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ABSTRACT

Objective: Breast cancer remains one of the most common malignancies affect-
ing women. In breast cancer, axillary lymph node (ALN) involvement is a useful
clinical parameter for decision-making. Although ALN dissection is associated
with upper extremity lymphoedema and other morbidities, the presence of
ALN metastasis is the most important prognostic factor predicting breast can-
cer patient survival. The prediction of ALN metastasis by evaluating expression
of tumor-related proteins of primary breast cancer is potentially a promising
approach because the primary tumor is readily assessed.

Materials and Methods: Proteomic analysis has become an effective tool in
breast cancer research. In this preliminary study, we aimed to examine the
changes in protein expression patterns between the primary tumor and its
axillary lymph node (ALN) metastasis of breast cancer. A robust and highly re-
liable proteomics approach that is based on two-dimensional polyacrylamide
gel electrophoresis (2D-PAGE) and spot image analysis was used.

Results: In the light of our image analysis, we hypothesized that proteomics
could predict ALN metastasis by pinpointing the alterations in protein profiles
of primary breast cancer and axillary lymph node tissues. Results obtained
from analysis of 2DE images revealed the presence of 24 conserved protein
spots between primary breast cancer and its axiliary lymph node tissue.

Conclusion: These candidate proteins may provide clues to the molecular
mechanism of cancer spread into the lymphatic tissue and may allow early

detection of this devastating disease.
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OZET

Amag: Meme kanseri kadinlarda en sik gdriilen malignitelerden biri olmaya
devam etmektedir. Aksiller lenf nodu (ALN) tutulumu meme kanserinde te-
davi yontemlerine karar verme asamasinda kullanish bir klinik parametredir.
ALN diseksiyonu iist ekstremitelerde lenf 6dem ve diger morbiditelere neden
olabilse de ALN'nda metastaz olmasi meme kanseri hastalarinda sag kalimi
ongormede en dnemli prognostik faktordiir. Primer meme kanserinin tiimor
ile iligkili proteinlerin ekspresyonunun degerlendirilmesi ile ALN'nda metastaz

olarak yararli bir yaklagimdir.

Yontem ve Geregler: Proteomik analiz meme kanseri arastirmalarninda kullani-
lan bir aractir. Bu on ¢alismada biz primer tiimor ve meme kanserinin ALN'na
metastazi arasinda protein ekspresyon icerigindeki degisikleri arastirmak iste-
dik. Bu amacla iyi ve oldukga giivenilir bir proteomik yontemi olan iki boyutlu
poliakrilamid jel elektroforez (2D-PAGE) ve spot goriintiileme analizi kullamildi.

Bulgular: Bizim goriintiileme analizlerimizin 151g1 altinda proteomikin primer
meme kanseri ve ALN dokusunda protein profilini tammlamak suretiyle ALN
metastazinin ongoriilebilecegini hipotezledik. 2DE analizinden elde edilen
sonuglar, primer meme kanseri ve ALN dokusu arasinda 24 protein spotunun
varligini gosterdi.

Sonug: Bu aday proteinler lenfatik dokuya kanser yayiliminin arkasindaki ge-
rekgeleri ortaya koyabilir ve bu hayati tehdit eden hastaligin erken tanisina

yardima olabilir.

Anahtar sozciikler: Meme kanseri, aksiller, lenf nodlar, 2D-PAGE, proteomiks
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eme kanseri halen llkemizde ve diinyada, kadinlar da en
M fazla 6liime sebebiyet veren kanser tipleri arasinda birin-

ciligini korumaktadir (1). Hastahgin ilerleyisi g6z 6niine
alindiginda, meme kanserinin diger organ ve dokulara metastazi
oncelikli olarak lenfatik sistem araciligi ile olmaktadir (2). Yakin lenf
nodlarina metastazin ardindan karaciger, akciger ve kemikler gibi
uzak organ tutulumlari siklikla gértilmektedir (3, 4). Hastaligin iler-
leyisini belirleyen pek ¢cok degisken olmasina ragmen, lenf nodu
metastazi tek basina evreleme de ve prognozu belirlemede en
onemli faktér oldugu kadar uygulanacak tedavinin seciminde de
ilk bakilan kriterdir (5, 6).

