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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

METASTATIK GOGUS KANSERI HASTALARINDA SERUM IL-17 VE
LIPOKSIN A4 DUZEYLERI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Fatma Hasan Bashir ABAID

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dal1

Danigsman: Dog. Dr. Bayram KIRAN

Metastatik form meme kanserinden 6liimlerin yiizde doksanindan fazlasini olusturur.
Metastaz ve tiimor ilerlemesi i¢in inflamasyonun gerekli oldugu bulunmus
oldugundan tiimorogenez i¢in proinflamatuar ve anti-inflamatuarimmiin cevap
arasinda bir denge mevcut olmalidir.

Bizim ¢alismamizda metastatik meme kanseri hastalarinda proinflamatuar sitokin IL-
17 ve anti-inflamatuarlipidmediatoriic LXA4 diizeylerinin ve aralarindaki iligskinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Evre 4 meme kanseri olan 35 Libyali hastadan serum
numuneleri toplanmis ve enzyme-linkedimmiinsorban tayinle interlokin-17 ve
lipoksin A4 diizeyleri Olgiilmiistiir. Sonuglar iiclii negatif ve {i¢lii pozitif hastalar
arasindaki farkin anlamli olmadigii gostermistir (p=0.8). Ek olarak, {i¢lii negatif ve
tclii pozitif hastalar arasinda LXA4 diizeylerinde de anlamli fark gdzlenmemistir
(p=0.5). LXA4 ve IL-17 arasinda pozitif korelasyon mevcuttur (p=0.006).
Sonuglarimiz metastatik asamadaki gogiis kanserinde lipoksin A4 ve interlokin-17
arasinda anlamli bir dogrudan iliski oldugunu gostermistir. Lipoksin A4 ve
interlokin-17°nin metastazdaki roliiniin ve ER-negatif ve {iglii negatif olan
hastalardaki roliinii degerlendirmek i¢in biiyilk Orneklemli grup calismalarinin
yapilmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Interlokin-17, Lipoksin A4.
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Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN IL-17 CYTOKINE AND
LIPOXIN A4 LEVEL IN SERUM OF METASTATIC BREAST CANCER

Fatma Hasan Bashir ABAID

Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Bayram KIRAN

Metastatic form represents more than ninety percent of breast cancer deaths. As
inflammation found to be necessary for metastasis and tumor progression, and the
balance between proinflammatory and anti-inflammatory immune response is
important for tumorogenesis.

Our study aimed to investigate proinflammtory cytokine IL-17 and antiinflammtory
lipid mediator LXA4 levels in patients with metastatic breast cancer and their
relationship with one another. serum samples were collected from 35 Libyan patients
with stage IV breast cancer, and the concentration of interleukin-17 and lipoxin A4
were measured using enzyme-linked immune sorbent assay. The results showed
insignificant different in level of IL-17 between patients with triple negative and
triple positive patients (p=0.8). in addition no significant different in LXA4 level
between triple negative and positive patients (p=0.5). there was positive correlation
between LXA4 and IL-17 (p=0.006). Our results have shown significant direct
relationship between lipoxin A4 and interleukin-17 in metastatic stage of breast
cancer. Further researches involving large sampled group study required to evaluate
role of lipoxin A4 and interleukin-17 in metastasis and their role in patients who ER
negative and triple negative.

Key Words: Breast cancer, Interleukin-17, Lipoxin A4.

2018, 45 Pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Meme kanseri farkli histolojik paternleri olan karmasik bir hastaliktir. Kanserli
kadinlarda en sik morbidite ve mortalite nedenidir. meme tiimorii olusumunda rol
oynayan birgok risk faktorii vardir. Inflamasyon fizyolojik bir fenomendir ve
viicudun cesitli hasar tipleriyle karsilasmasma neden olabilir. inflamasyonun up-
regililasyonu kroniklesmeye yol acgabilir; kanserle inflamasyon arasindaki bag 19.
yiizyillda ortaya konmustur. Bugiinlerde kronik inflamasyonun kanser riskini
arttirdig1 yaygin olarak kabul edilmektedir ve bir¢ok ¢alismada bir¢ok tiimor tipi altta
yatan kronik inflamasyona baglanmaktadir (Landskron vd., 2014 ve Grivennikov vd.,
2010).

IL-17 temelde Th17 hiicreleri tarafindan olusturulan proinflamatuar bir sitokindir ve
alt1 sitokinden olusan bir sitokin ailesine aittir. IL-17A — IL-17F.l1I-17 G.CSF
yapimini ve CXCL, CXCL2 gibi kimokinlerin yapimini indiiklerler ve inflamatuar
araci olarak hareket ederler. IL-17’nin hiicre disindaki patojenlerin eliminasyonunda
onemli bir rolii vardir ve aym1 zamanda kronik inflamasyonda ve otoimmiin
hastaliklarda eksensel bir rol oynar (Kuwabara vd., 2017). IL-17’nin kanserde anti-
timor ve pro-timor aktivite olmak tizere ikili bir trol oynadigi bulunmustur. I1L-17
tiimor regresyonuna yol acan tiimor i¢in sitotoksik T hiicrelerini aktive edebilir; diger
yandan bir¢ok ¢alismada IL-17’nin can anjiyogenez, timor progresyonu ve metastaz

gibi pro-tiimér aktivitesi oldugu da gosterilmistir (Gopal ve Bhaskar, 2009).

LXA4 endojen bir anti-inflamatuar molekiildiir (Marginean vd, 2015). Ilk olarak
otuz yil kadar once tanimlanmis olan bu molekiil hiicre-hiicre etkilesimi yoluyla
aragidonik asitten tiiretilir (Parkinson, 1997). Olusumu lipooksijenaz enzimi
tizerinden cesitli yollar izler (LOX) 5 LOX,12 LOX,15LOX (Blaithin ve Catherine,
2004). LXA4 inflamasyonun ortadan kalkmasinda merkezi bir rol oynar ve anti-
kanser etkileri de vardir. Bircok kanserin altinda yatan kronik inflamasyonu inhibe
ederek tiimor olusumunu ve progresyonunu Onler, anti-anjiyogenik fonksiyonlar1 da

vardir (Zong vd., 2016).



1.1. Meme Kanseri

1.1.1. Meme Anatomisi

Meme glandiiler, yag ve fibr6z dokulardan olusan bir kitledir. Meme normalde
binlerce lobiiliin bir araya gelmesinden ve epitel hiicreleriyle desteklenmesinden
olusur ve yag dokusuyla desteklenir. Ana gorevi siit yapimi olan bu lobiiller kiigiik
duktuslara baglanir, onlar da onlar da birleserek meme basina agilan biiyiik
duktuslar1 olusturur. Memenin kan akimi ve vendz drenaji zengindir. Kan internal
mammarian arterlerden gelir. Memenin lenfatik drenajinin kanser hiicrelerinin
metastazindaki rollerinden dolay1 6zel bir 6énemi vardir. Memenin lenfatik drenaji

temelde lateral kadrandan olur ve aksiller lenf nodlarina bosalir (Allred, 2010).

Cooper’s
Ligaments

Sekil 1.1. Meme anatomisi (Mahr vd., 2012)

1.1.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur ve Birlesik Devletlerde ikinci
stradaki 6liim nedenidir. Meme kanseri ABD’de yeni kanser vakalarinin %29’unu ve

akciger kanserinden sonra 6liim vakalarinin %14’{inii temsil etmektedir (Siegle vd.,



2016). Meme kanseri tiim diinyada en sik teshis edilen kanserdir ve tiim diinya
kadinlarinda 6nde gelen kanser 6liim nedenidir. Meme kanseri tiim diinyada kadinlar

arasinda tiim kanser vakalarmin %25’ini ve kanser oliimlerinin %15’ini olusturur

(Torre vd., 2012).

