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1.GIRIS

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimordiir.

Yine kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30 unu olusturmaktadir.(3)

Avrupa’da yilda 180 bin, Amerika Birlesik Devletleri(A.B.D.)’nde yilda 184 bin

yeni olgu saptanmaktadir (4).

Meme kanseri 30 yasindan Once nadiren goriiliir.30 yasindan sonra
gorliilme hizi giderek artar. Her kadinin tiim yasantisi boyunca bu kansere

yakalanma olasilig1 1/10°dur.(1,2)

Kadinlarda kansere bagli Olimlerin %181 meme kanseri nedeniyle
olusmakta ve meme kanserine bagli oliimler; akciger ve kolorektal kanserlerden

sonra liglincii siray1 almaktadir (5).

Meme kanserinin tanisindan itibaren sistemik bir hastalik olarak
algilanmaya baglanmasi ile "neo-adjuvan" ve "adjuvan" sistemik tedaviler aktif
olarak kullanilmaya baslanmis ve bu tedavilerin hangi hastalara uygulanacag:

sorusu dnem kazanmaigtir.(6)

Sagkalimla ilgili prognostik faktorler belirlenerek, bunlarin klinik gézlem

ve tedavilere yansimalari ayrintili olarak ortaya konmustur.(7)
Lenf nodu negatif meme kanserleriyle ilgili yapilan klinik ¢aligmalar;

Bu hastalarin % 90’lik kismimin da adjuvan kemoterapiye aday oldugunu
gostermektedir. Ancak bu hastalarin %70’inde sadece lokoregional cerrahi tedavi
ile kiir saglanmaktadir. Bu ¢aligmalara gore lenf nodu negatif vakalarin sadece

%30’una verilmesi beklenen sistemik kemoterapi i¢in hasta se¢imi;



St.Galen ya da US National Institutes of Health konsensus kriterlerine gore

%85-90 oraninda endikasyon bulabilmektedir.(8)

Daha ¢ok oranda gereksiz kemoterapi uygulanmasinin veya daha az oranda
goriilse de kemoterapi uygulanmadigi i¢in metastaz olusmasinin nedeni halen
giiniimiizde adjuvan tedavilerin endikasyon kriterlerine temel teskil eden

klinikopatolojik prognostik faktorlerin sensitivite ve spesifitesindeki diisiikliiktiir.

Son zamanlarda mikro-array yontemi ile meme kanserlerinde her bir
vakanin ekspresyon gen profili ¢ikarilarak kimliklendirilmesinde metastaz

yoniinden % 80 civarinda sensitivite ve spesifite bildirilmektedir. (9,10,11,12,15)

Klinigimizdeki meme kanseri hastalarindan hazirlanan hiicre kiiltiirleri
gerekli agamalardan gecirildikten sonra PCR Array gen tarama kiti kullanilarak
hastalarin gen ekspresyon profilleri ¢ikarildi. Cikarilan sonuglarla meme kanseri
icin yeni prediktif faktorlerin rutin kullanima girebilecegi ve tedavinin

kisisellestirilmesi i¢in 6nemli bir adim oldugu goriildii.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri Tarihcesi

Meme hastaliklarma iliskin en eski bilgi ; cerrahi miidahale yapilmis olan

48 hastanin anlatildig1 Misir papiriisiidiir. Meme kanserinin kayit altina alinmis en

eski orneklerinden biri olan ve 45 hastanin kayitlarini igeren bu yazida, lizerinde
elle dokunulabilen tiimorler bulunan memenin, tedavi imkaninin olmadigi

anlatilmaktadir.(16)
Meme kanseri ameliyati ile ilgili ilk agiklamalar1 yapan;

Bizansli derlemeci Aetius’dur. Aetius, memenin yarisindan biraz biiyiik ve
u¢ kismina yakin tiimorlerin, cerrahi miidahaleye en uygun tiimdérler oldugunu

belirtmistir.
Aetius operasyonu sdyle tariflemistir:

Hasta sirtiistii yatirilir. Sonra memenin kanserli bolgesi iizerinde kalan
saglam boliimiine bir yarik acilir ve kanama durana kadar daglanir. Sonra yeni bir
yarik daha agilir, yine memenin derinlerine kadar inilir ve degisik boliimleri

daglanir.

Kanamanin durmasmi saglamak icin kesi sonrasi daglama islemi hizla

yapilir. Bu yolla asir1 kanama tehlikesi engellenmis olur.



Kesme islemi tamamlandiginda kesilmis tiim boliimler bir kez daha biitiinii
ile kuruyana kadar daglanir. Yapilan ilk daglamalar asir1 kanamay1 engellemek

icin, geriye kalanlar ise hastaligin tiim kalintilarin1 kdkiinden kazimak i¢indir.
Bu meme kanseri ameliyati, yiiz yillarin standart ameliyati olmustur.
Alman cerrah Wilhelm Fabry (1560-1634), meme kanserinin meme icinde
pihtilasan ve sertlesen bir damla siitten kaynaklandigina inaniyordu.
[k basarili Lumpektomi ameliyatini yapan Paris’te yasayan Hollanda’l1

doktor Adrian Helvetius (1661-1741) dur.



Resim 1. Halsted’in Radikal Mastektomisi



John Hopkins Universitesi’nden William Halsted tarafindan XIX. Yiizyilin
sonlarinda gelistirilen radikal mastektomi, meme kanseri ameliyatlarinin standart
yontemi olmustur. Bu metot da rutin olarak tiim meme, lenf bezleri, pektoralis
major ve minor kaslari, interkostal kaslarin yiizeyel fasyalar1 ile birlikte blok

halinde ¢ikarilmaktadir.

Bu yontem daha sonraki altmig yil Dr.Haagensen’in yaptigi
modifikasyonla agirligin1 korumustur. Yirminci ylizyilin ortalarindan sonra

radikal mastektomi, yerini daha 1limli cerrahilere birakmistir.

2.2.Meme Anatomisi

Eriskin bir kadinda meme glandi, genellikle 6n gogiis duvarinin yiizeyel

pektoral fasyasinin yiizeyel ve derin tabakalar1 arasinda bulunur (17).

Memeler 2. ile 6-7 kostalar arasinda yer alirlar. Icte sternumun kenarindan

dista 6n ve orta aksiller ¢izgiye kadar uzanirlar.

Memenin gercek sinirlart ise yukarida klavikula, medialde sternum ortasi
lateralde latissimus dorsi kasinin 6n kenar1 ve asagida arkus kostaryuma kadar
uzanabilir. Meme dokusu degisik derecelerde olmak {izere aksillaya dogru da

uzanim gosterir.(memenin aksiler kuyrugu) (18)
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Resim 2. Memenin glanduler yapisi

Memenin iist-dis kadran1 diger kadranlara nazaran ¢ok daha fazla
glandiiler elaman icerdigi i¢in bu kadranda selim ve habis meme tiiméorleri daha

stk goriiliir.

Laktasyonda olmayan bir memenin agirligt 150-200 gram, laktasyonda ise
400-500 gram kadardir (17). Memenin c¢aplar1 ve simirlart kadindan kadina
degisebilecegi gibi ayn1 kadinda; gebelik, emzirme, sismanlama, zayiflama ve

yaslilik nedeniyle farklilik gosterebilir.
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Resim 3. Memenin sinirlari

Meme dokusu; Epiteliyal parankim, bunlarin muskuler ve fibroz destek
elementleri ile degisken miktarda yag, kan damarlari, sinirler ve lenfatiklerden

olusur.(19)

Epiteliyal parankim, her biri ayr1 bir kanal ile meme bagina acilan 20 veya
daha fazla lobdan ibarettir. (20) 10 ile 100 arasindaki sayida alveolun kanalcig:

birleserek bir lobiil olusturur.



Bu lobiillerden 20-40 tanesinin kanali birleserek giderek biiyiir ve bir
meme lobunu olusturur. Sayilar1 20 civarinda olan siit bosaltic1 kanallar1 areola
altinda genisleyerek siit siniislerini olusturur. Bu siit siniislerini 6rten epitelyum

cok katli yass1 epiteldir. (21-22)
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1.Meme Glandi

2.Yag Dokusu

3.Laktifer6z Duktus

Resim 4. Meme Dokusu Histolojik Kesit



llustrations : A. Micheau - MD Copyright © IMAIOS 2011

http//www.imaios.com Anatomy of the thoracic cage and the breast: illustrations

16 Aralik 2010 Persembe Antoine Micheau,Denis Hoa

1.Yag Dokusu

2.Meme Glandi

3.Laktiferoz Duktus

Resim 5. Meme Dokusu Histolojik Kesit
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2.2.1.Memenin Arterleri ve Venleri

Memenin ana kan damarlari

1.internal mamaryan arterin perforan dallari

2.Posterior interkostal arterlerin lateral dallari;

3.Aksiller arterden gelen dallardir.

Yiiksek torasik, lateral torasik ve torakoakromial arterin pektoral dallari;

Ikinci, iiclincli ve dordiincii anterior interkostal perforanlar ve internal

mammaryan arterin dallar1 medial meme arterleri olarak memede dallanir.(24-25)
Lateral torasik arter, serratus anteriora, pektoralis major ve mindre ayrica

subskapularis kaslarina dallar verir. Memenin lateral damarlar1 bu arterden

kaynaklanir . (26)

11
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Resim 6. Memenin Arterleri

Meme ve gogiis duvarinin venleri de arterlerin seyrini izler ve venoz
drenaj primer olarak aksillaya dogrudur.

3 ana ven grubu;

1. Internal torasik venin perforan dallart

2. Posterior interkostal venlerin perforan dallari

3. Aksiller venin kiigiik dallart

12



Vertebray1 saran ve kafatasinin tabanindan sakruma dogru uzanan Batson
vertebral venodz pleksusu, meme kanserinin vertebra, kafa kemikleri, pelvik

kemikler ve merkezi sinir sistemi metastazlari i¢in bir yol olabilir.(20)
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Resim 7. Memenin Venleri

13



2.2.2. Memenin Sinirleri:

Memenin ve anterolateral gdgiis duvarinin duyusal inervasyonu iigten

altiya kadar olan interkostal sinirlerin lateral kutandz dallari tarafindan saglanir.

Bu dallar interkostal bosluga serratus anterior kasinin lifleri arasindan
gecerek girer. Interkostobrakiyal sinir, ikinci interkostal sinirin lateral kutanoz
dalhidir ve aksillanin diseksiyonu sirasinda gériilebilir. Interkostobrakiyal sinirin

kesilmesi tist kolun medial yliziinde duyu kaybina neden olur. (29)
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Resim 8. Memenin Sinirleri
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2.2.3. Memenin Lenfatik Sistemi ve aksiler lenf nodiilleri:

1.Yiizeyel lenfatikler ( Deri lenfatikleri )

2. Derin lenfatikler ( Parankimal lenfatikler )

Aksiler lenf nodlari memeden gelen lenf akimmnin en o6nemli ¢ikis
bolgesini olusturur. Aksiller lenfatik sistem bir biitlin olusturmasina karsin, tarifi
kolaylastirmak ve meme kanserinin yayilma derecesini belirlemek amaciyla lenf

nodlar alt1 gruba ayrilarak incelenebilir (24).

