerinin
tedavisinde kullanilmistir (Sikov, 2000). Lokal ileri meme kanseri tedavisinde NAKT
kullaniminin ¢esitli avantajlari bulunmaktadir. Bunlar arasinda cerrahiden dnce tiimor
progresyonunun azaltilmasi, diger kemoterapdtik ajanlara karsi ¢apraz direng oraninin
diisiiriilmesi ve operasyonla iligkili morbiditenin azaltilmasi yer almaktadir. NAKT,
hastaliksiz sagkalim siiresi ve genel sagkalim oraninda artig ile iligkilidir. Yapilan
calismalarda, tiimoriin O6zelliklerine bagli olarak %18 ila %50 arasinda degisen

patolojik tam yanit oranlar1 bildirmistir (Cortazar et al., 2014).



2.3.2 Meme Kanseri Cerrahisi

Birincil tiimoriin cerrahi olarak c¢ikarilmasi, meme kanseri tedavisinin temel
bilesenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Geleneksel olarak, memenin ve aksiller
lenf nodlarinin tamamen ¢ikarildig1 radikal mastektomi cerrahinin temel hedefiydi.
Ancak son on yilda, tedavi etkinligini en iist diizeyde tutarken memenin korunmasina
yonelik yaklagimlar cerrahi uygulamalarda 6n plana ¢ikmistir. Yukarida da tartisildigi
izere, erken evre veya lokal olarak ileri evredeki meme kanseri olgularinda cerrahi
tedavi siklikla neoadjuvan kemoterapiyi takiben uygulanmaktadir. Tiimor boyutunun
kiigiiltiilmesi amaciyla uygulanan NAKT, meme koruyucu cerrahiyi miimkiin

kilmaktadir (Daveau et al., 2011).

2.4 Tiimor Hipoksisi

Tiimor hipoksisi, hiicresel oksijen tiiketimi ile hiicrelere saglanan oksijen arzi
arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir (Vaupel, 2008). Yapilan arastirmalar,
solid tiimdrlerin yaklasik %50—-60'min hipoksi bolgeleri i¢erdigini ortaya koymustur
(Vaupel & Mayer, 2007). Daha 6nceki bir ¢calismada ise, lokal olarak ileri evre meme
kanserlerinin yaklasik %25—40’mda hipoksi gozlendigi rapor edilmistir (Lundgren,
Holm, & Landberg, 2007). Hipoksi, perfiizyon veya diflizyonla iligkili faktorlerden
kaynaklanabilir. Perfiizyonla iligkili (akut) hipoksi, yapisal ve islevsel olarak anormal
kanser damarlarinin neden oldugu yetersiz kan akisi sonucunda gelisirken; difiizyonla
iligkili (kronik) hipoksi, tiimoriin biliylimesiyle artan difiizyon mesafeleri nedeniyle
ortaya c¢ikar (Vaupel, 2008). Kanser hiicreleri, oksijen konsantrasyonlariin siirekli
degistigi bir ortamda yer alirlar ve bu nedenle solid tiimoérler ii¢ farkli doku
bolgesinden olusur: normoksik, hipoksik ve nekrotik bdlgeler. Islevsel kan
damarlarina yakin konumlanan normoksik hiicreler genellikle canli ve proliferatifken,
kan damarlarindan uzakta bulunan hiicreler anoksik hale gelebilir ve bu durum nekroz

alanlarinin olusmasina neden olabilir.

Hipoksi, tiimor hiicrelerinde hem proteomik hem de genomik diizeyde degisiklikleri
tetikler. Kanser hiicrelerinin hipoksik strese yaniti, anaerobik glikolizi kolaylastirarak
diismanca mikroskobik ¢evreden kagmalarini saglayan proteomik degisiklikleri igerir;
bu yanitlar artan proliferasyon, anjiyogenez, apoptoz ve diger hiicre 6liim sinyallerine
karst azalmis duyarlilik, bagisiklik sistemi saldirisindan kagis, smirsiz replikatif

potansiyel kazanimi1 ve bu sayede invazyon ya da metastatik yayilim gibi siiregleri
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kapsar (Vaupel & Harrison, 2004). Ayrica hipoksi, genomik kararsizligt artirarak
mutasyon sayisinin artmasina neden olur. Molekiiler diizeyde bakildiginda, timor
hiicrelerinin hipoksik strese adaptasyonu biiylik Olgiide hipoksiyle indiiklenen
faktorler (HIF) tarafindan diizenlenmektedir; bu faktorler, hipoksi kaynakli stres

yanitinin temel diizenleyicileridir.

2.4.1 Hipoksiyle indiiklenebilir Faktérler (HIF)

Insanlarda ii¢ HIF ailesi iiyesi tanimlanmistir: HIF-1, HIF-2 ve HIF-3. Bu heterodimer
yapilar, bir a alt birimi ve bir B alt biriminden olusmaktadir (Semenza, 2012). Bu ii¢
izoformdan en sik olarak tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese edilen HIF-1’dir

(Weidemann & Johnson, 2008).

HIF-1, niikleer HIF-1pB alt birimi olan ve siirekli olarak eksprese edilen aril
hidrokarbon reseptdrii niikleer translokatorii (ARNT) ile O2-regiilasyonuna tabi olan
HIF-1a alt biriminden olusan bir heterodimerdir (Wang, Jiang, Rue, & Semenza,
1995). HIF-1a alt birimi, iki transaktivasyon domaini (C-TAD ve N-TAD) igerir. C-
TAD, HIF-1a hedef genlerinin transkripsiyonunu diizenlemek iizere CREB baglayici
protein (CBP)/P300 gibi ko-aktivatorlerle etkilesime girebilir. N-TAD ise HIF-1o’nin
degradasyona karsi stabilizasyonunda rol oynar. Ayrica, sadece HIF-1a alt birimi, O--
bagimli degradasyonu saglayan oksijen-bagimli degradasyon domaini igerir; HIF-1
bu domaini tagimaz. HIF ailesinin ilk tanimlanan tiyesi HIF-1a olup, 1992 yilinda

Semenza ve Wang tarafindan kesfedilmistir (Semenza & Wang, 1992).

HIF-2a, HIF ailesinin tanimlanan ikinci liyesidir ve HIF-1a ile yaklasik %48 oraninda
amino asit dizisi benzerligi gostermektedir (Ema et al., 1997). Bu benzerlik, her iki
proteinin de HIF-f ile heterodimer olusturma, hipoksi yanit elementlerine baglanma
ve gen ekspresyonunu indiikleme yeteneklerini agiklayabilir (Hu, Wang, Chodosh,
Keith, & Simon, 2003). HIF-1a yaygin olarak eksprese edilirken, HIF-2a ekspresyonu
daha ¢ok belirli dokularla sinirlidir (Hu et al., 2003). Genel olarak, bu iki izoform
hipoksiye farkli biyolojik mekanizmalar araciligiyla yanit verir. HIF-1a araciligiyla
isleyen mekanizmalar, timor biiylimesini, malign progresyonu ve ¢esitli genlerin
diizenlenmesini desteklerken (Vaupel, Mayer, Briest, & Hockel, 2005), HIF-2a bazi
HIF-1a hedef genlerini aktive eder. HIF-1a ve HIF-2a, VEGF gibi baz1 ortak hedeflere
sahiptirler (Loboda, Jozkowicz, & Dulak, 2010).



2.4.2 HIF-1¢’nin Diizenlenmesi ve Kanserdeki Fonksiyonu

Normoksik kosullarda HIF-1a, oksijen-bagimli degradasyon domaini igerisindeki
prolin kalintilarinin (Pro402 ve/veya Pro564) prolin hidroksilazlar tarafindan
hidroksillenmesi sonucunda VHL (Von Hippel-Lindau) proteini tarafindan taninarak

ubiquitin-proteazom yolu araciliiyla hizla yikima ugrar (Masoud & Li, 2015).

Hipoksik kosullarda ise bu oksijen-bagimli hidroksilasyon gergeklesmez; bu durum
HIF-1o’nin stabilizasyonuna, hiicrede birikmesine ve niikleusa translokasyonuna yol
acar. HIF-la, glukoz metabolizmasi, pH regiilasyonu, hiicre proliferasyonu,
anjiyogenez, metastaz ve tedavi direnci gibi bir¢ok biyolojik siireci yonlendiren

genlerin ekspresyonunu indiikler (Masoud & Li, 2015).

Daha o6nce yapilan bir kanser hiicre dizisi taramasina gore, tiimorlerde normoksik
kosullar altinda HIF-la stabilizasyonunun yaklasik %350 oraninda gozlendigi
bildirilmigtir (Robey, Lien, Welsh, Baggett, & Gillies, 2005). HIF-1a, hipoksiden
bagimsiz olarak da stabilize edilebilir; 6rnegin, Krebs dongiisii metabolitlerinden
stiksinat ve fumaratin birikimi, prolin hidroksilaz aktivitesini inhibe ederek ya da hiicre
ici piriivat ve laktat birikimi ile HIF-1a stabilizasyonunu artirmaktadir (Semenza,

2010)(Ippolito, Morandi, Giannoni, & Chiarugi, 2019).

Buna ek olarak, HIF-lo hipoksiden bagimsiz olarak bazi onkogenlerin
diizensizlesmesiyle de stabilize edilebilir. Ornegin, kanser hiicrelerinde c-myc geninin
amplifikasyonu, HIF-lo’nin  pVHL kompleksiyle baglanmasim1  azaltarak
degradasyonunu engellemekte ve sonug¢ olarak meme tiimor hiicrelerinde normoksik
kosullar altinda HIF-1a’nin stabilizasyonuna yol agmaktadir (Doe, Ascano, Kaur, &

Cole, 2012).

HIF-1a, ayrica mRNA transkripsiyonu ve protein sentezi yoluyla da
diizenlenebilmektedir. PI3K/Akt/mTOR yolunun aktivasyonu, mTOR bagimli HIF-1a
transkripsiyonunu ve translasyonunu artirarak bu siireci desteklemektedir (Zhong et
al., 2000). Bu yolakta meydana gelen herhangi bir anormal uyarilma —hormonlar,
bliylime faktorleri ya da artmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) konsantrasyonlar
aracilifiyla— normoksik kosullarda bile HIF-1a'nin uyarilmasina neden olmaktadir

(Zhong et al., 2000).



2.4.3 Meme Kanserinde Hipoksiye Bagh Prognostik Faktorler

Tiimdr mikrogevresindeki hipoksi, hipoksi yolaklarinin aktivasyonu ve agresif malign
fenotipler arasindaki iligkiler, ¢esitli kanser tiirlerinde gozlemlenmistir. Daha dnceki
caligmalarda, HIF-1a ve HIF-2a'nin bir¢ok insan tiimoriinde siklikla asir1 eksprese
edildigi bildirilmigtir (Talks et al., 2000). Meme kanserinde HIF-lo’nin agiri
ekspresyonunun; artmis timor boyutu, ileri timor evresi, yiiksek histolojik grade,
metastaz ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yamamoto et al., 2008). Ayrica hem lenf
nodu pozitif hem de negatif hastalikta Her-2 pozitif ve ER pozitif olgularla pozitif
iligki gosterdigi rapor edilmistir (Bos et al., 2003; Generali et al., 2006a;
Giatromanolaki et al., 2004; Schindl et al., 2002). Klinik olarak, yiiksek HIF-1a
ekspresyonu, tiimor progresyonu ve kotii prognoz ile iligkilidir (Dales et al., 2005;
Generali et al., 2006b; Kronblad, Jirstrom, Rydén, Nordenskjold, & Landberg, 2006;
Yamamoto et al., 2008). HIF-1a'nin asir1 ekspresyonu, ER pozitif meme kanserinde
azalmis hastaliksiz sagkalim ile iligkili bagimsiz bir prognostik faktor olarak
tanimlanmustir (Shamis, Quinn, Mallon, Edwards, & McMillan, 2022). Uglii negatif
meme kanserleri, siklikla hipoksiye morfolojik kanit olusturan santral fibrozis ve
nekroz gosterdiginden, bu tiimorlerde yiiksek HIF-1a ekspresyonu beklenmektedir
(Yan, Rayoo, Takano, Thorne, & Fox, 2009). Sitotoksik kemoterapi ile HIF
inhibitorlerinin ~ kombinasyonunun, TNBC tedavisinde hasta sagkalimim

tyilestirebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Semenza, 2016).