1.1.3. Meme Kanserinin insidansi

En yliksek meme kanseri insidanst gelismis tlilkelerde bildirilmektedir, teshis edilen
meme kanseri vakalarinin yaris1 gelismis iilkelerde olmaktadir (Torre vd., 2012 ve
Key vd., 2001). Bu yiiksek insidans orani ¢ocuk dogurma yasinin gecikmesi, diisiik
parite sayisi, postmenopozal donemde hormon tedavisi kullanimi gibi birgok faktore
baglidir. Ek olarak, obezite ve hareketsiz yasam tarzina da baghidir (Key vd., 2001).
Erkeklerde meme kanseri insidansi kadinlara oranla disiiktir (tim erkek

kanserlerinin %0.7’si) (Cassidy vd., 2002).

1.1.4. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

1. Yas: Meme kanserinin kadinlarda 20 yasindan 6nce ¢ok nadir oldugu kabul
edilir. 30 yagindan 6nce de nadirdir, bundan sonra insidans menopoza kadar
her 10 yilda iki katina ¢ikar (Cassidy vd., 2002).

2. Anamnezde eski meme kanseri hikayesi karsi tarafta timor ¢ikmasi
olasiligini arttirir (Lynnvd., 2005).

3. Aile anamnezi: Herhangi bir tipte kanser hikayesinin ailede pozitif olmasi
meme kanseri riskini arttirir.

4. Genetik faktorler: Kalittmla BRACA1 ve BRACA2 gibi anormal genlerin
alimmis olmasi. Bu genleri tasiyan kadinlarda meme kanseri gelismesi riski
daha yiiksektir.

5. Hormonal nedenler: Erken menars veya ge¢ menopoz gibi hormon
bozukluklari, erken yasta gebe kalma veya 4 yildan uzun siire oral
kontraseptifler gibi hormon replasman tedavisi kullanma meme kanseri
riskini arttirir.

6. Diyette yiiksek yag tiiketimi ve obezite meme kanseri riskini arttirir (Cassidy
vd., 2002 ve Sharma vd., 2010).



1.1.5. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) on sekiz farkli meme kanseri alt tipi ortaya koymustur
(Tavassoli vd., 2003). Meme kanseri lobiilleri veya duktuslar1 orten epitelden
kaynaklaniyorsa genelde duktal veya lobiiler karsinoma olmak tizere kanser
hiicrelerinin kokenine gore siiflandirilir (Charles vd., 2000). Meme kanseri genelde
sol tarafta daha siktir ve %50’si st dig kadrani tutar (Cassidy vd., 2002).Non-invazif
meme kanseri tiimor hiicrelerinin ¢evre dokulara invazyon yapmamis olmasi ve

duktuslar1 veya lobiiller i¢inde sinirli kaldigr anlamina gelir.

Meme karsinomalarinin yaklagik %90°1 duktuslardan kaynaklanir. Yani, en sik
goriilen tip duktal karsinoma in situ’dur (DCIS) ve muayenede palpe edilemez, ama
mamografide mikrokalsifiye bir alan seklinde goriiliir; invazif kansere donilisme sans1
%30-50’dir ve lobiiler karsinoma in situ’ya oranla daha seyrektir (LCIS) (Cassidy
vd., 2002 ve Sharma vd., 2010).Invazif meme kanseri: Bu tipte tiimér hiicreleri lobiil
ve duktuslarin duvarm kirarak cevre dokuda invazyon yapar. Invazif duktal
karsinoma meme kanserlerinin yaklasik %75’ini olusturur (Cassidy vd., 2002 ve
Sharma vd., 2010). Mediiller karsinoma ve miisinéz karsinoma gibi daha az goriilen

tipler de vardir (Sharma vd., 2010).
1.1.6. Hormonal Reseptorler

Ostrojen ve meme tiimorleri arasindaki iliski ilk olarak 1896°da George Beatson
tarafindan gosterilmistir. Kendisi ¢alismasinda meme kanserli hastalarda bilateral
ooforektominin tiimoriin gerilemesine neden oldugunu gostermistir (Beaston, 1896).
ER meme kanserlerinin %5 ila 70’inde gozlenir. ER’ler 17p 0Ostradiol tarafindan
aktive edilerek kompleks olusturan niikleer reseptorlerdir, bu kompleks hiicre
biiyiimesini ve ¢ogalmasini stimiile eder. ER’nin iki alt tipi vardir (ER-a ve ER-p),
bu alt tiplerin fonksiyonlar1 farklidir. ER-o proliferasyon, inflamasyon ve kanserin
ilerlemesine neden olurken ER-B’nin fonksiyonlar1 buna zittir, kanser hiicrelerinin
migrasyonunu ve invazifligini inhibe eder, ER-o temel tiptir ve hormonal tedavinin

hedefidir (Thomas ve Gustafsson, 2011).



Ayni sekilde, PR’nin de meme kanseri gelisiminde rolii vardir, o da niikleer
reseptorler st ailesine aittir ve progesteron tarafindan aktive edilir. ER ve PR meme
kanserinde prognostik faktorler olarak kabul edilir ve artik meme kanseri
hastalarinda rutin olarak degerlendirilmektedirler. ER ve PR pozitif hastalarda
prognoza daha iyidir ve hormonal tedaviden fayda gérme sanslari daha yiiksektir

(Hammond vd., 2010).

HER?2 tirozin kinaz reseptdr ailesinin bir liyesidir ve bu aile HER1, HER2. HER3 ve
epidermal bliylime faktorii ailesini baglayan ve aktivasyonu hiicre biiylimesine ve
ayrimlagsmasina yol agan HER4 olmak iizere 4 tipten olusur. HER2’nin asiri
ekspresyonu meme kanserinin klinik sonuglarinin kotii olmasiyla iligkilidir ve

pratikte ER ve PR ile birlikte rutin olarak degerlendirilir (Hynes ve Lane, 2005).

1.1.7. Meme Kanserinin Evrelenmesi

Meme kanserinin evrelenmesinde ve teshisinde kullanilan "TNM" simiflandirma
sistemi tiimor biiytikliigiine (T), lenf nodu metastazlarinin sayisina ve yerine (N) ve
uzak metastazlara (M) dayanir. Bunlar Uluslararas1 Kanser Merkezi Birligi (UICC)
tarafindan karsinoma in situ denen evre 0 ve dort ayr1 evrenin de eklenmesiyle TNM

smiflandirmasi seklinde kullanilmaktadir (UICC) (UICC, 2012) (tablo 1.1).

1.1.8. Meme Kanserinin Tedavisi

Cerrahi: Yalnizca tiimoriin ve ¢evre alanin ¢ikarilmasiyla (lampektomi, parsiyel
mastektomi veya kadranektomi) konservatif bir prosediir seklinde yapilabilir veya

total mastektomiyle memenin tamami ¢ikarilabilir.

Radyasyon tedavisi: Yiiksek enerjili X veya gamma 1sinlariyla yapilir, ilk secenek
olarak veya cerrahiden sonra geri kalan tiimor hiicrelerini 6ldiirmek ve lokal

rekiirrensi azaltmak i¢in kullanilir.

Kemoterapi: Tiimor hiicrelerini hedef alan ve fonksiyonlarini kesintiye ugratan belli
ilaglarla yapilan kemoterapi cerrahiden oOnce tiimor hiicrelerinin biiziilmesini

saglamak ve meme dokusunu koruyarak mastektomiden kacinmak i¢in yapilabilir



veya cerrahiden sonra kullanilabilir. Kemoterapi genellikle ardindan iyilesme

donemleri gelen kiirler seklinde verilir (Sharma vd., 2010).

Hormonal tedavi:  Meme kanserlerinin %6’inda 0Ostrojen reseptdrii  pozitif
oldugundan hastaliksiz sagkalim siliresini uzatmak i¢in tamoksifen gibi bu

reseptorleri hedef alan ilaglarla uygulanir (Grivennikov vd., 2010).

Tablo 1.1. Meme kanserinde TNM evrelemesi (UICC, 2012).

