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Ozer

Amag: Bu calismada Zekai Tahir Burak Kadmn Saghg: Egitim ve
Arastirma Hastanesi patoloji béliimiinde degerlendirilen ve tan1 alan
100 adet ovarian neoplazi olgusu kullamlmigtir. Immiinhistokimyasal
yoéntemle F VIII ve CD 31 primer antikoru kullanarak over neoplazili
olgularda neovaskiilarizasyonu gostermeyi planladik.

Materyal Metot: Olgular immunhistokimyasal yéntem kullanila-
rak ve Faktor 8 primer antikoru ile CD31 primer antikoru kullanilarak
boyand1. Bu vakalarin 78 tanesi yiizey epitel kaynakl tiimér, 9 tanesi
germ hiicreli tiimor, 8 tanesi seks kord stromal tiimér ve 5 tanesi me-
tastatik krukenberg tiimorii idi.

Vakalardan 85 ine lenf nodu diseksiyonu yapilmist: ve bunlardan
25 olguda lenf nodu metastaz1 pozitifti.

Vakalarin klinik takiplerinde 10 vakanin eks oldugu gézlendi, 8
olguda rekurrens vardi, 11 olgu remisyondayd.

Bulgular: Olgularda Faktor VIII antikoru ile yapilan immunhisto-
kimyasal islem sonrasi mikrodamar yogunlugu ile tiimér gradeleri
arasinda anlaml iliski bulundu.

Mikrodamar yogunlugunun tiimér tipi ile, lenf nodu pozitifligi
ile, timoriin remisyon yada recurrensi ile anlamli iliski gdstermedigi
gozlendi.

CD 31 otoantikorunun kullamilmastyla tespit edilen mikrodamar
yogunlugununda diger markerda oldugu gibi tiimér tipinden bagim-
s1z oldugu gozlendi.

Sonug: CD 31 bir angiogenetik marker olarak tasidig1 prognostik
6nem diger markera gore oldukca fazlaydi. Yapilan bu ¢alisma angi-
ogenetik markerlarin tiimér progresyonunun éngoriilmesinde kulla-
nilacak 6nemli ajan oldugunu gostermistir. Gerekli olan bu markerle-
rin daha genis serilerde calisiimasidir

Anahtar Kelimeler: Ovarian neoplasia, angiogenesis, vascularisa-
tion, faktor VIII, CD 31

Objective: We aimed to find neovascularization in 100 ovarian
neoplasia cases by using immunohistochemical method with primary
antibody F VIII and CD 31 in Zekai Tahir Burak Education and
Research Hospital,

Material and Method: Cases were stained by using immunohisto-
chemical method with FVIII and CD 31. 78 of the cases were epithe-
lial ovarian cancer. 9 of the cases were germ cell tumor followed by 8
cases of sex cord stromal tumor and 5 cases of krukenberg tumor.

Lymph node dissection were performed in 85 of the cases and 25
of them were positive.

During the clinical follow up 10 cases were died, recurrrences
were seen in 8 cases and remission were found in 11 cases.

Results: Immunhistochemical staining of microvessel density by
using F VII antibody showed significant relation with tumor grade.
But there were no relation with tumor type, lymph node positivity,
tumor remission and tumor recurrence.

Immunhistochemical staining of microvessel density by using CD
31 antibody showed no relation with tumor type.

Conclusion: CD 31 as an angiogenetic marker showed more prog-
nostic importance than the other marker. This study showed angio-
genetic markers are important agents in prediagnosis of tumor pro-
gression. Trial series of this markers with more cases
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GiRis

