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OZET

Amag¢: Endotel hiicrelerinin CD34 ve
vonWillebrand Faktor (Faktor VIII) gibi 6zel
isaretleyiciler ile immunohistokimyasal
yontemle boyanarak mikro damar sayilmasi,
timor anjiyogenezini belirlemede kullanilan
bir yontemdir. Bu ¢aligmada, jinekolojik
kanserler icinde 3. siklikla goriilen ve en
oldiiriicti olan epitelyal over tiimorlerinin,
normal over dokusu ile anjiyogenez agisindan
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi
amaglanmugtir.

Materyal-Metod: Calismada SSK Ege
Dogumevi ve Kadin Hastaliklar1 Egitim
Hastanesinde opere edilen ve patoloji
laboratuvarinda tani konulan toplam 60 vaka
degerlendirildi. Olgulardan follikiiler ve luteal
evredeki normal over dokular1 kontrol grubu;
borderline-ser6z, borderline-miisindz, serdz
adenokarsinoma ve miisindz adenokarsinoma
tamili olgular ise c¢alisma grubu olarak
belirlendi (n=10). Hastalardan elde edilen
biopsiler formalin ile tespit edilerek rutin
parafin takip protokolii uygulandi. Kesitler
histolojik degerlendirme icin hematoksilen-
eosin ile, anjiyogenezi belirlemek i¢in endotel
isaretleyiciler CD34 ve vonWillebrand Faktor
primer antikorlan ile indirek
immunoperoksidaz teknigi kullanilarak
degerlendirildi. Damar ylizey dansiteleri
Olcimii i¢in, ¢alisma ve kontrol gruplarinda
mikro damar sayimlann intersept gridi
kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler
istatistikse]l  olarak ANOVA testi ile
degerlendirildi.

Bulgular: Follikiiller ve luteal evrede
alman normal over dokularinda damar yiizey
dansite Ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak
farklilik gbzlenmedi. Borderline ve
adenokarsinom olgularinda istatistiksel olarak
kontrol grubuna gore artis saptandi. Buna
ilaveten, damar ylizey dansitesinin miisindz
kanserlerde en fazla oldugu goriildii.

Sonu¢: Anjiyogenez, normal siklusda
over ile endometriumda gozlenen follikiiler-
luteal evre degisikliklerinde ve kadin {ireme
sistemi hastaliklarinin birgogunda
etiyopatogenezde On plandadir. Bu ¢alismada
da malign over tiimdrlerinde damar yiizey
dansitesinin istatistiksel olarak arttigt ve bu
artisin miisindz over karsinomlarinda daha
belirgin oldugu goriilmiistiir. Anjiyogenezin
yogun oldugu olgularda tedaviye anti-
anjiyogenik  kemoterapinin  eklenmesinin
yararli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Epitelyal over
tiimortii, anjiyogenez, immunohistokimya

SUMMARY

Purpose:  The staining of endothelial
cells with specific markers such as CD34 and
Factor VIII-Related Factor (vonWillebrand
Factor) is a method used to detect angiogenesis
of tumour. In this study, we aimed to evaluate
the 3" common type of gynecological cancer
and fatal epithelial ovarian tumours, by using
immunohistochemistry to investigate vascular
surface density.

Materials and methods: In this study,
sixty patients who were operated at the SSK
Aegean Maternity Hospital were evaluated.

* Bu calisma, VI. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi’nde sézlii sunu olarak sunulmustur, P54, Istanbul, 2002.
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Ovarian specimens from women in follicular
or luteal phases without ovarian pathology
were investigated as a control group;
specimens with borderline serous, borderline
musinous, serous adenocarsinoma and
musinous adenocarsinoma, who had gone
undergone laporoscopy were investigated as
the study group (n= 10). Ovarian tissues were
fixed in formaline and embedded in paraffin.
Histological sections were immunostained with
CD34 and vonWillebrand factor primary
antibodies using indirect immunoperoxidase
technique. Vascular surface densities in both
study and control groups were evaluated with
using intercept grid. Data were evaluated
statistically with using ANOVA test.

Results: The mean vascular surface
density was not statistically different between
the ovarium in follicular and in luteal phases.
The mean vascular surface density was
significantly higher in both borderline and
malign ovarian carcinoma than control group.
In addition, the mean vascular surface density
was highest in the in musinous carcinoma.

