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ONSOZ

Midkinin heparin baglayici bir buyime faktori ve kanserin ilerlemesinde énemli bir role sahip
oldugu belirtiimektedir. Biz de galismamizda meme kanserli hastalarda meme dokusunda ve

serumlarinda MK ekspresyon diizeyini tespit etmektir.

Calisma grubumuzu 61 meme kanserli hasta olusturdu. Bunlarin 59 adedi kadin 2 adedi

erkekti. Kontrol grubuna saglikli ve génalli 49 kadin katildi.

Calisma grubunun ameliyat dncesi ortalama serum MK seviyesi, kontrol grubunun ortalama
serum MK seviyesinden ylksektir. Kanserli hastalarin serum MK dizeyleri kanser
evrelerinde anlamli farklilik gdstermekteydi. Ameliyat sonrasi serum MK seviyesi dnemli

derecede dugmusgstir. Meme dokusunda %72,1 oraninda pozitif MK ekspresyonu tespit ettik.

Calismamiz Pamukkale Universitesinde gercgeklestiriimis olup, 113S056 nolu proje olarak
TURKIYE BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU (TUBITAK) tarafindan

desteklenmisgtir.
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MEME KANSERI TURLERINDE MIDKIN EKSPRESYONUNUN IMMUNOHISTOKIMYASAL
VE PCR ANALIZININ KANTITATIF KARSILASTIRILMASI VE SERUM MIDKIN SEVIYESI

OZET
Midkine heparin baglayici bir blylime faktéridir ve kanserin ilerlemesinde énemli bir role
sahiptir. Calismamizin amaci meme kanserli hastalarda meme dokusunda, ameliyat 6éncesi

ve sonrasi serumda MK ekspresyon diizeyini tespit etmektir.

Metod: Calismamiza katilan 61 meme kanserli hastanin meme dokusu, ameliyat éncesi ve
sonrasl serumlari elde edildi. Meme kanseri olmayan 49 kadinin da serumlari incelemeye

alindi.

61 hastamizin 44 nldn (%72,1) meme dokusunda pozitif MK ekspresyonu gézlendi. Meme
kanserli hastalarin timor ¢ikariimadan 6nce serum MK seviyeleri (3,68+2,13 ng/mL), kontrol
grubunun seviyesinden (1,770, 38 ng/mL) 6nemli derecede yuksekti (P=0,000). TUmo6rin
¢ikariimasindan sonra serum MK seviyesi (2,47+1,00 ng/mL) anlamh derecede dismusti
(P=0,000). Klinik parametreler incelendiginde serum dizeyinin evrelere gbére anlamli

oldugunu tespit ettik.

Artan serum MK seviyesi ve protein ekspresyonunun meme kanseri karsinogenezi ile iligkili
oldugunu tespit ettik. Tumor cikarildiktan sonra MK seviyesi azaldi. Bulgularimiz, MK’nin

meme kanserli hastalarda bir timor belirteci olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Midkine, Meme kanseri, Serum, immiinohistokimya, Real-time kantitatif
PCR, ELISA

ABSTRACT

Purpose: Midkine (MK), a heparin-binding growth factor, has an important role in cancer
progression. The aim of this study was to determine MK ekspression in breast tissue,

preoperative and postoperative serum levels of patients with breast cancer.

Method: 61 patients with breast cancer were participated in our study. The MK serum levels
were measured pre and postoperatively for this patients. Also, we analyzed breast tissues of

61 patients by immunohistochemically.
We examined serum midkine levels in 49 healthy volunteers.

Result: MK expressions were observed in 44 (72,1%) of 61 breast cancer patients.



In breast cancer patients serum midkine levels (3,68+2,13 ng/mL) were significantly higher
than control group (1,77+0,38 ng/mL) before tumor removal (p=0,000). After tumor removal,
serum MK levels (2,47+1,00 ng/mL) were significantly (p=0,000) decreased according to
preoperative levels (3,68+2,13 ng/mL). Increased serum levels of MK were related with tumor

stages when analysed clinical parameters.

Conclusion: We found that increased serum midkine levels and protein expressions were
associated with the carcinogenesis of breast cancer. Also, MK levels were decreased after
tumor removal. According to our findings, MK might be a useful tumor marker for patients

with breast cancer.

Keywords: Midkine, Breast Ca, Serum, immunohistochemistry, Real-time quantitative PCR,
ELISA

GIRIS

Blylme faktorleri hem kisa mesafede hem de uzun mesafede hiicrelerarasi iletisim kuran
dusik molekidl agirlikh proteinlerdir. Bu proteinler spesifik hiicre ylzeyi reseptorleri
vasitasiyla spesifik hiicrelerde hareket ederler ve hicrelerde farklilagsmayi, gogu, hayatta
kalmay! ve proliferasyonu duizenlerler (Hunter, 2000).

Malign timorlerde birden fazla blylime faktérinde ylUkselme oldugu belirlenmis ve bu
faktorlerin tumor gelisimi, blydme, invazyon, anjiogenez ve metastazda rol oynadiklari
bildirilmigtir. Son dénemde, farkli kanser tirlerinde, karsinogenez surecinin aydinlatiimasina
odaklanan calismalarda blylume faktorlerinden birisi olan MK Uzerinde durulmaktadir
(Choudhuri,1997; Kadomatsu, 2002; Kadomatsu, 2004; Muramatsu, 2002; Qi, 2001). insan
Midkine geni 11p11.2 kromozomu Uzerinde yerlesmis, bazik amino asitler ve sistein
bakimindan zengin 143 aminoasitten olusan, yaklasik agirhdr 13-kDa olan bir proteindir
(Kaname, 1993; Matsubara, 1990; Murasugi, 2003). Midkine’in, embriyonal karsinoma
hicrelerinde retinoik asit duyarli bir gen Urind ve heparin baglayici bir blyime faktori
oldugu bildirilmistir (Kadomatsu,1988; Matsubara, 1990). MK’nin mitotik aktiviteyi arttirdigi ve
bazi hucrelerin malign dedisimine de neden oldugu ileri surilmektedir (Kadomatsu,1997;
Ratovitski, 1998). Normal dokularda minimum seviyede eksprese edilirken pek ¢ok malign
ve inflamatuar hastalikta ylksek seviyede eksprese edildigi bildiriimektedir( Muramatsu,
2010).

MK ekspresyonunun insan kanser turlerinde siklikla duzenli ylikseldigi ve MK'nin kanser
tedavisi icin bir tumor belirteci ve molekuler hedef olarak hizmet verebilecedi belirtimektedir
(Sakamoto, 2012). Birgok kanser turinde erken safhada, serum MK seviyesinin 6nemli
derecede arttigi da ifade edilmektedir (Ikematsu, 2000).



