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GIRIS

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen malign tiimordiir (1, 2). Bir yilda diinyada
1.384.155 yeni vaka ve yaklasik olarak 459.000 6liim oldugu tahmin edilmektedir (3). Baz1
meme kanserleri klinik olarak son derece agressif seyreder iken bazilarida yavas biiyiirler ve ¢ok
iyl prognoza sahiptirler (4). Meme kanserlerinde fenotipin prognozla iliskisini saptamak ve
hormonal tedaviye nasil bir cevap almmacagini bilmek i¢in uzun yillar timor tipi, ¢api, evresi,
derecesi, lenf nodu metastazi ve hormon reseptdr durumu gibi klasik prognostik parametreler
kullanilmigtir. Lakin bu parametreler, prognozun belirlenmesi ve o6zellikle tedavinin
yonlendirilmesinde yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple son yillarda sistemik yayilimini dnlemek
amactyla kullanilan hormon ve ila¢ tedavisine yanitta yol goOsterecek ve tlimoriin
prognozunun nasil olacagini daha 1yi tespit edecek yeni biyolojik belirleyicilerin kullanilmasi

arastirmacilarin hedefi haline gelmistir.

Son zamanlarda meme kanserinde prognozun belirlenmesi ve tedavinin yonlendirilmesinde
Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), c-erbB-2 onkoproteini ve p53 timor
stipresor geni lizerinde durulmaktadwr. Fakat bunlar prognozun belirlenmesi ve tedavinin
yonlendirilmesinde yeterli etkinligi tam olarak gosteremediginden, yeni ilave gilivenilir
belirleyicilere ihtiyag vardir. Meme kanserinde kromozomal ve DNA anomalileri siklikla
gorlilmesine ragmen, bcl-2 gen ailesi tarafindan kontrol edilen apopitoz, karsinogenetik progeste
onemli bir mekanizma olarak goriilmektedir. Bcl-2 geni, bu biiyiik gen ailesinin prototipidir. Bel-
2’nin hem prognozu belirleyecek, hem de hormonal tedaviyi yonlendirecek nitelikte oldugu
goriilmektedir. Bcl-2 proteini, meme kanserlerinin %60-80'inde eksprese edilmektedir (5).
Yapilan ¢aligmalarda bcl-2 pozitifliginin diisiik NS, histolojik derece ve iyi diferansiye
timorlerle ¢ok giiglii korelasyon gosterdigi saptanmustir (6). Daha kuvvetli bcl-2 protein
ekspresyonu, ER ve PR pozitifligi, diistik niikleer skor (NS) ve mutant p53 yoklugu ve diisiik
seviyede c-erbB-2 ekspresyonu ile beraberlik gosterir (5).

Katepsin D, meme kanser hiicrelerinin ¢ogu tarafindan sekrete edilen ve asir1 eksprese edilen,
asidik lizozomal bir proteazdir. 52 kD agirliginda prekiirsér form (prokatepsin D) olarak
sentezlenen katepsin D, intraselliiler ortamda 48 kD ve 34+14 kD agirliginda matiir formlara
dontiserek, lizozomlarda depolanir. Katepsin D nin MCF-7 insan meme kanseri hiicre
kiiltiiriinde &strojenin etkisiyle sentezinin ve sekresyonunun artti§i saptanmustir. In vitro
ortamda meme kanseri hiicreleri tarafindan salgilanan prokatepsin D’nin ekstraselliiler

matriksi pargaladigi gosterilmis ve daha sonra yapilan calismalarla katepsin D’nin bu
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etkisini hiicrelerin ekstraselliiler matriksi fagosite etmeleriyle olusan, intraselliiler asidik
vezikiillerde gergeklestirdigi gdsterilmistir. Bunlardan baska katepsin D geninin 11.
kromozomun kisa kolunda H-ras onkoproteinine yakin lokalizasyonda bulundugu ve meme
kanseri Orneklerinde yiiksek  sitozolik katepsin D  konsantrasyonunun c-myc

amplifikasyonuyla paralellik gosterdigi saptanmustir (7).

Bu bulgulardan yola ¢ikarak, katepsin D’nin meme kanserinde agressif biyolojik davranigin
gostergesi olabilecegi diisiincesi dogmustur. Katepsin D ile yapilan calismalarm bir
kisminda, katepsin D’nin sitozolik konsantrasyonu tiimor 6rneklerinde immiinradyometrik
(IRK) ydntemlerle belirlenirken, bir kisminda da katepsin D immiinreaktivitesi, frozen

ya da parafin kesitlerde IHK ’sal olarak arastirilmustir.

Katepsin D’nin asir1 ekspresyonu meme tiimorlerinin agressif davranis1 ve kisalmis yasam ile
birliktelik gosterir. Buna ragmen, tiimor dokusunda katepsin D’nin immiinhistokimyasal olarak
calisgilmasinda, hastaligin seyri ve katepsin D ekspresyonu arasmnda tutarhi bir iligki

gosterilememistir (8).

Bu calismada, katepsin D ve bcl-2'nin memenin invaziv duktal karsinom (IDK)’unda diger

prognostik faktorlerle ve birbirleriyle olan iligkileri arastirildi.
GEREC VE YONTEM

1. Gereg: Bu ¢alismaya, 2004-2006 yillar1 arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Ana Bilim Dalinda mastektomi ve aksiller diseksiyon materyali incelenen ve invaziv
duktal karsinom tanis1 alan 50 olgu alindi. Olgularin lam arsivinden ¢ikarilan preparatlari,

yeniden gdzden gegirildi. Immiinhistokimya (IHK)’sal boyama i¢in uygun bloklar saptand.