Hipoksinin kanser tedavilerine karsi diren¢ gelisimini tesvik edebilecegi ©ne
stiriilmektedir (Generali et al., 2006a; Gilreath, Boerma, Qin, Hudson, & Wang, 2021).
Bu nedenle, deneysel kanser arastirmalari ve klinik onkolojide, hipoksiyi tespit
edebilecek giivenilir belirteglerin gelistirilmesi uzun siiredir hedeflenmektedir.
Immiinohistokimya, tiimdr biyopsilerinde HIF-1o. endojen hipoksi belirteglerinin
degerlendirilmesi i¢in giivenilir bir yontemdir. Meme kanseri hastalarinda plazma
HIF-1a diizeylerinin kontrol gruba gére yiiksek oldugu tespit edilmistir (Abdelgalil et
al., 2024; Cai et al., 2016). Ayrica meme kanseri hastalarinda yiiksek plazma HIF-1a
diizeylerinin daha agresif tiimor 6zellikleriyle, daha kisa hastaliksiz ve genel sagkalim
stireleriyle iligkili oldugu gosterilmistir (Cai et al., 2016). Kisisellestirilmis tip ¢aginda,
anti-hipoksik ilaclarin tek basina ya da mevcut tedavi rejimleriyle kombinasyon

halinde meme kanseri hastalarmin sagkalimimi etkisini belirlemek igin klinik
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caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bireysel hastalik seyirlerini daha derinlemesine
anlayabilmek ve bunlari daha dogru dngorebilmek i¢in, hipoksinin meme kanseri
gelisimindeki kritik roliiniin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu bilgi, ileride
her bir hasta i¢in uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve uygulanmasinda temel

olusturacaktir.
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Gerec ve Yontem

3.1 Hasta se¢cimi

Calismamiza Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne Eyliil 2023-Ocak 2025
tarihleri arasinda bagvuran uzak organ metastazi olmayan ancak cerrahi 6ncesi NAKT

almasi gereken hastalar dahil edilmistir.

Calismamuz i¢in Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alimistir
(Onay Karar1 22-12T/46). Calismaya dahil edilen kisiler sozlii ve yazili olarak
bilgilendirilmis, tiim katilimcilardan imzali bilgilendirilmis gonillii olur formu

alinmustir.
Arastirmada yer alan bireylerin/hastalarin se¢ilme/ dahil edilme kriterleri:
. Cerrahi 6ncesi NAKT alma endikasyonu olmasi. Bunlar:

e [okal ileri meme kanseri tanisi almis olmak.
e HER?2 pozitif meme kanseri tanis1 almis olmak.

e Uglii negatif meme kanseri tanis1 almis olmak.
. 18 yasindan biiyiik olmak.

. Biyopsi 6rneginde yeterli materyal bulunmasi.

Arastirmada yer alan bireylerin/hastalarin ¢alismadan dislanma kriterleri:

. Uzak metastaz saptanmasi.
. 18 yasindan kii¢iik olmak.
. Tan1 aninda ve altinc1 ayda hastanin kan vermemesi.
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3.2 Plazmadan ELISA ile HIF-1a ve VEGF o6l¢iimii

Hastalardan tan1 aninda ve altinct ayda EDTA’11 tliplere periferik vendz kan 6rnekleri
alindi. Kan tiipleri 30 dk. i¢inde 1000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Plazma temiz bir
ependorf tiipe topland1 ve calismaya kadar -20 °C’de saklandi.

VEGF ve HIF-1A i¢in ELISA ¢alismasinin uygulanisi:
Reaktif hazirligi (VEGF)

1. Biotin-konjuge antikor (1x):
Kullanimdan 6nce tiip santrifiijlendi.

Biotin-antikor 1:100 oraninda seyreltildi.

2. HRP-avidin (1x):
Kullanimdan 6nce tiip santrifiijlendi.

HRP-avidin 1:100 oraninda seyreltildi.

3. Yikama Tamponu (1x):

500 ml 1x Yikama Tamponu hazirlanmasi i¢in 20 ml distile su ile seyreltildi.

4. Standart:
Standart tiipii 6000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi.
Liyofilize standart, 1 ml 6rnek seyreltici ile ¢ozlindiirtildii.
Tamamen ¢Oziinmesini saglamak icin standart tiipii ¢alkalayicida 15 dakika
bekletildi.
2000 pg/ml konsantrasyonunda bir stok standart olusturuldu.

Seri diliisyon hazirlig1 i¢in her tiipe (S0-S6) 250 ul 6rnek seyreltici eklendi. Stok
cozeltiden baslayarak 2 kat seri dillisyonlar hazirlandi. Seyreltilmemis standart, en
yiiksek standart olarak (2000 pg/ml) kullanildi. Sifir standart olarak yalnizca 6rnek
seyreltici (0 pg/ml) kullanild1 (Sekil 1).
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Sekil 1: VEGF i¢in standart sulandirma asamalar1 (Cusabio kullanim kilavuzundan

alinmistir)
Reaktif hazirhig (HIF-1a)

1. Biotin-konjuge antikor (1x):
Kullanimdan 6nce tiip santrifiijlendi.

Biotin-antikor 1:100 oraninda seyreltildi.

2. HRP-avidin (1x):
Kullanimdan 6nce tiip santrifiijlendi.

HRP-avidin 1:100 oraninda seyreltildi.

3. Yikama Tamponu (1x):

500 ml 1x Yikama Tamponu hazirlanmasi i¢in 20 ml distile su ile seyreltildi.

4. Standart:
Standart tiipti 6000 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi.
Liyofilize standart, 1 ml 6rnek seyreltici ile yeniden ¢oziindiiriildii. Tamamen
cozlinmesini saglamak i¢in standart tiipli ¢alkalayicida 15 dakika bekletildi.
4000 pg/ml konsantrasyonunda stok standart elde edildi.

Seri diliisyon hazirligi i¢in her tiipe (S0-S6) 250 pl 6rnek seyreltici eklendi. Stok
cOzeltiden baglayarak 2 kat seri diliisyonlar hazirlandi. Seyreltilmemis stok standart,
en yiiksek standart olarak (4000 pg/ml) kullanildi. Sifir standart olarak yalnizca 6rnek
seyreltici (0 pg/ml) kullanild1 (Sekil 2).
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Sekil 2: HIF-1a i¢in standart sulandirma agamalar1 (Cusabio kullanim kilavuzundan

alinmistir)

ELISA Test prosediirii (VEGF ve HIF-1a i¢in)

Tiim reaktifler kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-25 °C) getirilip bu sicaklikta
en az 30 dakika bekletildi.

1.

Reaktifler, calisma standartlar1 ve 6rnekler 6nceki boliimlerde tarif edildigi

sekilde hazirlandi.

. Kullanilacak kuyucuk sayisini belirlemek i¢in test diizeni semas1 hazirlandi. Tim

ornekler iki tekrarli olarak caligildi.

Her bir kuyucuga 100 pl standart veya plazma 6rnegi pipetlendi. Kit ile birlikte
verilen yapiskan film ile plakanin tizeri kapatildi. 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Tim kuyucuklardaki sivilar uzaklastirildi.

Tiim kuyucuklara 100 pl Biotin-konjuge antikor (1x) eklendi. Yeni bir yapiskan
film ile plakanin {izeri kapatildi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Tim kuyucuklardaki sivi aspire edildikten sonra toplam ii¢ kez yikama islemi
gerceklestirildi. Her yitkamada kuyucuklara 200 pl yikama tamponu eklenip 2
dakika bekletildi ve aspire edildi.

Her kuyucuga 100 pul HRP-avidin (1x) pipetlendi. Mikroplaka yeni bir yapiskan
filmle kapatildi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
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8. Aspirasyon/yikama islemi altinct adimda verilen sekilde bes kez tekrarlandi.

9. Her kuyucuga 90 ul TMB substrati eklendi. 37°C’de karanlik ortamda 15-30
dakika inkiibe edildi.

10. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi.

11. Mikroplaka spektrofotometre cihazina yerlestirildi. Bes dakika i¢inde her
kuyucuktaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Elde edilen
standart egrilere gore orneklerin igerdigi VEGF ve HIF-1a konsantrasyonlari

hesaplanda.

3.3 immunhistokimyasal olarak HIF-10 6l¢iimii

Hastalarin tani i¢in alinmis olan tru-cut biyopsi 6rneklerini ve mastektomi arsivinde
timor kesitlerini igeren slaytlar1 tekrar degerlendirildi. Tiimorii en iyi temsil ettigi
diisiiniilen uygun slaytlar secildikten sonra formalin tespitli parafin bloklardan 4
mikron kalmliginda kesitler hazirland1. Immunohistokimyasal boyama igin HIF-1 Alfa
poliklonal antikoru (1:300, cat. no: bs-0737R, Bioss) ve ultraView Universal DAB
belirleme kiti (cat.no: 760-500, Roche) kullanildi.

Uygulama Ventana Benchmark XP immiinhistokimya cihazinda asagida belirtilen

asamalarda yapilds;

1. Kesitler 65 °C etiivde 2-4 saat deparafinize edildi.

2. Lamlar cihaza yiiklendi ve otomatize olarak 75 °C’de deparafinizasyon islemi
yapildi.

3. Ornekler 98 °C’de 36 dakika CC1 (Cell Conditioning 1, pH 8.5) buffer
kullanilarak kaynatildi.

4. Boyama Oncesi arka plan sinyalini azaltmak amaciyla cihaz iginde %3 'liik
hidrojen peroksit igeren inhibitor uygulandi.

5. Primer antikor 1/300 diliisyonda 37 °C’de 4 dakika uygulanda.

6. Sekonder antikor (ultraView Universal DAB) damlatilarak kesit minimum 36

dk bekletildi.
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7. Hematoksilen ile niikleer kars1 boyama yapildi, ardindan Bluing Reagent ile
renk stabilizasyonu saglandi.

8. Tiim adimlar arasinda tampon soliisyonlarla otomatik yikamalar
gergeklestirildi.
9. Boyama sonrasi lamlar cihaz disina alinarak artan alkol ve ksilen serileriyle

dehidrate edilip balsam ve lamel ile kapatildi.

Immunhistokimyasal incelemede sitoplazmik membrandz boyanma igeren hiicrelerin
ylizdesi ve boyanma siddeti (0, +1, +2, +3) degerlendirildi ve sonrasinda boyanma

yiizdesi ve boyanma siddeti carpilarak H skoru elde edildi.

3.4 istatistiksel analizler

Bu caligmada elde edilen verilerin analizinde cesitli istatistiksel yoOntemlerden
yararlanilmistir. Pre- ve post-NAKT donemlerine ait plazma HIF-1o diizeyleri ile
immiinohistokimyasal HIF-1a ekspresyon skorlarinin karsilastirilmasinda parametrik
varsayimlar dogrultusunda bagimli 6rneklemler t-testi kullanilmistir. Klinikopatolojik
degiskenler ve biyobelirte¢ diizeyleri arasindaki iliskiler Pearson veya Spearman
korelasyon analizleri ile degerlendirilmistir. Ayrica, tedavi yanitin1 6ngérmede plazma
HIF-1a diizeylerinin ayirt edici giiciinii belirlemek amaciyla ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizi yapilmis ve AUC (Area Under the Curve) degeri
hesaplanmistir. Tiim istatistiksel analizler SPSS (v25.0) yazilimi ile gerceklestirilmis;

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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Bulgular

Bu calismada, neoadjuvan kemoterapi planlanan 10 meme kanseri hastasinin tani
aninda ve 6. ayda HIF-1a ve VEGF plazma diizeylerinin ELISA ile 6l¢iimii; ayrica
tru-cut  biyopsi ve mastektomi  dokularinda  HIF-la  ekspresyonunun
immiinohistokimyasal (IHC) incelemesi yapilmistir. Sonuglarin fonksiyonel analizleri

yapilmig ve bulgular korelasyon analizleri lizerinden sunulmustur.