Kanser ¢cagimizda insan 6liumlerine neden olan en 6énemli etkenlerden biridir. TUm kanser
Olumlerinin ve yeni kanser vakalarinin yaklagik yarisini akciger, meme, prostat ve kolorektal
kanserleri olusturmaktadir. 2001den 2010 a kadar kanser insidansinda her yil %0,4 oraninda
bir azalma oldugu ifade edilmektedir. Bu kanser insidansindaki azalmanin erkeklerde
meydana geldigi, kadinlarda ise sabit kaldigi tespit edilmistir. Hatta kadinlarda gérilen meme
kanseri insidansinin arttigi da ifade edilmektedir (Edwards, 2013). Meme kanseri, farkh
histolojik gérunimleri, biyolojik davranig, klinik bulgu ve tedaviye verdigi yanitlar ile birgok
patolojik alt tipleri olan maligniteye sahip bir hastaliktir (Perou, 2000; Sorlie, 2001). Meme
kanseri nedeniyle 6lum genellikle mevcut tedaviler ile tespit edilemeyen uzak metastazlarin
biiylimesinden kaynaklanmaktadir (Hanahan, 2000). ileri evre meme kanseri tanisi alan
kadinlarin yaklasik %69’u 5 yil iginde 6lmektedir (Cho, 2013).

Her dort kadindan birinde meme kanseri gorilmektedir. Kanseri erken evrede tespit
edebilecek bir marker oldugu distnilen MK ekspresyonunun kanserli meme dokusunda

immunohistokimyasal, cDNA varligi ve serum duzeyini incelemeyi amacladik.

MATERYAL VE METOD
Materyal:

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Meme poliklinigine Adustos 2013-
Agustos 2014 tarihleri arasinda muracaat eden ve gonulli olan 110 kisi ¢calismaya alindi.
Gondllulerin herhangi baska bir hastaliga sahip olmamasina (karaciger bozuklugu, romatoit
artrit, diabet, ylksek tansiyon, vb.) dikkat edildi. Hasta grubumuzu meme kanser tanisi alan
61 olgu olusturdu. Calisma materyali olarak, olgulara ait %10 formaldehit solisyonu ile tespit
edilen ve sonrasinda parafin bloklara gémulen doku 6rnekleri kullanildi. Meme kanseri tanisi
alan hastalar opere edilmeden 6nce ve operasyondan yaklasik 15-30 gin sonra rutin
tetkikler icin alinan kan 6rneklerinden serum ornekleri alindi. Ayni zamanda kontrol grubunu
kanser disi nedenlerle meme ameliyati olmus, non-tiimdral meme dokusuna sahip 49 kadin
hasta olusturdu ve bu kisilerin de serum 6érnekleri operasyon éncesi elde edildi. Olgularin
yaslari, menapoz durumlari, biyopsi sekli ve herhangi bagka bir hastaliginin olma durumunu
iceren hastalara ait patoloji raporlari ve meme poliklinigindeki bilgileri incelendi ve tiumaor

grade ve evrelerine goére olgu gruplarinin belirlenmesinde bu raporlardan yararlanildi.



Yéntem:
A. immiinohistokimyasal (iHK) analiz:

Her vakay! en iyi sekilde drnekleyen, kanama ve nekrozu en az, mikrodamar yogunlugu en
fazla olan % 10 formalinde fikse edilmis parafine gémulu dokulardan 3-5 mikron

kalinhgindaki kesitler, adeziv (polilizin) kapli lamlara alindi.

Lamlar, deparafinizasyon icin 56°C’ lik etivde 1 gece bekletildikten sonra, ksilende 2 kez
15’er dakika siire ile inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, sirasi ile, %100, % 80 ve % 70’lik

alkolde 10’ar dakika ve sonrasinda distile suda bekletilerek rehidrate edildiler.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla kesitler, % 3’lik
hidrojen peroksit solisyonunda inkube edildi. Mikrodalga firinda 4 defa 5’er dakika sitrat

buffer (pH 6) uygulanarak antijen ortaya gikarma (retrieval) islemi yapildi.

Kesitler, non-spesifik immunreaktiviteyi ortadan kaldirmak icin bloklama soliisyonunda
inkiibe edildi ve daha sonra anti-MK monoklonal antikor (Midkine (C term) rabbit monoklonal
antikor Biogen Medikal) ile reaksiyona sokuldu. PBS ile yikama sonrasi antikor fazlahgi
uzaklastirildiktan sonra, érnekler horseradish peroksidazla isaretli goat anti-mouse veya anti-
rabbit antikoru ile 60 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon DAB substrat sistemi ile gzlenebilir

hale getirildi ve kesitlerde hematoksilenle zit boyama islemi gergeklestirildi (21,22).

Kesitlerdeki MK ekspresyonu, pozitif olarak boyanan timor hiicrelerinin yizdelerine gore
(“%0-5; negatif”, “%5-25; zayif pozitif’, “%25-50; pozitif” ve “%50 den fazla gucli pozitif)
skorlandirildi (Moon, 2003). Her bir kesit, hasta kimlik ve klinik tani bilgileri olmaksizin iki ayri

patolog tarafindan degerlendirildi.

B. 1.RNA izolasyonu ve komplementer DNA sentezi
1.1.FFPE dokulardan total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi:

CGalismaya dahil edilen olgulara ait FFPE doku kesitlerinden total RNA izolasyonu ticari kit
yardimi ile (RNeasy FFPE kit, Qiagen) yapilmis ve izolasyon uygulama basamaklari asagida

verilmigtir:

1.1.1. Parafin bloklardan total RNA izolasyonu

- Doku odrneklerinden steril bisturi ve pens yardimi ile, fazla parafinin mekanik

uzaklastirma iglemi yapildi ve steril mikrosantrifdj tiplerine aktarildi.



Deparafinizasyon icin, her érnege 1000 pl ksilen ilave edildi ve 2.200 rpm’de vorteks
yardimi ile homojenize edildi.

Etiivde (60°C) overnight inkiibasyona birakildi.

inkiibasyon sonrasi érnekler, 14.000 rpm’de 2 dk santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatan, mikropipet yardimi ile uzaklastirildi.

Orneklere, uzaklastirilan ksilen miktari kadar tekrar ksilen koyuldu ve 14.000 rpm’de 2
dk santriftij edildi.

Santriflij sonrasi, slipernatan uzaklastirildi ve pelet tizerine 1000 ul %100 etanol ilave
edildi. Vorteks yardimi ile iyice homojenize olmasi saglandi.

Ornekler 14.000 rpm’de 2 dk santrifilje edildi ve slipernatan dikkatlice uzaklastirildi.
Rezidle etanolin tamamen uzaklastigindan emin olana kadar, drnekler oda isisinda
inkube edildi.

Pelet miktarina bagh olarak orneklere 150 ul (az pelet goézlendiginde) veya 240 ul
(yogun pelet goézlendiginde) kitle birlikte saglanan PDK tamponu ve 10 ul Proteinaz K
eklendi ve vorteks yardimi ile iyice homojenize olmasi saglandi.