2. Yontem: Elli adet olgunun tiimdr 6rneklerinin kesitleri 151k mikroskobunda yeniden
gbzden gegirildi. Tiimor diferansiyasyonu, histolojik derece ve NS’lar1 ile mitoz sayisi
Bloom Richardson'a gore ayr1 ayr1 degerlendirildi. Bunun yanisira tiimor ¢evresi lenfatik,
kan damar1 ve perindral invazyonun varlig1 arastirildi. Tiimdriin deri ile iligkisi saptandu.
Timor ¢apr ve aksiller lenf nodlarinin durumu degerlendirildi. Multifokal ve multisentrik
tiimorlerde, en biiyiik tiimériin ¢ap1 ele alindi. Ostrojen, progesteron ve c-erbB-2 ile

boyanmis olan lamlar tekrar gbzden geg¢irilerek her biri i¢in ayr1 ayr1 skorlama yapilda.
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Elli adet invaziv duktal karsinom tanis1 alan dokulardan en uygun birer blok secildi. Bu
bloklardan IHK ’sal olarak bcl-2 ve katepsin D antikorlar1 ile avidin-biotin peroksidaz teknigi

kullanilarak boyama yapilarak her bir boya i¢in ayr1 ayr1 skorlama yapildi.

3. Immiinhistokimyasal Boyama: Bcl-2 ve katepsin D icin yapilan immunohistokimyasal
boyamada dort mikron kalinligindaki kesitler ksilende deparafinize edilip, etanol serileri
icinde dehidrate edildiler. %3’liikk H,O; ile 10 dakika inkiibe edildiler. Daha sonra distile su
ile yikanarak 20 dakika, 750 W’da Target Retrevial soliisyonunda (1/10 sulandirilarak), her
bes dakikada birer dakika ara verilerek toplam 20 dakika antijen uygulandi. Yirmi dakika oda
1s1sinda bekletildikten sonra distile suda yikandilar. Phosphate-buffered saline (PBS)’de bes
dakika bekletildiler. Kullanima hazir bcl-2 sivi bazli monoklonal(clone bcl-2/100/D5 1gGr)
antikor ile ve kullanima hazir katepsin D Ab-1(clone C5 Mause MAb 1gG2b) ile bir saat
inkiibe edildi. Antikorlar armdirilarak 10 dakika PBS’de bekletildi. Biotin soliisyonunda 15
dakika inkiibe edildikten sonra, 10 dakika PBS’de tutuldular. Streptavidin Peroxidase
solisyonunda 15 dakika inkiibe edildiler. 10 dakika PBS’de bekletildikten sonra 3 amino-9-
etylcarbazole (AEC) kromojende bes dakika bekletildiler. Distile su ile yikandilar. Kesitler
zit boyama i¢in Mayer’s Hematoksilen’de bes dakika tutuldu. Daha sonra akan musluk

suyunda yikanarak Ultramound ile kapatildilar.

4. Degerlendirme: ER, PR, c-erbB-2, bcl-2 ve Kkatepsin D’nin immiinreaktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in standart 1s1k mikroskobunda x 40 objektif ile pozitifligin minimum ve
maksimum oldugu beser alan segilerek, 10 alanda toplam 1000 hiicre sayildi. ER, PR,
immiinboyanmalarinda, tiim niikleer boyanmalar, boyanma siddetindeki farkliliga
bakilmaksizin pozitif kabul edildi. c-erbB-2 i¢in tam membrandz boyanma, bcl-2 pozitifliginin
degerlendirilmesinde sitoplazmik ve membrandz boyanma, katepsin D i¢in ise sitoplazmik

boyanma dikkate alindu.

Sonuglar pozitif hiicrelerin ylizdesi olarak ifade edildi. Bcl-2 i¢in Nakopoulou L. ve
arkadaglarinin (6) ve katepsin D i¢in Nadji M. ve arkadaglarinin (9) yaynlarda dikkati ¢eken,

ylizdelerine gore skorlama sistemi ¢aligmamizda tiim immiinboyalara uygulandi.

Bu skorlama sistemine goére Ostrojen, progesteron, c-erb-B2 ve bcl-2 i¢in; %0-9 arasinda
boyanma gosteren olgular sifir(yani negatif), %10-29 arasmda boyanma gosteren olgular bir
pozitif, %30-70 arasinda boyanma gosteren olgular iki pozitif, %70< boyanma gdsteren olgular
i pozitif olarak, katepsin D i¢in ise pozitif boyanma gdsteren hiicre oraninin yani sira,

boyanma siddeti de degerlendirildi. Buna gore %0-33 boyanma gdsteren timorler igin bir,
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%34-66 boyanma gosteren tiimorler i¢in iki, %66’dan daha fazla oranda boyanma gosteren
tiimorler i¢in ii¢ puan verildi. Ayrica, boyanmanin siddetine gore hafif, orta ve siddetli
boyanma gdsteren tiimorler sirasiyla bir, iki ve {i¢ puanla degerlendirildi. Her iki
degerlendirmeden elde edilen puanlar toplanarak katepsin D histoskor (HS) u elde edildi.
Buna gore 0-2 HS’a sahip tiimorler diisiik katepsin D histoskoru (DKDHS), 3-6 HS’a sahip
tiimorler yiiksek katepsin D histoskoru (YKDHS) na sahip tiimorler olarak kabul edildi.

5. Istatistiksel Degerlendirme: Tanimladigimiz skorlama sistemine gore olgular1 kiyaslamak
i¢in Korelasyon testi uygulandi. Bcl-2, ER, PR ve c-erbB-2’nin kullanildig1 durumlarda, %0-9
boyanma gosteren olgular negatif gruba, %10 ve tizerinde boyanma gosterenler de pozitif gruba
alind1. Katepsin D’nin kullanildig1 durumlarda %0-100 boyanma gosteren, yani tiim olgular
pozitif olarak degerlendirildi. Uygulanan testlerde istatistiksel olarak p degeri 0,05'den biiyiik
olanlar (p>0,05) anlamsiz, p degeri 0,05'den kiiciik olanlar (p<0,05) anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

1. Demografik Bulgular: Hastalarimizin yas itibariyle en kiigiik olan1 23, en biiyiik olan1 82
yasinda olup, yas ortalamasi1 44,88+14,15’dir. Hastalarin biiylik ¢ogunlugu 4. ve 5. dekatlarda
yer almaktadir. Olgularmn yas gruplarina gore dagilim Sekil I’de gosterildi.