Hastalar, molekiiler alt tiplerine uygun NAKT rejimleri ile tedavi edilmis olup,
uygulanan tedavi protokolleri Tablo 3’te 6zetlenmistir. Hastalarin demografik verileri
ile klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo 4’te gdsterilmistir. Histolojik olarak olgularin
cogunlugu (%70) invaziv duktal karsinom (IDK) veya IDK + duktal karsinoma in situ
(DKIS) iken, bir olgu invaziv lobiiler karsinom (ILK) ve bir olgu invaziv apokrin
karsinom olarak saptanmistir. Tru-cut biyopsi sonuglarina gore, olgularin %801
Ostrojen reseptoril pozitif, %60°1 progesteron reseptorii pozitif, %50’si HER2 pozitif
olup, Ki-67 proliferasyon indeksi %5 ile %70 arasinda degismistir. TNM siniflamasina
gore iki olgu evre 2A, bes olgu evre 2B, iki olgu evre 3B ve bir olgu evre 3C olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 3: Neoadjuvan kemoterapi semast

Molekiiler Alt Tip NAKT Rejimi

4 siklus doksorubisint+siklofosfamid
Hormon Pozitif
+ 12 siklus paklitaksel

4 siklus doksorubisin+siklofosfamid
Uclii Negatif
+ 12 siklus paklitaksel + pembrolizumab

4 siklus doksorubisin+siklofosfamid
HER?2 Pozitif

+ 12 siklus paklitaksel +transtuzumab + pertuzumab
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NAKT sonrasi tedavi yanitinda dort hastada tam yanit, alt1 hastada ise kismi yanit elde
edilmistir. Tam yanit veren hastalarin mastektomi materyallerinde tiimdr dokusu
bulunmadigindan, bu olgularda immiinohistokimyasal inceleme
gerceklestirilememistir. Ayrica, 7 ve 8 numarali hastalarin tru-cut biyopsilerinde

yeterli doku elde edilemedigi i¢in bu 6rnekler analizlere dahil edilmemistir.
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Tablo 4: Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Hasta Tru-cut biyopsi patoloji Mastektomi patoloji
Yas TNM Evre Tedavi yamti
no ER PR HER2 Ki67 Tip ER PR HER2 Ki67 Tip

1 76 %100 %2 POZ %25 IDK %100 %5 NEG %60 IDK+DKiS T2NIMO 2B Kismi yanit
2 41 %90 %5 POZ %50 IDK %90 NEG NEG %30 iDK TICN2MO 3B Kismi yanit
3 45 %80 %30 NEG %40 ILK %100 %90 NEG %15 ILK T2N3MO  3C Kismi yanit
4 37 NEG NEG POZ %30 IDK+DKIS NEG NEG NEG %5  DKIS T2NIMO 2B Tam yanit
5 61 %100 %80 NEG %12 IDK %100 %80 NEG %20 IDK T4ANIMO 3B Kismi yanit
6 76 NEG NEG NEG %70 IDK %20 %5 NEG %20 DKIiS T2NIMO 2B Tam yanit
7 32 %5 NEG POZ %35 IDK %5  NEG POZ %8 IDK T2NIMO 2B Kismi yanit
8 49 %100 NEG NEG %50 IDK %35 NEG NEG - iDK T2NIMO 2B Kismi yanit
9 43 %10 %10 POZ %70 INVAZIV APOKRIN KARSINOM - - - - - T2NOMO  2A Tam yanit
10 51 %100 %70 NEG %25 IDK+DKIiS %100 %70 NEG %30 DKIiS TICNIMO 2A Tam yanit
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Calismaya dahil edilen 10 hastanin yaslar1 32 ile 76 yil arasinda degismekte olup,
ortanca yas 48 yil, ortalama yas ise 51,1 y1l olarak hesaplanmistir. Tedavi yanitina gére
yas dagilimlar Sekil 3’te gdsterilmistir. Orneklem sayismin diisiik olmasi nedeniyle,
gruplar arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmis ve sonuglar, yas
acisindan tam yanit ve kismi yanit gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadigini gostermistir (p = 1,0).

Tedavi Yanitina Gore Yas Dagilimi

70

60

Yas

50

40

30 .' ]
Kismi Yanit Tam Yanit

TedaviYaniti

Sekil 3: Tedavi yanit1 gruplarina gore yas dagilimi grafigi

HIF-1a ve VEGF plazma diizeyleri ELISA yontemi ile en az iki kez 6l¢iilmiis olup,
elde edilen ortalama degerler ve standart sapmalar Tablo 5’te sunulmustur. VEGF
diizeyleri, tedavi oncesinde yalnizca iki hastada, tedavi sonrasinda ise {i¢ hastada
Olctilebilir  smirda tespit edildiginden, hastalar arast de§isim oranlar

hesaplanamamustir.
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Tablo 5: HIF-1a ve VEGF ELISA sonuglari

Hasta HIF-1a HIF-1a VEGF VEGF
no Tedavi dncesi Tedavi sonrasi Tedavi dncesi Tedavi sonrasi

1 1502,43 £381,16 | 1219,70 211,67 | O 0

2 1597,89 +£326,23 | 1992,67 + 313,21 | 52,89 + 14,36 26,97 +21,83
3 1002,26 £229,69 | 299,92 + 137,55 0 0

4 2707,58 £ 851,74 | 854,02+ 218,97 | 0O 0

5 746,57 + 220,44 | 239,59+ 171,40 161,45 +27,99 0

6 1165,16 £ 193,67 | 1141,41+10,72 | 0 0

7 2569,75+£576,95 | 570,60+ 115,28 | O 0

8 1368,55+313,32  1838,83 +156,82 | 0 58,58 £ 19,90
9 1088,17 £ 15,35 1012,12+ 14,06 |0 0

10 2250,12 + 145,77 | 1052,04 +270,82 | 0 73,74 +7,13

Standart sapma degerleri + olarak verilmistir,

HIF-1a diizeylerinin tedavi 6ncesi ve sonrasinda hasta bazli degisimi grafiksel olarak

degerlendirilmis ve Sekil 4’te sunulmustur.
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Hasta 1 - HIF-1a Hasta 2 - HIF-1a

3000 3000
2500 2500
2000 2000
- -
£ £
S 1500 'S 1500
o o
1000 1000
500 500
0 Once 0 Onee
Hasta 3 - HIF-1la Hasta 4 - HIF-1a
3000 3000
2500 2500
2000 2000
- -
£ £
o 1500 S 1500
o o
1000 1000
- - -
0 Once Sonra 0 Once Sonra
Hasta 5 - HIF-1a Hasta 6 - HIF-1a
3000 3000
2500 2500
2000 2000
- —
£ £
3 1500 S 1500
o o
1000 1000
500 500
0 Once Sonra 0 Once Sonra
Hasta 7 - HIF-1a Hasta 8 - HIF-1a
3000 3000
2500 2500
2000 2000
- -
£ £
S 1500 'S 1500
o o
1000 1000
- - -
0 Once Sonra 0 Once
Hasta 9 - HIF-1a Hasta 10 - HIF-1a
3000 3000
2500 2500
2000 2000
4 4
£ £
5 1500 S 1500
o o
1000 1000
500 500
0 Once 0 Once

Sekil 4: HIF-1a diizeylerinin tedavi dncesi ve sonrasinda degisim grafigi. Hasta

numaralari ilgili grafigin lizerinde yer almaktadir,
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Tru-cut biyopsi ve mastektomi drneklerinde gergeklestirilen immiinohistokimyasal

HIF-1a incelemesi sonucunda elde edilen H-skorlar1 Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6: HIF-1a immunhistokimya sonuglari

Hasta no Biyopsi HIF-1a H-skoru Mastektomi HIF-1a H-skoru
1 290 220
2 170 70
3 300 280
4 240 Tumor yok
5 300 300
6 180 Tumor yok
7 Yeterli doku yok 200
8 Yeterli doku yok 70
9 220 Tumor yok
10 160 TUmor yok

Hastalarin tru-cut biyopsi ve mastektomi 6rneklerinden elde edilen patolojik kesitlerde
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile invaziv duktal karsinom, invaziv lobiiler
karsinom ve NAKT’ye kismi yanit gosteren invaziv duktal karsinom bulgulari

saptanmis olup, ornek preparatlar Sekil 5’te sunulmustur.
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Sekil 5: Biyopsi ve mastektomi 6rneklerinden patolojik degerlendirme goriintiileri
(H&E boyama).

a. Mastektomi materyalinde invaziv lobiiler karsinom

b. Meme tru-cut biyopsisinde invaziv duktal karsinom

c. Neoadjuvan sistemik tedavi sonrasinda mastektomi materyalinde tedaviye kismi

yanit bulgular1 gosteren invaziv duktal karsinom.

Hastalarin tru-cut biyopsi ve mastektomi oOrneklerinden HIF-la ekspresyonunun
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildigi preparatlardan 6rnekler sekil 6-7-8-9-

10°da gosterilmistir,
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Sekil 6: HIF-1a ile agirlikli olarak negatif ve 1+ niikleer boyanma gosteren invaziv

duktal karsinom alani

Sekil 7: HIF-1a ile agirlikli olarak 2+ ve 1+ niikleer heterojen boyanma gdsteren

invaziv duktal karsinom alani
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Sekil 9: Meme tru-cut biyopsisinde HIF-1a 3+ niikleer boyanma gosteren invaziv

lobiiler karsinom

27



Sekil 10: HIF-1a 3+ niikleer boyanma gosteren invaziv duktal karsinom

Hastalarin tedavi oncesi ve sonrasi kandan o6lgiilen HIF-1a diizeyleri ile dokudan
Olgiilen THC H-skorlar1 arasindaki korelasyon Spearman korelasyon yontemi ile
degerlendirildi. Tedavi dncesi plazma HIF-1a diizeyi ile timor dokusunda saptanan
immiinohistokimyasal H-skoru arasinda negatif yonlii orta siddette bir korelasyon

belirlendi (Spearman p = —-0,63; p = 0,091) (Sekil 11).
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TEDAVI ONCESI IHK H-score vs Serum Hif-1
2750 - ®

2500 A

22507 @

2000 A

1750 A

Serum Hif-1

1500 A o

1250 A

1000 A ®

750 A [

160 180 200 220 240 260 280 300
IHK H-score

Sekil 11: Tedavi oncesi plazma HIF-1a diizeyi ile timor dokusunda saptanan THC H-

skor iligkisi

Tedavi sonrasi plazma HIF-1a diizeyi ile tiimor dokusundaki immiinohistokimyasal
H-skoru arasinda zayif diizeyde negatif bir korelasyon saptanmistir (Spearman p = —

0,38, p = 0,28) (Sekil 12). Ancak bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Tedavi Sonrasi HIF-1a Plazma DUlzeyi vs IHC H-score
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HIF-1a Plazma Duzeyi (pg/mL) - Tedavi Sonrasi

Sekil 12: Tedavi sonrast plazma HIF-1a diizeyi ile tiimor dokusunda saptanan IHC

H-skor iliskisi

Hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi plazma HIF-1a diizeylerinin ortalama degerleri ve
dagilimlar1 degerlendirildi. Tedavi Oncesi ortalama HIF-la diizeyi yaklasik 1600
pg/mL iken, tedavi sonrasi ortalama deger yaklasik 1020 pg/mL olarak saptandi.
Normal dagilim saglandigindan eslestirilmis t-testi ile yapilan analizde, klinik olarak
belirgin bir azalma izlense de, 6rnek sayisinin diisiik olmas1 nedeniyle istatistiksel giic

siirl kald1 (p = 0,064) (Sekil 13).
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Pre 1