Genellikle aksiller lenf nodlarinin sayist 20 ila 40 arasinda degisir.(17)

</ =7 _i‘/\\(\' 3
N =L \\ .\,
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Resim 9. Memenin Lenfatikleri ve Aksiler Lenf Nodlari

15



1. 4-6 lenf nodu iceren, aksiller venin medial ya da posteriorunda (post.)

uzanarak , iist ekstremitelerden gelen lenf direnajinin biiyiik kismini alan aksiller

ven grubu (lateral) (29)

2. 5-6 lenf nodunu kapsayan ve lateral torasik damarlara komsu,
pektoralis mindr kaslarinin alt sinir1 boyunca uzanip memenin lateral yiiziinden
gelen lenf direnajinin biiyiik kismini alan eksternal mammaryan grup
(anterior ya da pektoral grup) (24)

3. 5-7 adet lenf nodu iceren subskapular damarlara komsu skapulanin
lateral sinirindaki aksilla posterior duvari boyunca uzanip, esas olarak alt posterior
boyundan , post. govde ve post. omuzdan gelen lenf drenajin1 alan skapular grup
(posterior ya da subskapular)

4. 3-4 adet lenf nodu kapsayan ve pektoralis mindr kasinin hemen
posteriorunda uzanan aksillanin yaglarina gomiilii olup aksiler ven, digs meme ve

skapula lenf nodu gruplarindan ve dogrudan memeden gelen lenf direnajini alan

santral grup (24)
5. 6-12 adet lenf nodu igeren ve pektoralis mindr kaslarinin {ist sinirinin
posterior ve superiorunda uzanip tiim diger aksiler lenf nodu gruplarindan gelen

lenf direnajin1 alan subklavikiiler grup (apikal) (29)

16



6. 1-4 adet lenf nodu iceren pektoralis major ve pektoralis minor
kaslarinin arasinda yer alarak dogrudan memeden gelen lenf direnajini alan
interpektoral grup (Rotter) (24-26-29)

Lenf nodu gruplar1 pektoralis mindr kasiyla olan iligkilerine gore
Diizeylere ayrilirlar.

1.Diizey Lenf Nodlari: Pektoralis mindr kasinin lateralinde, yukarida
Aksiler ven, lateralde latissimus dorsi kasi ile sinirlanan alanda yerlesen ve aksilla
lenf nodlarinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan gruptur. Aksiller ven, eksternal

mammaryan ve skapular gruplari kapsar.(24-29)

2.Diizey Lenf Nodiilleri: Pektoralis mindr kasinin arkasinda yerlesen

nispeten az sayidaki lenf nodlaridir . Santral ve interpektoral gruplari kapsar.

3.Diizey Lenf Nodiilleri: Pektoralis mindr kasinin medialinde yerlesen ve
aksiler venin klavikula altmma girdigi yere kadar yayilan lenf nodlaridir.

Subklavikiiler grubu kapsar.

Aksiller lenf nodlar1 genellikle memenin lenf drenajinin %75 inden
fazlasini alir. Geri kalani ise esas olarak memenin medial yiiziinden kdken alarak
internal mamaryan arterin perforan dallarina eslik eden lenf damarlar1 boyunca

ilerleyerek parasternal(internal mammaryan) lenf nodu grubuna direne olurlar.
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2.2.4. Meme Fizyolojisi
Memenin gelisimi ve fonksiyonu; dstrojen,progesteron,prolaktin,oksitosin,

tiroid hormonu, kortizol ve bilyiime hormonunun da arasinda bulundugu cesitli

hormonal uyarilarla baglar.

Ostrojen’in meme iizerine etkisi sitoplazma ve cekirdekteki resopterlere
baglandiktan sonra goriiliir. Ostrojen reseptorlerinin sentezini hem strojen hem

de progesteron uyarir.(26)

Progesteron; Prolaktin ile sinerjik etki gosterir. Epitel hiicrelerinin
diferansiasyonunda, lobuliis ve asiniis gelisiminde etkilidir. Laktasyonu inhibe

eder. (27)

Prolaktin; hipofizde yapilir. Hamileligin son doneminde dogumdan hemen
sonra yiikselir ve dogum sonrast donemde yiiksek kalir. Progesteronla birlikte
lobiiliis ve asiniis gelismesini uyarir. Siit sekresyonunu ve siit proteinlerinin

sentezini kontrol eder.(27)

Gebelik sirasinda dolagimdaki, over ve plasenta kaynakli, Gstrojenler ve
progestinlerde belirgin artislar mevcuttur. Bu durum duktal ve lobiiler epitel
prolifere olduk¢a memelerin genislemesine ve aksesuar areolar bezlerin belirgin

hale gelmesine neden olur.
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Plasentanin dogumdan sonra atilmasiyla dolasimdaki progesteron ve
Ostrojen diizeyleri diiser ve bu da prolaktinin laktojenik etkisinin tam olarak ortaya

¢ikmasini saglar.(28)

Menapozla birlikte overlerden Ostrojen ve progesteron salgilanmasinda
azalma olur, meme duktus ve alveollerinde involiisyon baslar. Cevredeki fibroz
bag dokusunun yogunlugu artar ve meme dokularinin yerini adipoz dokular

alir.(28)

2.3. Meme Kanseri Hakkinda Genel Bilgiler

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goériilen malign tlimordiir.

Yine kadinlarda goriilen tiim kanserlerin  yaklasitk %30 unu

olusturmaktadir.(3)

Avrupa’da yilda 180 bin, Amerika Birlesik Devletleri(A.B.D.)’nde yilda

184 bin yeni olgu saptanmaktadir (4).

Meme kanseri 30 yasindan Once nadiren goriiliir. 30 yasindan sonra
goriilme hiz1 giderek artar. Her kadinin tiim yasantisi boyunca bu kansere

yakalanma olasilig1 1/10°dur.(1,2)

Kadinlarda kansere bagli oliimlerin %18’i meme kanseri nedeniyle
olugmakta ve meme kanserine bagli 6liimler; akciger ve kolorektal kanserlerden

sonra iiglincii siray1 almaktadir (5).
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2.3.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri

2.3.1.1.Yas

Meme kanserinin ortalama goriilme yasi 65 olmakla birlikte, insidansi
30 yasindan sonra artar. insidans 40 yasta 93’de 1’e, 50 yasta 50°de 1’e, 60

yasinda 24°de 1’e 70 yasinda 14’de 1’e 80 yasinda 10’da 1’e yiikselir. (31,32)

2.3.1.2. Cinsiyet

Meme kanseri gerek meme dokusunun gelisimi gerekse hormonal
etkiler nedeniyle kadinlarda cok daha sik goriiliir. Erkeklerde meme kanseri

goriilmesi siklig1 kadmnlarin 1/100 * tidiir. (29,31)

Dogumda memenin epiteliyal komponenti meme basinin altinda az
sayida rudimenter kanaldan olusur ve prepubertal yillarda bu kanallar yavas
yavas biiylime gosterir. Erkeklerde meme gelisimi bu fazda dururken,
kadinlarda cinsiyet hormonlarinin etkisiyle meme gelisimi pubertede

hizlanmaktadir.

Dogum kontrol ilaglart ve hormon replasman tedavisi kullanimi da

kadinlarda meme kanserinin daha sik goriilmesine katkida bulunabilir.
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2.3.1.3. Aile OyKiisii

Yapilan caligmalardan elde edilen veriler aile Oykiisii ve meme kanseri

riski arasinda su iliskileri ortaya koymustur:

1. Birinci derece akrabalarda (anne, kiz kardes ve kiz cocugu) meme

kanseri olmasi, riski 2-3 kat artirmaktadir.

2. Uzak akrabalarda (teyze, biiylikanne) meme kanseri goriilmesi, riski

fazla arttirmamaktadir.

3. Birinci derece akrabada ortaya c¢ikan meme kanseri premenopozal
donemde veya bilateral oldugunda, meme kanseri gelisme riski daha fazla

artmaktadir.

Birden fazla bireyin etkilendigi ailelerde, o6zellikle bilateral ve erken yas

kanserlerde, meme kanseri gelismeriski %50 ye kadar yiikselmektedir.

Bu ailelerde meme kanseri genellikle genetik kokenli olarak ortaya

cikmaktadir.

Yine yapilan bir ¢alismada ailesinde meme kanseri Oykiisii olup, dogum
yapmis postmenopozal kadinlarda meme kanseri gelisme riski, aile Oykiisii

olmayip dogum yapmamis 70 yas iizeri kadinlardan daha fazla bulunmustur.

Iki kusak boyunca birinci derece akrabalarinda meme kanseri OyKkiisii

olmaksizin meme kanseri gelisen hastalar sporadik meme kanseri hastalaridir.

Birinci veya ikinci derece akrabalarinda birden fazla kiside meme kanseri
olan, ancak herediter meme kanseri tanimina uyacak sekilde diger kanserlerle

birlikte goriilmeyen meme kanserleri ailesel meme kanseri olarak tanimlanir.
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Ailede meme kanseri ile birlikte kanser (over ve kolon kanseri)
Oykiisii olan, otozomal dominant ge¢is gOsteren meme kanseri hastalari bu
gruba dahil edilmektedir. Bu tamiyr destekleyecek diger faktorler, meme

kanserinin premenapozal erken yasta ortaya ¢ikmasi ve bilateral olmasidir.

Ailesel meme kanseri sendromlarinin %40’inda 17. kromozomun uzun

kolu {izerinde bulunan BRCA 1 geni tanimlanmistir.(34)

Ayrica kromozom 13’de tespit edilen ikinci bir sorumlu gen daha
mevcuttur ve BRCA 2 olarak adlandirilmistir ailesel meme kanserlerinin

%30’unda saptanmaktadir.

BRCA 1 ile iligkili kanserlerin histopatolojisi BRCA 2 ile iliskili
kanserlere gore daha kotidiir. Yiiksek grade, hormon reseptér negatifligi ve

artmis S faz fraksiyonu ile karekterize tiimorler igerir. (34)

2.3.1.4.Hormonal Durum

Kadinlarin hayatlar1 siiresince Ostrojene maruz kaldiklar1 siire onlarin
meme kanseri olma risklerini arttirir. 12 yasindan Once menars, ilk canl
dogumun 30 yasindan sonra yapilmis olmasi, dogurmamis olmak, menapozun 55

yasindan sonraya kalmasi risk artisin1 beraberinde getirir.(34)

Marchbanks’in popiilasyona dayali vaka kontrol ¢alismasinda 35-60 yas
arast kadinlarda halen oral kontraseptif kullananlarda veya gecmiste

kullananlarda meme kanseri goriilme riskinin artmadig1 saptanmustir. (35)

22



HRT i¢in ise menapozal semptomlar1 diizeltmek amaciyla 5 yildan az siire

ile Ost. , prog. kombinasyonlarinin kullanilmasi 6nerilmektedir.(34)

2.3.1.5. Meme Hastalig Oykiisii

Meme kanseri olan kadinlarda diger memede kanser gelisme riski 3-4
kat artmaktadir. Riskteki bu artis aile Oykiisii varligindan kaynaklanan riske gore

daha yiiksektir.(36)

Ayrica; 30 yasindan Once gogse uygulanan radyasyon, onceki biyopside

atipi veya kanser saptanmasi da riski arttirir.

2.3.2. Meme Kanserinde Prognostik ve Prediktif Faktorler

2.3.2.1.Tiimériin Histopatolojik Ozellikleri

Prognoz ile tiimor ¢apt arasinda aksiller lenf nodlarinin durumundan
bagimsiz olarak bir iliski vardir. Ayrica primer tiimoriin capt ile dogru orantili

olarak aksiller lenf nodu tutulumu olasilig1 da artmaktadir.(37)

Tiimor ¢ap1 1 cm’nin altinda olan lenf nodu tutulumu negatif hastalarda 10
yillik sagkalim oranlar1 %90 veya daha iyidir. Oysa c¢ap1 2-4 cm arasindaki

timorlerde bu oran yaklasik %355 tir (39).
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2.3.2.2. Aksiller Lenf Nodlari

Invaziv kanserli hastalarda tutulan aksiller lenf nodu sayis1 sag kalimdaki
en onemli prognostik faktordiir. 10 yillik sag kalim orani aksiller lenf nodu
tutulumu negatif olgularda %65 iken 4 ya da daha fazla lenf nodu tutulumu olan

olgularda bu oran %135 tir. (38)

Ayrica level 3’te capt 2 cm’den daha biiyiikk metastatik lenf nodunun

olmasi1 prognozu daha kétii hale getirmektedir.