Ornekler 6nce su banyosunda 55°C’de 15 dk ve sonrasinda etiivde 80°C’de 15 dk
inkube edildi.

Pelet miktarina bagl olarak érneklere 320 ul veya 500 ul kitle birlikte saglanan RBC
tamponu eklendi ve vorteks yardimi ile iyice homojenize edildi.

Ornekler, kitle birlikte saglanan “gDNA eliminator spin kolon”lara aktarildi ve 14.000
rom’de 30 sn santrifije edildi. Santrifij sonrasi kolonlar uzaklagtirildi.

Toplama tuplerinin icerdidi miktara bagli olarak, toplama tiplerine 720 pl veya 1200yl
100% etanol eklendi ve mikropipet yardimi ile iyice homojenize edildi.

Homojenize edilen 6rneklerden 700 pl alindi ve kitle birlikte saglanan “RNeasy
MinElute spin kolon”lara aktarildi. Kolonlar 14.000 rpm’de 15 sn santrifije edildi.
Toplama tuplerindeki icerik tamamen bitine kadar bir 6nceki basamak tekrar edildi.
Kolonlara 500 pl kitle birlikte saglanan RPE tamponundan eklendi 14.000 rpm’de 15
sn santrifiije edildi.

Kolonlar ayni tamponla bir kez daha yikandi ve 14.000 rpm’de 2 dk santrifije edildi.
Kolonlardaki rezidiie tamponun tamamen uzaklastiriimasi icin, kolonlar 14.000
rpm’de 5 dk santriflije edildi.

Kolonlar, steril RNase-free mikrosantrifij tiplerine yerlestirildi ve 20 ul “RNase-free
su” ilave edildi. 14.000 rpm’de 1 dk santrifiije edildi.

Elde edilen RNA 6rneklerinin, konsantrasyonlarini ve safligini belirlemek amaci ile
spektrofotometrede (Biophotometer, Eppendorf) dlgiimleri yapildi. Geride kalan RNA

ornekleri, cDNA sentezinde kullanilana kadar -20°C’de saklandi.



1.1.2. cDNA sentezi:

izole edilen RNA &érnekelrinden cDNA sentezi ticari kit yardimi ile (QuantiTect Reverse

Transcription Kit, Qiagen) yapilmis ve uygulama basamaklari agagida verilmistir:

- Genomik DNA’nin eliminasyonu amaciyla, her érnek igin asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlandi:

Komponent Miktar

gDNA wipeout tamponu 2 pl

Template RNA 1 pg (her 6Ornek icin  konsantrasyon

hesaplamasi yapildi)

RNase-free su

X Ml (her 6rnek icin hesaplandi)

Toplam hacim

14 pl

- Hazirlanan reaksiyon karisimi 42°C’de 2 dk inkiibe edildi.

- Reverse transkripsiyon amaciyla, her o6rnek igin asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlandi:

Komponent Miktar
Reverse transkriptaz (RT) 1l
RT tamponu 4 ul
RT primer karigimi 1l

Template RNA

14 pl (bir 6nceki basamaktan elde edilen)

Toplam hacim

20 pl

- Haazirlanan reaksiyon karigimi 42°C’de 15 dk inkiibe edildi.

- Reverse transkriptazi inaktive etmek icin érnekler 95°C’de 3 dk inkiibe edildi.

- Ornekler, real-time PCR ile analiz edilmek {izere -20 °C’de sakland..




2. Gercek-zamanl kantitatif PCR:

Midkine ve B-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi, ger¢cek-zamanli PCR
(LightCycler, 2.0; Roche Diagnostics) yontemi kullanilarak yapildi. Hedef Midkine geni ve j3-
aktin geninin ¢ogaltiimasinda kullanilan primerler ve hidroliz problarinin dizayni Tib Molbiol
(Berlin, Almanya) tarafindan yapildi. Calismada kullanilan primer setleri ve hidroliz prob

dizilimleri Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1. Midkine ve B-aktin genine 6zgln primer setleri ve hidroliz problari dizilimleri

P-aktin
Primer seti  5-TGA GCG CGG CTA CAG CTT-3' (Forward)
5-TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT T-3'(Reverse)

TagMan (FAM) 5’-ACC ACC ACG GCC GAG CGG-3' (TAMRA)
Prob

Midkine
Primer seti  5-AGA TGC AGC ACC GAG GCT-3' (Forward)
5-CTT TCT TTT TGG CGA CCG -3’ (Reverse)

TagMan (FAM) 5-CAC AGG TGC TCT GGC CCA GCA CAT A-3’
Prob (TAMRA)

Midkine ve B-aktin geninin mRNA duzeyinde kantitasyonu amaciyla optimize edilen gercek-

zamanli PCR karigimlari ve protokolleri Tablo1-2’de gésterilmistir.

Tablo 2. Midkine ve B-aktin geninin mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile hazirlanan

reaksiyon karisimi



Final konsantrasyon

Final konsantrasyon

icerik Hacim | (Midkine icin) (B-aktin icin)
PCR-grade su 5ul - -

Forward primer 2ul 0,5 uM 0,5 UM
Reverse primer 2 ul 0,5 uM 0,5 uM
TagMan probu 2 ul 0,2 yM 0,2 uM
Master karigimi* 4 ul 5X 5X

DNA / cDNA |5yl - -

ornegi

Toplam hacim 20 pl

*. Reaksiyonu karisimi igin “LightCycler TagMan Master” kiti kullanildi. Master karisimi:

FastStart Taqg DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimindan

olusmaktadir.

Tablo 3. Midkine ve B-aktin geninin DNA ve mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile

uygulanan gercek-zamanli PCR protokol(*

Analiz Modu DOongu Segment Hedef Isi Sire Kazanim
Modu
Pre-inktibasyon
1 95 °C 10 dk -
Amplifikasyo
n
Denatlrasyo 95 °C 10 sn -
n
45 Annealing 60 °C 20 sn -
Ekstensiyon 72 °C 1sn Tek
okuma
Sogutma
1 40 °C 30 sn -




*. Gercek-zamanlh PCR Protokoli; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip DNA'nin
denatirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile ¢ogaltiimasi ve FAM-
isaretli hidroliz problari ile Grlinin belirlenmesi, Sogutma: Sistemde yer alan rotorun ve

termal haznenin sogutulmasi basamaklarini icermektedir.

Her bir érnekteki hedef RNA’nin ekspresyon dizeyi, ayni érnege ait eksternal standard olan
B-aktin’in RNA 6rneg@i kullanilarak belirlendi. Ekspresyon duzeyleri LightCycler Relatif
Kantitasyon Yazilimi kullanilarak hesaplandi ve relatif kantitasyon analizi, kalibratér DNA
olmaksizin external standard kullanilarak yapildi. Sonuglarin yorumlanmasi asamasinda
hedef DNA / cDNA’nin miktari, hedef (T) gen / mRNA kopya oraninin referans gen / mRNA
(R) kopya orani olarak hesaplandi. Referans genin kantitasyonu, gercek-zamanh PCR ile
kantitasyon sirasinda hedef ve referans gen / mRNA arasindaki farkliligi hesaplamada,
Oornek ylklemedeki varyasyonlari ve PCR inhibitérlerinin etkisini dengelemede yardimci
olmasi amaci ile segildi. Yazilim programinin hesapladigi konsantrasyon orani 1’in

Uzerindeki drnekler, ekspresyon yoninden “pozitif’ olarak degerlendirildi.

