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ONSOZ ve TESEKKUR

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Giliniimiizde siklig1 artan obezite ise meme kanseri gelisiminde postmenapozal
kadinlarda bagimsiz bir risk faktoriidiir. Yapilan calismalarda BMI arttikca
kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin arttig1, prognozunun kotiilestigi ve yasam
suresinin kisaldig1 goriilmustiir.

Giliniimiizde obezite arasindaki iliski tam ac¢iklanamazsa da adipoz dokudan
salgilanan ve adipokin adi verilen sitokin benzeri proteinlerin meme kanserine yol
actig1 disliniilmektedir (6zellikle adiponektin ve leptin). Cesitli adiponektin
polimorfizmlerinin adiponektin seviyelerini etkiledigi gosterilmistir.

Calismamizda polimorfizmin meme kanseri ile iliskisi ve bu hastalarda serum
adiponektin ve leptin seviyeleri ile iligkileri incelenmistir. Meme kanserli vakalar ile
kontrollerin, adiponektin ve tip 1 reseptoriinii kodlayan genlerdeki tek niikleotit
polimorfizminin (SNP) meme kanseri ile iliskisi degerlendirilmistir.
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MEME KANSERININ ADIiPONEKTIN GEN POLIMORFiZMi IiLE
TLISKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin %181 meme kanseri nedeniyle olugsmakta ve
meme kanserine bagli oliimler; akciger ve kolorektal kanserlerden sonra iiglincii
siray1 almaktadir. Obezite kaynakli kanserler sosyo-epidemiyolojik bir saglik sorunu
olarak goriilmektedir. Yapilan calismalarda, BMI arttik¢a kadinlarda meme kanseri
gelisme riskinin arttigi, prognozunun kotiilestigi ve yasam suresinin kisaldig
goriilmiistiir. Giiniimiizde obezite meme kanseri arasindaki iliski tam agiklanamazsa
da adipoz dokudan salgilanan ve adipokin adi verilen sitokin benzeri proteinlerin
etkili oldugu diistiniilmektedir. Cesitli gruplarda, BMI diizeltildikten daha yiiksek
adiponektin diizeylerine sahip olan kadinlarin meme kanseri riskinde %65°1ik azalma
oldugu gorilmiistiir. Cesitli adiponektin polimorfizmleri adiponektin seviyelerini

etkiledigi gosterilmistir.

Bu ¢alismada, s6z konusu polimorfizmin meme kanseri ile iliskisi ve bu hastalarda
serum adiponektin ve leptin seviyeleri ile iliskileri incelenmistir. Calismada meme
kanserli vakalar ile kontrollerin, adiponektin ve tip 1 reseptoriinii kodlayan

genlerdeki tek niikleotit polimorfizminin meme kanseri ile iliskisi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Adiponektin, Gen Polimorfizmi,
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INVESTIGATION OF THE CORRELATION BETWEEN BREAST CANCER
AND GEN POLYMORFISM OF ADIPONECTIN

ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide, is one of the types.
18% of cancer-related death in women is caused by breast cancer and breast cancer-
related deaths ranks third after the lung and colorectal cancers. Socio-
epidemiological obesity -induced cancers are seen as a health problem. In the studies,
as BMI increases the risk of developing breast cancer in women has increased, the
prognosis is worse and it was observed that the shorter the lifetime. Today obesity
and breast cancer relationship does not fully explained and adipokine secreted from
adipose tissue also called cytokine-like proteins are believed to be effective. Several
groups, has been corrected BMI higher adiponectin levels in women with breast
cancer risk reduction of 65% was observed. Several polymorphisms of adiponectin
have been shown to affect the levels of adiponectin.

In this study, the relationship between the mentioned polymorphism and breast
cancer, the relationship between serum adiponectin and leptin levels in these patients
were examined. Relationship of polymorphisms with breast cancer was investigated.

Key Words: Breast Cancer, Adiponectin, Gen Polymorphism
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GIRIS

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
2013 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.)’'nde 234,580 yeni olgu
saptanmustir [1]. Meme kanseri 30 yasindan 6nce nadiren goriiliir. 30 yasindan sonra
goriilme hiz1 giderek artar. Her kadiin tiim yasantis1 boyunca bu kansere yakalanma
olasthgr 1/6°dur [2]. Kadinlarda kansere bagli o6liimlerin %18'i meme kanseri
nedeniyle olusmakta ve meme kanserine bagli dliimler; akciger ve kolorektal

kanserlerden sonra ii¢iincii siray1 almaktadir [3].

Gilinlimiizde siklig1 artan obezite ise meme kanseri gelisiminde postmenapozal
kadinlarda bagimsiz bir risk faktoriidiir [4-6]. Obezite kaynakli kanserler giiniimiizde
sosyo-epidemiyolojik bir saglik sorunu olarak goriilmektedir. Diinya saglik
orglitii’nilin verilerine gore diinyada 400 milyondan fazla obez insan oldugu ve bu
sayinin 2015 sonuna kadar 700 milyonu bulacagi 6ngérilmiistiir [7]. Sagliksiz diyete
ve yasam tarzina bagli obezitede, daha yiiksek riskli ve diisliik prognozlu kanser
vakalar1 goriilmektedir. A.B.D. populasyonunda yapilan c¢aligmalarda tiim kanser
vakalarinda 6liim orami obez hastalarda; erkeklerde %52, kadinlarda %62 normal
kilodaki hastalara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir [8]. Yapilan ¢aligmalarda BMI
arttikca kadinlarda meme kanseri geligsme riskinin arttig1, prognozunun kétiilestigi ve

yasam suresinin kisaldigi goriilmistiir [9-12].

Giliniimiizde obezite meme kanseri arasindaki iliski tam ac¢iklanamazsa da adipoz
dokudan salgilanan ve adipokin ad1 verilen sitokin benzeri proteinlerin etkili oldugu
diistiniilmektedir (6zellikle adiponektin ve leptin). Yapilan in vitro ve preklinik
calismalar da adiponektin meme kanser hiicresi lizerinde antiproliferatif etki
gosterirken, leptin ise proliferasyonu arttirict etkisi gosterilmistir. Adiponektin ve
leptin seviyeleri meme kanseri riski ile korele oldugu goriilmistiir. Adipoz doku
miktar ile ters orantili olan adiponektin seviyeleri, obezitede artmis meme kanseri

riskini adiponektinin azalmig seviyelerini agiklayabilir [13]. Cesitli gruplarda, BMI



diizeltildikten daha yiliksek adiponektin diizeylerine sahip olan kadinlarin meme
kanseri riskinde %65’lik azalma oldugu gorilmistir. Cesitli adiponektin
polimorfizmleri adiponektin seviyelerini etkiledigi gdsterilmistir, ligand1 ve
adipnektin reseptorii tip 1 (AdipoR1)’in polimorfizmleri insiilin direnci, kalp-damar

hastaliklar1 ve DM riski ile iliskilendirilmistir.

Bu calismamizda bu polimorfizmin meme kanseri ile iligkisi ve bu hastalarda serum
adiponektin ve leptin seviyeleri ile iliskileri incelendi. Calismada meme kanserli
vakalar ile kontrollerin, adiponektin ve tip 1 reseptoriinii kodlayan genlerdeki tek

niikleotit polimorfizminin (SNP) meme kanseri ile iliskisi degerlendirildi.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. Meme Kanseri Tarihcesi

Meme hastaliklaria iliskin en eski bilgi; cerrahi miidahale yapilmis olan 48 hastanin
anlatildigi Misir papiriisiidir. Meme kanserinin kayit altina alinmis en eski
orneklerinden biri olan ve 45 hastanin kayitlarini iceren bu yazida, iizerinde elle
dokunulabilen tiimérler bulunan memenin, tedavi imkaninin olmadig1 anlatilmaktadir

[14].

Meme kanseri ameliyati ile ilgili ilk agiklamalar1 yapan; Bizansli derlemeci
Aetius’dur. Aetius, memenin yarisindan biraz biiylik ve u¢ kismina yakin tiimorlerin,

cerrahi miidahaleye en uygun tiimoérler oldugunu belirtmistir.
Aetius operasyonu soyle tariflemistir:

Hasta sirtlistii yatirilir. Sonra memenin kanserli bolgesi ilizerinde kalan saglam
boliimiine bir yarik agilir ve kanama durana kadar daglanir. Sonra yeni bir yarik daha
acilir, yine memenin derinlerine kadar inilir ve degisik boliimleri daglanir.
Kanamanin durmasini saglamak i¢in kesi sonras1 daglama islemi hizla yapilir. Bu
yolla asir1 kanama tehlikesi engellenmis olur. Kesme islemi tamamlandiginda
kesilmis tiim boliimler bir kez daha biitilinii ile kuruyana kadar daglanir. Yapilan ilk
daglamalar asir1 kanamayi1 engellemek i¢in, geriye kalanlar ise hastaligin tiim
kalintilarin1 kokiinden kazimak i¢indir. Bu meme kanseri ameliyati, yiiz yillarin

standart ameliyat1 olmugtur.

Alman cerrah Wilhelm Fabry (1560-1634), meme kanserinin meme i¢inde pihtilagan
ve sertlesen bir damla siitten kaynaklandigina inaniyordu. Ilk basarili Lumpektomi
ameliyatin1 yapan Paris’te yasayan Hollanda’li Doktor Adrian Helvetius (1661-
1741)’tur.