Conclusion: Angiogenesis plays a key
role during follicular and luteal phases in
normal menstrual cycle and etiopathogenesis
of female reproductive system diseases. In this
study, the vascular surface density was
increased statistically in malign ovarian
carcinoma, and it was higher in musinous
ovarian carcinoma. Our results suggested that
anti-angiogenic chemotherapy might be added
to the treatment of ovarian carcinoma with
increased angiogenesis.

Key Words: Epithelial ovarian
tumour, angiogenesis, immunohistoc-
hemistry

Giris

Over timorleri, kadin lireme sisteminde
ticiinci  siklikla gozlenmesine ragmen en
oldiiriicli kanserler arasinda yer almaktadir (1).
Bu nedenle, over tiimorlerinin etiyopatogenezi
ile ilgili c¢aligmalardan alinan sonuglar,

timorin ~ erken tam1  ve  tedavisinin
yonlendirilmesinde 6nemli olmaktadir.

Over tlimorlerinin, yilizey (¢6lomik)
epiteli, germ hiicreleri ve seks kordonu-stroma
hiicrelerinden koken alan farkli patolojik tipleri
vardir (2,3). Yiizey epiteli kdkenli tiimorler,
tim primer over tiimorlerinin % 65-70’ini,

malign tipleri ise tiim over tiimdrlerinin %
90’1 olusturmaktadir (4,5). Kesin benign ve
malign tiimorler yanmisira bazi  epitelyal
tiimdrler bu iki u¢ arasinda kalir ve borderline
(smirda malign) olarak adlandirilirlar. Bu
tiimorler stromal invazyon olmaksizin epitelyal
anaplazi ile karakterizedirler (1-6).

Anjiyogenez; inflamasyon, yara
iyilesmesi, immun reaksiyonlar ve neoplazi
gibi nedenlerle daha 6nceden varolan damarsal
yapilardan yeni damarlarin olusmasi olayidir
(7). Burada gerekli maddeler ve immun
reaksiyon mediyatorleri yeni olusan damar ag
sayesinde ortama taginir. Kadin {ireme sistemi,
viicutta herhangi bir yaralanma olmaksizin
anjiyogenezin siklik olarak olustugu ve

anjiyogenez fizyopatolojisinin kolayca
incelenebilecegi  yegane  bolgedir  (8).
Anjiyogenez sirasinda cesitli  biliylime

faktorleri (vaskiiler endotelyal biiylime faktord,
asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktor,
platelet kaynakli biiyiime faktorii) énemli rol
oynamaktadir (8). Ozellikle malign tiimorlerde
artmis anjiyogenez, prognoz ve metastaz riski
ile iligkili goriinmektedir (7,8). Bu nedenle,
over tiimorlerinde anjiyogenezin ortaya
konmas1 prognozu etkileyebilir ve tedaviyi
yonlendirebilir.

Anjiyogenez, endotel hiicrelerinin
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak
isaretlenmesi ile gosterilebilir (9-11). Bu amag
icin en sik kullanilan endotel isaretleyiciler
CD34 ve vonWillebrand faktor’diir. von
Willebrand faktér sadece endotel hiicrelerini
boyarken, CD34 antikoru hematopoetik
hiicrelerin erken gelisim sathalar1 ve kapillerler
icin spesifiktir.

Calismamizda endotel isaretleyicilerden
CD34 ve vonWillebrand faktor (faktor VIII)
primer  antikorlar1  kullamlarak  indirek
immunoperoksidaz ydntemiyle, borderline ve
adenokarsinoma tanist almig over tiimorlerinde
anjiyogenezi mikrodamar saymu yapilarak
elde edilecek damar yilizey dansiteleri ile
degerlendirmek ve patofizyolojik siirecte
Onemini saptayabilmek amaglanmistir.

