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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

GOGUS KANSERI VE HiPERLIPIDEMILI KADINLARDA P53 GEN
POLIMORFIZMININ MOLEKULER VE BIYOKIMYASAL CALISMASI

Hadeel Ali Shamkhi AL-HUSSEINAWI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Segil AKILLI SIMSEK
Es Danisman: Dr. Mushtaq TALIB

Gogiis kanseri, kalitimsal, biyokimyasal degisiklikler ve fizyolojik bozukluklarin yani
sira ¢evresel ve yeme aliskanliklarinin etkileri gibi ¢esitli nedenlere bagli oldugu igin
Asyal1 kadmlar, 6zellikle Irakli kadinlar arasinda yaygin bir hastaliktir. Bu ¢alismanin
odagi, en Onemlileri tiroit bozukluklar1 ve kan plazmasindaki lipit seviyeleri olan bu
degisikliklerden bazilarinin arastirilmasina ve ayrica p53 geninin polimorfizmi basta
olmak iizere molekiiler diizeydeki degisikliklerin incelenmesi tizerinedir. 100 kisiden
olusan 6rneklem i¢in goglis kanseri olan kadinlar i¢inden 50 6rnek ve kontrol grubu
olarak saglikli kadnlar i¢inden 50 6rnek alinmistir. Toplam Kolesterol, Trigliseritler ve
lipoproteinlerin ~ konsantrasyonunu  o6lgmek amaciyla biyokimyasal ydntemler
benimsenmis ve tiroit hormonlarinin (T3, T4 ve TSH) konsantrasyonunun ol¢iilmesi
amaciyla ELISA teknigi benimsenmigstir. Etkilenen kadinlarda hem bazi 6nemli
biyokimyasal degisiklikler hem de molekiiler diizeyde degisiklikler olmustur.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

MOLECULAR AND BIOCHEMICAL STUDY OF P53 GENE POLYMORPHISM IN
WOMEN WITH BREAST CANCER AND HYPERLIPIDEMIA

Hadeel Ali Shamkhi AL-HUSSEINAWI

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
Co-advisor: Dr. Mushtaq TALIB

Breast cancer is a common disease among Asian women, especially Iragi women, as it
Is due to a variety of causes, including heredity, biochemical changes, and physiological
disturbances, as well as the effects of environmental and eating habits. The focus of this
study is on investigating some of these changes, the most important of which are thyroid
disorders and lipid levels in blood plasma, as well as examining changes at the
molecular level, particularly the polymorphism of the p53 gene. For the sample
consisting of 100 people, 50 samples were taken from women with breast cancer and 50
samples from healthy women as the control group. Biochemical methods were adopted
to measure the concentration of Total Cholesterol, Triglycerides, and lipoproteins, and
ELISA technique was adopted to measure the concentration of thyroid hormones (T3,
T4, and TSH). Affected women had some significant biochemical changes as well as
changes at the molecular level.
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1. GIRIS

Gogiis kanseri, kadinlar arasinda diinyadaki en yaygin kanser tiirli olmakla beraber her
iki cinsiyette de goriilen akciger kanserinden sonra en yaygin ikinci kanser tiiriidiir.
2012 yilinda, diinya ¢apinda tiim kanserlerin yiizde 25'ini olusturan gogiis kanseri
hastalarina bagli tahmini 1.67 milyon hasta kaydedilmistir. G6giis kanserinin gelismekte
olan bir iilke hastalig1 oldugu inanci, diisiik ve orta gelirli iilkelerde (DOGU’ler) gogiis
kanserlerinin yaklagik yiizde 50'si ve oOliimlerin yiizde 601 goz Oniine alindiginda
degismektedir. Diinya ¢apinda gogiis kanseri vaka sayilari, Giiney Afrika'daki 100.000
kadinda 27'lik diisiik oranlardan, Kuzey Amerika'daki 100.000 kadindan yaklasik
92'sinden Onemli Olgiide degismektedir (Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
GLOBOCAN 2012). Bununla birlikte, goriilme sikligt DOGU’lerde giderek artmaktadir
ve bunun yani sira rahim agzi kanseri de en sik teshis edilen kanser tiirii olarak kabul

edilmektedir (Ferlay et al. 2010, Agba et al. 2012).

Molekiiler diizeyde, birgok c¢alisma, malign hiicrelerin stromal ortaminin kritik bir
unsuru olan yag dokularinin, gogiis kanseri hiicreleri lizerinde tiimor tesvik edici
etkilere sahip oldugunu da gdstermistir. Yag dokusu ve adipositlerin timér olusumunu
nasil tesvik ettigine dair birka¢ teori olmakla beraber, bu etkilesimin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz net bir sekilde belirlenmemistir (Park et al. 2014).
Hiicre biitiinligiinii korumada lipitlerin kanserdeki rolii iyi bilinmektedir (Nieman et al.

2013).

Olgun yag dokulari, beyaz yag hiicrelerinin ana hiicre tipidir ve temel olarak viicudun
metabolik homeostazindan sorumludur. Lipitler burada triasilgliserol (TAG) formunda
islenir ve talep edildiginde serbest yag asitleri (FFA) olarak salinir. Yag hiicreleri, enerji
islemeye ek olarak, hormonlari, adipokinleri, sitokinleri ve hiicre proliferasyonunu
salgilayarak diger viicut dokularmma endokrin sinyal gondermede de aktif rol alirlar
(Louie et al. 2013). Gogiis kanseri vakalarinda serum kan lipidlerinde herhangi bir
degisiklik olmasi, temel risklerini artirabilir ve hastaligin degerlendirilmesi ve

teshisinde yardimci olabilir (Kim et al. 2009).



Celiskili bulgularla birlikte kolesterol ve kanser riski arasindaki iligkiyi inceleyen birkag
epidemiyolojik arastirmaciya gore kolesterol ve plazma lipitlerindeki (genellikle
yetersiz beslenme veya obezitenin neden oldugu) degisiklikler, gogiis kanseri de dahil
olmak tlizere kotii huylu tiimorler igin risk faktorleri olarak kapsamli bir sekilde

arastirtlmistir (Danilo and Frank 2012).

Yiiksek plazma kolesteroliiniin goglis kanserindeki rolii ile ilgili bilgiler, farelerde
hiperkolesteroleminin indiiksiyonu gibi gogiis kanseri biiylimesinin artmasiyla
sonuclanan, hiperkolesteroleminin tiimor tesvik edici etkilerini diislindiiren son deneysel
calismalardan da elde edilmistir (Pelton et al. 2014). Baz1 ¢alismalarda gogiis kanseri
riskiyle iligkilendirilen daha diisiik yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL-C) kolesterol
diizeyleri genellikle beraberdir (Kim et al. 2009).

Bununla birlikte, plazma HDL-C ile gogiis kanseri insidansi arasindaki baglantiya dair
kanitlar belirsizligini korumakta ve diisik HDL-C'nin tiimdrijenezi nedensel olarak
tetikleyip tetiklemedigi veya sagliksiz yasam tarzi ve diyet modellerinin biyolojik bir
ongoriiciisii olup olmadigi net degildir (Danilo and Frank 2012). Tiroit disfonksiyonu
ile goglis kanseri (GK) arasindaki iliski {izerine tartismalar vardir. Birkag
epidemiyolojik calisma GK ve tiroit hastaliklar1 arasinda bir baglanti oldugunu
belgelemistir (Goldman 1990). Ayrica tiroit hormonlarimin gogiis epitel hiicre
bliylimesini kontrol etmedeki roliinii gosteren calismalar, tiroit hastaligi ile gogis

kanseri riski arasindaki iliskiyi desteklemektedir (Simon et al. 2002).

Birka¢ calismada ayrica tiroit hormonlarmin kanser gelisimini destekleyebilecegini
gostermis ve ayrica hipotiroidizmin gogiis kanserinin seyrini faydali bir gsekilde
etkiledigine dair klinik kanitlar vardir (Cristofanilli et al., 2005, Sogaard et al. 2016).
Tiroit hormonlari, memelilerin biiylimesini, hiicre farklilagmasin1 ve metabolizmasini
kontrol etmede rol oynar, 6zellikle gogiis kanseri olanlar (GK) dahil olmak iizere insan
timorlerinden izole edilmis ¢ekirdekler, (T3) i¢in yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri
tanimlanmistir, bu da tiroid hormonlarinin hiicresel diizeyde GK {iretiminde bir rol
oynayabilecegini gostermektedir (Ditsch et al. 2010). T3"in, epitelyal biiyiime faktorii

reseptorii (EGF-r) gen ekspresyonunu artirarak insan hiicrelerinin belirli hatlarinda



mitojenik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. GOgiis hiicrelerinde, gen
transkripsiyonu ve hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan 6strojen yanit 6gesi (ERE) de
T3 tarafindan tetiklenebilir (Hall et al. 2008). Benzer sekilde tiroksin (T4), Ostradiol
gibi MAPK yolunu uyarabilir ve béylece hiicre ¢ogalmasi tesvik edebilir (Oh et al.
2005). Ek olarak, gogiis hiicreleri tizerinde benzer bir etkinin tiroid uyarici hormon
(TSH) oldugu bulunmustur. TSH reseptorleri yakin zamanda BC dokusunda RT-PCR
kullanimiyla taninmustir (Tang et al. 2004).

Protein p53 tliimo6r baskilayici, genom biitlinliigliniin korunmasinda o6nemli bir
oyuncudur ve kanserin gelismesine karst korunmada koklii bir role sahiptir. P53
yolunun anormal islevi, goglis kanseri gibi bir¢cok insan kanserinin ayirt edici bir
ozelligidir (Vousden and Lane 2007). P53'in aktivitesinde dramatik bozukluklara
neden olan P53 gen mutasyonlar1 genellikle gogiis kanserinde goriilmekte ve klinik

fenotiplerle iliskilendirilmektedir (Whibley et al. 2009).

Kodon 72'nin polimorfizmi, genel popiilasyonda arginin R72'yi bir praline P72
dontistiiren normal bir degisikliktir ve protein yapisinda biiyiik bir degisiklige neden
olur (Mantovani et al. 2019). Hiicresel ve molekiiler diizeyde, Arg alelinin Pro
allelinden farkli 6zelliklere sahip oldugunu gosteren artan bir kanit kiitlesi vardir (Khan
et al. 2015). P53 kodon 72 polimorfizmi ve gogiis kanseri vakasi arasindaki baglantiyi

kesfetmek icin birgok insan 6rneginde ¢esitli deneyler yapilmistir.

Pek cok caligma, R72 p53 allelinin artmis gogilis kanseri riski ile iligkili oldugunu
bulmustur (Petitjean et al. 2007). ikinci pozisyonda ekson 4'te kodon 72'de G
niikleotidinin C niikleotidine bir transversiyon polimorfizmi, arginin yerine prolin
olusumuna katkida bulunan en yaygmn olarak ¢alisilan SNP'dir (Pro72 protein
varyantlari), (Zhang et al. 2009).

Calisma hipotezi, goglis kanseri hastasi olan kadinlarin serum kolesterolii ve serum
lipoproteinindeki degisikliklerden muzdarip olabilecegini igermistir. Ek olarak, bu
degisiklikler bu genlerin polimorfizm tiirii ile ilgili olabilir. Bu calisma, p53 gen

polimorfizmi ve Goglis Kanseri arasindaki olas iligkiyi arastirmayi, gégiis kanseri ile



lipid profili ve p53 gen polimorfizm diizeyleri arasindaki iligkiyi arastirmay1 ve gogiis

kanserli kadinlarda tiroid diizeylerini degerlendirmeyi amaglamaktadir.



2. KURAMSAL BiLGILER

2.1 Gogiis Kanseri

Gogiis kanseri, lobiil ad1 verilen siit iireten bezler ve lobiilleri gégiis ucuna baglayan
kanallar igeren gogiis dokusunda baslar. Goglisiin geri kalani yagli, bag ve lenfatik
dokulardan olusur. Go6gilis kanseri tipik olarak bir tarama muayenesi sirasinda,
semptomlar gelismeden once veya semptomlar gelistikten sonra, bir kadin bir yumru
hissettiginde tespit edilir. Mamografide goriilen kitlelerin ¢ogu ve gogis kitlelerinin
¢ogu, kontrolsiiz bir sekilde biiyiimeyen, yayilmayan ve hayati tehdit etmeyen kanserli
olmayan topaklardir. Klinik gogiis muayenesi veya goglis goriintiilemeden sonra
kanserden siipheleniliyorsa, gogiis dokusunun mikroskobik analizi ve biyokimyasal
testler gereklidir. Bu, kesin bir tan1 saglar, yayilmayi (insitu veya invazif) belirlemeye

yardimci olur ve hastaligin modelini karakterize eder.

2.2 Gogiis Kanserinin Genel Tiirleri

2.2.1 In Situ Ductal Karsinom (DCIS)

DCIS, gogiis kanallarim1 kaplayan hiicrelerde baslayan anormal gogiis degisiklikleri
spektrumudur. DCIS, anormal hiicreler ortaya ciktiklar1 hiicre katmaninin otesine
biiylimedigi i¢in, gdglis kanserinin invazif olmayan bir formu olarak kabul edilir. 2006-
2010 yillar1 arasinda teshis edilen in situ vakalarm yaklasik %83'linii olusturan en
yaygin in situ gogiis kanseri tiriidir. DCIS, invaziv kansere ilerleyebilir veya
ilerlemeyebilir; aslinda, bu tiimorlerin bazilar1 yavag biiyiidiigii i¢in tedavi olmasa bile
bir kadinin saghigini etkilemeyecek durumdadir. Calismalar, DCIS vakalarinin yaklasik
licte birinin ve muhtemelen daha fazlasinin, tedavi edilmezse, invaziv kansere
ilerleyecegini gostermektedir (Allred et al. 2010) DCIS'nin, invaziv kansere niiks etme
veya ilerleme olasilig1 en yiiksek olan alt tiplerinin belirlenmesi aktif bir arastirma

alanidir (Solin et al. 2013).



2.2.2 1In Situ Lobiiler Karsinom (LCIS, lobiiler neoplazi olarak da bilinir)

LCIS gergek bir kanser veya prekanser degildir, ancak invaziv kanser gelistirme riskinin
arttiginin bir gostergesidir. LCIS, DCIS'den ¢ok daha az yaygindir ve 2006-2010
doneminde teshis edilen kadin in situ gégiis kanserlerinin yaklasik %12'sini olusturur.
Diger in situ gogiis kanserleri hem duktal hem de lobiiler karsinom 6zelliklerine sahiptir

veya bilinmeyen kokenlere sahiptir (Edge et al. 2010).