John Hopkins Universitesi’'nden William Halsted tarafindan XIX. Yiizyilin
sonlarinda gelistirilen radikal mastektomi, meme kanseri ameliyatlarinin standart
yontemi olmustur. Bu metot da rutin olarak tiim meme, lenf bezleri, pektoralis major

ve minor kaslari, interkostal kaslarin ylizeyel fasyalari ile birlikte blok halinde
3



cikarilmaktadir. Bu yontem daha sonraki altmis yi1l Dr.Haagensen’in yaptigi
modifikasyonla agirligin1 korumustur. Yirminci yiizyilin ortalarindan sonra radikal

mastektomi, yerini daha ilimli cerrahilere birakmaistir.

1.2. Meme Anatomisi

Eriskin bir kadinda meme glandi, genellikle 6n gogiis duvarinin yilizeyel pektoral

fasyasinin yiizeyel ve derin tabakalar1 arasinda bulunur [15].

Memeler 2. ile 6-7 kostalar arasinda yer alirlar. Icte sternumun kenarindan dista 6n
ve orta aksiller ¢izgiye kadar uzanirlar. Memenin gergek sinirlari ise yukarida
klavikula, medialde sternum ortas1 lateralde latissimus dorsi kasinin 6n kenari ve
asagida arkus kostaryuma kadar uzanabilir. Meme dokusu degisik derecelerde olmak

tizere aksillaya dogru da uzanim gosterir (memenin aksiler kuyrugu) [16].

Memenin iist-dis kadrani diger kadranlara nazaran ¢ok daha fazla glandiiler elaman

icerdigi i¢in bu kadranda selim ve habis meme tiimorleri daha sik goriliir.

Laktasyonda olmayan bir memenin agirligi 150-200 gram, laktasyonda ise 400-500
gram kadardir [15]. Memenin ¢aplar1 ve siirlar1 kadindan kadina degisebilecegi gibi
ayn1 kadinda; gebelik, emzirme, sismanlama, zayiflama ve yashlik nedeniyle

farklilik gosterebilir.

Meme dokusu; epiteliyal parankim, bunlarin muskuler ve fibroz destek elementleri

ile degisken miktarda yag, kan damarlari, sinirler ve lenfatiklerden olusur [17].

Epiteliyal parankim, her biri ayr1 bir kanal ile meme basina agilan 20 veya daha fazla
lobdan ibarettir [18]. 10 ile 100 arasindaki sayida alveolun kanalcigi birleserek bir
lobiil olusturur. Bu lobiillerden 20-40 tanesinin kanali1 birleserek giderek biiyiir ve bir
meme lobunu olusturur. Sayilar1 20 civarinda olan siit bosaltict kanallar1 areola
altinda genisleyerek siit siniislerini olusturur. Bu siit siniislerini 6rten epitelyum ¢ok

katli yasst epiteldir [19, 20].

1.2.1. Memenin arterleri ve venleri

Memenin ana kan damarlari;



1.internal mamaryan arterin perforan dallari,
2.Posterior interkostal arterlerin lateral dallari,
3.Aksiller arterden gelen dallardir.

Yiiksek torasik, lateral torasik ve torakoakromial arterin pektoral dallari ikinci,
ticiincli ve dordiincii anterior interkostal perforanlar ve internal mammaryan arterin
dallar1 medial meme arterleri olarak memede dallanir [21, 22]. Lateral torasik arter,
serratus anteriora, pektoralis major ve mindre ayrica subskapularis kaslara dallar

verir. Memenin lateral damarlar1 bu arterden kaynaklanir [23].

Meme ve gogiis duvarinin venleri de arterlerin seyrini izler ve vendz drenaj primer

olarak aksillaya dogrudur. 3 ana ven grubu;

1. Internal torasik venin perforan dallari,

2. Posterior interkostal venlerin perforan dallari,
3. Aksiller venin kiiciik dallaridir.

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

merkezi sinir sistemi metastazlari i¢in bir yol olabilir [18].

1.2.2. Memenin sinirleri

Memenin ve anterolateral gogiis duvarmin duyusal inervasyonu iicten altiya kadar
olan interkostal sinirlerin lateral kutandz dallar1 tarafindan saglanir. Bu dallar
interkostal bosluga serratus anterior kasinin lifleri arasindan gegerek girer.
Interkostobrakiyal sinir, ikinci interkostal sinirin lateral kutandz dalidir ve aksillanin
diseksiyonu sirasinda goriilebilir. Interkostobrakiyal sinirin kesilmesi iist kolun

medial yiiziinde duyu kaybina neden olur [26].

1.2.3. Memenin enfatik sistemi ve aksiler lenf nodiilleri

1.Yiizeyel lenfatikler ( Deri lenfatikleri )



2. Derin lenfatikler ( Parankimal lenfatikler )

Aksiler lenf nodlart memeden gelen lenf akiminin en onemli ¢ikis bdlgesini
olusturur. Aksiller lenfatik sistem bir biitiin olusturmasina karsin, tarifi
kolaylastirmak ve meme kanserinin yayilma derecesini belirlemek amaciyla lenf
nodlar1 alti gruba ayrilarak incelenebilir [21]. Genellikle aksiller lenf nodlarinin

sayist 20 ila 40 arasinda degisir [15].

1. 4-6 lenf nodu igeren, aksiller venin medial ya da posteriorunda (post.)
uzanarak, {list ekstremitelerden gelen lenf direnajinin biiyiik kismini alan

aksiller ven grubu (lateral) [26].

2. 5-6 lenf nodunu kapsayan ve lateral torasik damarlara komsu, pektoralis
mindr kaslarinin alt sinirt boyunca uzanip memenin lateral yiiziinden
gelen lenf direnajinin biiyiik kismini1 alan eksternal mammaryan grup

(anterior ya da pektoral grup) [21].

3. 5-7 adet lenf nodu igeren subskapular damarlara komsu skapulanin lateral
smirindaki  aksilla posterior duvart boyunca uzanip, esas olarak alt
posterior boyundan, posterior govde ve posterior omuzdan gelen lenf

drenajini alan skapular grup (posterior ya da subskapular)

4. 3-4 adet lenf nodu kapsayan ve pektoralis minor kasinin hemen
posteriorunda uzanan aksillanin yaglarina gomiilii olup aksiler ven, dis
meme ve skapula lenf nodu gruplarindan ve dogrudan memeden gelen

lenf direnajini alan santral grup [21].

5. 6-12 adet lenf nodu igeren ve pektoralis mindr kaslarmin iist sinirinin
posterior ve superiorunda uzanip tiim diger aksiler lenf nodu gruplarindan

gelen lenf direnajini alan subklavikiiler grup (apikal) [26].

6. 1-4 adet lenf nodu igeren pektoralis major ve pektoralis mindr kaslarinin
arasinda yer alarak dogrudan memeden gelen lenf direnajin1 alan

interpektoral grup (Rotter) [21, 23, 26].

Lenf nodu gruplari pektoralis minor kasiyla olan iliskilerine gore diizeylere ayrilirlar:
6



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

skapular gruplar1 kapsar [21, 26].

2.Diizey Lenf Nodiilleri: Pektoralis mindr kasinin arkasinda yerlesen nispeten az

sayidaki lenf nodlaridir. Santral ve interpektoral gruplari kapsar.

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

kapsar.

Aksiller lenf nodlart genellikle memenin lenf drenajimmin %75’ inden fazlasini alir.
Geri kalan1 ise esas olarak memenin medial yiiziinden koken alarak internal
mamaryan arterin perforan dallarina eslik eden lenf damarlar1 boyunca ilerleyerek

parasternal (internal mammaryan) lenf nodu grubuna direne olurlar.

1.2.4. Meme fizyolojisi

Memenin gelisimi ve fonksiyonu; dstrojen, progesteron, prolaktin, oksitosin, tiroid
hormonu, kortizol ve biiylime hormonunun da arasinda bulundugu ¢esitli hormonal

uyarilarla baslar.

Ostrojen’in meme iizerine etkisi sitoplazma ve cekirdekteki resopterlere baglandiktan
sonra goriiliir. Ostrojen reseptorlerinin sentezini hem ostrojen hem de progesteron
uyarir [23]. Progesteron; Prolaktin ile sinerjik etki gosterir. Epitel hiicrelerinin
diferansiasyonunda, lobuliis ve asiniis gelisiminde etkilidir. Laktasyonu inhibe eder.
Prolaktin; hipofizde yapilir. Hamileligin son déneminde dogumdan hemen sonra
yiikselir ve dogum sonras1 donemde yiiksek kalir. Progesteronla birlikte lobiiliis ve
asiniis gelismesini uyarir. Siit sekresyonunu ve siit proteinlerinin sentezini kontrol
eder [24]. Gebelik sirasinda dolasimdaki, over ve plasenta kaynakli, Ostrojenler ve
progestinlerde belirgin artiglar mevcuttur. Bu durum duktal ve lobiiler epitel prolifere
oldukca memelerin genislemesine ve aksesuar areolar bezlerin belirgin hale
gelmesine neden olur. Plasentanin dogumdan sonra atilmasiyla dolasimdaki

progesteron ve Ostrojen diizeyleri diiser ve bu da prolaktinin laktojenik etkisinin tam
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olarak ortaya ¢ikmasini saglar. Menapozla birlikte overlerden &strojen ve
progesteron salgilanmasinda azalma olur, meme duktus ve alveollerinde involiisyon

baglar. Cevredeki fibroz bag dokusunun yogunlugu artar ve meme dokularinin yerini

adipoz dokular alir [25].