Materyal ve Metod

Calismada SSK Ege Dogumevi ve Kadin
Hastaliklar1 Egitim Hastanesinde opere edilen
toplam 60 vaka degerlendirildi. Malignitesi
bulunmayan, follikiller ve Iuteal evrede
histerektomi uygulanmis hastalardan alinan
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over dokular kontrol grubu; borderline ser6z
ve misindz ile ser6z ve miisindz
adenokarsinoma (her bir gruptan, n=10) tanili

olgular da calisma
degerlendirildi. Olgularin
Ozellikleri Tablo 1' de 6zetlenmistir.

grubu olarak
demografik

Tablo 1: Olgularin demografik 6zellikleri..

n Yas (ort) Parite
Follikiiler evre 10 32.5(28-37) 2.2+0.6
Luteal evre 10 31.7 (26-39) 3.1+0.4
Borderline seréz tiimor 10 39.5 (34-43) 2.7+1.1
Borderline miisin6z tiimor 10 40.8 (37-45) 3.4£1.2
Malign seroz adenokarsinoma 10 46.8 (38-59) 2.5+0.6
Malign miisinéz adenokarsinoma 10 52.1 (45-61) 2.4£1.0

Hastalardan alinan biopsiler % 10’luk
formalin i¢inde 24 saat tespit edildi. Derecesi
giderek artan alkol serileri ile dehidratasyonu
takiben, ksilen ile seffaflasgtirma islemi
uygulanan doku oOrnekleri parafine gomiildii.
Bloklardan alman 5 pum kalinliktaki kesitler
histolojik degerlendirme i¢in, deparafinize ve
rehidrate edilerek hematoksilen-eosin (H-E) ile
boyandi.

Aym dokulardan yapilan ek kesitler
immunohistokimyasal boyama i¢in hazirlandi.
Kesitler once tripsinize edilip dako pen ile
cevrelenerek, dokuda bulunan peroksidaz
aktivitesini inhibe etmek i¢in % 3’liik hidrojen
peroksidaz uygulandi. Fosfat tamponu (PBS)
ile yikanan kesitler endotel isaretleyiciler
olarak anti-CD34 (monoklonal antikor ClasslI,
M7165, DAKO) ve anti-vonWillebrand Faktor
(monoklonal antikor, M0616, DAKO) primer
antikorlar ile (1/50 diliisyonlarinda) 18 saat +
4° C’de nemli ortamda inkiibe edildi. Sekonder
kit olarak avitin-biotin-peroxidase sistemi
(Dako) kullanildi. PBS ile yikanan kesitler
biotinle isaretlenmis hidrojen peroksidaz
sekonder antikoru ile 30 dakika inkiibe edildi.
PBS ile yikanan kesitlere streptavidin
uygulandi. Immunoreaktivitenin gériiniir hale
gelebilmesi i¢cin DAB (diaminobenzidine)
uygulanan kesitler, hematoksilen ile artalan
boyamas1 yapilarak kapatma mediumu ile
kapatildi. Immunoreaktivitelerin spesifik olup
olmadigimi test etmek amaci ile birer kesit
kontrol boyamasi i¢in ayrildi ve primer antikor
ile aym olan IgG, primer antikor
uygulanmadan boyama gergeklestirildi.

Olympus BX40 marka 151tk mikroskobu
altinda (X10) biiylitmede incelenen CD34 ve
vonWillebrand faktor ile boyali kesitlerin
mikroskopik goriintiileri JVC renkli video
kamera (TK-C 601) araciligiyla bilgisayar
ekranina aktarildi. 14 ing¢ bilgisayar ekranina
uyacak sekilde tasarlanan intersept gridi
yardimiyla mikrodamar sayimlar1 yapildi (12).
Damar yilizey dansitesini (VSD: Vascular
Surface Density) hesaplamak i¢in tiim alana
isabet eden noktalar ile paraboller ile kesisen
pozitif boyanma gosteren damarlar sayilarak
asagida belirtilen formiil uygulandi.

VSD= 2 X¥I
L/p X =P

Y I : Toplam parabolle kesigsme gosteren
pozitif boyanma gdsteren damar noktast

L/p: Parabol uzunlugu/biiyiitme  (0,53)
>P : Toplam dokuya isabet eden + sayis1

Her kesitte farkli bes farkli alan segilerek
VSD saptandi ve bulunan degerlerin ortalamasi
hesaplamalarda kullanildi. Kaln muskuler
duvari1  bulunan ve 8 adet eritrosit
biiyilikliiglinden biiylik limene sahip damarlar
sayllmadi. Benign dokulardaki ana damarlar
pozitif kontrol olarak uygulandi. Fuji marka
100 ASA renkli fotograf filmi kullanilarak elde
edildi. Elde edilen veriler ANOVA testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. P<0.05
degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

Bulgular

Bu caligmada, toplam 60 vaka follikiiler
ve luteal evrede normal over dokusu,
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borderline seréz ve miisindz over timorii ve
malign serdz ve miisindz adenokarsinoma
olmak iizere 6 grupta incelendi.