Metastatik meme kanserlerinde aksiller lenf nodu (ALN) metastazi
gorulen hastalarin goriilmeyenlere oranla ¢cok daha kotu prognoza
sahip olduklari ve ALN tutulumunun klinik kararlar etkileyen en
onemli prognostik parametre olarak hala gecerliligini korudugu
gorilmektedir (7). ALN negatif hastalarin ALN'si pozitif olanlara
gore daha iyi prognozu oldugunu gdsteren cok sayida calisma var-
dir (8, 9). Calismalar metastatik lenf nodu sayisinin adjuvan tedavi
kararini etkileyen 6nemli bir parametre oldugunu gdstermektedir
(7, 10). BUtlin bu verilere ragmen ALN negatif olup yaygin metastaz
ile seyreden ya da aksi durumda 10 yillik sag kalim analizlerinde
hastaliksiz seyreden hastalarin olmasi bu islemin 6neminin sorgu-
lanmasina neden olmustur (11, 12). Ayrica Aksiler lenf nodu me-
tastazini degerlendirmek icin yapilan aksiler lenf nodu diseksiyonu
en 6nemli morbidite nedenlerinden biri oldudu icin sentinel lenf
nodu biyopsisi (SLNB) glindeme gelmistir. Bu gelismeye ragmen
SLNB sonrasi dahi lenf 6dem olabildiginin gosterilmesi ameliyat
oncesi daha az invazif yontemler ile aksillanin degerlendirilmesi
gerekliligini ortaya koymustur (13).

Bizler bu calismamizda hepsi invaziv duktal karsinom (iDK) tip
olan meme kanserli hastalardaki primer timor ve metastaz olan
ALN'daki benzerlikleri iki boyutlu jel elektroforezi (2DE) tabanli pro-
teomiks yontemlerle ortaya koyarak metastatik meme timérlerine
ait model gelistirmeyi amacladik. Elde ettigimiz protein profilleri
bu yontemin protein array profili gelistirmeye uygun oldugunun
verilerini elde ettik.

Yontem ve Gerecler
Doku érneklerinin toplanmasi

Calisma icin Kocaeli Universitesi insan Arastirmalar Etik Kurulun-
dan etik onayi alindiktan sonra 6rnek toplama asamasina gegildi.
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Ornekler pre-operatif olarak herhangi bir neo-adjuvant kemotera-
pi veya radyoterapi almamis hastalardan Aydinlatiimis Onam for-
mu imzalandiktan sonra cerrahi miidahale esnasinda alindi (Tablo
1). Orneklerden patolojik taniyi etkilemeyecek sekilde cerrahi sinir-
lar icerisinde ayrilan parca sivi azot icerisinde Proteomiks labora-
tuarina ulastirildi. Patolojik tanisi arastirmaya uygun olan 6rnekler
arastirmaya dahil edildi. Hepsi IDK ve ALN tutulumu olan alti hasta
calismaya dahil edildi (Tablo 1).

Orneklerden protein ekstraksiyonu

Doku ornekleri calisma baglangicina kadar -80°C'de saklandi. Pro-
tein ekstraksiyonu 6ncesi ornekler buz tzerinde ¢ozilerek soguk
fosfat tamponu (PBS) ile en az li¢c defa yikanarak kandan uzaklas-
masi sagland. lyice yikanan dokulardan gériiniir yag dokusu steril
bisturi araciligi ile uzaklastirilarak dokular ekstraksiyon icin uygun
olan kiguk parcalara boltinerek mikrosantrifij tlpi icerisine trans-
fer edildi.

Protein ekstraksiyonlari i¢cin ~30-50 mg primer timor dokusu ve
ALN kullanildi. Protein ekstraksiyonun da her iki 6rnek tipi icin de
ayni metodoloji uygulandi. Mikrosantrifiij tlipl icerisinde bulunan
doku parcalari Gizerine 100 pl TPER (Pierce Inc. ABD) doku protein
ekstraksiyon tamponu ve proteaz inhibitéri (Sigma,ABD) eklen-
di. Daha sonra Uretici firmanin protokolliine uygun olarak (Next
Advance Inc. ABD) mikrosantriflj tiipleri icerisine dokular parca-
lamak icin onerilen miktardal.6 mm paslanmaz ¢elik boncuklar
eklendi. Bullet Blender (Next Advance Inc. ABD) doku homojeniza-
tord kullanarak +4°C'de tim primer timar/lenf nodlari ayni anda
ve sartlarda homojenize edildi. Tim calismalar buz lizerinde ger-
ceklestirildi.