Post

500 1000 1500 2000 2500
pg/mL

Sekil 13: Tedavi oncesi ve sonrasi kandan olgililen HIF-1a diizeylerinin ortalamasi ve

dagilimlari

Tedavi Oncesi ve sonrasi plazma HIF-1a diizeyleri iizerinden hesaplanan yiizdesel
degisim, tam yanit ve kismi yanit gruplar arasinda karsilastirilmistir (Tablo 7). Tlgili
grafik Sekil 14’te sunulmustur. Her iki grupta da HIF-la diizeyinde ortalama %30
civarinda bir azalma gozlenmis olup, azalma oranlarn istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmamistir (Student’s t-testi, p = 0,90).
Normal dagilim varsayimi ise Shapiro-Wilk testi ile dogrulanmistir (p > 0,05).
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Tablo 7: Tedavi Oncesi ve sonrasi plazma HIF-1a diizeylerinin tam yanit ve kismi

yanit gruplarinda yiizdesel degisimi

Yanit grubu Ortalama (%) Medyan (%) Standartsapma Min (%) Max (%)
Kismiyanit | —29,25 —-43,36 50,17 -77,80 434,36
Tamyanit | —32,68 -30,12 33,18 -68,46 2,04

Saptanan degisimlerde azalma yonlii degisimler (-) ve artma yonli degisimler (+) ile

gosterilmistir,

Yanit Gruplarina Gore HIF-1a Yuzdesel Degisimi

20t

N s [
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S
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o
w
Q
T 407t
2

_60 -

—-80¢t . ,

Kismi Tam

Tedaviye Yanit

Sekil 14: Tam yanit ve kismi yanit gruplarinda tedavi dncesi-sonrasi plazma HIF-1a

diizeylerinin yiizdesel degisim grafigi

32



Hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi tiimor dokusunda saptanan IHK H-skoru ortalamasi
ve dagilimlar1 degerlendirildi. Tedavi dncesi HIF-1a diizeylerinin ortalamasi ~ 233
iken tedavi sonrasi ortalamasi ~ 109 olarak saptandi. Medyan degerlerinin ise tedavi
oncesi 230’dan, tedavi sonrast 35’e diistiigii goriildii. Eslestirilmis t-testi ile yapilan

analizde bu diislis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p = 0,006) (Sekil 15).

Pre 1

Post

50 100 150 200 250 300
H-score

o

Sekil 15: Tedavi dncesi ve sonras1 IHK H-skoru ortalamasi ve dagilimlart

Tedavi oncesi plazma HIF-lo diizeyinin tam yaniti ongdrmedeki tanisal giicilinii
degerlendirmek i¢in ROC analizi yapildi (Sekil 16). ROC egrisinin altinda kalan alan
(AUC = 0,63) istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,61). Esik (cut-off) degeri
2250,1 pg/mL olarak belirlendi; bu degerin {lizerinde olan olgularda tam yanit olasilig1
diisiik saptandi. Bu esik degeri, tam yanit elde edemeyecek hastalar1 dogru tanimada

ozgilligi yiiksek, ancak duyarlilig: diisiik olarak degerlendirildi (Tablo 8).
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HIF-1a (Tedavi Oncesi) ROC Egrisi - Tam Yaniti Ongoérme

1.0

0.8

Duyarlilik (Sensitivite)
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= ROC curve (AUC = 0.62)

0.6 0.8 1.0

0.4
1 - Spesifite

Sekil 16: Tedavi dncesi plazma HIF-1a diizeyinin tam yanit1 ongdrmedeki tanisal

giiclinii degerlendirmek i¢in yapilan ROC analizi

Tablo 8: ROC analiz degerleri

ROC OLCUTU DEGER
AUC (EGRi ALTI ALAN) 0,63
EN iYi CUT-OFF DEGERI 2250,1 pg/mL
DUYARLILIK (SENSITIVITE) | 0,50
OZGULLUK (SPESIFITE) 0,83
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Tedavi Oncesi tiimoriin  patolojik parametrelerinin tedavi yanitiyla iliskisi
incelendiginde hormon pozitif HER2 pozitif gruptaki 4 hastadan 1’1 (%25), hormon
pozitif HER2 pozitif gruptaki 4 hastadan 1’1 (%25), hormon negatif HER2 pozitif
gruptaki 1 hasta (%100) ve ti¢lii negatif gruptaki 1 hastanin (%100) tam yanit verdigi
goriilmiistiir (Sekil 17). Ancak 6rnek sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle istatistiksel

anlamlilik degerlendirmesi yapilamamustir.

4.0F Tedavi Yaniti
e Kismi Yanit

mm Tam Yanit
3.5F

3.0
2.5

2.0f

Hasta Sayisi

1.5¢

1.0r

051

0.0 — —
ER/PR - ER/PR - ER/PR + ER/PR +
HERZ2 - HER2 + HER2- HER2 +

Sekil 17: Tedavi dncesi tiimoriin patolojik parametrelerinin tedavi yanitiyla iliskisi

Lenf nodu durumu ile tedavi yanit1 karsilagtirildiginda, lenf nodu pozitif hastalarda
tam yanit oran1 diisiik bulunmus (1/7), buna karsin lenf nodu negatif olan hastalarin

tamaminda tam yanit saptanmistir (Sekil 18).
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Tedavi Yaniti ve Lenf Nodu Durumu

Tedavi Yaniti
B Kismi Yanit
m Tarmn Yamt

Hasta Sayisi

Pozitif Negatif
Lenf Nodu

Sekil 18: Lenf nodu durumu ile tedavi yanitinin degerlendirilmesi

Hastalarin tedavi oncesi plazma HIF-lo diizeyleri, tiimor dokusundan elde edilen
immiinohistokimyasal H-skorlar1 ve patolojik parametreleri arasinda Spearman
korelasyon analizi yapilmis ve korelasyon matriksi olusturulmustur (Sekil 19). Elde

edilen korelasyon katsayilar1 6zetle su sekildedir:

e ER-PR (+0,50): Hormon reseptorleri birlikte pozitiflesme egilimindedir.

e HER2-ER/PR (0,39, —-0,56): HER2 pozitifligi genellikle hormon reseptor
negatifligi ile birliktedir ve aralarinda ters yonlii iligki vardir.

e HER2-Ki-67 (+0,43): HER2 pozitif tiimdrlerde proliferasyon indeksi daha
yiiksektir.

e HER2-HIF-1a diizeyi (+0,45): Hipoksi gostergesi olan HIF-1a, HER2 pozitif
tiimorlerde artis egilimindedir.

e H-skoru: Diger parametrelerle zayif iliskilidir; histokimyasal skor bagimsiz

goriinmektedir.
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Tedavi Oncesi Parametreler Korelasyon Matrisi

1.00
ER - 0.01 -0.35 0.25
0.75
PR - -0.31 -0.24 0.15 0.50
-0.25
HER2 - -0.39 0.43 0.45 -0.05
-0.00
Ki-67 - 0.01
- -0.25
Hif-1 duzeyi - -0.35 - —0.50
-0.75
H-score - 0.25
i -1.00
&
\z_‘\,\,’\/

Sekil 19: Tedavi dncesi kandan Olgiilen HIF-1a diizeyleri, IHC H-skorlar1 ve tiimoriin

patolojik parametrelerinin korelasyon haritas1 [Koyu kirmizi: negatif iliski (—1’e

yakin), koyu mavi: pozitif iliski (+1’e yakin) ve beyaza yakin: zayif iligki (~0)].

Hastalarin tedavi sonrasi kandan dlgiilen HIF-1a diizeyleri, dokudan 6l¢iilen IHC H-

skorlart ile tiimoriin evresi ve lenf nodu durumunun Spearman korelasyon analizi

yapilarak 1s1 haritas1 olusturuldu (Sekil 20). Analiz sonuglarina goére, H-skoru ile lenf

nodu pozitifligi (p = 0,71) ve klinik evre (p = 0,73) arasinda yiiksek diizeyde pozitif

korelasyon saptandi.
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Tedavi Sonrasi Degiskenler Arasi Spearman Korelasyon Matrisi
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Sekil 20: Tedavi sonrasi kandan 6lgiilen HIF-1a diizeyleri, IHC H-skorlari ile timoriin
evresi ve lenf nodu durumunun Spearman korelasyon 1s1 haritasi1 [Koyu kirmizi: pozitif

iligki (+1’e yakin), koyu mavi: negatif iligki (-1’e yakin)]

Her bir hastanin tedavi oncesi ve sonrasi HIF-1la diizeyleri karsilastirmali olarak
incelenmis ve bireysel egim grafigi ile gorsellestirilmistir (Sekil 21). Analiz
sonucunda, tam yanit veren hastalarda HIF-la diizeylerinde belirgin ve keskin
diistisler gozlenirken; kismi yanit veren hastalarda daha sinirli azalmalar veya bazi

olgularda artiglar (6r. hasta no: 2 ve 8) saptanmustir.
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Bireysel Hastalarda Tedavi Oncesi ve Sonrasi HIF-1a Dizeyleri
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Sekil 21: Hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasi HIF-1a diizeylerinin bireysel egim grafigi
ile gosterilmesi (Kirmizi ¢izgiler: kismi yanit veren hastalar, yesil ¢izgiler: tam yanit

veren hastalar)
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Tartisma

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malign tiimorlerden biri olup diinya
genelinde kansere bagli mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Bray et al.,
2021). Giinlimiizde yalmizca histopatolojik  degerlendirme degil, timor
mikrogevresinin biyolojik ozellikleri de prognozun belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu mikrogevre igerisinde en ¢ok dikkat c¢eken unsurlardan biri
hipoksidir. Hipoksi, tiimor dokusundaki yetersiz oksijenlenme sonucu ortaya ¢ikmakta
ve timor progresyonunda merkezi rol oynayan bir dizi hiicresel yanit1 tetiklemektedir
(Vaupel & Mayer, 2007). Hipoksiye hiicresel yanitin baslica diizenleyicisi olan HIF-
la, glikolitik metabolizmay1 aktive ederek, anjiyogenezi uyararak, invazyon ve
metastaz siireclerini kolaylastirarak tiimor hiicrelerinin adaptasyonunu saglamaktadir

(Semenza, 2012; Masoud & Li, 2015).

HIF-1o’nin yiiksek ekspresyon diizeylerinin, meme kanserinde yiiksek histolojik
grade, HER2 pozitiflik, lenf nodu tutulumu ve tedaviye direng gibi olumsuz prognostik
ozelliklerle iligkili oldugu bildirilmistir (Bos et al., 2003; Dales et al., 2005; Yamamoto
et al., 2008). Bununla birlikte, dolasimdaki HIF-1a diizeylerinin degerlendirilmesi,
doku biyopsisine invaziv olmadan alternatif bir yol sunmasi agisindan Snem
kazanmakta ve non-invaziv biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyeli arastirilmaktadir

(Cai et al., 2016; Abdelgalil et al., 2024).

Neoadjuvan kemoterapi, 6zellikle lokal ileri evre meme kanserlerinde tiimdr boyutunu
kiictilterek cerrahi secenekleri artirmakta ve sistemik hastalik kontroliinii erken
donemde saglamaktadir (Cortazar et al., 2014). NAKT yanitin 6nceden tahmin
edilmesi, tedavi planlamasinda kritik rol oynamaktadir. Bu baglamda HIF-1a gibi
hipoksi ile iligkili biyobelirteclerin tedavi Oncesi ve sonrasi diizeylerinin

degerlendirilmesi, tedaviye biyolojik yanitin izlenmesi agisindan degerli olabilir.