Aksillanin evrelendirmesindeki hatalar1 en aza indirmek i¢in en az 10
lenf nodunun O6rneklenmesi gerekir. Pozitif aksiller lenf nodlarinin anatomik

diizeyi bagimsiz bir prognostik gosterge olarak goriillmemektedir (40).

Metastatik lenf nodu sayisindaki artis hastalik nedeniyle olan Oliim

riskini arttirmaktadir.(41,42)

2 mm’nin altindaki lenf nodu metastazlart mikrometastaz olarak

tanimlanir. (40)

2.3.2.3.Lenfovaskiiler Invazyon

Invaziv karsinom icindeki ya da komsulugundaki damarlar ve lenfatikler
timor hiicreleri tarafindan invaze edilebilir. Invaziv karsinom cevresinde
vaskiiler invazyon varligi erken lokal rekiirens ve uzak metastazi 6ngoren

degerli bir bulgudur.
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2.3.2.4. Tumor Grade’i

Grade, hiicresel diferansiasyon derecesi, hastaligin gidisini belirleyen

giiclii bir faktor olarak kabul edilmektedir.(45)

Meme kanserlerinin grade seciminde en sik kullanilan sistem tubul

formasyonu, niikleer derece ve mitoz oranini kullanan Fisher sistemidir.

2.3.2.5. Tiimoriin Histolojik Tipi

Meme kanserini iic ana histopatolojik kategoriye ayirarak incelemek

uygundur; Noninvazif epitaliyal karsinomlar, invazif epiteliyal karsinomlar, mikst
konnektif ve epiteliyal karsinomlar

Meme kanserli hastalarda en sik rastlanan histolojik tip infiltratif duktal
karsinomdur. Ozel histolojik tipe sahip meme tiimorlerinin (tiibiiler, mediiller,

lobiiler, papiller, miisindz) prognozu duktal karsinomlara oranla daha iyidir.

2.3.2.6. Ostrojen Progesteron Reseptor Varhg

Reseptor pozitifligi hastanin biraz daha iyi bir prognoza sahip oldugunun
gostergesidir. Reseptér pozitifliginin arastirilmasi tedaviye yanit agisindan

onemlidir.

Verilecek antiostrojen tedaviye yanit reseptorlerin pozitif oldugu

hastalarda en yiiksek orandadir. (%80)
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2.3.2.7.ERBB2 Overekspresyonu

Membran baglantili bu proteinin overekspresyonu genellikle gen
amplifikasyonu sonucu meydana gelir. Bu nedenle overekspresyon
immiinhistokimyasal yontemler (dokuda proteinin tespiti) veya floresan in situ
hibridizasyon (genlerin sayisinin tespiti) ile saptanir. Overekspresyon kotii

prognoz ile birliktedir.

2.3.3. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanseri tedavisi gecmiste tamamen klinik evrelemeye
dayandirilmistir, ancak Ozellikle cerrahi dis1 tedavinin belirlenmesinde

giiniimiizde , patolojik evreleme 6n plandadir.

Klinik evrelemeye 6rnek olarak Manchester siniflamasi yapilmistir.

Evrel Memede sinirli kalmig tiimor

Evre 11 Timor memede smirli kalmis, ancak palpabl ve mobil lenf nodlari mevcut

Evre 111 Meme disina yayilim gosteren timor

Evre IlIa Deri tutulumu ya da biiyiik bir alanda fiksasyon veya deri tilserasyonu
varligi

Evre IIIb Kasa veya fasiaya tiimor fiksasyonu, +/- mobil lenf nodu

Evre IV Tiimor meme disina uzanmis ve gogis duvarina tam fiksasyon mevcut,

supraklavikiiler lenf nodu yada karsti memede lenf nodu varligi, satellit

nodiiller veya uzak metastaz varligi

Tablo 1. Manchester Siniflamasi
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2.3.3.1. TNM Siniflamasi

Primer meme kanserinde en sik kullanilan evreleme sistemi International
Union Against Cancer (UICC) ve American Joint Commitee on Cancer (AJCC)

tarafindan tasarlanan siniflamalardir.

Burada 6nemli olan evreleme sistemlerinin heterojen bir hastalig1 ve erken

malignensiden fatal metastazlara giden klinik tablolar1 sunmasidir.

2002 yilinda AJCC TNM smiflamasint yeniden diizenledi. Bu sistem
Primer Timor (T), bolgesel lenf nodlarinin durumu (N) ve uzak metastazlarin

varligini tanimlama iizerine kuruludur.(34)
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Meme Kanseri icin Amerikan Birlesik Komitesinin Kanser Evreleme Sistemi

(p) T (Primer Tiimor)

Tis Karsinoma in situ (lobiiler veya duktal)

T1 Tiimor <2 cm

Tla Timor > 0.1, <0.5 cm

T1b Tiimor > 0.5 cm, < l.cm

Tlc Timor > 1 cm, <2 cm

T2 Tiumor > 2 cm, <5 cm

T3 Timor > 5 cm

T4 Gogiis duvari veya cilde yayilim gosteren herhangi bir bitytikliikteki

tumor
T4a Gogiis duvarina yayilim gosteren tiimor (pektoralleri tutmaz)
T4b Tiimor cilde yayilmstir. Ulserasyon, ddem ve satellit nodiiller
vardir.

T4c T4a ve T4b birlikte.

T4d Inflamatuar karsinoma

(p) N (Lenf Nodlar)

NO Rejyonel/Bolgesel lenf nodu tutulumu yok, 6zel ¢aligmaya gerek
yok

NOG-) Rejyonel lenf nodu tutulumu yok,Negatif IHK (immunhistokimya)

NO(i+) Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Pozitif IHK

NO(mol-) Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Negatif PCR

NO(mol+) Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Pozitif PCR

N1 1-3 aksiller ve/veya biyopsi ile internal mamaryan lenf noduna
metastaz

N1(mic) Mikrometastaz (>0.2 mm ancak >2.0 degildir)

Nla 1-3 Askiller lenf noduna metastaz

Nl1b Sentinel biyopsi ile internal mamaryan lenf nodlarinda metastaz

Nlc Biyopsi ile 1-3 aksiller ve internal mamaryan lenf nodunda
Metastaz

N2 Klinik olarak 4-9 aksiller lenf nodunda veya aksiller metastaz
olmadan internal mamaryan lenf nodunda metastaz

N2a 4-9 aksiller lenf noduna metastaz, en azindan bir tanesi >2.0 mm

N2b Klinik olarak belirgin internal mamaryan lenf nodu tutulumu,
aksiller tutulum negative

N3 >10 aksiller lenf nodu tutulumu veya aksiller ve internal
mamaryan lenf nodu tutulumu birlikteligi

N3a >10 aksiller nod tutulumu (>2.0 mm) veya infraklavikular lenf
nodu tutulumu

N3b Klinik olarak pozitif internal mamaryan lenf nodu ve >1 aksiller
nod tutulumu veya biyopsi ile >3 aksiller lenf nodu ve pozitif
internal mamaryan lenf nodu

N3c Ayni taraf supraklavikular lenf nodu tutulumu

M (Metastaz)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz

Tablo 2. TNM Siniflamasi
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EVRE 0

EVRE1I

EVRE 1A

EVRE IIB

EVRE IIIA

EVRE IIIB

EVRE IV

Tablo 3. Amerikan Birlesik Komitesi

T;s. NO, MO
T1, NO, MO
TO, N1, MO
T1, N1, MO
T2, NO, MO
T2, N1, MO
T3, NO, MO
TO, N2, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N1, MO

T3, N2, MO

T4, herhangi bir N, MO

Herhangi bir T, N3, MO

Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

Kanser

Evre

Gruplamasi
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2.3.4. Meme Kanseri Tedavisine Genel Bakis

Meme kanseri tanis1 konduktan sonra, meme kanseri hastasina 6nerilecek
tedavi tipi hastaligin evresiyle belirlenir. (29)

Meme kanserlerinin erken evreleri i¢in cerrahi uygulamalar, kiir i¢in bir
sans saglar. Son yiizyi1l boyunca meme kanserlerinde cerrahi yaklasim,

tiimorlerin klinik tablosu gibi dramatik degisikliklere ugramstir.

1894’ de, Halsted sonradan radikal mastektomi olarak isimlendirilen, 50
hastalik serisini ‘tam operasyon’ ile tedavi ettigini bildirmistir. Sonraki 75 yilda
radikal mastektomi ABD’de opere edilen tiim meme maligniteleri igin

kullanilmustir.

Halsted’in ilk vaka caligmalar incelendiginde vakalarin 2/3’iiniin lokal

ileri evre oldugu ve % 60 vakada lenf nodu metastaz1 varligi saptanmigstir. (31)

Amerikan Cerrahlar Kolejinin (ACS) 1980 arastirmalar1 incelendiginde
evre 1 ve evre 2 olanlar hastalarin %85’ini olusturmustur. Pozitif aksiler lenf
nodlu vakalarin siklig1 %40 olarak goriilmiis ve 1970’lerde cerrahi tedavi igin

Olciilen tiimor boyutu 2 cm veya daha az saptanmustir. (34)

Tedavi basarisizliginin nedeninin %90 sistemik veya visseral niikslerle

alakal1 olmasi, cerrahlar radikal mastektomiye alternatif bulmaya sevk etmistir.

Boylece tedavide sistemik kemoterapi kullanimi detaylanarak ve bireysel

hasta secimlerine onem verilerek kullanilmaya baslanmistir.(34)
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1982°de ACS operabl meme kanseri olgularinda cerrahi uygulamalari
arastirdt ve ilk yillardaki uygulamalarin sonuglar1 ile karsilastirdi. Cerrahi
uygulamadaki degisiklik 1970’lerin ortalarinda, radikal mastektomiden modifiye
radikal mastektomiye ani gegisin olmasi ile meydana geldi. Bu arastirmada

memeleri koruyan prosediirler olgularin sadece %7,2’sine yapilmisti.

Giinlimiizde meme koruyucu girisimlerin oranlar1 yaklasik %40-60

civarindadir. Ayrica artik birgok cerrah aksiler diseksiyon gereksinimi hakkinda

daha se¢ici davranmaktadir. Sentinel nod biyopsisinin kullanimi, negatif lenf

nodlu kadinlar i¢in rutin aksiler diseksiyonun yerini almaya baglamstir.

2.3.4.1.Sistemik Adjuvan Hormonoterapi

Hormon reseptér durumuna gore hormonoterapi tedavisi planlanir. Eldeki

doku yetersizse postmenapozal bayanlarda reseptorler pozitif kabul edilmelidir.