20 v

15 v

OLGU 10V

5’/—

1

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89

YAS GRUPLARI

Sekil 1: Olgularm yas gruplarma gore dagilim.

Calisilan 50 vakada tiimorlerin 23’1 sag memede, 27’si ise sol memede bulunmakta idi.
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2. Patolojik Bulgular: En kiigiik tiimor ¢ap1 0,6 cm, en biiyligii ise 12 ¢cm olup ortalama
tiimor ¢ap1 3,1 cm olarak saptandi.Olgulara ait patolojik bulgular Tablo 1 de 6zetlendi.

Patolojik Veriler Olgu Sayis1 | Patolojik Veriler Olgu Sayisi
Lokalizasyon Deri Tutulumu
Sag Meme 23 (+) 12
Sol Meme 27 (-) 38
Cap Aksiller Tutulum
<2Cm 16 (+) 20
2-5Cm 25 (-) 30
>5Cm 9 Er
Histolojik Derece 0 (%0-9) 40
1 12 1(%10-29) 7
2 26 2 (%30-70) 1
3 12 3 (>%70) 2
Niikleer Skor Pr
1 7 0 (%0-9) 36
2 29 1 (% 10-29) 6
3 14 2 (%30-70) 6
Mitoz 3 (>%70) 2
1 22 C-Erbb-2
2 14 0 (%0-9) 24
3 14 1 (%10 29) 10
Kan Daman Invazyonu 2 (%30-70) 6
(+) 21 3 (>%70) 10
(-) 29 Bcl-2
Lenfatik invazyon 0 (%0-9) 35
) 27 | 1(%10-29) 10
(-) 23 | 2 (%30-70) 4
Perinoral Invazyon 3 (>%70) 1
(+) 12 Katepsin D
) 38 1 (Dkdhs) 24
2 (Ykdhs) 26

Tablo 1: Olgularin patolojik 6zellikleri.

Timorler histolojik derece (HD) agisindan incelendiginde 12 vaka HD 1 (Resim I), 26 vaka
HD 2 (Resim 2), 12 vaka HD 3 (Resim 3) olarak degerlendirildi.
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Resim 3: IDKda histolojik derece 3 (HE X 400).

NS agisindan incelendiginde 7 vaka NS 1, 29 vaka NS 2, 14 vaka NS 3 idi.

Mitoz agisindan incelendiginde 22 vaka mitoz 1, 14 vaka mitoz 2, 14 vaka mitoz 3 olarak
degerlendirildi.

Tiimore komsu alanlarda kan damari, lenfatik invazyon ve perindral invazyonun varlig1 arastirildi.
Tiim olgular icerisinde 21 olguda kan daman invazyonu, 27 olguda lenfatik invazyon, 12 olguda
ise perindral invazyon tespit edildi. Olgularin 12°sinde deri tutulumu izlendi. Vakalarin 20’sinde

aksiller lenf nodu metastazi saptanirken, 30’unda metastatik tiimor goriilmedi.

Steroid hormon reseptorlerinden ER’niin immiinhistokimyasal incelemesinde, olgularin 40’ inda
negatiflik, 10’unda pozitiflik, PR’niin immiinhistokimyasal incelemesinde olgularin 36’sinda
negatiflik, 14’inde pozitiflik, membrandz c-erbB-2 immiinreaktivitesinde olgularm 24’iinde
negatiflik, 26’sinda  pozitiflik  saptandi. Tiim immiinhistokimyasal boyanmalari
degerlendirirken ER i¢in kullandigimiz skorlama sistemine gore, 40 olgu skor 0, yedi olgu skor
1, bir olgu skor 2, iki olgu skor 3 olarak, PR i¢in kullandigimiz skorloma sistemine gére 36 olgu
skor 0, alt1 olgu skor 1, alt1 olgu skor 2, iki olgu skor 3 olarak, membrandz c-erbB-2
immiinreaktivitesinde kullandigimiz skorloma sistemine gore 24 olgu skor 0, 10 olgu skor 1,

alt1 olgu skor 2, 10 olgu skor 3 olarak degerlendirildi.
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Membrandz ve sitoplazmik bcl-2 immiinreaktivitesinde olgularm 35’inde negatiflik, 15’inde
pozitiflik saptandi. Bcl-2 immiinreaktivitesinde kullandigimiz skorloma sistemine gore 35 olgu

skor 0, 10 olgu skor 1, dort olgu skor 2, bir olgu skor 3 (Resim 4) olarak degerlendirildi.

, wion &
Resim 4: IDK’da bel-2 ile grade ITI boyanma (Immiinperoksidaz X 200).

Bcl-2 pozitifligi ¢ogunlukla sitoplazmik, bazi vakalarda membranz boyanma seklindeydi.
Hemen hemen tiim olgularda tiimére komsu normal meme epitel hiicreleri ve periduktal
lenfositlerde kuvvetli ve diffiiz sitoplazmik boyanma goriildii (Resim 5). Bu da bizim i¢in,

boyanin giivenilirligi agisindan internal kontrolii sagladi.

Prognostik Parametre Bcl-2(+) Bcl-2(-)

Cap

<2Cm 5 11

2-5Cm 9 16

>5Cm 2 7 P>0.05
Histolojik Derece

1 5 7

2 8 18

3 3 9 P>0.05
Niikleer Skor

1 3 4

2 12 17

3 1 13 P=0.043
Mitoz




1 7 15

2 5 9

3 4 10 P>0.05
Kan Daman invazyonu

€] 7 14

() 9 20 P>0.05
Lenfatik Invazyon

@) 8 19

() 8 15 P>0.05
Perinéral invazyon

@) 2 10

O] 14 24 P>0.05
Deri Tutulumu

@) 2 10

() 14 24 P>0.05
Aksiller Tutulum

) 7 13

() 9 21 P>0.05

Tablo 2: Bcl-2’nin prognostik parametrelerle karsilagtiriimasi.