Homojenize olan dokular +4°C'de ile 15 dk ilk 6nce 10000 rpm de
santrifiij edilerek celik boncuklardan ve doku kalintilarindan temiz-
lendi ardindan ayni sartlarda 20 000 rpm de tekrar santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi supernatant Lo-binding tiiplere alindi. Protein
konsantrasyonlari Lowry (Bio-Rad, ABD) assay ile belirlendi ve or-
nekler deneylerde kullanilana kadar sivi azot icerisinde hizla don-
durulup -80°C'de saklandi.

iki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE)

Protein 6rnekleri (100 pg) 2D rehidrasyon tamponu (8M Ure,
%0.2(w/v) Bio-Lyte 3/10 ampholytes, %2 CHAPS, 50 Mm dithioth-
reitol (DTT) ve Bromophenol Blue) ile resuspend edildikten sonra
17 cm, linear, pH 3-10 immobilize pH gradient striplere (IPG strips,

Tablo 1. Hastalara ait klinik bulgular.

Hasta Kodu Yas Evre T ALN durumu ER PR C-erB2 Grad A0 Lokalizasyon
SB #1 55 llla 8.5¢cm 2/19 + - - 2 - Sag
HG #2 85 llla 5.5¢cm 1217 + - 2 - Sag
NE #3 70 llla 2.5¢cm 6/17 + + - 2 - Sol
PE #4 65 Illa 2.1cm 8/16 + - - 2 - Sag
SB #5 59 [[F} 3.0cm 4113 + - + 2 - Sag
HM #6 50 lib 2.7¢cm 2/15 + + + 2 - Sol

TG: tiimér capi, ER: dstrojen reseptorii, PR: progestron reseptorii, AO: aile dykiisii, ALN durumu: Metastatik ALN sayisi/Toplam ALN sayisi
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Bio-Rad, US) aktif rehidrasyon (50 pA/IPG strip, 20°C, gece boyu)
ile PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad,US) kullanilarak striplerin protein
ornekleri ile rehidre olmasi saglandi. Orneklerin izoelektrik fokus-
lanmalan (IEF) su sekilde gerceklestirildi: 20°C'de her bir IPG strip
icin lineer artis modunda 20 dk 200V, 2 saat 10000V ve 40000 V-sa-
at'e ulasana kadar. Fokuslamanin ardindan IPG stripler dengeleme
tampon | (6M Ure, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS, 20% gliserol, 2%
(w/v) DTT) ve tampon Il (6M Ure, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) icerisinde 15 dk’lik surelerle
yikandilar. ikinci boyutta ayinm icin hazirlanan 1,0 mm kalinligin-
daki 12%'lik SDS poliakrilamid jellere yerlestirilerek elektroforez
(35mA 30 dk, 48mA 5 saat, 16°C'de) ile molekuler buyikliklerine
(MW) gore ayirima tabii tutuldular. Biitiin 6rnekler ayni anda 12 jel
yuritme kapasiteli Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad, US) kullani-
larak yuritildiler. Her 6rnekten g adet tekrar yapildi. Jeller 6 saat
fiksasyon (%40 metanol, %10 asetik asid) sonrasinda SYPRO Ruby
(Bio-Rad, US) ile boyanarak protein spotlari gériiniir hale getirildi.

2DE jellerin analizi

Analizler icin jellerin gorintileri VersaDoc4000MP sistemi (Bio-
Rad, US) kullanilarak alindi. Jel gériintilerinin ilk analizleri Quantity
One (Bio-Rad, US) yazilimi ile gerceklestirildikten sonra PDQuest
Advance (Bio-Rad, US) versiyonu ile spot analizleri yapildi. Ortak
ve farkli ekspresyon gosteren protein spotlari her hastaya ait pri-
mer timor ve ALN goriintileri kullanilarak her bir grup icin hem
kendi iclerinde hem de gruplar arasinda karsilastirma yapildi. Spot
analizi dncesi alinan her jel icin analizde kullanilan tiim spotlarinin
toplam densitelerinin her bir spotun intensitelerine oranlanmasi
ile normalizasyon yapildi. Artan veya azalan protein ekspresyonlari
gosteren spotlar istatistiksel olarak iki kat kriterine uygun olanlar
arasindan secilmis ve analize dahil edilmistir.