Ostrojen reseptorii negatif progesteron reseptdrii pozitif olan hasta

grubunun kii¢iik bir kismi da tedaviden fayda goriir. (7)

Ostrojen ve progesteron reseptdrii pozitif ise bu hormonlarm varlig

tiimdriin uyarimina neden olur. Hormonlarin eliminasyonu amaciyla;

Tamoksifen ile reseptor blokaji , overlerin rezeksiyonu veya ablasyonu,
sitotoksik kemoterapi ile over hiicre hasar1 yapilabilir ancak rutin olarak

kullanilan tamoksifendir.
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Yas, menapoz durumu, aksiler lenf nodu profili, tim6r boyutu ne olursa
olsun Ostrojen progesteron reseptorii pozitif olan hastalara hormonal terapi

Onerilmelidir. (29)
Bu tedavi, tiimor rekiirrens sikliginin azalmasinda, ikincil primer meme

tiimorili olugma riskinin azalmasinda ve 15 yillik yasama siiresinin artmasinda

etkilidir.(7)

Tamoksifen kullanimi i¢in onerilen siire 5 yildir.

2.3.4.2. Sistemik Adjuvan Kemoterapi Secimi

Meme kanserinde primer cerrahi tedaviden sonra olas1 mikro metastazlari
engellemek ve niiksii onlemek icin yapilan sitotoksik tedavidir.

Operabl meme kanseri i¢in sistemik adjuvan terapinin yarari orta
derecededir ve Olim veya rekiirrens olasiligmi % 20-30 oraninda

azaltabilmektedir. (46)

Adjuvan kemoterapi ile iliskili olarak 69 calismadaki 30 bin kadinin
verileri bir araya getirilerek cikartilan sonuglarda; Tedavi alanlarda almayanlara
gore rekiirrenste istatiksel olarak anlamli, %?23,5 azalma ve herhangi bir

nedenden dolay1 olan 6liim i¢in ise %15,3 azalma oldugu gosterildi.

Nod pozitif hastalarda nod negatif hastalara gore kesin yarar daha
biiyliktiir. Bununla beraber yillik rekiirrens olasiliginda azalma benzerdir.

Nod negatif hastalar i¢cin %28-34, nod pozitif hastalar i¢in % 33-42 1di.(46)

32



EBCTCG’nin (Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group)
1998 yilindaki genel analizinde farkli hasta gruplari icin adjuvan kemoterapi

sonuclarinin temelleri ortaya konmustur.(47)

2.3.4.2.1. Erken Meme Kanseri Arastirmacilar1 Isbirligi Grubunun

Adjuvan Kemoterapi Incelemesi

1. Her ne kadar rekiirrens ve 6liim i¢in mutlak farklar kiiciik olsa da, nod
pozitif ve nod negatif hastalar i¢in fayda benzerdir.

2. Geng hastalar bir miktar daha fazla faydalansa da tiim yas gruplari
kemoterapiden fayda goriir. (70 yasina kadar)

3. Ug aydan alt1 aya kadar uygulanan adjuvan tedavilerin sonuglar1 daha
uzun siireli tedavilerin sonuglari ile benzerdir.

4. Antrasiklin iceren rejimler biraz daha etkindir.

5. Geng kadinlarda hem 6strojen reseptorii pozitif hem de dstrojen

reseptorii negatif hastalar fayda goriirken, daha yaslh kadinlarda 6strojen reseptorii

negatif kanserler daha fazla fayda goriirler.
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Adjuvan kemoterapi 1990 yilindan sonra standart tedavi haline

gelmistir.(48)

4-6 kiirliik tedavi optimal yarar1 saglarken tedavinin uzatilmasi toksisiteyi

arttirir ancak ek yarar saglamaz.

Bu toksik tedavinin sagkalima etkisi ispatlansa da hangi hasta grubuna

verilmemesi gerektigi ile ilgili cok sinirlt bilgiler mevcuttur.(7)

Mevcut bilgiler 1s1ginda kabul edilen; Lenf nodu metastazi bulunan

hastalara tiimor boyutu ne olursa olsun sitotoksik kemoterapi verilir.

Primer meme kanseri boyutu 1 cm’den biiyiik olan kanserlere sitotoksik
kemoterapi verilmektedir. Ancak bu bilgiler genellestirilmistir ve hastalarin

tedavisinde kisisel yaklasimlar gerekir.

Hasta yas1 35’den biiyiik, 1,1 cm. ile 2 cm. arasindaki tiimorlerde lenf
nodu negatif, Ostrojen progesteron reseptorii pozitif ve grade 1-2 ise niiks

acisindan orta risk grubu olarak kabul edilir.(48)

I cm’den kiiciik ve nod negatif olan hastalarin hastaliksiz sagkalim

oranlar1 % 92’dir. (41)
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NSABP’nin B20 ve B21 nolu ¢aligmalarina gore;

Diisiik risk grubunda sadece tamoksifen ile tedavi edilen hastalarin 10
yillik rekiirrenssiz sagkalimi tamoksifen ile %95, tamoksifen+kemoterapi ile %96

olarak bulunmustur. Orta risk grubunda ise; oranlar %89 ve %90’dir. (73)

FAKTOR DUSUK RISK ORTA RiSK | YUKSEK RiSK
Tiimor <1cm. 1,1-2 cm. >2 cm.
Biiyiikliugii
ER. Statiisii +) (+) “)
Grade 1 1-2 2-3
Yas <35
Lenf Nodu - - +

Tablo 4. Meme Kanserinde Niikse Yatkin Risk Gruplar:

2.3.5.Gen Ekspresyonu ile Klasik Prognostik Faktorlerin

Karsilastirilmasi

Profesyonel kullanicilara fikir verebilmesi ve kemoterapi hormonoterapi
tedavilerinden gorebilecegi faydalar1 orantisal olarak hesaplamasi agisindan

yardimei1 olabilecek internet siteleri mevcuttur. (www.adjuvantonline.com)
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Bu sitede mevcut tiim prognostik faktorler kullanilarak kemoterapi ve

hormonoterapiden hastanin gorecegi fayda orantisal olarak hesaplanmaktadir.

Girilmesi gereken veriler arasinda; hastanin yagi, diger komorbid
hastaliklar1, Ostrojen reseptoér durumu, tiimor grade’i, tiimor boyutu, pozitif lenf

nodu varligi, pozitifse sayist bulunmaktadir.

Tim bu verilerin girilmesi sonucunda ayr1 ayr1 kemoterapi ve

hormonoterapiden hastanin ne kadar fayda gorecegi hesaplanmaktadir.
Bu sistem mevcut prognostik faktorleri kullanmaktadir.

Ornek olarak; Ostrojen reseptorii pozitif, 1,1 - 2 cm araliginda 35 yasin
tizerindeki hastalarda niiks olasilig1 %17,9 olarak hesaplanmakta kemoterapinin
yarart % 6,2 kombine terapi ise %10,7 yararli olarak hesaplanmaktadir. Burada
kullanilan degiskenler St. Gallen ve NIH tarafindan kabul edilen prognostik

faktorlerdir.

2000 ile 2009 yillar1 arasinda gen ekspresyon profilleri ve mevcut klinik
prognostik faktorler ile ilgili yapilan caligmalarda gen ekspresyon profillemesi
geleneksel metodlara gore ¢ok daha fazla lenf nodu negatif hastayr diisiik riskli

olarak simiflandirmistir.(50)
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Gen ekspresyon profili ile belirlenen diisiik riskli hastalar St. Gallen ve
NIH kriterlerine gore belirlenen hastalara gore daha yiiksek bir hastaliksiz

sagkalim olasiligina sahiptir.(51)

Gen profilleme ile belirlenen yiiksek riskli hastalarda St. Gallen ve NIH
kriterlerine gore belirlenen hastalara gore daha fazla uzak metastaz

saptanmistir.(52)

NIH kriterlerine gore belirlenen yiiksek riskli grup bir ¢ok iyi prognostik
faktor iceren hastay1 da kapsamaktadir. Tam tersi olarak diisiik riskli grupta koti

prognostik faktorler mevcuttur.

Ayni alt gruplar St.Gallen kritelerine gore belirlenen diisiik ve yiiksek
gruplarda da goriilmiistiir. St Gallen ve NIH gruplar1 yanlis siniflandirilmis (gen
ekspresyon profili ile daha iyi belirlenebilecek) hastalar i¢erdiginden bu hastalar

ya fazla tedavi ya da daha az tedavi gérmiis olacaklardir.(53)

Bu sonuglara gore kullanilan kriterler belirgin olarak yetersizdir ve

hastalar1 yanlis sekilde siniflandirmaktadir. (52-53)

37



2.3.6.Gen Ekspresyon Profili

Biz bu calismada 12 hastanin hiicre kiiltiirlerini hazirladik ve bu kiiltiirlerin

bir milyon hiicreyi gegmesinin ardindan gen ekspresyon profillerini ¢ikardik.

Kullanilan kitlerin 6zelliklerine bagli olarak bu kiiltiirlerden 84 farkli gen

iiriinii elde edildi. Bu gen iiriinleri islevlerine gore 11 farkli grupta siniflanmistir.
Bu gruplar;
1.Tiimor siniflandirma belirtegleri
2.Sinyal iletimi yapan gen grubu
3.Epitelyal mezenkimal ge¢is gen grubu
4.Anjiogenez gen grubu
5.Adezyon gen grubu
6.Proteoliz gen grubu
7.Apopitozis gen grubu
8.Hiicre siklusu gen grubu
9.DNA hasar1 gen grubu
10.Ksenobiyotik tasinimi gen grubu

11.Transkripsiyon faktorleri gen grubu
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Bu calismada apopitozis gen grubu kullanilarak istatiksel degerlendirmeler

yapildi. Apopitozis grubunda 19 adet gen profili mevcuttur.

TWISTI1, CDHI1 (E-CADHERIN), IGF1, TP53, TP73
BCL2, BAD, APC, AKT1, RARB, IL6 , GSTP1

JUN, MUCI1, NME1 (NM23A), CDKN2A (P16 INK4),
CDKNI1A (p21 CIP1/WAF1), CDHI13 (T-CADHERIN)

SFN (14-3-3s)

2.3.6.1. TWIST 1

bHLH (basic-helix-loop-helix) protein ailesinin iiyesi olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Twistl proteini memelilerde mezenkimal hiicre
serisinin farklilagmasini inhibe eder. Farelerde ilk bulundugu zaman miyogenez
ve osteogenezi engellemesi nedeniyle gen transkripsiyon represorii olarak

tanimlanmustir.
Twistl ; hiicreleri Myc- ve p53- bagimli apoptozisden koruyan bir

proto-onkogendir. Twistl insan kanserlerinde siklikla aktive olur. P53 ve Rb

tiimor baskilayici genleri inhibe eder, ayn1 zamanda epitelyal-mezenkimal gegisini

tetikler.(54)
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2.3.6.2. CDH1 ( E-CADHERIN):
Tiimorde hiicre invazyonunu ve metastazi baskilayan kalsiyum bagimli bir

hiicre adezyon molekiiliidiir. E-cadherin’in c¢esitli genetik ve epigenetik
degisiklikler sonucu azaltilmasi 6zellikle gogiis ve gastrik karsinomlarda malign

tiimOr olusumunu tetikler.

E-cadherin geni genellikle DNA metilasyonu nedeniyle viicutta azalir.
Over kanseri, meme kanseri, mide kanseri, tiroid kanseri ve endometrium

kanserinde CDH1 gen mutasyonlari tespit edilmistir.(55)

2.3.6.3.I1GF 1
IGF’ ler ¢esitli fonksiyonlara sahip mitogenik hormonlardir.

IGF-1 (Insulin like growth factor 1) bircok hiicre ¢esidinde biiyliime ve
farklilasmay1 diizenleyen cevaplarin olusmasini tetikler. IGF-1 reseptoriiniin over
ekspresyonu hiicrelerinin tlimorlesme potensiyelini arttirirken apoptozisden

korunmalarini saglar.

