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TESEKKUR

Bes yillik genel cerrahi asistanlik hayatim boyunca her tiirlii maddi ve manevi destegi
esirgemeyen ve bu siireci tamamlamada sonsuz katkilarindan dolay1 esim Dr. Damla Gokgeer
Akbulut’a, aileme ve basta Prof. Dr. Erhan Aysan, Prof. Dr. Mahmut Miisliimanoglu, tez
danismanim Dog¢. Dr. Yeliz Emine Ersoy olmak {izere ¢cok degerli hocalarima, tezimin her
asamasinda bana destek olan ve ¢alismanin tamamlanmasini saglayan Dr. Ender Coskunpinar’a

ve tiim calisma arkadaslarima ictenlikle tesekkiir ederim.

11



OZET

Klinik ve histopatolojik olarak heterojen 6zelliklere sahip meme kanserinin tani ve
tedavisinde genetik faktdrlerin rolii son dénemlerde 6n plana ¢cikmistir. Ozellikle miRNA’larimn
ekspresyon profillerinin farkli kanser tiplerinde farkliliklar gosterdigi; mRNA ekspresyonunu
regiile ettikleri, ya da translasyonu inhibe edici rolleri ile meme kanseri hiicrelerinin
progresyon, invazyon ve metastaz yapmasinda etkin olabilecekleri gosterilmektedir.
Multisentrik olarak saptanan meme kanserli vakalarin tedavi planinda meme koruyucu
cerrahinin lokal rekiirrens ve survival lizerine etkisi halen tartismalidir. Calismamizda, meme
kanserlerinde expresyon farkliligi bildirilmis olan 84 miRNA geninin multisentrisiteyi
ongdrmedeki etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ABD Meme Hastaliklart
Poliklinigi’ne basvuran, cerrahi tedavi dncesinde kemoterapi / kemoradyoterapi almamis ve
daha once kanser anamnezi olmayan 31 unifokal-26 multisentrik meme kanseri tanili bayan
hasta c¢alismaya dahil edildi. Hastalarin operasyonlar1 sirasinda tiimorli dokular ve cerrahi
siirlar disindaki saglam meme dokularindan alinan parcalar “ RNA later soliisyonu ” i¢inde
-80°C’de muhafaza edildi. U ITF I¢ Hastaliklar1 AD, Tibbi Genetik BD, Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda tiim dokularda “Human Breast Cancer miRNA PCR Array” kit ile 84 miRNA
calisildi. Calismanin etik ilkelere uygunlugu Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan degerlendirilerek etik onam alinda.

Caligmamizda fold change cut off degeri 4 olarak kabul edildi. Unifokal grupta 13 adet
upregiile, 5 adet downregiile, multisentrik grupta 3 adet upregiile 7 adet downregiile miRNA

tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, mikroRNA, multisentrisite
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ABSTRACT

The role of genetic factors in diagnosis and treatment of breast cancer, which is
heterogeneous in both histopathological and clinical ways, has come into prominence.
Especially, expression profiles of miRNA are shown to be different in various cancers, to
regulate expression of mRNA or to have a role in inhibition of translation, thus it shows the
possible effect in progression, invasion and metastasis of breast cancer cells. The effect of breast
conserving treatment in local recurrence and survival rates for the patients who has multifocal
breast cancer is still controversial. In our study, we intended to evaluate the foresight of 84
miRNAs which is identifed in breast cancer for having differentiated expressions.

31 patients with unifocal, and 26 patients with multicentric breast cancer who admitted
to General Surgery Department of Bezmialem Vakif University Hospital and who have no any
other cancer known before, nor any neoadjuvant therapy prior to surgery were included in this
study. The tissue samples of both tumoral and normal breast tissues which were taken during
the operation procedure were kept in “RNA later solution” at -80°C. In all of the samples, 84
miRNAs were studied with “Human Breast Cancer miRNA PCR Array” at Division of Medical
Genetics, Department of Internal Medicine, Istanbul Medical Faculty, Istanbul University.

Fold change cut off value was accepted as four. As the results; in unifocal group there
were 13 upregulated and five downregulated miRNAs, and in multicentric group, there were

three upregulated and seven downregulated miRNAs.

Keywords: Breast cancer, microRNA, multicentricity
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SIMGE VE KISALTMALAR DIiZIiNi

ASCO : American Society of Clinical Oncology/Amerikan Klinik Onkoloji Toplulugu
BIRADS : Breast Imaging Reporting and Data System

BRCA 1: Meme Kanseri 1 geni (Breast Cancer Gene 1)

BRCA 2: Meme Kanseri 2 geni (Breast Cancer Gene 2)

CEA: Karsinoembriyonik Antijen

DKIS (DCIS): Duktal Karsinoma In Situ (Ductal Carcinoma In Situ)

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

FDA : Food and Drug Adminstration/Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag idaresi
HER2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2)

IDK : invaziv Duktal Karsinom

ITAB : ince igne Aspirasyon Biopsisi

ILK : invaziv Lobuler Karsinom

IORT : Intraoperatif Radyoterapi

LKIS (LCIS) : Lobiiler Karsinoma In Situ ( Lobular Carcinoma In Situ)

LN : Lenf Nodu

miRNA : Mikro Riboniikleik Asit

MKC : Meme Koruyucu Cerrahi

MMG : Mammografi

MO : Milattan 6nce

MS : Milattan sonra

MR : Manyetik rezonans

mRNA : Messenger Ribonucleic Acid (mesaj tasiyan riboniikleik asit)

ROLL : Radionuklid rehberliginde okult lezyon lokalizasyonu (Radionuclid-guided Occult
Lesion Localisation)

SLN : Sentinel Lenf Nodu

SLNB : Sentinel Lenf Nodu Biopsisi

tRNA : Translasyonel Riboniikleik Asit

VCS : Vena Cava Superior
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1. GIRIS VE AMAC

MikroRNA ‘lar transkripsiyon sonrast mRNA ‘y1 baskilayarak gen expresyonunu protein
sentezi agsamasinda kontrol eden ve protein kodlamayan bir RNA grubudur. Giinlimiizde insan
genomunda 2040 civarinda mikroRNA geni tanimlanmistir ve genomdaki 25000 civarindaki
genin ticte birinin bu diizenleyiciler tarafinda kontrol edildigi bilinmektedir. MikroRNA ‘larin
bir¢ok hiicresel fonksiyonun kontrol edilmesinde rol oynadigi, bircok kanser tipinde de
ekspresyon profillerinin degistigi, kanser olusum siireclerinde kritik rol oynadiklari
anlasilmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda kanser tiirlerine 06zgli olarak
mikroRNA ‘larin tiimdr dokusu disinda, serumdaki varliklar1 ve miktarlarinin da degiskenlik
gosterdigi gozlenmekle birlikte, 6zellikle kolon kanseri hastalarinda yapilmis olan ¢alismalarda
dolasimda bulunan ve dokuda eksprese olan mikroRNA miktarlarinin birbirleri ile %98 uyumlu
oldugu bilinmektedir. Yeni mikroRNA biyobelirteglerinin kesfi 6zellikle kanser tedavi
stireclerinde 6nemli bir katki saglayacaktir.

Son zamanlarda mikroRNA‘lar i¢in mikroarray ve PCR array tarama panellerinin
gelistirilmesi sayesinde, solid tiimorlerle yapilan ¢aligmalarda kanser hastalarinin serumlarinda
bulunan mikroRNA ‘larin, biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir. Ancak bu
caligmalarin daha fazla sayida kanser tiirii ile per¢inlenmesi gerekmektedir. Kromozomlarin
kirik bolgesi yakininda mikroRNA genlerinin bulunmasi ve malign dokularda bu genlerin
ekspresyon diizeylerinin degismesi, kanser ile kurulan baglantiy1 desteklemektedir.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser olup tiim kanser gesitleri icinde,
kadinlarda mortaliteye sebep olan ikinci en sik kanser oldugu bilinmektedir. Tiim diinyada her
y1l yaklasik 232,340 yeni vaka tanimlanmaktadir (1). Bu veriler dogrultusunda tan1 ve tedavide
her ne kadar biiyiik gelismeler katedilmis olsa da, meme kanseri hala toplumsal bir saghk
sorunu olarak yerini korumaktadir. Hastaligin erken ve dogru olarak teshisi hem uygulanacak
tedavinin basar1 sansini arttiracak, hem de prognostik degerlendirme ac¢isindan yararh
olabilecektir.

Multifokal ve multisentrik meme kanserlerinin unifokal meme kanserleriyle
kiyaslandiginda daha kotii prognostik faktorlere sahip oldugu, yapilan cerrahiden bagimsiz

olarak da artmis lokal rekiirrens riski tasidiklar: bildirilmistir (2).



Bu ¢alismada multisentrik meme kanserinin erken teshisinde ve progresyonun takibinde
kullanilmak iizere hizli, giivenilir ve yaygin olarak uygulanabilir bir biyobelirte¢ tanimlamay1

amaclamaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. TARIHCE

Meme viicutta gozle goriilebilen lokalizasyonda ve laktasyondan sorumlu bir organ
olmas1 nedeniyle, ilk ¢caglardan beri insanlarin ve hekimlerin dikkatini ¢ekmis ve memeye ait
patolojiler a¢isindan 6nemli gozlemlerin yapilmasini saglamistir (3).

Meme hastaliklari ile ilgili ilk yazili kayitlara Eski Misir’da rastlannmgstir. M.O. 3000
yilina ait bu papiruslar Teb sehrinde Edwin Smith tarafindan 1862 yilinda okunmustur.
Papiruslarda 48 vaka anlatilmis; travma, apse, enfekte yaralar ve tiimor hakkinda bilgiler
verilmistir. Vakalardan 8’1 sert, dokunuldugunda soguk ve sivi icermemesi nedeniyle apse ve
enfekte yaralardan ayirt edilmekte ve tedavi olanagi olmadiginin belirtilmesi nedeniyle timorii
diisiindiirmektedir ki; sadece bir olguda yanan bir odunla yaranin koterizasyonu denenmistir
(3). Hamurabi’nin hastasinin 6liimiine neden olan doktorun da dldiiriilmesine yonelik kanunu
ve Hipokrat’in diger kanserler gibi meme kanserinin de cerrahiden yarar gérmeyecegine
yonelik diisiincesi hekimleri bir siire meme kanseri ile ugrasmaktan alikoymustur.

Ikinci yiizyillda Galen kendi klasiklesmis klinik gdzlemini tanimlarken memedeki
timorli yengece benzetti: “Aym1 yengecin iki yaninda bacaklari oldugu gibi bu meme
hastaliginda da etrafinda dogal olmayan damarsal geniglemeler goriilmekte ve olgunlastik¢a
yengec ayagini andirmakta.” (4). Ebu Kasim 10.yy’da, Mondeville ve Lanfranc 13.yy’da
Leonides’in teknigini gelistirmislerdir (5). Once Fabry tarafindan 16.yy’da memeyi sikistirarak
amputasyon yapan bir alet gelistirilmis ve 17.yy’da Arceo ilk kez mastektomiyi tariflemistir.
Cabrol buna pektoralis major kasmin ¢ikarilmasini eklemis ve kisa bir siire sonra Severinus
koltuk alt1 disseksiyonunu ilave etmistir (5).

Giliniimiizde halen uygulanmakta olan mastektomi 1894 yilinda hem Halsted hem de
Mayer tarafindan tarif edilmistir. Cerrahi ve anestezi gelistikce bir yandan modifiye radikal
mastektomi gibi ¢ikarilan kisimlarin genisletildigi, bir yandan da basit mastektomi ve
lumpektomi gibi ¢ikarilan kisimlarin daraltildigi bir dizi ameliyat tariflenmistir ancak, ilk
uygulamalar1 1940’11 yillara dayanan ve sinirl rezeksiyon sonrasi memeyi korumaya yonelik
ameliyat sonrast memenin 1sinlanmasina yonelik uygulamalar radyoterapinin o dénemdeki
komplikasyonlar1 sonucu ¢ok taraftar toplayamamustir (3,5).

Gilinlimiizde teknolojinin modern tibba entegrasyonu arttikca radyoterapinin yan
etkilerinin azalmasi ve yeni cihazlarin kullanima ge¢mesiyle meme koruyucu ameliyatlar

yayginlagsmis ve genel kabul gérmiis durumdadir.



Molekiiler ve genetik alanda da tiimor biyolojine yonelik yolaklarin daha fazla
incelenmesi ve dnemli yollarin katedilmesi sayesinde daha gii¢lii tedavi olanaklar1 giindeme
gelmis ve giderek bireysel tedavi 6nem kazanmistir. Neoadjuvan tedavinin tanimlanmasi ile
lokal ileri meme kanserlerinde dahi memeyi korumaya yonelik cerrahi girisimler 6n plana

cikmugtir.

2.2. MEMENIN ANATOMISI

2.2.1. EMBRiYOLOJi

Insan meme dokusu hormonal ve genetik etkiler altinda ektoderm hiicrelerinden
embriyonik hayatin dordiincii haftalarinda gelisme gosterir. Gestasyonun besinci haftasinda
ektodermal kalinlasma meme tomurcugu yoniinde gelisir (Sekil 1A). Viicudun 6n yiiziinde,

aksillanin iist kismindan kasik bolgesinin asagisina kadar uzanan kalinlasmig ektoderm (st

Sekil 1 Memenin normal embriyolojik gelisimi. (4) 5.haftada goriilen meme tomurcugu. (B) Tomurcugun
5.haftadan sonra gégiis icerisine dogru genislemesi. (C) Ikincil tomurcuklarin gelisimi. (D) 12. haftada
meme lobullerinin olusmasi. (D) 12. haftadan sonra ductuslarin geligip ag seklini almasi ve ortada
birleserek ice ¢okiik meme basint olusturmalari.

cizgileri) meme bezlerinin olusum yerleridir. Ancak 4. interkostal aralik disindaki
tomurcuklarda gerileme olmamasi durumunda siit ¢izgileri boyunca aksesuar meme

(polimasti), aksesuar meme basi (politelia) goriilebilir (6) (Sekil 2) . Gestasyonun 5. haftasindan



12. haftasina kadar olan siirecte primer meme tomurcugu gogsiin i¢cine dogru biiyliyerek ikincil
tomurcuklar ve lobuller olusmaya baslar (Sekil 1B-D) (7). ikincil tomurcuklar 12. hafta
sonrasinda uzamaya ve dal vermeye devam ederek karmasik bir ag goriintimiinii alan duktuslari
olusturmaya baslarlar ki, birlestikleri merkezde bir ige ¢okiik alan olusur. Bu i¢e ¢okiik alan

daha sonra meme basi olarak gelisir ve genellikle dogumdan sonra Montgomery olarak

Sekil 2 Siit ¢izgileri (Visual Art: ©
2012.The University of Texas MD
Anderson Cancer Center)

adlandirilan sebase glandlarin proliferasyonu ile disa dogru everte olur (7). Pubertenin
baslamasi ile meme dokusunun gelisimi erkeklerde ve kadinlarda farklilik gosterir.
Peripubertal donemde, erkeklerde androjenik hormonlarin etkisiyle proliferasyon
goriilmezken, kadinlarda dstrojenin etkisi ile duktal ve stromal proliferasyon goriiliir. Sonug
olarak; erkeklerde meme dokusunda ¢ogunlugu yag hiicreleri olmak tizere, birka¢ adet rezidiiel
duktus ve atrofiye ugramis stromal yapilar bulunmaktadir (Sekil 3). Kadinlarda ise pubertal
donemin baslamasi ile kanda Ostrojen seviyesi yiikselir ve memede yag ve periduktal bag
dokusunda artma ve duktal sistemde kalinlagsma goriiliir. Buna bagli olarak ergenligin erken
doneminde geng kizlarda meme cildinin altinda palpe edilebilen doku farkedilebilir ki, kitlesel
lezyon siliphesi olusturabilir ancak meme gelisimini etkileyebilece§inden dolayr biopsi
yapilmamalidir. Olgunlasma tamamlandiginda meme dokusunda duktuslar, yag ve

fibroglandiiler stromal dokunun dengeli dagilim1 goriilmektedir (Sekil 4) (7,8).



2.2.2. BOLGESEL ANATOMI

Eriskin kadinlarda meme dokusu ikinci ve altinci kostalar arasinda yer alir. Medialde
sternum, lateralde midklavikuler hatta ya da on aksiller ¢izgiye kadar uzanmaktadir (8).
Meme glandi gogiis duvarmin yilizeyel pektoral fasyasinin derin ve ylizeyel yapragi

arasinda yer almaktadir. Ust dis kadrandan da koltuk altina dogru uzanim gdsteren meme

Sekil 3 Erkek meme dokusu. (A)Vertikal Sekil 4 Kadin meme dokusu. (4)Vertikal
kesit ¢izimi. (B) medyal lateral oblik kesit ¢izimi. (B) medyal lateral oblik
(MLO) mammografik kesit (MLO) mammografik kesit.

dokusuna “Spence’in aksiller kuyrugu” denir. Bu yap1 derin fasyay1 Langer deligi olarak
adlandirilan araliktan gegerek aksillaya uzanir. (4, 9). Her bir meme, lobullerden olusan 15 ila
20 lobu igermektedir. Ek olarak yumusak dokudan gelisen fibr6z bantlar mevcuttur ve bu
bantlar meme cildine dik bir sekilde girerek memenin seklini korumasina yardimei olur. Bu
bantlara Cooper’in asict ligamanlar1 denmektedir. Bu ligamanlarin bir tiimor tarafindan
invazyona ugramast durumunda kontraksiyon ve buna bagli derinin sabitlenmesine,
gamzelesmesine ya da ¢ekinti yapmasina sebep olur (9).