UICC TNM Aciklama
evresi
Evre0 | Tis | NO | MO | in situ kanser- kanser lobiillerde veya meme basinda
sinirlidir ve yakindaki meme dokusuna yayilmamistir
Kanser uzak yerlere yayilmamistir
Kanser lenf nodlarina yayilmamistir
Evrel | T1 | NO | MO | Timdr ¢ap1 2cm veya daha kiigiiktiir
Kanser uzak yerlere yayilmamistir
Kanser lenf nodlarina yayilmamistir
Evre TO | N1 | MO | Memede tiimor bulunamamistir
A Kanser 1-3 aksiller lenf nodunda bulunmaktadir.
Kanser uzak yerlere yayilmamistir
T1 | N1 | MO | Tiimdr ¢ap1 2cm veya daha kiigiiktiir
Kanser 2-3 aksiller lenf noduna, internal mammarian lenf
nodlarina veya her ikisine yayilmistir
Kanser uzak yerlere yayilmamistir
T2 | NO | MO | Tiimor ¢apr 2cm’den biiyiik, ama Scm’den kiigiiktiir
Kanser lenf nodlarina yayilmamistir
Kanser uzak yerlere yayilmamistir
Evre T2 | N1 | MO | Timor ¢apt 2cm’den biiyiik, ama Scm’den kiigtiktiir
]=] Kanser lenf nodlarina yayilmamistir

Kanser 2-3 aksiller lenf noduna, internal mammarian lenf
nodlarina veya her ikisine yayilmistir
Kanser uzak yerlere yayilmamistir

T3 | NO | MO | Tiimor ¢apt Sem’den biiyiiktiir

Kanser lenf nodlar1

Kanser uzak yerlere yayilmamistir

TO | N2 | MO | Memede tiimor bulunamamistir

Kanser 4-9 aksiller lenf nodunda veya internal mammarian
lenf nodlarinda bulunmaktadir

Kanser uzak yerlere yayilmamstir

Evre T1 | N2 | MO | Tiimor ¢ap1 2cm veya daha kiigiiktiir

A Kanser 4-9 aksiller lenf nodunda veya internal mammarian
lenf nodlarinda bulunmaktadir

Kanser uzak yerlere yayilmamistir

T2 | N2 | MO | Tiimor ¢apr 2ecm’den biiyiik, ama Scm’den kiigiiktiir
Kanser 4-9 aksiller lenf nodunda veya internal mammarian
lenf nodlarinda bulunmaktadir

Kanser uzak yerlere yayilmamistir




Tablo 1.1.’in devam

Evre
1B

T4

NO
N1
N2

MO | Timor gogiis duvar veya cilde yayilmstir.
Asagidakilerden biri gegerlidir:
Kanser lenf nodlarina yayilmamustir,
Kanser 1-9 aksiller lenf noduna yayilmstir,
Kanser internal mammarian lenf nodlarina yayilmis
veya yayilmamis olabilir
Kanser uzak yerlere yayilmamaistir

Evre
lic

T0-4

N3

MO | Timor herhangi bir biiyiikliiktedir.

Kanser 10 veya daha fazla aksiller lenf noduna
yayllmamustir.

Kanser 1 veya daha fazla intraklavikiiler veya
supraklavikiiler lenf noduna yayilmistir

Kanser 3’ten fazla aksiller lenf noduna ve internal
mammarian lenf nodlarina yayilmistir

Kanser uzak yerlere yayilmamistir

Evre
v

T0-4

NO-3

M1 | Tiimor herhangi bir biiytikliiktedir.

Herhangi bir diizeyde lenf nodu tutulumu vardir

Kanser kemik, karaciger, akcigerler, beyin veya memeden
uzaktaki lenf nodlar gibi uzak yerlere yayilmstir.

1.2. interlokin-17 (I1L-17)

IL-17 ilk olarak 25 yil 6nce kemirgenlerde klonlanmistir. Eski adi Sitotoksik
Lenfositlerle Iligkili antijen 8’dir 8 (CTLAS8) (Jess vd., 2006). IL-17 bugiin 155

aminoasit igeren ve molekiil agirhigi 35 KDA civarinda olan IL-17 A ile esanlamlidir.
IL-17 A geni 6P12’de bulunur (Kolls vd., 2004).

1.2.1. IL-17 Sitokin Ailesi

IL-17 bes iiyesi olan ve IL-17B,IL-17C,IL-17D ve IL-17F’yi kapsayan bir aileye
aittir (Kolls vd., 2004).

Tablo 1.2. Interlokin-17 ailesi ve reseptorler, hiicre kaynag ve fonksiyon (Gaffen, 2009).

Sik
Kullanil
Diger

Adlan

an

Reseptdr/ | Ana Fonksiyonlari Ekspresyon
reseptorler




Tablo 1.2.’in devami

IL-17

IL-17A
CTLA-8

IL-17RA
IL-17RC

Otoimmiin
patoloji,
Notrofillerin
toplanmasi,
Hiicre dis1
patojenlere karst
bagisiklik

TH17,CD8 hiicreleri, NK

IL-
17B

IL-17RB

Proinflamatuar
aktiviteler?

GIS traktus, pankreas, noronlar

IL-
17C

IL-17RE

Proinflamatuar
aktiviteler?

Prostat, fetus bobregi

IL-
17D

Proinflamatuar
aktiviteler?

Kas, beyin, kalp, akcigerler,
pankreas

IL-
17E

IL-25

IL-17RB
IL-17RA

Th2’nin
indiiklenmesi,
Th17’nin
baskilanmasi

Intraepiteliyal lenfositler,
akcigerler, epitel hiicreleri,
alveolar makrofajlar, Th2
hiicreleri, mast hiicreleri

Notrophil

Th17,CDS8 hiicreleri, NK

IL- IL-17RA
17F IL-17RC

toplanmast,
Hiicre dis1
patojenlere karst
bagisiklik
Notrofil
toplanmasi,
Hiicre disi
patojenlere karst
bagisiklik

Th17, CDS hiicreleri, NK

IL- IL-17RA
17A/F IL-17RC

1.2.2. IL-17 Reseptor Ailesi

IL-17 reseptorleri sunlari igeren bir aileyi olustururlar: IL-17 reseptor R. A-E. 11-17
RA ligand (IL-17). IL-17A bir transmembran proteindir ve epitel hiicreleri,
fibroblastlar, B ve T lenfositler ve nétrofiller de dahil olmak tizere bir¢ok hiicrede

bulunur (lvanov vd., 2008).

IL-17 RA sinyallesmesi tiimor nekroz faktor reseptoriiyle iliskili faktor -6 (TRAF-6)
ve niikleer faktor kB (NF-kB) aktivator proteinin 1(Act 1) aktivasyonuna yol agar, bu

da daha sonra NFkB ve mitojenle aktive olan kinazin aktivasyonuna yol acarak



cogunlugu epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve fibroblastlar olan hedef hiicrelerde
bircok proinflamatuar sitokinlerin ve Gs-CSF,GM-CSF,IL-1B,IL-6,IL-8, PGEZ2,
TNFa,CCL20,and MMP’ler gibi kimokinlerin salgilanmasini arttirir (Rouvier vd.,
1993).

IL-17A-IL17F
o> -17r GO IL-17A IL-17C IL-17D
IL-17B (L-17E)

IL-17RB | ~IL-17RB

IL-17RALY IL-17RAaY
? l l ? ?
£ o
(CActt (A1)
b AN e

Th2 Cylokines Chemokines
Cytokines

Anti-microbial peptides
Tissue remodeling effectors
Acute phase affectors

Autoimmunity
Inflammation
Host defense

Sekil 1.2. IL-17 Sitokin ve reseptor ailesi (Gaffen, 2009).