Bu c¢alismada, uzak organ metastazi olmayan ancak cerrahi oncesi NAKT almasi
gereken meme kanseri hastalarindan tan1 aninda ve tedavi sonrasinda plazmadaki HIF-
la ve VEGF diizeyleri ile biyopsi ve mastektomi 6rneginden HIF-1a ekspresyonunun

immiinohistokimyasal incelemesi degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 32 ile 76 yas arasinda olup ortalamasi 51,1

y1l olarak hesaplanmistir. Hastalarin tlimorlerinin patolojik 6zelliklerine baktigimizda
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bir olgunun invaziv lobiiler karsinom, bir olgunun invaziv apokrin karsinom tanisi

varken kalan hastalarin invaziv duktal karsinom tanisi mevcuttur.

Tru-cut biyopsi materyallerindeki patolojilerine gore 4 hasta hormon pozitif-HER2
negatif (%40), 5 hasta HER2 pozitif (%50) ve 1 hasta iiclii negatif (%10) olarak tam
almistir. Toplumda meme kanserlerinde en sik hormon pozitif hastalik goriillmesine
ragmen bizim c¢alismamizda HER2 pozitif hasta grubu daha yiiksek goriilmesinin
sebebi hormon pozitif hastalikta cerrahi secenekler ilk planda iken HER2 hastalikta

NAKT nin 6ncelikli tercih olmasi olarak diistilmiistiir.

Literatiirdeki bazi ¢alismalarda NAKT alan meme kanseri grubu se¢im kriterlerinde
bulunmadigindan patolojik ve klinik olarak hasta dagilimi farklilik gosterebilmektedir
(Cai et al., 2016; Yamamoto et al., 2008a; Yan et al., 2009). Calisma planinda hasta
seciminin patolojik alt tiplere gore ayrilmamasi sonuglarda farkli gruplarin farkl
oranlarda temsil edilmesine sebep olmustur. Literatiirde bizim c¢alismamiza benzer
sekilde NAKT alan meme kanseri hastalarinda dokudan HIF-1a ekspresyonu bakilan
calismalarda ise hasta popiilasyonlarinin dagilimi farklilik gostermektedir. Ramirez-
Tortosa ve ark,’nin ¢alismasinda Luminal A %32,6, Luminal B %29,5, HER2 hastalik
%21 ve tcli negatif %13,7 olarak dagilirken; Nie ve ark’nin ¢aligmasinda oranlar
sirastyla %36, %57,7, %7 ve %16 olarak siralanmaktadir (Nie et al., 2018; Ramirez-
Tortosa et al., 2022). Sonraki ¢aligmalarda her bir alt tip i¢in ayr1 6rneklem yapilmasi

istatistik analizlerde daha dogru sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.

Calismada oOncelikle neoadjuvan kemoterapinin tiimér dokusunda HIF-1a
ekspresyonuna etkisi THC skorlar1 iizerinden incelenmistir. NAKT uygulamasi
sonrasinda tiimor dokusundaki HIF-la ekspresyonunda belirgin diizeyde azalma
saptanmigtir. Ortalama H-skoru degerinin 233°ten 109’a diismesi (p=0,006), tedavinin
hipoksik yanit mekanizmalar1 {izerinde baskilayict bir etki olusturdugunu
gostermektedir. Sonuglar istatistiksel olarak anlamlidir. Bu durum, HIF-10’nin hipoksi
ile iliskili olarak artan ekspresyonunun, kemoterapiye bagli hiicresel 6limii ve timor

kitlesinde regresyonu takiben azaldigini diistindiirmektedir.

Literatiirde bizim g¢alismamiza benzer sekilde tedavi Oncesi ve sonrasi HIF-la
ekspresyonu immiinohistokimya ile incelen nadir ¢alisma vardir. Generali ve ark,’nin

calismasinda 118 meme kanseri hastasinin tiimor dokusunda neoadjuvan kemoterapi
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oncesi ve sonrasi HIF-lo ekspresyonu immiinohistokimya ile incelenmistir.
Kemoterapi oOncesi yiiksek HIF-la ekspresyonu olan hastalarda, tedavi sonrasi
ekspresyonun anlamh sekilde azaldig1 gosterilmistir ve diisen HIF-1a diizeyleri, tam
patolojik yanit oranlarinin daha yiiksek olmasiyla iligkili bulunmustur (Generali et al.,
2006a). Bu veriler bizim sonuc¢larimizi desteklemektedir. Ayrica Dales ve ark., invaziv
meme kanserlerinde HIF-la ekspresyonunun tiimér boyutu ve evresiyle pozitif
korelasyon gosterdigini ve kemoterapi sonrasi ekspresyon diizeylerinin azaldigini
belirtmislerdir (Dales et al., 2005). Benzer sekilde Kronblad ve ark,’nin yayiminda,
HIF-lo'nin timor hiicrelerinin proliferasyonunu destekleyen ve tedaviye direng
gelistirmeye katkida bulunan bir faktdr oldugu ileri siiriilmiistiir (Kronblad et al.,
2006). Dolayisiyla, tiimoér dokusundaki HIF-la ekspresyonundaki azalmanin

kemoterapinin etkinligini dolayli olarak gosterdigini diisiindiirtmektedir.

Hastalarimizin plazma HIF-1a diizeyleri incelendiginde, tedavi 6ncesi ortalama deger
yaklagik 1600 pg/mL iken, tedavi sonras1 bu deger yaklasik 1020 pg/mL’ye diismiistiir.
Eslestirilmis t-testi sonucu istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmasa da (p=0,064),
giiclii bir azalma egilimi dikkat ¢cekmektedir. Sonuclar istatistiksel anlamliliga ¢ok
yakin ancak Ornek sayist kiigiik oldugu icin istatistiksel giicli sinirhidir. Literatiirde
meme kanser hastalarinda NAKT Oncesi ve sonrasi plazma HIF-la diizeylerinin
oOl¢iilerek bireysel klinik yanit ile degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
konuda en benzer ¢aligma Manginstar ve ark,’nin 2022 yilinda yayinlanan 11 meme
kanseri olgusunda NAKT oncesi ve sonrast plazma HIF-1a ve CA15-3 diizeylerini
ELISA ile olgerek degerlendirdigi calismadir. Bu c¢alismada ortalama HIF-1a
diizeylerinin anlamli olarak (p=0,005) diistiigli gosterilmistir. HIF-1a diizeylerinin
tedavi yanitiyla iligkisi de belirli bir diislis gosterse bile istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. Ancak bu calismada hastalarin bireysel HIF-la diizeyleri
degerlendirilmemis ve hasta bazinda tedavi yaniti incelenmemistir (Manginstar et al.,
2022). Plazma HIF-1a diizeyleri NAKT yanit1 agisindan bizim ¢alismamizla

uyumludur.

Literatiire baktigimizda Cai ve ark’nin yaptig1 calismada, meme kanseri hastalarinin
plazma HIF-1a diizeyleri benign meme tiimorii olanlarla kiyaslanmis; meme kanseri
grubunda, kontrol grubuna gore daha yiiksek plazma HIF-1a diizeylerinin oldugu ve

agresif timor Ozellikleri ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (Cai et al.,
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2016). Bu sonuclar, kemoterapinin sistemik hipoksik stres yaniti {lizerinde etkili

olabilecegini desteklemektedir.

Calismamizda ilgi ¢eken bir diger bulgu ise plazma HIF-la diizeyi ile timor
dokusundaki ekspresyon arasindaki korelasyonun negatif yonde sinirli olmasidir.
Tedavi 6ncesi plazma HIF-1a diizeyi ile tiimor dokusundaki immiinohistokimyasal H-
skoru arasinda orta diizeyde negatif korelasyon saptanmis olsa da (Spearman p = —
0,63, p = 0,091), istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasamamistir. Tedavi sonras1 ise
korelasyon daha da zayiflamis (p = 0,38, p = 0,28), iki 6l¢iim arasinda dogrudan bir
iliski kurulamamustir. Istatistiksel olarak anlamli olmasa bile elde ettigimiz bulgular
plazma ve doku arasindaki hipoksinin lokal ve sistemik etkilerinin iligkisini
degerlendirebilmek icin diisiindiiriiciidiir. Bu bulgu, sistemik dolagimdaki hipoksi
yanitinin, lokal tiimoér mikrogevresi ile birebir Ortiismeyebilecegini gostermektedir.
Caligmamizda oldugu gibi plazma ve doku HIF-1a diizeylerinin karsilagtirmali olarak
incelendigi bagka bir ¢aligma bulunmadigindan, mevcut verilerin yorumlanmasi giigtiir

ve bu konuda ek caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Hipoksi gostergelerinin kanda ve dokuda farkli olmasi farkli sebeplerle iligkili olabilir.
HIF-1a sitoplazmada sentezlenir ve hipoksi kosullarinda niikleusa transloke olarak
transkripsiyonu baslatir. Ancak normoksik kosullarda prolin hidroksilazlar tarafindan
hizla ubikitinlenir ve proteozomlar tarafindan yikilir (Semenza, 2012). Bu nedenle,
dolasimdaki formu ya kisa siireli bulunabilir ya da pargalanmis olabilir. Bu durum
plazma diizeylerinde 6l¢tiim farkliliklarina sebep olabilir. Bir diger sebep HIF-1a’nin
dogrudan hiicre digma salinan bir protein olmamasidir. VEGF gibi diger hipoksik
biyobelirteglerin de sekresyon ozelligi smrlidir. Heikal ve ark’nin ¢aligmasinda
belirtildigi sekilde HIF-1a hiicre dis1 ortamda oldukga kararsizdir ve serum diizeyleri
doku diizeyindeki ekspresyonu mutlak olarak yansitmayabilir (Heikal, Ghezzi,

Mengozzi, & Ferns, 2018).

Yapilan bazi1 caligmalarda HIF-loa’nin oksijen konsantrasyonuna duyarli bir
transkripsiyon faktorii olmakla birlikte, ekspresyonunun cesitli mekanizmalarla
diizenlenebilecegi gosterilmistir. Ozellikle kanser hiicrelerinde PI3K/Akt/mTOR
yolagimin aktivasyonu veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi hipoksiden bagimsiz
faktorlerin HIF-1a diizeyini artirabilecegi bildirilmistir (Ippolito et al., 2019; Zhong et

al., 2000), Bu degiskenler 1s18inda, plazma diizeyleri bagimsiz bir sistemik yanit

43



gostergesi olarak degerlendirilmelidir ve tek basina tiimor dokusunun durumunu

yansitmasi beklenmemelidir.

Calismamizin dikkat ¢ekici bulgularindan biri, tam yanit veren hastalarda plazma HIF-
la diizeylerinde daha keskin diisiislerin gozlenmesidir. Ozellikle bireysel hasta
diizeyinde karsilagtirma yapildiginda, tam yanit grubundaki egimlerin negatif yonde
ve daha belirgin oldugu grafiksel olarak da ortaya konmustur (Sekil 21). Plazma HIF-
la diizeyi sadece iki hastada NAKT sonrasi artig gosterdi (2 ve 8 no’lu hastalar) ve her
ikisi de kismi yanit grubunda yer almaktaydi. Tam yanit grubunda NAKT sonrasi
degisen diizeylerde diisiis saptandi. Totalde %80 hastada NAKT sonras1 plazma HIF-
la diizeylerinde diisiis izlendi. Bu sonuglar, HIF-1a diizeylerindeki degisimin tedavi
yanitinin bir gdstergesi olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica hipoksinin azaldigi
ortamlarda tiimor proliferasyonunun ve invazyon potansiyelinin baskilandigin

distindiirmektedir.

Literatiirde yiiksek HIF-la ekspresyonu, kotii prognoz ve tedaviye direng ile
iliskilendirilmistir (Cai et al.,, 2016; Semenza, 2016). Semenza ve ark’nin
calismasinda, TNBC gibi agresif fenotiplere sahip tiimdrlerde HIF-1a nin terapdtik bir
hedef olabilecegi ve kemoterapi ile birlikte HIF inhibitorlerinin kullanilmasinin hasta
sagkalimin iyilestirebilecegi belirtilmistir (Semenza, 2016). Bizim ¢alismamizdaki
tam yanit ve HIF-1a diisiisii arasindaki iliski, bu goriisii klinik olarak desteklemektedir.
HIF-1o’nin regiilasyonu, tiimor hiicrelerinin apoptotik yanit verme kapasitesini de
etkileyebilecegi i¢in, bu diisiisiin yalnizca pasif bir degisim degil, aktif bir tedavi etkisi

yansimasi oldugu soylenebilir.