Bcl-2’nin prognostik parametrelerle karsilastiriimasi tablo 2 de ayrintili olarak gosterilmistir.

Cap ile bcl-2 arasindaki iligskiye baktigimizda; <2 cm olan 16 tiimoriin besi (%31,2) bcl-2 (+),
1171 (%68,8) bel-2 (-); 2-5 cm olan 25 tiimoriin dokuzu (%36) bel-2 (+), 167s1 (%64) bel-2 (-
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); >5 cm olan dokuz tiimoriin ikisi (%22,2) bel-2 (+), yedisi (%77,8) bcl-2(-) boyanma
gosterdi. Sonuglar istatistiki olarak anlaml degildi. (p>0.05).

Histolojik derece (HD) 1 olan 12 tiimériin besi (%41,7) bel-2 (+), yedisi (%58,3) bcl-2(-); HD 2
olan 26 tiimoriin sekizi (%30,8) bcl-2 (+), 18’1 (%69,2) bel-2 (-); HD 3 olan 12 tiimdriin Gigii
(%25) bcl-2 (+), dokuzu (%75) bcl-2 (-) idi. Burada da sonuglar istatistiki olarak anlamli
degildi (p>0.05).

NS ile bcl-2 immiinreaktivitesini karsilastirdigimizda NS 1 olan yedi tiimoriin tigiiniin (%42,9)
bcl-2 (+), dordiiniin (%57,1) bel-2 (-); NS 2 olan 29 tiimoriin 12’sinin (%41,4) bel-2 (+),
17’sinin (%58,6) bel-2 (-); NS 3 olan 14 tiimoriin birinin (%7,1) bel-2 (+), 13liniin (%92,9) bel-
2 (-) oldugu goriildii (p=0,043). NS’un diisiik oldugu olgularda bel-2 pozitifliginin yiiksek

olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,05).

Mitozu 1 puan olan 22 tiimoriin yedisinin (%31,8) bcl-2 (+), 15%inin (%68,2) bel-2(-); mitozu 2
puan olan14 timoériin besinin (%35,7) bel-2 (+), dokuzunun (%64,3) bcl-2 (-); mitozu 3 puan
olan 14 tiimoriin doérdiiniin (%28,6) bcl-2 (+), 10’unun (%71,4) bel-2 (-) oldugu dikkati ¢ekti.

Bunlarin ikisi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ mevcut degildi.

Kan damar1 invazyonu, lenfatik invazyon, perindéral invazyon, deri tutulumu, aksiller lenf
nodu metastazi varlig1 gibi tiimor degiskenleri ile bel-2 immiinreaktivitesi arasmda anlamli bir

iliski saptanmadi (P<0,05).

Katepsin D immiinreaktivitesi homojen ya da enzimin lizozomal dagilimin1 yansitir sekilde,
kaba graniiler paternde izlendi. Olgularm bir kisminda fokal ve zayif bir boyanma elde

edilirken, pozitiflik gosteren tiimorlerin ¢ogunda yaygin ve kuvvetli bir boyanma saptandi

(Resim 6).
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Katepsin-D tiimor hiicreleri disinda, siklikla makrofajlarda da saptandi ve makrofajlar bu

Ozellikleri ile immiinreaktivitenin internal kontroliinii saglamada yardimci oldu (Resim 7).

. : A Mo ol ¢ I S Sl
Resim 7: IDK’da tiimér hiicreleri ve stromal makrofajlarin katepsin D ile immiinreaktivitesi (Immiinperoksidaz X 200).

Katepsin D immiinreaktivitesinde skorlarma gore smiflandirildiginda olgularm 26°s1

YKDHS’na, 24°ii DKDHS na sahipti.

Katepsin D’nin prognostik parametrelerle karsilastirilmasi tablo 3 de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Prognostik Parametre Ykdhs Dkdhs

Cap

<2 6 10

2-5Cm 11 14

>5Cm 7 2 P>0.05
Histolojik Derece

1 7 5

2 9 17

3 8 4 P>0.05
Niikleer Skor

1 1 6

2 14 15

3 9 5 P=0.039
Mitoz

1 11 11

2 6 8

3 7 7 P>0.05
Kan Daman Invazyonu

€] 14 7

() 10 19 P=0.024
Lenfatik invazyon

) 19 8

() 5 18 P=0.0001
Perinoral Invazyon

) 9 3

() 15 23 P=0.032
Deri Tutulumu

) 8 4

() 16 22 P>0.05
Aksiller Tutulum

) 12 8

() 12 18 P>0.05

Tablo 3: Katepsin D’nin prognostik parametrelerle karsilagtiriimas.

Cap ile katepsin D arasindaki iliskiye baktigimizda; <2 c¢cm olan 16 tiimoriin altis1 (%37,5)
YKDHS una, 10’u (%62,5) DKDHS’ una; 2-5 cm olan 25 tiimoriin 11°1 (%44) YKDHS una,
14’1 (%56) DKDHS’una; >5 cm olan dokuz tiimoriin yedisi (%77,8) YKDHS una, ikisi
(%22,2) DKDHS’una sahipti. Burada istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ mevcut degildi
(p>0.05). Histolojik derece (HD) 1 olan 12 tiimoriin yedisinde (%58,3) YKDHS u, besinde
(%41,7) DKDHSu; HD 2 olan 26 tiimoriin dokuzunda (%34,6) YKDHS u, 17’sinde (%65,4)
DKDHS’u; HD 3 olan 12 tiimoriin sekizinde (%66,7) YKDHS u, dordiinde (%33,3)
DKDHS’u goézlendi. Burada da istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ mevcut degildi (p>0.05).
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NS ile katepsin D immiinreaktivitesini karsilastirdigimizda, NS 1 olan yedi tiimoriin birinde
(%14,3) YKDHS’u, altisinda (%85,7) DKDHS’u; NS 2 olan 29 timériin 14’tinde (%48,3)
YKDHS"y, 15’inde (%51,7) DKDHS u; NS 3 olan 14 tiimoriin dokuzunda (%64,3) YKDHS u,
besinde (%35,7) DKDHS u dikkati ¢ekti (p=0.039). NS’un diisiik oldugu olgularda katepsin
D pozitifliginin diisiik olmasi, yliksek oldugu olgularda katepsin D pozitifliginin yiiksek

olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05)