Timor angiogenesisi, tiimor dokusu igerisinde ve-
ya tiimér dokusunun gelisimi yéniinde yeni damar
dokusunun olusumudur (1). Angiogenesis timor bii-
ylimesi ve metastaz1 igin esansiyeldir ve bizzat timor
tarafindan yada konakgi tarafindan salgilanan angi-
ogenesis faktorlerince tetiklenir (2). Diger solid kan-
serlerde oldugu gibi over tiimorlerinin angiogenik po-
tansiyeli tlimoér mikrodamar yogunlugu (tumor mic-
rovessel density-MVD) ile degerlendirilir, kotii klinik
sonuclar ile direkt korelasyon gosterir ve hastalik
progresyonuna katkida bulunur (3). Kanserin baslan-
gi¢, gelisme ve yayilimi sadece neoplastik hiicrelerin
proliferasyonuna degil, ayn1 zamanda timor hiicrele-
rinin igerisinde gelisim gosterdigi benign konak doku-
larinin yanitina da baghdir (1). Kanser aragtirmalarin-
da bir biomarker olarak angiogenesisin rolii neovas-
kiilarizasyon ve hasta sagkalimi arasindaki iligkinin
tanimlanmasindan sonra 6nem kazanmistir (4).

Angiogenesis embriyogenesis sirasinda gozlenen
gelisimsel bir olaydir ve saglikli eriskinlerde down
reguledir. Erigkinlerde angiogenesisin iligkili oldugu
fizyolojik durumlar menstruasyon siklusu sirasinda-
ki over ve endometrium degisiklikleri, patolojik du-
rumlar ise yara iyilesmesi ve tiimér biiylimesidir (6).

Epithelial over karsinomu kadinlardaki kanser
Oltimleri arasinda dordiincii sikliktadir (7).

Klinik ve laboratuar ¢alismalarinda epithelial ova-
rian karsinomanin hiicresel ve molekiiler biolojisi
hakkinda kaydedilen gelismeler hastalarda kanser re-
kiirrensine ve Oliim riskinin yiiksekligine isaret eden
yeni biomarkerlarin gelisimine yol agmustir (8).

Timor angiogenesisini gosteren ¢ok sayidaki en-
dothelial marker arasinda ICAM-1 olarakta anilan
CD31 formalinle fikse parafin doku bloklarmin im-
miinohistokimyasal analizinde siklikla kullanilir (9).
Ek olarak CD31 in serumda saptanan ¢oziintir formu
(sCD31) angiogenesisin bir marker1 olarak ilgi ¢ek-
mektedir (10).

AntifaktorVIII iliskili antijen ise olusan yeni timor
damarlarin1 boyayan bir markerdir ve kanserin geli-
simi, progresyonu ve disseminasyonu hakinda énem-
li bilgiler verir (11).

Mikrodamar yogunlugunun degisen timor tipine
gore farkl esik degerleri ve malign tiimorlerde be-
nign ve borderline tiimorlere gore yiiksek degerleri

belirtilmis olmasina kargin ayni timor igindeki farkl
alanlarda yogunlugun heterojenite gostermesi tekni-
gin dezavantajlardandir.

Bu calismada amacimiz ¢alisma grubuna alinan
over karsinomlu hastalarda uygun biomarkerlar ile
gosterilebilen angiogenesis ve neovaskiilarizasyonun
varhigimmin kanserin gelisimin degerlendirilmesinde
prognostik bir faktor olarak kullaniminin arastirilma-
s1, hasta sagkalimi ve tedavi cevabinda imunohisto-
kimyasal tekniklerin kullanilarak progresyonun de-
gerlendirilmesidir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada 5 yil icinde Zekai Tahir Burak Kadin
Saglig1 Egitim ve Arastirma Hastanesi patoloji bolii-
miinde degerlendirilen ve tan1 alan 100 adet ovarian
neoplazi olgusu kullanilmistir. Olgularin arsiv lamla-
r1 ayni uzman patolog tarafindan yeniden degerlen-
dirilerek yiizey epitel kdkenli tiimorler, germ hiicreli
tiimorler, seks kord stromal tiimorler ve digerleri ol-
mak {izere tarular1 kontrol edilmistir. Olgular klinik
ozellikleri korele edilerek grade, stage, tiimor tipi,
lenf nodu metastazi, niiks agisindan FIGO veWHO
kriterlerine gore smiflandirilmistir. Olgulara ait spes-
menler formalinle fikse edilip rutin patolojik takipten
gecirilmis ve parafin bloklara gémiilmiistiir. Bu blok-
lardan yeniden her olgu i¢in 5 milimikronluk 2 adet
boyasiz kesit alinarak deparafinize edildikten sonra.
kesitlerden birisine FVIII primer antikor, digerine
CD31 primer antikor uygulanmak tizere hazirlanmis-
tir. Metod olarak immunohistokimyasal yontem se-
¢ilmistir Timor hiicreleri arasindaki mikrodamar yo-
gunlugu bu yontemle gosterilmistir.