Manginstar ve arkadaglarinin calismasinda daha once belirtildigi iizere, HIF-1a
diizeylerinde anlaml1 bir diisiis gozlenmis ve solid timor yanit degerlendirmesine gore
timorlerde gerileme saptanmistir; ancak bu degisim ile tedavi yamiti arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski kurulamamistir(Manginstar et al., 2022). Benzer
sekilde, bizim ¢alismamizda da tam yanit ve kismi yanit gruplar1 arasindaki HIF-1a
diizeylerinde gozlenen azalma, tedavi yanitindan bagimsiz olarak benzer oranlarda
gerceklesmistir. Bu bulgu, HIF-1a biyobelirtec diizeylerindeki mutlak diisiisiin tedavi

yanitin1 ongdrmede anlamli bir ayrim saglamadigini diisiindiirmektedir.
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Bu durumun olas1 nedeni, her iki ¢alismada da hasta sayisinin azlig1 ve 6rneklemin
homojen olmamasidir; bu faktorler istatistiksel anlamliligin ortaya ¢ikmasini
engellemis olabilir. Mevcut bulgular, HIF-1a’nin hem prognostik hem de prediktif
biyobelirteg olarak potansiyel roliinii desteklemekle birlikte, hasta sayisinin azlig1 bu
yorumun genellenebilirligini sinirlandirmaktadir. Bu iligkinin netlestirilmesi igin genis

orneklemli ve homojen hasta gruplarini igeren prospektif ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Tedavi 6ncesi plazma HIF-la dilizeyinin tam yanitt ongormedeki tanisal giiclinii
degerlendirmek i¢in ROC analizi yapildi. ROC egrisinin altinda kalan alanin (AUC =
0,63) istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildi (p=0,61). ROC analizi sonuglarina
gore, tedavi Oncesi plazma HIF-1o diizeyinin tam yaniti dngérmedeki tanisal giicii
zay1f diizeyde ancak tamamen tesadiiften (0,5) daha 1yi oldugu goriilmiistiir. En iyi cut
off degeri 2250,1 pg/mL olarak belirlenmis ve bu degerde duyarlilik %50, 6zgiilliik
%83 bulunmustur. Literatiirde meme kanseri hastalarinda plazma HIF-1a diizeyi igin
kabul edilmesi gereken belli bir degeri belirten ¢alisma bulunmamaktadir. Daha genis
hasta popiilasyonlariyla yapilacak caligmalar ile belirlenecek degerler plazma HIF-1a

diizeylerinin biyobelirte¢ olarak kullanilmasina katki saglayacaktir.

Calismada tedavi oOncesi plazma HIF-la diizeyleri ile tiimér dokusundaki
immiinohistokimyasal H-skoru tlimorlerin patolojik  6zelliklerinin  korelasyon
analizleri yapildi. Tedavi oncesi analizlerde ER ve PR’nin birlikte pozitiflesme
egiliminde oldugu goriildii. HER2 ise PR ile daha yiiksek olmak iizere hormon reseptor
negatifligi ile gidiyor ve aralarinda ters iliski saptandi. HER2 pozitifligi ise, 6zellikle
PR ile daha belirgin olmak iizere, hormon reseptor negatifligi ile iliskili bulundu ve
aralarinda ters yonde korelasyon saptandi. Ayrica, HER2 pozitif tlimorlerde Ki-67
proliferasyon indeksinin daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu bulgular, literatiirde
bildirilen veriler ile uyumlu olarak degerlendirildi (Cheang et al., 2009; Dowsett et al.,

2008; Rakha et al., 2007),

Plazma HIF-1a diizeyleri timor parametreleriyle degerlendirildiginde HER2 pozitif
timorlerde artis egiliminde oldugu gozlendi. Son yillarda, HER2 pozitif meme
kanserlerinde HIF-la aktivasyonunun artmis olabilecegi yoniinde cesitli bulgular
yayinlanmistir. Bu potansiyel iliski, HER2 yolaginin hiicresel metabolizma ve oksijen
homeostazisi iizerindeki etkileriyle iliskilendirilmektedir. Laughner ve ark’nin

calismasinda HER2/neu sinyal yolaginin HIF-1a proteininin sentezini translasyonel
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diizeyde artirdig1r deneysel olarak gosterilmistir. Bu bulgular, HER2 pozitifliginde
gozlenen artmig HIF-la diizeylerinin biyolojik temelini acgiklamaktadir (Laughner,

Taghavi, Chiles, Mahon, & Semenza, 2001).

Yamamoto ve ark,’nin ¢alismasinda ise HIF-1o’nin HER2 ekspresyonu ile pozitif
korelasyon gosterdigi, ayn1 zamanda kotli prognoz ve yiiksek proliferasyonla iligkili
oldugu bulunmustur. Bu calisma, HER2 pozitifliginin hipoksi ile sinerjik etki
olusturdugunu o6ne siirmektedir (Yamamoto et al., 2008). Zhong ve ark,’nin
calismasinda HER?2 sinyal yolaklarinin (6rnegin PI3K/AKT/mTOR ve MAPK) HIF-
lo’nin translasyonunu ve stabilizasyonunu uyararak hipoksik olmayan kosullarda dahi
ekspresyonunu artirabilecegi bildirilmistir (Zhong et al., 2000). Benzer sekilde, Doe
ve ark,’nin yayminda c-myc onkogeninin HER2 pozitif timoérlerde daha aktif olmast,
HIF-1o’nin pVHL araciligtyla degradasyonunu baskilayarak, normoksik ortamda bile
proteinin birikimine neden olabilecegi gosterilmistir (Doe et al., 2012). Calismamizda
timor dokusunda Olglilen H-skorunun diger degiskenlerle zayif korele oldugu ve
bagimsiz oldugu belirlendi. Bu bulgular HIF-1a'nin doku bazli ekspresyonunun daha

bagimsiz ve 6zgiin bir biyolojik siireci yansittigini diistindiirmektedir,

Calismada goze ¢arpan bir diger bulgu ise tedavi sonrasi timor dokusundaki HIF-1a
ekspresyonu ile lenf nodu tutulumu ve klinik evre arasinda giiclii pozitif korelasyon
saptanmis olmasidir (Spearman p = +0,7). Bu iliski, H-skoru degerlerinin tiimor
progresyonu ve yayilim derecesi ile birlikte arttigini gostermektedir. Meme kanserinde
klinik evrelendirmede kullanilan parametreler, tiimoriin boyutu, aksiller lenf nodu
tutulumu ve uzak metastaz durumudur. Bu sebeple lenf nodu tutulumu hem evreleme
hem de prognoz agisindan olduk¢a onemlidir (Giuliano et al., 2017), Lenf nodu
sayisindaki artis klinik evrenin de artmasmna sebep olmaktadir. Bu durumu
calismamizdaki hastalarda da timor dokusundaki HIF-1a H-skorunun lenf nodu ve

klinik evreyle beraberce korele olmasini aciklamaktadir.

Literatiire  baktigimizda, Schoppmann ve ark,’nin ¢alismasinda HIF-1a
ekspresyonunun VEGF-C diizeyleri, lenfovaskiiler invazyon ve aksiller lenf nodu
metastazi arasinda anlamli korelasyon sergiledigi raporlanmistir (Schoppmann et al.,
n,d,), Nie ve ark,’nin 220 meme kanseri hastasinda yaptig1 c¢alismada timor
dokusundaki HIF-1a ekspresyonu klinikopatolojik verilerden sadece lenf nodu

tutulumu ile iliskili bulunmustur (Nie et al., 2018). Bu bulgular, HIF-1a’nin meme
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kanserindeki tiimdrogenez, timor biliylimesi, timor invazyonu ve metastatik
potansiyel iizerindeki roliinii destekleyen literatiirle paraleldir (Gao et al., 2016;
Shiraishi et al., 2017; Zhou et al., 2016). Bu durum, tedavi 6éncesi HIF-1a diizeyinin
yani sira, tedavi sonrasi degisim miktarmin yaniti 6ngérmede 6nemli olabilecegini

gostermektedir.

HIF1a, diisiik oksijen kosullarinda hiicre i¢inde stabilize olarak VEGF gibi hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive eder ve bodylece tiimor hiicrelerinin yeni damar
yapimi yoluyla beslenmesini saglar. Bazi ¢calismalar HIF1a ve VEGF arasinda giiglii
bir pozitif iliski oldugunu desteklemektedir. Ornegin Yamamoto ve ark,'nin
calismasinda 171 meme kanseri tiimor dokusundan yapilan immiinohistokimyasal
analizlerde en giiclii iliski HIFla ve VEGF arasinda bulunmustur (p<0,0001)
(Yamamoto et al., 2008). Ancak Garg ve ark,'nin 50 meme kanseri olgusunda
yaptiklar1 c¢alismada HIFlo ile VEGF arasinda dogrudan bir korelasyon

belirlenmemistir (Garg et al., n,d,)

Bizim c¢alismamizda tiimér dokusundan immiinohistokimyasal olarak VEGF
ekspresyonu degerlendirilmemis olup sadece plazmadan ELISA ile o6l¢iimii
yapilmistir. Literatiirde meme kanseri hastalarinda plazmadan HIFla ile VEGF
Ol¢timii yapilan tek calisma Abdelgalil ve ark,’nin 154 meme kanseri hastast ve 132
kontrol olguda VEGFA, VEGFR2, VEGI ve HIF1A polimorfizmlerini inceledigi
calismadir. Bu ¢alismada kontrol ve hasta grubunda VEGFA, VEGFR2, VEGI ve
HIF1A serum konsantrasyonlar1 degerlendirilmistir. Hasta grubunda VEGFA, VEGI
ve HIF1A daha yiiksek bulunmus ve istatistik olarak anlamli saptanmistir (Abdelgalil
et al., 2024).

Calismamizda VEGF diizeyleri, tedavi Oncesinde yalnizca iki hastada, tedavi
sonrasinda ise ii¢ hastada oOlgiilebilir diizeyde saptandigindan, degisim oranlari
hesaplanarak istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi
pozitiflik yalnizca 2 numarali olguda devam ederken, 5 numarali olguda tedavi 6ncesi
pozitiflik tedavi sonrasinda negatiflesmistir. Buna karsilik 8 ve 10 numarali olgularda
tedavi Oncesi negatif iken tedavi sonrasi pozitiflesme goézlenmistir. Bu dort olgunun
yalnizca biri tam yanit grubunda yer alirken, diger Ui¢ii kismi yanit gostermistir.
Ayrica, tedavi sonrasinda HIF-la diizeyleri artis gosteren her iki hasta da VEGF

pozitifligi bulunan olgulardir. Orneklem sayisinin sinirli olmasi nedeniyle istatistiksel
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anlamlilik elde edilememekle birlikte, bu durum VEGF yiiksekliginin kot prognoz ile
iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde, calismamizdaki gibi neoadjuvan
kemoterapi Oncesi ve sonrasinda plazma VEGF diizeylerinin karsilastirildigl bir
calisma bulunmamaktadir. Daha genis hasta gruplarinda yapilacak ileri arastirmalar,
hem VEGF ile HIF-1a arasindaki iligkinin hem de bu parametrelerin prognozla olan

baglantisinin aydinlatilmasi agisindan 6nemli olacaktir.