1.2.3. 1L-17 Kaynaklar ve Sinyallesme Yolag

IL-17 kaynag1 olarak tanimlanmis pek ¢ok immiin hiicre tipi vardir, ancak IL-17
baskin olarak Th17 hiicreleri denen ayr1 bir T-helper hiicrelerde iiretilir (Ivanov vd.,
2008). Bu hiicreler naif CD4 T hiicrelerinden ayrimlasir. Naif CD4 hiicreleri
dontstiiriicii biiytime faktorii B (TGF B) ile karsilastiklarinda sinyal trandiiseri ve
transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT-3) tizerinden IL-6, IL-1B ve IL-21 salinir.

Th17 fenotipi ana transkripsiyon faktorleri olan retinoid reseptorlerle iliskili oksiiz
reseptorler (ROR)yt, RORa ve IFN diizenleyici faktér 4 (IRF4) tarafindan kontrol
edilir (Ivanov vd., 2006 ve Ye vd., 2013). Th17 hiicrelerinin lenfoma, miyeloma,
meme kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, melanoma, pankreas kanseri ve prostat
kanseri gibi bir¢cok farkl: tiplerde insan tiimorlerinde tiimor mikro ortaminda mevut
oldugu bulunmustur(Ye vd., 2013). Timor bolgelerinde Thl7 hiicrelerinin

toplanmasini saglayan birka¢g mekanizma vardir. Timor hiicreleri ve timor kdkenli



fibroblastlar MCP-1 (CCR2 veya diger adiyla CCR4 veya CCL2 ligandi) ve
RANTES (CCRI1 veya CCR3 veya CCRS. Diger adiyla CCLS) salgilar, bunlarin ikisi
de Th17 hiicrelerinin migrasyonunu kuvvetle ¢eker. Ek olarak, tiimor hiicrelerinde ve
tiimor ortamindaki stroma hiicrelerinde proinflamatuar sitokinler olan IL-1p, IL-6,
IL23 ve TGF-B iiretilir, bunlar insan Th17 hiicrelerinin ayrimlagsmasi ve ¢ogalmasi

i¢in optimal bir ortam yaratirlar (Ye vd., 2013 ve Su vd., 2010).
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Sekil 1.3. T helper hiicrelerinin ayrimlagmasi (Gaffen, 2008).

IL-17 belli sartlar altinda natural killer hiicreler veya CDS8 hiicreleri gibi baska
hiicreler tarafindan da {retilebilir, IL-17’nin meme kanserinde tiimor mikro
ortaminda tiimorle iligkili makrofajlar tarafindan da iiretildigi bulunmustur (Yan vd.,

2006).

1.3. Lipoksin A4 (LXA4)

Lipoksin A4 endojen anti-inflamatuar aracidir, inflamasyonun durdurma sinyali
olarak kabul edilir (Hao vd., 2011). Lipoksinler ilk olarak Serhan ve arkadaslari
tarafindan 1984’te tanimlanmustir (Parkinson, 1997 ve Blaithin vd., 2004).Bunlar
arasidonik asit tlirevleridir ve asil etkileri inflamasyonun temizlenmesi seklinde bir

anti-inflamatuar etkidir.

Lipoksin A4 hem invitro, hem de in vivo olarak inflamasyondan ¢oziilmeye gegisi

saglar. LXA4 giiglii bir vazodilatator olarak kabul edilir, notrofiller ve eozinofiller

10



icin kemotaksis inhibitorii olarak hareket eder ve endotel hiicrelerinden
polimorfoniikleer hiicrelerin inflamasyon yerine migrasyonunu (diapedez) onler, bu
etkilere G-proteiniyle kuple olmus reseptorler (GPCR) aracilik eder. Bu tip
reseptorler PMN yiizeyinde de kesfedilmistir (lipoksin nétrofillerin kemotaksisini ve
migrasyonunu onler ve PMN’lerin epitel ve endotel hiicreleriyle etkilesimini inhibe

eder. Ek olarak monositlerin kemotaksisini ve yapilmasini indiikler)(Charles, 1997).

1.3.1. LXA4 Sentezi

Lipoksinler arasidonik asitten (AA) tiiretilir, bu islem sitosolik fosfolipaz A2’nin
(cPLA2) plazma membrani iizerinde AA salinmasina neden olan etkisiyle baslar.
Lipoksinler sentezlenirken serbest AA lipooksijenaz (LXO) tipine bagli olarak farkli
yollar izler. Lipoksin sentezinde yer alan en onemli enzimler 15 LO, 5LO ve

12LO’dur (Charles, 1997).

Lipoksinlerin sentezinde birinci yol 5 LO ve 12 LO igin damar i¢inde trombositlerle
polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) arasindaki etkilesime dayanir. Ikinci yol epitel
hiicreleri ve monositler i¢inde mevcut 15 LO’ya dayanir [7]. Ugiincii yol aspirin
uygulamasina baglidir, burada asetilasyon ve siklooksijenaz 2 (COX2) aktivasyonu
olur ve PGH2 olusumu imkéansiz hale gelerek onun yerine 15 R hidroksil-
eikosatetraenoik asit olusturulur, bu da 5LO tarafindan LX’lerle kiyaslandiginda
stabilitesi ve uzun siireli biyo-yararlanimiyla karakterize olan 15-epi-LX’lere

dontigiir (Marginean vd., 2015 ve Blaithin vd., 2004).

Tablo 1.3. Lipoksin A4 iin farkl insan lokositleri tizerindeki etkisi (Charles, 1997).

PMN LXA4 16kosit bagimli inflamasyonu inhibe eder

Migrasyonu, aktarimi ve kemotaksisi inhibe eder

Eozinofiller LXA4 kemotaksisi inhibe eder
NK hiicreler LXA4 sitotoksisiteyi inhibe eder
Monositler LXA4 kemotaksisi ve yapigsmayi stimiile eder

Myeloid progenitor hiicreleri stimiile eder

11
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Sekil 1.4. Lipoksin biyosentezinde 15-Lipooksijenbaz tarafindan baslatilan yolak (Charles,
1997).
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Sekil 1.5. Hiicre-Hiicre Etkilesimiyle Lipoksin Olusumu: Lokosit-Trombosit (Charles,
1997).
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Sekil 1.6. Aspirinle Tetiklenen 15-epi-Lipoksin A4 Biyosentezi (Hao vd., 2011).

AMACLAR

Girig bolimiinde sunulmus oldugu gibi, bu ¢alisma, evre IV meme kanseri olan
Libyali hastalarin serum numunelerinde "IL-17 ve LXA4" olmak iizere iki
inflamatuar parametrenin arastirilmasi iizerinden metastatik meme kanseri ve bunun
inflamasyonla iligkisine 1lik tutulmasidir. Calismada hastaligin bu evresinde “IL-17"

ve “LXA4" diizeyleri ve birbirleriyle olan iligkileri arastirilmistir.
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2. LITERATUR iINCELEMESI

2.1. Kanserde inflamasyon ve immiinite

Inflamasyon kimyasal maddeler, iritasyon veya enfeksiyon gibi her tiirlii
yaralanmaya karsi viicudun verdigi normal bir reaksiyondur ve ¢esitli hiicreleri
inflamasyon yerine toplayan pek ¢ok sitokine ve kemokine bagli olarak akut olabilir
ve genellikle kendi kendini sinirlar. Kronik tip inflamasyon mononiikleer hiicreler,

makrofajlar ve lenfositlerin varligiyla karakterlidir (Marry vd., 2004).

Inflamatuar cevap farkli asamalarmdan tiimér gelisiminde kritik bir rol oynar ve ayni
zamanda immiin siirveyansi diizenler. inflamasyonla kanser arasindaki iliski ilk kez
183’te Rudolf Virchow tarafindan inflamatuar hiicrelerin timorii filtre etmesi
seklinde bildirilmis ve kanserle inflamasyon arasindaki iliski dogrulanmistir

(Balkwill vd., 2001 ve Perwez Hussain vd., 2007).

Sekil 2.1. Kanserin belirleyici 6zellikleri (Douglas ve Robert, 2011).