Genel gorilinliim olarak konik sekle sahip olan meme dokusunun taban1 yuvarlak sekilde
ve kisiden kisiye degismekle birlikte ortalama 10-12 cm c¢apindadir. Dogum yapmamis
kadinlarda memeler hemisferik goriiniimde olup meme basi superioru nispeten daha diiz bir
formdadir. Hormonal etkilerin eslik ettigi gebelik ve laktasyon ile birlikte hacim ve yogunluk

artar ve yaslilik ile birlikte giderek gevsek ve daha sarkik bir hal alabilir, hacmi azalabilir (6).



Meme basi ve areola etrafi pigmentlidir ve puberte siiresince giderek koyulasir ve meme
bast eleve olur. Gebelik boyunca areola biiylimeye devam eder; sebase glandlar ve ter bezleri
sebebiyle kiicilik kabarikliklar olusur ve Montgomery tiiberkiilleri olarak isimlendirilir. Yogun
bag dokusu icerisinde sirkiimferansiyel olarak ve duktuslar etrafinda longitudinal olarak uzanan
diiz kas gruplart meme basina erektil 6zellik saglar. Meme basinin tepesinde dermal papillada
cok miktarda duysal sinir uclar1 ve Meissner cisimcikleri mevcuttur ki, bu sayede yenidoganin

emzirme silirecinde siit liretiminin devamini saglayan norohiimoral reaksiyonlar baslar (6).

Sekil 5 memenin tanjansiye ve saggital kesitleri (Romrell LJ, Bland KI.
Anatomy of the breast, axilla, chest wall, and related metastatic sites.
In: Bland KI, Copeland EMI, eds. The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Diseases. Philadelphia:
Saunders, 2009. Copyright Elsevier.)

Siit kanallar1 sistemi asiniislerin birleserek terminal duktus olarak isimlendirilen kanala
acilmasi ile olusur. Lobiil igerisinde terminal duktusun iki boliimii mevcuttur, bunlardan biri
intralobuler, digeri ise ekstralobuler segment olarak adlandirilir (10). Birkag lobiiliin terminal
duktuslar1 birleserek laktifer duktuslar1 olusturur. Her lobun ayr1 bir laktifer duktusu mevcuttur
ve laktrifer duktuslar meme basina dogru yaklasarak laktifer sinus olarak isimlendirilen
genislemeyi gosterirler. Caplar1 bu sekilde 2-3 mm’den 5-8 mm’ye degisir. Laktifer sinusler
koni seklinde ve ampulla olarak adlandirilan alandan disar1 agilir (Sekil 5). Ampulla ¢ok katli

epitel hiicreleri ile doselidir ve aktif olmayan bir memede dokiilen hiicresel artiklar duktus

agizlarim tikag gibi orter (11).



2.2.3. MEMENIN KAN DOLASIMI

Meme kanlanmasi zengin olan bir organdir. Kanlanmasini internal mammarian arterin
delici dallarindan, posterior interkostal arterin lateral dallarindan, aksiller arterden gelen; iist
torasik, lateral torasik, subskapular ve akromiotorasik arterin pektoral dallarindan almaktadir
(12) (Sekil 6).

Memenin yaklasik %60°1 (6zellikle medial ve santral kisimlar) internal mammarian
arterin On delici dallar1 ile beslenmektedir (13). Subklavian arterin yan dali olan internal
mammarian arterin 1, 2, 3 ve 4. 6n delici dallar1 sternum kenar1 komsulugunda bulunduklari
interkostal araliklar diizeyinde gogiis duvarini deler ve pektoral major kasini gecerek meme
glandina ulasir.

Memenin yaklasik %30’u, 6zellikle iist ve dis kadranlar aksiller arterin ikinci kismindan
¢ikan lateral torasik arterden beslenir (13). Aksiller arterin en iist torasik dali genellikle gogiis
duvarinin kanlanmasinmi1 saglamaktadir ancak memeye giden dallara da sahiptir. Posterior

interkostal arterlerin lateral delici dallar1 da memeye kan vermektedir.

Sekil 6 Memenin arteriyal dolasimi (Romrell LJ, Bland KI.
Anatomy of the breast, axilla, chest wall, and related metastatic
sites. In: Bland KI, Copeland EMI, eds. The Breast:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Diseases.
Philadelphia: Saunders, 2009. Copyright Elsevier)

Subkapsular arter ise aksiller arterin en biiyiik dali olup lateral gogiis duvarinda inferiora
dogru seyir gosterirken torakodorsal arter adini alarak latissumus dorsi ve serratus anterior
kaslarmi besler. Mastektomi sirasinda bu alandaki arteryal dallarda ve eslik eden venoz
yapilarda yaralanma ciddi kanamalara neden oldugundan “kanli kdse” adi ile anilmaktadir.
Torakodorsal arter meme beslenmesinde belirgin role sahip degildir ancak aksiller diseksiyon
sirasinda santral ve skapular lenf nodlarina yakin iliski gdstermesi nedeniyle islem esnasinda

bu artere dikkat etmek gerekir.



Memenin venleri de arter dagilimina uymakta ve onlara eslik etmektedir. Ek olarak
yaptiklar1 anastomozlar da metastatik karsinom embolilerine bagli olarak uzak organ
metastazlarini belirler (11).

Buna gore;

-Internal mammarian ven ve aksiller ven — Innominate ven — Vena Cava Superior
(V.C.S.) — Akciger kapiller ag1

-Interkostal venler — Azygos venleri — V.C.S. — Akciger kapiller ag

-Interkostal venler — Vertebral vendz pleksuslar — Vertebra metastazlar

Batson teorisine gore; belirtilen son iligkide, i¢inde kapakc¢ik olmayan sistemden dolay1
basincin da diisiik olmasi nedeniyle retrograd kan akimi olusabilir ve bdylelikle retrograd olarak

metastaz gerceklesebilir (12).

2.2.4. MEMENIN SiNiRLERIi

Duysal inervasyon baslica 3, 4, 5, 6. interkostal sinirlerin lateral kiitanéz dallar
tarafindan saglanmaktadir (lateral mammari dallar1). Aksiller diseksiyon sirasinda iki sinir
onemli role sahiptir; santral ve skapular lenf nodlar1 arasinda yol aldigindan dolay: diseksiyon
esnasinda korumanin zor oldugu ve kesilmesi durumunda belirgin klinik soruna yol agmayan
torakodorsal sinir ve serratus anterior kasini innerve eden nervus torasikus longus (Charles Bell
siniri). Bu sinirin korunamamasi durumunda ““skapula alata-kanat skapula” durumu ortaya ¢ikar
(9). Ikinci interkostal sinirin lateral kiitandz dal1 olan interkostobrakial sinir aksilla diseksiyonu
sirasinda gortilebilir ve kesilmesi durumunda 6nkol medial kisminda duyu kaybina neden

olabilir (12).

2.2.5. MEMENIN LENFATIK SISTEMIi

Lenfatik sistem iki grup altinda incelenebilir.
a. Yiizeyel lenfatikler (deri lenfatikleri)

b. Derin lenfatikler (parankimal lenfatikler)



a. Memenin yiizeyel lenfatikleri

Embriyolojik olarak ektodermden koken alan memenin lenfatik yapist diger
bolgelerdeki deri eklerine uymaktadir. Baslica iki adet lenf ag1 bulunmaktadir.
1. Subepitelyal (papiller) pleksus
ii. Subdermal pleksus
Subepitelyal pleksusta kapak yoktur ve lenf akimi herhangi bir yonde olabilir.
Subdermal pleksusta kapak mevcuttur ve akim tek yonliidiir. Areolanin inferiorunda subareolar
pleksus (Sappey pleksusu) bulunur. Yiizeyel lenfatikler derin lenfatikler vasitasi ile aksillaya

drene olur.

b. Memenin derin lenfatikleri

Laktifer duktuslara ait lenf damarlar1 (periduktal lenfatikler) lobuller etrafinda ince bir
ag olusturur. Bu agdan ¢ikan birgok toplayici lenfatik trunkus mevcuttur. Trunkuslardaki
akim yonii ile ilgili kabul goren goriis lenf akiminin derin subkiitandz ve intramammer lenfatik
damarlardan sentrifugal olarak aksiller ve internal mamarian lenf nodlarina dogru oldugudur

(12) ( Sekil 7).

Sekil 7 Memenin lenfatik yolaklar: (oklar lenf akimi
yoniinii belirtmekte) (Visual Art : 2012. The University
of Texas MD Anderson Cancer Center)
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c. AkKksiller lenf nodlar:

Memenin lenfatik drenaj1 ve aksillanin anatomisinin meme kanseri tedavisindeki 6nemi
asikardir ancak sinirlar1 net demarke edilememekte ve cesitli varyasyonlar goriilebilmektedir
(12). Bu baglamda meme kanserinin yayilma derecesini belirlemek amaciyla lenf nodiilleri 6

gruba ayrilarak incelenmektedir (14).

1. Eksternal meme nodiilleri (anterior ya da pektoral grup):
Lateral torasik damarlar ile birlikte pektoralis major kasinin dig kenarinin altinda
bulunur. Bu nodiillerden ¢ikan efferent lenfatikler biiylik Olglide santral lenf nodiillerine ve

subklavikiiler lenf nodiillerine gider.

2. Skapular nodiiller ( posterior veya subskapular grup):

Bu nodiiller subskapiiler venin aksiller vene dokiildiigli alandan latissumus dorsi kasi
ile birlestigi yere kadar ulasir ve lateral gogiis duvarinda bulunur. Interkostobrakial sinir ve
torakodorsal sinir skapuler nodiillerin i¢cinden gegen seyir gostermektedir. Aksiller diseksiyon
sirasinda bu iki siniri korumaya ¢alismak metastaz igeren lenf nodlarinin total eksizyonuna

mani olabilir, zira kesilmeleri durumunda belirgin bir sakatlik olusmaz.

3. Santral nodiiller:
En kolay palpe edilebilen nodiillerdir ¢iinkii aksillanin merkezinde ve en biiylik capli
nodiillerdir. Metastazlar da en ¢ok bu nodiillerde gelisir.
4. Interpektoral nodiiller (Rotter):
Bu nodiiller min6r ve major pektoral kaslar1 arasinda bulunur ve 1 ila 4 nodiilii ihitiva

eder.

5. Aksiller ven nodiilleri(lateral grup):
Aksiller venin distal kism1 boyunca, medialinde ya da posteriorunda yerlesim gdsteren

nodiillerdir. Diseksiyon sirasinda aksiller ven kilifinin agilmas1 gerekli degildir.

6. Subklavikiiler nodiiller (apikal grup):

Bu grup aksillanin en tepesinde ve torakoakromiyal ven c¢ikis noktasinin medialinde
bulunmaktadir. Bu grup lenf bezlerinde metastaz varlig1 inoperabilite bulgusudur ve radikal
ameliyat yapmak miimkiin degildir (9).

Bu lenfatikler arasinda yaygin damarlar mevcuttur ve bir pleksus olustururlar.

Pleksuslardan ¢ikan bir ya da daha fazla subklavikuler lenfatik trunkuslar olusur.
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Memeyi drene eden lenf nodlar1 cerrahi agidan pektoralis minor kasiyla olan iligkilerine
gore 3 grupta degerlendirilir ( Sekil 8 ).

1.Diizey lenf nodlari; pektoralis minoér kasinin dis yaninda, aksiller venin inferiorunda
yer alir.

2.Diizey lenf nodlart: pektoralis minor kasinin arkasinda, aksiller venin i¢ kisminda yer
alir.

3.Diizey lenf nodlar1; pektoralis midr kasinin i¢ kenar1 ve 1. kosta arasinda uzanir.

2.2.6. AKSILLA

Aksilla; piramidal sekilli, toraks duvari ve iist ekstremite arasinda yer alan, 4 kenar1 ve
bir tepesi bulunan kompartmandir. Apeks olarak adlandirilan tepe kismi superiorda
servikoaksiller kanal ile boyun posterior iiggenine uzanir (15). On duvarda pektoralis major ve
mindr kaslar1 ve klavipektoral fasya bulunur. Arka duvar ise subskapular kas, teres major,
latissumus dorsi kaslar1 ve {izerini orten fasya bulunur. Medial duvar serratus anterior kas1 ve
ilk dort kosta ve bunlar1 orten interkostal kaslar tarafindan olusturulur. Lateral duvar da
latissumus dorsinin tutundugu humerus i¢ yiizdeki intertiiberkiiler oluk, korakobrakialis ve
biseps kaslar1 tarafindan olusturulur (15).

Aksiller damar sinir demeti aksillanin tepesinden gectikten sonra iist tarafa ilerleyerek

kola kadar gelir ki bu demetin icinde aksiller arter, ven ve brakial pleksus bulunur. Brakial

Sekil 8 Aksiller lenf nodu gruplar: (Visual Art:

@ 2012. The University of Texas MD
Anderson Cancer Center)
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pleksusa ait yapilarin meme ile iligkisi olmamasina ragmen cerrahi agidan postoperatif

morbidite agisindan aksiller ven ¢ok dnemlidir.

2.3. MEME KANSERI

2.3.1. EPIDEMIiYOLOJi

Meme kanseri 20-60 yas arasi kadinlarda kansere bagli 6liim nedenlerinin basinda
gelmektedir (12). Kadinlarda yeni tan1 alan kanserlerin %29’unu ve kansere bagli 6liimlerin
%14’linii olusturmaktadir (12). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2013 yilinda yaklasik 234.580
meme kanseri tanisi olacagi ve 40.030 kisinin meme kanseri nedeniyle 6lmiis olacagi tahmin
edilmektedir (1). 1970’1i yillarda bir kadinin meme kanserine yakalanma ihtimali 13’te 1 iken,
1980’11 yillarda 11°de 1 olmus ve 2004’te bu oran 8’de 1’e yiikselmistir (1). Meme kanseri
insidansindaki bu artis 6zellikle 55 yas iistii kadinlarda goriilmiis, kadinlar arasinda erken
menars, ilk gebeligin daha ileriki yaslarda goriilmesi gibi risk faktdrlerinin yayginlagmasina ek
olarak kullanimi yayginlasan mammografi ile iliskili oldugu da one siiriilmiistiir (16). Ayni
zamanda metastatik hastalik insidans1 azalma egilimine girmistir. 1960’11 yillarda meme kanseri
5 yillik toplam sagkalim oran1 %63 iken 1981 yilinda bu oran %78’e ve 2008 yilinda %92’ye
yiikselmistir (12).

Meme kanseri insidansindaki artig nedenleri ile mortaliteyi arttiran nedenler birbirinden
farkli faktérler olabilir. Insidans oranlari; emzirmeye baglama yas ortalamasi daha kiigiik olan
ve anne basina dogum oranlar1 daha fazla olan, emzirme siiresi fazla olan kadinlarin bulundugu
toplumlarda daha diisiik olmaktadir. Bu faktorler genellikle gelismemis toplumlarin ve ¢ogu
dogu rrklarinmn karakterize dzellikleri arasinda yer almaktadir. Insidanstaki bu azalisa ragmen
meme kanserine bagli mortalite oranlar1 bu toplumlarda etkili mammografik tarama
programlarinin bulunmayis1t buna bagli erken tani konamamasina ve multidisipliner kanser

tedavi programlarina ulagilamamasina bagli olarak gorece yiiksektir (1).

2.3.2. RiSK FAKTORLERI

Meme kanseri insidansindaki artig; erken menars yasi, ge¢ yasta gebe kalma, daha az

gebelik, kisa siireli emzirme periodlari, ge¢ menapoz gibi risk faktorlerinin yayginlagsmasindan
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dolay1 sasirtic1 degildir (16). Insidans artisina katkida bulunan diger risk faktdrleri; obezite,
alkol tiikketimi, inaktif yagam, hormon replasman tedavisi gibi nedenlerdir (17). Herediter meme
kanserinde de artis mevcuttur. Ornegin Izlanda’da “Meme Kanseri 2” (BRCA2) gen

mutasyonunun son yiizyilda 4 kat arttig1 gosterilmistir (18).