HIF1a, hipoksik tiimor mikrogevresine karsi hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde
merkezi rol oynayan kritik bir transkripsiyon faktoriidiir. Meme kanseri basta olmak
tizere bir¢ok solid timorde, HIF1a'nin stabil hale gelerek niikleusta HIF1p ile dimer
olusturmasi, hiicrelerin hayatta kalma, anjiyogenez, glikolitik metabolizma, invazyon,
epitel-mezenkimal ge¢is (EMT) ve metastaz yeteneklerini artiran ¢ok sayida hedef
genin transkripsiyonunu tetiklemektedir (Keith et al., 2012). Tiim6r yayilimi agisindan
incelendiginde, HIFlo’nin metastazin yoOniinii ve yayilim bi¢imini de belirleyici
sekilde etkiledigi gosterilmistir. Ornegin, HIF1a’nin genetik olarak silinmesi kemik
metastazlarini onemli Ol¢iide azaltirken, akciger metastazlarinda artisa neden
olmustur. Bu durum, HIFlo'nin dokuya 6zgii farkli roller iistlendigini ortaya
koymaktadir (Todd et al., n,d,). Sonug olarak, HIF1a, hipoksik tiimor mikrogevresinde
epitel-mezenkimal gecisi destekleyerek tiimoriin lokal invazyon ve uzak metastaz
kabiliyetini artirmaktadir. Bu nedenle HIF1a ve iligkili sinyal yolaklari, meme kanseri
basta olmak {izere bir¢ok solid tiimdrde hedefe yonelik tedavi stratejileri gelistirilmesi

acgisindan son derece dnemli bir arastirma alani1 olusturmaktadir.

Meme kanseri tedavisinde, HIF-1a inhibisyonu, tiimdr agresifligi, metastaz ve tedavi
direncini hedeflemede kritik bir strateji olarak one ¢ikmaktadir. HIF-1a'nin asiri
ekspresyonu, 6zellikle kemoterapi ve endokrin tedavi direnciyle gii¢lii bir korelasyon
gosterdiginden, HIF-la'y1 hedefleyen inhibitdr tedaviler biiylik bir potansiyel
tasimaktadir. Cesitli HIF-1a inhibitorleri arastirilmakta olup, bu inhibitorlerin meme
kanserinde kemoterapdtik ajanlara karsit direncini kirarak tiimor eradikasyonuna
katkida bulunabilecegi belirtilmistir (Bui, Nguyen, Lee, & Cho, 2022). Bu
inhibitorlerin ¢ogu halen arastirma asamasindadir ve heniiz klinik kullanima giren
bulunmamaktadir. HIF-1a inhibitorlerinin tek basina tedavide etkili olmasa da mevcut
kemoterapi, radyoterapi veya endokrin tedavi gibi konvansiyonel tedaviler ile

kombinasyon halinde kullanilmasinin, tedavi etkinligini artirma potansiyeli tasidigi
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diistiniilmektedir (Zhi et al.,, 2024). Genel olarak, HIF-la inhibisyonuna dayali
tedaviler, meme kanseri i¢in yeni ve etkili tedavi segenekleri gelistirme potansiyeline

sahiptir, ancak bu alanda kapsamli klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin bazi sinirhiliklar: bulunmaktadir. Oncelikle, ¢alismaya dahil edilen hasta
sayisinin (n=10) gorece diisiik olmasi, 6zellikle alt grup analizlerinde istatistiksel giicii
azaltmis ve genel sonuglarin genellenebilirligini sinirlamistir. Ayrica, bazi hastalarda
tru-cut biyopsi veya mastektomi materyalinde yeterli doku bulunamamasi1 nedeniyle
immiinohistokimyasal analiz yapilamamistir. Bu durum, érneklem sayisinda daha da
azalmaya yol a¢gmigtir. Tedavi sonrast tam yanit alinan hastalarda rezidi timor
dokusunun bulunmamasi da bu gruba ait histopatolojik degerlendirmeyi imkansiz

kilmustir.

Bir diger sinirlilik ise, ¢alisma popiilasyonunun patolojik alt tiplere gore dengeli bir
sekilde dagilmamasi ve alt tiplerin kiigiik 6rneklemlerle temsil edilmesidir. Bu dagilim
farkliligi, HER2 pozitif hastalarin baskin olmasina ve hormon pozitif hastalarin
yeterince temsil edilmemesine neden olmustur. Ayrica, calismada HIF-la
biyobelirteci ele alinmis olup, hipoksinin karmasik biyolojik siire¢lerini temsil eden
diger  hipoksiyle iligkili  belirtecler ~veya gen ekspresyon imzalar
degerlendirilememistir. Son olarak, plazma diizeyleri ile timdr dokusundaki
ekspresyonlar arasinda saptanan korelasyonun zayif olmasi, HIF-1a diizeylerinin
heterojen dagilim gosterebilecegini diisiindiirmekte ve daha biiylik 6rneklemli, ¢cok

merkezli ¢calismalarla dogrulanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu calisma, meme kanserinde hipoksiyle iligkili HIF-1a biyobelirte¢ diizeylerinin hem
timor dokusunda hem de plazmada karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi ile
literatiire katki sunmaktadir. Hem tiimoér dokusundan immiinohistokimyasal analizler
hem de periferik kandan ELISA ydntemi ile yapilan plazma diizeyi dl¢timleri, farkli
biyolojik 6rneklerden elde edilen verilerin karsilastirilabilirligini saglamistir. Ayrica,
literatiirde ilk kez tedavi yaniti ile biyobelirte¢ diizeylerindeki degisimlerin iligkisini
analiz eden yaklagim, HIF-1o’nin potansiyel prognostik ve prediktif degerini ortaya
koyma acisindan 6zgiin bir metodoloji sunmaktadir. Plazma diizeyleri ile dokudaki
ekspresyonun korelasyonel olarak degerlendirilmesi ise, invaziv olmayan
biyobelirteglerin klinik karar siireclerindeki kullanim potansiyeline dair ncii bir bakis

acis1 kazandirmaktadir. Bu yoniiyle ¢aligmamiz hem translasyonel onkoloji alaninda
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hem de kisisellestirilmis tedavi planlamasinda hipoksi biyobelirteclerinin énemini

vurgulayan nadir 6rneklerden biri olarak degerlendirilmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler
Sonu¢

Bu doktora tez ¢alismasinda, meme kanserli hastalarda neoadjuvan kemoterapi oncesi
ve sonrasi tiimor dokusunda HIF-1a ekspresyonunun immiinohistokimyasal analizi ile
plazmadaki HIF-lo ve VEGF diizeylerinin degisimleri ve bunlarin klinik yanitla

iliskisi incelenmistir.

Yapilan analizler sonucunda, NAKT uygulamasi sonrasinda tiimor dokusundaki HIF-
la ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma kaydedilmistir (ortalama H-
skoru 233’ten 109’a diigsmiistiir, p=0,006). Bu bulgu, kemoterapinin tlimoriin hipoksik
yanit mekanizmalar tizerinde baskilayict bir etki olusturdugunu ortaya koymakta ve
literatlirdeki benzer caligsmalarla tutarlilik sergileyerek HIF-lo'nin tiimdr hiicre
proliferasyonunu destekleyen ve tedavi direncine katkida bulunan bir faktor oldugu

hipotezini gli¢lendirmektedir.

Plazma HIF-1a diizeylerinde de NAKT sonrasi belirgin bir diisiis egilimi gozlenmistir
(ortalama 1600 pg/mL'den 1020 pg/mL'ye). Kiiclik 6rneklem boyutu nedeniyle
istatistiksel anlamliliga ulasilamasa da (p=0,064), bu giiclii azalma egilimi dikkat
cekicidir. Ozellikle tam yanit veren hastalarda plazma HIF-1a diizeylerinde daha
keskin ve belirgin diislisler gozlemlenirken, kismi yanit veren hastalarda daha sinirh
diisiisler veya bazi olgularda artiglar saptanmistir. Ancak, mutlak diisiis oraninin tedavi

yanitin1 ongdrmede anlamli bir fark yaratmadig1 belirtilmistir.

Tedavi oncesi plazma HIF-1a diizeyi ile timor dokusundaki immiinohistokimyasal H-
skoru arasinda orta diizeyde negatif korelasyon saptanmasina ragmen (Spearman p =
—0,63, p=10,091), bu korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum,
plazma HIF-1a diizeylerinin doku ekspresyonunu tam olarak yansitmayabilecegini ve
bagimsiz bir sistemik yanit gostergesi olarak degerlendirilmesi gerektigini
diisiindiirmektedir. Calismada VEGF diizeyleri, ¢ok az sayida hastada olgiilebilir
diizeylerde oldugu icin istatistiksel analizlere dahil edilememistir. Bununla birlikte,
plazma HIF-1a diizeylerinde artis goriilen hastalarda VEGF pozitifligi saptanmasi,
VEGF yiiksekliginin kotii prognozla iliskili olabilecegi yoniinde bir egilime isaret

etmektedir.
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Meme kanserinde HIF-lo’nin asir1 ekspresyonu; artmis tiimor boyutu, ileri timdr
evresi, yiiksek histolojik grade ve metastaz ile iligkilendirilmistir. Yiiksek HIF-1a
ekspresyonu klinik olarak tiimor progresyonu ve kotii prognozla iliskilidir. Ozellikle
ER pozitif meme kanserinde azalmis hastaliksiz sagkalim ile iligkili bagimsiz bir
prognostik faktor olarak tanimlanmigtir. Hipoksi, meme kanserinde kotii prognozla
iliskili bir faktor olup, daha agresif malign fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir

ve tedavi direnci gelisimini tegvik edebilir.
Oneriler

Arastirma bulgularina ve literatiirle yapilan karsilagtirmalara dayanarak, bu ve
benzeri ¢alismalari yiirlitecek aragtirmacilar ve karar verici kurumlar i¢in agagidaki

Oneriler sunulmaktadir;

1. Hasta Sayisinin Artirillmasi: Mevcut ¢alisma, sinirli hasta sayisi nedeniyle bazi
analizlerde istatistiksel anlamliliga ulasamamistir. Gelecekteki ¢alismalarda daha
biiyiik 6rneklemlerle benzer analizlerin yapilmasi, sonuglarin genellenebilirligini

artiracaktir.

2. Molekiiler Alt Tip Bazli Degerlendirme: Molekiiler alt tiplerin hipoksiyle iligkili
yanitlar farklilik gosterebilir, Gelecek ¢alismalarda Luminal A, Luminal B, HER2

pozitif ve TNBC gruplarinin ayr alt analizlerle degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

3. Plazma Biyobelirteg Takibi: HIF-1oo ve VEGF gibi plazma biyobelirteglerinin
dinamik degisimlerinin tedaviye yanitla korelasyonu daha ayrintili olarak
incelenmeli, olas1 cut-off diizeyleri belirlenerek prediktif degerleri ortaya

konmalidir.

4. Uzun Donem Takip: Bu calismada kisa vadeli tedavi yanit1 degerlendirilebilmistir.
HIF-1a diizeylerindeki degisimlerin hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim gibi
uzun dénem sonuglarla iligkisinin degerlendirilmesi, klinik karar siire¢lerine katki

saglayacaktir.

5. Anti-Hipoksik Ajanlarin Etkinligi: HIF inhibitorleri gibi anti-hipoksik tedavi
yaklasimlarimin, ozellikle NAKT ile kombine uygulandiginda tedavi yanitim

artirtp artirmadigini aragtirmak amaciyla klinik ¢alismalar planlanmalidir.
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6. Kisisellestirilmis Tip Yaklasimlari: Meme kanserinin heterojen yapisi ve farkli
molekiiler alt tiplerinin tedaviye farkli yanitlar vermesi, kisisellestirilmis tedavi
yaklagimlarimin 6nemini vurgulamaktadir. Hipoksik biyobelirteglerin, her bir hasta
icin en uygun tedavi stratejisinin belirlenmesinde ve klinik kararlarin

yonlendirilmesinde kullanilmasina yonelik arastirmalar desteklenmelidir.