Tim gruplara ait H-E boyal1 kesitlerden
elde edilen histopatolojik goriintiiler Resim 1'
de gosterilmistir. Kontrol grubu i¢inde yer alan
follikiiler evrede over dokusunun
incelenmesinde, tek sirali kiibik epitel ile
doseli kapsiil ve birkag sira follikiil epiteli ile
cevrili follikiillerin evre ile uyumlu oldugu
goriildii (Resim 1-A). Luteal evrede alinan
over dokusunda korpus luteum izlendi (Resim
1-B). Stromal invazyon olmaksizin epitelyal
anaplazi ile karakterize borderline tiimorlerin
seroz tipinde bir kismu silli, bir kismi limene
kabarik sekretuar hiicreler igeren tek sirali
yiiksek silindirik epitel ile doseli kistik yapilar
goriildii (Resim 1-C). Borderline tiimorlerin
miisindz tipinde ise yliksek silindirik epitel
hiicrelerin apikal yiizlerinde vakuollerin varlig
ve sillerin yer almadig1 goriildii (Resim 1-D).
Seréz adenokarsinom vakalarinda doseyici

Resim 1: Kontrol ve caliyma gruplarimin, endotel isaret
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hiicrelerin anaplazisi ve stromal invazyon agik
olarak gozlendi (Resim 1-E). Miisindz
adenokarsinom vakalarinda ise epitelin mukus
salgilayan hiicrelerden olustugu, kist iceriginin
miisindz karakterde oldugu ve stromal
invazyonun bulundugu saptandi (Resim 1-F).

H-E boyama ile tanis1 konan preparatlar
endotel isaretleyiciler olan anti- CD34 ve anti-
vonWillebrand faktor primer antikorlan ile
boyandi. Kesitlerdeki anjiyogenezi saptamada
objektiviteyi  arttirmak  amactyla  kesit
goriintiileri {lizerine uygulanan intersept gridi
aracilig1 ile mikrodamar sayim yapilarak VSD
hesaplandi. Elde edilen ortalama sonuglar
Tablo 2' de  belirtilmistir.  Endotel
isaretleyiciler ~ ile  yapilan  immunohis-
tokimyasal boyamalardan, benzer boyamay1
gosterdigi icin sadece CD34 primer antikoru
ile yapilan 6rnekler Resim 2' de gosterilmistir.

leyicilerinden CD 34 primer antikoru ile indirek

immunohistokimya teknigi kullanilarak elde edilen mikrograflari. Artalan Boyama: Mayer’s hematoksilen,

Kromojen: DAB,

(A): Follikiiler evrede alman normal over dokusu, (B): Luteal evrede alinan normal over dokusu, (C): Serdz borderline tiimér,

(D): Miisin6z borderline tiimor, (E): Malign seréz adenokarsinoma, (F): Malign miisindz adenokarsinoma. X 100. — : pozitif

immunoreaktivite
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Resim2: Kontrol ve ¢caliyma gruplarina ait mikrograflar.
(A): Follikiiler evrede alinan normal over dokusu, (B): Luteal evrede alinan normal over dokusu, (C): Ser6z borderline timor,
(D): Miisin6z borderline tiimor, (E): Malign seréz adenokarsinoma, (F): Malign miisindz adenokarsinoma. H-E, X 100.

Tablo. 2 : Vakalarin damar yiizey dansiteleri. Degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.