Bulgular

Bu calismaya Tablo 1'de gorildiigi gibi 5 evre 3a ve 1 evre 2b
meme kanseri olan kadin hasta alindi. Olgularin hepsi histolojik
olarak grad Il ve hormon reseptér pozitif olgulardi. iki nolu olgu
disinda tim olgular postmenopozal hastalardi. Calismaya katilan
olgulardan alinan 6rneklerden hazirlanan 2D jeller lizerinde gori-
len, meme ve lenf dokulari arasindaki protein spotlarindaki fark-
lihklar deneye katilmayarak, ALN metastazinda rol oynayabilecek
ortak protein spotlarini bulma yonine gidildi. Karsilastirmali ola-
rak gerceklestirilen spot analizleri ile 2D jeller lzerinde her bir jel
icin 750450 adet protein spotunun bulundugunu gézlendi. Ancak
analiz sonucunda tespit edilen bu spotlarin bircogu miktar olarak
analiz limitlerinden disuk ve gruplar ici (meme dokusu 6rnekleri-
nin olusturduklari; Grup 1, lenf dokusu 6rneklerinin olusturdukla-
r; Grup2, jelden jele varyasyon gosteriyordu (Sekil 1A, B). Her bir
grup icerisindeki bitiin 6rneklerden yapilan jellerde tutarl olarak
ekspresse edilen (Gruplar icerisinde her jelde ekspresyonu gozle-
nen) spotlar gecerli spot olarak analize dahil edilirken, gruplar ici
spot analizi sonucunda gruplar ici jeller arasinda ekspresyon fark-
lihgr gosteren (grup ici jellerin her birisinde gézlenemeyen) prote-
in spotlari analizlerde disarida birakilarak, bu spotlar gruplar arasi
karsilastirmada g6z 6niine alinmadi. Bu yaklasimla, jelden jele de-
gisiklik gostermeyen korunmus protein spotlarini belirleyebilmek
icin meme dokusunu (Grup 1) ve lenf dokusunu (Grup 2) kendi
iclerinde spot analizine tabii tuttuk (Sekil 1C). Her bir grup icin de-
gismeyen ekspresyon gdsteren protein spotlarini tespit ettikten
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sonra meme ve lenf dokusu spot analiz sonuclarini birbirleri ile
karsilastirarak iki grup arasinda benzer protein spotlarinin hangile-
ri oldugunu belirledik. Yaptigimiz bu analiz sonucunda ise toplam
24 adet protein spotunun her iki grupta da degismedigini ve ortak
oldugunu gozlemledik.

Tartisma ve Sonuclar

Timorde evreleme fizik muayene, biyopsi ve goriintlileme testleri-
ne gore yapilir. Bu hastalarin tedavilerinin planlanmasi ve prognoz
tahmininde ¢ok 6nemlidir. Meme kanserinde primer timorden
ayrilan hicreler ilk olarak aksiler lenf nodlarina giderler (14). Biz
bu calismada meme kanseri hastalarinda aksiller lenfatik metas-
tazin preoperatif belirlenmesinde primer timor ile lenf bezlerin-
deki protein ekspresyon profilinde olan degisiklikleri incelemek
istedik. Lenfatik metastazin uzak organ metastazindan bagimsiz
olarak olustugunu ve iki streci birbirinden ayiran molekiiler me-
kanizmalarin da farkli oldugunu distindiren veriler vardir (13).
cDNA mikroarray yontemi kullanilarak yapilan ¢calismalarda primer
meme timoru dokusu ile onun metastaz yaptigi lenf bezinde gen
ekspresyon profili incelenmis ve bunlarin birbirine ¢cok benzedigi
ve bilinen gen alt gruplan agisindan transkripsiyonel diizeyde fark
olmadigi iddia edilmistir (13). Ancak diger bazi calismalarda ALN
metastazinin primer timaorden molekiler olarak farkli oldugu ileri
strGlmustlr (15-18).