Mitoz sayisi 1 olan 22 tiimoriin 11’1 (%50) YKDHS u, 11’1 (%50) DKDHS’u; mitoz sayisi 2
olan14 tiimoriin altis1 (%42,9) YKDHS u, sekizi (%57,1) DKDHS u; mitoz sayisi 3 olan 14
tiimoriin  yedisi (%50) YKDHS’u, yedisi (%50) DKDHS’u gosterdi. Ikisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilemedi (p>0.05).

Kan damar1 invazyonu ile katepsin D arasindaki iliskiye baktigimizda;kan damari invazyonu
pozitif olan 21 tiimoriin 14’1 (%66,7) YKDHS una, yedisi (%33,3) DKDHS una; kan damar1
invazyonu negatif olan 29 tiimoériin 10°u (%34,5) YKDHS una, 19’u (%65,5) DKDHS una
sahipti (p=0,024). Kan damar1 invazyonunun goriildiigii olgularda katepsin D pozitifliginin
yiiksek olmasi,kan damar1 invazyonunun goriilmedigi olgularda katepsin D pozitifliginin diisiik

olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Lenfatik invazyonu pozitif olan 27 tiimoriin 19’unda (%70,4) YKDHS’u, sekizinde (%29,6)
DKDHS’u; lenfatik invazyonu negatif olan 23 tiimériin besinde (%21,7) YKDHS u, 18’inde
(%78,3) DKDHS’u gozlendi (p=0,0001). Burada lenfatik invazyonun goriildiigii olgularda
katepsin D pozitifliginin yiiksek olmasi,lenfatik invazyononun gériilmedigi olgularda katepsin D
pozitifliginin diisiikk olmasi istatistiksel olarak ¢ok anlamliyd1 (p<0,05).

Perinéral invazyon ile katepsin D immiinreaktivitesini karsilastirdigimizda, perindral
invazyonu pozitif olan 12 tiimériin dokuzunda (%75) YKDHS u, ti¢iinde (%25) DKDHSu;
perindral invazyon negatif olan 38 tiimoriin 15’inde (%39,5) YKDHS u, 23’linde (%60,5)
DKDHS’u dikkati ¢ekti (p=0.032). Perindral invazyonun oldugu olgularda katepsin D
pozitifliginin yliksek olmasi, perindral invazyonun olmadig olgularda katepsin D pozitifliginin

diisiik olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Deri tutulumu ve aksiller lenf nodu metastazi ile katepsin D immiinreaktivitesi arasinda

anlamli bir iligki saptanmadi (p>0.05).

Bcl-2 ile ER, PR ve c-erbB-2 arasindaki iligki tablo 4’te gosterilmistir.
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BI2() B320)

ER(+) 5 5

ER(-) 11 29 p>0,05
PR(+) 8 6

PR(-) 8 28 p=0,017
cerbB-2(+) 7 19

cerbB-2() 9 15 p>0,05

Tablo 4: Bcl-2 ile diger immiinboyanmalarin karsilastirilmast.

ER(+) 10 olgunun besi (%50) bcl-2(+) iken besi (%50) bel-2(-); ER(-) 40 olgunun 11’1
(%27,5) bcl-2 (+) iken 29 (%72,5) vakada bcl-2'de negatiflik saptandi (p>0,05). PR(+) 14
olgunun sekizi (%57,1) bcl-2(+) iken, altist (%42,9) bcl-2(-); PR(-) 36 olgunun sekizinde
(%22,2) bcl-2 (+)'ligi saptanirken 28 olguda (%77,8) bcl-2 (-) olarak degerlendirildi
(p=0,017). PR(+)’nin bcl-2(+)’ligi ile paralel olmasi istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). c-erbB-2 (+) 26 olgunun yedisi (%53,5) bcl-2 (+), 197u (%46,5) bel-2 (-); c-erbB-2 (-)
24 olgunun dokuzu (%72,7) bcl-2 (+), 15°1 (%27,3) bel-2 (-) idi (p>0,05).

Katepsin D ile ER, PR ve c-erbB-2 arasindaki iliski tablo 5’de gosterilmistir.

YKDHS DKDHS
ER(+) 5 5
ER(-) 19 21 p>0,05
PR(+) 8 6
PR(-) 16 20 p>0,05
cerbB-2(+) 12 14
cerbB-2() 12 12 p>0,05

Tablo 5: Katepsin D ile diger immiinboyanmalarin karsilagtiriimasi.

ER(+) olan 10 tiimoriin besi (%50) YKDHS’una, besi (%50) DKDHS’una; ER(-) olan 40
tiimoriin 19°u (%47,5) YKDHS una, 21’1 (%52,5) DKDHS una sahipti. Aralarinda istatistiksel
anlamlilik bulunmadi (p>0.05). PR(+) olan 14 tiimoriin sekizinde (%57,1) YKDHS’u, altisinda
(%42,9) DKDHS’u; PR() olan 36 tiimoriin 16’sinda (%44,4) YKDHS u, 20’sinde (%55,6)
DKDHS’u gozlendi. Burada da istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ gézlenmedi (p>0.05). ¢-
ehB-2(+) olan 26 tiimoriin 12’sinde (%46,2) YKDHS’u, 14’iinde (%53,8) DKDHS u,. c-ehB-2(-)
olan 24 tiimériin 12’sinde (%50) YKDHS’u 12’sinde (%50) DKDHS’u saptandi. Ikisi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilemedi (p>0.05).
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Bcl-2 ile katepsin D arasindaki iligki tablo 6’da gosterilmistir.