1.3. Meme kanseri hakkinda genel bilgiler

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign timordiir. Yine
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30'unu olusturmaktadir [3].
Avrupa’da yilda 180 bin, A.B.D.’de yilda 184 bin yeni olgu saptanmaktadir [4-6].
Meme kanseri 30 yasindan once nadiren goriiliir. 30 yasindan sonra goriilme hizi
giderek artar. Her kadinin tiim yasantist boyunca bu kansere yakalanma olasiligi
1/10°dur [1, 2]. Kadnlarda kansere bagh dlimlerin %18’i meme kanseri nedeniyle
olusmakta ve meme kanserine bagli oliimler; akciger ve kolorektal kanserlerden

sonra i¢iincii siray1 almaktadir [7].

1.3.1. Meme kanseri risk faktorleri
1.3.1.1.Yas

Meme kanserinin ortalama goriilme yast 65 olmakla birlikte, insidans1 30 yasindan
sonra artar. insidans 40 yasta 93°de 1’e, 50 yasta 50°de 1’e, 60 yasinda 24°de 1’ 70
yasinda 14°de 1’e 80 yasinda 10°da 1’¢ yiikselir [27, 28].

1.3.1.2. Cinsiyet

Meme kanseri gerek meme dokusunun gelisimi gerekse hormonal etkiler nedeniyle
kadinlarda ¢ok daha sik goriiliir. Erkeklerde meme kanseri goriilmesi sikligi

kadinlarin 1/100” tidiir [26, 27].

Dogumda memenin epiteliyal komponenti meme basimnin altinda az sayida
rudimenter kanaldan olusur ve prepubertal yillarda bu kanallar yavas yavas biiylime
gosterir. Erkeklerde meme gelisimi bu fazda dururken, kadinlarda cinsiyet
hormonlarin etkisiyle meme gelisimi pubertede hizlanmaktadir. Dogum kontrol
ilaglar1 ve hormon replasman tedavisi kullanim1 da kadinlarda meme kanserinin daha

sik goriilmesine katkida bulunabilir.



1.3.1.3. Aile dykiisii

Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler aile dykiisii ve meme kanseri riski arasinda

su iligkileri ortaya koymustur:

1. Birinci derece akrabalarda (anne, kiz kardes ve kiz ¢ocugu) meme kanseri olmasi,

riski 2-3 kat artirmaktadir.

2. Uzak akrabalarda (teyze, biiyiikanne) meme Kkanseri goriilmesi, riski fazla

arttirmamaktadir.

3. Birinci derece akrabada ortaya ¢ikan meme kanseri premenopozal donemde veya

bilateral oldugunda, meme kanseri gelisme riski daha fazla artmaktadir.

Birden fazla bireyin etkilendigi ailelerde, 6zellikle bilateral ve erken yas kanserlerde,
meme kanseri gelisme riski %50’ye kadar yiikselmektedir. Bu ailelerde meme

kanseri genellikle genetik kokenli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Yine yapilan bir calismada ailesinde meme kanseri Oykiisii olup, dogum yapmis
postmenopozal kadinlarda meme kanseri gelisme riski, aile oykiisii olmayip dogum

yapmamis 70 yas iizeri kadinlardan daha fazla bulunmustur.

Iki kusak boyunca birinci derece akrabalarinda meme kanseri dykiisii olmaksizin
meme kanseri gelisen hastalar sporadik meme kanseri hastalaridir. Birinci veya ikinci
derece akrabalarinda birden fazla kiside meme kanseri olan, ancak herediter meme
kanseri tanimima uyacak sekilde diger kanserlerle birlikte goriilmeyen meme

kanserleri ailesel meme kanseri olarak tanimlanir.

Ailede meme kanseri ile birlikte kanser (over ve kolon kanseri) oykiisii olan,
otozomal dominant gecis gOsteren meme kanseri hastalar1 bu gruba dabhil
edilmektedir. Bu tanmiy1 destekleyecek diger faktdrler, meme kanserinin
premenapozal erken yasta ortaya ¢ikmasi ve bilateral olmasidir. Ailesel meme
kanseri sendromlarinin %40’inda 17. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunan
BRCA 1 geni tanimlanmistir. Ayrica kromozom 13’de tespit edilen ikinci bir
sorumlu gen daha mevcuttur ve BRCA 2 olarak adlandirilmistir ailesel meme
kanserlerinin  %30’unda saptanmaktadir. BRCA 1 ile iligkili kanserlerin
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histopatolojisi BRCA 2 ile iligkili kanserlere gore daha kotiidiir. Yiiksek grade,
hormon reseptdr negatifligi ve artmis S faz fraksiyonu ile karekterize tiimorler igerir

[29].

1.3.1.4. Hormonal durum

Kadinlarin hayatlar siiresince ostrojene maruz kaldiklar: siire onlarin meme kanseri
olma risklerini arttirir. 12 yasindan 6nce menars, ilk canli dogumun 30 yasindan
sonra yapilmis olmasi, dogurmamis olmak, menapozun 55 yasindan sonraya kalmasi

risk artisin1 beraberinde getirir [29].

Marchbanks’in popiilasyona dayali vaka kontrol c¢aligmasinda 35-60 yas arasi
kadinlarda halen oral kontraseptif kullananlarda veya ge¢miste kullananlarda meme

kanseri gortilme riskinin artmadigi saptanmustir [30].

HRT i¢in ise menapozal semptomlar1 diizeltmek amaciyla 5 yildan az siire ile Ost. ,

prog. kombinasyonlariin kullanilmasi 6nerilmektedir [29].

1.3.1.5. Meme hastahg oyKkiisii

Meme kanseri olan kadinlarda diger memede kanser gelisme riski 3-4 Kat
artmaktadir. Riskteki bu artis aile dykiisii varliindan kaynaklanan riske gore daha
yiksektir [31]. Ayrica; 30 yasindan Once gogse uygulanan radyasyon, oOnceki

biyopside atipi veya kanser saptanmasi da riski arttirir.

1.3.1.6. Meme kanseri ve obezite

Obezite meme kanseri iliskini gesitli ¢alismalarla ortaya konmaktadir. Obezitenin
postmenapozal meme kanserine etkisi; tiimdrde Ostrojen ve progesteron
reseptOrlerinin ekspresyonu ile baglantilidir. Fakat her timor Ostrojene yanit vermez.
Tam tersi olarak premenapozal obez kadinlarda daha ¢ok Gstrojen ve progesteron
reseptOr negatif meme kanseri gelistigi goriilmiistiir. Hormon yaniti olmayan meme
kanserinde timor gelisimi daha ¢ok biiylime faktorleri (insiilin, IGF-1) ve
adipokinler (leptin v.b.) [32]. Obez meme kanseri hastalar1 obez olmayanlara gore
daha yiiksek lenf nodu metastaz riski, daha biiyiik timor ve daha yiiksek olum
oranlarina sahip olduklar1 gosterilmistir. Her ne kadar meme kanserinde obeziteyi

(rolatif risk, 1,1-2,5) diger risk faktorleri ile kiyasladigimizda risk daha diisiik olsa
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da (BRCA1 germline mutasyonu (rolatif risk, 2.00) karsinoma in situ (rélatif risk,
~16)); aile oykiisii olan kadinlarda obez olanlarin riski olmayanlara gore daha ytliksek
oldugu bildirilmistir [33]. Obezite meme kanseri iliskisi farkli hipotezlerle ortaya
konmustur. Bunlardan bir tanesi postmenapozal kadinlarda adipoz dokuda artan
aromatizasyona bagli artmis, Ostrojen seviyeleridir. Ikinci hipotezde obezite
metabolik sendromla iligkili olarak insulin ve insulin-like growth faktor (IGF)' un
dolasimdaki diizeylerini arttirarak mitojenik etki yapmaktadir. Yeni gelisen
hipotezlerden biri ise obezitenin meme kanseri lizerindeki etkisini adipoz dokudan
salman ve adipositokinler adi verilen g¢esitli faktorler yardimiyla gostermekte
oldugudur [34]. Bu faktorler, mitojen (leptin), antimitojen (adiponektin), anjiogenez
yapan, bilylime hormonlar1 ve pro-inflamatuar sitokinleri (IL-1, TNF-alpha, IL-6)
biinyesinde barindiran bir gruptur. Adipositokinler, cilt alt1 yagl doku, visseral, yagh
meme dokusu olmak iizere bir¢ok yag deposundan salgilanirlar. Obezite gibi yag
dokusunda degisiklige neden olan durumlarda bu adipokinlerin de oranlarinda
degisiklik olmaktadir. Ornegin; adiponektin diizeyinde azalma, leptin diizeyinde

artma gibi.