Bu c¢alisma, meme kanserinde hipoksinin prognostik roliinii anlamak ve tedavi
yaklasimlarmi optimize etmek i¢in bir temel olusturmaktadir. Bu Oneriler
dogrultusunda yapilacak ileri aragtirmalar, HIF-1a’nin tedaviye yanit ve prognostik
degerini daha iyi tanimlayarak, meme kanserinde daha etkili ve kisisellestirilmis tedavi

yaklagimlariin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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Gonilli Onam Formu

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu ¢alismaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almayi kabul etmeden
once calismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasi
Ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice
okuyunuz, sorulariiza agik yanitlar isteyiniz.

Bu calismanin adi ne?
Meme kanseri hastalarinda doku ve kandaki hipoksiyle indiiklenen faktor 1 (HIF-1A) diizeyinin

hastaligin gidisat1 ile iliskisinin degerlendirilmesi

Bu ¢alismanin amaci ne?

Uzak organlara yayilimi olmayan olmayan lokal ileri meme kanseri hastalarinin tedaviye yanit
diizeyinin HIF-1A diizeyiyle iliskisini incelemektir. Tani aninda ve altinct ayda kandan ve tani
aninda cerrahi olarak ¢ikarilan dokudan HIF-1A seviyesinin incelemesi yapilacaktir. Kan ve
dokudan yapilan bu incelemelerin birbirleriyle ve hastaligin gidisat ile iligkisi degerlendirilecektir.

Boylece hastalarin klinik gidisati igin bir belirte¢ bularak literatiire katki yapmak amaglanmaktadir.

Size nasil bir uygulama yapilacak?
Meme kanseri tanisi i¢in alinana tru-cut biyopsi drneginden ek bir boyama ile test yapilacaktir. Bu
calisma icin ek bir doku 6rnegi vermeniz gerekmemektedir. Ayrica tani sirasinda ve altinci ayda

kolunuzdan birer tiip kan alinacak ve HIF-1A ve VEGF diizeyleri 6l¢iilecektir.

Farkli tedaviler igin arastirma gruplarina rastgele atanma olasiligi nedir?
Bu arastirmada tedavi {izerine bir yontem planlanmamuistir.

Ne kadar zamaninizi alacak?

6 ay

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi kagtir?
60

Sizden alinacak biyolojik materyallere ne olacak ve analizler nerede yapilacak? (Analizlerin
yurtdisinda yapilmasi durumunda biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin agiklanmasi),
Biyopsi dokusu EUTF Tibbi Patolojide AD incelenmekte ve daha sonra arsivde saklanmaktadir. Kan
drneklerinin ise EUTF Tibbi Biyoloji AD igerisinde analizi yapilacaktir. Ornekler yurtdisina
¢tkmayacaktir.

Sizden beklenen nedir? Sizin sorumluluklarimz nelerdir?
EUTF Tibbi Patolojide AD bekleyen biyopsi &rneklerinizin kullanimina izin vermeniz ve tani

sirasinda ve altinci ayda birer tiip kan vermeniz istenmektedir.

Calismaya katilmak size ne yarar saglayacak?
Bu caligma katilarak, meme kanseri hastalar1 i¢in prognostik bir belirte¢ bulunmasina ve ilerleyen

zamanda tedavi planlamasini daha iyi yapilabilmesine katki saglayacaksiniz.

Arastirmaya katihminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar nelerdir?

Ornegin yetersiz ya da uygunsuz olmast durumunda katilim iptal edilecektir.

Cahsmaya katilmak size herhangi bir zarar verebilir mi?
Hayir. Biyopsi 6rnekleri daha 6nce alinmistir sadece kolunuzdan kan alinacaktir. Bu islem size

zarar vermeyecektir.
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Eger katilmak istemezseniz ne olur?
Calismamizin giiclenmesi i¢in katiliminiz 6nemlidir, katilmak istemezseniz drneginiz ¢aligmaya

dahil edilmeyecektir. Tetkik ve tedavileriniz dnceden planlandigi gibi devam edecektir.

Size uygulanabilecek olan alternatif yontemler nelerdir?

Bu ¢aligmada tek bir yontem belirlenmistir.

Bu ¢calismaya katildigim icin bana herhangi bir iicret 6denecek mi?

Haynir.

Bu ¢alismaya katildigim i¢in ben herhangi bir iicret 6deyecek miyim?
Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya giivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

Bilgilerin gizliligi: Tim kisisel ve tibbi bilgileriniz gizli kalacak, sadece bilimsel amaglarla
kullanilacaktir. Arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir.

Bu calismanin sorumlusunun iletisim bilgileri
1- Ady, soyadi: Dog. Dr. Asli ECE SOLMAZ
2- Ulagsilabilir telefon numarasi: 0232 390 39 70
3- Gorev yeri: EUTF, Tibbi Genetik AD.

Calismaya Katilma Onay:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniillitye verilmesi gereken bilgileri
gosteren okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1 arastiriciya sordum, yazili ve
sozIi olarak bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya
katilmay: isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda,
bana ait tibbi bilgilerin gdzden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yriitiiclisiine yetki veriyor ve sdz konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hicbir
zorlama ve baski olmaksizin biiytik bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Arastirmaya goniilli
olarak katildigimi, istedigim zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi
biliyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi
biliyorum.

Bilgilendirilmis goniillii olurunun imzali ve tarihli bir kopyasmin bana verilecegini
biliyorum.

GONULLUNUN IMZAS
ADI & SOYADI
ADRESI
TELEFONU
TARIH
Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin IMZAS

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFONU
TARIH

Arastirma ekibinde yer alan ve aragtirma hakkinda bilgilendirmeyi yapan yetkin

. IMZAS
bir aragtirmacinin

ADI & SOYADI
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ADRESI

TELEFONU

TARIH

63




Tesekkiir
Doktora siirecimin her asamasinda bana sabir ve anlayisla destek veren, tecriibelerini
paylasarak katkida bulunan, dostlugunu esirgemeyen birlikte ¢alismaktan biiyiik
keyif aldigim degerli tez hocam Prof. Dr. Vildan Bozok’a,
Uzun ve zorlu tez siirecimde bana her zaman destek olan ve yiireklendiren tez izleme
komitesi hocalarim Prof. Dr. Ayse Caner’e ve Prof. Dr. Senem Alanyali’ya tesekkiir
ederim.
Boliimiimdeki is arkadaslarim ve hocalarim Prof. Dr. Haluk Akin’a, Prof. Dr. Emin
Karaca’ya, Prof. Dr. Asude Durmaz’a, Prof. Dr. Burak Durmaz’a, Prof. Dr. Ayca
Aykut’a, Dr. Ogr. Uyesi Erhan Pariltay’a,
Tez projemi birlikte yaptigimiz Prof. Dr. Levent Yeniay’a, Prof. Dr. Osman
Zekioglu’na, Dog. Dr. Pmar Giirsoy’a, Dr. Ogr. Uyesi Giirdeniz Serin’e, Dr. Ogr.
Uyesi Berk Goktepe’ye,
[statistik analizlerde bana yardimei1 olan ve yon gdsteren Dr. M. Vedat Sivri’ye,
ELISA ¢aligmasinda bana yardimci olan doktora 6grencisi Sevim Aydemir’e,
Beni doguran biiyiiten ve her zaman destekleyen annem Aynur Akay’a ve babam
Can Ece’ye,
Hayatima girdigi giinden beri her animda yanimda oldugunu hissettiren esim Ulag
Solmaz’a,
Varlig1 ile en biiylik motivasyon kaynagim ve yasam sevincim olan oglum Utku

Deniz Solmaz’a sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, 3.09.2025 Asli ECE SOLMAZ

64



Ozgeg:mis
Egitim Bilgileri
- Lisans: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (2002—2009)
- Tipta Uzmanlik: Tibbi Genetik, Ege Universitesi (2010-2014)
*Tez: Bardet-Biedl sendromlu hastalarda molekiiler analiz ile fenotip-genotip
korelasyonu*

- Doktora: Kanser Biyolojisi ve Immiinolojisi, Ege Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii (2017)
- Dogentlik: 2022
Akademik Gorevler

- Aragtirma Gérevlisi: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
(2010-2015)

- Uzman Doktor: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1
(2015-2022)

- Dogent Doktor: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
(2022)

Yayinlar

- ECE SOLMAZ ASLI, PARILTAY ERHAN, TALIM BERIL, ONAY HUSEYIN
(2022), A novel bi-allelic variant in the SDHB gene causes a severe mitochondrial
complex II deficiency: a case report, Clinical Neurology and Neurosurgery, 212,
Doi: 10.1016/j.clineuro.2021.107039

- DURMAZ MEHMET BURAK, BOLAT HILMI, Cengisiz Zehra, AKERCAN
FUAT, SOZEN TURK TUBA, PARILTAY ERHAN, ECE SOLMAZ ASLI,
KAZANDI MERT, KARACA EMIN, DURMAZ ASUDE, AYKUT AYCA,
SAGOL SERMET, AKIN HALUK, OZKINAY FERISTAH FERDA, COGULU
MUHSIN OZGUR (2021), 20-year experience on prenatal diagnosis in a reference
university medical genetics center in Turkey, TURKISH JOURNAL OF MEDICAL
SCIENCES, 51(4), Doi: 10.3906/sag-2006-103

- ECE SOLMAZ ASLI, YENIAY LEVENT, GOKMEN ERHAN, ZEKIOGLU
OSMAN, HAYDAROGLU AYFER, Bilgen Isil, OZKINAY FERISTAH FERDA,
ONAY HUSEYIN (2021), Clinical Contribution of Next-Generation Sequencing

65



Multigene Panel Testing for BRCA Negative High-Risk Patients With Breast
Cancer, Clinical Breast Cancer, 21(6), Doi: 10.1016/j.clbc.2021,04,002

- ECE SOLMAZ ASLI, ISIK ESRA, ATIK TAHIR, OZKINAY FERISTAH
FERDA, ONAY HUSEYIN (2021), Mutation spectrum of the NF1 gene and
genotype—phenotype correlations in Turkish patients: Seventeen novel pathogenic
variants, Clinical Neurology and Neurosurgery, 208, Doi:
10.1016/j.clineuro.2021.106884

- ISIK ESRA, ONAY HUSEYIN, ATIK TAHIR, ECE SOLMAZ ASLI, OZEN
SAMIM, COGULU MUHSIN OZGUR, DARCAN SUKRAN, OZKINAY
FERISTAH FERDA (2020), A Neurofibromatosis Noonan Syndrome Patient
Presenting with Abnormal External Genitalia, Journal of Clinical Research in
Pediatric Endocrinology, 12(1), Doi: 10.4274/jcrpe.galenos.2019.2019.0023

- ECE SOLMAZ ASLI, ONAY HUSEYIN, YENIAY LEVENT, GOKMEN
ERHAN, OZDEMIR NECMETTIN, ALANYALI SENEM, OKTAY ALFATLI
AYSE NUR, OZSARAN ZEYNEP, Kapka¢ Murat, OZKINAY FERISTAH FERDA
(2020), BRCA1-BRCA2 mutation analysis results in 910 individuals: Mutation
distribution and 8 novel mutations, Cancer Genetics, 241, 20-24, Doi:
10.1016/j.cancergen.2019.12.008

- ISIK ESRA, Simsir Ozgii¢ Semih, ECE SOLMAZ ASLI, ONAY HUSEYIN, ATIK
TAHIR, AYKUT AYCA, DURMAZ ASUDE, COGULU MUHSIN OZGUR,
OZKINAY FERISTAH FERDA (2020), Clinical and molecular aspects of PTEN
mutations in 10 pediatric patients, Annals of Human Genetics, 84(4), Doi:

10.1111/ahg,12380

Kitap Boliimleri

- Down Sendromu A’dan Z’ye kitabinda iki boliim
- T1ibbi Genetik Laboratuvar ve Klinik kitabinda ii¢ boliim

Konular: Hastaliklara yatkinlik, popiilasyon genetigi, tek gen hastaliklar
Bilimsel Arastirma Projeleri

- MODY-TURK (Monogenik diyabet ¢alismasi, TUBITAK 1003)
- Genetik biyometrik tanimlama sistemi projesi (TUBITAK 1003)

66