2.3 Gogiis Kanseri icin TNM Siniflandirmasi

Kanser icin iki ana evreleme sistemi vardir. Tiimorlerin TNM siniflandirmasi, timor
boyutu ve gbgiis icinde ne kadar yayildig: (T), yakindaki lenf diigiimlerine (N) yayilma
derecesi ve uzak metastazlarin varligi veya yoklugu (uzak organlara yayilma), (M)
hakkindaki bilgileri kullanir (Edge et al. 2010). T, N ve M belirlendikten sonra, O, I, 11,
IIT veya IV evresi atanir; evre 0 in situ, evre I erken evre invaziv kanserdir ve evre IV en
ilerlemis hastaliktir. TNM evreleme sistemi genellikle klinik ortamlarda kullanilir.
Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER) Ozet Evre sistemi daha
basitlestirilmistir ve kanser kayit verilerinin raporlanmasinda ve halk sagligi arastirma
ve planlamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Reis-Filho and Pusztai 2011). Bu

sisteme gore:

1- Lokal evre, gogiis ile sinirli kanserleri ifade eder (TNM evreleme sistemindeki

evre [ ve bazi evre II kanserlere karsilik gelir).

2- Bolgesel evre, cevreleyen dokuya veya yakindaki lenf diiglimlerine yayilmis
tiimorleri ifade eder (genellikle boyuta ve lenf diiglimii tutulumuna bagli olarak evre I1

veya III kansere karsilik gelir).

3- Uzak evre, kopriicik kemiginin {izerindeki uzak organlara veya lenf
diiglimlerine metastaz yapmis (yayilmis) kanserleri ifade eder (Illc ve IV evrelerine

karsilik gelir), (Reis-Filho and Pusztai 2011).



2.4  Gogiis Kanserinin Molekiiler Alt Tiirleri

Gogiis kanseri giderek artan bir sekilde tek bir hastalik degil, farkli molekiiler alt tipler,
risk faktorleri, klinik davraniglar ve tedaviye verilen yanitlarla ayirt edilen bir hastalik
grubu olarak kabul edilmektedir. G6giis kanserinin farkli molekiiler alt tipleri, hem
karmasik hem de maliyetli bir slire¢ olan gen ekspresyon profilleri kullanilarak
tanimlanmistir (Reis-Filho and Pusztai 2011). Molekiiler alt tiplerin daha uygun
yaklasimlari, biyolojik belirtecler kullanilarak tespit edilmistir. Ostrojen Reseptorlerinin
(ER+/ER-), Progesteron Reseptérlerinin (PR+/PR-) ve Insan Epidermal biiyiime faktorii
Reseptor 2'nin (HER2+/HER2-) varligi veya yoklugu dahil olmak iizere, biyolojik
belirtecler kullanilarak molekiiler alt tiplerin daha uygun yaklagimlari belirlenmistir. 6
Molekiiler alt tipler, arastirma amaciyla giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, gogiis kanseri tiiriine gore tedavileri ve gogiis kanseri prognozunu tahmin

etmek i¢in yararliliklart hakkindaki sorular devam etmektedir (Goldhirsch et al. 2011).

2.4.1 Luminal A

Gogiis kanserlerinin yaklasik %40 luminal A'dir, bu da onu en yaygin gogiis kanseri alt
tipi yapar (Perou and Berresen 2011). Bu timoérler ER + ve/veya PR + ve HER2- olma
egilimindedir, yavas biiylir ve diger alt tiplere gore daha az agresiftir. Luminal A
timorleri, kismen hormon reseptorlerinin ekspresyonunun hormonal kars1 olumlu bir
tepkinin Ongoriisii olmasi nedeniyle en uygun kisa vadeli prognoz ile iliskilidir; ancak,
uzun vadeli sagkalim, diger bazi alt tiplere benzer veya hatta daha diisiiktiir (Blows et

al. 2010).

2.4.2 Luminal B

Gogiis kanserlerinin yaklasik %10 ila %20'si luminal B'dir (Voduc et al. 2010). Luminal
A tliimorleri gibi, ¢ogu luminal B timoérii ER+ ve/veya PR+ 'dir, ancak HER2
ekspresyonu veya yliksek proliferasyon oranlar1 (aktif olarak bdliinen yiiksek sayida

kanser hiicresi) ile ayirt edilirler (Cheang et al., 2009).



2.4.3 Bazal Benzeri

Gogiis kanserlerinin yaklasik %10 ila %20'si bazal benzeri gibidir ve bazal benzeri
gogiis kanserlerinin ¢ogu ER-, PR- ve HER2 olduklar i¢in "i¢lii negatif" olarak
adlandirilir (Voduc et al. 2010). Bazal benzeri tiimorler, Afro-Amerikali kadinlarda,
menopoz Oncesi kadinlarda ve BRCA1 gen mutasyonu olanlarda daha yaygindir (Perou
and Berresen 2011). Bazal benzeri gogilis kanseri teshisi konan kadinlar, diger gogiis
kanseri tiirleriyle teshis edilenlere gore daha zayif bir kisa vadeli prognoza sahiptir,

¢linkii bu tlimorler icin hedefe yonelik tedaviler yoktur.

2.4.4 Zenginlestirilmis HER2

Gogis kanserlerinin yaklasik %10'u fazla HER2 (biiyiimeyi destekleyen bir protein)
tiretir ve hormon reseptorlerini (ER- ve PR-) ifade etmez. Bazal benzeri alt tiire benzer
sekilde, bu kanserler diger gogiis kanserlerinden daha agresif bir sekilde biiylime ve
yayilma egilimindedir ve ER+ goglis kanserlerine kiyasla daha kotii kisa vadeli
prognozla iliskilidir (Blows et al. 2010). HER2 + kanserleri i¢in terapiler, HER2 asir1

ekspresyonunun ters prognostik etkisinin ¢cogunu tersine gevirmistir.

2.5 Risk Faktorleri

Cinsiyet, yas, aile dykiisii, erken menars ve ge¢ menopoz gibi bilinen gogiis kanseri risk
faktorlerinin ¢ogu degisiklige ugramaz, yani degistirilemezler. Bununla birlikte,
menopoz sonrast obezite, kombine Ostrojen ve progestin menopozal hormonlarin
kullanimi, sigara i¢imi ve alkol tiikketimi dahil, artmis gogilis kanseri riskiyle iliskili
diger faktorler degistirilebilir. Birgok risk faktorii, gogiis dokusunun hormonlara yasam
boyu maruziyetini etkiler (erken menars, ge¢c menopoz, obezite ve hormon kullanimi).
Ureme hormonlarmin, hiicre ¢ogalmasini artirarak gdgiis kanseri riskini etkiledigi,
boylece DNA hasari olasiligini ve kanser biliylimesini artirdigi diisiiniilmektedir. Gogiis
kanseri i¢in bilinen risk faktorlerinin cogu, 6zellikle ER+/luminalA alt tipi ile iligkilidir;
ER- ve {i¢lii negatif (bazal benzeri) gogiis kanserleri i¢in risk faktorleri hakkinda daha

az sey bilinmektedir. Gogiis kanseri riskini azaltmaya yardimci olabilecek stratejiler



arasinda kilo alimi1 ve obeziteden kaginmak, diizenli fiziksel aktivite yapmak ve alkol
alimint en aza indirmek yer alir (Kushi et al. 2012). Uzun siire emzirmeyi segen
kadinlar (arastirmalar, bir yi1l veya daha fazla) gogiis kanseri riskini de azaltabilir.
Kadinlar, menopoz semptomlar1 i¢in tedavi seceneklerini degerlendirirken Gstrojen ve
progestin kullanimiyla iligkili artmis g6giis kanseri riskini goz dniinde bulundurmalidir.
Tamoksifen veya raloksifen ile tedavi, yliksek risk altindaki kadinlar arasinda gogiis
kanseri riskini de azaltabilir. Gogiis kanseri risk faktorleri, gégilis kanseri riskini

azaltabilecek faktorlerle birlikte asagida tartisiimaktadir.

2.5.1 Kisisel ve Aile OyKiisii

2.5.1.1 Gégiis Kanserinin Aile OyKkiisii

Ozellikle birinci dereceden bir akrabada (anne, kiz kardes, kiz, baba veya erkek kardes)
gbgiis kanseri aile Oykiisli olan kadinlar g6giis kanserine yakalanma riski altindadir;
birden fazla birinci derece akrabada gdgiis kanseri gelismisse bu risk daha yiiksektir.
Aile oykiislii olmayan kadinlarla karsilastirildiginda, gogiis kanseri riski birinci derece
kadin akrabasi olan kadinlarda 1,8 kat, iki akrabasinda olan kadinlarda yaklasik 3 kat ve
li¢ veya daha fazla akrabasi olan kadinlarda yaklasik 4 kat daha yiiksektir (Bray et al.
2018). Etkilenen akrabaya gen¢ yasta teshis konuldugunda risk daha da artar. Bir veya
daha fazla birinci derece akrabasi olan kadinlarin ¢ogunun asla gogiis kanseri
gelistirmeyecegini ve gogiis kanserine yakalanan kadinlarin ¢ogunun ailesinde hastalik
Oykiisii olmadigini belirtmek o©nemlidir. Ailede yumurtalik kanseri oykiisli, hem
erkeklerde hem de kadinlarda artan gdgiis kanseri riski ile iliskilidir. Yakin ailelerinde
veya ebeveynlerinden birinin genis ailesinde goglis veya yumurtalik kanseri dykiisii
olan kadinlar, bunu doktorlariyla goriigmeli zira kansere genetik yatkinligin varligina

isaret edebilir (Lamy et al. 2018).

2.5.1.2 Genetik Egilim

Gogiis kanseri vakalariin %S5 ila %10'unun, gogiis kanserine duyarlilik genleri BRCAT1

ve BRCA2'de bulunanlar da dahil olmak iizere kalitsal mutasyonlardan kaynaklandig:



tahmin edilmektedir. Bu mutasyonlar, genel popiilasyonun %]1'inden daha azinda
mevcuttur, ancak Askenazi (Dogu Avrupa) Yahudi kokenli olanlar gibi belirli etnik
gruplarda daha sik goriiliir (Evans et al. 2020). Bu mutasyonlara sahip kadinlarda gogiis
kanseri riskine iliskin tahminler degiskenlik gostermektedir; 70 yasina gelindiginde,
BRCA1 mutasyonlar1 olan kadinlarin %44 ila %78'i ve BRCA2 mutasyonlar1 olan

kadinlarin %31 ila %56's1 gogiis kanseri gelistirecektir (Newman et al. 2012).

Ailesel gogiis kanserlerinin yalnizca yaklasik %15-20'si BRCALl veya BRCA2 gen
mutasyonlarma atfedilir (Turnbull and Rahman 2008). Daha az artmis gogiis kanseri
riskiyle iligkili diger kalitsal durumlar arasinda Li-Fraumeni ve Cowden sendromlar1 ve
bir dizi daha yaygin genetik mutasyon bulunur. Bu mutasyonlar, hem ebeveynden hem
de erkek cocuklardan ve kizlardan miras alinabilir. Ek olarak, genetik koddaki diisiik
riskli varyasyonlar gogiis kanseri riskini etkileyebilir. Bilim adamlari, ailelerde gogiis
kanseri olusumunun ¢ogunun, yasam tarzi faktorleri ve bir aile i¢inde paylasilabilecek
bu diisiik riskli varyasyonlar arasindaki etkilesimden kaynaklandigina inaniyor. Bazi
BRCA mutasyonlarinin yan sira gogiis kanserinin kalitsal formlarindan sorumlu birgok
aile kanseri sendromunu tanimlamak i¢in molekiiler testler ticari olarak mevcuttur;

ancak bu testlerin yorumlanmasi ve tedavi kararlar1 karmasiktir (Robson et al. 2010).

2.5.1.3 Gogiis Kanserinin Kisisel Oykiisii

Gogiis kanseri Oykiisii olan kadinlar, yasamlari boyunca birden fazla kez gogis
kanserine yakalanma riski altindadir. Teshis daha gen¢ yasta ise risk daha yiiksektir.
Erken baslangicli gogiis kanseri teshisi konan kadinlarda (<40 yas) sonraki gogiis
kanseri riski neredeyse 4,5 kat artmistir (American Cancer Society 2009). BRCA1 ve
BRCA2 genlerindeki mutasyonlar gibi genetik yatkinlik, 6zellikle genc yasta teshis
konulan kadinlar arasinda, muhtemelen sonraki gogiis kanseri riskinin bir kismina

katkida bulunur (Schottenfeld et al. 2006).
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2.5.1.4 In Situlobiiler Karsinom

Bu nadir goriilen durum, gogiisiin lobiillerinde veya siit iireten bezlerinde olusan
anormal hiicrelerin sonucudur. LCIS nadiren invaziv kanser haline gelse de, LCIS'li
kadinlarin her iki gogiiste de invaziv kanser gelistirme olasiligi, LCIS'siz kadinlara gore
7 ila 12 kat daha fazladir. LCIS genellikle bir mamogramda goriinmez ve tipik olarak
anormal bir mamogram gibi baska bir nedenle yapilan bir biyopsi sirasinda kesfedilir.
Saf LCIS, DCIS ve pleomorfik LCIS'den ayirt edilmelidir, ¢iinkii bu kosullarin her ikisi
de gogiis kanseri i¢in Oncii lezyonlar olarak kabul edilir ve kansere yonelik tedavi

gerektirir (Kilbride and Newman 2010).

2.5.1.5 Iyi Huylu Gégiis Hastalig

Bazi iyi huylu gogiis rahatsizliklar1 gogilis kanseri riskiyle baglantilidir. Doktorlar
genellikle bu kosullar1 risk derecesini yansitan 3 genel gruba ayirirlar: proliferatif
olmayan lezyonlar, atipi olmayan proliferatif lezyonlar (anormal hiicreler veya hiicre
modelleri) ve atipli proliferatif lezyonlar. Proliferatif olmayan lezyonlar, gogiis
dokusunun agir1 biiylimesi ile iligkili degildir ve gogiis kanseri riski iizerinde ¢ok az
etkisi vardir veya hi¢ yoktur. Hicbir proliferatif lezyonun ornekleri arasinda fibroz
(fibrokistik degisiklikler olarak da bilinir), basit Kistler ve hafif hiperplazi yoktur. Atipi
olmayan proliferatif lezyonlar, gogiis kanseri riskinde kiiciik bir artisla (bu lezyonlardan
birine sahip olmayanlarin riskinin 1,5 ila 2 kati1) iligkilidir ve atipik olmayan veya
olagan duktal hiperplazi ve fibro adenomu igerirler. Atipili proliferatif lezyonlar,
ortalama riskten dort ila bes kat daha yiliksek gogiis kanseri riski ile iligkilidir (Kabat et
al. 2010). Bunlar arasinda Atipik Duktal Hiperplazi (ADH) ve Atipik Lobiiler
Hiperplazi (ALH) bulunur. Kadmlar, iyi huylu gogiis biyopsi sonug¢larinin ayrintili
kayitlarint  tutmalidir, ¢linkii bu  bilgiler risk degerlendirmesi, tarama ve

kemoprevansiyon danigsmanlig1 ve risk azaltma stratejileri i¢in degerlidir.
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2.5.1.6 Gogiis Yogunlugu

Yiiksek gogiis dokusu yogunlugunun (gogiisdeki yag dokusuna gore gogiis ve bag
dokusu miktariin mamografik bir gostergesi), gogiis kanseri gelisimi icin gigcli,

bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (Tamimi et al. 2007).