C. Serum MK Ol¢iimii

Kan drnekleri jelli duz tlplere alindiktan yaklasik 30 dakika sonra santrifuje edilerek serumlar
ayrildi. Serumlar ayrildiktan hemen sonra galisma yapilincaya kadar -20°C’ye kaldirilarak
saklandi. Olglmlerin yapilacagi zaman, dondurulmus serumlar oda sicakliginda eritildi. Bu
serumlardan 100 L élglim igin kullanildi. Firmadan alinan (Cusabio, China) ELISA kitinin
goOsterdigi  sekilde islem basamaklari gergeklestirildikten sonra, 450 nm’de okuma

gercgeklestirilerek serum midkine dizeyleri ng/mL olarak 6l¢uldd.

D. istatistiksel Analiz

Hastalara ait veriler, Mann—-Whitney U testi, t-testi, Oneway Anowa testleri ile SPSS 17.0
paket programinda degerlendirildi. P degeri 0,05 den daha az ise istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda hasta grubunu olusturan 61 géndllinin ortalama yasi 53,38 £13,74 ile kontrol
grubunun ortalama yasi 44,00+12,89 karsilastinldiginda istatistiksel olarak ileri dizeyde
anlamhydi (P=0,000). Kanser tanisi alan olgularimizin 2 tanesini (%3,3) erkek hastalar

olusturmaktaydi.



Calismamiza katilan ve kanser tanisi alan 61 hastamizin 44 Gniin(%72,1) meme dokusunda
pozitif MK ekspresyonu gdzlendi. Meme dokulari imminohistokimyasal (IHK) boyanma
Ozelliklerine gore 17 tanesi zayif pozitif (Fig 1A, B), 11 tanesi pozitif, 16 tanesi guglu pozitif

boyanma (Fig 2A,B) gdstermistir (Tablo 1).

,- \ ‘{.‘.‘7 ‘.
Sekil.1 Meme dokusunda MK ekspresyonu. immiinohistokimyasal boyanma yok (A)X40 ve
zayIf boyanma (B)X40 érnekleri.

boyanma 6rnekleri.

10



Tablo 1 :Meme kanseri hastalarinin klinik parametrelere gore iIHK boyanma ézellikleri

Klinik - + ++ +++ Toplam
parametre
TUmor <2 5(%19,2) | 9(%19,2) 4(%15,4) 8(%30,8) 26 (%100)
capl >2 12(%34,3) | 8(%34,3) 7(%20,0) 8(%22,9) 35 (%100)
Lenf nod | - 8(%28,6) 7(%25) 5(%17,9) 8(%28,6) 28(%100)
met + 9(%27,3) 10(%30,3) | 6(%18,2) 8(%24,2) 33(%100)
I 9(%24,3) 10(%27) 8(%21,6) 10(%27) 37(%100)
Evre Il 5 (%25) 6(%30) 3(%15) 6(%30) 20(%100)
1] 3(%75) 1(%25) 0 (%0) 0 (%0) 4(%100)
Nuklear 3(%20) 3(%20) 5(%33,3) 4(%26,7) 15(%100)
grade 3 14(%30,4) | 14(%30,4) | 6(%13,0) 12(%26,1) | 46(%100)
Histolojik 0 2 (%66,7) |0 1(%33,3) 3(%100)
grade 7(%25,9) 8(%29,6) 7(%25,9) 5(%18,5) 27(%100)
3 10(%32,3) | 7(%22,6) 4(%12,9) 10(%32,3) | 31(%100)
Lenfatik ve
sinir - 9(%23,7) 12(%31,6) | 9(23,7% 8(%21,1) 38(%100)
invazyonu | + 8(%34,8) 5(%21,7) 2(%8,7) 8(%34,8) 23(%100)
Yas <50 9(%23,1) 12(%30,8) | 7(%17,9) 11(%28,2) | 39(%100)
=50 8(%36,4) 5(%22,7) 4(%18,2) 5(%22,7) 22(%100)
Toplam 17 17 11 16 61

MK’nin meme dokusundaki ekspresyonu IHK boyanma durumuna gére degerlendirildiginde
timor capi, lenf nodu metastazi, evre, nuklear grade, histolojik grade, lenfatik ve sinir

invazyonu bakimindan énemli bir fark tespit edilememistir.

Rastgele segilen toplam 40 6rnekte Gergek-zamanh relatif kantitasyon ile Midkinin mRNA
3 olguda (%7,5) mRNA dizeyinde
olan hastalarin HK

dizeyinde ekspresyonlari de@erlendirildiginde,

ekspresyonun varhgi belirlenmigtir. mRNA ekspresyon varligi

ekspresyonlarinin da iyi diizeyde oldugu gérilmiistir. Bir hastada meme dokusunda IHK

11



ekspresyon boyanmasi pozitif (%25-50), diger iki hastanin ise gugliu pozitif (%50) oldugu
belirlenmistir. Ancak meme dokusunda MK ekspresyonu IHK boyanmasi bakimindan
degerlendirildiginde pozitif ve kuvvetli pozitif boyanmaya sahip olan bagka hastalarimiz

olmasina karsilik mRNA ekspresyonu elde edilememistir.

Calismamiza katilan ve kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin ortalama serum MK
seviyesi 1,77+0, 38 ng/mL’dir. Kontrol grubunu olugturan bireyler menapoz durumlarina gore
incelendiginde menapozdaki (1,65 +0,22 ng/mL) hastalarla menapoz 6ncesi (1,84+0,44
ng/mL) dénemdeki hastalarin serum MK duzeyleri arasinda herhangi bir fark gorilememistir
(p=0,978).

Hasta grubunun operasyon 6ncesi ortalama serum MK seviyesi (3,68+2,13 ng/mL) ile kontrol
grubunun ortalama serum MK seviyesi (1,770, 38 ng/mL) karsilastirildiginda hasta grubuna
ait serum MK seviyesinin olduk¢a yuksek oldugunu ve istatistiksel olarak ileri dizeyde
anlamli oldugunu bulduk. Hasta grubunun operasyon éncesi (3,68+2,13 ng/mL) ve timdrin
ctkarilmasindan sonra (2,47+1,00 ng/mL) serum MK seviyeleri karsilastirildiginda, operasyon
sonrasi MK seviyesinin dustugunu ve istatistiksel olarak ileri dizeyde anlamli oldugunu
gorduk (P=0,000). Tumér c¢apina gbére 2 cm ve altinda olanlar ile timér ¢api 2 cm’nin
Uzerinde olan hastalarin operasyon o6ncesi serum MK seviyeleri karsilastirildiginda
istatistiksel bir anlamlilik s6z konusu degildi (p=0,924). Lenf nodu metastazi olan hastalarin
ortalama serum MK seviyeleri lenf nodu metastazi olmayan hastalarin ortalama serum MK

seviyeleri kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 2).