2.3.3. MEME KANSERI HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRMA

a. Karsinoma in Situ

Kanser hiicreleri bazal membrana invazyon durumlarina gore invaziv ya da in situ olarak
siiflandirilir (20). Broder’in yaptig1 orijinal tanimlamada in situ kanser; etraf stroma, dogal
duktus ve alveolar sinirlara tasmamig kanser olarak degerlendirilmistir (20). Ancak bu taninin
net olarak konmasi icin multipl sayida mikroskobik kesitlerin alinmasi ve incelenmesi
gerekmektedir. 1941 yilinda Foote ve Stewart lobuler (LCIS) ve duktal (DCIS) karsinoma in
situyu birbirinden ayirmistir (21). Mammografi kullanima girmeden 6nce meme kanseri tanisi

fizik muayene ile yapilmaktaydi ve in situ kanser oran1 %6 iken, mamografinin kullanima

LCIS DCIS
YAS 44-47 54-58
INSIDANS* %?2-5 %5-10
KLINIK BULGULAR Yok Agr1, kitle, meme bas1 akintisi
MAMMOGRAFIK Yok Mikrokalsifikasyonlar
BULGULAR
PREMENOPOZAL 2/3 1/3
SENKRON  INVAZIV | %5 %2-46
KARSINOM INSIDANSI
MULTISENTRISITE %60-90 %40-80
BILATERALITE %50-70 %10-20

*mammografik olarak tani almis meme lezyonlarindan alinan biopsi spesimenlerinde (19)

Tablo 1: LCIS ve DCIS'a ait ozellikler (12)
girmesi ve yayginlasmasi ile in situ kanser oran1 %45’e yiikseldi (6). Ayn1 kadranda ya da 5
cm’den daha yakin mesafede ikinci bir meme kanseri odagi bulunmasi multifokal, farkli
kadranlarda ya da 5 cm’den daha uzakta ikinci bir meme kanseri odagi bulunmas1 multisentrik

meme kanseri olarak tanimlanmistir. LCIS ta multisentrisite %60-90 arasinda goriilmekte iken
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bu oran DCIS igin %40-80 arasi rapor edilmistir. LCIS, %50-70 bilateral goriilebilmekte iken,
DCIS’ta bu oran %10-20 olarak raporlanmistir (6).

Lobular ve duktal karsinoma in situ olgularina yonelik O6zellikler Tablo 1’de
belirtilmistir.

Duktal karsinoma in situ tanist alan kadinlarda invaziv kanser gelisme riski 5 kat
artmistir (22). Invaziv kanserler ayni memede ve siklikla ayn1 kadranda duktal karsinom olarak
goriilldiigiinden DCIS, invaziv duktal meme kanseri i¢in anatomik prekiirsor olarak
diistiniilmektedir; ancak LCIS 6ykiisii olan kadinlarda invaziv kanser gelisme siklig1 %65’e
kadar ¢ikmaktadir ve lobuler degil duktal karsinomlar izlenmektedir. Bu nedenle LCIS, invaziv

kanser gelisimi i¢in risk faktorii olmakla birlikte anatomik prekiirsor olarak kabul edilmez (12).

b. Invaziv Meme Karsinomlari

Kaynaklandigr dokuya gore meme karsinomlar1 lobular ya da duktal olarak

siiflandirilmaktadir. Onceden kullanilan klasifikasyonlarda LCIS ile iliskili invaziv karsinom;

| RS 3" \ (N :
Sekil 9: Duktal karsinoma in situ mikroskobik kesit ka’:{ ]0 Duktal karsinoma in situ mammografik
goriiniim

invaziv lobular karsinom olarak siniflandirilirken diger tiim invaziv meme kanserleri duktal
karsinom olarak adlandirilmakta idi, ancak mevcut histolojik siniflandirmalarda 6zel tipler
(meme kanseri olgularinin %10°u) tanimlanmastir.

Foote ve Stewartin yaptig1 yayinda da tariflenen siniflama sdyledir;

1 — Memenin Paget hastalig

2 — Invaziv duktal karsinom(%80)

3 — Mediiller karsinom(%4)

4 — Miisindz karsinom(%?2)

5 — Papiller karsinom(%?2)
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6 — Tubuler karsiom(%?2)

7 — Invaziv lobuler karsinom(%10)

8 — Nadir kanserler(adenoid kistik, skuamoz hiicreli, apokrin) (21).

Memenin Paget hastaligi 1841 yilinda tarif edilmistir ve genellikle meme basinin kronik
egzematdz eriipsiyonu olarak ortaya c¢ikmakta ve bazen iilserasyona kadar ilerlemektedir.
Genellikle DCIS ile iliskili olup invaziv karsinoma ilerleyebilmektedir. Ayirici taniya 6zellikle
yiizeyel yayilim gosteren melanom girmektedir ve ayirim i¢in immunohistokimyasal boyama
yapilmaktadir. Melanomda S-100 antijeni, Paget hastaliginda ise karsinoembriojenik
antijen(CEA) pozitiftir (12). Cerrahi tedavi se¢enekleri; meme basi-areola kompleksinin ne
kadar genis etkilendigine ve DCIS varlig1 ya da invaziv karsinom varligina gore lumpektomi
ya da mastektomi olabilir.

Invaziv duktal karsinom tiim meme karsinomlarmin %80’ini olusturmaktadir ve
mikroskobik ya da makroskobik aksiller lenf nodu metastazi, goriintiileme ile tan1 konmus
vakalarin %25’inde, semptomatik vakalarin %60°1nda goriilebilmektedir (23). Yasamin 5 ve 6.
dekadinda goriilme siklig1 artmakta ve solid ele gelen kitle seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Fizik
muayenede sinirlart net olmayip civar dokuya yildizs1 uzanimlar géstermektedir.

Mediiller karsinom, meme kanserinin 6zel bir tipi olup tiim invaziv meme kanserlerinin
%4’linti olusturmaktadir (6). Genel olarak kanser dokusu yumusak ve kanamaya meyillidir.
Kitle boyutlarinda ani artis nekrozis ya da kitle i¢i kanamaya sekonder gelisebilir. Fizik
muayenede derin yerlesimli ve biiyiik olarak palpe edilen lezyonlar olustururlar. %20 vakada
bilateral oldugu raporlanmistir (23). %50 olgu DCIS ile iliskili olup kanserin periferinde ortaya
cikmaktadir (12). 5 willik siirvi invaziv duktal ya da invaziv lobuler karsinom ile
kiyaslandiginda daha 1yidir (6).

Miisindz karsinom, meme kanserinin diger bir 6zel tiirii olup tiim invaziv meme
karsinomlarinin %2’lik kismin1 olusturur. Tipik olarak yaslilarda memede ele gelen biiytik kitle
olarak ortaya cikar. Hiicre dis1 miisin havuzlar1 ve bunlarin etrafinda diisiik dereceli kanser
hiicre birikimleri karakteristiktir. %90 {izerinde hormon pozitiftirler ve lenf nodu metastaz
oranlar1 %33 civarinda goriilmektedir. 5 yillik sagkalim %73, 10 yillik sagkalim %59 oraninda
goriiliir (24).

Papiller karsinom genellikle yasamin 7. dekadinda ve siklikla beyaz olmayan
disproporsiyone kadinlarda goriiliir ve tiim invaziv meme kanserlerinin %2’lik kismin

olusturur. Lezyonlar genellikle 3 cm’den kiigliktiir. %87 oraninda Ostrojen reseptdrii pozitiftir

16



(23). Aksiller lenf nodu yayilim oranlari diisiik ve sagkalim oranlart miisinéz ve tubuler
karsinomlara benzer konumdadir (25).

Tubuler karsinomlar da invaziv meme kanserlerinin %2’lik kismini olusturmaktadir ve
genis veri tabanli bir calismada %94 Ostrojen reseptdr ekspresyonu yoniinden pozitif
bulunmustur (24). Hastalar perimenopozal ya da postmenopozal erken donemde tani
almaktadirlar. Aksiller lenf nodu yayilim1 %10 hastada goriilmektedir ancak, bir ya da iki lenf
nodu pozitifligi uzun dénem sagkalimi etkilememektedir ve %100’e yakindir (12).

Invaziv lobuler karsinom meme kanserli olgularin %10’unu olusturmaktadir ve
genellikle multifokal, multisentrik ve bilateral goriiliirler. Yavas biiylime paterni ve belirgin
mammografik goriintiileme o6zelliklerin olmamast nedeniyle gec¢ tani alabilmektedirler ve

%90’ 1n iizerinde dstrojen reseptorii pozitiftir (24).

2.3.4. MOLEKULER SUBTIiPLER

Meme kanseri degisik molekiiler 6zellik gdsteren, farkli morfolojilere sahip heterojen
ve karmasik bir hastalifi yansitmaktadir (26). Cogu hastaya erken donemde tani
konabilmektedir ve bazilari i¢in lokal tedavi yeterli olmaktadir. Ancak rekiirrens riski olanlar
ve metastatik hastaliga sahip olanlarin onceden taninmasi ve bunlara yonelik tedaviler
sagkalimi arttirmaktadir.

Rekiirrens riski geleneksel olarak; tiimor capi, histolojik grade, lenf nodu tutulumu,
Ostrojen reseptdr durumu, progesteron reseptdr durumu, insan epidermal biiylime faktor
reseptorii 2 (HER2) gibi klinikopatolojik ozellikler degerlendirilerek belirlenmektedir (27).
Yiiksek riske sahip hastalar sistemik tedavi almakta ve bazi hastalar i¢in bu fazla tedaviye sebep
olabilmektedir. Yine diisiik risk grubunda degerlendirilen hastalarda da niiks ya da metastatik
hastalik gelisimi gozlenebilmektedir. Bu nedenle son yillarda tiimdr biyolojisini anlamaya
yonelik calismalar artmis ve hedefe yonelik tedavi 6n plana ¢ikmistir. Kanserin molekiiler
yapisin1 anlamak verilecek tedaviye yaniti anlamay1 ve daha etkin tedavi saglamay1 olagan
kilacaktir (27).

Perou, Sorlie ve arkadaslar1 gen ekspresyon profili ile meme kanseri olgularini 5 farkli
molekiiler sinifa ayirmistir; luminal A, luminal B, basal-like, HER2’den zengin, normal-like
(29, 30). Takip eden c¢alismalarda claudin-fakir adli grup da bu siniflamaya eklenmistir (28).

Bu smiflamada tiimoriin Ostrojen reseptorii ve HER2 durumuna gore alt gruplar
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olusturulmustur, ancak gruplar bu degiskenlerden bagimsiz olarak farkli sagkalim oranlar1 ve

tedaviye yanit oranlar1 gdstermektedir (29).

a. Luminal A ve Luminal B

Luminal A en yaygin goriilen subtip olup, meme kanserlerinin %40-60’1n1 olusturmaktadir
(26). Bu tiimorler baskin olarak ER+/PR+ ve HER2 negatiftir (30). Diisiik histolojik grade ve
Ki67 dahil olmak iizere proliferatif genlerin az seviyede ekspresyonu mevcuttur (30). Bu da
luminal A ve B subtiplerinin diger subtiplere oranla daha uzun sagkalim ve diisiik oranda
hastalik niiksii ile iligkili oldugunu agiklamaktadir. (31).

Luminal B alt grubu meme kanserlerinin %15 kadarini olusturmaktadir (26). Luminal A
ile ortak 6zelligi yiiksek seviyede liiminal sitokeratinler eksprese etmesi ve dstrojen reseptorii
pozitif olmasidir ancak luminal A’nin aksine daha agrasif ve prognozu daha kotiidir (26).
Proliferatif gen ekspresyon seviyeleri (Ki67, siklin B1 vb.) luminal A’dan daha fazladir (30).
Progesteron reseptor diizeyleri ve HER2 durumu ise degisiklik gosterebilir (30).

Sonug olarak luminal A alt grubunda tedavi merkezinde antiandrojen terapi yer almakta ve
kemoterapiye daha az yanit s6z konusudur. Luminal B’de ise antiandrojen tedavi yanitt ER/+

olmalarina ragmen daha azdir ancak kemoterapiye yanit daha 6n plandadir (30).

b. HER2 zengin grup

Bu grup meme kanserlerinin %10 kadarini olusturmaktadir (26). HER2 ve iliskili genlerin
ekspresyonu karakteristik olarak ytiksektir. Proliferatif genlerin ekspresyonu ve genomik
instabilite de yiiksek seviyededir (32). HER2 hedefli ilaglarin kullanimindan 6nce kemosensitif
olmalarina ragmen koétii prognoz ile iliskili idiler (32). Micro-array ile HER2 zengin oldugu
gosterilmis olgularin %70’inde protein asir1 ekspresyonu mevcuttur, %30 luk grupta HER2
histolojik olarak pozitif olup klinik olarak negatif olan %30’luk grupta anti-HER?2 tedavinin
etkisi net degildir (33).

c¢. Basal-Like grup

Bu tip meme kanserleri tim meme kanseri olgularmin %10-25’ini olusturur ve yiiksek
oranda proliferasyon gdstermektedir, ek olarak pS3 mutasyonlar: yiiksek oranda goriiliir (33).
Ostrojen, progesteron reseptorleri ve HER2 ekspresyonu yapmaz, klinik olarak tariflenen
“triple-negative” meme kanserleri ile ortiismektedir (33). Triple-negatif meme kanserlerinin

%85°1 basal-like alt grubuna girmektedir (33). BRCAl meme kanserleri de bu grup ile
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iligkilidir. Bu kanserler kemoterapiye duyarli olsa da, kotii prognozlu olduguna ydnelik

calismalar mevcuttur (27, 30).

d. Claudin-fakir grup

Meme kanseri olgulariin %7-14’1 claudin 3,4,7 ve e-kadherin gibi hiicreler aras1 baglanti
proteinlerini diisiik oranda eksprese eder (27). Bu tiimorler metaplastik ve mediiller farklilagma
gostermekte ve biiyiik cogunlugu triple-negatif meme kanseri olarak ortaya ¢cikmaktadirlar (33).
Kot prognozlart olup, kemoterapiye yanit agisindan luminal ve basal-like meme kanserlerinin

arasinda kalmistir.

e. Normal-like grup

Meme kanserlerinin %3-10’unu olusturmaktadir ve yag dokusu karakterinde gen
ekspresyonu mevcuttur (34). Siklikla Ostrojen reseptorii pozitif olup, proliferatif gen
ekspresyon orani1 yliksek degildir. Bu sebeple luminal A grubu disindaki tiim molekiiler subtip

meme kanserlerinden daha iyi yasam stiresi goriilmektedir (30).

2.3.5. EVRELEME

Meme kanserinin klinik evresi memenin cildi ve dokusunun, koltukalti, supraklavikular,
internal mammarian lenf nodlarimin fizik muayenesi ile belirlenir. Ancak, fizik muayenenin
koltuk alt1 metastatik lenf nodlarini sa

ptamada dogruluk orant %33’tir (35). Bu asamada ultrason, tek basma fizik
muayeneden daha sensitiftir ancak siipheli ya da arada kalinan durumlarda ince-igne aspirasyon
biopsisi (IIAB) kullanilabilmektedir; tek basina ultrason ile karsilastirildiginda daha duyarlidir
(36).

Patolojik evreleme; ¢ikarilan meme dokusundaki kanserin ve alinan bolgesel lenf
nodlarmin patolojik bulgularini birlestirerek sonu¢ vermektedir. Fisher ve arkadaglarinin
yaptig1 calismada, Level 1 ve Level 2’nin dahil oldugu aksiller kiirajda ¢ikarilan 10 adet lenf
nodunun aksiller evreleme i¢in aksiller metastazin belirlenmesinde yeterligi oldugu
bulunmustur (37).

Siklikla kullanilan siniflama sistemi TNM (tiimor ¢api, lenf nodu tutulumu, metastaz
varlig1) sistemidir. Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) bu siniflamay1 modifiye etmistir (Tablo

2, Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5). Tiimér ¢apinin da lenf nodu metastaz orani ile iliskili oldugu
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bilinmektedir (6). Hastaliksiz sagkalimin tiimor ¢api, koltukalti lenf nodu metastaz ile iliskili
oldugu gosterilmistir (6). 10-20 yillik sagkalim oranlarinin en 6nemli belirleyici faktorii tutulan
lenf nodlarinin sayisidir (6). Internal mammarian lenf nodlarmin rutin biopsisi genellikle
yapilmamakta, ancak alt seviye aksiller biopsi ya da internal mammarian lenf nodunu igeren
“triple nod” biopsi yaklasiminda pozitiflik ayn1 seviyede prognostik 6nem ihtiva etmektedir (6).
Sentinel lenf nodu diseksiyonundaki gelismeler ve preoperatif yapilan lenfosintigrafiler
sayesinde Orneklenecek lenf nodlarinin yerleri belirlenmekte, bu yaklasimla internal
mammarian lenf nodlar1 da daha fazla 6rneklenmeye baglanmistir. AJCC evreleme sisteminin
7. Edisyonunda internal mammarian lenf nodu da 6nem arz etmektedir (38). Santral ya da
medial yerlesimli tiimorlerde internal mammarian lenf noduna yayilimin daha sik oldugu
saptanmistir (6). Supraklavikuler lenf nodu yayilimi evre 4 kanser olarak kabul gormekten

cikmistir ancak, bunun i¢in skalen ya da supraklavikuler lenf nodu biopsisi endikasyonu yoktur

(6).

Tx Primer tiimdr degerlendirilemistir.
TO Primer tiimore ait kanit yoktur
Tis Karsinoma in situ

T1 Timor capr 2cm’den kiigtiktiir

Tlmi | Timdr ¢apt Imm’den kiigiiktiir.

Tla Tiimdr ¢apt Imm ve Smm arasidir
T1b Timor ¢capt Smm ve 10 mm arasidir.
Tlc Tiimdr ¢ap1 10mm ve 20 mm arasidir.
T2 Tiimdr ¢ap1 2 cm ve 5 cm arasidir

T3 Timor cap1 5 cm’den biiyiiktiir.