ORTALAMA DAMAR YUZEY DANSITELERI

CD34 vonWillebrand Faktor
n= 10 Follikiiler evre (FE) 125,65+21,13 119,15+19,25
n= 10 Luteal evre (LE) 119,45+15,36 110,44+18,89
n= 10 Borderline seroz tiimor (BST) 128,64+14,65 118,28+11,39
n=10 Borderline miisinéz tiimér (BMT) 145.32+29,65 138,74+21,19
n= 10 Malign ser6z adenokarsinoma (MSA) 179,37+24,28** 167,34+27,13%%*
n=10 Malign miisinéz adenokarsinoma (MMA) 276,04+46,36* 245,72+-3532%

MMA vs MSA, BMT, LE, FE * p<0.001,
MSA vs BST, LE,FE ** p<0.05,



6 S. INAN — T. OZGUDER — H.S. VATANSEVER - K. OZBILGIN — M. SANCI — S. SAYHAN

Kontrol grubuna ait olan follikiiler ve
luteal evrede alinan over doku Kkesitleri
degerlendirildiginde, damar ylizey
dansitelerinin benzer oldugu ve istatistiksel
olarak fark olmadig1 goriildii.

Borderline olgular degerlendirildiginde,
damar ylizey dansitelerinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olarak artmus
oldugu saptandi. Serdz ve  miisindz
adenokarsinoma olgularinda, damar yiizey
dansitelerinin borderline tiimorlere gore artmis
oldugu, bununla birlikte miisinéz
adenokarsinoma tanili kesitlerdeki damar
ylizey dansitesinin, tiim diger olgularla
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
derecede fazla oldugu tespit edildi.

Tartisma

Degisik tiimor tipleri ile yapilan bir¢cok
calismada, artmis anjiyogenez metastaz riskini
arttiran ~ prognostik  bir  faktér  olarak
goriilmektedir (7-10). Solid tiimorler, biiyiime
ve metastaz i¢in mutlak yeni damarlanmaya
ihtiya¢ duyarlar. Bu yeniden damarlanma, hizli
biiylime, lokal invazyon ve metastatik yayilim
icin potansiyel risk faktoriidiir. Bu yiizden
tiimoral biiylime her zaman
neovaskiilarizasyon yani anjiyogenez ile
birliktedir (11). Anjiyogenez gelisiminde ilk
basamak kapiller damar bazal membranin
ayrimlasarak olay1 baslatacak mediyatorlerin
ve endotel hiicrelerinin gégiine izin vermesidir
(13,14). Yeni olusan kapiller damarlarin bazal
membranlarinin, diger kapiller damarlardan
farkli olarak daha fragmante bir yapida oldugu
saptanmistir (15).

Tumor anjiyogenezi ilk olarak cilt malign
melanomlarinda ortaya konmustur (16). Daha
sonra bir ¢ok ¢alismada meme karsinomu (17),
mesane timori (18), prostat karsinomunda
(19), biiyiik hiicreli akciger karsinomu (20),
testikiiler tiimdrler (21), serviks tliimorlerinde
(22) ve endometriyal karsinomalarda (23)
anjiyogenez ve prognoz iliskisi aragtirilmstir.

Hollingsworth ve ark. (11), ileri evre over
karsinomlu olgularda CD34  kullanarak
anjiyogenez ile prognoz arasindaki iligkiyi
aragtirmiglar ve sonugta prognozu belirlemede
en Onemli gostergenin evre oldugunu, fakat
prognozu belirlemede en 6nemli belirtecin ise
ortalama damar dansitesi oldugunu iddia
etmislerdir. Yine benzer sekilde Heimburg ve
ark. (24), CD34 antikoru ile benzer vakalarda
VSD orani, histolojik tip, grade ve FIGO

evresi ile korelasyon saptayamamislardir. Buna
karsin, Obermaier ve ark. (25), ileri evredeki
over tiimorlerinde CD34 ile daha fazla VSD
gosterdigi, fakat solid tiimorlerin aksine
epitelyal over tiimorlerinde intratiimoéral damar
ylizey  dansitesinin  prognoza  etkisinin
olmadigin bildirmislerdir.

Gasparini ve ark. (26), over tiimorlerinde
VSD ile klinikopatolojik 6zellikler arasindaki
iligkiyi arastirmak amaciyla, over karsinomu
tanist almis 112 o6rnegi CD31 antikoru ile
degerlendirdiklerinde, intratiimoéral — damar
yogunlugunun en fazla miisindz karsinomda
oldugu saptamislardir.