Hastalarimizi kanser evrelerine gore gruplandirmak istedigimizde 3. evrede bir hasta ve 4.
evrede U¢ hastamiz bulunmaktaydi. Hastalarimizin bu iki evrede sayisal bakimdan az
olmalarindan dolay! ayni grupta degerlendirerek hastalarimizi 3 evre olarak gruplandirdik.
Uglincli evrede bulunan hastalarin timor gikariimadan 6nceki serum MK seviyesi hem birinci
evredeki hem de ikinci evredeki hastalarin serum MK seviyesinden yuksekti ve istatistiksel
olarak anlamliydi. Operasyon sonrasi serum MK seviyeleri her evrede birbirine yakin ve
istatistiksel olarak anlamli degildi (evre I; 2,57+1,03 ng/mL, evre 11;2,26+0,96 ng/mL, evre
[1;2,58+1,10 ng/mL).

Nuklear grade 1. evrede bir tane hasta olmasi nedeni ile 2. evreye dahil edildi, bu nedenle
nuklear grade 2 ve 3 evreler olarak degerlendirildi. Nuklear ve histolojik grade bakimindan

serum MK seviyesi de@erlendirildiginde istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi.

Lenfatik invazyonu ve/veya sinir invazyonu olan hastalarin ortalama serum MK seviyeleri

incelendiginde; lenfatik invazyonu olanlarda artis géstermis sinir invazyonu olanlarda bu
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artisin daha yuksek oldugu goérilmastir. Hem lenfatik hem de sinir invazyonu olan hastalarin

serum MK seviyesinin en yuksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Lenfatik ve sinir invazyonu

olmayan hastalarin serum MK seviyesi en duslk seviyedeydi ve istatistiksel olarak anlaml
bulunamadi (Tablo 2).

Tablo 2. Meme kanseri hastalarinin klinik parametrelerine gore Serum MK seviyeleri

Klinik Hasta | Operasyon p Operasyon | p
parametre sayisi | Oncesi serum sonrasl
(n) MK  seviyesi serum MK
(ng/mL) seviyesi
(ng/mL)
Tumor <2 26 3,71+2,16 p=0,924 2,64+1,09 p=0,267
capl >2 35 3,65+2,14 2,34+0,93
Lenf nod | - 28 3,69+2,26 p=0,959 2,53£1,00 p=0,641
met + 33 3,66+2,06 2,41+1,02
I 37 3,71+2,09 [-111 p=0,050 | 2,57+1,03 [-111 p=1,000
Evre Il 20 3,09+1,49 I-11 p=0,520 2,26+0,96 I-1I p=0,534
Il 4 6,29+3,61 [I-111 p=0,016 | 2,58+1,10 [I-111 p=0,837
Nuclear 15 3,86+1,84 2,37+0,89
grade 3 46 3,62+2,24 p=0,501 2,50£1,05 p=0,681
Histologic | 1 3 2,52+0,39 2,04+0,20
grade 27 3,77+1,78 2,60£1,17
3 31 3,71+2,50 p=0,635 2,39+0,88 p=0,559
Lenfatik - 32 3,37+1,98 2,28+0,80
ve Lenf + 14 3,68+1,85 2,86+1,32
sinir Sinir + 6 4,22+2,12 p=0,565 3,02+£1,15 p=0,117
invazyonu | Lenf+sinir | 9 4,40+3,06 2,17+0,85
Yas <50 39 3,80+2,31 2,48+1,05
=50 22 3,46+1,81 p=0,524 2,44+0,94 p=0,888
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Meme kanseri tanisi alan hastalarimiz, meme kanserinin invaziv duktal karsinom (IDC),
duktal karsinom in situ (DCIS), lobular karsinom in situ (LCIS), ve misindz karsinom (Mca)
tiplerinin bir ya da birkagina sahipti. Sadece IDC hastalari 18 (%29,5) kisiden olugsmaktaydi.
IDC ve DCIS tiplerinin her ikisine sahip 32 (%52,5) hasta mevcuttu. 2 (%3,3) kiside IDC,
DCIS ve LCIS tiplerinin Ug¢u birden tespit edildi. 3(%4,9) kiside de IDC, DCIS ile birlikte
musindz karsinom goéruldi. 1 (%1,6) kisi midsindz karsinom, 2 (%3,3) kisi LCIS, 2 (%3,3)
kisi de DCIS meme kanseri tipine sahipti. IDC ve muisindz karsinom tiplerinin her ikisine

sahip 1(%1,6) hasta mevcuttu.

Lenf nodu metastazi olup olmama durumuna gére kanser turlerini siniflandirdigimizda

musindz karsinoma sahip olan 1 hastayi IDC grubuna dahil ettik.

Primer invaziv kanser hastalarinin metastatik meme kanseri hastalarina gbére serum MK
dizeyi dusuktl, ancak istatistiksel anlamlilik yoktu. DCIS lenf nodu metastazi olmayan
hastalarin ortalama serum duzeyi lenf nodu metastazi olan hastadan daha ylksekti. DCIS
lenf nodu metastazi olmayan hastalarin ameliyat sonrasi ortalama serum MK seviyesinde
onemli bir dusus goézlenmesine ragmen DCIS lenf nodu metastazi olan hastanin serum
dizeyi diger gruplardan oldukga yuksekti (Tablo 3). Bu durum hastanin uzak metastaza

sahip olabilecegini disundirmekteydi.

Tablo 3: Meme kanseri olan hastalarin kanser turlerine gére ameliyat dncesi ve sonrasi

ortalama serum MK seviyesi ve iHK boyanma oranlari.

Meme kanseri | n Operasyon | p Operasyon | p IHK - IHK +
tri oncesi sonrasi

serum MK serum MK

(ng/mL) (ng/mL)
IDC lenf nod |25 | 3,50+1,67 | p=0,611 | 2,61+1,04 | p=0,617 |7 18
met - (%28) (%72)
IDC lenf nod |32 | 3,65+2,09 2,39+£1,03 9 23
met + (%28,1) | (%71,9)
DCIS lenf nod | 3 5,26%5,63 1,93+0,08 1 2
met - (%33,3) | (%66,7)
DCIS lenf nod | 1 4,22 3,04 0(%0) 1
met + (%100)

lenf nod met - : lenf nodu metastazi yok

lenf nod met + : lenf nodu metastazi var
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TARTISMA

BlyUme faktorleri, timor hlcreleri ve/veya stromal hicreler tarafindan eksprese edilerek,
blylk dél¢ide timor olusumuna ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Cok sayidaki ¢calisma
dolasimdaki blylme faktorleri seviyesinin kanser hastalarinda saglikh bireylere oranla artmis
oldugunu ve bu blaylme faktorlerinin endokrin tarzda metastaz odaklarini tesvik
edebilecegini gostermistir (Kuroi K, 2001). Midkine, sinir hiicreleri notrofiller, makrofajlar, diiz
kas hucreleri, fibroblastlar ve timor huacrelerini de igceren hedef hicreler Uzerinde cesitli
etkileri indUkleyebilen multifonksiyonel bir blyime hormonudur (Kadomatsu, 2004;
Muramatsu, 2002).