T4 Herhangi bir tiimor capr ile birlikte gogilis duvari ve/veya cilt invazyonu

T4a Gogiis duvart invazyonu varligi

T4b Ulserasyon ve/veya ipsilateral satellit nodiil ve/veya ciltte 6dem(peaud’orange)

T4c T4a ve T4b bulgularinin birlikteligi

T4d Inflamatuar karsinoma

Tablo 2 Tiimér ¢apimin T evresi icin degerlendirilmesi (38)
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Nx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememistir.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ipsilateral level 1 ve 2 lenf nodlarinda metastaz

N2 Ipsilateral level 1 ve 2 lenf nodlarinda metastaz(klinik olarak fikse) ya da
ipsilateral internal mammarian lenf nodlarinda metastaz

N2a Ipsilateral level 1 ve 2 lenf nodlarinda metastaz(birbirine fikse olmus)

N2b Ipsilateral level 1 ve 2 lenf nodlarinda metastaz hari¢ internal mammarian
nodlarda metastaz

N3a Ipsilateral infraklavikular lenf nodlarinda metastaz varlig

N3b Ipsilateral aksiller lenf nodlar1 ve internal mammarian lenf nodlarinda metastaz

N3c Ipsilateral supraklavikular lenf nodlarinda metastaz

Tablo 3 lenf nodu evrelemesi (klinik degerlendirme) (38)

pNx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememekte

pNO Histolojik olarak lenf nodu metastazi bulunamamasi

pNO Histolojik olarak lenf nodu metastazi bulunamamasi(immiinohistokimya

@i-) negatif)

pNO Bolgesel lenf nodlarinda immiinohistokimya ile saptanan 0.2 mm’den kiigiik

>i+) malign hiicreler

pNO Histolojik olarak lenf nodu metastazi bulunmamasi(RT-PCR ile negatif

(mol-) | molekiiler bulgular)

pNO Klinik ve histolojik olarak lenf nodu metastazi saptanamayip RT-PCR ile

(mol+) | pozitif molekiiler bulgularin olmasi

pNImi | 0.2 mm’den biiyik ve 2 mm’den kiicik ya da 200 hiicreden fazla
(mikrometastaz) varligi

pNla | 1-3 lenf nodunda en az birinde 2 mm’den biiyiik metastaz varlig

pN1b | Klinik olarak saptanamamis ancak sentinel lenf nodu biopsisinde internal
mammarian lenf nodlarinda metastaz

pNlc | Klinik olarak saptanamamis ancak sentinel lenf nodlar1 biopsisinde 1-3 lenf

nodunda ve internal mammarian lenf nodlarinda mikro ya da makrometastaz

varligi
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pN2a | 4-9 lenf nodunda metastaz varlig1(2 mm’den biiyiik en az bir tiimor depoziti
varlig)

pN2b | Klinik olarak da saptanmis internal mammarian lenf nodlarinda metastaz varligi

pN3a | 10 ya da daha fazla lenf nodunda metastaz varlig1 ya da level 3 lenf nodlarina
metastaz

pN3b | Bir ya da daha fazla metastatik lenf noduna es olarak klinik olarak da saptanmis
ipsilateral internal mammarian lenf nodunda metastaz; ya da klinik olarak
saptanamamig ancak sentinel lenf nodu biopsisi ile saptanan 3’ten fazla aksiller
lenf nodu metastazi ve internal mammarian lenf nodlar1 metastazi birlikteligi

pN3c | Ipsilateral supraklavikuler lenf nodlarinda metastaz

Tablo 4 bolgesel lenf nodlarinin evrelemesi(patolojik degerlendirme) (38)

MO Klinik ya da radyolojik olarak ortaya konmus uzak metastaz yok

cMOG+) Klinik ya da radyolojik olarak ortaya konmus uzak metastaz bulunmamasi
ancak kanda, kemik iliginde molekiiler ya da mikroskopik olarak
saptanmis timor hiicreleri mevcudiyeti; ya da bolgesel olmayan lenf
nodlarinda 0.2 mm’den kii¢lik depozit varligi

M1 Klinik veyahut radyolojik olarak tespit edilebilen uzak metastaz varlig1 ya

da histolojik olarak uzak dokuda 0.2 mm’den biiyiik timéral yayilim

Tablo 5 uzak metastaz varligina gore evreleme (38)

Evre 0 TIS NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B TO Nlmi MO
T1 NImi MO
Evre 2A TO NIb MO
T1 NIb MO
T2 NO MO
Evre 2B T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre 3A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre 3B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre 3C Herhangi bir T N3 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 6 TNM evre gruplamasi (38)
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2.3.6. MEME KANSERINDE MULTIFOKALITE VE MULTISENTRISITE

Multifokal ya da multisentrik meme kanserleri; aralarinda normal meme dokusu ile
tamamen ayr1 olmak kaydi ile iki veya daha fazla neoplazinin ayni memede senkron olarak
bulunmasini kastetmektedir. Ayn1 kadranda bulunmasi halinde multifokal, farkli kadranlarda
bulunmasi durumunda multisentrik terimi kullanilmaktadir.

Bazi otorlere gore multifokal kanserler ya da odaklar arasi bes santimetreden az olan
kanserler ayni duktal toplama sisteminden kaynaklanmakta iken, multisentrik meme kanserleri
ya da iki odak arasi bes santimetreden fazla olan kanserler farkli duktal toplama sistemlerinden
gelismektedir. Bu durumda multifokal meme kanseri monoklonal kabul edilirken, multisentrik
meme kanseri monoklonal kabul edilmemektedir (39). Ancak, genel olarak arastirmacilarin
cogu multifokal ve multisentrik meme kanserlerini, kadranlarin belirlenmesinde anatomik
siirlarin net tarif edilememesi ve iki odak arasi uzakligin kesin degerinin 6nceden yanlis
tahmin edilebilecek olmasi gibi nedenlerle, birlikte ele almaktadirlar (39).

Mammografik inceleme yoOntemlerinin yayginlasmasi ve daha sensitif goriintiileme
metodlarinin kullanilmaya baslanmasi nedeniyle multifokal ve multisentrik meme kanseri
goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Literatiirde multisentrisite ve multifokalite prevalanst;
caligmalarda ayni standardizasyonun ve tanimlamanin olmamasi nedeniyle %9’dan %75°e
kadar genis bir yelpaze gostermektedir (40).

Multisentrik ve multifokal meme kanserlerine tedavi yaklasimi yillar igerisinde degisiklik
gostermektedir. 90’11 yillarda yapilan calismalar 1513inda mastektomi daha ©6n planda
onerilmekte idi (41). Bunun sebebi; multisentrik ve multifokal kanserlerde meme koruyucu
uygulanmas1t durumunda lokal rekiirrensin 5 yillik takip siiresince %?23-40’a kadar
goriilmesiydi. Lokal rekiirrensin kabul edilemeyecek kadar yiiksek olmasi nedeniyle hastalara
mastektomi Onerilmekteydi. 2000’11 yillara gelindiginde yapilan yeni ¢aligmalarda; uygun
radyoterapinin de tedaviye eklenmesi ile giivenli cerrahi sinirlara ulasan, ayn1 zamanda da
uygun kozmetik sonuglar elde edilen meme koruyucu yaklagimda, lokal rekiirrens oraninin 6
yillik takip siiresince %3 ile %5.1 arasinda oldugu bildirilmistir (42). Ancak meme koruyucu
cerrahi i¢in uygun hastalarin se¢ilememesi, tedavide bireysel yaklagimlarin gozard: edilmesi

basar1 sansini azaltacaktir.
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2.3.7. TEDAVIDE GUNCEL YAKLASIMLAR

Meme kanseri ilk olarak eski Misir papiruslarinda memede tedavisi olmayan yara ve
kiitleler olarak bahsedilmis ve sik goriilmese de gec¢ evrelerde daha semptomatik oldugundan
hekimler sistemik hastalik olarak kabul etmislerdir (43).

Cerrahi teknikler giiclii bir sekilde gelisme gostermis ve 19. yiizyilda bir¢ok yonden
uygulanabilir olmustur. 1880’11 yillarda meme kanserinin modern tedavisinin ilk adimlar
atilmistir. Halsted tarafindan hastaligin her zaman sistemik olmadig1 goriilmiis ve cerrahi bir
yaklagim gelistirilmigtir. Halsted’in tarifledigi mastektomide meme, en blok olarak pektoral
kaslar, koltuk alt1 lenf nodlar1 ve biiyiik dlgiilerde cilt ile birlikte ¢ikarilmakta idi. Bu yaklagim
tedavi edici oldugundan 20. yiizyilin biiyiik bir kismina kadar standart tedavi olarak kaldi.
Ancak bu yaklasimla hastalar postoperatif siirecte uzun donemli agr1 ve haraket kisitliligi
yasamaktaydi. Bu sebeple, 1920°li yillarda daha az zorlayici yaklasimlar denendi. Ornegin;
Frankfurt’tan bir jinekolojist olan Max Hirsch tiimdriin ¢ikarilmasmin ardindan dokuya
radyoterapi uyguladig: biiyiik bir seriye sahipti (44). 1970’11 yillarda Halsted’in mastektomisi
modifiye edilerek, pektoral kas rezeksiyona dahil edilmez oldu. Yine de, takip eden yillarda

daha konservatif yaklagimlara ciddi ilgi gelisti (44).

a. Meme Koruyucu Cerrahi

[lk olarak; 1981 yilinda yapilan bir randomize ¢aligmada Halsted mastektomi ile koltuk alt1
diseksiyonu ve kalan meme dokusuna tam doz radyoterapinin eklendigi meme koruyucu
cerrahiyi karsilastirilmis ve 2 cm altindaki tlimorlerde sagkalimda bir fark olmadigr ortaya
koyulmus, hatta quadrantektomi yapilan grupta daha iyi estetik sonuglar elde edilmisti (45).
Milan’da yine ayn1 grup tarafindan destekleyen devam calismalar1 yapilmis ve 2002’de Milan
caligmasinin uzun dénem sonuglar1 yayinlanmisti (46). 1985 yilinda ise; Amerika’da Fisher ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, evre 1 ve 2 meme kanserlerinde tiimdr ¢ap1 4 cm’yi gegmeyen
vakalarda daha konservatif bir yaklagim olan lumpektomi ile kasin degil ancak fasyanin dahil
edildigi mastektomi karsilastirildi, ayn1 zamanda Milan ¢alismasindaki gibi her 3 levele yonelik
aksiller diseksiyon degil, level 1 ve 2 aksiller diseksiyon yapildi (47). Calisma sonucunda
lumpektomi kolundaki vakalarin hastaliksiz sagkalim ve toplam sagkalim oranlarinin

mastektomi kolundan daha kotii olmadigr ortaya kondu (47).

24



Bu caligmalarin dogrultusunda meme koruyucu cerrahi mastektominin 6niine gecerek daha
¢ok tercih edilen tedavi modalitesi olmustur. Oyle ki; Amerika’da 1988’de erken evre meme
kanseri nedeniyle mastektomi yapilma oran1 %77 iken, 2004’te % 38’e diismiistiir (48). 2010
yilma gelindiginde ise; Avrupa’da erken evre meme kanseri nedeniyle cerrahi tedavi goren

kadinlarin sadece %18.6’s1 mastektomi ile tedavi edilmistir (49).

b. Sentinel Lenf Nodu Biopsisi

Sentinel lenf nodu biopsisi; tiimor yakinina ya da meme bagina enjekte edilen metilen
mavisi ya da radyoaktif maddenin koltukaltinda takip edilerek ilk drenajin oldugu lenf
nodlarinin bulunmasi ve bunlarin histopatolojik olarak calisilmasin1 kapsar. Bu girisimin
hipotezi sentinel lenf nodlar1 durumunun hastaligin koltukaltina yayilim durumunu yansittigidir
(44). Koltukalt1 diseksiyonunun meme cerrahisinin ana yapitaglarindan biri olmasinin sebebi;
1980’1i yillarda ¢ogu hastada basvuru aninda koltukalti lenf bezi metastazi goriilmesi ve ayni
zamanda hastaligin N evresini belirlemede gerekli olmasiydi (50). Ancak koltukalt1 diseksiyonu
sonrast kalici lenfodem, hareket kisitliligi, agr1 gibi yasami etkileyen komplikasyonlar
goriilmekte idi. NSABP B04 calismasinda koltukalti diseksiyonu yapilmayan mastektomi
hastalarinda, yapilanlarla karsilastirildiginda daha fazla 6liim ve uzak hastalik riskinin sz
konusu olmadigr belirtilmisti (51). 1990’11 yillarda sentinel lenf nodunun aksillanin durumunu
giivenilir sekilde tahmin ettigi gosterildi (52). 2005 yilinda Milan’da yapilan 516 hastanin dahil
edildigi ¢alismada; SLNB sonrasi standart aksiller kiiraj yapilan hastalar ve SLNB negatif
bulundugunda kiiraj yapilmayan hastalar 5 yil sonra karsilastirildi; koltukaltinda tekrar hastalik
gelisimi acisindan, uzak metastaz agisindan ve sagkalim acisindan farklilik yoktu (53). Ek
olarak sadece SLNB yapilan grupta hareket kisithilig1 ve kol agrist daha az goriilmekte idi (53).
Destekleyen calismalar sayesinde SLNB, koltukaltina standart yaklagim halini aldi ve 2014
ASCO Rehberinde de SLNB negatif hastalarda koltukalt1 kiirajindan kac¢inilmasi gerektigi
belirtildi.

Son yapilan caligmalarda SLNB pozitif dahi olsa kiirajin her zaman gerekli olmadig:
giindeme geldi. IBCSG 23.01 ¢alismasinda; 5 cm’ye kadar olan tiimdre sahip hastalar ¢alismaya
dahil edildi ve sonuglarinda sadece mikrometastaz varliginda, koltukalt: lenf bezi diseksiyonu
yapmanin, yapmamaya bir avantaji olmadig bildirildi (54). Z0011 ¢aligmasinda da aksillada 1-
2 lenf nodunda pozitif mikrometastaz olmasi durumunda kiirajin giivenle atlanabilecegi

desteklendi (55). Ancak calismadaki cogu hasta sistemik tedavi ve radyoterapi almisti.
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c. Palpe Edilemeyen Lezyonlarin Cikarilmasi

Mammografi ve meme ultrasonunu kullaniminin yayginlagmasi ve kadinlarin meme kanseri
konusunda bilinglenmesi ile meme kanserine daha erken tan1 konmaya baslanmis ve tani aninda
lezyonun heniiz palpe edilemedigi olgularin sayis1 artmistir (44). Bu hastalara yaklasim
acisindan; telle isaretli eksizyon, karbon isaretleme ve ROLL (radioguided occult lesion
localization) gibi secenekler glindeme gelmistir (44).

ROLL ilk olarak 1996 yilinda Milan’da Avrupa Onkoloji Enstitiisii’'nde tarif edilmistir.
Ultrason(US) ya da mamografi (MMG) kontroliinde radyoniiklid madde, lezyonun merkezine
enjekte edilir. Cerrahi sirasinda gamma prob kullanilarak isaretlenen lezyonun yeri tespit edilir
ve bu bolge eksize edilir. ROLL tekniginin, karbon isaretleme ve telle isaretlemeye gore daha
avantajlt olduguna dair ¢aligmalar yaymlanmistir (56). ROLL, sentinel lenf nod biopsisi ile
birlikte uygulandiginda SNOLL olarak isimlendirilmis ve lezyon santraline, tiimdr
lokalizasyonu amaciyla radyoniiklid enjeksiyonuna ek olarak peritiimoral alana da radyoniiklid
enjekte edilip olusan mikro-agregatlarin koltukalti lenf bezlerine ulasmas1 ardindan gama prob

ile sentinel lenf nodunu bulma hedeflenmistir.

d. Cilt Koruyucu ve Meme Basi Koruyucu Mastektomiler

Mastektomi; biiyiik, multisentrik tiimorlerde, kiicik meme voliimii olan orta boyutlu
tiimorlerde, meme koruyucu tedavi sonrasi gelisen rekiirrenslerde ve diffiiz intraepitelyal
neoplazilerde standart tedavi olarak uygulanmakta (44). Cilt koruyucu mastektomilerde ise
meme dokusu tamamiyle ¢ikarilmakta ancak iizerindeki cildin biiyiik bir kismi1 korunarak eg
zamanl rekonstriiksiyona olanak saglamaktadir ve onkolojik agidan giivenli oldugu kabul
edilmistir (57). Ek olarak ikinci seans rekonstriiksiyonlar ile karsilastirildiginda maliyetin daha
iyi oldugunu bildiren yaymlar mevcuttur (57). Ancak meme basinin olmamasinin kimi
hastalarda kozmetik a¢idan memnuniyetsizlige sebep olmasi, meme basinin korundugu cilt
koruyucu mastektomileri giindeme getirmistir. Bu teknikte meme basi1 altindaki kiiciik bir
meme dokusu kanlanmanin devami amaciyla birakilmakta bu da retroareolar rekiirrens riskini
az da olsa arttirabilmektedir ki; bu nedenle multaka intraoperatif olarak areola arkasindan

frozen gonderilmektedir (44).
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e. Radyoterapi

Cerrahi sonrasi geride kalan meme dokusuna radyoterapi verilmesi meme koruyucu
cerrahinin ana bilesenlerindendir (44). Bu konuda yapilan eski calismalarda radyoterapinin
yapilmamasinin lokal rekiirrensi arttirdigi, ancak sagkalima etkisinin olmadigini bildirilmisti
(58).