(Faktor VIII antikor (Biogenex), CD 31 antikor (PE-
CAM biogenex). (Kromogen olarak fast red kullanildi)

immunohistokimyasal Yontem
Faktor 8 icin; POZITIFLIK DEGERLENDIRILMESI

Her olgu igin birer negatif kontrol kullanilmis-
tir.Pozitif kontrol i¢in daha 6nce boyanma o6zelligi
saptanmis myometrium preparati kullanilmigtir.

Isik mikroskopik degerlendirmelerde malign his-
toloji gosteren alanlarda 100 liik ve 400 liik biiyiitme-
lerde olusmus ve antikorla positif reaksiyon veren
mikrodamar yapilari sayildi ve bu damar yapilar1 >10
ise birinci grup, 10< ise ikinci grup seklinde gruplan-
dirtllmistar.
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Sonuglar stage, grade, yas, lenf nodu tutulumu ve
timor niiksii agisindan karsilastirmali olarak yorum-
land.

Istatistiksel analiz icin fisher ki-kare ve fisher’s
exact testleri kullanilmistir. Faktor 8 in grade, sta-
ge lenf node metastazi ile ilskisinin degerlendirilme-
sinde ki-kare testi, tiimor gruplari, remisyon, rekur-
rensler ve ekslerle iliskisinin degerlendirilmesinde
fisher exact test kullanilmistir.

CD31 i¢in; POZITIFLIK DEGERLENDIRMESI

Her bir olgu i¢in negatif kontrol ve ayrica pozitif
kontrol olarak dokunun tiimorsiiz alanlarindaki en-
dotel hiicreleri secilmistir.Isik mikroskopu degerlen-
dirmelerinde 100 liik ve 400 liik biiyiitmelerde boya-
nan damar hiicreleri >10 ve <10 gruplarina ayrilarak
sayilip FVIII antikoru i¢in uygulanan degerlendirme
sistemi esas alinarak tablolar olusturulmustur. Yas,
grade, stage, timor niiksii ile CD31 ile boyanan mik-
rodamarlar ve olusan neovaskiilarizasyon karsilasti-
rilmigtir.

Istatistiksel analiz igin fisher ki-kare ve fisher’s
exact testleri kullanildi. CD 31 in grade, stage lenf no-
de metastazi ile ilgkisinin degerlendirilmesinde ki-ka-
re testi, tiimoér gruplari,remisyon, rekurrensler ve
ekslerle iliskisinin degerlendirilmesinde fisher exact
test kullanilmigtir.

BULGULAR

100 Over tiimorli hasta patolojik tiimdr tiplerine
gore smiflandirildigin da 78 tanesi ylizey epitelyal
kaynakli, 9 tanesi germ hiicre kaynakli, 8 tanesi seks
kord stromal, 5 tanesi metastatik timordii.

Hastalarmn yaslar1 16 ila 72 arasindaydi. Yas orta-
lamalari epitelyal kokenli tiimorlerde 57, germ hiicre-
li tiimorlerde 34, seks kord stromal tiimorlerde 51,
metastatik tiimorlerde ise 58 olarak gozlendi.

Yiizey epitelyal kokenli 78 tiimoriin 351 serdz kar-
sinom, 28’i miisindz karsinom, 5’i berrak hiicreli kar-
sinom, 1’i malign brenner tiimorii, 9'u endometrioid
timordi.

Germ hiicreli tiimorlerin 4'ti disgerminom, 1'i im-
matiir teratom, 2’si endodermal siniis timort, 2’si
malign teratomdu.

Seks kord stromal kokenli 8 tiimoriin 2’si sertoli
leydig hiicreli tiimor, 4’11 graniilosa hiicreli tiimér, 1
luteinize tekoma, 1'i sklerozan stromal timordi.