IGF 1 bir¢ok hiicrede apoptozis mekanizmasini inhibe eder. Bu hiicreler
arasinda hiperosmotik stres altindaki noroblastoma hiicreleri, IL-3 hiicre serileri

ve kiiltiire edilmis preovulatuvar follikiiller bulunur. (56)
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2.3.6.4. TP53 ve TP73
Ik defa 1979 yilinda DNA tiimér viriislerinin proteinleri ile interaksiyonu

sonucu bulunan ve iizerinde yogun caligmalarin yapildigi bir tiimor supresor

genidir.

Bu gen hiicre sikliis arresti ve hiicre stresi veya genotoksik zarar sonucu
olusan apoptozis ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenler. Anormal hiicre
proliferasyonu sonucu p53 aktivasyonu major tiimor supresér mekanizmasini
olusturur. TP53 fonksiyonundaki bozukluklar kontrolsiiz hiicre biiyiimesi yani

kanser hiicrelerinin olusmasi ile sonuglanir.

Yakin zamanda bulunan TP53 iligkili genler de (TP63 ve TP73) benzer
tiimor baskilayici fonksiyonlar sergilemistir. TP73, TP53 ile hem genomik hem de
protein seviyesinde 6nemli homoloji gosterir. TP73 geninin over ekspresyonu p53

genine yanit veren genleri aktiflestirir ve p53 gibi apoptozisi indiikler. (57)

2.3.6.5. BCL-2 (B Hiicreli Lenfoma-2 ) ve BAD

18. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (18q21.3).

Bcl-2 programlanmis hiicre oliimiinii bloke eder. B hiicre serisi Bcl-2
genini agirt salgilayan transgenik fareler iizerine yapilan g¢aligmalar hiicrelerin
yasam siiresinin uzadigim1 ve yiikksek dereceli lenfomalarin olustugunu

gostermistir. Bcl-2 eksik farelerde ise lenfositler apoptozise gitmistir.
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Bcl2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri
pro-apoptotik (apoptozisi indiikleyici) digeri ise anti-apoptotik (apoptozisi

baskilayici) etkidir.

Anti-apoptotik BCL?2 ailesi iiyelerinin en iyi bilinenleri: BCL2, BCL-X1,

MCL-1 pro-apoptotik olanlar1 ise: BAX, BCL-Xs, BAD, BIM, BAK, BID’dir.

BAD (Bcl-2- iliskili 6liim promoter) Bcl-2 gen ailesinin apoptozisin
baslamasinda gorevli pro-apoptotik bir iiyesidir. Aktivasyon sonrasi anti-apoptotik

proteinlerle heterodimer olusturarak apoptozisi durdurmalarini engeller.(58)

2.3.6.6. APC (Adenomatous polyposis coli)

APC geni kromozom 5’in uzun kolunda (q) 21 ile 22’inci pozisyonlar
arasinda lokalize olmustur. APC geni kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini engelleyen

timor siiprosor genlerinden biridir.

APC geninde goriilen mutasyon kolorektal kanser ile sonuglanabilir.
Insanlarda kolon kanserinin en erken belirteglerinden biri APC genindeki somatik

ve genetik mutasyonlardan kaynakli diizensiz polip olusumudur.

Germline APC mutasyonuna sahip kisilerde yiizlerce benign kolorektal
timor goriilebilir ve bunlarin bir kismi kansere sebep olabilir. Kolorektal
mukozada ilk apoptotik kontrol APC tarafindan diizenlenir. APC ekspresyonu
spesifik olarak apoptozisi indiikler. Bu etkisini meme kanseri {izerinde de

gosterebildigi kanitlanmistir.(59)

42



2.3.6.7. AKT1

Bir Serin/Treonin kinaz olan AKT veya diger ismiyle PKB (protein kinaz
B), karbonhidrat metabolizmasi, protein ve lipid sentezi gibi hiicrenin

metabolizmasini etkileyen bir ¢ok hiicresel islerde gorev alir.

Farkl1 hiicrelerde biiylime faktorii bagimli,hiicre hayatta kalimini direkt ya

da dolayl1 kontrol eder.

AKT 1 apoptozisi inhibe eder. Bunu direkt olarak pro-apoptotik bir protein

olan BAD’i fosforile edip fonksiyonsuz hale getirerek yapabilir.

AKT, NFKP gibi transkripsiyon faltérini aktive ederek hiicrelerin

apoptozisden korunmasini dolayli olarak da saglar. (60)

2.3.6.8. RARB

Retinoidler (A Vitamini) hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve gelisimi
gibi cesitli hiicresel olaylar1 diizenler. Retionidler ¢esitli kanser tiirleri icin

kemoterapoétik ajan olarak kullanilir (kolon kanseri gibi).

Retionidlerin biyolojik etkileri retionik asit reseptorleri (RAR)-a, B, y ve
retionid X reseptorleri ile etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikar. RARB epitelin normal
homeostazinin  korunmasinda gorevlidir. Retionidler antiproliferatif ve

proapopitotik 6zellikleri ile meme kanserine karsi etkindir. (61)
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2.3.6.9. IL-6

Interlokin 6 (IL-6) geni tarafindan kodlanan IL 6 proteini hem

pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar olarak fonksiyon goOsteren

birsitokindir.

T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan immiin cevap olugmasi i¢in sekrete
edilir. (enfeksiyon sirasinda ve travma sonrasi, 6zellikle yanik ve inflamasyona

sebep olan doku hasar1)

IL-6’nin anti-inflamatuvar etkisi TNFa, IL-1 {izerindeki engelleyici ve

IL-1a ve IL-10 tizerindeki aktiflestiriciligi ile ortaya ¢ikar.

IL-6 sadece hiicre farklilasmasi ve biiylimesi lizerinde degil bircok hiicrede
apoptozisin diizenlenmesinde etkindir. Yapilan c¢alismalar IL-6’nin insan
hepatoma hiicrelerini, basal hiicre karsinoma hiicrelerini ve servikal kanser
hiicrelerini  ¢esitli etkenler tarafindan uyarilan apoptozisten korudugunu

gostermistir. IL-6 epitelyal tipindeki kanser hiicrelerinin temel yagam faktoriidiir.

IL-6’nin anti-apoptotik etkisi Bcl-2 ailesi genlerinin sentez iiriinlerini
arttirmastyla agiklanmistir. IL-6 miyeloma hiicre apoptozisini engeller ve BCI-xLL

geninin sentez Uriinlerini arttirir. (62)
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2.3.6.10. GSTP 1

Glutathione S-transferase P,insanda GSTP1 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. Glutatyon S-transferaz enzimleri (GSTs), hiicrelerde sitotoksik ve
genotoksik elektrofillerin ve serbest radikallerin detoksifikasyon reaksiyonlarini
katalizleyerek hiicreleri sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin sebep oldugu

hasarlardan korurlar.

Buna bagl olarak, GST enzimlerinin diisiik oranda ifadesi veya yoklugu
nedeni ile detoksifikasyon reaksiyonlarindaki azalmanin kansere yatkinlikta artiga

neden oldugu bildirilmektedir.

Glutatyon S-transferaz pl (GSTP1), akciger dokusunda en fazla bulunan
enzim olup c¢ok ¢esitli karsinojenik maddeyi metabolize eder. Yapilan
calismalarda, GSTP1 gen seviyesi normal dokularla kiyaslandiginda 6zofagus,
mide, meme, kolon, prostat, akciger tiimdrlerinde yiiksek miktarlarda

bulunmustur.(63)

2.3.6.11. JUN

c-Jun, Fos protein ailesiyle birlikte AP-1 transkripsiyonel kompleksini
olusturan temel O&gelerden biridir. C-Jun ilk olarak avian sarkoma viriisii

ASV17’°de bulunan v-jun onkogenine olan homolojisi ile tantmlanmistir.

junB ve junD olmak iizere iki tane c-jun iligkili gen izole edilmistir.
Yapilan ¢aligmalar c-jun ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu kontrol ettigini
gOstermistir.
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Cesitli stres uyaranlarina (UV, hidrojen peroksit, TNFa gibi) maruz kalan
hiicrelerde siddetli ve uzun zamanli c-jun indiiklenmesi goriiliir, apopitozis
tetiklenir. C-Jun aktivitesi hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, hiicresel

transformasyon ve apopitozisde etkilidir.(64)

2.3.6.12.NME1

NMEI geni metastazi suprese eden (baskilayan) genlerden biridir.
Nukleosit difosfat kinaz A enzimi insanlarda NME 1 geni tarafindan kodlanir. Bu

gendeki mutasyonlar agresif noroblastomalarda tespit edilmistir.

Yiiksek metastaz potensiyeline sahip hiicrelerde NME1 geninin mRNA
ekspresyonu diisiik saptanmustir. Akciger kanseri, yumurtalik kanseri, meme
kanseri ve karaciger kanserinde NME1 gen ekspresyonu ve tiimoriin metastatik

potensiyeli arasinda ters korelasyon goriilmiistiir. (65)

2.3.6.13. MUC 1

Mucin 1 veya polimorfik epitelyal musin (PEM) insanlarda MUC1 geni
tarafindan kodlanir. Organizmadaki epitel yiizeyleri, patojenlerden mukus
sayesinde korunur. Optimal korunma i¢in mukusun miktar, bilesim ve
fonksiyonunun regiilasyonu son derece Onemlidir. Hiicre yiizeyindeki mukus,

glikozile proteinler olan musinler tarafindan olusturulur.

MUCI, musinler arasinda ilk bulunan ve tizerinde en ¢ok calisilan musin

tipidir.
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MUCI1; meme dokusu, tiikriik bezi, 6safagus, mide, pankreas, karaciger,
duodenum, akciger, bobrek, mesane, prostat, uterus, ve testis gibi bir¢ok organ ve

doku epitel hiicresinde eksprese edilir .

MUCIT asin1 ekspresyonu kolon, meme, over, akciger ve pankreas kanseri
ile iliskilidir.

MUCT’in ekstraselliiler bolgesinin asir1 glikolizasyonu hidrofobik olan
kemoterapotik ilaglarin kanser hiicresine girmesini engeller. Ayrica, MUCI

immiin hiicrelerin kanser hiicreleri iizerinde bulunan reseptorleri ile olan

interaksiyonunu engelleyip, anti tiimor immiin cevabi inhibe eder.

Yapilan ¢alismalar MUCI’in sitoplazmik bdlgesinin p53°e baglandigini
gostermistir.Bu birlesme p53-aracili apopitozisin inhibe olmasina neden olur.

Ayrica, MUCI1 Bel-xL ekpresyonunu arttirarak apopitozisi engeller.(66)

2.3.6.14. CDKN2A (p16 INK4)

Siklin bagimli kinaz inhibitor 2A (CDKN2A, pl16 ) diger adiyla
multiple (¢oklu) tiimor stipresor 1 (MTS-1), insanda CDKN2A geni ile kodlanan

bir timor supresor proteinidir.

Siklin-bagimli kinaz 4 ve 6 (CDK4 ve CDK6) inhibitoriidiir. P16, hiicre
siklusunun diizenlenmesinde onemli bir role sahiptir: hiicresel biiylimeyi inhibe
eder. Gendeki mutasyon, ¢esitli kanser tiirlerinin olusumunu tetikler. Ozellikle,

pankreas kanseri, glioma ve melanomalarda bu genin mutasyonlar1 goriilmiistiir.
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CDKN2A’nin mutasyonel formu, meme ve meme kanseri dokularinda

goriiliir ve meme kanserine yatkinligi arttirdigi gosterilmistir. (67)

2.3.6.15. CDKNI1A (P21CIP1/WAF1)

p21/WAF1 (Siklin-bagimli kinaz inhibitér 1) insanlarda 6. kromozom
tizerinde bulunan CDKNI1A geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu genin
ekspresyonu, siki bir sekilde tiimor supresor protein olan p53 tarafindan kontrol

edilir.