Son zamanlara kadar standart tedavi; timdr yatagina 10 Gy destek sonrast iki tanjansiyel
151n seklinde 5-7 hafta devam eden 50 Gy radyoterapi verilmesi idi. Ancak 2008 ve 2010°da
blyiik Olgekli yapilan caligmalarda 3 hafta boyunca 40 Gy radyoterapi uygulanan
hipofraksiyone rejimlerin geleneksel rejimlere oranla rekiirrenste ve ge¢ yan etkilerde bir
farkinin olmadig gosterildi (59).

Diistik fraksiyonlu radyoterapiyi destekleyen yaymlar cogalirken, goriintilleme ve
bilgisayar sistemlerindeki teknigin de gelismesiyle, iic boyutlu radyoterapi ve yogunluk
ayarlamali radyoterapi gibi ileri diizey radyoterapi modaliteleri gelistiriimeye baslandi. Bu
teknikler ile 151n komsu dokulara daha az etki gdsterip daha az toksisiteye sebep olmakta, kisitlt
ve daha dogru hedeflenen bir alana daha yiiksek doz radyoterapi uygulanarak etkinligi
arttirllmaktadir (44). Ancak uzun donemli sonucglarin incelendigi daha fazla yayina ihtiyag

vardir.

f. Intraoperatif Radyoterapi

Meme kanseri nedeniyle ¢ikarilan meme dokusunda okiilt odaklar goriilse bile, cerrahi
sonrast lokal rekiirrenslerin %85’e yakini skar bolgesinde gelismektedir (44). Bu bulgular
esiginde cogu hastada sadece tiimdr yataginin 1sinlanmasi yeterli géziikmektedir. Hatta bu
radyasyon tek bir seansta verilebilirse, geleneksel 15in tedavisinin yan etkilerinin azalacag,
hastanin hayat kosullarin1 biiyiik 6l¢iide etkilemeden tedavi edici olabilecegi diisiiniilmektedir
(44). Bu avantajlardan dolay1 Avrupa Onkoloji Enstitiisii’'nde 20 Gy radyasyonun birkag¢ dakika
i¢inde uygulanabildigi intraoperatif radyoterapi (IORT) teknigi gelistirilmis ve 1305 vakanin
dahil edildigi bir calisma yayinlanmistir (60). Bu ¢alismada, meme kanseri 2.5 cm’yi agmayan
kadinlarda tiim memeyi 1sinlama ve IORT karsilastirilmistir. Median 5.8 yil sonra IORT
kolundaki hastalarda ipsilateral rekiirrens daha fazla goriilmiis, ancak sagkalimda fark
goriilmemis, deride goriilen yan etkiler ise daha az ortaya ¢ikmustir (60). Ipsilateral rekiirrensi

belirleyen faktorler olarak; timor capi, grade ve molekiiler subtip gosterilmis ve sonug olarak
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uygun hastalara IORT uygulanabilecegi ancak patolojik inceleme sonrasinda kisa dénem tiim
memeye 1s1n tedavisi uygulanmasinin énerildigi belirtilmistir (60).
Takip eden dénemde, 50Gy’ye kadar ¢ikan IORT ve sonrasinda diisiik doz eksternal 1s1n

tedavisi ile devam eden ¢alismalar planlanmistir (61).

g. Hormonoterapi

19. yiizyilin baslarindan beri bilateral ooferektomide oldugu gibi, hormonal durum
degistiginde meme kanserinde de remisyonun saglandigi bilinmektedir (44). 1971°de bir oral
kontraseptif olarak sunulan tamoksifenin ileri evre meme kanserinde kalici remisyonu
arttirdigin gosteren ilk ¢aligma yapildi (62). Ileri evre meme kanserinde kullanilmaya baslansa
da, erken evre meme kanserlerinde kemoterapiye ek olarak verilen tamoksifenin Ostrojen
reseptori pozitif vakalarda sagkalimi arttirdigr gosterildi (63). Takip eden yillarda tamoksifen
uygulanim stiresi 5 yila kadar uzatildiginda, rekiirrensi ve mortaliteyi daha etkin bir sekilde
azalttig1 gosterildi (64), ancak tamoksifenin endometrium ve diger dokularda Ostrojen reseptor
agonisti olarak etki etmesinden dolay1 2 yillik uygulamanin endometrium kanseri riskini 2 kat
arttirdig, 5 yillik uygulamada 4 kat arttirdig bildirildi.

2014 ASCO (American Society of Clinical Oncology/ Amerikan Klinik Onkoloji
Toplulugu) kilavuzuna gore dstrojen pozitif hastaligi olan kadinlara; 5 y1l kullanima goére daha
diisiik rekiirrens ve kontralateral meme kanseri orani olmasindan dolayi, kar zarar hesabina
gore; endometrial kanser, uterin kanser, derin ven trombozu gibi yan etkilerine ragmen 10 y1l
tamoksifen kullanimi 6nerilmektedir.

Androjenin Ostradiole doniisiimiinii saglayan aromataz enzimini inhibe eden ajanlar ile
Ostrojen seviyelerinin postmenapozal kadinlarda azaldigi gosterilmistir. Perimenapozal
kadinlarda ise tek basina aromataz inhibitdrlerinin Ostrojenin etkilerini azaltmada etkili
olmadigi, bu ajanlara ek olarak overyan supresyon yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (65).
Cesitli calismalar gostermistir ki; aromataz inhibitorleri kullanildiginda meme kanseri
rekiirrensi, hem ayn1 memede hem de kars1t memede azalmaktadir; uzak metastaz riskinde de
azalma saglanmaktadir (66). Hormon reseptorii pozitif meme kanserlerinde, {igiincii kusak
aromataz inhibitorlerinin (anastrazol, lestrazol) tamoksifen ile karsilastirildiginda daha etkin
oldugu ve yan etkiler agisindan daha giivenli oldugu bildirilmistir (67). Olumlu etkilerine karsin

aromataz inhibitorlerinin menapozal semptomlar1 agreve etmesi, kardiovaskiiler hastaliklar
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arttirmas1 ve kemiklerin zayiflamasia ve frajil kiriklara neden olmasi, istenmeyen etkileri
arasindadir (68).

Tamoksifenin yaygin kullaniminin yan1 sira daha giincel bir dstrojen reseptor diizenleyici
olan raloksifen ile ilgili ¢alismalar da yapilmis ve daha az tromboembolik olay ile iliskili oldugu
ve endometriyal kanser gelisim riskini tamoksifenden daha az arttirdigi, ancak tamoksifenin

meme kanserini 6nlemede daha potent oldugu bildirilmistir (69).

h. Kemoterapi

Metastatik meme kanserinde sitotoksik ajanlarin  kombinasyonu 1960’l1 yillarda
kullanilmaya baglandi. Bernard Fisher ve Gianni Bonadonna 197011 yillarda adjuvant tedavi
olarak kemoterapi uygulamaya basladi (44). Bonadonna’nin ¢alismasinda 5 yillik sonuglara
gore kemoterapi (metotreksat, siklofosfomid, florourosil kombinasyonu) verilen grupta
mastektomi kolu ile karsilastirildiginda daha uzun hastaliksiz sagkalim ve yine daha uzun
toplam sagkalim oranlar1 mevcut idi. Takip eden yillarda neo-adjuvant tedavinin de glindeme
gelmesi ile meme koruyucu cerrahi oranlari ciddi oranda artti. Ancak onkologlarin da farkinda
oldugu; kusma, bulanti, sa¢ dokiilmesi, agri, kilo kayb1 ya da asir1 kilo alimi, kemik iligi

baskilanmasi gibi yan etkiler sik¢a goriilebilmektedir.

i. Immiinoterapi

[k basarili immiinoterapi ajam1 monoklonal HER2 antikoru olan trastuzumabtir. HER2
erken evre meme kanserinde hiicrelerin membranlarinda %20 kadar asir1 eksprese olmakta ve
mitojenik sinyal yolaklarinda rol almaktadir, ayn1 zamanda kotii prognoz ile de iliskilidir (44).
2000’11 yillarda trastuzumab ile ilgili yogun ¢alismalar yapilmis ve HER2 asir1 ekspresyon
yoniinden yiiksek pozitiflige sahip kanser vakalarinda kemoterapiye ek olarak uygulanmistir.
Ancak oOzellikle antrasiklinli rejimler ile uygulandiginda kardiyotoksisite ciddi problem
olusturmakta idi. Bu sebeple ideal tedavi siiresini belirlemeye yonelik ¢aligmalar yapildi. Bu
caligmalar sonucunda HER?2 pozitif hastalikta en uygun siirenin 1 y1l oldugu gosterildi (70).

2012 yilinda FDA (Food and Drug Adminstration/Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Idaresi) tarafindan onay alan bir diger insan monoklonal HER2 antikoru da pertuzumab oldu.
Pertuzumabin, HER2 pozitif hastalifi olan olgulara trastuzumab ve docetaxele ek olarak

uygulandig1 “CLEOPATRA?” ¢alismasinda; pertuzumab kolunda toplam sagkalimin 15,7 aylik
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median uzama saglandig1 gosterildi, ancak ishal, mukozal inflamasyon, febril nétropeni, kuru

cilt dokiintiileri gibi yan etkilerin daha fazla goriildiigii bildirildi (71).

2.4. MIKRO-RNA’LAR

1993 yilinda Caenorhabditis elegans’in larval gelisimiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda, Lee
ve ark. tarafindan kesfedilen miRNA’larin, C. elegans’ta bulunan heterokronik gen lin-4’iin 22
ve 61 bazlik protein kodlamayan RNA ¢iftini kodladig1 ve bu kisa RNA dizilerinin lin-14’{in
3’UTR’sindeki bazi tekrar dizilerle komplementer oldugu ve lin-4’iin lin-14 proteinini negatif
olarak diizenledigi bulunmustur (72). 2001 yilinda Science dergisinde bu kii¢iik kodlanmayan
diizenleyici RNA’lar ilk defa “mikroRNA” olarak isimlendirildi (73). MikroRNA’lar (miRNA)
19-25 niikleotid uzunlugunda endojen, tek zincirli, endojen, protein kodlamasi yapmayan kisa
RNA dizileridir (74).
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Sekil 11 microRNA sentezi

Yaklagik 2 kb uzunlugunda pri-miRNA adi verilen uzun niikleotid dizileri seklinde
transkribe edilirler. Nukleusta Drosha ve ¢ift iplikli RNA baglayict protein DGCRS tarafindan
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islenerek yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda, sa¢ tokast seklinde pre-miRNA’lar olusturulur
(Sekil 11).

Drosha ve Pasha enzim aileleri tarafindan pre-miRNA haline doniisiimleri saglanan bu
miRNA’lar eksportin-5 enzimi araciligiyla sitoplazmaya tasmir. Dicer’lar araciligiyla RISC’e
(RNA Inducing Silencing Complex) dahil olarak mRNA’nin translasyonunu inhibe ederler
(Sekil 12) (75).

miRNA T
Gene
Pri-miRNA E

Pre-miRNA

MicroRNA PROCESSING

o

Transcription

)

i

MIRNA
mIRNA® Du pk

cheavage of pre-mMHNA
b

"w - @
Pre-miRNA Mo e

Target
mANA
/_\_@@7 AAAAAY 4@7%1
RECSOME ORF
IUTR
TRANSLATIONAL REPRESSION mARNA DEGRADATION

Sekil 12 microRNA etki mekanizmasi

Kodlama yapan genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in, hedef genlerin mRNA’larinin 3°-
translasyona ugramayan bolgeleri (3°’UTR) igerisinde bulunan komplementer niikleotid
dizilerine baglanirlar. MikroRNA’larin baglanma 6zgiilliigii; miRNA’larin 5’ucunda bulunan
7 niikleotidlik bdlgenin hedef m-RNA’daki 3’-translasyona ugramayan komplementer baz
eslesme bolgesine, baglanma bolge sayisina ve baglanma bdlgelerinin serbest enerji durumuyla

belirlenen uygunluguna baglidir (76).

MikroRNA’larin hedef mRNA’ya baglanmasi, mRNA parcalanmasi veya translasyon ve
protein sentezinin inhibisyonuyla hedef genlerin azalmis ekspresyonuna yol agar. miRNA’lar
genelde hedef mRNA’nin 3’UTR’sine baglanirlar. Ya hedef mRNA’y1 degrade ederek, ya

translasyonu bloke ederek, ya da her ikisini birden yaparak post-transkripsiyonel gen
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diizenlenmesini indiikkleme yetenegindedirler (77). Ayrica inhibitor miRNA’larin azalmis
ekspresyon seviyesi direkt olarak artmis hedef gen ekspresyonuna yol agabilmektedir (76).
miRNA’lar hiicresel diferansiyasyon, proliferasyon, apoptozis, eritropoez, fibrozis,
angiogenez, immunite gibi bir¢ok hiicresel ve biyolojik olaylarda rol oynamaktadir (78).
MikroRNA’lar insan genomunda yer alan tiim genlerin % 2’sinden fazlasini olusturmakta ve
insan genomundaki 23000 civarindaki genin ii¢te birinin bu diizenleyiciler tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir. Ayrica, miRNA’larin her biri 1000’den fazla hedef gene sahipken; her
bir protein kodlayan gen de ¢ok sayida miRNA tarafindan diizenlenmektedir (79). Ozgiil
miRNA’larin ekspresyonunu diizenleyen bir¢ok transkripsiyon faktorii tanimlanmistir (80).

MikroRNA’larin ¢ogu doku, hiicre ve/veya hastaliga spesifik tarzda eksprese oldugundan,
onlarin ekspresyon paternleri altta yatan patofizyolojik olaylar1 yansitmaktadir (81).
MikroRNA’lar genellikle polisistronik olarak sentez edilirler. Bu giline kadar miRBase
(www.mirbase.org) veritabanina gore 2000 civarinda insan miRNA geni tanimlanmistir (82).
Bunlardan bazilar1 onkogenik (mir- 17-92 ve mir-21) ve tiimor baskilayici genler (let-7/mir-98
ve mir-141/200) olarak da smiflandirilabilmektedirler (83).

MikroRNA’larin ekspresyon profillerinin farkl kanser tiplerinde farkliliklar gésterdigi ve
kanser olusum siireclerinde rol oynadiklar1 anlagilmaktadir. Birgok kanser tiirliyle yapilan
genomboyu caligmalar miRNA’larin kanser gelisimi ve ilerlemesiyle direkt olarak iligkili
olabilecegini de gostermektedir (84). Kromozomlarin kirik bolgesi yakininda bulunan
miRNAlar ve malign dokularda bu genlerin ekspresyon diizeyindeki degisiklikler, kanser ile
kurulan baglantiyr desteklemektedir (85) MikroRNA’larin kanser olusumundaki roliiniin
anlasilmas1 onlarin tedavide kullanilabileceginin gostergesi olmustur. MikroRNA’larin tedavi
amacli kullanilabilmesi i¢in genomik organizasyonlarini, biyogenezini, hedef molekiilii tanima

mekanizmalarin1 daha ayrintili olarak bilmek gerekmektedir.

2.4.1 MIKRO-RNA’LAR VE MEME KANSERI

Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda meme kanseri olgularinda miRNA’larin, onkogen
susturma, metastazi tetikleme ya da baskilama, kemoterapiye diren¢ kazandirma yollar ile
etkili oldugu gosterilmistir (86).

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda; miR-7, miR-17/20, miR-30, miR-31, miR-126,
miR-146a/b, miR-183, miR-193b, miR-205, miR-206, miR-335, miR-339-5p ve let-7’nin
metastazi baskilayici, miR-10b, miR- 141, miR-200a/b/c, miR-429 ve miR-661’in metastazi

32



hem baskilayict hem de tetikleyici, miR-9, miR-17-92, miR-21, miR-27b, miR-29a, miR-155,
miR-210, miR-373, miR-378, miR-520c ve miR-520h’nin ise metastazi tetikleyici 6zellikte
oldugu belirlenmistir (87). Onkogenik baslica mikroRNA’lar ise miR-206, miR-17-5p, miR-
125a/b, miR-200, let-7, miR-34a ve miR-31 tiimor baskilayici, miR-21, miR-155, miR-10b ve
miR-373/520c olarak belirtilmistir (88).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda unifokal ve multisentrik meme kanseri hastalarinda ekspresyon

diizeylerinde farklilik olabilecegi diisiiniilen 84 mikroRNA geninin kantitatif olarak tespit

edilmesi, hastalara ait diger laboratuar ve klinik bulgularla birlikte degerlendirilerek, meme

dokusuna 6zgiil, tedavide biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek olan mikroRNA’larin tespiti

amaclanmistir. Calismanin hem kendi igerisindeki tutarliliginin ortaya konmasi ve hem de elde

edilecek sonuclarin kalitesi agisindan 6 ayr1 housekeeping gen ve 2 adet de kontrol geni

kullanilarak ¢alismanin her asamasi 4 kez tekrar edilmistir.

o ® 2o s w N

—
=)

o x® NN s Wb o=

10.