~l

Metastatik tiimorlerin tamami krukenberg timo-
rii idi.

Toplam olarak 78 vakaya tiimor gradelemesi yapi-
labildi. Bunlardan 20’si grade I, 26’s1 grade 11, 32 tane-
si ise grade 3'tii.

Olgularin stagelere gore dagilimi yapildiginda 32
olgunun stage I, 20 olgunun stage II, 38 olgunun sta-
ge III ve 10 olgunun stage IV oldugu goriildii.

Toplam olgularin 85 tanesine lenf diseksiyonu ya-
pild: ve diseksiyon yapilan olgulardan 25 tanesinde
lenf nodu metastazi saptandi. Geri kalan olgularda
metastaz gozlenmedi. Bu 25 olgunun 6 tanesi serdz
epitelyal tiimor, 9 tanesi miisinéz karsinom, 1 tanesi
berrak hiticreli karsinom, 1’i endometroid tiimor, 2 ta-
nesi disgerminom, 2’si endodermal siniis tiimorii, 2'si
malign teratom, 2’si sertoli leydig hiicreli tiimordii.

Olgularin 3 yillik takibinde 11 olguda remisyon
saptandi. Bu olgulardan 6 s1 seks kord stromal tiimor,
3’ti germ hiicreli tiimor, 2 olgu epitelyal tiimordii.

Olgulardan 8 tanesi takiplerinin 2, yilinda recur-
rens gosterdi. Bunlarin 5’i serdz karsinom,3’ti miisi-
noz karsinomdu.

Takiplerde 10 eks vakasinin tamami epitelyal tii-
mordi. Bunlarin 4’1 seroz karsinom, 5’1 miisinoz kar-
sinom, 1'i ise endometrioid tiimdrdii. Malign brenner
tiimorlii hasta ise kontrollerine gelmedigi i¢in son du-
rumu bilinmiyordu.

Faktor VIII marker1 ile boyanan epitelyal over tii-
morii kesitlerinde 35 ser6z epitelyal tiimorlii hastanin
21’inde sayilan yeni damar sayist 10 un altinda iken,
14’tinde bu say1 10 un {izerinde idi. 28 miisinoz karsi-
nomun ise 17 sinde say1 10 un altinda, 11 inde 10 un
tizerindedir. Yiizey epitel kaynakli tiimorlerde 10 da-
marin alt1 4 olguda,10 un tistii damarlanma 1 olguda
gozlenmistir.Malign brenner tiimorlii tek vakada sa-
y110 un altindadir. Endometrioid tiimérlerde 6 olgu-
da damarlanma diisiik (10 un alt1), 3 olguda ise ytik-
sek gozlenmistir (Sekil 1).

Faktor VIII ile boyanan germ hiicre tiimorlerinde 6
olguda yeni damar olusumu diisiik gézlenirken, 3 ol-
guda yeni damar olusumu fazla olarak gozlenmistir.

Faktor VIII le boyanmada seks kord stromal tii-
morlerde 5 vakada diisiik damarlanma gozlenirken 3
vakada fazla damarlanma vardir.

Faktor VIII metastatik tiimorlerde ise 3 olguda dii-
siik, 2 olguda yiiksek boyama gostermistir.
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Sonug olarak faktér VIII le boyanmada yeni da-
mar olusumu tiimor tipinden bagimsiz bulunmustur.
Tiimor tipi ile arasindaki iliskinin P degeri 0,995 olup
anlamsiz bulunmustur. Epitelyal kdkenli over tiimor-
lerinde % 37, germ hiicreli tiimorlerde %33, seks kord
stromal tiimorlerde %37, metastatik tiimorlerde %40
oraninda 10 yeni damarin iistiinde bir neovaskiilari-
zasyon gozlenmistir.

Faktor VIII ile grade iliskisi gozoniine alindiginda
P degeri 0,001 bulunmus anlaml: bir iliski goze ¢arp-
mustir. Grade III olarak tanimlanan olgularmn %75’
yliksek yeni damar yogunlugu gosterirken, Grade I
olarak tanimlanan grubun %100t diisiik damar yo-
gunlugu gostermistir (Sekil 2).