15



Virchow’un hipotezinden onlarca yil sonra inflamasyonun tiimére 6zgii 6zelliklerden
biri oldugu yakin zamanda one siiriilmiistir (Douglas ve Robert, 2011).Kronik
inflamasyonun kolorektal kanser gibi bir¢ok kanser tipiyle ve inflamatuar bagirsak
hastalig1 (Jess vd., 2006), kolanjiyokarsinoma ve primer sklerozan kolanjit (Abigail
vd., 2013) H. Pylori enfeksiyonuyla iligkili kronik gastrit ve mide kanseri (Jess vd.,
2006). kolanjiyokarsinoma ve primer sklerozan kolanjit, asbest gibi bazi kirleticilerle
karsilasma, agir sigara igiciligi ve akciger kanseri [43], Barrette 6zofajiti ve kanser
Ozofagusu ile [44] iliskili oldugu kanitlanmistir. Kanserde bir tedavi opsiyonu olarak
non steroidal anti-inflamatuar "NSAID" ilaglarin kullaniminin bir¢ok kanserde
mortalite hizim1 disiirdiigi gosterilmistir(Yan vd., 2006 ve Perwez Hussain vd.,
2007).

anargeics

Enabling Characleristics

Sekil 2.2. Yeni ortaya ¢ikan Ozellikler ve Kolaylastiric1 Karakteristikler (Douglas ve Robert,
2011).
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2.2. Genelde Kanserlerde ve Meme Kanserinde I1L-17

Inflamasyon tiimér progresyonuna neden oldugundan ve metastaz sansini
arttirdigindan, proinflamatuar bir sitokin olan IL17’nin de tlimdrogenez ve timor
progresyonuyla iliskili oldugu bulunmustur. Th17 hiicrelerinin ve IL-17 sitokinin
prostat, meme, over, kolon ve akciger kanseri gibi birgok tiimér tipinde infiltrasyon
yaptigr bulunmustur (Gopal ve Bhaskar, 2009). Protiimor etkisi anjiyogenez ve
notrofil toplama yetenekleriyle temsil edilir. Ancak diger taraftan Th17 ve IL-17
timor baskilanmasi tizerinde de rol oynar, ¢iinkii IL-17 otoimmiin cevaba aracilik
etmek lizere NK hiicreler ve CTL toplayan CXCL9 ve CXCLI10 iireterek immiin
efektor hiicrelerin toplanmasini da baslatabilir (Ye vd., 2013). Th17, tiimér mikro
ortam1 i¢inde DC toplanmasini ve daha sonra DC’leri igeren timor materyalinin
bolgesel lenf nodlarina go¢ ederek CD8 T hiicrelerinin potansiyel aktivasyonuna yol
acan CCL20 iretimini de indiikleyebilir (Llosa vd., 2014 ve Martin-Orozco vd.,
2009).

IL-17°nin kanserde geneldeki rolii hala tam anlasilmis degildir. Fibrosarkom ve
kolon adenokarsinomunda IL-17’nin timoriin vaskiilaritesini arttiracak sekilde
anjiyogenezin indiiklenmesi iizerinden protimdr etkisi oldugu kanitlanmistir
(Numasaki vd., 2013). Kolorektal kanserde IL-17’nin vaskiiler endoteliyal biiylime
faktorii (VEGF) tizerinde up-regiilasyon etkisi oldugu ve daha sonra anjiyogeneze
neden oldugu bulunmustur(Liu vd., 2011). IL-17 CRC’de NF-Kb sinyallesme yolagi
tizerinden MMP2 ve MMP9 up-regiilasyonu yaparak invazifligi azaltir (Ren vd.,
2016). IL-17 aym zamanda mide kanserinde STAT-3 sinyallesme yolagi iizerinden
asin  VEGF ekspresyonunu indiikleyerek neovaskiilarizasyona ve timor

metastazlarinda artisa neden olur (Wu vd., 2015).

Serum IL-17 diizeylerinin kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC)
saglikli kontrollere oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur (Chunhua vd., 2015).
NSCLC metastazlar1 tizerine bir baska calismada yaban tipi farelere oranla IL-17
eksikligi olan farelerde bunun bozulmus oldugu, serumIL-17 diizeyinin aynimodelde
oldugu ve konsantrasyonunun TNM evresiyle korelasyon gosterdigi ve roliiniin

temelde IL-3 STAT-3 yolag1 tizerinden diizenlendigi bulunmustur(Qinchuan vd.,
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2012). IL-17 NSCLC metastazin1 lenfanjiyogenezin tesviki yoluyla da indiikler
(Chen vd., 2010).

Meme kanserinde IL-17 kotii prognozla iliskilidir, artan IL-17 diizeyleri IDC’nin
agresifligi ile dogrudan iliskilidir (Bian vd., 2014) ve meme kanseri hiicre soyunda
tiimdr hiicrelerinin invazyonunu tesvik eder. IDC’de artan IL-17 diizeyleri IDC’nin
agresifligi ile de iliskilidir, ¢linkii primer tiimorii infiltre eden T lenfositler yiliksek
diizeylerde IL-17 iiretimiyle karakterlidir. Diger taraftan, IL-17 nin nétralize edilme
cabalar1 timor hiicrelerinin  progresyonunun inhibisyonuna yol agmakta ve
notrofillerin ve kanser hiicrelerinin uzak yerlere migrasyonunu baskilamaktadir,
clinkii timor bolgesindeki notrofiller MMP-9, VEGF, TNF ve CXCL-1 gibi bazi
aracilar salgilayarak invazyonu ve metastazi indiiklemektedirler. IL-17 ayrica IL-6
ve CCL-20 iiretimini indiikleyerek inflamatuar ortami tesvik eder; bunlar daha sonra
Th17 hiicrelerinin toplanmasini ve ayrimlagmasini stimiile eder. Ayn1 ¢alismada IDC
hastalarinda yiiksek diizeylerde IL-17 bulunmasi koétii prognozla iliskili bulunmustur,
¢linkii IL-17 kanser hiicrelerinin adhezyonu, proliferasypnu ve migrasyonundan
sorumlu genlerde up-regiilasyon yaparak gen ekspresyonunu degistirmektedir
(Luciana vd., 2015).

Bir bagka ¢alismada IL-17 diizeyleri farelerdeki metastatik meme tiimoriinde yiiksek
bulunmustur (lvan vd., 2010). Fare modelinde IL-17’A’nin nétralizasyonu
metastazlarda anlamli azalmayla sonu¢lanmistir, c¢iinkii IL-17A antikorlarinin
kullanilmas1 kemik ve akcigerlerde meme kanseri metastazinda kritik bir rol oynayan
CXCL12 ekspresyonunun azalmasina yol agmaktadir (CXCL 12, CXCR4’iin
ligandidir) (Roy vd., 2014). Tiim6r mikro ortaminda Th17 hiicrelerinin varligi meme
kanserinde kotii prognozla korelasyon gostermektedir (Chen vd., 2015). Ayni
zamanda, meme kanseri mikro ortamindaki tlimorle iligkili makrofajlar da IL-17

sitokin salgilamakta ve tiimor invazyonunu kolaylastirmaktadir (Zhu vd., 2008).
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Sekil 2.3. Tiimér progresyonunda IL-17’nin rolii (Llosa vd., 2014)
2.3. Kanserde LXA4

Inflamasyonla kanser arasindaki dogrudan iliski nedeniyle son yillarda birgok
calismada kanserde tiimorogenezin negatif bir diizenleyicisi olarak lipoksin A4’lin
rolii vurgulanmistir. Fare hepoatoselliiler karsinomasi hiicre soyu H22’ye LXA4
uygulandiginda vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF) tiretimi inhibe olmakta
ve hipoksiyle indiiklenebilen faktor 1o (HIF o) diizeyleri azalarak anjiyogenez inhibe
olmaktadir (Ying vd., 2010). LXA4 hipoksik insan endotel hiicrelerinde ¢ekirdekte
HIF o translokasyonunu azaltmakta ve bdylece anjiyogenez inhibe olmaktadir (Liu
vd., 2009). Ayni baglamda, lipoksin A4’tin MMP-9 aktivitesini baskilayarak ve
VEGF diizeylerini azaltarak endometriozis progresyonunu inhibe ettigi ve boylece

endometrium hiicrelerinin metastazini bloke ettigi bulunmustur (Xu vd., 2012).