Insan meme kanserlerinde p53 geni siklin bagimli kinaz inhibitorlerini
aktive ederek hiicre siklusunun doéniisiimiinii inhibe eder. p21, GTPaz aktivatori
olup hiicre morfogenezi, hiicre motilitesi, hiicre canlilig1, anjiogenez ve mitoz gibi

pek ¢ok hiicresel fonksiyonda gorev alir.

p21/WAF1, p53 tarafindan indiiklenmis apopitozisde gorev alir. (68,72)

2.3.6.16. CDH 13 (T-cadherin)

Kaderinler (kalsiyum bagimli adezyon) tip-1 transmembran proteinleridir.
Hiicre adezyonunda, doku icinde hiicrelerin birbirine bagli olmasini saglayarak
onemli rol oynarlar. Fonksiyon gosterebilmek igin kalsiyuma bagimlilik

gosterirler.
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Kaderin siiper ailesi; Kaderinler, protokaderinler, desmogleinler ve
desmokolinler gibi proteinleri icerir. Hepsinin ortak noktasi hiicre dis1 kalsiyum

baglama bolgelerinin olmasidir.

Kaderin ailesinin farkli iiyeleri farkli lokasyonlarda bulunurlar. CDHI1-E-
kaderin epithelial dokularda, CDH2-N-kaderin noronlarda, CDHI13-T-kaderin

barsak epitelinde bulunur.

CDH13 geninin kodladig1 protein bes adet hiicre dis1 tekrarlayan kaderin
initesinden, bir adet transmembran bolgesinden ve bir adet sitoplazmik kuyruktan

olusan kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyon glikoproteinidir.

E-kaderin tiim epiteliyal ylizeylerde eksprese olurken T-kaderin bazal ya
da alt epiteliyal katmanlarda (prostat, barsak ve meme epiteliyal hiicreleri)
eksprese olur. T-kaderinin tiimor hiicrelerindeki eksikliginin metastaz ve invazyon

olusumunu tetikledigi gosterilmistir.(69)

2.3.6.17. SFN (14-3-3s)

14-3-3 sigma proteini , insanda SFN geni tarafindan kodlanan bir

proteindir.

14-3-3 proteinleri kanser biyolojisinde bir ¢ok hiicresel olay1 diizenler.
Insanda yedi tane 14-3-3 geni bulunur ve bunlardan bir tanesi 14-3-3 sigma’dur.

Bu gen kanser ile direkt iliskilendirilmistir.

Tiimor supresor olarak fonksiyon gosteren bu molekiiliin inaktivasyonu

sonucu timor olusumu gozlenir.
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14-3-3 sigma geninin eksikliginde kanser hiicreleri konvensiyonel

anti-kanser ajanlarina kars1 hassaslasir. Bu nedenle bu genin inhibisyonu terapotik

amach kullanilabilir.

Yapilan caligmalar pro-apopitotik protein ve 14-3-3 proteinlerinin

birlikteliginin sonucunda apopitozisin inhibe edildigini géstermistir. (71)
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3.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma 01/2010-137 proje koduyla etik kurul onay1 almistir ve

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmektedir.

9.

3.1. Hiicre Kiiltiirii Icin Kullanmilan Malzeme Listesi

3.1.1.Kimyasal Maddeler

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1X) (GIBCO)
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1X) (GIBCO)
Tyrpsin (%2.5, 10X) (GIBCO)

Tyrpsin-EDTA (%0.25) (GIBCO)

Penicillin-Streptomycin (GIBCO)

L-Glutamine 100X (GIBCO)

MEM Non-essential aminoacid 100X (GIBCO)

Sodium pyruvate 100 mM (GIBCO)

2-Mercaptoethanol 1000X (GIBCO)

10. Fetal Bovine Serum (GIBCO)

11. Collagenase (SIGMA)

12. Dimethyl Sulphoxide (SIGMA)

13. Trypan Blue Stain (GIBCO)

14. RNA Izolasyon Kiti — RNasy
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15. Human Breast Cancer PCR Array Kiti (SABiosciences PAHS-131A)
16. RNase-free DNase (Qiagen)

17. 3-[N-morpholino]propanesulfonic acid (MOPS) (free acid)

18. Sodium acetate

19. EDTA

20. Sodium hydroxide

21. Formaldehyde (12.3 M, % 37)

22. RNase-free water

23. Saturated aqueous bromophenol

3.1.2. Sarf Malzemeleri

1. Hiicre kiiltiir plate (6 well) (FALCON)

2. Santrifiyj tiipleri (15 ml ve 50 ml) (GREINER)

3. Hiicre dondurma tiipleri (TRP)

4. Cell strainer (FALCON)

5. Hiicre kiiltiir flasklar1 (25 cm? ve 75 cm2) (TRP)

6. Hiicre kiiltiir petrisi (60-15 mm) (GREINER)

7. Steril pasteur pipeti (GREINER)

8. Disposable steril pipet (GREINER)

9. Steril filtreli mikro pipet uclart p{10100 pl, 200 pl, 1000 pl)
(GREINER)

10. Otomatik mikropipetler (Gilson ya da SOCOREX)
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11. Enjektor (1 ml, 5 ml, 10 ml)

12. Bistiiri

13. UV Plate

14. Thoma lam (Marienfeld)

9.

3.1.3. Cihazlar

Santrifiij (Beckman Coulter)
Mikro santrifiij (Eppendorf)
Class II LaminAir( Holten)
Isik mikroskobu (Leica)
Inverted mikroskop (Leica)
Florasan mikroskop (Leica)
Inkiibator ( %5 CO2) (Sanyo)
S1v1 azot sistemi ( CBS)

Buzdolab1 (+4) (Indesit)

10. Buzdolab1 (-86) (Sanyo)

11. Vortex (Heidolph)

12. Su banyosu (GFL)

13. Thermal Cycler (Eppendorf)

14. Light Cycler 480(Roche)

15. Synergy HT (BioTek)
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3.1.4. Primer Hiicre Kiiltiirii Elde Edilmesi

Hiicre Kiiltiirii elde edilebilmesi i¢in kullanilan malzemeler;
Tyrpsin (%2.5, 10X) (GIBCO), Hiicre kiiltiir plate(6 well) (FALCON)
Cell strainer (FALCON), Hiicre kiiltiir petrisi (60-15 mm) (GREINER)
Santrifiij tiipleri (15 ml ve 50 ml) (GREINER)

Steril pasteur pipeti (GREINER), Tyrpsin-EDTA (%0.25) (GIBCO)
Collagenase (SIGMA), Santrifiij (Beckman Coulter)
Hiicre Kiiltiiriiniin hazirlanabilmesi igin kullanilan yontem ise;

Cerrahi operasyon sonrasi gelen tiimor parcasi bir hiicre kiiltiir petrisi

icerisinde bistiiri yardimi ile ¢ok kiigiik pargalara ayrilir.

Bu kiigiik timor parcalart 3 ml. Tyrpsin (%2.5, 10X) (GIBCO) ve
Collagenase (SIGMA) ile yaklagik 45-60 dk 37°C’de %5 CO, iceren etiivde

bekletilir.

Siire sonunda tiimor parcalar: ezilir ve steril hiicre filtrelerinden gegirilir.

(Cell strainer (FALCON)

Elde edilen hiicre siispansiyonu 50 ml’lik santrifiij tlipiine aktarilir ve 5dk

1200 rpm’de santriifiij edilir.
Stipernatant atilir.

Pellet 1 ml besi yeri ile (DMEM %?20 FBS) resuspend edilir.
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Elde edilen hiicre siispansiyonu 5 ml besi yeri (DMEM %20 FBS)

icerisinde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaginin bir kuyucuguna aktarilir.

37°C’de %5 CO, igeren etiivde inkiibe edilir ve hiicre gogalmasi

gozlemlenir.
Elde edilen primer hiicre serisinden pasaj yapilarak hiicreler cogaltilir.

Yeterli miktarda hiicre elde edildikten sonra, hiicreler c¢alismada
kullanilana kadar % 5 Dimethyl Sulphoxide (SIGMA) iceren FBS (Fetal Bovine
Serum (GIBCO)) igerisine aktarilarak hiicre dondurma tiiplerinde sivi azotta

dondurulur.

Resim 10. Hiicre Kiiltiirii Mikroskopik Resim
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Resim 11. Hiicre Kiiltiirii Mikroskopik Resim

3.2. RNA izolasyonu

QIAGEN RNeasy Mini Kit (50) CAT NO: 74104

QIAGEN RNase-Free DNase Set (50) CAT NO: 79254Qiagen RNeasy

Mini Protocol For

“Isolation of Total RNA from Animal Cells” protokoliinden Spin Column

yontemiyle RNA izolasyonu yapilir.
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Hiicreler tripsinize edilir.

. Hiicreler 350u]l RLT Buffer* ile resuspend edilir.

. Ornek homojenize edilir (10 sn. vorteks veya 10 kez siringadan

gecirilerek).

. Homojenize olmus lizata 350 ul % 70 lik alkol ilave edilir. Pipet ile

karistirilir.

. 700 pl 6rnek 2 ml’lik collection tube yerlestirilmis RNeasy mini column

icerisine konur. 15 sn. > 8000 g (>10.000 RPM) santrifiij edilir.

. Ayn collection tube icerisinde bulunan RNeasy column igerisine 350 ul

RW1 buffer ilave edilir. 15 sn > 8000 g (>10.000 RPM) santrifiij edilir.

. Genomik DNA kontaminasyonunu engellemek icin DNase (QIAGEN

RNase-Free DNase Set Cat. No.: 79254) ile inkiibe edilir.

10 ul DNase I stok soliisyonuna 70ul RDD Buffer ilav e edilir, yavasca
pipetlenir, tiip duvarinda olas1 enzim kaybin1 6nlemek adina gerekirse mini

spin yapilir.

DNase I inkiibasyon karigimi (80ul) direkt olarak RNeasy spin column

membraninin merkezine konur, 20-30°C’de 15 dk inkiibasyona birakilir.

RNeasy column icerisine 350 ul RW1 Buffer ilave edilir. 15 sn> 8000 g

(>10.000 RPM) santrifiij edilir.

. RNeasy column yeni bir 2 ml’lik collection tube’e yerlestirilir. 500ul RPE

Buffer* ilave edilir. 15 sn > 8000 g (>10.000 RPM) santrifiij edilir.
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9.

10.

11.

Ayni collection tube icerisinde bulunan RNeasy column igerisine 500ul

RPE Buffer ilave edilir. 2 dakika > 8000 g (>10.000 RPM) santrifiij edilir.

RNeasy column steril bir 1.5 ml’lik collection tube’e yerlestirilerek 1 dk

maksimum hizda bos bir sekilde santrifiij edilir.

RNeasy column steril bir 1.5 ml’lik collection tube icerisinde yerlestirilir.
30-50 ul RNase—free su ilave edilir. 1 dakikz 8000 g (>10.000 RPM)

santrifiij edilir.

**RLT Buffer Hazirlamsi: 1 ml RLT buffer icerisine B0 upl -
Mercaptoethanol ilave edilir.

**RPE Buffer Hazirlama: 4:1 oraninda Absolute Ethanol

(%96-100): RPE Buffer karisimi hazirlanir.

3.2.1. RNA Miktarmmin Belirlenmesi

10 mM Tris-Cl pH 7.5 hazirlanir. 1/50 diliisyon olacak sekilde RNA bu

buffer ile seyreltilir.260- 280 nm dalga boyunda okutulur.