TUmor gelisimi, blylime, invazyon, anjiogenez ve metastazda rol oynamaktadir. Bu nedenle
bazi arastirmacilar, buyume faktorleri icinde yer alan Midkine ekspresyonunu incelemeye ve
bu ekspresyonun timor tipi ve buydklagu ile olan iliskisini ve serumdaki degerleri Uzerine
odaklanmistir (Ibusuki, 2009; Ikematsu, 2000; Kaifi, 2007; Moon, 2003; Sakamoto, 2012).

MK mRNA ve protein ekspresyonunun akciger, meme, 6zofagus, mide, kolorektal, idrar
kesesi, prostat, glioblastoma, néroblastoma ve Wilm's timoérleri gibi pek ¢ok insan
karsinomunda siklikla ylkselmistir (Aridome, 1995; Garver,1994; Konishi, 1999;
Mishima,1997; Nakagawara, 1995; O'Brien, 1996; Tsutsui, 1993).

MK ekspresyonunun kanser dokusunda normal servikal dokulardan daha yuksek oldugu
%88.1 kanser dokusunun anti_Midkine antibody ile reaksiyon gdsterdigi belirtiimigtir (Moon,
2003).

Osteosarkoma doku orneklerinin %78,6's1 (Sueyoshi, 2012), gastrointestinal stromal timor
hastalarina ait érneklerin %540 (Kaifi, 2007), tiroid invaziv papillar karsinoma hastalarinin
%89'unda (Kato, 2000), gastrik kardiak adenokarsinom 6rneklerinin %76,4’tinde (Hu, 2014)
MK ekspresyonu gorildigu belirtiimektedir. Kanserli meme dokusunda asiri MK salgilandigi
(Miyashiro, 1997) ve Meme kanserinde IDC vakalarinin %86’sinda pozitif MK ekspresyonu
g6zlendigi (Quin, 2010) bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda 61 meme kanseri hastasina ait
meme dokusu 6rneklerinin 44’tinde (%72.1) iHK yéntem ile MK ekspresyonu tespit edilmistir.
56 IDC vakamiza ait 40 meme dokusunda (%71,4) IHK olarak MK ekspresyonu tespit
edilmistir. Bu yéniyle ¢alismamizin IHK verilerinin yapilan g¢alismalarla uyumluluk iginde

oldugunu tespit ettik.

Servikal kanser vakalarinda MK protein ekspresyonunun kanser evreleri, histoloji ve timor

capi ile iligkili oldugu (Moon, 2003) gastrointestinal stromal timorlerde timér ¢api ile MK
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ekspresyonu arasinda iliski bulunmadigi ancak proliferatif indeksle énemli bir iligkisi oldugu
belirtiimistir. Quin ve arkadaglarinin (Quin, 2010) meme kanserinde yiksek MK
ekspresyonunun lenf nodu metastazi ve TNM evreleri ile iligkili oldugunu, yas, menapozal
durum ve timoér capi ile iligkili olmadigi ifade edilmistir. Calismamizda kanserli meme
dokularinda hastalarin klinik parametrelerine gére IHK ydéntemi ile MK ekspresyonu

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlam gdstermedigini tespit ettik.

Calismamizda MK’nin mRNA dlizeyinde ekspresyonu rastgele segilen 40 olgunun sadece 3
unde (%7,5) tespit edilebilmigtir. Moon 2003 ve ark yaptiklari ¢alismada servikal kanserli
hastalarda MK’nin mRNA ekspresyonunu %88,1 oraninda bulmuslardir. Calismamizda
MRNA ekspresyon duzeyinin duguk bulunma nedeninin, calisilan érnek dokularin parafin
bloklardan elde edilmesinden kaynaklandigini didstndirmektedir. Meme kanseri olan
hastalarin taze dokularindan mRNA ekspresyon dizeyini elde etmek belki de daha saglikh

sonug elde etmemizi saglayacakti.

MK bir salgi proteini oldugu icin, MK'ni fazla salgilayan timdrlere sahip hastalarin periferik
kaninda da bulunabilecegi bildiriimistir. Ozofageal karsinoma dokusundaki MK
ekspresyonunun serum seviyesindeki artisi ile anlaml iligskisi bulunmaktadir (Kadomatsu,
2004; Shimada, 2003a; Shimada, 2003b).

Meme kanserli hastalarda plazma midkine seviyesinin kontrollerle karsilastirildiginda ylksek
oldugu ve metastatik kanser hastalarinda MK seviyesinin primer invaziv kanser ve DCIS daki
seviyelerden onemli olclide yiksek bulundugu ifade edilmistir. Bununla birlikte timor ¢api,
nodal durum, klinik evre, vaskiler invazyon, hormon reseptér durumu ve HER2 durumu

acisindan anlamli bir farkin olmadigi bildirilmistir (Ibusuki, 2009).

Ikematsu 2000 ve arkadaslarinin calismasinda kanser hastalarinin serum MK seviyesinin
kontrol grubuna gore daha ylksek oldugu belirtiimistir. Bununla birlikte cesitli kanser
tirlerinde serum MK seviyesindeki artisin timoér capi ve evreye bagli olmadigi rapor
edilmistir (Ikematsu, 2000). Kanser hastalarinda, mide kanseri ve akciger kanseri
vakalarinda erken safhada (evre |) bile istatistiksel olarak serum MK seviyesinin arttigini
bildirmiglerdir. Karaciger kanserli 5 hastanin timor dokusunun cerrahi ¢ikariimasindan sonra
4 vakada serum MK seviyesinin 6nemli derecede azaldigi gbzlenmistir (Ikematsu, 2000).
Calismamizda sadlikl bireylerle kanser tanisi almis olan hastalarimizin serum MK dizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak ileri duzeyde anlamli oldugunu tespit ettik.
Hastalarimizin operasyon sonrasi serum MK dizeyleri o6lglldiginde o6nemli derecede
dastugunu ve istatistiksel anlamhhk oldugunu gorduk. Hastalarimizi evrelere gore