Lipoksin A4 ve onun reseptdr agonisti olan BML-11 uygulanmast Hep G2
hiicrelerinin invazyonundan ve migrasyonundan sorumlu olan HGF (hepatosit
biiylime faktorii) iizerinde inhibitor etki yapar, buna gore LXA4 ve ALX, NF-KB /
Cox2 sinyallesme yolagi tizerinden tiimor invazyonunu inhibe etmektedir (Zhou vd.,
2009). LXA4 pankreas kanserinde de ROS/ERK yolagin1 baskilayarak hiicre
invazyonunu inhibe etmektedir, sonug olarak MMP-9/MMP-2 transkripsiyonu inhibe
olmaktadir (Zong vd., 2016). LXA4 kanser hastalarinda prostaglandin E2 etkilerini

antagonize ederek radyosensitiviteyi arttirir ve tiimor hiicrelerinin {iremesini,
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invazifligini ve metastazi baskilar (Undurti, 2012). LXA4 ve 15-epi-LX’in Kaposi
sarkomu hiicre soyuna uygulandiginda cox2, S5LO proteinlerinin diizeylerini
azaltarak, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve PGE2 ve LTB4
sekresyonunu azaltarak ve ayrica anti-inflamatuar sitokin IL-10 sekresyonunu
uyararak Kaposi sarkomunda proinflamatuar aktiviteyi ve injiyogenezi inhibe ettigi

bulunmustur(Marginean vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hastalar

Calismaya yaglar1 28 ile 75 yil arasinda degisen (ortalama = SS 42.34 + 1.6) 35 hasta
(34 kadmn ve bir erkek) alindi. Tiim hastalarda metastatik meme kanseri vardi ve
Mayis 2016 ile Ocak 2017 arasinda Misurata Kanser Merkezinde tedavi
edilmekteydiler. Histopatolojik tiimor tipi invazif duktal karsinomaydi, yirmi hasta
(%57.1) ER, PR ve HER2 iiclii pozitif iken on bes hasta (%42.9) iiclii negatifti.
Calismadan once tiim katilimcilardan bilgilendirilmis yazili onay asindi, Calisma

Misurata Kanser Merkezinin Etik Kurulu tarafindan onaylandi.
3.2. Numunelerin Toplanmasi

Hastalardan 4ml ven6z kan alindi ve 15 dakika pihtilasmasi beklendi. Sonra serumu

ve diger kisimlar1 ayirmak i¢in 3000rpm’de santrifiij edildi ve kullanilincaya kadar -

80°C’de tutuldu.
3.3. IL-17 Olgiimii

IL-17 diizeyi ticari olarak temin edilen bir kitle serum iginde degerlendirildi
(Anogen, Mississauga, Kanada). Tayin nicel sandvi¢ mikro tayin prensibine gore
yapildi, mikro titre plakasi onceden IL-17A’ya spesifik monoklonal antikorlarla

kaplanda.
Kit Icerigi

a. Antihuman IL-17A monoklonal antikorlarla 6nceden kaplanmig IL-17 A
mikrotitre plakasi,

b. Antihuman IL-17A monoklonal antikorlarin Biotin ile konjuge edildigi
Biotin konjugat,

c. Avidin konjugat: Yabanturpu peroksidaziyla konjuge edilmis Avidin,

d. IL-17 A standardi: Protein baz i¢inde rekombinant human IL-17 A,
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Kalibratdr seyrelticiler,
Yikama tamponu,

Substrat A, substrat B,

o «Q —H~ o

Durdurma ¢ozeltisi.

Tayin Prosediirii

Imalat¢inin asagida adimlar halinde &zetlenmis olan talimatlari izlendi:

a. Tayine baslamadan 6nce tiim reaktifler ve serumlar oda 1sisina getirildi.

b. Yikana tamponu, 60 ml yitkama tamponunu (x20) 1200 ml son hacim olacak
sekilde distile suyla seyrelterek hazirlandi.

C. Substrat A ve substrat B esit hacimlerde karistirildi.

d. IL-17A standardinin hazirlanmasi i¢in 0.2 ml kalibrator seyreltici 1000pg/ml
stok cozelti olusacak sekilde yapilandirildi, sonra stok ¢ozelti 31.12 ile 1000
pg/ml araliginda seri diliisyonlar hazirlamak i¢in kullanildz.

e. 100 mcg standart ve numuneler antikorla dnceden kaplanmig mikro titre
plakasinin kuyucuklarina eklendi ve oda 1sisinda bir saat inkiibe edildikten
sonra 50 mcg Biotin konjugat her bir kuyucuga eklenerek oda 1sisinda bir saat
daha inkiibe edildi. Kuyucuklar aspire edildi, ytkama tamponuyla bes kez
yikandi, son olarak yikama plakasi ters ¢evrildi ve absorban kagit iizerine
vurarak kurutuldu (Fotograf 3.1.).

f. 100mcg avidin konjugat her bir kuyucuga eklendi istii kapatildi ve oda
1s1sinda bir saat inkiibe edildi. Bundan sonra yikama prosediirii yikama
tamponu kullanilarak bes kez tekrarlandi.

g. 100 mcg substrat ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklendi ve oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edildi.

h. 100 mcg durdurma ¢ozeltisi eklendi ve nazikge karigtirildi.

i. Son olarak, her bir kuyucuktaki absorbans mikro titre plakasi okuyucu
kullanarak 450nm dalga boyunda okundu (fotograf 3.2).
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Fotograf 3.1. Yikama prosediirii

Fotograf 3.2. Mikro titre plakasi okuyucuyla mikro titre plakasinin okunmasi
Sonuclarin Hesaplanmasi

Numunelerin sonuglart ayni tayin i¢inde ¢ikarillan standart egri kullanilarak

hesaplandi (Sekil 3.1).
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Grafik 3.1. Standart I1L-17 egrisi

3.4. LXA4 Ol¢iimii

LXA4 diizeyi serumda ticari bir kitin kullanilmasiyla degerlendirildi
(Mybiosource,San Diego, CA, ABD). Tayin kompetitif enzim immiin tayin
prensiplerine dayaniyordu ve bu kitle temin edilen mikro titre plakast LXA4 ile
onceden kaplanmisti. Bu yiizden numunelerimizdeki ve standartlarimizdaki LXA4

her bir kuyucuktaki sabit miktardaki LXA4 ile yarigmaktaydi.

Kit I¢erigi
a. Liyofilize standart,.
b. Numune/standart seyreltme tamponu,

Biotin tespit antikoru,

a o

Antikor seyreltme tamponu,

HRP- streptavidin konjugat (SABC).
SABC seyreltme tamponu,

TMB substrati,

o Q —Hh o

Durdurma ¢ozeltisi,

i.  Yikama tamponu.
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Tayin Prosediirii
Imalat¢inin asagida adimlar halinde 6zetlenmis olan talimatlari izlendi:

Reaktiflerin hazirlanmasi (tayine baglamadan o©nce): 30 ml konsantre yikama

tamponuna 750ml distile su ekleyerek yikama tamponunun hazirlanmasi

Standart tliptine 1ml numune/standart ekleyip iyice karistirarak 50 ng/ml standart
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bir seri seyreltme yapildi (25ng/ml ile 0.78 ng/ml
arasinda). Bunun i¢in 6 tiipe 0.3 ml numune/standart ¢ozeltisi eklendi, daha sonra
birinci tiipe 0.3 ml 50ng/ml standart ¢ozeltisi eklendi ve iyice karistirildi. Sonra 0.3

ml’lik bir miktar 1. tiipten 2. tiipe karistirilarak aktarildi ve boylece devam edildi.