Yas, menopoz durumu, belirli ilaglarin kullanimi1 (menopozal hormon tedavisi gibi),
hamilelik ve genetik gibi bir dizi faktér gogiis yogunlugunu etkileyebilir. GoOgiis
yogunlugu kalitsal genetik faktorlerden etkilenir, ancak yasla birlikte azalir ve hamilelik

ve menopoz ile daha da azalir (Ursin et al. 2009).

Yiizde gogiis yogunlugu, daha yiiksek yagli doku orani nedeniyle viicut agirlig1 yliksek
olan kadinlar arasinda genellikle daha diistiktiir (Harriset et al. 2011).

Tamoksifen (yogunlugu azaltir) ve kombine menopozal hormon tedavisi (yogunlugu

artirir) dahil olmak {izere bazi ilaglar gogiis yogunlugunu etkiler (Boyd et al. 2011).

Gogiis kanseri riski artan gogiis yogunlugu ile artar; Gogiis yogunlugu ¢ok yiiksek olan
kadinlar, gogiisleri daha az yogun olan kadinlara gore dort ila alt1 kat daha fazla gogiis
kanseri riskine sahiptir (Cummingset et al. 2009). Ayrica, yogun gégiis dokusu i¢in

g0giis kanserinin mamografik tespiti bozulmustur.

Baz1 eyaletlerde, kadinlarin mamogramlarindaki diger bulgularla birlikte, ortalamanin
tizerinde gogiis dokusu yogunluguna sahip olmalari durumunda bilgilendirilmelerini
gerektiren yasalar vardir. Ayrica bazi eyaletler, yogun gdgiislii kadinlara ek taramadan
fayda gorebileceklerinin sdylenmesini de talep etmektedir (Brower et al. 2013). Ancak
su anda yogun gogiisleri olan kadinlarda gogiis kanserini taramak i¢in mamogramlara
ek olarak, varsa, bagka hangi testlerin yapilmasi gerektigi konusunda uzman goris

birligi bulunmamaktadir.
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2.5.1.7 Endojen Hormon Seviyeleri

Yiiksek seviyelerde endojen hormonlara (viicutta dogal olarak iiretilen Ostrojen veya
testosteron) sahip menopoz sonrasi kadinlar, en diisiik seviyelere sahip kadinlara kiyasla
gogiis kanserine yakalanma riskinin yaklasik iki katidir (Fuhrman et al. 2012). Yiiksek
dolasimdaki hormon seviyeleri, menopoz sonrasi obezite ve alkol kullanim1 gibi diger
gbgiis kanseri risk faktorleri ile iligkilidir ve bu faktorlerin etkilerini yansitabilir (Key

2011).

Menopoz oOncesi kadinlarda iliski daha az agiktir, bu muhtemelen adet dongiisii
sirasinda degisen hormon seviyelerini Olgmenin karmagikligin1 yansitir. Bununla
birlikte, premenopozal kadinlarda yiiksek testosteron seviyelerini gogiis kanseri riskine

baglayan artan kanitlar vardir (Zeleniuch et al. 2012).

Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, toplam ve serbest testosteronun en yiiksek beste
birlik dilimlerinde yer alan menopoz 6ncesi kadinlarin, en diisiik beste birlik dilimlerde
yer alan kadinlara kiyasla %80 daha fazla goglis kanseri riskine sahip oldugu
bildirilmistir (Zeleniuch et al. 2012). Ayrica menopoz oncesi kadinlarda g6giis kanseri

riskinde hafif bir artisla iliskilendirilmistir (Walker et al. 2011).

2.5.1.8 Hamilelik ve Emzirme

Ik tam siireli gebelikte daha gen¢ yas (<30 yas) ve daha fazla sayida gebelik, uzun
vadede gogiis kanseri riskini azaltmakta; bununla birlikte, 6zellikle ilk dogumda daha
yasl olan kadinlar arasinda, tam siireli bir hamileligi takiben go6giis kanseri riskinde
gecici bir artis oldugu goriilmektedir (Yang et al. 2011). Gebelikle ilgili risk faktorleri
hormonla daha gii¢lii bir sekilde iligkili goriinmektedir- hormon reseptorii negatif ise

gogiis kanseri var demektir (Phipps et al. 2011).

Cogu calisma, bir y1l veya daha uzun siire emzirmenin bir kadinin genel gogiis kanseri

riskini biraz azalttigimi gostermektedir. Bazal benzeri gdgiis kanserleri i¢in koruyucu
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etki daha biiyiik olabilir. Daha uzun siire emzirme, daha fazla risk azaltma ile iliskilidir.
30 tilkede yapilan 47 calisman gozden gegcirildiginde, her 12 aylik emzirme igin gogiis
kanseri riski %4,3 azalmistir (Faupel et al. 2013).

Bu etkinin olas1 bir agiklamasi, emzirmenin menstriiasyonu engelledigi ve bdylece
yasam boyu adet dongiisii sayisin1 azalttigi olabilir. Bir baska olas1 agiklama, emzirme

ve siitten kesmeyi takiben gogiiste meydana gelen yapisal degisikliklerle ilgilidir.

2.6 Lipit Profili

Lipitler, wviicutta bircok fizyolojik fonksiyona hizmet eden biyomolekiillerdir.
Kimyasal yapilarina, yani triasilgliserol, kolesterol, glikolipitler ve fosfolipidlere gore

genel olarak dort gruba ayrilabilirler (Bishop et al. 2005).

Lipitler, adrenal ve gonadal steroidler ve safra asitleri (kolesterol) i¢in Onctiler olarak ve
hiicre dis1 ve hiicre i¢i haberciler (6rnegin; prostaglandinler ve fosfatidil inositol) olarak

depolanmis besinlerin (triasilgliserol) ana formu olarak islev goriir (Robert et al. 2002).

Lipid profili, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-C), yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol (HDL-C) ve trigliseritler (TG) gibi kandaki farkli lipid
seviyelerini tanimlar (Mann et al. 2014). Artan LDL kolesterol seviyeleri, kandaki
yiiksek lipid igerigi nedeniyle kardiyovaskiiler hastalik riskini artirirken, yiiksek HDL
kolesterol, saglikli bir kardiyovaskiiler sistemi gostermektedir (Carroll et al. 2012).

Fazla TG, bagimsiz olarak kardiyovaskiiler hastalikla iligkilidir (Luz et al. 2008) ve
yiyeceklerde veya diger enerji kaynaklarindan alinan yaglardan elde edilir. Cok diisiik
yogunluklu lipoprotein, TG ile iligkilendirilir ve normal LDL kolesterolii olan kisilerde
bile kardiyovaskiiler risk ile bagimsiz olarak iliskilidir. Serum trigliseridindeki artisla

birlikte viicut yagi artmistir (Hossain and Goodarzi 2014).

14



Diisiik yogunluklu lipoprotein, kolesterolii karacigerden viicudun gesitli bolgelerine
tagtyan kolesteroliin kandaki baslica tasima bicimini olusturur. Arterlerde fazla
kolesterol biriktigi i¢in LDL-C genellikle kotii kolesterol olarak bilinmektedir (Greene
et al. 2012).

Hem adipoz hem de glikoz tasinmasi igin kullanilan kan lipitleri ve membran iiretimi
icin kullanilan lipoproteinler, insiilin direnci, iltihaplanma, oksidatif stres yollari
vasitastyla karsinogenezde ve kanser hiicrelerinde sinyal molekiilleri tiretmekle
su¢lanmaktadir (Ackerman and Simon 2014). Beslenme degisiklikleri gibi kanserin
onlenmesi i¢in saglikli yasam tarzi degisikliklerinin oldugu gosterilmistir (Febbraio
2017). Egzersiz ve sigaray1 birakmak, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterolii
artirmada etkilidir (Criqui et al. 1980).

Metabolik sendromun Onemli bir bileseni olan dislipideminin, prostat kanseri,
yumurtalik kanseri ve bobrek kanseri gibi farkli kanserlerin karsinogenezinde 6nemli bir

rol oynadig1 bildirilmistir (Zhang et al. 2015).

Gogiis kanserinde iyi hazirlanmis birka¢g metabolomik ve lipidomik ¢alisma, lipitler ile
goglis kanseri teshisi ve ilerlemesi arasindaki iliskiyi gostermistir (Hilvo et al. 2011).
Bununla birlikte, bu ¢alismalarin cogunun odak noktasi, kanser hastalarinda toplam lipit
seviyeleri olmustur ve bunlardan sadece birkagi, iyi huylu gogiis hastaliklart olan

hastalarla ylriitiilmiistiir.

Yang ve arkadaglari tarafindan yapilan iyi huylu gogiis hastaligi hastalarin1 da igeren,
plazma lipid profillerinin yeni kapsamli bir degerlendirmede, gogiis kanseri
hastaliklarinda lipid belirteglerinin tanisal etkinligini de gosterilmistir (Yang et al.
2015).

Insiilin ve glisemi durumunu yansitan trigliserid seviyeleri, hipergliseminin ve/veya
hiperinsiilineminin tiimdr tesvik yollar1 lizerindeki karmagik dolayl etkilerini de ifade

edebilir. Insiilin kanser baglantisinin mekanizmasinin, temel olarak, giiclii bir mitojen
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olan serbest insiilin benzeri biiylime faktorii-1 {retiminin artmast ve timor
anjiyogenezinde hiicre hayatta kalmasina yol agan anahtar bir faktdr olan adipositten
tiiretilmis vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ile iliskili oldugu varsayilmistir

(Gialamas et al. 2011).

2.7 Lipit ve Gogiis Kanseri

Son calismalar, farkli kanser tiirlerinin prognozunda lipid seviyelerinin degistigini
bildirmistir (Cvetkovic et al. 2009). Ornegin, agiz kanserlerinde kolesteroliin azalmasi,
kanserli lezyonlarin ilerlemesi i¢in endise vericidir (Singh et al. 2013). Lipit seviyeleri
ile kanser ilerlemesi arasindaki iliski ile ilgili karsit sonuglar, tiimoriin tipine ve ayrica
kanser ilerlemesiyle iliskili lipitlerin patofizyolojik roliine baglh gibi goriinmektedir.
Lipitler ve lipoproteinlerin gogiis kanseri ile iliskisi belirlenmistir (Llanos et al. 2012).
Ghahremanfard ve arkadaslar tarafindan gogiis kanserleri arasinda serum lipitlerinin
degerlendirilmesi, en yiiksek kolesterol ve lipoprotein seviyelerini ortaya g¢ikarmistir
(Ghahremanfard et al. 2015). Boylelikle, gogiis ve yumurtalik kanserleri dahil
kadinlarda kanserlerin ilerlemesinde artmis serum lipid seviyelerinin 6nemli bir role
sahip olabilecegi, diisiik lipit ve lipoprotein seviyelerinin ise mide kanserini ayirt etmek
icin markor olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Daha yiiksek yag tiiketimi,
dolagimdaki Ostrojen seviyelerini artirir, artan proliferasyon ve hiicre hasar1 kanserin

biiylimesi iizerinde dogrudan etkilidir (Bertone et al. 2002).

Kolesterol ve yiiksek HDL seviyeleri ile artmis gogiis kanseri riski arasinda bir iliski
oldugu bulunmustur (Ghahremanfard et al. 2015). Baska bir ¢aligmada, diisiik HDL,
artmis postmenopozal gogiis kanseri riski ile iliskilendirilmistir (Furberg et al. 2004).
Bu nedenle, serum HDL seviyesi ile gogiis kanseri riski arasindaki iliski, menopoz
durumundan potansiyel olarak etkilenmis gibi goriinmektedir. Bdylelikle premenopozal
hastalarin ortalama HDL diizeylerinin eslestirilmis kontrol grubundakilere gore daha
diisiik oldugu, menopoz sonrasi hastalarin ise kontrol grubundakilere gore daha yiiksek
diizeylere sahip oldugu bildirilmistir (Saha et al. 2013). Ilging bir sekilde, serum lipid

ve lipoprotein profilindeki degisiklikler sadece bazi kanser tiirlerinin varligiyla
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baglantili olmamakla beraber, ayn1 zamanda yiiksek LDL seviyesi ile artmig lenf nodu

metastazi riski arasinda dogrudan bir korelasyon vardir (Ghahremanfard et al. 2015).

2.8 Tiroid Hormonlar

Tiroid hormonlar1 (TH) farklilagma, biiyiime ve metabolizmada kritik rol oynar.
Nitekim TH, oksijen tiiketimi ve metabolik hiz tlizerinde 6nemli etkilerle birlikte
neredeyse tiim dokularin normal islevi i¢in gereklidir (Giustarini et al. 2006). Tiroid
bezi bozukluklari, en sik goriilen endokrin hastaliklar arasindadir. Ayrica, iyot
eksikligine bagl endemik kretinizm, gelismekte olan iilkelerde bir halk saglig1 sorunu
olmaya devam etmektedir. TH sentezi ve salgilanmasi, hipotalamus, hipofiz bezi ve
tiroid bezini (hipotalamik/hipofiz/tiroid (HPT) ekseni) iceren bir negatif geri besleme
sistemi tarafindan zarif bir sekilde diizenlenir (Shupnik et al. 1989). H'ler, T4 ve daha
giiclii T3, tiroid bezinde sentezlenir. Iyodiir, Na+ / | simporter (NIS) tarafindan aktif

olarak tiroide tasinir ve konsantre edilir (Dai et al. 1996).

Yakalanan iyodiir, hidrojen peroksit varliginda tiroid peroksidaz (TPO) ile oksitlenir ve
bir glikoprotein, tiroglobulinin (Tg) tirozin kalintilarmma dahil edilir. Tg tizerinde
bulunan spesifik tirozinlerin bu iyotlanmasi, T4 ve T3 olusturmak i¢in enzimatik olarak
birlestirilen monoiyodine ve diiyodine kalintilar (MIT, monoiodo-tirozinler; DIT,
diiyodo-tirozinler) verir. MIT, DIT, T4 ve T3 igeren iyotlu Tg daha sonra tiroid
folikiiler hiicrelerinin liimeni ic¢indeki kolloidde hiicre disi bir depolama polipeptidi
olarak depolanir. TH'lerin sentetik yolundaki genetik kusurlar insanlarda tanimlanmigtir
ve iyotlu ortamlarda konjenital hipotiroidizmin baslica nedenleridir (De Vijlder et al.
1997).