Resim |-Faktor Vil ile pozitif boyanma gosteren epitelyal tii-
mor
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Faktor VIII ile stage iliskisinde ise P degeri 0,531
bulunmus, anlamli sonug¢ bulunamamustir (Sekil 3).

Faktor VIII boyanmasi ile lenf nodu pozitifligi ara-
sinda anlamli bir iligki vardir (P:0.038). Faktor VIII ile
remisyon yada recurrens arasinda ise anlamli bir ilis-
ki bulunamamustir (P degeri 0,207 ve 0,635).

Faktor VIII degeri ile eksler arasinda anlamh bir
iliski bulunmustur (P: 0.001).

CD 31 ile tiimor gradeleri arasinda anlamli bir ilis-
ki bulunamamuistir (P: 0.257).

CD 31 ile tiimor stage arasinda ise 0,001'lik P de-
geri ile anlaml bir iligki vardir.Stage 1 de artmis neo-
vaskiilarizasyon %9,4, Stage 2 de sadece %25 iken
Stage 3 te %75,7, Stage 4 te ise %100"diir (Sekil 4).

CD 31 ile tiimor tipleri arasinda anlamli bir iligki
yoktur (P: 0,822) (Sekil 5).

CD 31 ile lenf nodu metastazlar1 arasinda anlaml
bir iligki vardir (P:0,002). Lenf nodu metastazi diistik
damar olusumlu grupta %36 iken, Yiiksek neovaskii-
larizasyonlu grupta %76 dir.

CD 31 ile remisyon arasinda anlaml bir iliski yok-
tur (P: 0.098).

CD 31 in timor rekurrensi ile iligkisinde ise P de-
geri 0,002 bulunmus ve iligki anlaml olarak yorum-
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lanmistir. Rekurrens olmayan hastalar diistik ve ytik-
sek neovaskiilarizasyonlu grupta benzer oranlar gos-
terirken, rekurrens gosteren hastalarin tamamu ytik-
sek neovaskiilarizasyon gosteren gruptadar.

CD 31 ile eks olan hastalar arasinda anlamli bir
iliski g6zlenmistir (P:0.001) Eks olan hastalarin tama-
mi yiiksek oranda yeni damar olusumu gézlenen
gruptadir.

TARTISMA

Over karsinomu jinekolojik kanserler arasinda en
cok mortaliteye yol acan kanser tiirtidiir. Tiim yasam-
lar1 siiresince her 70 kadindan birinde over karsino-
mu gelisecegi hesaplanmustir (12).

Kanser arastirmalarinda bir biomarker olarak an-
giogenesisin rolii neovaskiilarizasyon ve hasta sagka-
Iim1 arasindaki iliskinin tanimlanmasindan sonra
onem kazanmuistir (4).

Angiogenesis embryogenesis sirasinda gozlenen
gelisimsel bir prosestir ve saglikli eriskinlerde down
reguledir. Eriskinlerde angigenesisin iligkili oldugu
fizyolojik durumlar menstruasyon siklusu sirasinda-

Resim 2-CD 31 ile pozitif boyanan stromal timar.

ki over ve endometrium degisiklikleri, patolojik du-
rumlar ise yara iyilesmesi ve tiimor biiytimesidir (6).

Hollinsworth ve arkadaslar tarafindan ileri evre over
karsinomlarinda yapilan ¢alismalar yeni damar olusu-
munun derecesinin hastanin yasam siiresini etkileyen
onemli bir prognostik faktor oldugunu bildirmistir (13).

Biz bu calismada neovaskiilarizasyonu Hollis-
worth ve arkadaslarinin yaptig1 calismada oldugu gi-
bi degerlendirdik.

Abulafia ve ark. ortalama damar yogunlugu ile
yas, grade, stage arasinda bir iligki olmadigini, neo-
vaskiilarizasyon derecesinin prognostik bir faktor ol-
madigini belirtmistir. Buna karsin ortalama damar
yogunlugunun omental metastazlar ile hasta yasam
siiresi arasinda direkt bir iliskiye dikkat cekmistir. Bu
calismada vaka sayilarinin hasta yasam siiresi ile bir
iliskiyi gostermek igin yetersiz oldugu, 12 erken evre
hasta ile yapilan arastirmada mikrodamar yogunlugu
ile iliski kurulamayacag: diistiniilmiistiir (14).