Biotin tespit antikoru c¢aligma ¢o6zeltisinin hazirlanmasi, biotin tespit antikorunu
antikor seyreltme tamponuna 25ul/2500ul oraninda eklenmesi ve iyice

karistirilmasiyla yapildi.

HRP-streptavidin konjugatinin (SABC ¢alisma ¢o6zeltisi) hazirlanmasi SABC’nin
SABC seyreltme ¢ozeltisine 45ul/4500ul oraninda eklenmesi ve karistirilmasiyla
yapildi.

Tayin Adimlari

a. Plaka standart ve numunelerin eklenmesinden once iki kez yikandi.

b. Her bir kuyucuga 50 ul standart veya numune eklendi

c. Plakanin 37°C’de 45 dakika inkiibe edilmesinden hemen Once her bir
kuyucuga 50 pl Biotin tespit antikoru eklendi.

d. Ug kez aspirasyon ve yikama yapild.

e. Her bir kuyucuga 100 ul SABC ¢alisma c¢ozeltisi eklendi ve 37° C’de 45
dakika inkiibe edildi.

f. Bes aspirasyon ve yikama yapildi.
90ul TMB substrat eklendi ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi (fotograf 3.2).
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i. Son olarak, mikro plaka okuyucuyla her bir kuyucugun absorbansi 450 nm’de

derhal 6l¢iildii ve standart egrisi kullanilarak sonug hesaplandi (sekil 3.2).
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Grafic 3.2. Standart LXA4 egrisi

26



3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GraphPad Prism (versiyon 5.1) kullanilarak yapildi. Tanimlayici
istatistiklerde ortalamalar ve standart sapmalar ve yiizdeler kullanildi. Ortalama
degerler arasindaki fark eslestirilmemis Student t testi, korelasyon ise Spearman testi
kullanarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz sonuclarinin p< 0.05 degeri icin

istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hata Karakteristikleri

Calisma grubu 35 hastadan olusmaktaydi (34 kadin (%97.2) ve bir erkek (%2.8),
yaslar1 28 ila 75 arasinda degismekteydi. Tiim hastalarda histopatolojik tip invazif
duktal karsinoma idi (IDC) ve bunlarin yarisi evre IV tii.

Tablo 4.1. Hata karakteristikleri

Tamimlayici Istatistik

Std.
N Minimum | Maximum Ortalama Sapma
Istatistik | Istatistik | Istatistik | Istatistik | Std. Hata | Istatistik
Yas 35 28.00 75.00 42.3429 11.66725 |9.86361
Kadin 34(97.2%)
Cinsiyet
Erkek 1(2.8%)
Hormonal Uclii 15(42.9%)
durum negatif
Uclii 20 (57.1%)
pozitif
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Grafik 4.1. Hastalarin hormonal duruma gore dagilimi
4.2. Serumda IL-17 ve LXA4 Diizeyleri

IL-17 serum diizeyi 1.03 pg/ml ile 212.1 pg/ml arasinda degismekteydi ve ortalama
deger 52.49 + 65.85 idi.

Serum LXA4 diizeyi 2.39 ng/ml ile 45.1 ng/ml arasinda degismekteydi ve ortalama
deger Tablo 4.2°dwe gosterildigi gibi 19.19 + 9.48 idi.

Tablo 4.2. Serumda IL-17 ve LXA4 degerleri

Minimum maksimum Ortalama Std
IL-17 1.03 2121 52.49 65.85
LXA4 2.39 45.1 19.19 9.48
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Grafik 4.2. Meme kanseri hastalarinda serumda I1L-17 ve LXA4 konsantrasyonlari
4.3. Hastalarin Farklh Hormonal Durumlarinda IL-17 Diizeyi

Uclii negatif tiimorii olan hastalarda IL-17 diizeyi 54.53+18.33 iken iiglii pozitif
hastalarda 51.17+15.07 idi, bu fark p = 0.88 degeri ile istatistik olarak anlamli degildi
(Tablo 4.3 ve Grafik 4.3).

Tablo 4.3. Uglii negatif ve ii¢lii pozitif hastalarda IL-17 diizeyi

IL-17 [pg/ml] P degeri

Ortalama =+ SS

Uclii negatif 54.53+18.33 0.88(ns)

Uclii pozitif 51.17+15.07
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Grafik 4.3. Uglii negatif ve iiclii pozitif hastalarda IL-17 diizeyi; fark anlamli degildir (p=
0.88)

4.4. Hastalarin Farkli Hormonal Durumlarinda L.XA4 Diizeyi

Uclii negatif timérii olan hastalarda LXA4 diizeyi 17.93+2.99 iken iiglii pozitif
hastalarda 20.18+1.7 idi, bu fark p = 0.55 degeri ile istatistik olarak anlamli degildi
(Tablo 4.4 ve Grafik 4.3).

Tablo 4.4. Uglii negatif ve iiclii pozitif hastalarda LXA4 diizeyi

LXA4 [ng/ml] P degeri

Ortalama + SS

0.55(ns)

Uclii negatif 17.934+2.99

Uclii pozitif 20.18+1.7
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lipoxin A4

Grafik 4.4. Uglii negatif ve {i¢lii pozitif hastalarda LXA4 diizeyi; fark anlamli degildir (p=
0.55)

4.5. LXA4 ile IL-17 Arasindaki Iliski

Lipoksin A4 ile interlokin-17 arasindaki iliskiyr degerlendirmek i¢in yapilan
korelasyon analizi Tablo 4-5’te gosterilmektedir. LXA4 ve IL-17 arasindaki
korelasyonla ilgili Spearman r degeri 0.4669 idi (r = 0.04669, p = 0.006). Grafik
4.5’te verilen sagilma grafiginde goriildiigii gibi LXA4 ve IL-17 arasinda dogrudan
(pozitif) anlaml bir iliski vardi 5.

Tablo 4.5. LXA4 ve IL-17 arasindaki korelasyon

IL-17 [pg/ml]
r P
LXA4[ng/ml] 0.4669 0.006
(s)
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Grafik 4.5. LXA4 ve IL-17 arasindaki korelasyon. Serum LXA4 diizeyi IL+-17 diizeyi ile
pozitif korelasyon halindedir (r = 0.4669, p = 0.006). Sonuz Spearmantestiyle
analiz edilmistir
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5. TARTISMA

Biz bu ¢alismada metastatik meme kanseri hastalarinda proinflamatuar sitokin IL-17
ile inflamasyonun endojen kirilma sinyali olan LXA4 diizeylerini inceledik ve
aralarindaki iliskiyi arastirdik. Kronik inflamasyon giinlimiizde tiimdérogenezin
onemli bir faktorii olarak kabul edilmektedir ve tiimdr hiicrelerinin metastaz yapmasi

proinflamatuar sitokinlerle karsilagsma yoluyla elminasyonu i¢in gereklidir.

Bu calismada serum IL-17 tiim hastalarda pozitifti (ortalama 52.49 + 65.85).
Kanserde IL-17 hakkinda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Baharlou ve ark.n
calismasinda meme kanserinde serumda IL-17 diizeylerinin kontrollere oranla diisiik
oldugu gosterilmistir; bu calismada hastalarin ¢ogunlugu erken evrelerdeydi ve
arastirmact erken evrelerde serum IL-17 diizeyindeki diistikliigii kemoterapi ve
radyoterapinin 1L-17 ireten hiicreler lizerindeki etkisine baglamis ve tlimoriin
progresyonuyla birlikte IL-17 diizeylerinde yiikselme beklediklerini ifade etmislerdir
(Baharlou vd., 2016). Mesane kanserinde IL-17 {izerindeki bir ¢aligma IL-17
diizeyinin kontrollere oranla hastalarda daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu
caligmaya katilan hastalarin ¢ogunlugu birinci evre ve Ikinci evre (Baharlou vd.,
2014). Ayn1 sekilde, NSCLC’nin ge¢ metastatik evrelerinde ve metastatik vakalarda
serum IL-17 yiiksekti (Chunhua vd., 2014). Buna gore, serum IL-17 diizeyi kanser

gelisiminin bir gostergesi olarak diisiintilebilir.