Adipokinlerin meme kanseri dokusu {izerindeki etkileri; a) timor hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu, b) epitelyum bagimli proteinlerin, biiylime
hormonlarinin ve anjiogenetik proteinlerin {iretiminin ayarlanmasi, c¢) tiimoriin

etrafindaki hiicrelerin profilerasyonunu saglayarak gosterir [35].
Adiponektin

Adiponektin, yag hiicreleri tarafindan salinan adipositokinlerden ikinci en ¢ok
bilineni olarak goriilmektedir. Ancak leptinin aksine bunun cesitli faydali ve
koruyucu etkileri bulunmaktadir. Bu etkilerin arasinda anti-inflamatuar, anti-
aterojenik, anti-diyabetik etkiler vardir. Bu etkilerini immun hiicrelerin
proliferasyonunu ve aktivasyonunu baskilayarak, endotelde vaskiiler adezyon
molekiillerini bloklayarak ve diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu baskilayarak
gosterir [36]. Adiponektini kodlayan cDNA ilk olarak 1995°de tanimlanmustir.
Adiponektin i¢in eksprese olan mMRNA hamileligin 17. gilinlinde yani
embriyogenezisin son doneminde goriiliir. Adiponektin Acrp30, AdipoQ, apM1 veya
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GBP28 olarak da bilinmektedir. Adiponektin beyaz ve kahverengi adipoz dokudan
salgilanir ve yapisal olarak kompleman 1q’a benzemektedir. Ug biiyiik oligomerik
formu bulunmaktadir; diisiik-molekiiler agirlikli (LMW) trimer, orta-molekiiler
agirhiklih (MMW) heksamer ve yiiksek- molekiiler agirhikli (HMW) 12-18-mer
adiponektin [37, 38]. Adiponektinin insan plazma seviyesi 2 -20pg/ml arasinda
degismektedir [39-45]. Plazma konsantrasyonu viicut kitle indeksi ile negatif
koraledir. TNF-a’nin adiponektin aktivitesinin gii¢lii bir inhibitorii oldugu ifade
edilmektedir [46]. Plazma adiponektin diizeyinde azalma; insulin rezistansinda artisa
boylece tip 2 DM’ ye ve koroner arter hastaligina neden oldugu gosterilmistir [47].
Plazma adiponektin diizeyinde artma; HDL diizeyinde artisa, trigliserit diizeyinde
azalmaya ve insulin duyarliliginda artisa neden oldugu gosterilmistir [48].
Adiponektin etkilerini 2 reseptorii lizerinden gosterir. Bunlar Adipo R1 (42kDa) ve
Adipo R2 (35kDa). Adipo R1 meme dokusu da dahil olmak iizere, viicutta gesitli
dokularda yaygin olarak bulunur. Adipo R2 ise daha c¢ok karacigerde bulunur.
AdipoR1 veya AdipoR2 reseptorlerine baglanan tam uzunlukta veya globuler
adiponektin  (gAcrp30) AMP-aktive protein kinaz (AMPK) ve peroksizom
proliferator ile aktive edilmis reseptér (PPAR)-a metabolik yollarini aktive ederek,
yag asidi oksidasyonunda ve glikozun hiicre i¢ine aliminda artisa, glikoneogenez
oraninda azalmaya neden olur. Bdylece insiilin duyarliliginda artisa neden olur [49].
TNF-a ve IL-6 adiponektin gen ekspresyonunu azaltirken, thiazolidinedione gibi
PPAR-y agonistleri adiponektin gen ekspresyonu ve adiponektin plazma
seviyelerinde artisa neden olur [50, 51]. Tam uzunlukta adiponektin daha yiiksek
affiniteyle Adipo R2'ye baglanirken, gAcrp30 Adipo Rl'e baglanir [52]. In vitro
deneylerde, farkli meme kanser hiicre dizileri adiponektin reseptorlerinin biri ya da
her ikisini de igerdigi gozlenmis ve ortamdaki adiponektin diizeyine gore hiicre
biiyiime hizinda azalmaya ve/veya apopitozda artisa neden oldugu goriilmustiir [52,
53]. Adiponektin reseptorleri aracigiyla Akt fosforilasyonunu durdurabilir ve siklin
D1 ekspresyonunu azaltabilir. Ayni zamanda ¢esitli biiylime faktorleri ile etkilesime
gecerek meme kanseri hiicrelerinin  biliylime faktorlerine normal cevabini
engelleyebilecegi in vitro olarak gosterilmistir [54]. Adiponektin meme kanseri
disindaki kanser hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak anjiogenezi engelledigi
gosterilmistir [55] (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Obezite bagimli ¢esitli hastaliklarda adiponektinin rolii

Adiponektin bagimli olarak gelisen meme kanser hiicrelerinin migrasyon ve
invazyonunun inhibisyonunun molekiiler mekanizmasi incelendiginde (bkz. Sekil
1.2.), adiponektinin LKB1’in ekspresyonunu arttirarak AMPK fosforilazyonunu
artirdigi, bunun da tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyonu lizerinde inhibitor

etki gosterdigi belirtilmektedir.
Leptin

Leptin ilk kez 1994 yilinda tanimlanan adipoz doku kaynakli sinyal faktorii olarak
tanimlanmistir [56]. Leptin ve reseptorii obese (ob) geni tarafindan kontrol edilir.

Leptin’in insan plazma seviyesi 5-50 ng/ml’dir [46].

Fakat obez kisilerde bu seviyenin 100 ng/ml’ye kadar yiikseldigi goriilmiistiir [58-
60]. Insan leptini, sican leptini ile %83, fare leptini ile %84 homoloji gdsterir [61].
Leptin serbest halde ya da leptin baglayic1 proteine bagl olarak plazmada dolagir
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[62]. Leptin biiyiik kism1 adipositler olmak iizere, plasenta, fetal doku, mide ve diger
dokularda da sentez edilebilen bir hormondur [63]. Memelilerde yag ve enerji
depolanmasinin major bir regiilatérii olan leptin, enerji harcanmasinda artig ve besin
aliminda azalma yapacak sekilde hipotalamik reseptorleri lizerine etki gostermektedir
[64]. Ob/ob tipi siganlarda Ob geninin 105. kodonunda bir nonsense mutasyon
oldugu icin leptin fonksiyonel formundan yoksundur ve bu nedenle ciddi hiperfaji ve

obezite gelisir [65].
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Sekil 1.2. Adiponektin bagimli olarak gelisen meme kanser hiicrelerinin migrasyon
ve invazyonunun inhibisyonunun molekiiler mekanizmasi

Calismalar leptin reseptoriiniin (Ob-R) db geni tarafindan kodlandigini gostermistir.
db/db tipi sicanlarda leptin reseptor geninin bir mutant alleli mevcuttur ve bu genin

tirtinii fonksiyonel olmayan leptin reseptorii sentezlenmesine neden olur [66]. Her iki
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sican tiiriinde de yapilan calismalarda bu sicanlarda genetik gecisli meme kanseri

gelismedigi goriilmiistiir [67, 68].
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Sekil 1.3. Ob-Rb reseptorii etki mekanizmasi

(MARK/ERK = Mitojen aktive eden protein kinaz/ekstarselliiler sinyal regiile eden kinaz; SOCS-3 =
Sitokin sinyal baskilayicisi-3; JAK-2= Janus protein tirozin kinaz-2; SHP-2 = SH2 igeren fosfotaz
(bir tirozin fosfataz); STAT = Sinyal doniistiiriicti ve transkripsiyon aktivatorleri, c-fos, c-jun, B-jun;
Erg-1 = Transkripsiyon faktorleri; GRB-2 = Ras/raf-MAKP/ERK dongiisiinde yer alan bir molekiil;
Box1,2 = Ob-Rb reseptoriiniin JAK-2 aktivasyonunan sorumlu bélgeleri)

Leptin reseptorleri toplamda 5 adet olmak {izere genel olarak iki tiptir:

1. Uzun formu (Ob-Rb), primer olarak hipotalamusta eksprese edilir. Son yillarda

yapilan ¢alismalar bu reseptoriin trombositlerde de bulundugunu gostermistir.

2. Kisa formlar1 (OB-Ra, Rc, Rd, Rf) tim viicutta eksprese edilir [69]. Uzun

formdaki leptin reseptoriiniin yapisi, kisa formdaki leptin reseptorii ile lizin 889’a
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kadar aynmidir. Kisa formda bu yapiya 5 tane aminoasit, uzun formda ise 275 tane
aminoasit eklenmektedir. Lee ve arkadaslar1 1986 yilinda kisa leptin reseptoriinii Ob-
RA ve uzun leptin reseptoriinii OB-Rb olarak adlandirmislardir [61, 62]. Daha
sonraki yillarda lizin 889°’dan sonra gelen amino asit sayisina gére bu adlandirmalara
yenileri (Ob-Rc, ObRd vs.) eklenmistir. Fare ve insan uzun form leptin reseptorleri
%71 oraninda aymidir. Her iki reseptor JAK ve STAT aracili etki gostermektedir
[61]. Ob-Rb, 302 amino asitlik stoplazmik bolge igeren ve leptinin hiicre igi
sinyalinden sorumlu leptin reseptorii formudur [61, 62]. Leptin reseptoriiniin uzun
formu smif 1 sitokin reseptor ailesinin bir dyesidir [70]. Bu reseptorlere leptin
baglanmasi, reseptor aracili Janus kinaz aktivasyonuna ve STAT gibi molekiillerin
fosforilasyonuna neden olmaktadir [71]. Ozellikle hipotalamusta yerlesmis olan uzun
reseptor isoformu, biiylik bir ekstraselliiler kisim, kisa bir hidrofobik transmembran
ve oldukga kisa bir intraselliiler kisim olmak iizere ti¢ farkli yapidan olusur. db/db
sicanlari, uzun reseptor formunun ekspresyonunu 6nleyen bir mutasyona sahiptir. Bu
mutasyon leptin reseptoriiniin intraselliiler kisminin sentezlenmemesine neden olur.
Boylece anormal yapisi olan reseptdr sentezlenir. Bu anormal reseptor formu JAK-
STAT seklinde sinyal gondermeye elverigli degildir [62]. Ob-Rb Reseptorii Etki
Mekanizmasi Sekil 1.3’te verilmektedir.