Primer meme timori ve lenf nodu metastazi arasindaki iliski-
yi arastiran pek cok farkh calisma yapilmistir. Bu anlamda primer
timor ile lenfatik metastazin histolojik ve proliferasyon calismala-
rinda benzer fenotipik 6zelliklerinin oldugu gosterilmis, bu durum
mikroarray ekspresyon yontemlerinin kullanildigi transkriptomik
diizeyde de teyit edilmistir (15, 19-21). Bu arada kromozom ana-
lizleri primer timor ve onun metastazi olan lenf nodunun kromo-
zomlarinin karsilastirmali genomik hibridizasyon yéntemi ile in-
celendiginde farkliliklar oldugu gésterilmistir, fakat yapilmis olan
bitiin bu calismalara ragmen elde edilen sonuglar ortaya tutarli bir
profil koyamamistir (13, 22).

ilgi cekici bir diger yaklasim ise Lee ve arkadaslarinin 2012 yilinda
gerceklestirmis olduklari calismadir. iki boyutlu jel elektroforezi ta-
banl proteomiks yaklasim kullanarak yaptiklari bu calismada lenf
nodu (NO, N1 ve N2) evrelerine gore siniflandirdiklari meme kan-
seri hastalarinda protein profilindeki degisimi incelemislerdir. Jel
analizleri sonucunda 12 tanesi up regule ve bir tanesi down regule
olan 13 protein spotu tespit etmislerdir. LC-MS/MS analizi calreticu-
lin ve tropomyosin alpha 3 zinciri proteinlerinin NO,N1 ve N2 evre-
lerinin liclinde de ortak olarak upregule oldugunu gostermislerdir.
Ayrica evre NO icin HSP70, evre N1 icin 80k protein H prekursori ve
protein distlfid izomeraz (PDI), evre N2 icinse 78 kDa glukoz regule
proteini potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilir bulmuslar-
dir (23).

Meme kanseri hastalarinda primer tiimor ile ALN’'nu protein pro-
fillerini cikarip, karsilastirmak ve benzerliklerden yararlanarak
lenf noduna metastazi preoperatif tanimamiza yardimci olacak
bir ydontem bulmak icin yaptigimiz bu ¢alismada hem primer tu-
morde hemde aksillada degismeyen ekspresyon gdsteren protein
spotlarini birbirleri ile karsilastirarak iki grup arasinda 24 adet pro-
tein spotunun her iki grupta da degismedigini ve ortak oldugunu
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Kanserli Lenf dokulannda orak olarak korunmus
protain spotlanm géstaran Master Jel
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Sekil 1. Primer meme kanseri, Grup 1 (A) ve ALN, Grup 2 (B) dokularinin 2D-jel analizi. Primer meme kanseri ve ALN dokularinda elde edilen jellerin analizi sonucu
tutarl ekspresyon gésteren spotlarin kargilagtinimasi ile elde edilen korunmus 24 spot (C) belki meme kanserinin lenf noduna yayihiminin arkasindaki mekanizmayi

aciklamada yardimci olabilir.

gozlemledik. Ortaklik gosteren ve gostermeyen proteinler lenfatik
dokuya olan primer kaynakli metastazin gelisiminin arkasinda-
ki ipuclarini verebilir ve preoperatif lenfatik metastazin varliginin
saptanmasinda antijen-antikor iliskisi kullanilarak ise yarayabilir.
Burada 6n calisma verilerini sundugumuz ¢alismamizin bundan
sonraki basamaklarinda her iki grup icinde 6rnek sayisinin artiril-
masinin yaninda metastatik ve metastatik olmayan lenf bezlerin-
deki farkhlklarinda ortaya konulmasina calisilacaktir. Ayrica meme
kanseri alt gruplarinda yani triple negatif, hormon pozitif yada Her
2 pozitif olanlarda karsilastirma yapilacaktir. Elde edilen protein
spotlari laboratuarimizda bulunan MALDI TOF/TOF cihazi ile ana-
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