3.1. Vakalarin ¢calismaya dahil edilme kriterleri
18 yas iistii olma
Serum serbest betaHCG degeri ile verifiye edilen gebe olmama durumu
Daha 6nceden meme cerrahisi ge¢irmemis olma
Bagka bir malignite dykiisiine sahip olmama
Aktif emzirme Oykiisii olmama
Histopatolojik olarak verifiye edilen meme kanseri tanist alma
Calismay1 anlayip kabul edecek biling diizeyi veya cezai ehliyet sahibi olma
Calismaya katilmak i¢in onam vermis olma

Neoadjuvan tedavi almamis olma

. Caligmaya katilan vakalarin hastalik evresine gore cerrahi tedavi endikasyonu olmasi

3.2. Vakalarin ¢calismaya alinmama/calismadan cikarilma kriterleri
18 yasint doldurmamis olma
Serum serbest betaHCG degeri ile dogrulanan gebelik durumu olmasi
Daha 6nceden meme cerrahisi 0ykiisii olmasi
Bagka bir malignite dykiisiine sahip olma
Aktif emzirme Oykiisii olma
Histopatolojik olarak meme kanseri tanisi olmamasi
Calismayi anlayip kabul edecek biling diizeyi veya cezai ehliyeti olmama
Calismaya katilmak i¢in onam vermemis olma
Neoadjuvan tedavi almis olma

Hastalik evresine gore cerrahi dis1 tedavi endikasyonu olmasi
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3.3. Kullanilan cihazlar
Buzdolabi
Derin Dondurucu
Derin Dondurucu
Ceker Ocak
Derin dondurucu -80 derece
Etiv
Gili¢ kaynagi
Hassas terazi
Is1 blogu
Sogutmali santrifiij
Masaiistii mini santrifiij
Spektrofotometre
Light Cycler 480 RT- PCR
PCR cihazi (Thermal Cycler)
Otomatik pipetler
PH metre
Laminar kabin
Inkiibatorler
Orbital ¢alkalayici
Elektroforez Sistemi
Giic kaynagi
Mikrodalga firin

UV transilluminator

(+4 °C Bosch)

(-20 °C Bosch)

(-80°C Thermo Scientific)
(TEZSAN)

(Thermo)

(Niive)

(Stratagene)

(Shimadzu)

(Fisher scientific model111004)
(Bechman Coulter)

(Niive)

(NanoDrop2000)

(Roche)

(BioRad)

(Gilson) (Eppendorf)(Thermo)
(Corning)

(Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)
(37°C - 56°C Elektro Mag ve Niive)
(Thermo, Scientific)

(E-C 350 MIDICELL, Thermo)
(E-C Apparatus Corporation)
(Bosch)

(BioRad UV/White light)
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3.4. Hasta orneklerinin toplanmasi

Calismaya 2013-2015 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali Baskanligi, Meme Hastaliklar1 Poliklinigi’ne
basvuran, meme kanseri semptom ve bulgular1 agisindan degerlendirilerek histopatolojik olarak
invaziv meme karsinomu tanisi alan, aksilla disinda metastaz yapmamis olan ve goriintiilleme
modalitelerince multisentrik oldugu degerlendirilen 26, ve unifokal olarak degerlendirilen 31
hasta dahil edilmistir.

Katilimcilara sozlii olarak arastirmanin kapsami hakkinda bilgi verildikten sonra yazili
onam alinmigtir. Calismanimn etik ilkelere uygunlugu Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis, etik onam ve Bezmialem BAP destegi
alimmustir (Tarih: 27.11.2013 / Say1: 1306642/050/01/04/231).

Calismaya dahil edilen vakalarda, eksizyon yapildiktan hemen sonra formol
uygulanmaksizin, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Anabilim
Dalinda, her defasinda ayni patolog tarafindan unifokal kanserli olgularin piyeslerinde
tiimdrden ve saglikli meme dokusundan, multisentrik kanserli olgularin piyeslerinde en biiytik
lezyondan, doku almaya uygun en uzaktaki ikinci odaktan ve saglikli meme dokusundan
ornekler alinmistir. Orneklenen dokular numaralandirilmis ve “RNA later” soliisyonu
icerisinde derhal Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dals,
Tibbi Genetik Bilim Dali, Molekiiler Genetik Laboratuvari’na soguk zincirde ulastirilmistir.
Ornekler galigma yapilana kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.5. Doku Homojenizasyonu ve RNA izolasyonu

e Dokular -80°C’den cikarilip, buz tizerinde ¢6ziinmeye birakildi.

e Dokular homojenizasyon i¢in pens yardimiyla homojenizasyon tiipiine (“bead”li
tiiplere) aktarildi ve iizerlerine ortalama 100 pg. doku i¢in 600 pl. Tissue Lysis Buffer
eklendi.

e Tiipler sogutmali homojenizatérde 6500 speed’de 1 dakika homojenize edildi.

¢ Homojenizatorden ¢ikarilan tiipler coldblockta 3-5 dakika (kopiikleri gidinceye kadar)
bekletildi.

3.6. Qiagen miRNeasy Kit ile miRNA izolasyon basamaklari

Toplanan doku orneklerinden Qiagen miRNeasy Kit ( Cat. No 217184, QIAGEN, gMBh,
D-40724 Hilden, Germany) ile Kit protokoliine uygun olarak total RNA ve miRNA izolasyonu
yapildi (Sekil 13). Izolasyon protokolii asagidaki gibidir:
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Homojenize edilmis olan her bir 6rnegin tizerine Iml QIAzol Lysis Buffer eklendi ve

vortekslendi.

Oda sicakliginda (15-25 °C ) 5 dk. inkiibe edildi.

3,5 ul miRNeasy Spike-In Control eklendi.

Uzerine 400 pl kloroform eklendi ve 15 saniye calkaland.
Oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi.

12,000xg’de 15 dakika santrifiij yapildu.

Ust faz alindi ve yeni ependorflara transfer edildi. Yeni ependorflara alinan 6rnek

miktarlarinin 1.5 kat1 kadar 100% etanol eklendi ve pipetleme yapildu.

700 pl 6rnek alindi ve RNeasy MinElute spin column i¢ine aktarildi ve 8000xg de 15
saniye santrifiij yapildi. Koleksiyon tiipleri atildi ve spin kolon yeni koleksiyon

tiiplerine alindi. Bu islem kalan 6rnekler i¢in de tekrarlandi.

700 ul RWT soliisyonu eklendi ve 8000xg de 15 saniye santrifiij yapildi, koleksiyon

tiipleri atild1 ve spin column yeni koleksiyon tiiplerine alindu.

500 pl RPE soliisyonu eklendi ve 8000xg de 15 saniye santrifiij yapildi, koleksiyon

tiipleri atild1 ve spin column yeni koleksiyon tiiplerine alindu.

500 pl 80% etanol eklendi ve 8000xg de 2 dakika santrifiij yapildi, koleksiyon tiipleri

atild1 ve spin column yeni koleksiyon tiiplerine alind1.

RNeasy MinElute spin column 2 ml’lik yeni koleksiyon tiipiine alindi ve maximum
hizda 5 dakika santriiflij yapildi, koleksiyon tiipleri atildi ve spin column 1.5 ml’lik

ependorf i¢ine alindi.

14 pl RNase-free dH2O spin column membranin ortasina eklendi ve maximum hizda 1

dakika santriifiij yapildi.

Icerisinde RNA olan ependorflar -80°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 13:Qiagen miRNeasy Kit ile miRNA izolasyon basamaklary (119)

Elde edilen Total RNA ve miRNA &rneklerinin konsantrasyon 6l¢timii icin NanoDrop 11

spektrofotometre kullanildi.

3.7. NanoDrop II Spektrofotometre ile RNA konsantrasyon 6l¢iim protokolii
Cihazin 6lgebilecegi uygun konsantrasyon araligi 2-15000 ng/pul’dir.
Iul Rnase-DNAse free dH>O NanoDrop cihaz kaidesi (optik ylizey) lizerine pipetlendi
ve bilgisayardaki program analiz baslatildu.
1 pl 6rnek i¢in kullanilan elution buffer NanoDrop cihaz kaidesi (optik ylizey) lizerine
pipetlendi ve blank alindu.
RNA o6rneginden 1 pl alinarak optik yiizey {izerine pipetlendi.
Cihazin bilgisayarina ait program ile 6rnekler 260, 280, 230 nm dalga boylarinda
okundu.
Olgiim esnasinda her seferinde bir sonraki olgiime ge¢meden once optik yiizey
temizlendi.
Olg¢iim tamamlandiktan sonra degerler ayr1 bir klasore kaydedildi ve optik yiizey iizerine
1 ul Rnase-DNAse free dH20 birakilarak cihaz kapatildi.
RNA’lar konsantrasyonlar1 100 ng/pl. olacak sekilde diliie edildi. izole edilen RNA’lar

caligma yapilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.
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3.8. Qiagen miSCRIPT II RT kit ile cDNA sentez prosediirii

cDNA sentezine bagslamadan once:

e miScript-II-RT-Kit i¢inde 2 ¢esit buffer bulunmaktadir:5X miScript HiSpec Buffer ve

5X miScript HiFlex Buffer. Reverse Transkripsiyon islemi sirasinda bu bufferlardan

sadece biri kullanilir (Sekil 14).

e 5X miScript HiSpec Buffer Kullanimi: Eger PCR array ve quantifikasyon ¢alismalari

yapilacaksa, cDNA sentezi bu buffer kullanilarak yapilmalidir (Tablo 7).

e Bu protokol i¢in, 5X miScript HiSpec Buffer kullanilarak 10 pg-2 pg arasi cons.

RNA’dan cDNA sentezi yapilabilmektedir.

e 5X miScript HiSpec Buffer kullanilarak hazirlanan cDNA’dan, Real-Time PCR islemi

yapilacaksa miScript miRNA PCR Arrays kullanilmalidir.

miScript Il RT kit

miScript HiSpec Buffer miScript HiFlex Buffer

kullanilarak cDNA kullanilarak cDNA

sentezi sentezi

olgun miRNA'nin Real-
time PCRile

olgun miRNA'nIn,
prekirsér miRNA'nin,
yada mRNA'nin Real-

profillenmesi ve time PCR ile

quantifikasyonu

Sekil 14: miScript Il RT kit uygulama semasi (119)

3.9. Qiagen miSRIPT II RT ¢cDNA protokolii
e Template RNA buz iizerinde 5-10 dk. bekletildi,

sicakliginda (15-25°C) 5-10 dk bekletildi.

e Reverse Transcription Mastermix hazirlandi.

quantifikasyonu

10X Nucleics mix ve 5X miScript Hispec Buffer veya 5X miScript Hiflex Buffer’1 oda



e Reverse Transcription Mastermix, template RNA disinda ilk zincir cDNA sentezi i¢in

gerekli olan biitiin komponentleri igerir.

e Not: miScript RT mix, master mixin hazirlanmasindan once -20°C’den alinmalidir ve

buzda bekletilmelidir.
e RT Mastermix igeren her tiipe template RNA’dan eklendi.
e Yavasca karistirildi ve santrifiij edildi. Buzda bekletildi.

e 37°C’de 60 dk inkiibe edilir.
e miScript RT mix’i 95°C’de 5dk inkiibe ederek inaktif hale getirilir.

cDNA sentezi tamamlandi ve o6rnekler PCR Array calismasina kadar -20°C’de
saklandi. Elde edilen 20 pl cDNA iizerine 100 pl RNAase free water eklendi. Total

volume 120 pl idi.

PCR application

Assay/array

Buffer

Recommended RNA input*

miRMNA

of mature miRNA

Mature miRNA
quantification only

Parallel real-time PCR
quantification of mature

mRNAs, and/or
other noncoding RNAs

Pathway profiling of mature

Whole miRNome profiling

miRNAs, precursor miRNAs,

Precursor miRNA detection

miScript miRNA PCR
Arrays

miScript miRNA PCR
Arrays

miScript
Primer Assays

miScript Primer
Assays, miScript
Precursor Assays,
and/or QuantiTect
Primer Assays

miScript Precursor
Assays

5x miScript HiSpec
Buffer

5x miScript HiSpec
Buffer

5x miScript HiSpec
Buffer

5x miScript HiFlex Buffer

5x miScript HiFlex Buffer

125-250 ng per RNA
sample’

250-500 ng per 384-well
plate or per 4 x

96-well plates/Rotor-Discs
(the number of plates
provided in a miRNome
miScript miRNA PCR Array
varies depending on the
species of imoaretsf)t

Depends on abundance and
number of target miRNAs
to be quantified; from 10 ng
up to a maximum of 2 ug

Depends on abundance and
number of target miRNAs

to be quantified; up to a
maximum of 1 ug

Depends on abundance and
number of target miRNAs

to be quantified; up to a
maximum of 0.5 ug

Tablo 7: baslangi¢ icin RNA miktarlar: ve ¢esitli PCR uygulamalar igin reverse transkripsiyon

reaksiyonlarina yonelik buffer onerileri (119).

¢DNA KONTROL PCR’1 protokolii:

dH20

2X Sybr Green Master
10 X Uni. Primer (3”)
U6 (Forward primer)

: 1.5l
:3.0 ul
:0.5 ul
:0.5 ul

40



Amplification Curves @@ Zoom

514
£E14]
114

Ears

2F14]

2114

Fluorescence (465-510)
~

1,714

0.£14

2 4 B 8 1C 12 14 16 8 0 2 24 X 23 30 3R 34 F X 4 42 44 45 @8 0 R 54
Cycles

Tablo 8: Multisentrik tiimor kolunda qRT-PCR gériintiisii(floresans-siklus grafigi) amplifikasyon egrileri
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Tablo 9: Unifokal tiimér grubunda qRT-PCR gériintiisii(floresans-siklus grafigi) amplifikasyon egrileri

3.10. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, ilk olarak degiskenlerin gruplara gore
dagilimlar1 Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Normal dagilimda olan degiskenler t-testi ile
incelenirken, parametrik olmayan degiskenler Mann-Whitney U testi ile incelenmistir. Ki-67
degerlerinin miRNA ifade seviyeleriyle korelasyonu Pearson korelasyon testi ile analiz
edilirken, miRNA ifade seviyelerinin unifokal ve multisentrik hastalar1 ayirt etme giicii alici
isletim karakteristigi testi ile incelenmistir. Unifokal ve multisentrik tiimorler ve operasyon tipi

arasindaki iligki lojistik regresyon ile analiz edilmistir. Kategorik degiskenler arasi iliski Ki-
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Kare veya Fisher Exact testi ile arastirilmis, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows) 21.0
programi kullanilmistir. Farkli ifade seviyeleri gosteren miRNA'lar tarafindan hedef alinan gen

ve yolaklarin belirlenmesi i¢in ise web tabanli miRSystem analiz yazilimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan power analiz sonucunda unifokal ve multisentrik meme kanseri gruplarinin herbiri
i¢cin 20 hastanin yeterli oldugu belirlendi. Calismaya dahil edilme kriterlerine uyan 31 unifokal
ve 26 multisentrik meme kanseri tanili toplam 57 olgunun yas araligi 41 ve 91 arasinda
degismekte idi (median deger: 53). Katilimcilarin 36’s1 postmenapoze, 21’1 premenopoze idi
ve unifokal, multisentrik kollara dagilim acisindan istatistiksel fark yoktu.

Memeye yonelik yapilan cerrahilerde; unifokal grupta 29 genis lokal eksizyon, 2
mastektomi, buna karsilik multisentrik kolda 16 genis lokal eksizyon, 10 mastektomi prosediirii
uygulandi.

Viicut kitle indeksi agisindan degerlendirildiginde unifokal grup ortalamasi 27,42
(min:21,87-max:38,29) ve multisentrik grup ortalamasi 28,83 (min:22,03-max:39,06) idi. Bu
parametre agisindan iki grup arasinda istatistiksel fark yoktu.

Patolojik tipler kiyaslandiginda unifokal grupta 1 vaka invaziv lobuler karsinom, diger 30
hasta invaziv duktal karsinom; multisentrik grupta 5 vaka invaziv lobuler karsinom, diger 21
vaka invaziv duktal karsinom idi.