Brustmann ve ark. (27), benign serdz
kistadenomlar ve malign epitelyal over
timorlerinde  anjiyogenezi  vonWillebrand
antikoru kullanarak arastirmiglar ve sonugcta
malign lezyonlarda istatistiksel olarak anlaml
sekilde damar yiizey dansitesinin fazla
oldugunu saptamislardir. Abulafia ve ark. ise
(28), evre 1 invaziv over kanseri, borderline
over kanseri ile karsilastirildiginda damar
ylizey dansitesini anlamli olarak daha yliksek
bulmuslardir.

Doku kesitlerinde damarlanmay1
belirlemek icin cesitli yontemler
kullanilmaktadir.  Schoell ve ark. (29) damar
yogunlugunu hesaplamada ilk kez bilgisayar
kullanmislardir. Calismanuzda mm® basina
damar yogunlugu hesaplanarak kisisel farklarin
ortadan kaldirilmasi amaglanmigtir. X 100’luk
bliyiitme  alanindaki  kesitsel  goriintii,
mikroskop kameras1 yardimiyla bilgisayar
ortamina aktarilarak, intersept gridi ile damar
ylizey dansiteleri hesaplanmustir.

Calismamizda benign, borderline ve
malign over tiimorlerinde tiimoral
anjiyogenezi degerlendirmek lizere CD34 ve
vonWillebrand faktér primer antikorlari
kullanilarak elde edilen sonuglara gore, malign
over tiimorlerinde anjiyogenezin artmis oldugu
ve  malign miisindz  adenokarsinoma
vakalarinda daha belirgin oldugu saptanmuistir.

Sonug olarak tiimor anjiyogenezi 6zellikle
invaziv karsinom tanisi icin Onemli olabilir.
Invaziv yada borderline tanis1 arasinda ayrim
glicligli ¢ekildiginde tiimoral anjiyogenez
miktar1 ayirict tamida yardimeci  olabilir.
Ozellikle anjiyogenik olarak fazla
yogunluktaki lezyonlara sahip olgularda anti-
anjiyogenik  kemoterapinin  roliiniin  daha
belirgin olabilecegi diisliniilmiistiir.



EPITELYAL OVER TUMORLERININ CD 34 VE VON WILLEBRAND FAKTOR ILE 7
IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLE DEGERLENDIRILMESI

KAYNAKLAR

1. DiSaia PJ, Creaseman WT. Epithelial ovarian cancer. In: DiSaia PJ, Creasman WT, ed. Clinical
Oncology. St. Louis: Mosby—Year Book. 1993: 333-425.

2. Scully RE. Common epithelial tumors of borderline malignancy (carcinoma of low potential): Bull
Cancer 1982 : 69; 228.

3. Russell P. Surface epitelial-stromal tumors of ovary. In: Kurman RJ, ed: Blaustein’s Pathology of the
Female Genital Tract. New York , 1994: 705.

4. RosaiJ. Ackerman’s Surgical Pathology: 8" ed. Mosby. StLouis Misouri, 1995.

5. Hart WR, Norris HJ. Borderline and malignant tumors of the ovary: Cancer 1973; 31: 1031.
6. Atasii T, Aydinh K: Jinekolojik Onkoloji, Logos Yayincilik, Istanbul, 1999: 312-440.
7

. Gordon JD, Schifren JL, Poulk RA, Taylor RN, Jaffe RB. Angiogenesis in the female reproductive
tract: Obstet Gynecol Surv 1995; 50: 688-697.

8. Abulafia O, Triest WE, Sherer DM. Angiogenesis in malignancies of the female genital tract: Gynecol
Oncol 1999; 72: 220-231.

9. Alvarez AA, Krigman HR, Whitaker RS, Dodge RK, Rodriguez GC. The prognostic significance of
angiogenesis in epithelial ovarian carcinoma: Clin Cancer Res 1999; 5: 587-591.

10. Brown MR, Blanchette JO, Kohn EC. Angiogenesis in ovarian cancer: Baillieres Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol 2000; 14: 901-918.

11. Hollingsworth HC, Kohn EC, Steinberg SM, Rothenberg ML, Merino MJ. Tumor angiogenesis in
advanced stage ovarian carcinoma: Am J Pathol 1995; 147: 33-41.