1. Leptin reseptorii sinyali, Ob-Rb reseptoriiniin ekstraselliiler kismina leptin

baglanmasi ile baslatilir.

2. Reseptor ilizerindeki Box-1 ve Box-2’ye JAK-2 baglanmasi sonucu, sirastyla

JAK-2 transfosforilasyonu ve JAK-2 aktivasyonu gergeklesir.

3. Aktive olmus JAK-2 leptin reseptoriiniin Tyr985 ve Tyr 1138 amino asitlerini

fosforile eder.

4. Fosforillennis Thy 985 ve Thy 1138’e sirasiyla SHP-2 ve STAT-3 baglanir.
Daha sonra bunlar da JAK-2tarafindan fosforile edilir.

5. Fosforillenmis SHP-2, GRB-2’ye baglanir. Bu baglanma Ras/raf-
MAPK/ERK dongiisiiniin aktivasyonu ile sonuglanir. GRB-2direkt olarak
JAK-2 tarafindan da fosforile edilebilir.
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6. Aktivite olmus MAPK/ERK niikleusa gecer ve orada c-fos, c-jun, B-jun ve

Erg-1 gibi erken cevap genlerinin transkripsiyonunu saglar.

7. Diger taraftan fosforile STAT-3’e cevap veren SOCS-3 gibi genlerin
transkripsiyonu ve translasyonu gergeklesir. Sentezlenen SOCS-3 proteini
fosforile olmus Tyr 985’e baglanarak SHP-2/MAPK/ERK dongiisiinii inhibe
edebilir veya JAK-2 ‘ye direkt olarak baglanarak leptin reseptorii sinyalini
negatif yonde regiile edebilir [66].

Leptin ve inflamatuar sitokinlerin meme kanserindeki roliine bakildiginda, adipoz
dokunun TNF-a ve IL-6 sentezleyerek obezite bagimli insiilin direncine neden
oldugu belirlenmistir. Primer meme tiimoriinde interlokin 1(IL-1), IL-6 ve TNF-
a’nin ekspresyonu tiimor duyarli makrofaj ile korele oldugu goriilmiistiir. Leptin’in
meme kanserinde sitokinlerle capraz iliskisi timor progresyonu (proliferasyon,

migrasyon, metastaz) ile yakindan iliskilidir (bkz. Sekil 1.4.).

= * Inflammatory -~
4 / cytokines N =

Sekil 1.4. Leptin ve inflamatuar sitokinlerin meme kanserindeki rolii
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Biyolojik fonksiyonlar:

Leptin yag asidi sentezi hiz kisitlayict enzimi olan asetil CoA karboksilaz {izerine
inhibitor etki gostererek, yag asidi sentezini azaltirken, diger yandan yag asidi

oksidasyonunu artirir.

Leptin bircok dokuda lipid birikimini tersine ¢evirerek, insiilin direnci ve beta hiicre

fonksiyonlarini sonugta da glikoz homeostazini diizenler [72].

Kadinlarda yag dokusu fazlaligi ve testesteronla leptin arasindaki ters korelasyon
nedeniyle leptin diizeyi daha yiiksektir. insanda yag dokusundan salman leptin,
yemek sonrasi glikoz ve insiilin diizeyindeki oynamalarla akut degisim gostermez
[73]. Leptin bir tokluk sinyali degildir. Bununla birlikte leptin, geceyarisi en yiiksek,

Ogle saatlerinde en diisiik diizeydedir.

Insiilin, glukokortikoidler, inflamatuar sitokinler (tiimér nekroz faktor, interlokinler,
leukemia inhibitdr faktor, lipopolisakkaritler) leptin gen ekpresyonunu artirir [74].
Acglik ve kontrolsiiz diabet, leptin gen ekspresyonunu azaltir. Genetik olarak sisman
ob/ob siganlarda infertilite, hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve troid fonksiyon
yetmezligi gdsterilmistir. ob/ob siganlarin rekombinant leptin ile tedavi sonucu viicut
agirh@inin distigii ve viicut yag yiizdesinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica ob/ob
siganlarda leptin tedavisi infertilite, hiperinsiilinemi ve hiperglisemiyi de
diizeltmektedir [66]. Disaridan leptin verilmesi bu farelerde hem hizli agirlik
azalmasina hem de metaolik anormalitelerin diizelmesine neden olmaktadir [71].
Insanlarda leptin eksikligi obeziteye yol acabilmesine ragmen bu gibi bireyler
nadirdir. Gergekte obez insanlarda siklikla sirkiilasyondaki leptin diizeyleri
yiikselmistir [75]. Ciinkii bu bireylerde leptinin etkilerine kars1 direng s6z konusudur.
Leptin reseptorinde meydana gelen mutasyon bu direncin en 6nemli
nedenlerindendir [76]. Plazma leptin konsantrasyonlari BMI ve viicut yag: ile giiglii
bir korelasyona sahiptir [61]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda leptinin viicut
agirliginin  diizenlenmesinin yani sira, immiin fonksiyonu, angiogenezi, kemik
olusumunu, fertiliteyi de regiile edebildigi gosterilmistir. Cesitli dokularda leptin

reseptdr varligi rapor edilmistir [64].
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Tessitore ve Vizio, meme kanserli hastalarda plazma leptin seviyesi ve yag dokuda
mRNA expresyonunun saglikli kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek oldugunu
bildirmislerdir ve meme kanserli hastalarda plazma leptin seviyelerinin bir
prognostik index olarak kullanilabilecegini one siirmiislerdir [77]. Meme kanser
hiicre kiiltiirleri ile yapilan bir diger ¢aligmada, leptin mMRNA expresyonu adipoz
dokudan daha yiiksek bulunmustur [78]. Bununla birlikte kontrol grubu ile in situ

meme kanserli premenapozal hastalar iizerine olan ¢alisma arasinda fark yoktur [79].

Leptin gen ekspresyonu normal meme dokusunda, meme kanseri hiicre dizilerinde ve
solid tiimorlerde gosterilmistir [80]. Leptin ya da leptin reseptor eksikligi olan
farelerde meme gland gelisiminin olmadig gézlenmistir [81]. Leptin meme kanser
hiicrelerinde biiyiime faktorii seklinde etki eder. Leptin MAPK aktivasyonu ile T47D
[71] ve MCF-7 [80] meme kanseri hiicre dizilerinde proliferasyonu arttirdigi

gosterilmistir.

Leptin, meme kanserinde pro-karsinojenik etkisini sadece proliferasyonu arttirarak
degil ayn1 zamanda apopitotik cevabi engelleyerek de gostermektedir. MCF-7 kanser
hiicreleri leptine uzun siire (>24 h) maruz kalinca mMRNA ve protein seviyeleri de
dahil olmak iizere p53 ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu goriilmiis. Bax
tiretiminde de azalma goriilmiistiir [82]. Paralelinde, leptin Bcl2 ve survivin gibi anti-

apopitotik genlerin ekspresyonunda da artisa sebep olmaktadir [83].

Leptin  kaspas-9 aktivitesini engelleyerek doksitaksel’in apopitotik etkisini
baskiladig1 goriilmiig, bu da leptinin kemoterapotik ilaglarin yararl etkilerine karsi
koydugunu diisiindiirmiistiir [84]. Bcl2-negatif hiicrelerde (ZR-75-1), leptin bagiml
prolifreasyon p53 ve p21 WAFI/CIP1 ‘in engellenmesiyle gelistigi goriilmiistiir
[85]. MDA-MB-231 Era- negatif insan meme kanseri hiicrelerinde leptinin uyardigi
hiicre biiylimesi ve bunun etkileri STAT3 ve/veya ERK1/2 sinyalizasyon yolaklari
aracigiyla gerceklesir [86]. Leptinin meme karsinogenezindeki etki ayni zamanda

Ostrojen sistemiyle etkileserek gosterir [87].

Ornegin; leptin aromataz mRNA ekspresyonunu, aromataz protein igerigi ve
enzimatik aktivitesi ve MCF-7 hiicrelerinde ERa’nin sayisini arttirarak 6strojenin
meme hiicrelerinde duyarliligini artirir [88].
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Cesitli calismalarda leptinin proliferatif etkisinin hem ERa-pozitif hem de ERa-
negatif hiicrelerde goriilmistiir. Bu da leptin etkili proliferatif etkinin sadece Gstrojen

bagimli mekanizmalar ile agiklanamayacag: diisiiniilmektedir.

1.3.2. Meme kanserinde prognostik ve prediktif faktorler
1.3.2.1. Tiimoriin histopatolojik oézellikleri

Prognoz ile tiimor ¢ap1 arasinda aksiller lenf nodlarinin durumundan bagimsiz olarak
bir iliski vardir. Ayrica primer tiimoriin c¢api ile dogru orantili olarak aksiller lenf

nodu tutulumu olasilig: da artmaktadir [89].

Tiimor capt 1 cm’nin altinda olan lenf nodu tutulumu negatif hastalarda 10 yillik
sagkalim oranlar1 %90 veya daha 1yidir. Oysa cap1 2-4 cm arasindaki tiimorlerde bu

oran yaklasik %55 tir [90].