Toplam serum T4, serum T3'ten 40 kat daha yiiksek oldugu i¢in salinan TH'nin ¢ogu T4
formundadir. Toplam serum T4'lin yalnmzca 9%0,03'i serbesttir (baglanmamis), geri
kalani tiroksin baglayici globulin (TBG), albiimin ve tiroid baglayici prealbumin gibi
tasiyici proteinlere baglidir. Toplam serum T3'lin yaklasik %0,3"0 serbesttir, geri kalani
TBG ve albiimine baghdir. Hedef hiicrelere giren ve biyolojik bir yanit {ireten serbest

THdir. T3 dretimi i¢in ana yol, deiyodinazlar tarafindan T4'tin dig halkasinin 5'-
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deiyodinasyonudur ve dolasgimdaki T3'in c¢ogunu olusturur (Kopp 2000). Tip I
deioidinaz, karaciger ve bobrek gibi periferik dokularda bulunur ve dolagimdaki T4'iin
cogunun T3'e doniisiimiinden sorumludur. Tip II deiyodinaz beyin, hipofiz ve
kahverengi yag dokusunda bulunur ve hiicre i¢i kullanim i¢in Oncelikle T4l T3'e
doniistiiriir (Kohrle et al. 2000). Oncelikle plasenta, beyin ve ciltte bulunan tip I
deiyodinaz ve tip Il deiyodinaz ile 5'-deiyodinasyon, TH'nin inaktivasyonunda anahtar
adim olan ters T3 (rT3) olusumuna yol agar. T3 ve T3 ayrica karacigerde deiyodine
edilebilir ve safrada bosaltilmadan 6nce siilfo ve glukuronid konjuge edilir (Larsen and

Berry 1995).

2.9 Tiroid ve Lipit

Tiroid hormonunun lipit metabolizmasinin diizenlenmesindeki rolii, tiroid durumu ile
viicut agirhigi arasinda bir iliski tespit edildiginden beri ilgi konusu olmustur. Viicut
yagi, tiroid durumu ve metabolizma arasindaki iliski, bazal metabolik hizlarin
Ol¢iilmesiyle saglam bir sekilde kurulmustur (Johansen et al. 1998). Bu calismalar,
hipertiroidizmin metabolik hizdaki (oksijen tiiketimi) bir artisla iliskili oldugunu ve
hipotiroidizmin metabolik hizdaki diisiisle iliskili oldugunu agikca gostermistir. Dahasi,
metabolik hizdaki degisiklikler, lipit ve karbonhidrat metabolizmasindaki degisikliklerle
iliskilendirilmistir (Sestoft et al. 1990). Bununla birlikte, bu degisikliklere yol agan
mekanizmalar karmagiktir zira tiroid durumundaki degisiklikler birden ¢ok sistemi ve

birden ¢ok hedef dokuyu etkilemektedir.

Tiroid hormonu, hem yag sentezi (lipogenez) hem de lipoliz oranini diizenler
(Blennemann et al. 1995). T3, asetil CoA karboksilaz, malik enzim, glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz ve yag asidi sentazi gibi anahtar lipojenik enzimleri indiiklemektedir

(Perez-Castillo et al. 1993).

Bu genlerin ekspresyonu, yiiksek karbonhidrathi diyet, insiilin ve CAMP gibi diger
faktorler tarafindan da modiile edilmektedir (Oppenheimer et al. 1991).
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Arastirmacilar, lipojenik yoldaki enzimlerin hem karaciger hem de yag dokusunda tiroid
hormonu tarafindan diizenlendigini gostermistir. Dahasi, tiroid hormonu ve diyetteki
sakarozun bu enzimlerin igerigini kontrol etmek i¢in sinerjik bir sekilde hareket ettigini
gosterdiler (Cary and Mariash 2003). Daha yeni teknolojilerin ortaya g¢ikmasiyla,
yukarida tartisilan bazi tartismali konulara cevap bulunacaktir. Bu meselede
aragtirmacilar, tiroid halinin in vivo lipoliz iizerindeki etkisini incelemek i¢in yeni bir
mikrodiyaliz tekniginden yararlanmaktadirlar. Lokal norepinefrin (NE) salinimini
Olctiiler ve adipositteki (NE) konsantrasyonlarinin 6tiroid kontrollere kiyasla hipertiroid
hastalarinda daha yiiksek ve hipotiroid hastalarinda anlamli 6l¢iide daha az oldugunu

gosterdiler (Haluzik et al. 2003).

TH, karaciger fonksiyonu iizerinde, lipogenez ve lipoliz diizenleyen enzimlerin yani sira
oksidatif siireglerin uyarilmasi dahil olmak iizere bir¢ok etkiye sahiptir. Diizenlenen
lipojenik enzimlerin bazilar1 malik enzim, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve yag asidi

sentazdir (Oppenheimer et al. 1995).

Yillardir hipotiroidizmin, yliksek serum orta ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterol konsantrasyonlar: ile hiperkolesterolemi ile iligkili oldugu kabul gérmiistiir
(Brent 1994). Bu etkilerin ana mekanizmasi, azalmigs LDL reseptorlerinden kaynaklanan
diisiik kolesterol klirensi olabilir. Ek bir mekanizma, orta yogunluklu lipoproteinlerin
LDL'ye dontisiimiinii ve yiiksek yogunluklu lipoprotein metabolizmasini azaltan

hipotiroidizmde azalmis hepatik lipaz aktivitesi olabilir (Tan et al. 1998).

2.10 Gogiis Kanseri ve Tiroid Hastahklar:

Aileden gelen egilim, mesleki, lireme ve hormonal faktorlerin yani sira, gogiis kanseri
igin klinik risk faktorii tanimlanmamistir (Vasei et al. 2019). Tiroid hastalig1 ve gogiis
kanseri riski arasindaki baglanti, tiroid hormonlarinin gogiis epitel hiicre biiyilimesini

diizenlemedeki roliinii gosteren ¢aligmalarla desteklenmektedir (Simon et al. 2002).

Saglikli kontrollere gore gogilis kanseri olmus kadinlarda pozitif tiroid peroksidaz

antikorlar1 daha yiiksek oranda goriilmektedir. Bir¢ok laboratuvar calismasinda ytiksek
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tiroid hormon diizeyleri Ostrojen benzeri etkilere sahip oldugundan, tiroid hormon
diizeyleri ve bunlarin g6giis kanseri ve diger kanserlerin ilerlemesi ile iligkisi gegmiste

tutarsiz sonuclarla incelenmistir.

Yakin zamanda yapilan arastirmalar, subklinik veya belirgin hipotiroidizm ile birlikte
yuksek serum Tiroid Uyarict Hormon (TSH) seviyelerinin gogiis kanseri hastalarinin

%10,0 - %19,7'sinde goriildigiinii goéstermistir (Ditsch et al. 2010).

Son epidemiyolojik ¢aligmalar tiroid fonksiyonu ile gogiis kanseri arasindaki iligkileri
tanimlamustir (Journy et al. 2017). Bu, hormonun bu kanser tiiriinii destekleyebilecegini

gostermektedir.

Hipotiroidizmin gdgiis kanserinin seyrini faydali bir sekilde etkiledigine dair klinik
kanitlar da mevcuttur (Sogaard et al. 2016). Hormon, ozellikle L-tiroksin, T4, gogiis
kanseri hiicreleri i¢in in vitro proliferatif bir faktordiir ve Ostrojen, tiroid hormonu, bu
reseptorili tastyan gogiis kanseri hiicrelerinin niikleer dstrojen reseptor-o (ERa) bagiml
proliferasyonunu tesvik edebilir (Tang et al. 2004). Bu etki, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) bagiml proteinkinaz ve spesifik serin fosforilasyonuyla ERa'nin

aktivasyonunu igermektedir.

Tiroid hormonunun su anda bildigimiz bu ortamda hareketine, tiimor hiicreleri
tarafindan ifade edilen integrin avp3'in hiicre dis1 alanindaki bir tiroid hormonu
reseptorii aracilik etmektedir (Davis et al. 2016). Boylelikle, tiroid hormonunun
genomik olmayan bir sekilde baslatilan bir eylemi, baska bir yerde inceledigimiz bir
endokrin Ortligme olan ER eyleminin genomik yolundaki aktiviteyle sonuglanir

(Hammes and Davis 2015).

ER bozunma ajani fulvestrant (ICI 182,780), tiroid hormonunun ERa-pozitif insan

g06giis kanseri hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisini bloke eder (Tang et al. 2004).

L-tiroksinin (T4) fizyolojik olarak serbest oldugu unutulmamalidir. avp3 tizerindeki bu

reseptOr bolgesinde hormon konsantrasyonlart maksimum diizeyde aktiftir. Oysa ki bu
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reseptor aracilifiyla 6nemli proliferatif aktivite elde etmek i¢in serbest T3'in fizyolojik

seviyelerinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek olmasi gerekir (Lin et al. 2009).

2.11 pS3 ve Tiroid Bozuklugu

Pek c¢ok c¢alisma, p53 geni SNP'lerin kanser ve otoimmiin tiroid hastaliklari ile risk
iliskisini bildirmistir (Chen et al. 2008). P53 genellikle bir timor baskilayici gen olarak
taninir ¢iinkli kodlayan proteini p53, hiicre dongiisliniinbloke edilmesi ve apoptoz
islemlerine katilir (Karp 2002). Apoptoz sadece tiimor olusumunu engellemekle kalmaz,
aynt zamanda normal olarak oto reaktif veya reaktif olmayan immiin elementleri
ortadan kaldirarak tiroid bezinin (AITD) otoimmiin hastaliklarinin temel patojenetik
bilesenleri olan hem T hem de B hiicresi immiin yanitlarinin olgunlagsmasini ve

kontroliinii diizenler (Dhein et al. 1995).

Genel olarak p53, cesitli kanser hiicrelerinde degisen derecelerde eksprese edilse de,
bununla birlikte, kanserli olmayan tiroid dokusunda da tespit edilmistir.
Immiinohistokimyasal boyama tekniklerini kullanan Chetty ve arkadasalar1 ve Okayasu
ve arkadaglari bagimsiz olarak, HT hastalarindan tiiretilen tiroid dokusunda p53

ekspresyonunu gozlemlediler (Chetty et al. 1995, Okayasu et al. 1998).

Ayrica, 2000 y1linda Fenton ve arkadaslari, AITD'den muzdarip hastalar i¢in p53'e kars1
Ab'nin serumda varligini tespit etmislerdir. Bu nedenle, p53 ile bir bireyin AITD'ye
duyarlilig1 arasinda bir baglant1 oldugunu 6ne siirmek makul gériinmektedir. AITD'nin
altinda yatan genetik mekanizma olduk¢a karmagik goriinebilir ve bildigimiz kadariyla,
bu mekanizmay1 ele almaya ¢alisan ¢cogu calisma, insan l6kosit antijeni (HLA) bolgesi
ve sitotoksik T lenfosit ile iliskili protein-4 (CTLA-4) lizerine odaklanmistir (Tomer and
Davies 2003). Bununla birlikte, diger genlerin de AITD'nin kalittmina dahil oldugu
goriilmektedir. Codon 72 prolin/arginin alelik varyantlari, p53'in ¢ok yaygm bir
polimorfizmi olmakla beraber belirgin sekilde farkli apoptotik potansiyellere sahip
olduklar1 bildirilmistir (Dumont et al. 2003). Bu alandaki prolin homozigotluk
derecesinin, bir kisinin tiroid kanserine duyarliligi i¢in bir risk faktorii olusturdugu

bulunmustur (Granja et al. 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢aligma Mart 2020'den Haziran 2020'ye kadar devam eden bir vaka kontrol
calismasidir. Yapilan bu tez calismasi, Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliim Kurulu tarafindan onaylanmaistir.

3.1 Calisma Gruplari

Calismadaki toplam katilimci sayist1 100 kadindan olusmustur ve c¢alisma gruplari

sunlar1 igermistir:

1. Grup: 50 gogiis kanseri olan kadin, drnekleri Karama Egitim Hastanesinden ve
Al-Zahra Egitim Hastanesi alindi. Klinik bilgileri dosyalarindan elde edilmistir.
2. Grup: Goriintslerine gore saglkli elli kadin kontrol grubu olarak

siiflandirilmstir.

3.2 Ekipman
3.2.1 Kullanilan Malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan genel alet ve ekipmanlar Cizelge 3.1 de listelenmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan malzemeler

AURATM PCR Kabini Italya
Otomatik bélme Lab tech Kore
Denge Kernpfh Almanya
Dahili kuru blok termostat Bio San DB-100, Almanya
Pipet Degisken Hacim 2-20 uL | Almanya
Santrifiij Hattich Almanya
Su kiiveti Memmert Almanya
V-1 plus, Tiipler i¢in Kisisel Digsystem Vorteks Almanya
uv ile goriilebilir pektrofotometre Cecil Ingiltere
MultiGene OptiMax Gradyan Termal Dongiileyici Labnet ABD
Mini Gii¢ Kaynagi 300V, 2200V Cin
Microdalga Gosonic Cin
Microspin 12, Yiiksek hizli Mini santrifiij Bio San Almanya
Mikropipet 10 —100u Slamed Japonya
Mikropipet 100-1000uL Slamed Japonya
Mikropipet 50 — 200uL Slamed Japonya
Kulugka Jrad Cin
Baslik MDH ABD
Elektroforez CBS, Scientific USA
Belge sistemi Labnet ABD
Kombi-spin Biosan Letonya
Santrifiyj tiipleri (steril) 1. 5ml Bio basic Kanada
Santrifiij Hattich Almanya
Su damitma cihazi GFL Almanya

3.2.2 Reaktifler ve Kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan genel reaktifler ve kimyasallar Cizelge 3.2'de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan genel reaktifler ve kimyasallar

No MALZEMELER SIRKET

1 Agaroz Conda/ABD

2 Kirmizi giivenli boyama solusyonu Intron/Kore

3 6X Yiikleme boyasi Intron/Kore

4 Merdiven 100bp Kapa/ABD

5 n karigim per Intron/Kore

6 TBE arabellegi 10X Conda/ABD

7 Primer Integrated DNA technologies/ABD
8 Geneaid DNA ekstraksiyon Kiti Almanya
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3.2.3 Cahsmada Kullanilan Kitler
Calismada kullanilan kitler Cizelge 3.3 de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Kitler

Kolesterol Kiti, HDL-kolesterol Kiti ve Trigliserid Kiti Biolabo Company
DNA ekstraksiyon Kiti Geneaid

PCR PreMix Kkiti (i-Taq) 20ulrxn Geneaid

Insan Tiroid Uyaricit Hormon TSH ELISA Kiti Maxime
Triiodothyronine (T3) hormonu ELISA Kiti Cell Biolabs (ABD)
L-Tiroksin (T4) hormonu ELISA Kiti Abnova (Almanya)

3.3 Yontemler
3.3.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Her hasta ve kontrolden de 5 mL veno6z kan ornekleri alinarak kan o6rnekleri biri EDTA
tiipii digeri ise jel tiipli i¢inde olmak tiizere iki pargaya boliinerek bu kan nazikge
karistirildi, daha sonra tiim kan ornekleri aseptik kosullar altinda bir soguk kutu igine
yerlestirildi ve bu tiip DNA ekstraksiyonu i¢in daha fazla islenene kadar (-20°C'de)
dondurucuda saklandi. Ikinci kisim heparinize olmayan tiiplere konuldu, Serum 3000
rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek izole edildi ve serum Eppendorf tiiplerinde lipid

profili ve tiroid hormonu tahmin edilinceye kadar alikotlara boliindii.