inceledigimizde evre Il (6,29+3,61 ng/mL) grubunun ortalama serum MK dizeyinin evre |
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(3,71£2,09 ng/mL)ve 1l (3,09+1,49 ng/mL) de bulunanlardan anlamli duzeyde ylksek
oldugunu tespit ettik. Calismamizda Evre | ve Il de bulunan hastalarin ortalama serum MK
duzeyleri saglikh bireylerin ortalama serum MK (1,77+0, 38 ng/mL) dizeyinden anlamh
olarak ylksektir. Calismamiz bu yonlyle kolorektal kanser hastalarinda kanser evreleriyle
iliskili olarak MK seviyesinin arttigini, erken evrede bile anlamli oldugunu belirten Krzystek-
Korpacka ve arkadaslarinin 2013 calismasiyla uyumluluk gdéstermektedir. Yine ayni
calismada lenf nodu metastazi olan hastalarda serum MK seviyesinin daha yiksek oldugu
bildiriimistir. Bizim ¢alismamizda da lenf nodu metastazi olan hastalarda serum MK dizeyi
yuksek olmasina karsilik istatistiksel olarak anlamli bulunamamigtir. Ayni zamanda timor
¢apl, yas, histolojik ve nuklear grade, ve lenfatik ve sinir invazyonuna gore de serum MK
dizeyi anlamhlik gostermemistir. Calismamizda IDC hastalarinin lenf nodu metastazi

olanlarin serum MK dizeyi ylksek olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bu bakimdan calismamiz, endometrial karsinomada serum MK seviyesinin lenf nodu
metastazi ile énemli derecede iligkili oldugunu ifade eden Tanabe, 2008'nin ¢alismasi ile

farkhlik géstermektedir.

Sonug¢ olarak; yapillan c¢alismalarda ve bizim c¢alismamizda, timoér varliginda MK
ekspresyonunda bir artis oldugu gdérilmektedir. Bu artan ekspresyonun serum dizeyinde
erken evrelerde bile yUkselmis olmasi ve timoérdn c¢ikariimasindan sonra serum MK
dizeyindeki azalmanin tespit edilmesi MK'nin bir kanser belirteci olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Ancak caligmamizda bazi hastalarda ameliyat sonrasi serum MK seviyesinin
az miktarda dustiigini tespit ettik. inmeyen serum MK diizeyine sahip hastalar takip
edilerek, yuksek seviyede kalan serum MK dizeyinin metastaza bagl olup olmadigini
arastiracak yeni calismalara ihtiyag vardir. Bu gibi ¢alismalarin yapilmasiyla MK’nin bir

kanser belirteci olarak kullanilabilmesi hakkinda 6nemli katkilar saglanacaktir.

KAYNAKLAR
1. Aridome K., Tsutsui J., Takao S., Kadomatsu K., Ozawa M., Aikou T. and Muramatsu
T. Increased midkine gene expression in human gastrointestinal cancers. Jpn J
Cancer Res 86: 655-661(1995).
2. Cho H., Mariotto A.B., Mann B.S., Klabunde C.N., Feuer E.J. Assessing non-cancer-
related health status of US cancer patients: other-cause survival and comorbidity
prevalence. Am J Epidemiol. 178: 339-349, (2013).

17



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Choudhuri R., Zhang H.T., Donnini S., Ziche M., Bicknell R. An angiogenic role for the
neurokines midkine and pleiotrophin in tumorigenesis. Cancer Res, 57: 1814-9,
(1997).

Edwards B.K., Noone A.M., Mariotto A.B., Simard E.P., Boscoe F.P., Henley S.J.,
Jemal A., Cho H., Anderson R.N., Kohler B.A., Eheman C.R. and Ward E.M. Annual
Report to the Nation on the Status of Cancer, 1975-2010, Featuring Prevalence of
Comorbidity and Impact on Survival Among Persons With Lung, Colorectal, Breast, or
Prostate Cancer. Cancer:1-25; (2013).

Hanahan D., Weinberg R.A. The hallmarks of cancer. Cell 100: 57-70, (2000).

Hu X.F., Yao J., Gao S.G,, Yang Y.T., Peng X.Q., Feng X.S. Midkine and syndecan-1
levels correlate with the progression of malignant gastric cardiac adenocarcinoma. Mol
Med Rep, Sep;10(3):1409-15, (2014).

Hunter T. Signaling—2000 and beyond. Cell,100(1), 113-27, (2000).

Ibusuki M., Fujimori H., Yamamoto Y., Ota K., Ueda M., Shinriki S., Taketomi M.,
Sakuma S., Shinohara M., lwase H., Ando Y. Midkine in plasma as a novel breast
cancer marker. Cancer Sci, 100(9), 1735-1739, (2009).

Ikematsu S., Yano A., Aridome K., Kikuchi M., Kumai H., Nagano H., Okamoto K.,
Oda M., Sakuma S., Aikou T., Muramatsu H., Kadomatsu K., Muramatsu T. Serum
midkine levels are increased in patients with various types of carcinomas. British
Journal of Cancer 83(6): 701-706, (2000).

Garver R.l. Jr., Radford D.M., Donis-Keller H., Wick M.R., Milner P.G. Midkine and
pleiotrophin expression in normal and malignant breast tissue. Cancer; 74: 1584-90,
(1994).

Kaname T., Kuwano A., Murano |I., et al. Midkine gene (MDK), a gene for prenatal
differentiation and neuroregulation, maps to band 11p11.2 by fluorescence in situ
hybridization. Genomics, 17(2): 514-5 (1993).

Kadomatsu K., Tomomura M., Muramatsu T. cDNA cloning and sequencing of a new
gene intensely expressed in early differentiation stages of embryonal carcinoma cells
and in mid-gestation period of mouse embryogenesis. Biochem Biophys Res
Commun, 151: 1312-8, (1988).

Kadomatsu K., Hagihara M., Akhter S., Fan Q.W., Muramatsu H., Muramatsu T.
Midkine induces the transformation of NIH3T3 cells. Br J Cancer, 75: 354-9, (1997).
Kadomatsu K., Muramatsu T. Midkine and pleiotrophin in neural development and
cancer. Cancer Lett, 204: 127-43, (2004).

Kadomatsu K., Hagihara M., Akhter S., et al. Midkine induces the transformation of
NIH3T3 cells. Br J Cancer, 75: 354-9, (1997).

18


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20XF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gao%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peng%20XQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feng%20XS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25017879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25017879

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Kaifi J.T., Fiegel H.C., Rafnsdottir S.L., Aridome K., Schurr P.G., Reichelt U.,
Wachowiak R., Kleinhans H., Yekebas E.F., Mann O., Ichihara-Tanaka K.,
Muramatsu T., Kluth D., Strate T., Izbicki J.R. Midkine as a prognostic marker for
gastrointestinal stromal tumors. J Cancer Res Clin Oncol, 133:431-435, (2007).

Kato M., Maeta H., Kato S., Shinozawa T., Terada T. Immunohistochemical and In
Situ Hybridization Analyses of Midkine Expression in Thyroid Papillary Carcinoma
Modern Pathology. 13, (10) ; 1060-65, (2000).