Formiil: 44 x Ay x dilution factor (50)

Bu formiil ile mililitredeki RNA miktar1 hesaplanir.

3.2.2. RNA’nin Jelde Goriintiilenmesi

3.2.2.1. FA Jel Tamponunun Hazirlamsi

200 mM 3-[N-morpholino]propanesulfonic acid (MOPS) (free acid)
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e 50 mM sodium acetate
e 10mM EDTA
NaOH ile pH 7.0’a getirilir.
3.2.2.2. FA Jel Yiiriitme Tamponunun Hazirlamsi
e 100 ml 10x FA Jel Tamponu
e 20 ml % 37’lik (12.3 M) formaldehit

o &80 ml RNase-free su

3.2.2.3. FA Jelinin Hazirlams1

RNA’daki 18 S ve 28 S rRNA bantlarinin goériilmesi amaciyla hazirlanan %

1.2’°1ik agaroz jelde (10 x 14 x 0.7 cm ebatlarinda) RNA’lar yiiriitiiliir.
e 1.2 g agarose
e 10 ml 10x FA gel buffer
e RNase-free su ile ¢ozelti 100 ml’ye tamamlanir.

Jel agaroz i¢ginde homojen bir sekilde ¢oziinene kadar kaynatilir, sicakligr su
banyosunda 65°C’ye diisiince 1.8 ml of % 37 (12.3 M) formaldehit ve 10 mg/ml

ethidium bromiirden 1 pl ilave edilip karistirilarak jel kasetine dokiiliir.
3.2.2.4. RNA Yiikleme Tamponu
e 16 pl saturated s1vi bromofenol mavisi soliisyonu

e 80 ul 500 mM EDTA, pH 8.0
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720 ul 37% (12.3 M) formaldehit
2 ml 100% gliserol

3.084 ml formamid

4 ml 10 x FA jel tamponu

10 ml RNase-free su

3.2.2.5. Jele yiikleme

3 ul RNA

10 pl 5x RNA yiikleme tamponu
7 ul RNase free su

100 Volt’ta 1 saat yiiriitiiliir.

3.2.2. RT? Profiler™ PCR Array System
Kullanilan kitler: 1. RT? First Strand Kit: C-03/330401

2. SABiosciences RT2 qPCR Master Mix

3. 96’lik gene plate (PCR Array)

3.2.2.1. cDNA Elde Edilmesi

Genomik DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in;
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Total RNA 25.0ngto 5.0 pug

5X gDNA Elimination Buffer 2.0 ul

H20O ile 10.0 pl’e tamamlanur.

e Icerik pipetlenir, ardindan mini spin yapilir.
e Termal cycler’da 42°C’de 5 dk inkiibe edilir.

e En az 1dk buz iistiinde bekletilir.

Not: Kullanilan RNA miktar1 1 ug veya 1,5 pg’dir. Kit 1 pg 6neriyor.

3.2.2.2. ik Sira ¢cDNA Sentez Reaksiyonu

10 dk. sonunda hazirlanan RT Kokteyl karisima ilave edilir.

BC3 (5X RT Buffer3) 4 ul
P2 (Primer&External Control Mix) 1l
RE3 (RT Enzim Miks) 2 ul
H20 3ul
Toplam Hacim 10 pl

Karigim dikkatlice pipetlenir.
42°C 15 dakikanin ardindan 95°C’de 5 dk.

91 ul dH20 20 pl’lik cDNA’e ilave edilir. Tyice karistirilr.

Biten ilk sira cDNA bir sonraki asamaya kadar buzda saklanir, ya da 1

gece -20C”° *de bekletilebilir.

61



3.2.2.3. Deneysel Kokteyl Hazirlama

2X SABiosciences RT2 qPCR Master Miks 1350 pl
[k Sira cDNA 102 ul

dH20 1248 pl
Toplam Hacim 2700 pl

PCR Array kuyucuklariin her birine 25 ul deneysel kokteyl ilave edilir ve

plate cihaza (Roche LightCycler 480) yiiklenir. Cihazda uygulanan program:

Cycles Duration Temperature
k. | 1 10 minutes’ 95T
Roche**: LightCycler 480 " 15 seconds 950
1 minute” 60T

95 C°'de 10 dakikalik adim HotStart DNA polymerase'r aktive etmek i¢in
gereklidir. Biitiin kuyulardan dongiilerin annealing asamasinda SYBR yesil

floresan saptanarak kaydedilir.

Meme tiimdrlerinden 6rnek alinan 12 hastadan yukarida anlatilan
yontemlerle hiicre kiiltlirleri hazirland1 ve donduruldu. Gerekli malzemelerin
temininin ardindan bu hastalarin gen profillerinin ¢ikarilabilmesi i¢in

dondurulmus olan hiicre kiiltiirleri yeniden aktive edilerek hiicre sayilarinin

1 milyonun iizerine ¢ikmasi beklendi. Uygun miktarda RNA elde edilebilmesi

icin hiicre sayisinin artmasi beklendi.

Ancak hastalardan 1 tanesinin hiicre kiiltiiriinde yeterli hiicre sayisina
ulagilamadig1 i¢in hasta ¢caligmaya alinamadi. Geriye kalan 11 hastanin yeterli

hiicre sayisina ulagsmasinin ardindan gen ekspresyon profilleri ¢ikarildi.
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4.BULGULAR

Lenf nodu negatif olan ve Grade’i 2 olan 3 hasta kontrol grubu olarak

kabul edildi ve diger 8 hasta ile tek tek karsilastirilarak apopitozis ile ilgili olan 19

genin artis ve azalislart incelendi. Tiim hastalarin genel 6zellikleri ve klasik

prognostik faktorleri tablolarla agiklanmistir.

Kontrol Yas Tiimor Histolojik | Grade | LenfNodu | E.R. P.R. ERBB?2

Grubu Biiyiikliigii Tip Durumu

Hasta 1 35 6,2cm. | Inv.duktal 2 Met.yok (+) +) -)
karsinom

Hasta 2 63 2 cm. Inv.duktal 2 Met.yok +) +) )
karsinom

Hasta 3 44 2 cm. Inv.duktal 2 Met.yok +) +) )
karsinom

Tablo 5. Kontrol Grubu Hastalarinin Klasik Prognostik Ozellikleri

Inv; invaziv, Met. ; metastaz ,

E.R. ; Ostrojen Reseptorii , P.R. ; Progesteron Reseptorii
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Kontrol grubu olarak kabul edilen hastalarin gen ekspresyon profilleri

cikarild1 ve deney grubu igerisindeki her hastayla ayr1 ayr1 karsilastirildi.

Deney Yas Tiimor Histolojik | Grade | LenfNodu | E.R. P.R. ERBB?2

Grubu Biiyiikliigii Tip Durumu

Hasta 1 62 3 cm. Inv.duktal 3 3 lenf -) -) )
karsinom nodu met.

Hasta 2 63 2,2 cm. Inv.duktal 3 11 lenf () ) -)
karsinom nodu met.

Hasta 3 43 2,5 cm. Inv.duktal 3 13 lenf (+) (+) )
karsinom nodu met.

Hasta 4 49 4 cm. Inv.duktal 3 26 lenf (-) (-) (+)
karsinom nodu met.

Hasta 5 51 7 cm. Inv.duktal 3 3 lenf +) +) )
karsinom nodu met.

Hasta 6 37 2,5cm. | Inv.duktal 3 2 lenf ) ) )
karsinom nodu met.

Hasta 7 52 5 cm. Inv.duktal 3 7 lenf (+) ) )
karsinom nodu met.

Hasta 8 31 8,3 cm. Inv.duktal 3 24 lenf (-) (-) (-)
karsinom nodu met.

Tablo 6. Deney Grubu Hastalarinin Klasik Prognostik Ozellikleri

Inv; invaziv, Met. ; metastaz ,

ER.; Ostrojen Reseptorii , P.R. ; Progesteron Reseptorii
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4.1. Hastalarin Karsilastirmal Gen Ekspresyon Profilleri

Istatistik analizleri “Student t-testi” kullanilarak, énem derecesi p<0.05,
p<0.01 veya p<0.001 araliginda yapildi. Gen ekspresyonundaki degisim AAC;

metodu (esikdeger) kullanilarak 22" formulii ile hesaplanmustir.

Gen Ekspresyon Urlinlerindekl Daglisim

_1 x

=x -

[ IW “I T ”T A

AKTL
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[

10'0» d
100> d

ChHL
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GSTPL

IGFL

L&
JUN

P-ap01

STHIE

Sekil 1. Hasta 1 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

p < 0,01 degeri anlamhdir. Bu hastada CDH 1 ,CDH 3, JUN degerleri

anlamhdir.
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Sekil 2. Hasta 2 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

CDKN2A ve MUC 1 icin p < 0,01, IGF 1 ve IL6 icin p < 0,001 degeri

anlamhdir.
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Sekil 3. Hasta 3 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

BCL 2, CDH1-3, CDKN2A, IL6, RARB i¢in p< 0,01 anlamhdir.
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Sekil 4. Hasta 4 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

CDH1 i¢in p < 0,001 , BCL2, CDH1-3, CDKN2A,IGF1,RARB,

SFN,TP73 i¢in p < 0,01 anlamhdir.
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Sekil 5. Hasta 5 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

BCL2, CDH1-3, IL6 icin p < 0,01 , CDKN2A icin p < 0,001 anlamhdir.
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Sekil 6. Hasta 6 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

BAD , BCL2, TWISTI icin p < 0,01, IL6 ve RARB icin p < 0,001

anlamhdir.
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Sekil 7. Hasta 7 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

CDH1-3 , CDKN2A, IL 6, JUN, RARB, SFN, TP73 icin p < 0,01

anlamhdir.
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Sekil 8. Hasta 8 ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde edilmistir

BCL2,IGF 1,IL 6, RARB, TP 53 icin p < 0,01 , CDKN2A icin

p< 0,001 anlamhdir.
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Gen Ekspresyon Urlnlerindekl Deglisim
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Sekil 9. Tiim hastalar ile Kontrol Grubu karsilastirilarak elde

edilmistir

BCL2 ve CDKN2A tiim hastalarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinda

p < 0,05 i¢cin anlamhdir.
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S5.TARTISMA

Resim 12. Apopitozis

5.1.Apopitozis

Doku homeostazini devam ettirmek i¢in hiicre ¢ogalmasi uygun bir hiicre
Olimii islemi ile dengelenmek zorundadir. Fizyolojik hiicre 6liimii genetik bir

program yoludur ve apopitozis olarak adlandirilir.
Apopitozisi yoneten molekiiler sistem 3 kisma ayrilabilir;

Bir uyar1 ile apopitozisin baslamasi, pro ve antiapopitotik faktorler

tarafindan diizenlenme (regiilasyon) ve hiicre 6liim yollarinin aktivasyonudur.
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Apopitozis islemini bir cok uyar1 aktiflestirir. Iyonize radyasyonun
olusturdugu DNA hasari, biiylime faktorleri ve besin kisitlamasi, metabolizma ya
da hiicre dongiisii diizensizlikleri, oksidatif stres ve kemoterapotik maddeler bu

uyaranlardandir. (74)

T hiicre modeliyle yapilan detayli calismalar apopitozisin baglamasi i¢in

gerekli olan reseptor aktivasyonundan sonraki olaylar1 tamamen agiklamustir.