3.3.2 Lipitprofilinin Belirlenmesi

Kural

Hangi reaksiyon semasi ile tanimlanan enzimatik yontem asagidaki gibidir (Allain et
al.1974).

Kolesterol esteraz
Kolesterol esterleri » Kkolesterol + serbest yag asitleri

Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O» » Kolesten — 4 - bir 3 + H»0>

Peroksidaz
2H>0> + fenol + 4 — amino antipirin —p 4H20 + kinonemine bilesigi (renkli
bilesik)
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Renk yogunlugu, kolesterol konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak

belirlenebilir (Tietz et al. 1999).

3.3.2.1.1 Kolestrol i¢in Kullanilan Reaktifler

Kolesterol testi icin elektroforez isleminde kullanilan malzeme ve reaktif, Cizelge

3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4 Elektroforez sisteminin ¢aligmasi

Reaktifler Icerik Ik ¢bzelti konsantrasyonu

R1(Tampon ¢6ziimii) Fosfat tamponu 100 mmol/L
Kloro-4-fenol 5 mmol/L
Sodyum kolt 2,3 mmol/L
Triton x100 1,5 mmol/L
koruyucu

R2 (enzimler) kolesterol esteraz >100 IU/L
kolesterol oksidaz >170 IU/L
peroksidaz >1200 1U/L
4-aminoantipirin 0,25 mmol/L
PEG 6000 167 pumol/L

R3 (standart) kolesterol 200mg/dL (5,17 mmol/L)

3.3.2.1.2 Reaktiflerin Hazirlanmasi

R2 flakonu (enzimler) icerigi, R1 flakonuna (tampon) hemen eklendi. Tamamen

coziilene kadar yavasea karistirin (yaklasik 2 dakika).

3.3.2.1.3 Prosediir

Calisma yontemi Cizelge 3.5’de gosterildigi gibi 6zetlenmistir; burada tiim numuneler
icin, emilimlerini 6lgmek ve temel denklemi uygulamak icin tek bir standartla test

tiipleri hazirlanmistir.
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Cizelge 3.5 Kolesterol i¢in ¢alisma agsamalari

Iyi tanimlanmus test tiiplerine pipetlenip Bos Standart Tabhlil
Reaktif imL 1mL 1mL
Steril su 10pL

Standart 10uL

Ornek 10pL

Not: Karistirict 37°C'de 5 dakika veya oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
Absorpsiyon, bos reaktif maddeye kars1 500 nm'de (480-520) kaydedildi.

3.3.2.1.4 Hesaplama

Kolesterol konsantrasyonu asagidaki denklem uygulanarak tahmin edildi:

Abc (tahlil)
Kolesterol konsantrasyonu = » X standart konsantrasyon
Abc (standart)

3.3.2.2 Trigliseridin Belirlenmesi

Asagidaki denklemlerde gdsterilen enzimatik yonteme dayanan Bio lab Kit kullanilarak
triasilgliserol  konsantrasyonunu belirlemek i¢in enzimatik kolorimetrik test

kullanilmistir (Fossati and Principe 1982).
Lipaz
Trisigliderol + HyO ==———p gliserol + 3 Yag Asitleri

Lliserol kinaz
Gliserol + ATP ¢ gliserol — 3 — fosfat + ADP

Gliserol kinaz
Gliserol — 3- fosfat + Q) «———— (ihidroksiaseton + H>O-»

Peroksidaz
H20> + 4 — klorofenol + PAP === Kinonimin (pembe) + H.O
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3.3.2.2.1 Trigliseridler icin Caliyma Reaktifleri

Trigliserit diizeylerinin Olglilmesinde kullanilan malzeme ve reaktif kolesterol testi,,

Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Trigliseridler igin ¢alisma reaktifleri

Reaktifler icerik Ik c6zelti konsantrasyonu
R1 (tampon cozelti) Borular 100 mmol/L
Magnezyum kloriir 9,8 mmol/L
Kloro-4-fenol
koruyucu 3,5 mmol/L
R2 (enzimler) Lipase >100 IU/L
Peroxydeas (POD) >1700 IU/L
gliserol -3-fosfat >3000 IU/L
Gliserol kinaz > 660 IU/L
4-Amino-antipirin ((PAP) 0,5 mmol/L
Adenozin trifosfat Na (ATP)
1,3 mmol/L
R3 (standart) trigliseridler 200mg/dL (2,28 mmol/L)

3.3.2.2.2 Reaktif Hazirlamisa

R2 sisesinin (enzimler) igerigi derhal Rl sisesine (tampon) ilave edildi. Tamamen
¢oziinene kadar yavasca karistirildi (yaklasik 2 dakika). Calisma yontemi Cizelge 3.7°de
gosterildigi gibi Ozetlenmistir; burada tiim numuneler icin, emilimlerini 6lgmek ve

temel denklemi uygulamak i¢in tek bir standartla test tiipleri hazirlanmistir.
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3.3.2.2.3 Hesaplama

Trigliserid konsantrasyonu asagidaki denklem uygulanarak tahmin edilmistir:

Abc (Tahlil)
Trigliserid konsantrasyonu = » X standart konsantrasyon
Abc (standart)

3.3.3 HDL-Kolesteroliin Belirlenmesi

3.3.3.1 HDL icin Calisma Reaktifleri

Bu reaktif, HDL'min toplam kolesterol i¢in bir dedektorle belirlenmesinden &nce
numunelerin saflagtirilmasi i¢in tasarlanmistir; burada diisiik yogunluklu lipoproteinler
(LDL), c¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ve Orneklerden elde edilen
silomikronlar fosfotungstik asit (Santrifiijlemeden sonra siipernatanttaki PTA) ve

magnezyum klorlir daha sonra toplam kolesterol reaktifi ile olgiiliiror: kolesterol
CHOD-PAP Biolabo).

Cizelge 3.7 HDL i¢in calisma reaktifleri

Reaktifler Icerik Ik cozelti konsantrasyonu

R1 (gokelticiler) Fosfotungstik asit (PTA) 13,9 mmol/L
Magnezyum kloriir 570 mmol/L

R2 (standart) Kolesterol 100 mg/dL (2,58 mmol/L)

3.3.3.2 Numune Hazirlama

Diger partikiillerin sedimantasyonu ve sadece HDL'min belirlenmesi amaciyla agagidaki
tabloda gosterildigi gibi 50 puL ¢okeltici eklenmistir. Sonra kuvvetlice karistirin ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletilerek, daha sonra 3500-4000 rpm'de 15 dakika siireyle
santrifiije aktarilmistir. Ardindan, HDL'yi belirlemek igin filtre alinmistir. Calisma

Cizelge 3.8’de siralanmastir.
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Cizelge 3.8 HDL i¢in ¢alisma prosediirii

Santrifiij tiipiinde pipetleyin Hacim
Ornek 0,5 mL
Cokelticiler 50uL

Not: Kuvvetlice karistirin, oda sicakliginda 10 dakika bekletin. Santrifiij, 3500-4000
rpm'de 15 dakika siireyle yapilmistir.

Calisma yontemi Cizelge 3.9°da gosterildigi gibi 6zetlenmistir; burada tiim numuneler
icin, emilimlerini 6lgmek ve temel denklemi uygulamak igin tek bir standartla test

tiipleri hazirlanmistir.

Cizelge 3.9 HDL i¢in Calisma yontemi

Iyi tanimlanmus test tiiplerine pipetleme Bos Standart Tahlil
Reaktif ImL ImL ImL
Demineralize su 25uL

Standart 25uL

Ornek 25uL

Not: Karistiric1 37°C'de 5 dakika veya oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
Absorpsiyon, bos reaktif maddeye karsi 500 nm'de (480-520) kaydedilmistir.

3.3.3.3 Hesaplama

HDL — Kolesterol konsantrasyonu = Abc (Tahlil) X standart konsantrasyon x 1.1
Abc (standart)

Seyreltilmemis kalan standart, 1.1 faktér cokeltme adimi sirasinda numunenin

seyreltilmesini hesaba katilir.
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3.3.3.4 Cok Diisiik Yogunluklu lipoprotein ve Diisiik Yogunluklu Lipoprotein

Kolesteroliin Belirlenmesi

VLDL-kolesterol, bu denklem uygulanarak tahmin edilebilir (Fridewald et al. 1972):

Trigliserid Konsantrasyonu (mg/dl)
5

VLDL- Kolesterol Konsantrasyonu =

LDL-kolesterol asagidaki denklem uygulanarak tahmin edilebilir:

LDL-Kolesterol=Toplamkolesterol- (VLDL - kolesterol + HDL -kolesterol) (mg/dL)

3.3.4 Tiroid Hormonlarinin Belirlenmesi

3.3.4.1 (ELISA) Testi ile Tiroid Uyarict Hormonun Belirlenmesi

Bir anti TSH kaplama antikoru, bir mikrotiter plakaya adsorbe edilir. Plaka {izerinde
adsorbe edilen antikorlara numunede veya standart baglantida bulunan TSH proteini;
biyotinlenmis bir anti-TSH antikoru, birinci antikor yoluyla yakalanan antijene baglanir.
Inkiibasyon ve yikamadan sonra, bir streptavidin enzim konjugati eklenir ve
biyotinlenmis anti-TSH antikoruna baglanir. Serbest streptavidin enzimi daha sonra
yikanarak ve substrat ¢ozeltisi kuyulara eklenir. Kromatik yogunluk numunede bulunan
TSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Reaksiyon bir asit ilavesiyle sona erer ve
absorbans 450 nm'de Olgiiliir. Saflastirilmis TSH'den standart bir egri hazirlanir ve
ardindan numune konsantrasyonu belirlenir. Bu agamalarda kullanilan malzemeler

Cizelge 3.10°da verilmistir.
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Cizelge 3.10 TSH’ 1n belirlenmesi i¢in kullanilan malzemeler

Madde Miktar
Anti-TSH Antikor Kapli Tek serit oyuklu 96 oyuklu plaka
Biyotinlenmis Anti-TSH Antikoru (1000X) 20 pL sise
Streptavidin-Enzim Eslenigi 20 pL sise

Deney Seyreltici 50 mL sise

10X Yikama Tamponu 100 mL sise
Substrat Cozeltisi Bir adet 12 mL amber sisesi
Durdurma Cozeltisi Bir adet 12 mL sise

Bu materyaller kite dahil degildir, ancak bu testi basariyla kullanmak i¢in gerekli
olacaktir:

1- 450 nm'de absorbansi 6lgebilen mikroplaka okuyucu.

2- 1 pLila 1 mL hacimler dagitmak i¢in hassas pipetler.

3- Reaktif hazirlama igin ayarlanabilir 1-25 mL pipetler.

4- 100 mL ve 1 litrelik dereceli silindirler.

5- Emici kagat.

6- Distile veya deiyonize su.

7- Standart veya numune dillisyonlar1 hazirlamak i¢in 7- tiip.

3.3.4.2 Numune Hazirlama
Serum

Numune, bir serum ayirici tlipte toplanmigdir. Pihtilagma olusumundan sonra 6rnekleri
3.000 x g'de 10 dakika santrifiijleyin. Ornekleri 1: 400'i 1X Diluent N'ye seyreltilip ve

incelenmistir. Seyreltilmemis numune -20°C'de veya 3 aya kadar saklanmustir.
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3.3.4.3 Prosediir

M w0np e

10.

11.

12.

Reaktifler kullanimdan 6nce hazirlanmstir.

TSH antikoru kapl plakaya 100 pL TSH numunesi veya standardi eklenmistir.
Plaka kapatild1 ve oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.

Plaka kapagini ¢ikardiktan sonra kuyucuklar1 bosaltin. Mikro kuyucuk seritleri, her
yikamadan sonra tam emisle, kuyucuk basmma 250 pL 1X Yikama Tamponu
kullanilarak 5 kez yikandi. Kuyucuklar bosaltildiktan sonra, kalinti tampon
¢ozeltisini ¢ikarmak i¢in bir kurutma tabakasina yerlestirilir.

Her kuyuya 100 pL seyreltik Biotinile anti-TSH antikoru eklenmistir.

Bir plaka kapag: ile Ortlin ve orbital bir ¢alkalayicida oda sicakliginda bir saat
inhibe edin.

Plaka kapagini ¢ikardiktan ve kuyular1 bosalttiktan sonra, 4. adimda belirtildigi gibi
seridi 5 kez iyice yikayn.

Her kuyucuga 100 pL seyreltilmis Streptavidin-Enzim Konjugati eklendi.

Ayrica, bir plaka kapagiyla kapatin ve orbital ¢alkalayicida 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edin.

Plaka kapagini ¢ikardiktan sonra kuyulari bosaltin. Daha sonra mikrokuyu seritleri
4. adimda belirtildigi gibi 5 kez yikayin.

Daha sonra bos kuyucuklar dahil olmak tizere her kuyucuga 100 pL substrat
cozeltisi ilave edildi ve ardindan oda sicakliginda orbital bir ¢alkalayicida inkiibe
edildi. Gergek inkiibasyon siiresi 5-20 dakika arasinda degisebilir.

Bos kuyucuklar dahil her kuyucuga 100 pL durdurma soliisyonu eklenmistir.
Birincil dalga boyu olarak 450 nm kullanan bir spektrofotometrede mikrokuyu

basina absorbansi okuyun.