YKDHS DKDHS
Bcl-2 (+) 10 6
Bel-2 (- 14 20 P>0,05

Tablo 6: Bcl-2 ile Katepsin D’nin karsilastirilmast.

Bcl-2 (+) 16 olgunun 10’unda (%62,5) YKDHS'y, altisinda (%37,5) DKDHS'w, bel-2(-) 34 olgunun
14’tinde (%41,2) YKDHS u, 20’sinde (%58°8) DKDHS'u saptandi. Aralarinda istatistiksel anlamlilik
elde edilemedi (p>0.05).

TARTISMA

Meme kanserinin gelisimi ve progresyonu, molekiiler degisimlerin farklilasmasiyla olusan
komplike ve ¢cok basamakli bir progesdir. Bu proges, normal duktal ve lobiiler hiicrelerden gelisen
hiperplazi, atipik hiperplazi, karsinoma in situ ve ¢evre dokulara invaze olma hatta metastaz

yapma yetisi olan invaziv karsinomu igerir.

Gelisim ve progresyona neden olan genetik lezyonlarin identifikasyonu, bu kanserin
biyolojik heterojenitesini anlamak agisindan 6nemlidir. Prognozun belirlenebilmesi i¢in klinik,
patolojik ve biyolojik faktorlerin arastirilip iyi bir sekilde sentez edilmesi gerekmektedir.
Gilinlimiize kadar prognozu belirlemede pek ¢ok klasik parametre (histopatoloji, ¢ap, evre, aksiler
lenf nodu metastazi, kan ve lenf damar1 invazyonu, steroid hormon reseptorleri) ve ikinci
jenerasyon (proliferatif indeks, DNA ploidi, onkogenler, biiyiime faktorii reseptorleri, bazi
glikoproteinler) prognostik belirleyiciler ortaya konmustur (10). Ancak bu parametreler
prognozu gostermede yeterli olmamistir. Memenin invaziv duktal karsinomunun prognozunu
belirlemede kullanilan ve klasik bir parametre olan histolojik gadelemede, Pradhan ve
arkadaglar1 (11) gibi biz Scarff-Bloom-Richardson’un gradeleme sistemini kullandik.
Giiniimiizde, 6zellikle erken evre meme kanserinin davramigini onceden belirlemeye yonelik
caligmalar tizerinde durulmaktadir. Bu nedenle meme kanserinin prognozunun belirlenmesi ve
tedavinin yonlendirilmesinde yardimc1 olabilecek yeni biyolojik belirleyicilerin kullanilmasi,

arastirmacilarin odak noktas1 haline gelmistir.

Bugiin meme kanserlerinde klasik parametrelerin yani sira prognozu belirlemede ve tedaviyi
yonlendirmede pekcok biomarker tizerinde durulmakta, ancak c¢alismalarin ER, PR, c-erbB-2
onkoproteini ve p53 tiimdr supresor geni lizerinde yogunlastigi gortilmektedir. ER ve PR

ozellikle meme kanserli hastalarin hormonal tedavisini yOnlendirmede vazgecilemeyen
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belirleyiciler olup, artik standart bir uygulama halini almistir. Endokrin tedaviden yarar gérecek
hastalarin se¢iminde yardimcidir. Bu reseptorlerin tiimdrdeki varliklari iyi prognoz ile
korelasyon gosterir ve hastalarda daha uzun hastaliksiz sagkalim siireleri gozlenir. Buna
karsin ER ve PR negatif olan tiimorler daha agresif hastalikla birliktedir ve hormonal tedaviye

yanit iyi degildir.

C-erbB-2 onkogeni ile yiiksek histolojik derece ve lenf nodu metastazi (12) arasinda bir
korelasyon gosterilmesinin yanisira, C-erbB-2 ile kemoterapiye yanit arasindaki iliskiler son
zamanlarda Tlizerinde durulan konulardan bir digeridir. Ayrica c-erbB-2 proteininin
overekspresyonu ile sag kalim arasinda siki iligki oldugunu bildiren ¢ok sayida yayin
bulunmaktadir. Literatiirdeki ¢alismalarda c-erbB-2 overekspresyonu %10 ile %50 arasinda

degismektedir (13, 14). Calismamizda bu oran %25 olarak belirlendi.

Meme kanserinde prognozu belirleme ve tedaviyi yonlendirmede yeni, giivenilir belirleyicilere
gerek vardir. Meme kanserinde kromozomal ve DNA anomalilerinin sik  goriildiigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, apoptoz ile iliskili gen ailesi tarafindan kontrol edilen
apoptoz, karsinogenetik progeste dnemli bir mekanizma olarak goriilmektedir (5). Bel-2 geni
bu biiyiik gen ailesinin prototipidir. Apoptozis programlanmis hiicre 6liimiidiir ve fizyolojik
bir olaydir (15). Bugiin, apoptozu inhibe eden bcl-2 geninin hem prognozu hem de hormonal
tedaviyi yonlendirebilecek iki 6zellikli bir belirleyici olabilecegi one stiriilmektedir. Bu
retrospektif ¢alismada meme kanserinin prognozunun ve 6zellikle hormonal tedaviye yanitin
belirlenmesinde etkili oldugu o6ne siiriilen bcl-2 ve katepsin D’nin kendi ¢alisma grubumuzda,
hem kendi aralarinda hem de diger prognostik faktorlerle iliskisi ve prognostik etkinligi

arastirildi.

Bcl-2, normal meme dokusunda hemen daima goriilmesine ragmen invaziv meme kanserlerinin
%60-80’inde de eksprese olurlar (5). Tiimorlerde bel-2 varligi iyi prognoz ile iliskilidir. Ileri
evre tiimorlerde azalmis bcl-2 salinimi sézkonusudur (14). Neoadjuvan kemoterapi alan

hastalarda bcl-2 oraninin da azaldigi bildirilmistir (16).