1.3.2.2. Aksiller lenf nodlar:

Invaziv kanserli hastalarda tutulan aksiller lenf nodu sayis1 sag kalimdaki en énemli
prognostik faktordiir. 10 yillik sag kalim orani aksiller lenf nodu tutulumu negatif
olgularda %65 iken 4 ya da daha fazla lenf nodu tutulumu olan olgularda bu oran
%15 tir [91]. Ayrica level 3°te ¢ap1 2 cm’den daha biiyiik metastatik lenf nodunun

olmasi prognozu daha kotii hale getirmektedir.

Aksillanin evrelendirmesindeki hatalari en aza indirmek i¢in en az 10 lenf nodunun
orneklenmesi gerekir. Pozitif aksiller lenf nodlarimin anatomik diizeyi bagimsiz bir

prognostik gosterge olarak goriilmemektedir [92].

Metastatik lenf nodu sayisindaki artis hastalik nedeniyle olan O6lim riskini
arttirmaktadir [93, 94]. 2 mm’nin altindaki lenf nodu metastazlari mikrometastaz

olarak tanimlanir [92].

1.3.2.3. Lenfovaskiiler invazyon

Invaziv karsinom icindeki ya da komsulugundaki damarlar ve lenfatikler tiimor
hiicreleri tarafindan invaze edilebilir. Invaziv karsinom cevresinde vaskiiler invazyon

varlig1 erken lokal rekiirens ve uzak metastazi dngoren degerli bir bulgudur.
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1.3.2.4. Tiimor grade’i

Grade, hiicresel diferansiasyon derecesi, hastaligin gidisini belirleyen giiclii bir faktor

olarak kabul edilmektedir [95].

Meme kanserlerinin grade se¢iminde en sik kullanilan sistem tubul formasyonu,

nikleer derece ve mitoz oranint kullanan Fisher sistemidir.

1.3.2.5. Tiimoériin histolojik tipi

Meme kanserini {i¢ ana histopatolojik kategoriye ayirarak incelemek uygundur:
Noninvazif epitaliyal karsinomlar, invazif epiteliyal karsinomlar, mikst konnektif ve

epiteliyal karsinomlar.

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

miisindz) prognozu duktal karsinomlara oranla daha iyidir.

1.3.2.6. Ostrojen progesteron reseptor varlig

Reseptdr pozitifligi hastanin biraz daha 1yt bir prognoza sahip oldugunun
gostergesidir. Reseptor pozitifliginin arastirilmasi tedaviye yanit agisindan onemlidir.
Verilecek antidstrojen tedaviye yanit reseptorlerin pozitif oldugu hastalarda en

yiiksek orandadir (%80).

1.3.2.7. ERBB2 overekspresyonu

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

tespiti) ile saptanir. Overekspresyon kotli prognoz ile birliktedir.

1.3.3. Meme kanserinde evreleme

Meme kanseri tedavisi gegmiste tamamen klinik evrelemeye dayandirilmistir, ancak
ozellikle cerrahi dis1 tedavinin belirlenmesinde giliniimiizde, patolojik evreleme 6n

plandadir. Klinik evrelemeye 6rnek olarak Manchester siniflamasi yapilmistir.
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Tablo 1.1. Manchester siniflamasi

Evre |

Evre Il

Evre Il
Evre llla

Evre llIb
Evre IV

Memede sinirli kalmis timor

Tiimor memede simirli kalmis, ancak palpabl ve mobil lenf nodlar
mevcut

Meme disina yayilim gosteren tiimor

Deri tutulumu ya da biiylik bir alanda fiksasyon veya deri iilserasyonu
varligi

Kasa veya fasiaya timor fiksasyonu, +/- mobil lenf nodu

Timér meme disina uzanmig ve gogiis duvarma tam fiksasyon
mevcut, supraklavikiiler lenf nodu ya da karsi memede lenf nodu
varligi, satellit nodiiller veya uzak metastaz varligi

1.3.3.1. TNM smiflamasi

Primer meme kanserinde en sik kullanilan evreleme sistemi International Union

Against Cancer (UICC) ve American Joint Commitee on Cancer (AJCC) tarafindan

tasarlanan siniflamalardir. Burada 6nemli olan evreleme sistemlerinin heterojen bir

hastalig1 ve erken malignensiden fatal metastazlara giden klinik tablolar1 sunmasidir.

Tablo 1.2. Meme Kanseri I¢in Amerikan Birlesik Komitesinin Kanser Evreleme
Sistemi (p) T (Primer Tiimor)

Tis
T1
Tla
T1lb
Tlc
T2
T3
T4

T4a

T4b
T4c

T4d

Karsinoma in situ (lobiiler veya duktal)
Timor <2 cm

Timo6r > 0.1, <0.5 cm

Timor > 0.5 cm, < 1.cm

Timér>1 cm, <2 cm

Timor > 2 cm, <5 cm

Timor > 5 cm

Gogiis duvar1 veya cilde yayilim gosteren herhangi bir biiyiikliikteki
tumor

Gogiis duvarma yayilim gosteren timor (pektoralleri tutmaz)

Tiimér cilde yayilmustir. Ulserasyon, ddem ve satellit nodiiller vardir.
T4a ve T4b birlikte

Inflamatuar karsinoma

22



2002 yilinda AJCC TNM siniflamasini yeniden diizenledi. Tablo.1.2. - 1.5°te verilen

bu sistem Primer Timor (T), bolgesel lenf nodlarmin durumu (N) ve uzak

metastazlarin varligini tanimlama tizerine kuruludur [29].

Tablo 1.3. Meme Kanseri I¢in Amerikan Birlesik Komitesinin Kanser Evreleme
Sistemi (p) N (Bolgesel Lenf Nodlari)

NO

NO(i-)
NO(i+)

NO(mol-)
NO(mol+)
N1

N1(mic)
N1la
N1b
Nlc

N2

NZ2a
N2b

N3
N3a

N3b

Rejyonel/Bolgesel lenf nodu tutulumu yok, 6zel ¢alismaya gerek yok

Rejyonel lenf nodu tutulumu yok, Negatif IHK (immunhistokimya)
Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Pozitif IHK

Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Negatif PCR
Histolojik olarak lenf nodu tutulumu yok, Pozitif PCR

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

Mikrometastaz (>0.2 mm ancak >2.0 degildir)

1-3 Askiller lenf noduna metastaz

Sentinel biyopsi ile internal mamaryan lenf nodlarinda metastaz
Biyopsi ile 1-3 aksiller ve internal mamaryan lenf nodunda metastaz

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

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

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

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

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

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

Tablo 1.4. Meme kanseri i¢in Amerikan Birlesik Komitesinin kanser evreleme
sistemi (Uzak Metastaz)

M
MO
M1

Metastaz
Uzak metastaz yok
Uzak metastaz
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Tablo 1.5. Anatomik evre/pragnostik gruplar

EVREO Tis, NO, MO
EVRE IA T1, NO, MO
EVRE IIA  T0, N1, MO
T1, N1, MO
T2, NO, MO
EVREIIB  T2,N1, MO
T3, NO, MO
EVRE 1A TO, N2, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N1, MO
T3, N2, MO
EVRE Il1IB T4, herhangi bir N, MO
Herhangi bir T, N3, MO
EVRE IV Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

1.3.4. Meme kanseri tedavisine genel bakis

Meme kanseri tanis1 konduktan sonra, meme kanseri hastasina 6nerilecek tedavi tipi
hastaligin evresiyle belirlenir [26]. Meme kanserlerinin erken evreleri i¢in cerrahi
uygulamalar, kiir i¢in bir sans saglar. Son yiizyll boyunca meme kanserlerinde

cerrahi yaklasim, tiimdrlerin klinik tablosu gibi dramatik degisikliklere ugramistir.

1894°de, Halsted sonradan radikal mastektomi olarak isimlendirilen, 50 hastalik
serisini ‘tam operasyon’ ile tedavi ettigini bildirmistir. Sonraki 75 yilda radikal
mastektomi ABD’de opere edilen tim meme maligniteleri i¢in kullanilmistir.
Halsted’in ilk vaka g¢alismalar1 incelendiginde vakalarin 2/3’{iniin lokal ileri evre

oldugu ve %60 vakada lenf nodu metastazi varligi saptanmistir [27].

Amerikan Cerrahlar Kolejinin (ACS) 1980 arastirmalari incelendiginde evre 1 ve
evre 2 olanlar hastalarin %85’ini olusturmustur. Pozitif aksiler lenf nodlu vakalarin
siklig1 %40 olarak goriilmiis ve 1970’lerde cerrahi tedavi i¢in 6l¢iilen tiimor boyutu 2
cm veya daha az saptanmistir. Tedavi basarisizliginin nedeninin %90 sistemik veya
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visseral niikslerle alakali olmasi, cerrahlari radikal mastektomiye alternatif bulmaya
sevk etmistir. Boylece tedavide sistemik kemoterapi kullanimi detaylanarak ve

bireysel hasta se¢imlerine 6nem verilerek kullanilmaya baslanmistir [29].

1982°de ACS operabl meme kanseri olgularinda cerrahi uygulamalar1 aragtirdi ve ilk
yillardaki uygulamalarin sonuglari ile karsilastirdi. Cerrahi uygulamadaki degisiklik
1970’1erin ortalarinda, radikal mastektomiden modifiye radikal mastektomiye ani
gecisin olmasi ile meydana geldi. Bu arastirmada memeleri koruyan prosediirler

olgularin sadece %7,2’sine yapilmistir.