3.3.4.4 Hesaplamalar

Uclii okumalarmn ortalama degeri, her standart ve numune icin hesaplanmustir. Standart

bir egri olusturmak i¢in, x ekseni iizerindeki standart konsantrasyonlar1 ve y ekseninde

450 nm'lik absorbansin karsilik gelen ortalamasini kullanarak grafigi ¢izin. En iyi uyum

cizgisi, Sekil 3.1°de gosterildigi gibi regresyon analizi ile belirlenebilir.
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Sekil 3.1 TSH i¢in Standart Egri

3.3.5 (ELISA) Testi ile Triiodothyronine (t3) Hormonunun Belirlenmesi

Ikinci antikor, mikrotitre kuyular iizerinde kapsiillenir. ince oyuklara bir miktar hasta
serumu, T3'e karst belirli miktarda bir fare monoklonal antikoru ve yaban turpu
peroksidazi ile konjiige edilmis sabit miktarda T3 eklenir. Inkiibasyon yoluyla fare anti-
T3 antikoru, kuyucuklar iizerindeki ikinci antikora baglanir; T3 ve enzim konjiige-T3,
anti-T3 antikoru tizerindeki simirli baglanma yerleri i¢in rekabet eder. Oda sicakliginda
60 dakikalik inkiibasyondan sonra oyuklar, baglanmamis T3 konjugatini ¢ikarmak icin
suyla 5 kez yikanir. Daha sonra bir TMB reaktifi ¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika inhibe
edildi, mavi bir renk olusmasi saglandi. Durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle renk
gelisimi durdurulur ve absorbans, 450 nm'de spektrofotometrik birlesik ol¢iiliir. Olusan
rengin giicli, mevcut olan kimyasalin 6lgiisiine karsilik gelir ve ayn1 sekilde hesaplanan

siniflandirilmamis T3 miktari ile derinden iliskilidir.
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3.3.5.1 T3 Hormonunun Belirlenmesi I¢in Kullanilan Malzemeler

Kullanilan malzemeler Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11 T3 hormonunun belirlenmesi i¢in kullanilan malzemeler

Malzeme

Miktar

Keg¢i Anti-Fare I1gG Kapli Mikrotiter

kuyucuk 96-kuyucuk plakasi

Enzim Eslenik Konsantresi (11x). 1,3mL
Enzim Eslenik Seyreltici 13 mL. 13 mL
T3 Referans Standardi, 0/0,75/1,5/3,0/6,0 Her biri 1,0 mL
Antikor Reaktifi 7mL
TMB Reaktifi 11 mL
Durdurma Cozeltisi (1N HCI) 11 mL

Bu malzemeler kite dahil degildir, ancak bu testi basariyla kullanmak i¢in gerekli

olacaktir:

Hassas pipetler: 50uL, 100 uLandL. OmL.

Tek kullanimlik pipet uglart.
Arntilmis su.

Vorteks karigtirict esdegeri.
Emici kagit veya kagit havlu.
Grafik kagidu.

Mikrotitre kuyu okuyucu

10 nm veya daha az bant genisligine ve 450 nm dalga boyunda 0-2 OD veya
daha biiyiik bir optik yogunluk araligina sahip bir mikrotitre plaka okuyucusu,

absorbans 6l¢limiinde kullanim i¢in kabul edilebilir.
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3.3.5.2 Numune Hazirlama

Serum

Bu kit, Amerikan menseli cloud-clone sirketi oldugu durumlarda herhangi bir katki

maddesi olmadan serum numuneleriyle kullanilir.

3.3.5.3 Prosediir

N o g &~ w

o

10.

11.
12.

Her kuyucuga 50 pL standart, numune ve kontrol grubundan eklendi.
Ayrica her kuyucuga 50 pL antikor reaktifi ekleyin, ardindan 30 saniye
boyunca iyice karistirin.

Her kuyuya 100 pL konjugat reaktifi eklendi ve 30 saniye karistirildi.
Ardindan oda sicakliginda yaklasik 60 dakika inkiibe edin.
Karisim, plakanin igerigi kap i¢ine calkalanarak ayrilir.
Kuyucuklar, damitilmis su ile bes kez iyice yikanur.

Daha sonra plaka, kalan su damlaciklarini ¢ikarmak i¢in emici kagit tizerinde
tyice ¢irpilir.
Her kuyucuga 100 pL. TMB reaktifi dagitildi ve 10 saniye karistirildi.
Karigim oda sicakliginda karanlikta 20 dakika boyunca ¢alkalanmadan
inkiibe edildi.
Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 100uLl durdurma c¢ozeltisi
eklenmistir.
Ve 30 saniye karistirin.

15 dakika i¢inde mikrotitre okuyucu ile 450 nm'de OD okuyun

3.3.5.4 Hesaplamalar

Uclii okumalarin ortalama degeri, her standart ve numune igin hesaplandi. Standart bir

egri olusturmak i¢in, x eksenindeki standart konsantrasyonlar1 ve y ekseninde 450
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nm'lik absorbans ortalamasini kullanarak grafigi ¢izin. En iyi uyum ¢izgisi, Sekil 3.2°de

gosterildigi ilizere regresyon analizi ile belirlenebilir.

T3 KONSANTRASYONU

7

y = 0,3475x2 + 0,3955x - 0,7625 «_ "
R? = 0,9997 6 ¢

2

> 2

@ T3 CONCENTRATION 4 ;
\ o]

£

——Polinom. (T3 3
CONCENTRATION) 2

<

4,5 4 3,5 3 2,5 2
T3 konsantrasyonu ng/dl

Sekil 3.2 T3 i¢cin Standart Egri

3.3.6 (ELISA) TESTI ile L-Tiroksin (T4) Hormonunun Belirlenmesi

Mikrotiter kuyularda belirli bir miktarda anti-T4 antikoru kaplanmistir. Mikrometre
kuyucuklarma hesaplanmis miktarda hasta serumu ve peroksidaz yaban turpu ile
konjuge edilmis sabit miktarda T4 eklenir. inkiibasyon periyodu sirasinda serbest T4,
T4 antikorunun smirli baglanma bolgeleri i¢in konjuge T4 ile rekabet eder. Oda
sicakliginda 60 dakikalik inkiibasyondan sonra oyuklar, baglanmamis T4 birlesimini
ortadan kaldirmak i¢in 5 kez su ile yikandi. TMB Reaktifi ekledikten ve 20 dakika
inkiibe ettikten sonra renk maviye dondii. Durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle renk
yogunlugu artis1 durdurulur ve absorbans, 450 nm'de optik olarak 6l¢iiliir. Olusan rengin
yogunlugu, mevcut enzim miktar1 ile orantilidir ve numunedeki isaretlenmemis T4
miktar1 ile ters orantilidir Ayni sekilde incelenen bir dizi T4 parametresine atifta

bulunularak bilinmeyen numunedeki T4 konsantrasyonu 6l¢iiliir.
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3.3.6.1 Malzemeler

Kullanilan malzemeler Cizelge 3.12° de gdsterilmistir.

Cizelge 3.12 T4 hormonun belirlenmesi i¢in kullanilan malzemeler

Malzeme Miktar

Koyun anti-T4 kapl mikrotiter kuyulari kuyucuk 96-kuyucuk plakalari
Enzim Esglenik Reaktif Konsantresi (11x) 1,3mL

Enzim Eslenik Seyreltici 13 mL

T4 ReferansStandartlari: 0, 2, 5, 10, 15, and 25 ug/dL 1 set, ImL/vial

TMB Reaktifi 11 mL

Durdurma Cozeltisi(1N HCI) 11 mL

Bu malzemeler kite dahil degildir, ancak bu testi basariyla kullanmak i¢in gerekli
olacaktir:

Hassas pipetler: 25 puL, 100 uL ve 1. 0 mL.

* Tek kullanimlik pipet uglari.

*Aritilmis su.

* Vorteks karistirici veya esdegeri.

* Emici kagit veya kagit havlu.

* Grafik kagidi.

* Mikrotitre plaka okuyucu.

3.3.6.2 Numune Hazirlanma

Serum

Bu kit, Amerikan menseli cloud-clone sirketi oldugu durumlarda herhangi bir katki

maddesi olmadan serum numuneleriyle kullanilir.
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3.3.6.3 Prosediir

1. Her kuyucuga 25 pL standart, 6rnek ve kontrol grubundan eklenmistir.

2. Her kuyucuga 100 puL konjugat reaktifi eklenmistir.

3. Daha sonra oda sicakliginda yaklasik 60 dakika inhibe edin.

4. Karisim 30 dakika atilir.

5. Daha sonra oda sicakliginda (18-25°C) 60 dakika inkiibe edilir.

6. Kuyular, damitilmis su ile bes kez iyice yikanir.

7. Karisim, plaka icerigi kabin igine ¢alkalanarak ayrilir.

8. Kuyucuklar distile su ile bes kez iyice yikanir.

9. Daha sonra plaka, kalan su damlaciklarini ¢ikarmak igin emici kagit izerinde iyice
cirpildi.

10. Her kuyuya 100 uL. TMB reaktifi dagitildi. 10 saniye karigtirin.

11. Karisim oda sicakliginda karanlikta 20 dakika boyunca ¢alkalanmadan inhibe edildi.

12. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 100 uL. durdurma ¢6zeltisi eklenmistir.

13. Ve 30 saniye karistirin.

14. OD'yi 450 nm'de mikrotitre okuyucu ile 15 dakika i¢inde okuyun

3.3.6.4 Hesaplamalar

Uclii okumalarin ortalama degeri, her standart ve numune igin hesaplandi. Standart bir
egri olusturmak i¢in, x eksenindeki standart konsantrasyonlar1 ve y ekseninde 450
nm'lik absorbans ortalamasini kullanarak grafigi ¢izin. En iyi uyum ¢izgisi, Sekil 3.3 te

gosterildigi lizere regresyon analizi ile belirlenebilir.
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Sekil 3.3 T4 i¢in Standart Egri
3.4 Molekiiler Saptamalar
3.4.1 Kandan DNA Ekstraksiyonu
Kullanilan kitler Cizelge 3.13’de verilmistir.
Cizelge 3.13 Genomik DNA mini kitinin kit igerigi
RBC Lizis Tamponu 135 mL
GT Tamponu 30 mL
GB Tamponu 40 mL
W1 Tamponu 45 mL
Yikama Tamponu *(Etanol ekleyin) 25 mL ve 100mL
Eliisyon Tamponu 30
GD Siitunlar 100
2 ml Toplama Tiipleri 200
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3.4.2 Geneaid Company Tarafindan Saglanan Prosediir, DNA Izolasyonu icin
Asagidaki Gibi Kullanildi

5 mL mikrosantrifiij tliptine 300 pL kan eklenmistir.

Ayrica RBC Lizis Tamponundan 3 x numune hacmi eklendi ve daha sonra vorteks
olmadan ters ¢evrilerek karistirildi. Tiipler oda sicakliginda 10 dakika inhibe edildi.
Ayrilmamis parcaciklart ¢gikarmak i¢in numune tiipiinii 3,000 x'te 5 dakika boyunca
santrifiijleyin ve lizata 100 uL RBC Lizis Tamponu ekleyin.

60°C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra santrifiij tlipline 4-200 uL. GB Tamponu
eklenmistir. Bundan sonra, berrak bir ¢ozeltiye 5 uL RNase A (10 mg/mL) ilave
edildi ve daha sonra oda sicakliginda 5 dakika calkalanarak ve kuvvetli
inkiibasyonla karistirildi.

Lizata 200 pL mutlak etanol ilave edildi ve daha sonra 10 saniye siireyle kuvvetlice
karistirtldi. Daha sonra GD kolonunu 2 mL'lik bir toplama tiipiine yerlestirin,
karisimi bir GD kolonuna aktarin ve ardindan 5 dakika 14-16000 xg'de bir
santrifiijjleyin. 2 mL koleksiyonu tiipe atin ve GD kolonunu yeni bir 2 mL toplama
tiipiine yerlestirin.

GD kolonuna 400 uL. W1 tamponu ilave edildi ve ardindan 30-60 saniye 14-16000 x
g'de santrifiijlendi.

Akis atildi ve GD kolonu, GD kolon santrifiijiinde 30-60 s siireyle 14-16000 x g'de
etanol eklendikten sonra 600 uL yikama soliisyonu ilave edilerek 2 mL toplayici
tiipe tekrar yerlestirildi ve daha sonra atildi. Siitun matrisini kurutmak i¢in GD
siitununu tekrar santrifiij tiipiine 2 mL diziye 3 dakika siireyle 14-16000 x g'de
yerlestirin. Kurutulmus GD kolonunu temiz bir 1,5 mL mikro santrifiij tiipiine,
merkez kolon matrisine 100 pL Eliisyon Tamponu eklenerek aktarin.

Saflagtirilmis DNA'nin ayristirilmasi i¢in 14-16000 x g'de 30 saniye santrifiijlenen

eliisyon Tamponu ¢ozeltisini emmek ic¢in 3 dakika birakin.

3.5 Agaroz Jeli Hazirlanmasi

Sambrook ve arkadaslarina (1989) gbre agaroz jel, 1,5 g agarozun 100 mL halihazirda

yapilmig TBE tamponunda eritilmesiyle %1,5 konsantre halinde yapilir. Agaroz 1sitildi,
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sonra (45-50°C) sogumaya birakildi. Jel, numuneleri tutacak delikler agmak igin tarak
takildiktan sonra agaroz destek plakasinin hazirlandigr dokiim plakasina dokiildii. Jeli
hava kabarciklar1 olusturmamasi i¢in yavasca dokiin ve 30 dakika sogumaya birakin.
Tarak, sert agarozdan yavasca ¢ikarildi. Plaka, elektroforez icin kullanilan tankla temsil
edilen yatay elektroforez iinitesindeki tutucusuna yerlestirildi. Hazne, jel ylizeyini

kaplayan TBE tamponu ile dolduruldu.

3.5.1 Numune Hazirlanmasi

3 uL islemci yiikkleme tamponu (Intron/Kore) elektroforez (yiikleme boyasi) oldugu
varsayilan 5 pl DNA ile karistirildi ve karistirma isleminden sonra yilikleme islemi artik
jel deliklerinde gergeklesmektedir. Boya jelin diger tarafina ulasana kadar lsaat 15
dakika siireyle 7 V/C2 elektrik akimina maruz birakildi. Jel, 30 pl kirmizi giivenli DNA
boyama ¢ozeltisi ve 500 mL damitilmis su igeren havuza jelin uygulanmasindan sonra

336 nm'lik bir UV kaynagi ile Sekil 3.4 te gosterildigi lizere test edilmigtir.