Zhang ve arkadaslar1 (17) yaptiklar1 ¢aligmada, bcl-2 ekspresyonunu 148 primer meme
karsinomlu hastada arastirmiglar ve tiimoére komsu normal meme dokusunda hemen hemen
tim olgularda bcl-2 pozitifligi bulmuslardir. Calismamizda 50 invaziv duktal karsinom
vakasmin bcl-2 immiinhistokimyasal boyanmasi degerlendirdirilerek tiimére komsu
normal meme epitelinin ve periduktal lenfositlerin hemen tiim olgularda kuvvetli pozitiflik

gosterdigi saptandu.
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Bcl-2 ekspresyonu normal meme dokusunu apoptozdan korudugu i¢in olduk¢a dnemlidir ve
meme epitelinin yasam siiresini uzatir. Yapilan ¢alismalarda bcl-2 pozitifliginin diisiik NS,
histolojik derece ve iyi diferansiye tiimorlerle ¢ok giiclii korelasyon gosterdigi saptanmistir (6,
18-20). Klasik prognostik parametrelerden biri olan histolojik diferansiyasyon ile bcl-2
ekspresyonu arasindaki kuvvetli korelasyon literatiirdeki bu konu ile ilgili ¢aligmalarin
cogunda gosterilirken, diger klasik parametreler i¢in (¢ap, yas, menapozal durum, lenf nodu

metastazi, DNA ploidi, S faz fraksiyonu, mitotik indeks) sonuglar degiskendir.

Zhang ve arkadaslar1 (21) bcl-2 ekspresyonu ile histolojik derece, gap, yas, menapozal durum,
lenf nodu metastazi arasinda iliski oldugunu gostermislerdir. Ayrica Takei ve arkadaglar1 (20)
bcl-2 pozitifliginin histolojik diferansiyasyonla kuvvetle korele oldugunu gostermelerine
ragmen yas, menapozal durum, timdr boyutu ve lenf nodu metastazi ile korelasyon
saptamadilar. Eissa ve arkadaslar1 (22) ise bcl-2 ekspresyonu ile histolojik diferansiyasyon,
lenf nodu metastazi, timor gapi, timor tipi, yas ve menapoz arasinda bir iliski saptamadilar. Ayn1
sekilde Helleman ve arkadaslarinin (23) yaptig1 calismada da klasik parametrelerle bcl-2 arasinda
bir iliski bulunamadi. Bizim ¢alismamizda ise 50 invaziv duktal karsinom vakamizda yas, ¢ap,
histolojik derece ve NS, mitoz, kan damar1 invazyonu, lenfatik ve perindral invazyon, deri
tutulumu ve aksiller lenf nodu metastazi ile bcl-2 immiinreaktivitesi karsilastirildi. Ancak tiim
bu parametreler igerisinde sadece bcl-2 ile NS arasinda anlamli bir iliski bulundu (p<0,05).
Diger parametrelerle bel-2 arasinda istatiksel bir anlamlilik yoktu. Sonuglarimiz literatiir ile

uyumluydu.

Nakopoulou ve arkadaslar1 (6) da inceledikleri vakalarda, bizim ¢alismamizda oldugu gibi, bcl-2
immiinpozitifligi ile diislik NS arasinda korelasyon bulduklar1 halde diger parametrelerle

istatistiksel anlamlilik elde edemediler.

Literatiirde, meme kanserlerinde bcl-2 ekspresyonu ile steroid hormon reseptor pozitifligi
arasinda, bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarin tamaminda giiclii bir korelasyon oldugu
gosterildi. Ostrojen, bel-2 ekspresyonu gosteren ER (+) meme kanser hiicrelerinde regiilasyon
artirict etki yapar (24). Gergekten bcl-2 proteini meme karsinomlarinda bazi hormonlarla,
ozellikle Ostrojen ile regiile edilmektedir. ER (-), PR (-) tiimorlerde bcl-2 kaybi apoptoz

akselerasyonu ile birliktelik gosterir.

Nakopoulou ve arkadaslar1 (5) ER ile bcl-2 ekspresyonu arasindaki giiglii iliskiyi gostermelerinin
yani sira, Ozellikle yash hastalarda bcl-2 pozitifliginin PR pozitifligi ile birlikteligini

gosterdiler. Calismamizda ER ile  bcl-2  immiinreaktivitesini ~ pozitiflik  yoniinden
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karsilastirdigimizda istatistiksel anlamlilik goriilmedi (p>0.05). Ayrica ¢alismamizda bcl-2'nin PR
ile yakin korelasyon i¢inde oldugu belirlenmistir. PR ile bel-2 immiinreaktivitesini pozitiflik ve
negatiflik yoniinden karsilastrdigimizda bcl-2 pozitifliginin PR pozitifligi ile, bcl-2
negatifliginin PR negatifligi ile paralel olmasi istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05).

Lee ve arkadaslar1 da (25) premenopozal hastalarda bcl-2 ekspresyonunun ER ve PR (+)’ligi
ve c-erbB-2 (-)’ligi ile korele oldugunu belirttiler. Krajewski ve arkadaslar1 (26) bcl-2 ile c-
erbB-2 protein ekspresyonu arasinda herhangi bir iliski saptayamadilar. Bizim olgularimizda
da bcl-2 ile c-erbB-2 ekspresyonunu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

gozlenmedi (p>0,05).