Konishi N., Nakamura M., Nakaoka S., Hiasa Y., Cho M., Uemura H., Hirao Y.,
Muramatsu T. and Kadomatsu K. Immunohistochemical analysis of midkine
expression in human prostate carcinoma. Oncology 57: 253-257,(1999).
Krzystek-Korpacka M, Diakowska D , Neubauer K, Gamian A. Circulating midkine in
malignant and non-malignant colorectal diseases. Cytokine 64, 158-164, (2013).

Kuroi K., Toi M. Circulating angiogenesis regulators in cancer patients. Int J Biol
Markers, 16: 5-26 (2001).

Matsubara S., Tomomura M., Kadomatsu K., Muramatsu T. Structure of a retinoic
acid-responsive gene, MK, which is transiently activated during the differentiation of
embryonal carcinoma cells and the mid-gestation period of mouse embryogenesis. J
Biol Chem, 265: 9441-3, (1990).

Mishima K., Asai A., Kadomatsu K., Ino Y., Nomura K., Narita Y., Muramatsu T. and
Kurino T. Increased expression of midkine during the progression of human
astrocytomas. Neurosci Lett 233: 29-32, (1997).

Miyashiro I., Kaname T., Shin E., et al. Midkine expression in human breast cancers:
expression of truncated form. Breast Cancer Res Treat, 43: 1-6, (1997).

Moon H.S., Park W., Sung S.H., Choi E.A., Chung HW. Woo B.H.
Immunohistochemical and quantitative competitive PCR analyses of midkine and
pleiotrophin expression in cervical cancer. Gynecologic Oncology 88: 289-297,
(2003).

Muramatsu T. Midkine and pleiotrophin: two related proteins involved in development,
survival, inflammation and tumorigenesis. J Biochem, 132: 359-71, (2002).
Muramatsu T. Midkine, a heparin-binding cytokine with multiple roles in development,
repair and diseases. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci, 86: 410-425, (2010).
Murasugi A., Tohma-Aiba Y. Production of native recombinant human midkine in the
yeast, Pichia pastoris. Protein Expr Purif, 27: 244-52, (2003).

Nakagawara A., Milbrandt J., Muramatsu T., Deuel T.F., Zhao H., Cnaan A. and
Brodeur G.M. Differential expression of pleiotrophin and midkine in advanced
neuroblastomas. Cancer Res 55: 1792-1797, (1995).

19



20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

O’Brien T., Cranston D., Fuggle S., Bicknell R., and Harris A.L. The angiogenic factor
midkine is expressed in bladder cancer, and overexpression correlates with a poor
outcome in patients with invasive cancers. Cancer Res 56: 2515-2518, (1996).

Perou C.M., Sorlie T., Eisen M.B., van de Rijn M. Jeffrey S.S., Rees C.A., et al.
Molecular portraits of human breast tumours. Nature, 406:747-52, (2000).

Qi M., Ikematsu S., Maeda N., et al. Haptotactic migration induced by midkine.
Involvement of protein-tyrosine phosphatase zeta. Mitogen-activated protein kinase,
and phosphatidylinositol 3-kinase. J Biol Chem, 276: 15868-75, (2001).

Quin L.L., Huang H.L., Ping J.L., Xu W., Li J.,and Dai L.C. Expression of midkine and
endoglin in breast carcinomas with different immunohistochemical profiles. APMIS,
119: 103-110; (2010)

Ratovitski E.A., Kotzbauer P.T., Milbrandt J., Lowenstein C.J., Burrow C.R.. Midkine
induces tumor cell proliferation and bind to a high affinity signaling receptor associated
with JAK tyrosine kinase. J Biol Chem, 273: 3654-60, (1998).

Sakamoto K. and Kadomatsu K. Midkine in the pathology of cancer, neural disease,
and inflammation. Pathology International, 62: 445-455, (2012).

Shimada H., Nabeya Y., Okazumi S., Matsubara H., Kadomatsu K., Muramatsu T., et
al. Increased serum midkine concentration as a possible tumor marker in patients with
superficial esophageal cancer. Oncol Rep 10: 411-414, (2003a).

Shimada H., Nabeya Y., Tagawa M., Okazumi S., Matsubara H., Kadomatsu K., et al.
Preoperative serum midkine concentration is a prognostic marker for esophageal
squamous cell carcinoma. Cancer Sci 94:628-632, (2003b).

Sorlie T., Perou C.M., Tibshirani R., Aas T., Geisler S., Johnsen H., et al. Gene
expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor subclasses with clinical
implications. Proc Natl Acad Sci USA, 98:10869-74, (2001).

Sueyoshi T., Jono H., Shinriki S., Ota K., Ota T., Tasaki M., Atsuyama E., Yakushiji T.,
Ueda M., Obayashi K., Mizuta H., Ando Y. Therapeutic approaches targeting midkine
suppress tumor growth and lung metastasis in osteosarcoma. Cancer Letters, 316;
23-30, (2012).

Tanabe K., Matsumoto M., Ikematsu S., Nagase S., Hatakeyama A., Takano T., et al.
Midkine and its clinical significance in endometrial carcinoma. Cancer Sci 99:1125—
1130, (2008)

Tsutsui J., Kadomatsu K., Matsubara S., Nakagawara A., Hamanoue M., Takao S.,
Shimazu H., Ohi Y. and Muramatsu T. A new family of heparin-binding
growth/differentiation factors: increased midkine expression in Wilms’ tumour and
other human carcinomas. Cancer Res, 53: 1281-1285, (1993).

20



21



22



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Dog. Dr. HULYA CETIN SORKUN

Proje No: 1135056

Proje Baslig: Meme Kanseri Tiirlerinde Midkin Ekspresyonunun immiinohistokimyasal ve PCR Analizinin
Kantitatif Karsilastiriimasi ve Serum Midkin Seviyesi

Proje Turl: Hizli Destek

Proje Siresi: 12

Arastirmacilar:

ERGUN ERDEM,
SEVGI OZKAN,
METIN AKBULUT,
EMRE TEPELI,
YASAR ENLI

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

PAMUKKALE U. DENIZLI SAGLIK HIZMETLERI MESLEK Y.O.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

01/09/2013 - 01/09/2014

Onaylanan Biitce:

23600.0

Harcanan Blitce:

23599.26

Oz:

Midkine heparin baglayici bir blyime faktértudur. Calismamizin amaci meme kanserli
hastalarda meme dokusunda, ameliyat 6ncesi ve sonrasi serumda MK ekspresyon duzeyini
tespit etmektir.

Calismamizda 61 meme kanserli olgu hasta, 49 saglikli kadin kontrol grubunu olusturdu.

61 hastamizin 44 Gnin meme dokusunda pozitif MK ekspresyonu gézlendi. Meme kanserli
hastalarin timor c¢ikarilmadan énce serum MK seviyeleri kontrol grubundan yuksekti.
Tumorin gikarilmasindan sonra serum MK seviyesi anlamli derecede dismusti.

MK prognostik bir gdstergedir.
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