PCR Array metodu ile yapilan ¢alismamizda fold change cut off degeri 4 ve iizeri olan
toplam 24 adet disregiile miRNA geni saptandi. Bunlarin 10 tanesi downregiile, 14 tanesi
upregiile idi. Klinik parametreler ve sonlanim noktalari ile miRNA’larin iliskisinin incelenmesi
icin miRNA sec¢imi; daha once yapilmis validasyon analizlerini de igeren az sayidaki
caligmalara benzer sekilde upregiile veya downregiile olan grubun i¢inden fold change’i 4 ve
tizerinde olup, p degeri istatistiksel olarak anlamlilik seviyesinde olan miRNA’larin alinmast
seklinde yapildi (Tablo 10). Bu se¢im sonunda miR-128-3p, miR-141-3p, miR-15b-5p, miR-
17-5p, miR-181a-5p, miR-182-5p, miR-18a-5p, miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-200c-3p,
miR-203a-3p, miR-7-5p, miR-96-5p, miR-204-5p, miR-328-3p, miR-489-3p, miR-495-3p,
miR-497-5p, miR-429, miR-1-3p, miR-10b-5p, miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-607 ileri

analiz yapilmak iizere incelendi (Tablo 11, Tablo 12) .
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miRNA p-value
hsa-let-7d-5p 0.003555 0.008596
hsa-let-7e-5p 0.011467 0.021029
hsa-let-7f-5p 0.000503 0.037569
hsa-let-7g-5p 0.000022 0.000523
hsa-miR-10b-5p 0.00419 0
hsa-miR-125b-5p 0 0
hsa-miR-129-5p 0.014211 0.00974
hsa-miR-130a-3p 0.040201 0
hsa-miR-140-5p 0.003066 0.000003
hsa-miR-141-3p 0.000001 0.001645
hsa-miR-145-5p 0.000055 0.000002
hsa-miR-152-3p 0.028078 0
hsa-miR-17-5p 0.001349 0.022116
hsa-miR-182-5p 0.000131 0
hsa-miR-186-5p 0.006198 0.000226
hsa-miR-193b-3p 0.007574 0.017939
hsa-miR-195-5p 0.000481 0.000282
hsa-miR-199b-3p 0.007464 0.000062
hsa-miR-199a-5p 0.000022 0.001811
hsa-miR-19b-3p 0.006033 0.048322
hsa-miR-200a-3p 0.000019 0.000017
hsa-miR-200b-3p 0.000007 0.011927
hsa-miR-200c-3p 0 0.00001
hsa-miR-203a-3p 0.000136 0.000438
hsa-miR-204-5p 0 0
hsa-miR-206 0.000013 0.000001
hsa-miR-20a-5p 0.000731 0.000238
hsa-miR-20b-5p 0.014038 0.018797
hsa-miR-21-5p 0 0.000129
hsa-miR-210-3p 0.000002 0.000609
hsa-miR-212-3p 0.006674 0.00015
hsa-miR-214-3p 0.000064 0.000308
hsa-miR-222-3p 0 0
hsa-miR-26a-5p 0.000003 0
hsa-miR-26b-5p 0.000043 0.000012
hsa-miR-29a-3p 0.001421 0.000022
hsa-miR-328-3p 0.000044 0.000268
hsa-miR-424-5p 0.000032 0.000112
hsa-miR-485-5p 0.000007 0.000008
hsa-miR-489-3p 0.000004 0
hsa-miR-495-3p 0.000011 0
hsa-miR-497-5p 0 0
hsa-miR-607 0 0
hsa-miR-93-5p 0.000012 0.00002
hsa-miR-96-5p 0 0.000069

Tablo 10: miRNA genlerinin disregiilasyonuna yénelik p degerleri
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Tablo 12: Multisentrik kolda disregiile miRNA genlerinin fold change graifigi



Upregiile Genler

Downregiile Genler

miRNA Fold Regulasyonu miRNA Fold Regulasyonu
hsa-miR-182-5p 5,0305 hsa-miR-1-3p -5,083
hsa-miR-429 4,0712 hsa-miR-10b-5p -4,0799
hsa-miR-96-5p 74112 hsa-miR-125b-5p -5,2558
hsa-miR-145-5p -4,5019
hsa-miR-204-5p -8,8668
hsa-miR-489-3p -4,6894
hsa-miR-607 -5,0461

Tablo 13 : Multisentrik tiimor grubunda upregiile ve downregiile miRNA genleri (fold regiilasyonu > 4)

Multisentrik hasta grubunda; miR-182-5p (fold regiilasyonu: 5,0305), miR-429 (fold

regiilasyonu: 4,0712), miR-96-5p (fold regiilasyonu: 7,4112) genlerinin upregiile oldugu, miR-
1-3p (fold regiilasyonu: -5,083), miR-10b-5p (fold regiilasyonu: -4.0799), miR-125b-5p (fold

regiilasyonu:

-5,2558),

miR-145-5p (fold regiilasyonu:

-4,5019),

miR-204-5p (fold

regiilasyonu: -8,8668), miR-489-3p (fold regiilasyonu: -4,6894), miR-607 (fold regiilasyonu: -

5,0461) genlerinin downregiile oldugu goriildii (Tablo 13Error! Reference source not f

ound.).

Upregiile Genler Downregiile Genler
miRNA Fold Regulasyonu miRNA Fold Regulasyonu
hsa-miR-128-3p 4,2498 hsa-miR-204-5p -11,8419
hsa-miR-141-3p 11,3813 hsa-miR-328-3p -6,4355
hsa-miR-15b-5p 4,8665 hsa-miR-489-3p -4,3269
hsa-miR-17-5p 5,3304 hsa-miR-495-3p -4,0588
hsa-miR-181a-5p 4,5774 hsa-miR-497-5p -4,1488
hsa-miR-182-5p 18,6905
hsa-miR-18a-5p 9,1933
hsa-miR-200a-3p 8,9429
hsa-miR-200b-3p 5,4254
hsa-miR-200c-3p 5,9935
hsa-miR-203a-3p 4,3388
hsa-miR-7-5p 4,9584
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hsa-miR-96-5p 5,8199

Multisentrik kanserlerin 6rneklerinde saptanan upregiile genlerden miR-182-5p ve miR-96-
5p, ayn1 zamanda unifokal kanserli vakalarin 6rneklerinde de, farkli fold regiilasyonlar ile de
olsa, upregiile oldugu saptandi (Tablo 14). miR-429 geninin multisentrik orneklerdeki
analizlerde upregiile olmasina karsilik, unifokal kolda upregiile olmadig1 dikkati ¢ekti.

Unifokal hasta grubunda toplam 13 miRNA geni upregiile bulundu. Bunlar; miR-128-p3
(fold degeri: 4,2498), miR-141-ep (fold degeri: 11,3813), miR-15b-5p (fold degeri: 4,8665),
miR17-5p (fold degeri: 5,3304), miR-181a-5p (fold degeri: 4,5774), miR-182-5p (fold degeri:
18,6905), miR-18a-5p (fold degeri: 9,1933), miR-200a-3p (fold degeri: 8,9429), miR-200b-3p
(fold degeri: 5,4254), miR-200c-3p (fold degeri: 5,9935), miR-203a-3p (fold degeri: 4,3388),
miR-7-5p (fold degeri: 4,9584), miR-96-5p (fold degeri: 5,8199) idi (Tablo 14). 5 genin ise
downregiile oldugu bulundu. Bunlar; miR-204-5p (fold degeri: -11,8419), miR-328-3p (fold
degeri: -6,4355), miR-489-3p (fold degeri: -4,3269), miR-495-3p (fold degeri: -4,0588), miR-
497-5p (fold degeri: -4,1488) idi (Tablo 14).
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0,03 -

mp value = 0.05 (Unifocal)

mp value < 0.05 (Multifocal)
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Tablo 15: p degerleri ve miRNA genlerine ait grafik goriintiisii
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Gruplara ait veriler karsilastirmali olarak incelenecek olursa; Ki67 indeksi disinda biitiin
oranlarin normal dagilimda oldugu belirlenmistir. Yas, tiimor boyutu, Ki67 indeksi, kilo, boy

ve BMI unifokal ve multisentrik hastalar arasinda anlamli bir farklilik géstermemektedir (Tablo
17).

Unisentrik Multisentrik deseri

Ortalama | Medyan | SD Ortalama Medyan | SD p degert
Yas 58,3 56,0 13,3 53,07 56,0 11,5 0,118
Boyut 29,0 25,0 20,3 26,3 25,0 9,9 0,508
Ki67 33,8 30,0 22,7 26,6 25,0 17,2 0,254
Kilo 70,3 67,0 | 10,05 74,9 72,5 12,04 | 0,129
Boy 159,8 160,0 5,2 161,9 161 5,7 0,170
BMI 27,6 26,5 4,2 28,6 27,8 4,5 0,395

Tablo 17: Unifokal-Multisentrik tiimor karsilastirmasi

Tiimor boyutu ve Ki67 indeksi menapoz durumuna goére incelendiginde tiimér boyutu
acisindan menapoza girmis ve girmemis hastalar arasinda bir fark belirlenmemisken, menapoza
girmemis kadinlarin daha yiiksek Ki67 oranlarina sahip olduklar1 belirlenmistir (Ki67men-) =
40,8 ; Ki67men+) = 24,6 ; p-degeri = 0,015) (Tablo 18). Ki67 oranlarinin miRNA ifade seviyeleri
ile korelasyonu incelendiginde 6zellikle miR-182-5p ifade seviyeleri ile Ki67 oranlar1 arasinda
giiclii pozitif korelasyon goriilse de, istastiksel anlamlilik belirlenememistir (Rmir-182-5p=0,724

Pmir-182-5p= 0,060) (Tablo 19).

Menapoz (-) Menapoz (+) dederi
Ortalama | Medyan SD Ortalama | Medyan SD b aeg
Boyut 26,0 25,0 13,1 28,9 25,0 18,04 0,494
Ki67 40,8 40,0 15,3 24,6 25,0 15,3 0,015
Tablo 18: Menapoz dncesi ve sonrast karsilastirma
miRNA Korelasyon kat sayisi p degeri
miR-182-5p 0,724 0,066
miR-429 0,342 0,453
miR-96b-5p -0,292 0,525

Tablo 19: Disregiile miRNAlarin korelasyon ve p degeri karsilastirmasi
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Multisentrik 6rneklere (%38,46) unifokal tiimorlere (%6,45) gore anlamli sekilde daha fazla
mastektomi uygulandigi belirlenmistir (p= 0,002 ; OR=9,062) (Sekil 15).

m Mastektomi mGin

Unifokal

Multisentrik

Sekil 15: Unifokal ve multisentrik tiimorlerin mastektomi agisindan karsilastirmast

Calisma grubuna dahil edilen 6rnekler evrelerine gore gruplanip mikroRNA ifade seviyeleri
karsilagtirildiginda miR-141-3p ve miR-200a-3p'nin hem evre I, hem de evre II tiimdrlerde
yiiksek oranda ifade edilirken, miR-7-5p'nin hem evre II, hem de evre III tiimorlerde yliksek

oranda ifade edildigi belirlenmistir. miR-429 ise 6zellikle evre III tlimorlerde yiiksek ifade

Evre Il

miR-128-3p miR-15a-5p

miR-15b-5p

'miR-141-3p miR-17-5p

miR-181a-5p

miR-200a-3p miR-200b-3p

miR-18a-5p

miR-200c-3p

miR-182-5p

miR-203a-3p

miR-96-5p

Sekil 16: Evrelere gére miRNA karsilastirmasi

seviyeleri gostermektedir. Bunun yaninda miR-182-5p ve miR-96b-5p'nin evrelemeden

bagimsiz olarak tiim tlimorlerde yiiksek oranda eksprese oldugu tespit edilmistir (Sekil 16).
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Multisentrik grupta yiiksek ifade gosteren miRNA'larin unifokal-multisentrik ayrim giicii

analizi, miR-182-5p'nin yiiksek ayrim giliciine sahip oldugunu ve multisentrik meme

kanserlerinin belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gdstermistir (Tablo 20)

(Sekil 17).

miRNA Alan p degeri

miR-182-5p 0,984 <0,0001*
miR-429 0,650 0,161
miR-96-5p 0,492 0,938

Sensitivity

Tablo20: miR-182-5p biyobelirteg olabilir mi?

ROC Curve
10
Source of the
l—‘ / Curve

=—=mir182.5p
— miR429

0.6 miR958.5p

1 ——Reference Line

0,6

0,4+

02

0,0 T T T T

00 02 04 06 0g 1,0
1 - Specificity

Sekil 17: miR-182-5p biyobelirte¢ olabilir mi?
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Unifokal gruba gore multisentrik grupta azalmig ifade gosteren miRNA'larin ayrim giicii
alic1 igletim karakteristigi testi ile incelendiginde miR-1-3p, miR-10b-5p, miR-125-5p ve miR-
145-5p'nin yiiksek ayrim giicline sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 21) (Sekil 18).

miRNA Alan p degeri
miR-1-3p 0,850 0,001
miR-10b-5p 0,854 0,001
miR-125-5p 0,783 0,008
miR-145-5p 0,800 0,005
miR-204-5p 0,437 0,559
miR-489-3p 0,558 0,586
miR-607 0,700 0,062

Tablo21: Unifokal ve mutisentrik gruplarda downregule miRNA lar

ROC Curve
1.0
Source of the
Curve
—miR1.3p
— miR10b 5p
miR1 25k Sp
08 —mir145.5p
miR204 .5p
=== niR42%9 3p
miRE07
Reference Line
0,5
£
=
=
n li
| =
L 1]
w
0,47
0,27
0,0 T T T T
oo 02 04 0E na 1,0
1-Specificity

Sekil 18: Unifokal ve mutisentrik gruplarda downregule miRNA lar
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Calismaya dahil edilen 6rnekler reseptdr pozitiviteleri agisindan incelendiginde unifokal ve
multisentrik gruplar arasinda reseptor dagilimi acisindan 6nemli bir fark olmadigi tespit

edilmistir (Tablo 22) (Sekil 19).

Unisentrik Multisentrik . .
— - — - p degeri
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Er 28 3 22 4 0,798
Pr 26 5 20 6 0,944
Cerb 16 15 15 11 0,503
Tablo22: Unifokal ve multisentrik tiimorlerin reseptor pozitifligi agisindan karsilastirmasi
30 23 25
26 2z
25 20 20
20 15
16 15 15
15 11
10
10 s
. 5 5 5 4
1 1
[} 1]
ER+ ER- PR+ FR- cEREZ+ cERE2- Triple- ER+ ER- FR+ FR- cERBZ+ cERE2- Triple -
Unisentrik Tultise ntril

Sekil 19: Unifokal ve multisentrik tiimorlerin reseptor pozitifligi agisindan karsilastirmast

Farkli ifade seviyeleri gosteren miRNA'lar tarafindan hedef alinan gen ve yolaklarin
belirlenmesi i¢in web tabanli miRSystem analiz yazilimi kullanilmistir. (Tzu-Pin Lu, Chien-
Yueh Lee, Mong-Hsun Tsai, Yu-Chiao Chiu, Chuhsing Kate Hsiao, Liang-Chuan Lai, Eric Y.
Chuang. (2012) miRSystem: An Integrated System for Characterizing Enriched Functions and
Pathways of MicroRNA Targets. PLoS ONE 7(8):e42390.doi:10.1371/journal.pone.0042390)

Gen ad1 Acik isim
LAMCI Laminin, gamma 1
Z1C3 Zic family member 3
ANLN Anilin, actin binding protein
ARHGEF3 Arrestin domain containing 3

Tablo23: Multisentrik tiimorlerde artmis ifade gosteren 3 miRNA tarafindan ortak hedef alinan genler
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Yolak Yolakta rol alan

toplam gen

Hedef alinan gen

Yolak islevi

RHOA sinyal yolagi 44

7

Miktotiibiil
etkilesimleri, hiicre
dongiistiniin
tetiklenmesi

PYK2 yolag1 29

Iyon kanallarmin
modiilasyonu,
MAPK
aktivasyonu ve
apoptotoz
tetiklenmesi

L1 CAM etkilesim
yolagi

94

11

Sitoskeleton
etkilesimleri, hiicre

gocu

Fokal adhezyon kinaz 58

aracil1 yolak

Integrin aracili
hiicre gogti,
anjiyogenez

Tablo24: Multisentrik tiimorlerde artmis ifade gosteren 3 miRNA tarafindan ortak hedef alinan yolaklar

Gen ad1 Acik isim
FRS2 Fibroblast growth factor receptor susbtrate 2
CAPRIN1 Cell cycle associated protein 1
NR4A3 Nuclear receptor subfamily 4, group
A,member 3
JARID2 Jumonji, AT rich interactive domain 2

Tablo25: Multisentrik tiimérlerde azalmis ifade gosteren miRNA'lar tarafindan genel olarak hedef alinan genler

Yolak Yolakta rol toplam | Hedef alinan gen Yolak islevi
gen
Fokal adhezyon 199 6 Integrin aracili
hiicre gogii,
metastaz, invazyon
RNA metabolizmasi 264 7 RNA sentezi,
hiicre donglisti
Ubiquitin aracili 135 4 Protein yikimi
proteoliz
Aktin sitoskeleton 213 8 Hiicre iskeletinin
regiilasyonu modiilasyonu

Tablo26: Multisentrik tiimorlerde azalmis ifade gosteren miRNA'lar tarafindan ortak hedef alinan yolaklar
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5. TARTISMA

Gelisen teknoloji ve tarama yontemlerinin yayginlasmasi ile meme kanserinde daha erken
tan1 konabilmekte, ayni zamanda dokularin daha iyi goriintiilenebilmesi ile multifokal ve
multisentrik meme kanseri sayisinda artis saptanmaktadir.

Gelisen cerrahi teknik, neoadjuvant ve adjuvant tedavilerde artmis basari, hormonoterapi,
immiinoterapi gibi hedefe yonelik tedaviler ile bireysellestirilmis tedavilerin giindeme
gelmesinin yaninda, meme koruyucu cerrahi de giderek yayginlagmistir. Ancak, multisentrisite
meme koruyucu cerrahinin dniinde halen engel olusturabilmektedir. Bizim ¢aligmamizda da
uyumlu bulgular elde edilmis ve multisentrik grupta mastektomi oraninin, unifokal gruptan
daha fazla oldugu saptanmistir. Memeyi korumaya yonelik egilimden dolayr unifokal,
multisentrik kanser ayirimini iyi yapmak gerekmektedir. Aksi halde lokal rekiirrenslerde artis,
mortalite ve morbidite artisina sebep olabilecektir. Bu baglamda multisentrisiteyi
ongorebilecek bir tetkik, radyolojik goriintiilemelere de destek olarak ve hatta bazen yarattiklar
kafa karisikliklarina ¢6zlim getirerek, belki de segilecek cerrahi tedavi tipini degistirerek meme
koruyucu cerrahi sonrast olusacak niiks, komplikasyon ya da surviye kotii etkinin goriilme
ihtimalini azaltabilecek, kisiye 6zgilin tedavinin sekillenmesine yardim edecektir. Bu ¢aligmada
multisentrisiteyi dngérmede etkisini degerlendirmek lizere dokudan “Qiagen miSCRIPT II RT
kit” ile izole edilen miRNA’lar PCR Array yontemi kullanilarak kantite edildi ve incelendi.