Hollingsworth ve ark. ise neovaskiilarizasyon dere-
cesini prognostik bir faktdr olarak 6ne stirmiistiir (13).

Alvarez ve arkadaslari ise toplam 85,37 erken ev-
re hastada yaptiklari arastirmalarda yeni damar olu-
sumunun epitelyal ovarian karsinomlarda prognos-
tik bir belirleyici oldugunu bildirmistir (15).

Bizim ¢alismamiz dal00 vakalik toplam seri igin-
de 52 erken evre (stage I ve II) over kanseri yeterli ol-
gu sayisint icemektedir.

Faktor VIII kullanarak yaptigimiz immunhisto-
kimyasal ¢alismada boyanan mikrodamar yogunlu-
nun tiimor tipinden bagimsiz oldugu goze garpmis-
tir. Faktor VIII beklenenin tersine epitelyal over kar-
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sinomlarinda boyamada diger tiimor tiplerinden bir
fark gostermemistir. Faktor VIII ile tiimor grade’i ara-
sinda ise anlaml iliski goze carpmustir. Grade 3 igin
%75 oraninda artmis yeni damar olusumu saptanir-
ken, grade I in %1007 diisiik damar yogunluklu ola-
rak gozlenmistir. Faktor VIII in gosterdigi damar yo-
gunlugunun eksler ile de anlamli iliskiye sahip oldu-
gu gozlenirken tiimor stageleri ile anlaml bir iligkisi
gozlenmemistir. Ayrica Faktor VIl ile gosterilen mik-
rodamar yogunlugunun tiimoriin remisyon yada re-
kurrensi ile bir iligkisi gbzlenmemistir.

Tiim bu verilerle mikrodamar yogunlugunun Fak-
tor VIII ile tespitinin ve bu marker in angiogenesisin
tespitinde kullanilabilirligi konusu tartismaya agik
bir noktadr. {leriki ¢alismalarda F VIII in angiogene-
tik tanimlayict bir antikor olarak kullanilip kullanil-
mayacag1 daha genis serilerle ve farkl laboratuar ko-
sullarinda arastirilabilir.

CD 31 ile tiimor stageleri arasindaki anlamli iliski-
ye karsin bu antikorda faktor VIII gibi over timor tip-
lerinde birbirlerine gore belirgin boyanma farklili:
gostermemistir.

CD31’in timor gradeleri ile iligkisi ise faktor VIII
de elde edilen anlamli iligkiye zit olarak anlamsiz ¢ik-
mis, tiim gradelerde yaklasik olarak aymi yiizdelerde
neovaskiilarizasyon gozlenmistir.

CD 31 ile yapilan immunhistokimyasal boyamada
yliksek damar yogunluklu grupta lenf nodu metasta-
z1 ylizde 76 olarak bulunmusken, diisitk damar yo-
gunluklu grupta metastaz orani yiizde 36 olarak bu-
lunmustur.

CD 31’de de F VIII de oldugu gibi remisyondaki
hastalar ile boyanan mikrodamar yogunlugu arasin-
da iligki gbzlenmez iken, CD 31’in rekurrens gosteren
hastalarin 6rneklerinin %100’tini artmis bir damar
yogunlugunu gosterecek sekilde boyadig1 goze carp-
mastir.

Bu verilerle yapilacak yorumda CD31 in timor
angiogenesisini gosteren daha kullanish bir marker
oldugu ama tiimér tiplerinden bagimsiz oldugu ve
belli bir timor tipine selektif 6zellik gostermedigi
sOylenebilir.

Sonug olarak CD 31'in Faktor 8 e gore verdigi daha
anlaml sonuglar, bu markerin daha genis vaka serile-
riyle aragtirilmasi zorunlulugunu ortaya koymustur.

Bu markerla daha genis serilerde ¢alismalar yapi-
larak tiimor angiogenesisi niteleyen ilave metodlarla
korelasyon daha uygun olacaktir.
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