Side view: Sample loaded
into well

Plastic gel box

Buffer

Electric field and ‘
Direction of migration

Negative () Electrode Positive (+) Electrode

Sekil 3.4 Elektroforez sisteminin ¢alismasi
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3.6 KAPA Evrensel DNA Merdiveni

KAPA Evrensel Merdiven Kiti, agaroz jel lizerindeki ¢ift sarmalli DNA'min yaklasik
boyutunu ve miktarint belirlemek icin tasarlanmistir. KAPA Evrensel Merdiven kitleri,
Sekil 3.5 'te gosterildigi gibi on sekiz farklt DNA fragmani igerir (baz ¢iftleri halinde):
100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 800,1000, 1200, 1600, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 8000 ve 10000. KAPA Evrensel Merdiven, oryantasyon i¢in dort referans bandi
(500, 1000, 1600 ve 4000) igermektedir.
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Sekil 3.5 KAPA Evrensel Merdiven Kiti

3.7 PCR ASPCR ile p53 Geninin Belirlenmesilokus 72'de p53 Genotiplemesi

3.7.1 PCR Prosediirii

P53 Polimorfizminin Alel Spesifik PCR Analizi Kodon 72'de p53'liin genotiplemesi,
alele spesifik bir PCR amplifikasyon prosediirii ile gerceklestirildi. P53 sekanslarini ayri
ayr1 amplifiye etmek i¢in farkli 3 terminal bazli iki primer ¢ifti kullanildi- Sekil 3.1 ve
Sekil  3.2°de  gosterildigi  gibi  prolin (176  baz  ¢ift) icinp53ileri
(GCCAGAGGCTGCTCCCC) ve p53Geri (CGTGCAAGTCACAGACTT) ve arjinin
(143bp) icin pS3ileri (TCCCCCTTGCCGTCCCAA) ve pS53geri (CTGGTG-
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CAGGGGCCACG). Amplifikasyon reaksiyonu, 1xTaq polimeraz tamponunda her bir
konsensiis primerinden 0,5 uM, 200 m M dNTP, 0,125 birim Tag DNA polimeraz ve 2
uL genomik DNA igeren toplam 25 pL hacimde gergeklestirildi. P53 genotiplemesi,
alele 6zgii PCR (AS-PCR) ile yapildi. rimer dizilerinde gosterildigi gibi p53 Pro ve p53
Arg'yi saptamak icin iki primer ayrildi. DNA, bir Gene Amp PCR System 9700 termo
dongiileyicide(Applied Biosystems), p53 Pro ve p53 Arggene icin Termal dongii
kosullarinda biiyiitiildii. Touchdown PCR prosediirii, p53 genotiplemesi i¢in seg¢ildi.
Program ilk denatiirasyon 1 adimi1 94°C'de 10 dakika, ardindan 1 dongii ve {94°C'de 30
saniye i¢in denatiirasyon 2 adimi, 58°C'de 30 saniye tavlama adimi, 72°C'de 40 saniye
icin uzatma 1 adimi1 C} ve ardindan 40 dongii. Son uzatma 2 adimi, 72°C'de 7 dakika

stireyle gerceklestirildi.

3.7.2 Primerlerin Hazirlanmasi

Primerler liyofilize edildi, stok ¢ozelti olarak 100 pmol/uL nihai konsantrasyon vermek
tizere serbest ddH20 i¢inde ¢oziindiiriildii ve is primeri 90 pl stok ¢ozeltisi slispanse
edildiginde 10 pmol/pL konsantrasyonlar1 hazirlamak i¢in -20C0'da bir stok tutuldu ve
nihai hacim 100 pL'ye ulagsmagabilmesi i¢in 90 plserbest ddH20 eklendi Molekiiler
tahlilde kullanilan primerlerin dizisi swrasiyla Cizelge 3.14, 3.15 ve 3.16'da

gosterilmistir.

3.7.2.1 Primer Se¢imi

a) P53 geninin spesifik primeri

Cizelge 3.14 P53 Pro'nun saptanmasinda kullanilan primer dizisi

Primer Dizi Uriin Boyutu
i 5. GCCAGAGGCTGCTCCCCC- 3 176
Geri 5- CGTGCAAGTCACAGACTT - 3° Baz ¢ift
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b) Spesifik primer p53 Pro

Cizelge 3.15 P53 Arg saptanmasinda kullanilan primer dizisi

Primer Dizi Uriin Boyutu
fleri 5'- TCCCCCTT GCCGTCCCAA - 3' 143
Geri 5- CTGGTGCAGGGGCCACGC - 3’ Baz gift

Cizelge 3.16 Termo dongii cihazlarinda uygulanan PCR programi

No Asama Derece (C°) Siire Dongii Sayisi
1- [k Denatiirasyon 94°C 10 dk.

2- Denatiirasyon 94°C 30sn

3- Tavlama 58°C 30sn 40 dongii
4- Uzanti-1 72°C 40sn

5- Uzanti -2 72°C 7 dk

P53 pro ve p53 Arg amplifikasyonundan elde edilen PCR iiriinleri daha sonra 1,5 saat
boyunca 5 hacim/cm2 1X TBE tamponunda %2 agaroz iizerinde elektroforeze tabi
tutuldu. N: DNA merdiveni (100) 144 bp'lik bantlarin varligi, p53 pro genotiplerinin
gostergesi olup, 176 bp, sirasiyla sekil 3.6 ve Sekil 3.7'de gosterildigi gibi p53 Arg

genotiplerinin gostergesi olmustur.
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Sekil 3.6 P53 Arg genotipinin PCR iirlinleri, bant boyutu 144 bp
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Sekil 3.7 P53 Pro genotipinin PCR iiriinleri, bant boyutu 176 bp
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3.8 istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + SD (Standart Sapma) olarak ifade edilirlken olasilik IBM SPSS
siirim 24Pearson ki-kare, Fischer mutlak olasilik istatistiksel analiz progralarn
kullanilarak ifade edilmistir. Tek oran, tasmabilir istatistik programi WinPepi siirlim
11,65 kullanilarak calisilan gruplar arasindaki polimorfizmler ve ilgili parametreler
arasindaki 6nemi ifade etmek icin kullanilirkengenotipleme ve alel frekans hesaplamasi

igin ¢evrimigi Hardy-Weinberg denge hesaplayicisi kullanilmustir.
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4. TARTISMA

4.1 Lipitprofilleri

Lipitler, biyomolekiillerdir ve zarlarin ana bilesenleridir. Ayrica hiicre biiylimesi ve
boliinmesi ile normal ve habis dokularin gelisimi dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik

islevlerde onemli bir rol oynamaktadirlar (Jellinger et al. 2017).

Baz1 kanserlerde kandaki kolesterol erken fark edilir degisikliklere ugrar. Cesitli
calismalar, kandaki lipit profili ile farkli timoérler arasinda ters bir iliski oldugunu
gostermistir (Akahoshi et al. 1996). Ote yandan, yeni yiiksek toplam kolesterol

seviyelerinin kanserde anahtar bir rol oynadigi one stirilmiistiir.

Bu caligmada gogiis kanserinin plazma lipitleri {lizerindeki etkisini arastirmak igin
saglikli kadinlarda (kontrol grubu) toplam kolesterol, triasilgliserol, LDL-C, HDL-C ve
VLDL-C dlgiildii.

4.1.1 Kolesterol Konsantrasyonu

Ayrica lipitler ve lipoproteinler, kanser hastaligi tehlikesi ile iliskilendirilmistir
(Burgess et al. 2018). Calismanin sonucu, gogiis kanseri olmus kadinlarda artmis
toplam kolesterol seviyesi oldugu ortaya ¢ikmistir ve bunun nedeni olarak kolesteroliin
steroid hormon sentezinin 6nemli bir rol oynadigi ve endojen steroid hormonlarin

dogrudan g6giis kanseri riski ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Schroor et al. 2019).

Bu ¢alismanin sonuglari, gogiis kanseri hastalarinda toplam kolesterol diizeyinde 6nemli
bir artis oldugu ve toplam kolesterol ile gogiis kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu

gosteren Swelmien, 2014 ile uyumludur (Al-Swelmien et al. 2014).

Yakin tarihli bir rapor, gogiis kanseri gelisiminin, diger tiimdrler ile karsilastirildiginda

yiiksek kolesterol ile bir iligkisi oldugunu gostermistir (Ghahremanfard et al. 2015).
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4.1.2 Triasilgliserol Konsantrasyonu

Mevcut ¢alismanin sonuglari, Xing Li ve arkadaslar1 2017 tarafindan elde edilenlerden
farkliydi. Kandaki trigliserid seviyesi diismesine ragmen, bu azalmanin gogiis kanseri

hastalar1 i¢in bir risk faktorii oldugunu belirtmislerdir.

Onceki calismalar, serum trigliseridinin gogiis kanseri riskiyle iliskili olmadigini
bildirmistir (Hong et al. 2016). Yiiksek TG konsantrasyonlari ile globulini sinirlayan
azalan seks hormonu seviyeleri arasindaki iliski, serbest estradioliin artmasina ve sonug

olarak genislemis g6giis karsinomu tehlikesine yol agar (Takatani et al. 1991).

4.1.3 Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

Bununla birlikte, vaka ve kontrol grubundakiler arasinda HDL-C seviyelerinde statik
olarak onemli bir fark bildirilmistir, yliksek serum HDL-C'nin, g6giis kanseri riskinin
artmasinin biyokimyasal bir indeksi olabilecegini diistindiirmiisttir (Borrelli et al. 1993).

Bu sonuclar Al-swelmien'in (2014) yaptig1 calismay1 desteklemektedir.

Bu ¢alismada gosterilen HDL-C konsantrasyon diizeyindeki artis, HDL kolesteroliinii
ve gogls kanseri riskini artirdigini bulan Kiran ve Hardeep (2012) c¢alismalarini

desteklemektedir.

4.1.4 Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

LDL-C konsantrasyon seviyesindeki bu artis, oksidasyonda 6énemli bir role sahip oldugu
icin kanser igin risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Ioannis Delimaris et al. 2007).
LDL-C, oksidatif stres sirasinda lipid peroksidasyonunun yiikselmesine yol agtigi
oksidasyonda 6nemli bir rol oynar (Gibanananda et al. 2000), reaktif oksijen tiirlerinin
ylksek konsantrasyonunun ve/veya plazma antioksidani dolagimiyla serbest radikallerin
uygun olmayan temizlenmesinin, bireyin oksidatif durumuna bagli olarak LDL-C'nin

lipit peroksidasyon liriinlerinin artmasina neden oldugunu belirtmistir.
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4.1.5 Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

Bu calismanin sonuglari, kontrol grubu ve iyi huylugdgiis karsinomu olan hastalarla
karsilastirildiginda goglis kanseri hastalarinda plazma VLDL diizeylerinin anlamli
derecede yiiksek oldugunu bulan (Shah et al. 2008) tarafindan elde edilen sonuglara
benzerlik arz etmektedir. Yakin zamanda yapilan bir arastirma, VLDL'nin in vitro gogiis
kanseri hiicre canliligini, VLDL'yi, mezenkimal belirtegler Slug, Vimentin ve [3-Katenin
diizeylerini artirdigin1 ve gogiis kanseri hiicre gdgiinii ve istilasin1 ve VLDL'nin gogiis
kanseri hiicrelerinde anjiyojenik faktorlerin salgilanmasini artirdigini ve anjiyojenik

aktiviteyi tesvik ettiginigéstermistir (Lu et al. 2017).

4.2 Tiroid Hormonlari

Tiroid disfonksiyonu ile gogilis kanseri tehlikesi arasindaki iliski belirsizdir. Tiroid
hormonlari, Tiroid Hormon Reseptorlerine (TRS) baglanarak gen ifadesini
artirmaktadir. Tiroid hormonunun genetik olmayan etkisi ayrica goOsterilmistir.
Epidemiyolojik arastirmalar ¢eliskili sonuclar vermistir, bazilar1 hipotiroidizm veya
hipertiroidizm ile gogiis kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu gdosterirken, digerleri

baglant1 olmadigini agiklamigtir (Chaker and Visser 2016).

Tiroid hormonlari, gégiisler dahil olmak iizere hemen hemen tiim memeli dokularinin
biiylime, gelisme, metabolizma ve fizyolojik kapasitesi ile iligkilidir (Brent 2012).
Triiodotironinin (T3) c¢esitli kanser tiirlerinde proliferatif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. GOglis kanseri hiicre hatlari, T3, tlimor proliferasyonunu tetikleyebilir ve
goglis kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayabilir (De Sibio et al.

2014).

Sonucglarimizda go6giis kanseri olan kadin grubunun %3'iinde tiroid disfonksiyonu
saptanirken, diger calismalarda %7 ila %39 arasinda genis bir aralik bildirilmistir
(Cengiz et al. 2004). Bu farklilik hem beslenmeyle ilgili, irksal ve cografi faktorlerden
hem de saglikli irksal ve cografi unsurlardan kaynaklaniyor olabilir (Naslund et al.
2000).
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Tiroid hormonlarinin gogiis epitel genislemesi iizerindeki etkisine dair in vitro kanitlar
olmasma ragmen, epidemiyolojik incelemelerin tiroid bozukluklar: ile gogiis kanseri

riski arasindaki iliskiye ¢ok az yardimi vardir (Zhang et al. 2017).

Baska bir raporda, hipertiroidizm ile gogiisiin kotii huylu biiylime tehlikesi arasinda bir
baglant1 oldugu ifade edilmistir, ancak bu sadece 17 vaka ve 19 kontrolde yapildig1 i¢in
ve bu bulgu, kii¢iik 6rneklem boyutu nedeniyle daha fazla aragtirmaya tabidir (Pedram
et al. 2020).

Birka¢ inceleme, gogiis kanserine sahip bir aile gegmisinin, sonuglari etkileyebilecek

gogiis kanseri tehlikesi olugturacagini 6nermektedir (Streff et al. 2016).

4.3 P53 Polimorfizm

P53 geni, hiicre dongiisii kontroliinde, apoptozun baslangicinda ve DNA onariminda
onemli rol oynar. P53 geninin kodon 72'sindeki bir Arg/Pro polimorfizmi, p53
proteininin apoptozu indiikleme kapasitesini degistirir, DNA onarim kapasitesini azaltir

ve artmig bir gogiis kanseri riski ile baglantili olabilir (Evgeny et al. 2003).

Kodon 72 polimorfizmi, arginin (R72)'y1 proline (p72) degistirerek protein yapisinin
modifikasyonuna yol actig1 ig¢in yaygin popiilasyonda yaygmn bir varyasyondur
(Matlashewski et al. 1987). Molekiiler diizeyde, Arg alelinin Pro allelinden oldukg¢a
cesitli 6zelliklere sahip oldugu artan bir indeks govdesi vardir (Siddique and Sabapathy
2006). Codon 72 ve genotip frekanslar1 saglikli Arap kadinlarinda incelenmemistir. Son
yirmi yilda, p53 kod 72 polimorfizmi ile birka¢ popiilasyonda gogiis kanseri gelisme
riski arasindaki iliskiyi arastirmak igin bir dizi ¢alisma yapilmistir. Bu calismalar
celigkili sonuglar bildirmistir. Baz1 c¢aligmalar, R72 p53 varyanti ile artmis gogiis

kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu géstermistir (Sansone et al. 2007).
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Pro/Arg heterozigot genotipinin hem meme kanseri hastalarinda hem de kontrollerde.
Bu sonuglar, istatistiksel analizin sadece Kuveytli hastalari, tek bagina Suriyeli hastalar
ve havuzlanmis numuneleri i¢cerenve gézlem yoluyla kontrol grubundakiler ve vakalar
arasindaki kodon 72'deki 6nemli farkliliklar1 bulan Shafika ve arkadaglari (2011) ile
paralellik arz etmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari, Ruanda Popiilasyonunda yiiriitiilen

bir bagka ¢alisma ile uyumludur.