MikroRNA’lara yonelik ¢aligmalar son 10 yilda ciddi artis gostermis ve hiicre dongiisiinde,
metastaz, timor baskilama ya da onkogen etkileri ortaya kondukea ¢esitli kanserlerde cesitli
mikroRNA’larin hangi etkilerle ne sonuglar dogurduklarina yonelik ¢ok fazla calisma alani
olusmustur. Bu konu, tanida etkili olup olmadigindan, tedavi basarisinin degerlendirilmesine
kadar tiimor biyolojisinde bir¢ok bilinmeze 151k tutabilecek bir konudur.

Calismamizin bulgular1 dogrultusunda 6n plana ¢ikan miRNA’lar incelendiginde;
miR182°nin matrix metallopeptidaz 9 aktivitesini, koloni formasyonu ve hiicre invazyonunu
arttirdigina yonelik ¢aligmalar mevcuttur (89), ayn1 zamanda STAT-3 aktivasyonunu arttirdigi
ve glioma olusumunda da etkili oldugu literatiirde bildirilmistir (90). Bizim ¢aligmamizda da
hem multisentrik kolda, hem de unifokal kolda upregiile bulunmustur.

Epitelyal hiicreler, TGF-betal araciligi ile morfolojik ve migratuar o6zelliklerinde
degisiklige ugrayarak mezankimal hiicrelere doniismektedir (91). Boyle degisiklikler, genomun

kromatin reorganizasyonu sonucu gelismekte ve hiicre tipine 6zel gen ekspresyon 6zelliklerinin
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olusturulmasi ve korunmasinda rol almaktadir (91). Bu siirecte aktif oyunculardan biri miR-
200 ailesidir ve epitelyal hiicrelerde aktif, mezankimal hiicrelerde sessizdir ve bu durumun
mezankimal hiicrelerde hiicre motilitesini arttirici, proliferasyon ve migrasyonu indiikleyici
oldugunu belirten goriisler bulunmaktadir (91). Bizim ¢alismamizda, miR-200 ailesinin iiyesi
olarak goriilen miR429 multisentrik kolda upregiile bulunmustur. Bu sonuca gore, multisentrik
olgulardaki kanserli doku voliimiine kars1 savunma mekanizmalarinda artis sz konusu olabilir.
Baska bir olasilik olarak da; miR-200a, b, ¢ ve miR-141’in unifokal kanser kolunda upregiile
olup multisentrik kolda upregiile bulunmayis1 da, multisentrisiteye yol agan etkenlerden biri
olarak kabul edilebilir. Bu ailenin etki mekanizmasi halen net olarak ortaya konamamistir. Ayri
bir ¢caligmada, miR-200c, miR-141 ve miR-31’in kemorezistan meme kanserlerinde upregiile
oldugu gosterilmistir (92). Takip eden siirecte yapilan ¢alismalarda miR-141 de miR-200
ailesinin bir iliyesi olarak degerlendirilmis, nazofaringeal ve ovarian karsinomlarda upregiile
bulunmus ve kétii prognoz ile iligkili olarak degerlendirilmistir (93). Meme kanseri i¢in de kotii
prognoza isaret edebilecegi belirtilmektedir (92). Bizim g¢alismamizda da, unifokal grupta
upregiile oldugu gozlenmistir. miR-200 ailesi birgok calismada disregiile bulunmus ancak tam
olarak etkisinin ne yonde oldugu tespit edilememistir.

Cin’de 2016°da yapilan bir calismada, miR-145’in epitelyal hiicreden mezankimal hiicreye
donilisiimii azaltarak metastazi engelleyici bir rol aldig1 gosterilmis (94), bizim ¢alismamizda
da multisentrik kolda unifokalden farkli olarak downregiile oldugu gozlenmistir. Bu agidan
ileriye doniik ¢aligmalarda metastatik hastaligin biyolojisinin aydinlatilmasi ve buna yonelik
tedavilerin gelistirilmesine 151k tutabilecek niteliktedir. Yine miR-125 bir diger multisentrik
kolda izole olarak downregiile bulunmus bir diger gendir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
miR-125’in 06zellikle triple-negatif meme kanserlerinde metalloproteinaz 2K7(MAP2K7)
tizerinden epitelyal-mezankimal doniisiimii inhibe ettigi gosterilmistir.

2013’te Sangay’da meme kanserli ve normal dokulardan alinan olgularda yapilan
karsilastirmali ¢galismada miR-96’nin kanser grubunda upregiile oldugu bildirilmis (95). miR-
96’nin ektopik ekspresyonu sonucu hiicresel proliferasyonu, migrasyonu ve invazyon
ozelliklerini arttiric1 etkiler gelistigi goriilmiis (95). Etki mekanizmasinin reversion-inducing
cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK) flizerinden gosterdigi, RECK’in tiimdr
invazyonu, anjiogenez ve metastazda etkili oldugu bilinen metalloproetinaz-9, MMP-2, MT1-
MMP’a negatif etki ederek, tiimor siipresor 6zellik gdsterdigi bilinmektedir (95). miR-96’nin

da RECK’i hedef alarak tiimorogenezi arttirict ve metastaz, invazyon ve proliferasyonu
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indiikleyici etkisi oldugu diistiniilmektedir (95). Connecticut’da yapilan baska bir calismada
miR-27a, miR-96, miR-182; hiicre kiiltiiri MCF-7 diizeyinde meme kanseri hiicreleri tizerinde
calisilmis ve kanser hiicrelerinde bu 3 genin yiiksek diizeyde eksprese oldugu gdsterilmis olup,
etkileri, hiicre metabolizmasi, hiicresel farklilasma, apoptoz, hiicre dongiisii gibi onemli
hiicresel faaliyetlerde diizenleyici rol alan transkripsiyon faktorii Forkhead Box O alt
ailesi(FOXO)’nin diizeyini azaltmasina baglanmistir (96). Bizim ¢alismamizda da miR-96
multisentrik kolda, unifokal koldakine gore fold regiilasyonu daha fazla olacak sekilde
(sirasiyla 7,4 ve 5,8) upregiile bulunmustur. miR-96’nin ayrica prostat ve karaciger
karsinomlar1 gibi kanserlerin patogenezinde rol aldigina dair yayinlar mevcuttur (97).

miR-1, hakkinda ¢ok fazla calisma yapilmis bir miRNA genidir. Simdiye kadar yapilan
calismalarda glioblastomada tiimor siipresor etkisi oldugu, kolorektal kanserlerde epitelyal-
mezankimal dontisiimii baskiladigi, 6zefagus skuamoz hiicreli kanserlerinde siklin D1, CDK4
tizerinden kanser biiylimesini azaltti§i, renal cell karsinomlarda down-regiile olmast
durumunda kétii prognoz ile iliskili oldugu, prostat kanserinde kemik metastazi varliginda
ekspresyonunun az oldugu, nazofaringeal karsinom hiicrelerinde apoptozu arttirdigi, mide
kanserinde proliferasyon ve migrasyonu azaltti§i, malign mezotelyomada biiylimeyi
durdurdugu ve apoptozu hizlandirdigi, safra kesesi kanserinde miR-145 ile birlikte tiimor
stipresor etkisi oldugu sonuglarina ulasilmis. Meme kanserine yonelik miR-1 ¢alismalarinda da
tiimor siipresor etkileri oldugu goézlenmistir. 2015 yilinda Cin’de ¢ok merkezli yapilan bir
calismada, meme kanseri kok hiicrelerinin beta-katenin yolagini inhibe ederek meme kanseri
kok hiicrelerinde migrasyonu ve proliferasyonu down-regiile ettigi gosterilmis (98). Baska bir
calismada, Ostrojen reseptorii pozitif olan 6 tane evre 4 meme kanserli olgu ve 5 tane evre 1, 2,
3 meme kanserli olgu, PCR Array ile, bizim ¢alismamizda da kullanilan Qiagen miRNeasy kit
kullanilarak c¢alisilmis (99). Evre 4 ve evre 1-3 lenf nodu metastazi miispet olan olgular
karsilastirildiginda, miR-1, miR-200a, miR-200b, miR-429, miR-206 fold regiilasyonu 2
alindiginda disregiile bulunmus (99). Bu bulgular bizim ¢alismamizla da uyumlu
goziikkmektedir. Ancak fold regiilasyonu bizim ¢alismamizda daha da yiiksek tutulmustur. Evre
1, 2, 3 lenf nodu metastazi olan olgular; evre 1, 2, 3 lenf nodu metastazi olmayan olgularla ayn
yontem ile karsilagtirildiginda miR-1, miR-145, miR-152, miR-214, miR-98, miR-204, miR-
495, miR-497, miR-27, miR-100 ve miR-130 disregiile bulunmustur. Bu iki karsilagtirmada
ortak olarak goze carpan miR-1 geni hastalarin %20’sinde pozitif saptanmis ve istatistiksel

anlamli olarak tiimdr capi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz, histolojik grade, Ostrojen,
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progesteron reseptorii, ki-67 parametreleri ile iliskili bulunmustur (99). Caligmanin multivariate
analizinde de, ortalama 72 aylik takip siiresinde (2-168 ay) miR-1 durumu hem hastaliksiz
sagkalim hem de toplam sagkalim agisindan bagimsiz kotli prognoz kriteri olarak
degerlendirilmistir (99). Bizim ¢aligmamiz da gdstermistir ki; multisentrik olgularda miR-1
down-regiile bulunmaktadir. Bu da migrasyon, invazyon ve proliferasyon agisindan tiimor
hiicrelerinin bir arada gruplanmayip, farkli odaklar olusturmaya yoneldiklerini kismen
acgiklamaktadir.

Multisentrik kolda down-regiile olup, unifokal grupta fold regiilasyonu 4’iin iizerinde
alindiginda disregiile bulunmayan genlerden biri miR-10b genidir. Nazofaringeal karsinom,
gastrik karsinom, kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri gibi bir ¢ok kanser ile iligskisi oldugu
gosterilmistir (100). Meme kanseri ve miR-10b’ye yonelilk olduk¢a ¢alisma vardir. (101) Asirt
ekspresyonu durumunda xenotransplantasyon modellerinde, normalde metastatik olmayan
meme kanserlerinin metastatik hale geldigi gosterilmistir (102). Takip eden siliregte miR-
10b’nin etkisini bloke edecek antagomir(in vivo miRNA antagonisti)-10b gelistirilmis ve
metastatik meme kanserli fare modelinde ¢alisilmis, primer tiimoriin biiylimesine bir etki
gostermese de metastazi baskilayici etkisi oldugu, ancak dissemine hastalikta etksisiz oldugu,
normal dokuda da kayda deger toksik bulgularin izlenmedigi bildirilmistir (101). 2010 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bu ¢alisma, miRNA bazli antimetastatik ajanlarin
gelistirilmesi acisindan 6nemli bir yayindir, ancak miR-10’un primer tiimordeki etkisinin ne
yonde oldugu, normal hiicre siklusu siiresince hangi etkilere sahip oldugu bilinmemektedir. 2
yil sonra Italya’da yapilan ¢alismada ise; meme kanseri rnekleri, peritiméral alman rnekler
ile karsilastirildiginda, miR-10b’nin meme kanseri grubunda down-regiile oldugu gdsterilmis,
ayrica meme kanseri hiicrelerine ektopik olarak sentetik miR-10b verilmesi durumunda
proliferasyonu durdurdugu, xenograft fare modellerine verildiginde in vivo olarak tiimor
biiylimesini durdugu gbézlenmistir (100). Bizim ¢alismamizda da miR-10b down-regiilasyonu
multisentrik kanserlerde 6n plana ¢ikmistir. Son yillarda Detroit’de yapilan bir ¢alismada ise
miR-10b’nin Gstrojen pozitif meme kanseri olgularinda downregiile oldugunda tamoxifene
duyarliligr arttigr bildirilmistir (103).

Caligmamizda miR-204 hem multisentrik grupta hem de unifokal grupta downregiile olarak
bulunmustur (fold regiilasyonlar1 sirasiyla 8,8 ve 11,8). Literatiirde miR-204’e yonelik
caligmalarda, intrahepatik kolanjiokarsinomda (104), gliomada (105), néroblastomada (106),

endometrial karsinomlarda (107), ve gastrik kanserlerde down-regiile bulunmustur (108).
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Meme kanseri ile ilgili miR-204 ¢aligmalarinda da, kanserli olgularda downregiile bulunmustur
(109). miR-204’lin epitelyalden mezankimal hiicreye donilisiimii inhibe ettigi, timor
bliylimesini hiicre proliferasyonunda diizenleyici rol alarak durdurdugu bildirilmektedir. Etki
mekanizmasina yonelik yapilan bir ¢alismada Six 1’in, agresif ve metastatik timdorlerle iliskili,
transkripsiyonel diizenleyici bir gen lizerinden etki ettigi, Six 1 araciligi ile siklin A1, siklin D1,
c-Myc ekspresyonunun arttigi, DNA tamirine yonelik hiicre dongiisiiniin G2-M fazin1 zarara
ugrattig1 belirtilmektedir (110). miR-204, Six 1’in etkilerini azaltmakta ve bu siirecte tiimor
stipresor olarak goriilmektedir (111). Bagka bir ¢alismada, 129 hastanin kanser dokular1 gergek
zamanlit PCR ile degerlendirilmis ve miR-204 ekspresyonu yoniinden yiiksek ve diisiik olmak
tizere iki gruba ayrilmis; prognoz, toplam sagkalim ve hastaliksiz sagkalim parametreleri
incelendiginde, tiim kriterler diisiik ekspresyon grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde daha kotli bulunmustur (112). Bu bulgular 1s181nda miR-204 prognostik bir belirteg
olabilecek potansiyele sahiptir ve bizim ¢alismamizda da bulgular literatiir ile uyumludur.

Down-regiile genler arasinda saptanmig olan miR-489 geni hem multisentrik kolda, hem de
unifokal kolda down-regiile bulunmustur. Literatiirde miR-489 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
hipofaringeal skuamoz hiicreli karsinomlarda tiimor-siipresor etkisi oldugu (113), over
kanserlerinde sisplatin rezistansin1 module ettigi (114) bildirilmistir. Meme kanseri ile ilgili
yayinlarda; miR-489’un epitelyal-mezankimal doniisiimde regiilasyon rolu oldugu, ekspresyon
kayb1 oldugunda meme kanserinin kemoterapiye direncinin arttig1 (115), meme kanserlerinde
down-regiile bulundugu gdsterilmistir.

miR-607 ile ilgili literatiirde ¢alismalar siirlidir. Philadelphia’da 2009 yilinda yapilan
erkek meme kanserleri miRNA ekspresyon profili ¢alismasinda down-regiile bulunmustur
(116). Bizim ¢alismamizda kadin hastalarda unifokal kolda degil ama multisentrik kolda down-
regiile bulunmustur. miR-607 nin etki mekanizmasina, meme kanseri ve diger kanserler iizerine
etkisine yonelik daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda goriintiileme ve rezeksiyon sonrasi patoloji raporlarinda odak durumu
verifiye edilerek gruplar olusturulmustur. In situ komponentine yonelik microRNA profilinin
incelenmesi bu c¢alismada amaglanmamistir. Baska bir c¢alisma ile degerlendirilmesi
diistiniilmektedir. Diger bir nokta da; Goriintiilemelerde unifokal olarak degerlendirilip
rezeksiyon materyalinde multisentrik, ya da multifokal sonuglanan olgularin aydinlatilmasinda
microRNA’lar gelecek vaad etmektedir. Calismamizda  multisentrisiteye yonelik bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek 3 miRNA geni (miR-429, miR-182-5p, miR-96b-5p ) tespit
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edilerek, bu genlere ait yolak analizleri sonucunda bu genlerin validasyonunda kullanilabilecek
4 gen (LAMCI, ZIC3, ANLN, ARHGEF3 ) ortaya konmustur.

5 yillik takip siiresi sonunda ileri analiz i¢in se¢ilmis olan miRNA’larin sag kalim
tizerindeki etkisi log-rank analizi kullanilarak degerlendirilecek ve bu miRNA’lar ile sagkalim
arasindaki iligki Kaplan-Meier testi ile incelenecektir.

Sonug olarak; meme kanseri, tanis1 ve tedavisinde daha basarili sonuglara ulagmak igin
tiimor biyolojisini aydinlatmak ve hedefe yonelik, bireysellestirilmis tedavileri giindeme
getirmek kilit rol oynamaktadir, bu baglamda microRNAlar hem timdér karakterini
aydinlatmada, hem tanida radyolojiye destek olmada, hem de bireysel tedaviyi sekillendirmede

yadsinamayacak bir potansiyele sahiptir.
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