Oliimii baslatacak olan ligandin reseptdre baglanmasiyla reseptériin hiicre
i¢i bolgesinin degisimi gerceklesir. Protein yapisinin bu degisimi stoplazmik
adaptor proteinlerin baglanmasina olanak saglar. Bu reseptér adaptor protein
kompleksleri Fas’la aktiflesen 6liim bolgesi araciligi ile (FADD), apopitozisin

gerceklestigi kisimla ilgili proteazlarin aktivasyonunu katalize eder.
Hiicre i¢i uyar1 sensorleri arasinda TP 53 tiimor baskilayict gen vardir.

DNA hasarinin tamamlanmasi1 P53’iin fonksiyonel aktivasyonunu saglar
ve DNA onarimina olanak vermek i¢in hiicre dogiisiinii G1 fazinda durdurur;

buna karsin onarilamayacak hasar hiicreyi apopitozis yoluyla 6liime sevk eder.

Apopitozis aktivasyonu ile ilgili bir ¢ok farkli uyarilar ve uyari
sensorlerine ragmen bu yollarin hepsi ortak bir sonug olarak kaspaz serisini aktive

eder.
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5.2. Kaspazlar

Sistein aspartat proteazlar olarak da bilinirler. Memelilerde her biri
apopitotik hiicre oliimiinii yonlendiren, korunmus, biyokimyasal yolla yakindan

iligkili, 10 kaspaz bilinmektedir.

Kaspaz aktivasyonunun genel net etkisi, hiicre dogiisiiniin ilerlemesini
durdurmak, homeostaz ve onarim sistemlerini ¢alisgamaz hale getirmek, hiicreyi
onu ¢evreleyen doku yapisindan ayirmak, yapisal bilesenleri pargalara ayirmak ve
Olen hiicreyi makrofajlar ve cevreleyen hiicreler tarafindan yok edilmek tizere

isaretlemektir.

TNM sistemi; yaklasik 60 yil once tiimor biyolojisine iligkin bilgilerin,
tan1 ve tedavi secenekleri dogrultusunda, kanser vakalarini siniflandirmanin en

1yi yolu olarak kullanilmaya baslanmisti. (75)

Ancak meme kanserinin yonetimi, gelisen teknoloji ve bilgi artisi, yaygin
tarama programlarinin uygulanmasi, adjuvan kemoterapi ve hormonoterapinin

kullanilmasiyla degisiklik ihtiyaci olusmustur.

Tiimoriin biyolojisi TNM sisteminden ¢ok daha karmasiktir. Giiniimiizde,
tiimorlerin anatomik varliklari ile biyolojik davranigini tahmin etmenin dogru bir
yol olmadigi kesin olarak anlagilmistir. (76) Ancak tedaviye karar verme

stiirecinde TNM sisteminin kullanimina devam edilmektedir.
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Prognostik faktorlerin, dahil edilmedigi anatomik evrelemenin, hastanin
prognozunu gostermede yetersiz kalmasiyla TNM son giincellemesinde, mikro
metastaz ve izole tiimor hiicrelerinin tanimi yapilarak sistemin prognozu tahmin

etme yetenegi gelistirilmeye ¢aligildi. (77)

Histolojik tip, grade, ostrojen (ER) ve progesteron(PR) reseptorii  gibi
tiimoriin 6zellikleri, hastaligin seyrini ve sistemik tedaviye yanit verme olasiligini

etkiler.(78)

Tedaviye karar verme siirecinde, sagkalim ve metastatik hastaligin gelisim

ongoriisiiniin basarisini yiikseltmek amaciyla Nottingham Prognostik Indeks (79) ,

Adjuvant Online (AO) ve St. Gallen kriterleri gibi indeksler yaygin

olarak kullanilir.

Ancak bunlar da tedavinin yonlendirilmesinde yetersizdir ve daha kesin

siniflamalar gereklidir.

Giiniimiizde tiimorlerin farkli klinik seyirlerinin genellikle kanserler
arasindaki molekiiler farkliliklardan kaynaklandigi, kanserin ayrintili molekiiler
analizi ile prognoz tahmininin giiclenecegi, bireye 0zgii tedavi modellerinin

gelistirilecegi kabul edilmektedir. (80)

Standartlastirilan yontemlerle elde edilen; tiimoriin molekiiler kimligi,
prognozu ve kisiye 0zel tedavi Ongoriisiinii saglayabilen dogrulanmis molekiiler

gostergeler yakin gelecekte tiimoriin yonetimini tamamen degistirecektir.
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Timoériin anatomik dagilimimin yaninda, farkli prognostik ve prediktif
bilgilerin dahil olabilecegi, kisiye 0zel ayrintilarin yok olmayacagi bir

yapilanmanin olusturulmasi gelecekteki temel hedeftir. (81)

Calismamizda her meme tiimoriiniin farkli karekterde olmasinin ve farkli
davranis bigimleri sergilemesinin temelinde yatan kanserin genetik karekterinden

bir kisim olan apopitozis incelendi.

Incelenen literatiir bilgilerinde meme kanserinin gen ekspresyonu ile ilgili

yayinlar 2002 yilindan itibaren bildirilmeye baslanmistir.

2004 yilinda New England Journal of Medicine da ve 2005 ve 2006’da
Journal of Clinical Oncology dergilerindeki yayinlarda 21 gen ekspresyon profili,
kullanimda olan prognostik faktdrlerle; kemoterapi verilecek hasta segimi ve

tedavi sonrasi sonu¢ tahmini agisindan karsilastirilmis.

Aciklanan sonuglarda gen ekspresyon profili nod negatif hastalara

kemoterapi se¢imi agisindan ¢ok daha yiiksek ytlizdelerle basarili bulunmustur.

Ancak 21 gen kullanilan bu testteki genler farkli gruplardan (sinyal iletim
grubu, angiogenez grubu, timor siiflandirma belirtegleri gibi) secilerek koti
prognoz belirtegleri ile 1iyi prognoz belirtecleri karsilastirilarak puanlama

yapilmistir.

Literatiir bilgileri icerisinde apopitozis genlerinin meme kanseri karekteri

izerine etkileri ile ilgili calisma bulunamadi.
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Calismamizda, grade 2 lenf nodu negatif 3 hasta kontrol grubu olarak
kabul edilmis ve grade 3 lenf nodu metastazi olan hastalarla tek tek

karsilagtirilmustir.

Belirlenen istatistik degerleri, meme kanserinin genetik yapisinin ve
davranis bi¢ciminin her hastada farkli oldugu gercegine uygun bicimde farklilik

gostermekteydi.

Bu farkliliklar kotli prognoz gostergeleri olan gen iirlinlerinin daha fazla
olarak anlamli degisiklikler gostermesinin yaninda, iyi yonde degisimleri de

icermekteydi.

Ornegin: ilk hastada (sekil 1) CDH1 ve CDH13 azalis1 ile JUN artist

anlamliydi ve bu degisimler bu hasta i¢in tiimoriin agresif seyri ile paraleldi.

Yani anlamli parametrelerin tamami tiimoriin agresif seyirli olacagini

gostermekteydi.

Baska bir 6rnek verildiginde ise 6 numarali hastada koétii prognostik faktor
olarak degerlendirilen IL 6 artisinin aksine bu parametre istatiksel olarak anamli

olacak sekilde belirgin diistiktii.

Gen ekspresyon Uriinleri; rutin kullanimda olan prognostik faktorler gibi,
iyi ve kotii prognoza sebep olacak iiriinlerin saptanmasi sonrasi yapilacak kisiye
Ozel tedavi yorumu ve se¢imini saglayacak ve kullanilabilecek ¢ok daha fazla

parametre elde etmemize yarayacaktir.
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6.SONUC

Hastalarin tamamu ele alinarak yapilan karsilastirmada CDKN2A’da artis (
p < 0,05 olmak iizere 2,9153) ve BCL2’de azalma ( p < 0,05 olmak iizere -

2,0605) saptanmustir.

CDKN2A’nin artist kotii prognostik faktordiir. BCL2 antiapopitotik
etkilidir. Bu etkisini lenfositler lizerinde gdstererek tiimor hiicreleri ile savasan
lenfositlerin daha uzun yasamasini saglar miktarinin az olmasi kotli prognostik

faktordiir.

Tiim hastalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli 2 gen {iriinii
bulunmustur ve bu gen iriinleri ilerleyen siirecte prediktif faktdr olarak

kullanilabilir.

Yine de her hastanin tek tek karsilastirilmasi sonucunda ¢ok daha ¢esitli
gen irlinlerinde anlamli farklar saptanmis olmasi gen ekspresyon profilinin kisiye
0zel olarak cesitleneceginin gostergesidir ve bu durum meme kanserinin dogasina

uygundur.

Son olarak; meme kanserinin tedavisine karar verirken kullanilacak yeni
prediktif faktorler gen ekspresyon iiriinleridir ve yakin gelecekte rutin kullanima
girerek tedavinin kisiye 0zel olarak daha yiiksek spesifite ve sensitivite ile

secilmesini saglayacaktir.
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8.0ZET

Lenf nodu negatif meme kanserleriyle ilgili yapilan klinik ¢aligmalar;

Bu hastalarin % 90’lik kisminin da adjuvan kemoterapiye aday oldugunu
gostermektedir. Ancak bu hastalarin %70’inde sadece lokoregional cerrahi tedavi
ile kiir saglanmaktadir.Bu caligsmalara gore lenf nodu negatif vakalarin sadece

%30’una verilmesi beklenen sistemik kemoterapi i¢in hasta se¢imi ,

St.Galen ya da US National Institutes of Health konsensus kriterlerine gore

%85-90 oraninda endikasyon bulabilmektedir.

Daha cok oranda gereksiz kemoterapi uygulanmasinin veya daha az
oranda goriilse de kemoterapi uygulanmadigi i¢in metastaz olugsmasinin nedeni
halen giinlimiizde adjuvan tedavilerin endikasyon kriterlerine temel teskil eden

klinikopatolojik prognostik faktorlerin sensitivite ve spesifitesindeki diistikliiktiir.

Son zamanlarda mikro-array yOntemi ile meme kanserlerinde her bir
vakanin ekspresyon gen profili ¢ikarilarak kimliklendirilmesinde metastaz

yoniinden % 80 civarinda sensitivite ve spesifite bildirilmektedir.

Klinigimizdeki meme kanseri hastalarindan hazirlanan hiicre kiiltiirleri
gerekli asamalardan gecirildikten sonra PCR Array gen tarama kiti kullanilarak
hastalarin gen ekspresyon profilleri ¢ikarildi. Cikarilan sonuglarla meme kanseri
icin yeni prediktif faktorlerin rutin kullanima girebilecegi ve tedavinin

kisisellestirilmesi i¢cin dnemli bir adim oldugu goriildii.
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9.SUMMARY

Clinical studies on lymph node negative breast cancer;

Shows that %90 of these patients are candidates for adjuvant
chemotheraphy. However in %70 of these patients lokoregional surgery can cure.
According to these studies the patient choice for the systemic chemotherapy

which is given only to %30,

Can find indications with %85-90 according to St. Galen or US National

Institutes of Health consensus.

The application of excess chemotherapy or eventhough it is rare the
formation of metastasis because of the lack of chemotherapy is because of the
deficit in the sensitivity and specifity in the clinicopathologic prognostic factors

which are the indication criterias for adjuvant treatments.

Using the micro-array method in the identification through gene profile
expression of each case in breast cancer, around %80 sensitivity and specifity is

reported in the sense of metastasis.

In our clinic, the cell cultures of breast cancer patients were processed; and
the gene expression profiles of the patients were created using the PCR Array
gene scan kit. With the results it is observed as a good step for the routine usage

of new predictive factors and personalization of the treatment in breast cancer.
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