Glintimiizde meme koruyucu girisimlerin oranlar1 yaklasik %40-60 civarindadir.
Ayrica artik bircok cerrah aksiler diseksiyon gereksinimi hakkinda daha segici
davranmaktadir. Sentinel nod biyopsisinin kullanimi, negatif lenf nodlu kadinlar igin

rutin aksiler diseksiyonun yerini almaya baslamistir.

1.3.4.1. Sistemik adjuvan hormonoterapi

Hormon reseptdr durumuna gore hormonoterapi tedavisi planlanir. Eldeki doku

yetersizse postmenapozal bayanlarda reseptorler pozitif kabul edilmelidir.

Ostrojen reseptorii negatif progesteron reseptdrii pozitif olan hasta grubunun kiigiik
bir kism1 da tedaviden fayda goriir [96]. Ostrojen ve progesteron reseptdrii pozitif ise
bu hormonlarin varlig1 tiimdriin uyarimia neden olur. Hormonlarin eliminasyonu
amactyla; tamoksifen ile reseptor blokaji, overlerin rezeksiyonu veya ablasyonu,
sitotoksik kemoterapi ile over hiicre hasar1 yapilabilir ancak rutin olarak kullanilan

tamoksifendir.

Yas, menapoz durumu, aksiler lenf nodu profili, tiimér boyutu ne olursa olsun
Ostrojen progesteron reseptorii pozitif olan hastalara hormonal terapi dnerilmelidir
[26]. Bu tedavi, tiimdr rekiirrens sikliginin azalmasinda, ikincil primer meme timori
olusma riskinin azalmasinda ve 15 yillik yasama siiresinin artmasinda etkilidir.

Tamoksifen kullanimi i¢in 6nerilen siire 5 yildir.
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1.3.4.2. Sistemik adjuvan kemoterapi se¢cimi

Meme kanserinde primer cerrahi tedaviden sonra olast mikro metastazlari
engellemek ve niiksii onlemek i¢in yapilan sitotoksik tedavidir. Operabl meme
kanseri i¢in sistemik adjuvan terapinin yarari orta derecededir ve Olim veya

rekiirrens olasiligint % 20-30 oraninda azaltabilmektedir [97].

Adjuvan kemoterapi ile iliskili olarak 69 ¢alismadaki 30 bin kadinin verileri bir araya
getirilerek c¢ikartilan sonuglarda; Tedavi alanlarda almayanlara gore rekiirrenste
istatiksel olarak anlamli, %23,5 azalma ve herhangi bir nedenden dolay1 olan 6lim

icin ise %15,3 azalma oldugu gosterildi.

Nod pozitif hastalarda nod negatif hastalara gore kesin yarar daha biiytiktiir. Bununla
beraber yillik rekiirrens olasilifinda azalma benzerdir. Nod negatif hastalar i¢in %28-

34, nod pozitif hastalar igin %33-42 idi [97].

EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group), 1998 yilindaki genel
analizinde farkli hasta gruplar i¢in adjuvan kemoterapi sonuglarinin temelleri ortaya

konmustur [98].

Erken meme kanseri arastirmacilari isbirligi grubunun adjuvan kemoterapi

incelemesi:

1. Her ne kadar rekiirrens ve oliim i¢in mutlak farklar kii¢iik olsa da, nod pozitif

ve nod negatif hastalar i¢in fayda benzerdir.

2. Geng¢ hastalar bir miktar daha fazla faydalansa da tim yas gruplan
kemoterapiden fayda goriir (70 yasina kadar).

3. Ug aydan alt1 aya kadar uygulanan adjuvan tedavilerin sonuglar1 daha uzun

stireli tedavilerin sonuglari ile benzerdir.
4. Antrasiklin igeren rejimler biraz daha etkindir.

5. Geng¢ kadinlarda hem 0Ostrojen reseptorii pozitif hem de Ostrojen reseptorii
negatif hastalar fayda goriirken, daha yasli kadinlarda Ostrojen reseptorii

negatif kanserler daha fazla fayda gortirler.
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Adjuvan kemoterapi 1990 yilindan sonra standart tedavi haline gelmistir [99]. 4-6
kiirliik tedavi optimal yarar1 saglarken tedavinin uzatilmasi toksisiteyi arttirir ancak
ek yarar saglamaz. Bu toksik tedavinin sagkalima etkisi ispatlansa da hangi hasta
grubuna verilmemesi gerektigi ile ilgili ¢ok siirli bilgiler mevcuttur [96]. Mevcut
bilgiler 15181inda kabul edilen; Lenf nodu metastazi bulunan hastalara tiimor boyutu

ne olursa olsun sitotoksik kemoterapi verilir.

Primer meme kanseri boyutu 1 cm’den biiyiik olan kanserlere sitotoksik kemoterapi
verilmektedir. Ancak bu bilgiler genellestirilmistir ve hastalarin tedavisinde kisisel
yaklagimlar gerekir. Hasta yasi 35°den biiyikk, 1,1 cm. ile 2 cm. arasindaki
timorlerde lenf nodu negatif, strojen progesteron reseptorii pozitif ve grade 1-2 ise
niiks agisindan orta risk grubu olarak kabul edilir [99]. 1 cm’den kiigiik ve nod

negatif olan hastalarin hastaliksiz sagkalim oranlar1 %92’dir [93].

NSABP’nin B20 ve B21 nolu calismalarina gore; diisiik risk grubunda sadece
tamoksifen ile tedavi edilen hastalarin 10 yillik rekiirrenssiz sagkalimi tamoksifen ile
%095, tamoksifentkemoterapi ile %96 olarak bulunmustur. Orta risk grubunda ise;

oranlar %89 ve %90’dir [100].
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Geregler

Bu arastirmada kullanilan kan &rnekleri, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Genel Cerrahi servisinde meme kanseri tanisi almis, cerrahi ve medikal
tedavi uygulanmis, bilgilendirilmis goniilli onam alinan, 97 meme kanserli kadin
hastadan ve yas olarak uyumlu 102 normal saglikli goniilliiden alindi. 97 meme
kanserli ve 102 saglikli kontrol grubundan alinan periferik kan orneklerinden elde
edilmis olan DNA izolasyon numulerinde retrospektif olarak Adiponektin
polimorfizmini arastirmak iizere ¢alisacagimiz gen bolgesine 6zgli primer dizayn
ederek PCR-RFLP yapilacak ve elde edilen veriler hasta-kontrol grubunda istatiksel

olarak karsilastirilacaktir.

2.2. Kullanilan Arag ve Geregler
2.2.1. Kimyasallar

Sodyum hidroksit (NaOH), asetik asit (CH;COOH) Riedel-de Haen firmasindan;
stlfanil amid (CgHgN20,S), N-Naftil etilen diamin (Ci2H14N2), sodyum nitrit
(NaNO,), sodyum nitrat (NaNO3), sodyum tetraborat (Na,B;07.10H,0), ¢inko siilfat
(ZnS0O,), giisin (CH,NH,COOH), sodyum dodesil siilfat (Ci,H2sNaO4S) Sigma
firmasindan, bakir siilfat (CuSQOy), siilfiirik asit (H,SO,), kadmiyum, thiobarbuturik
asit (C4H4N,0,S), n-butanol (C4H40), piridin ( CsHsN) Merck firmasindan; 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (CH30),CHCH,CH(OCH3) ise Aldrich firmasindan tiimi
analitik saflikta temin edildi. (Bkz. Tablo-2.1)

2.2.2. Kullanilan tampon ve cozeltiler

Aragtirmada kullanilan tampon ve ¢ozeltiler asagida verilmektedir.

2.2.2.1. DNA izolasyon c¢ozeltileri

RBCL (eritrosit parcalama solusyonu) pH 7.4
0.15 M NH4CI, 0.01 M KHCO3, 0.01 M EDTA (pH 8.0).

WBL (beyaz hiicre parcalama solusyonu )
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0.1M NaCl, 0.025 M EDTA (pH 8.0).

Amonyum asetat (NH4Ac) soliisyonu

9.5 M NHjAc (sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gecirilir).
TE tamponu (pH 8.0)

10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8.0 (+20°C).

SDS stok soliisyonu

10% (w/v) SDS, 0.2-0.45 pm membran ile filtre edilmis.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasallar, firma ve kodlari

Akrilamid Sigma A9099
Amonyum asetat Merck A174189
Amonyum persiilfat Sigma A9164
Asetik asit Sigma A6283
Bisakrilamid Sigma M7279
Borik asit Sigma B6768
Brom fenol mavisi Sigma B5525
Etanol Sigma E702
Etidium bromid Sigma E875
EDTA Sigma E5134
Formaldehit Sigma F8775
Formamid Sigma F9037
Gilimiis nitrat Sigma S8157
Ksilen siyanol Sigma X4126
Sodyum klortir Merck K26744400
Sodyum karbonat Sigma S7277
TEMED Sigma T7024
Tris baz Sigma T 8524

2.2.2.2. Elektroforez soliisyonlari
Yiikleme tamponlari

6 X agaroz jel yiikleme tampon, % 0.25 brom fenol mavisi , % 0.25 Xanal eyanol, %
30 gliserol.

Etidyum bromiir stok soliisyonu
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10 mg/ml etidyum bromiir, 50X TAE, 2 M Tris-asetat, 0.05 M EDTA (pH 8.0).
5X TBE
0.45 M Tris borat, 0.01 M EDTA (pH 8.0).