Bu caligma, insan P53 geninin polimorfizmini ve meme kanseri ile iliskisini icermekte
olup, hem meme kanseri grubunda hem de kontrol grubunda baskin olan heterozigot
Pro/Arg genotipini gostermektedir ve vakalarin sirasiyla %80'inde (32-40) ve
%92,3'tinde (36-39) mevcuttu, p53 kodon 72 polimorfizmi ile meme kanseri riski

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardi.
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5. SONUC

5.1 Calisma Popiilasyonunun Genel Ozellikleri

Muayene popiilasyonu 50 vaka (gogiis kanseri olmus kadin) ve 50 kontrol (saglikli
kadin) igeriyordu. Cizelge 5.1, ¢alisma gruplarinin genel niteliklerini gdéstermektedir.
Kontrol ve vakalarin 11'1 (%22) ve 14'i (%28) bekar iken 39'u (%78) ve 36's1 (%72)
evliydi. Egitim durumunun arastirildiginda, 9’u (%18) kontrol ve 15’1 (% 30) vakanin
okuma yazma bilmedigi, 17’si (%34) ve 7’si (%14) vakanin ilkokulu, 10’u (%20) ve
16’s1 (%32) ortaokulu bitirmis ve 141 (%28) ve 12'si (%24) liniversite mezunu oldugu
goriilmiistiir. Toplam 34’1 (%68) kontrol ve 29’u (%58) vaka is sahibi oldugu, 16’s1
(%32) ve 21’1 (%42) issiz oldugu, kontrol ve vaka gruplarinda higbir kadinin sigara

kullanmadig1 gorilmistiir.

Cizelge 5.1 Calisma popiilasyonunun genel 6zellikleri

Kontrol Grubu (n=50)

Gogiis Kanseri Olmus Kadinlar (n=50)

Ozellik Say1 % Say1 %
Medeni Durumu
Bekar 14 28 11 22
Evli 36 72 39 78
Egitim Durumu
Okuma Yazma Bilmeyen 9 18 15 30
ik Okul 17 34 7 14
Orta Okul 10 20 16 32
Universite 14 28 12 24
Istihdam Durumu
Calistyor 34 68 29 58
Issiz 16 32 21 42
Sigara Igme Durumu
Icen 0 0 0 0
Icmeyen 50 100 50 100
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5.2 Yas Dagilim
Bu calismaya asagidaki gruplari iceren yiiz kadin katildi:

1. Grup

Bu grup, yaslar1 21-71 arasinda degisen 50 gogiis kanseri olmus kadini icermekte olup
ve grubun ortalama =+ standart sapmasi 47,42 + 44,13 yildi. Yas grubu dagilimlari en
yiiksek frekansta olan 13 hasta (%26's1) (31 - 41) yas grubunda yer aldi. Bunu %22 42-
51 yas grubunda 11 hasta ve 52-61 yas grubunda 9°i (%]18) hasta ile 62-71 yas
grubundaki 9’1 (%18’si) hasta takip etmektedir, en az siklikta olan 21-31'lik yas
grubunda 8 hasta (%16) oldu.

2.Grup

Bu grup goriiniiste saglikli 50 kadini iceriyordu. Yaslar1 (20-70) y1l arasinda degisen ve
grubun ortalama + standart sapmasi 47,34 + 14,48 yild1.

5.3 Kolesterol Konsantrasyonu

Toplam kolesterol konsantrasyonu, enzimatik yontem esas alinarak (3.3.2.1) 'de
aciklandigr gibi belirlenmistir. Cizelge 5.2'de gosterilen sonuglar ve kontrol olarak
saglikli gruba gore gogiis kanseri olmus kadinlarin serumunda toplam Kkolesterol
konsantrasyonunda 6nemli bir artis vardir (201,37 + 25,88 vs 190,42 +10,9) ( P < 0,05).
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Cizelge 5.2 Incelenen gruplarda kolesterol konsantrasyonu

arametre 5
—— Kolesterol (deger+SD)
A
Kontrol 190,42+10,9
SAYI 50
e ae : B
Gogiis Kanseri 201,37+25,88
SAYI 50
P-degeri 0,0117
Anlam Degeri P<0,05

5.4 Triasilgliserol Konsantrasyonu

Trigliserid konsantrasyonu, Cizelge 5.3'te gosterildigi gibi saglikli kadinalrdan olusan

kontrol grubu ile karsilastirildiginda go6giis kanseri olmus kadinlarda da artmustir

(232,63 + 86,65'c kars1 185,36 +65,14) (P <0,05).

Cizelge 5.3 Triasilgliseroliin ¢alisilan gruplarda konsantrasyonu

Parametre Triasilgliserol (ortalama+SD)
Gruplar
A
Kontrol 185,36+65,14
SAYI 20
e e . B
Goglis Kanseri 232,63+86,65
SAYI >0
P-degeri 0,0014

5.5 Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol HDL-C, (3.5.2.3) 'de tarif edildigi gibi
belirlenmistir. Kontrol grubu ve gogiis kanseri hastalar grubunda olan kadinlarin
serumlarinda HDL-C konsantrasyonunun sonuglart Cizelge 5.4'de sunulmustur. Bu
sonuglar, gogiis kanserli kadinlarin serumundaki HDL-C konsantrasyonunda, kontrol
grubuna (49,61 + 9,65 ve 54,31 + 7,31) kiyasla anlamli farklilik gostermistir (P = 0,
0114).
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Cizelge 5.4 Incelenen gruplarda Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol

Konsantrasyonu
arametre HDL (ortalamaz+SD)
Gruplar ~
A
Kontrol 54,31+7,31
SAYI El
. oee . B
Gogiis Kanseri 49,61+9,65
SAYI >0
P-degeri 0,0114
Anlam Degeri P<0,05

5.6 Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

LDL-C konsantrasyonu (3.5.2.4) 'te agiklandig1 gibi hesaplanmis olup ve LDL-C'nin
sonuglart  Cizelge 5.5' de gosterilmistir. Bu sonuglar, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gogiis kanseri olan kadinlarin serumunda LDL-C konsantrasyonunda
Oonemli bir artis oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, gogiis kanseri olan kadinlarin
serumundaki LDL-C konsantrasyonunda, kontrol grubuna kiyasla anlamli farklilik
gostermistir (201,37 + 25,88 ve 110,61 £ 9,2) (P = 0,011).

Cizelge 5.5 Calisilan gruplarda diisiik yogunluklu lipoprotein konsantrasyonu

ametre LDL (ortalama+SD)
Gruplar —
A

Kontrol 110,61+9,2
SAY 20

e ae : B
Gogiis kanseri 201,37+25,88
SAY S0
P-degeri 0,011
Anlam Degeri P<0,05

5.7 Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol Konsantrasyonu

VLDL-C konsantrasyonu (3.5.2.4)'te aciklandig1 gibi hesaplanmis olup VLDL-C

konsantrasyonunun sonuglar1 Cizelge 5.6'da sunulmustur. Bu sonuglar, kontrol grubu ve
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gogiis kanseri grubu kadinlar arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu gostermistir (39,98

+ 10,45 vs 31,80 = 8,98) ( (P=0001).

Cizelge 5.6 Calisilan gruplarda ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein konsantrasyonu

ametre

Gruplar VLDL (ortalamaz+SD)
A

Kontrol 31,80:8,98
SAYI 50

e . B
Goguiskanseri 30.08:10.45
SAYI 50
P-degeri 0,0001
Anlam degeri P<0,05

5.8 Tiroid Hormonlari

Hem gogiis kanseri hem de kontrol grubu kadinlarda tiroid hormon testlerinin sonuglari

Cizelge 5.7'de sunulmustur. Bu sonuglar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gogiis

kanseri olan kadmlarin serumunda T3 konsantrasyonunda anlamli olmayan farklilig

gostermistir (93 + 25,6 ve 87 + 32,55) (0,6112). Sirasiyla, ortalama T4 diizeylerinin iki
grup arasinda anlamli fark oldugu (5,6 + 1,39 ve 4,9 + 1,57) (0,0365), TSH diizeyleri ise

iki grup arasinda anlamli olmayan fark oldugu bulunmustur (2,91 + 1,57 ve 3,09 + 1,92)

(0,607). T3, tiimor proliferasyonunu uyarabilir ve gogiis kanserinin biiylimesi ve

ilerlemesinde anahtar rol oynayabilir (De Sibio et al. 2014).

Cizelge 5.7 Calisilan gruplarda tiroid fonksiyon testleri

Tiroid testleri T3 (ng/dL) T4 (ug/dL) TSH (pIU/mL)
Gruplar (ortalama+SD) (ortalama+SD) (ortalama+SD)
Kontrol A A A
93+25,6 5,6+1,39 2,91+1,57
SAYI 50 50 50
Gogiiskanseri A B A
87+32,55 4,9+1,57 3,09+1,92
SAYI 50 50 50
P-degeri 0,6112 0,0365 0,607
Anlam degeri P<0,05 P<0,05 P<0,05
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Tiroid  disfonksiyonu, hipotiroidizmi  ve  hipertiroidizmi  olan  hastalarin

degerlendirilmesi ayrica Cizelge 5.8’de gosterildigi gibi iki grup arasinda kayda deger

bir ayrim olmadigini géstermistir:

Cizelge 5.8 Calisilan gruplarda tiroid bozukluklari

Tiroid testleri islev
sev Hipotiroidizm Hipotiroidizm
bozuklugu

Gruplar
Kontrol 2 (%4) 3 (%6) 4 (%8)
SAYI 50 50 50
Gogiis kanseri 3 (%6) 2 (%4) 3 (%6)
SAYI 50 50 50

5.9 P53 Polimorfizm

Calisma, p53 Codon 72 Proline Alel polimorfizminin caligma gruplar1 arasindaki
dagilimini analiz etmistir. P53 Codon 72 i¢in kontrol ile karsilastirilan incelenen gruplar

arasinda genotip ve alel frekanslarinin dagilimi Cizelge 5.9 'da gdsterilmistir.

Cizelge 5.9 Arastirilan gruplarda p53 Codon 72 genotipinde genotip dagilimi ve alel

frekans1
rametre Genotip (%) Alel frekansi

Grup Pro/pro Arg/pro Arglarg Pro Arg
Gogiis Kanseri 16 (32) 32 (64) 24 64 36
Kontrol 8 (16) 42 (84) 0(0) 58 42
X2 4,495 4,176 2,126 2,084 2,393
P-degeri 0,026 0,047 0,073 0,052 0,53
Anlam Degeri Evet Evet Hayir Hayir Hayir

Pro alel, incelenen gruplar arasinda en yaygin olaniydi. Bu alel, gogiis kanseri

hastalarinda (%64) ve kontrolde (%58) daha yaygindir ve hastalar ve kontrol ile
karsilastirildiginda anlaml bir fark yoktur (P=0,052). Burada istatistiksel kanitlar kiiciik

olabilir ve 6rnek sayisina veya kosullara gore farklilik gosterebilir.
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Genel olarak, hem gogiis kanserli kadinlarda hem de kontrol grubundakilerde (saglikli)
yaygin olan heterozigot genotip Arg/procommon, mevcut kontrol vakalari ile

karsilastirdiginda sirasiyla (% 64'e kars1 % 84, p = 0,047) olmustur.

Aragtirllan grupta homozigot genotipi, vaka grubundakilerle kontrol grubundakiler

karsilagtirdiginda anlam iliskisi ile Pro/pro'dur (%32'ye karst %16, p = 0,026).

Arastirilan herhangi bir grup i¢in Arg/Arg genotipleriyle iliskili olarak onemli bir
farklilik yoktur.

P53 kodon 72 polimorfizmi, gogiis karsinomu dahil olmak iizere ¢ok sayida tiimdrde en
yaygin olarak incelenen polimorfizmdir. P53 kodon72 polimorfizmi ile gogiis kanseri
yaratma riski arasindaki iligki, tutarsiz sonuglara sahip c¢esitli popiilasyonlarda
yogunlagmistir. P53 SNP72 genotiplerinin yaygimligini tahmin etmek icin aleller, bu
vaka kontrol konsantresini gogiis kanserli kadinlara ve kombine birlestirilmis kontrol

grubundakilere tasinmasi gereklidir.

Genel olarak, Pro alel en yaygin topluluktur. Hem vakalar hem de kontrol
grubundakiler, Arg aleli ile karsilagtirildiginda bu alelin yiiksek oranda yayildigini

gostermistir.

Sonuglarimiz, heterozigot genotipin (Pro/Arg) hem kanser vakalarinda ortak oldugunu
hem de genotip i¢in saglikli ve anlaml iligki elde edildigini géstermistir. Sonuglarimiz,
vakalar ve kontroll grubu arasinda (Pro/Arg) genotip dagiliminin istatistiksel olarak

anlamli oldugunu belirtmis olan Faghani (2007) ile uyumludur.

Cizelge 5.10'da goriildiigi tizere Genotip Pro/pro, gogiis kanseri ile bir iliskiye sahiptir
ve hastaliga yakalanma olasiligi arttirir (OR = 2,4706). Ote yandan, Arg/pro genotipi
hastalik olasiligin1 azaltir OR= 0,0386. Ayrica Arg/Arg, OR= 5,2062 oldugunda

hastaliga yakalanma olasiligini artirabilir.
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Cizelge 5.10 P53 genotiplerine gore Gogiis kanseri ve Saglikli grubu i¢in olasilik orani

72 lokusundaki P53 o
polimorfizmi AP s
Yoy P-degeri OR (%95Cl)

8 Gogiis

Genotipler . Kontrol
Kanseri

Pro/pro 16 (32) 8 (16) 0,0653 2,4706 (0,9444 ila 6,4630)
Arg/pro 32 (64) 42 (84) 0,0257 0,3386 (0,1308 ila 0,8768)
Arg/ Arg 2(4) 0(0) 0,2909 5,2062 (0,2436 ila 111,2444)

Cizelge 5.11de, Pro/pro genotipinin gogiis kanserine yakalanma olasiligini arttirdigi

goriilmektedir. Genotipin goéreceli risk RR'si 2,00 dir.

Cizelge 5.11 P53 genotiplerine gore Goreceli Gogiis kanseri ve Saglikli grubu riski

72 lokusundaki P53 Y%Erekans

polimorfizmi P-degeri OR(%95CI) Genotipler
Genotipler Gogiis kanseri | Kontrol

Pro/pro 16 (32) 8 (16) 0,0711 2,00 (0,9421 to 4,2457)
Argl/pro 32 (64) 42 (84) 0,0267 0,7619 (0,5990 to 0,9691)
Arg/ Arg 2(4) 0 (0) 0,2949 5,00 (0,2461 to 101,5902)

Bu calismadaki temel amag, Irakli gogiis kanseri olmus kadinlarda bu iic p53
polimorfizminin belirlenmesi ve Pro72Pro veya pro 72 Argotipleri arasinda pozitif bir

bagin ve bu popiilasyonda gogiis kanseri gelisme riskinin azalmasinin gosterilmesidir.
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