12. Howard C.V, Reed M.G. Unbiased Sterology: Three dimensional measurement in microscopy. Bios
Scientific Publishers, U.K. 1998: 116

13. Jaffe RB. Importance of angiogenesis in reproductive physiology: Semin Perinatol 2000; 24: 79-81.

14. Koblizek TI, Weiss C, Yancopoulos GD, Deutsch U, Risau W. Angiopoietin-1 induces sprouting
angiogenesis in vitro: Curr Biol 1998; 8: 529-532.

15. Klagsbrun M, D’ Amore D. Regulation of angiogenesis: Annu Rev Physiol 1991; 53: 217-239.

16. Strivastava A, Laidler P, Davies RP, Horgan K, Hughes LE. The prognostic significance of tumor
vascularity in intermediate thickness (0.76-4mm thick) skin melanoma: Am J Pathol 1988; 133: 413-423.

17. Weidner N, Semple JP, Welch WR, Folkman J. Tumor angiogenesis and metastasis: correlation in
invasive breast carcinoma: N Eng J Med 1991; 324: 1-8.

18. Dickinson AJ, Fox SB, Persad AA, Hollyee J, Sibley GN, Harris AL. Quantification of angiogenesis as
an independent predictor of prognosis in invasive bladder cancer: Br J Urol 1994; 74: 762-766.

19. Weldher N, Carroll PR, Flax J, Blimenfeld W, Folkman J. Tumor angiogenesis correlates with
metastasis in invasive prostate carcinoma: Am J Pathol 1993; 143: 401-409.

20. Macchiarini P, Fontani G, Hardin MJ, Squartini F, Angeletti CA. Relation of neovascular to metastasis
of non-small cell lung cancer: Lancet 1992; 340: 145-146.

21. Olivarez D, Wilbroght T, DeRiese W, Foster R, Reister T, Einhorn L. Neovascularization in clinical
stage A testicular germ cell tumor prediction of metastatic disease: Cancer Res 1994; 54: 2880-2882.

22. Wiggins DL, Granai CO, Steinhoff MM, Calabrewsi P. Tumor angiogenesis as a prognostic factor in
cervical carcinoma: Gynecol Oncol 1993; 56: 353-356.

23. Kirschner CV, Alanis-Amezcua JM, Martin VG, Luna N, Morgan E, Yang JJ. Angiogenesis factor in
endometrial carcinoma: a new prognostic indicator: Am J Obstet Gynecol 1996; 174: 1879-1884.



8 S. INAN — T. OZGUDER — H.S. VATANSEVER - K. OZBILGIN — M. SANCI — S. SAYHAN

24. Heimburg S, Ochler MK, Papadopoulos T, Caffier H, Kristen P, Dietl J. Prognostic relevance of the
endothelial marker CD34 in ovarian cancer: Anticancer Res 1999; 19: 2527-2529.

25. Obermair A, Wasicky R, Kaider A, Preyer O, Losch A, Leodolter S, Kolbl H. Prognostic significance
of tumor angiogenesis in epithelial ovarian cancer: Cancer Lett 1999; 138: 175-182.

26. Gasparini G, Bonoldi E, Viale G, Verderio P, Boracchi P, Panizzoni GA, Radaelli U, Di Bacco A,
Guglielmi RB, Bevilacqua P. Prognostic and predictive value of tumour angiogenesis in ovarian carcinomas: Int
J Cancer 1996; 69: 205-211.

27.Brustmann H, Riss P, Naude S. The relevance of angiogenesis in benign and malignant epithelial
tumors of theovary: a quantitative histologic study: Gynecol Oncol 1997; 67: 20-26.

28. Abulafia O, Ruiz JE, Holcomb K, Dimaio TM, Lee YC, Sherer DM. Angiogenesis in early-invasive and
low-malignant-potential epithelial ovarian carcinoma: Obstet Gynecol 2000; 95: 548-552.

29. Schoell WM, Pieber D, Reich O, Lahousen M, Janicek M, Guecer F, Winter R. Tumor angiogenesis as
a prognostic factor in ovarian carcinoma: quantification of endothelial immunoreactivity by image analysis.
Cancer 1997; 80: 2257-2262.