Maudelonde ve arkadaslar1 (27); katepsin D konsantrasyonunun, ER disindaki klasik
prognostik parametrelerle iliskisi olmadigini 6ne siirmiistiir. Thorpe ve arkadaslari
(28) ise postmenapozal olgularda yiiksek sitozolik katepsin D diizeyi ile kisa hastaliksiz siire
arasinda korelasyon saptamis ve katepsin D’nin meme kanserinde diger faktorlerden
bagimsiz bir prognostik belirleyici oldugunu 6ne siirmiistiir. Winstanley ve arkadaslar1 (7)
[HKsal olarak degerlendirdigi katepsin D immiinreaktivitesinin kotii prognozu belirledigini
saptarken, Henry ve arkadaslar1 (29) katepsin D pozitivitesinin, 6zellikle ER (+), aksiller
lenf nodu metastazi (ALNM) (+) olgularda daha belirgin olmak {izere, uzun hastaliksiz siire ve

yiiksek sag kalim orani ile paralellik gosterdigini ortaya koymustur.

Immiinhistokimyasal c¢alismalarda katepsin D reaktivitesinin degerlendirilmesinde
farkli skorlama yontemleri kullanilmistir. Bu c¢alismalarda genellikle sadece pozitif
boyanan hiicre orani esas almmustir. Katepsin D ile ilgili ¢alismamizda Kandalaft ve
arkadaslarinin (30) uyguladigi pozitif boyanan hiicre oraninin yanisira, boyanma siddetinin

de degerlendirilmesine dayanan kombine histoskor indeksi kullanildi.

Katepsin D immiinreaktivitesi timor hiicrelerinde homojen ya da enzimin lizozomal
lokalizasyonuna uygun olarak, kaba graniiler paternde izlendi. Bunun yanisira, stromal
makrofajlarda da, tiimor hiicrelerinde izledigimiz siddette katepsin D immiinreaktivitesi

saptand1. Benzer bulgular, diger IHK ’sal ¢alismalarda da bildirilmektedir (31, 32).

Katepsin D’nin Hurlimann ve arkadaslarmm (31) caligmasinda iyi diferanisye, Kandalaft ve
arkadaglarinin  (30) calismasinda ise kotii diferansiye tiimorlerde daha yiiksek pozitivite
gosterdigi izlenmektedir. Bizim ¢alismamizda katepsin D pozitivitesi ile hasta yasi, timdr ¢ap1

ve histolojik diferansiyasyon arasinda bir iligki gdzlenmemesine ragmen katepsin D
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pozitivitesi ile NS arasinda Kandalaft ve arkadaglarinin (30) ¢aligmasina uygun sekilde

anlamli bir iliski saptandi.

Katepsin D ile ALNM arasindaki iligki, bu enzimin meme kanserinde prognostik belirleyici
olarak ele alinmasinin temel nedenlerinden biridir. Proteolitik etkisi nedeniyle, bu enzimi
fazla miktarda sentezleyen tiimor hiicrelerinin daha yiiksek oranda ALNM yapmas1 gerektigi
diisiiniilmiis ve bu iliski IRK ve IHK’sal ¢ahsmalarm bir kisminda ortaya konmustur.
Hurlimann ve arkadaslar1 (31) katepsin D ekspresyonu ile ALNM arasinda bir iliski
saptamamuglardir. Okamura ve arkadaslar1 (33) katepsin D pozitivitesinin arttig1 durumlarda lenf
nodu metastazi insidansmin anlamli bir sekilde arttigini bildirmektedir. Bizim ¢alismamizda
katepsin D pozitivitesinin artis1 ile lenf nodu metastazi, damar invazyonu ve perindral

invazyon arasinda anlaml bir iliski saptand1 (p<0,05).

Katepsin D’nin genellikle ER (+) timdrlerde daha yiiksek oranda sentezlendigi, ancak ER (-)
timorlerin de katepsin D ekspresyonu gosterebildigi kabul edilmektedir. Domagala ve
arkadaslar1 (34), ER(-) tiimdrlerdeki katepsin D sentezinin, ER disindaki diger biiylime
faktdrlerinin stimiilasyonuyla gerceklestigini one siirmektedir. IHK’sal calismalarin bir
kisminda ER ile katepsin D arasinda pozitif bir iliski saptanmasina karsin bazi ¢aligmalarda
da bu iligski gosterilememistir. Bizim c¢alismamizda katepsin D immiinreaktivitesi ile

ER’leri ve diger steroid reseptorleri arasinda anlamli bir iliski gézlenmedi (p>0,05).

Meme kanserinde hem hastaliksiz hem de genel sagkalim c-erbB-2 overekspresyonu gosteren
hastalarda daha disiiktiir. c-erbB-2’nin meme kanserli hastalarda kemoterapi ve endokrin
tedavi i¢in prediktif bir faktor olabilecegini diisiindiiren veriler mevcuttur. Literatiirde c-erbB-
2 ve katepsin D’nin meme kanserlerindeki rolii ile ilgili veriler c¢eliskilidir. Yaymlarin
cogunda birbirleri ile iliskisiz olduklar1 bildirilmisse de bazilarinda c-erbB-2 pozitif vakalarin
cogunlugunun katepsin D pozitif oldugu ve bu grubun katepsin D negatif olanlara gore farkl
davrandigi vurgulanmustir. Calismamizda c-erbB-2 ile katepsin D arasinda ve bcl-2 ile

katepsin D arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (p>0,05).

Calismamizda bel-2 ve katepsin D’nin kombine kullanimmin tek kullanimlarma gore

prognozun belirlenmesinde daha etkin olduklar1 gozlendi.
SONUC

Bcl-2 ekspresyonu ile diisik NS ve PR pozitifligi arasinda dogru orantili bir birliktelik

gosterilirken (p<0,05), diger prognostik faktorlerle ve katepsin D ile arasinda anlamli bir
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iliski mevcut degildir. Katepsin D pozitifligi yiiksek niikleer skor, kan damari invazyonu,
lenfatik invazyon ve perindral invazyon ile birliktelik gosterirken, ER, PR, c-erbB-2 ile
ve diger prognostik parametrelerle anlamli bir iliski mevcut degildir. Bu sonuglarla iligkili
olarak bcl-2’nin diisiik dereceli, katepsin D’nin ise yiiksek dereceli ve invazyon yetenegi
kazanmig invaziv duktal karsinom olgularinin belirlenmesinde ©6nemli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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