Bizim ¢alismamiz iiclii pozitif (ER, PR ve HER?2 icin pozitif olan hastalar) ve iicli
negatif hastalarda IL-17 diizeyleri incelenecek sekilde genisletilmistir. Sonuglar tiglii
pozitif ve ti¢lii negatif olan hastalar i¢in alinmistir. Sonuglar {iclii pozitif hastalarda
IL-17 diizeyinin (54.53 £+ 18.33) oldugunu ve {iclii negatif olan hastalarda (51.17 +
15.07) oldugunu gostermektedir, ancak vaka sayisi istatistiksel anlamlilik diizeyine
ulagilamayacak kadar disiiktiir (p= 0.8). Bu sonu¢ hormonal reseptorleri pozitif ve
negatif olan hastalar arasinda ILS-17 diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadigim
gosteren Baharlou ve ark.in galismasiyla tutarhidir Cochaud ve ark. IL-17 iireten
hiicrelerdeki artisin temelde ER negatif olan hastalar veya ii¢lii negatif hastalarla

iliskili oldugunu gosterdiler (Cochaud vd., 2013). Chen ve ark tarafindan yapilan bir
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baska calismada da IL-17 iireten hiicrelerin iiclii negatif hastalarda daha fazla
oldugunu gosterdiler (Chen vd., 2013). Uclii negatif meme kanseri (TNBC) geng
hastalar1 tutan agresif bir hastaliktir. TNBC’de Ostrojen ve Progesteron reseptorleri
ve HER2 mevcut degildir ve bu hasta grubunda hormonal tedaviden fayda goriilmez.
Kullanilabilecek tek sistemik tedavi segenegi sistemik kemoterapidir. Buna karsin
TNBC hizla ilerler ve hastalar koétiilesir (Fabre vd., 2016). Buna gore, IL-17 meme
tiimorii ortaminda inflamatuar siire¢ kesintiye ugratmayr ve bdylece tlimoriin
ilerlemesini ve metastaz1 baskilamayir hedefleyen bir tedavi kullanilmasi firsatini

sunar.

Lipoksin A4 endojen bir anti inflamatuar molekiiledir ve inflamasyonun ¢oziilmesi
icin 6nemlidir. Ayn1 zamanda, kanserin inhibisyonu i¢in eksensel bir 6nem tasir. Bu
rol birgok tlimor tipi i¢in bir¢ok calismada vurgulanmistir. Lipoksin A4’iin VEGF
tiretimini baskiladigi ve anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (Ying vd., 2010),
ayrica kanser hiicrelerinin radyosensitivitesini arttirdigi ve PEG2’ye antagonist etki
yaparak timor invazyonunu ve metastazi inhibe ettigi de bulunmustur (Marginean
vd., 2015 ve Undurti, 2012). ilging bir husus olarak, bir calismada konakgcida yiiksek
diizeylerde LXA4 iretilmesine neden olmasiyla karakterli Toxoplasma gondii
enfeksiyonunun tiimoriin biiylimesini ve metastazlari azalttigi bulunmustur (Kim vd.,

2007).

Caligmamizda Lipoksin A4 serum seviyesi tiim hastalarda pozitif idi (ortalama
19.19+49.48 ng/ml), Ttgclii pozitif ve licli negatif hastalardaki bunun seviyesi
arasindaki fark anlamli degildi (P=0.55). Yakin zamanlarda lipoksin A4’lin dstrojen
reseptoriinlin  modiilatérii oldugu gdosterilmistir, bu goézlemlerin meme kanseri
agisindan Onemli igcermeleri vardir ve hormon bagimli olan bu reseptdér timor
hiicrelerinin liremesini ve yayilmasint etkileyebilir. LXA4’lin 6strojenik aktivitesi
vardir ve temelde ERa lizerinde olan etkisi E2’ye (178 Ostradiol) benzer, bunlar
ER’ye baglanmak icin birbirleriyle yarisirlar. Aymi calismada LXA4’tin in vivo
olarak uterus dokusunda da E2 ,le aym etkiyi yaparak uterus agirligini arttirdigi
gosterilmistir (Russell vd., 2011). Ayn1 baglamda Xiong ve ark. bir fare modelinde
Lipoksin A4 ile muamele edilen farelerde uterus dokusunun aktive oldugunu

gosterdiler (Xiong vd., 2013). Lipoksin A4’{in bir fare modelinde ER sinyallesmesini
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etkileyerek endometriozisin biiyliimesini engelledigi ve meme kanserinde Ostrojene

bagimli biiyiime diizenlemesini etkiledigi gosterilmistir (Kumar vd., 2014).

Bizim ¢alismamiz bilgimiz dahilinde meme kanserinde interlokin-17 ve lipoksin A4
arasindaki korelasyonu arastiran ilk caligmadir. Bu calismada IL-17 ve LXA4
arasinda istatistiksel agidan orta derecede bir dogrudan korelasyon mevcut (r
=0.4669, p =0.006). Kanser inflamatuar bir durum olarak kabul edildiginden
proinflamatuar ve anti-inflamatuar aracilar arasindaki denge tiimdrogenez igin
Onemlidir; bu aracilar inflamatuar siire¢lerden tiimér mikro ortamini infiltre eden
hiicreler yoluyla gelir ve tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini ve invazyonu
etkileyebilirler. Coziilmemis kronik inflamasyon pek ¢ok kanser tipinin altinda yatar
ve IL-17 gibi bir ¢ok proinflamatuar sitokinin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve
metastazda yer aldigini ve anjiyogenezde rol oynadiginmi diisiindiirecek bulgular
mevcuttur (Landskron vd., 2014). Eikosanoid tiirevi olan lipoksin A4’{in anti-
inflamatuar ve anti-anjiyogegenik aktiviteleri {izerinden tiimdrogenezin negatif
diizenleyicisi oldugu disiiniilmektedir (Schneider ve Pozzi, 2011). Bizim
calismamizda lipoksin A4 ve interlokin-17 arasinda bulunan pozitif iliski kanserin bu
asamasinda metastaz1 kolaylastirabilecek ve anjiyogenezin ve tiimor hiicrelerinin
sagkalimlarinin siirdiiriilmesine yardime1 olabilecek bir aktif inflamasyonu yansitiyor

olabilir.
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6. SONUC

Ozetleyecek olursak, bizim ¢alismamizda evre IV meme kanseri olan Libyali
hastalarda serum IL-17 ve LXA4 diizeyleri arastirilmis, ayrica her iki araci pozitif ve
negatif hormonal durumlardaki hastalarda diizeyleri degerlendirilmistir. Ayni
zamanda IL-17 ve LXA4 arasindaki iligkiyi de inceledik. Sonuglarimiz ii¢lii pozitif
ve l¢lii negatif hastalarda IL-17 diizeyleri arasinda anlamli farklar oldugunu ve farkli
hormonal durumlarda anlamli LXA4 farklar1 bulundugunu gostermistir. Bizim
calismamiz LXA4 ve IL-17 arasinda anlamli bir dogrudan korelasyon bulundugunu

gostermistir.

Bizim bu g¢aligmamizda, 6rneklemin kiiciik olmasindan ayr1 olarak, LXA4 ve IL-
17°nin metastatik durumdaki rollerinin ve daha agresif bir hastalik gidisi olan ve
kemoterapi disinda alternatif tedaviler gerektiren Ostrojen reseptorii eksikligi olan
veya Ucllii negatif hastalarda daha biylik 6rneklemleri olan grup c¢alismalarinin
yapilmast gerektigi konusunda bazi degerli bilgiler vermistir. Buna gore, anti-

inflamatuar LXA4 ve proinflamatuar IL-17 potansiyel terapotik hedefler olabilir.
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