%10’luk non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid:

bisakrilamid)

%210 Akrilamid-bisakrilamid, 1X TBE

Polimerizasyon i¢in;

0.01 M Amonyum persiilfat (APS), % 0.1 TEMED ilave edildi.
2.2.2.3. Giimiis boyama soliisyonlari

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit % 95 absoliit etil alkol.

10 X B soliisyonu: %1 glimiis nitrat.

C soliisyonu: 3 g NaOH, 0.02 g boraks, % 0.2 formaldehit.

10 X D soliisyonu: 22.5 g sodyum bikarbonat / 11t (opsiyonel).

2.2.3. Arag ve gerecler

Numune hazirlanmasi ve enzim analizlerinde eppendorf marka (10 pl, 100 pl, 1000
ul’lik) otomatik mikro pipetler, niive NM 110 marka vortex, sartorius BL2105 marka
0.0001 g’a duyarli hassas terazi, niive NF 800R marka santrifuj cihazi, eppendorf
marka 5810R model mikrosantrifiij cihazi, shimadzu 1240 model uv/visible
spektrofotometre, heidolph MR 301 marka 1sitmali manyetik karigtirici, erison GLP
22 marka dijital pH metre, nlive BM 402 marka sicak su banyosu, niive FN 800
marka etiiv, elx 800 marka mikro elisa cihazi, BD vacutainer marka katkisiz steril
deney tiipleri ve 1s1 ayarli inkiibatdr kullanildi. Istatistik analizleri ise SPSS programi

ile yapildi.
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Thermocycler (Eppendorf Mastercycler), Dikey elektroforez (BIORAD), Yapay
elektroforez (BIORAD), Gii¢ kaynagi (BIORAD Power Pac 3000), UV
transilimiinatér (BIORAD), Spektrofotometre (SHIMADZU), CanoScan N670U
(Canon), Bilgisayar.

2.3. Metodlar
2.3.1. Numune alinmasi ve hazirhik islemleri

Hasta ve kontrollerin medyan venlerinden 10 ml kan alinarak, katkisiz steril tiibe
konuldu. Kan, pihtilastiktan hemen sonra bekletilmeden + 4 C’de 3500 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi, drneklerin siipernatant (list) kisimlari
8 ayr1 eppendorfa konularak (gerekli tiim bilgiler eppendorf iizerine yazilarak) -
80°C’de saklandi. Numune toplama islemi bittikten sonra -80 C’deki 6rneklerden
calisilacak parametreye gore numune eppendorflari ¢ikartilarak oda sicakliginda

¢oziilmeye birakildi ve daha sonra analizler yapildi.

2.3.2. Periferik kandan DNA izolasyonu

1. 10 ml periferik kan 50 mI’lik falkon tiipline aktarilarak {izerine 1:3 oraninda
eritrosit lizis tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

2. Ornek santrifiijden alinarak iizerindeki siipernatan atildi. Pellet siispanse edildi
ve lizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildi ve slipernatan atildi.

3. Pelet tamamen siispanse edilip tizerine 500 pl SDS (%10°1luk), 50 ul proteinaz
K (20mg/ml) ve 9.4 ml WBL (Whte Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek
56°C’de gece boyu bekletildi.

4. Inkiibasyon sonrasi iizerine 4 ml Amonyum asetat (9.5 M) eklenip iyice
karistirildi. 20 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.

5. Ustteki temiz kisim alinarak yeni bir falkon tiipe aktarildi, pellet atildi.
Stipernatanin iizerine 20 ml etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi.

DNA alinarak bir eppendorf tiipe aktarildi ve tizerine 1 ml %70 etanol

31



koyuldu. Maksimum hizda (13.200 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA

coktiiriildii ve siipernatan atildi. Kurutma islemi ile kalan alkol uguruldu.

6. Elde edilen DNA’nin miktarina gore 100 - 300 pl kadar TE (Tris-EDTA,
pH=8.0) tamponu eklenerek 56°C’de 1 saat bekletilerek +4°C’de muhafaza
edildi.

2.3.3. DNA konsantrasyonu ve safligin ol¢iimii

1. Stok DNA tiipiinden 1 pl 6rnek alindi ve 1.5 ml’lik Eppendorf tiipiine

aktarildi.

2. Uzerine 99 pl TE eklenerek 1/100 oraninda sulandirilds.

3. Ornegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalga boyunda

absorbsiyon degerleri okundu.
4. DNA miktar1 asagidaki formiille hesaplandi:

Konsantrasyon = 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260 = ng/ul DNA
5. OD 260/280>RNA,<1.8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

2.4. Genotipleme

Genotipleme alinan kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Length Polymorphism (PRC-RFLP)) metodu ile yapildi. PCR
(Polimeraz Zincir reaksiyonu): Bu yontemle her bir gen (eksonik ve intronik tiim
bolgeleri igeren) icin 6zel primerler tasarlanarak genomik DNA’nin ¢ogaltilmasi

saglanacaktir.

2.4.1. PCR

Bsml (rs1501299) polimorfizmi, Sfar S ve ark. (2006) yayinladigi metod ile
incelendi ve analiz yapildi. PCR reaksiyonu i¢in 100 ng genomic DNA, 10 pmol
forward (F: 5'-CTG AGA TGG ACG GAG TC TTT-3') ve (R: 5'-CCA AAT CAC
TTC AGG TTG CTT-3’) primerler kullanarak amplifiye edildi.
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PRC sartlart: 95°C’de 5 dk. denaturasyonu takiben 95°C 30 sn, 60°C’de 45 sn. ve
72°C’de 50sn. 35 dongii ve son olarak 72°C’de 10 dk. seklinde yapildi. Total miktar
20 pl olan PCR mix’i 10 mM Tris-Cl (pH 8.8), 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40 ve
1,5 mM MgCI2, 200 uM dNTP ve 1.0 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermantas)

icerecek sekilde hazirlandi.

Small (rs2241766) polimorfizmi, Sfar S ve ark. (2006) tarafindan yayinlanan metod
ile incelendi ve analiz yapildi. PRC reaksiyonu i¢in 100 ng genomic DNA, 10 pmol
forward ( F: 5-GCA GCT CCT AGA AGT AGA CTC TGC TG-3') ve (R: 5'-GCA
GGT CTG TGA TGA AAG AGG CC-3') primerler kullanarak amplifiye edildi.

PRC sartlari: 94'C’de 5 dk. denaturasyonu takiben 95°C 45 sn., 61 C’de 45 sn. ve
72°C’de 1 dk. 35 déngii ve son olarak 72°C’de 60 sn. seklinde yapildi. Total miktar
20 pl olan PCR mix’i 10 mM Tris-Cl (pH 8.8), 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40 ve
1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP ve 1.0 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas)

icerecek sekilde hazirlandi.

2.4.1.1. PRC iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Toplam 25 pl hacimde gerceklestirilen reaksiyondan kontrol amaci ile 5 pl alinarak
6X agaroz yiikleme tamponu ile karistirildi. %2’lik agaroz jele pUC-Mix (MBI) size
markir ile birlikte yiiklenen PRC firtinleri, 50 V akimda yaklasik 1 saat yiiriitiildi.

UV transiliiminatdrde goriintiilenerek fotograflart ¢ekildi.

2.4.1.2. RFLP

Bell restriksiyon enzim kesimi total olarak 15 pl olup 1X BelF1 tamponu (NE
buffer), 1 U BelFI enzimi, 5 pl PCR {iriinii ve 6 pl steril distile su igerecek sekilde
hazirlandi ve gece boyunca 55 C’de bekletilerek yapildi. Hinfl restriksiyon enzim
kesimide total olarak 15 pl olup 1X Hinfl tamponu (NE Buffer), 1U Hinfl enzimi, 5
ul PCR iiriinii ve 6 pl steril distile su icerecek sekilde hazirlandi ve gece boyunca
37°C’de bekletilerek yapildi. Earl restriksiyon enzim kesimi total olarak 15 ul olup
1X Earl tamponu 1U earl enzimi, 5 ul PCR iiriinii ve 6 ul steril distile su icerecek

sekilde hazirlandi ve gece boyunca 37 C’de bekletilerek yapildi. Kesim iiriinleri
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%10’luk poliakrilamid jelde (29:1) yiiritiiliip, glimiis nitrat metodu ile boyanarak

goriintiilendi. Tarayic1 yardimu ile tiim goriintiiler bilgisayara kaydedildi.
Kesim iiriinlerinin poliakrilamid jel elektroforezi:

35 cmx10 cm ebatlarinda hazirlanan jelin elektroforezi i¢in dikey elektroforez cihazi
kullanildi. Jelin kalinligi 0.5 mm olarak ayarlandi. Yiizde onluk PAGE stok
sollisyonuna sirast ile %10’luk APS stogundan %1 hacim ve TEMED’den %0.1
hacim ilave edilip 0.5 mm’lik cam araligina dokiildi. Polimerizasyonun

tamamlanmasi i¢in en az % saat beklendi.

Polimerizasyon sonrast camlar elektroforez cihazina yerlestirildi. 1X TBE iceren
yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarmna yiiklendi. Yiikleme
tamponu i¢inde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen
siyanol boyalarinin yiirtidiikleri mesafe takip edilerek akim asagidaki ¢izelgelerde
verildigi gibi ayarlandi. Cizelgelerde verilen siireler sonunda jel c¢ikartilarak glimiis

boyama islemine gecildi.
Giimiis boyama:

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi 6nemli oldugundan test edilmis
distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile asagidaki soliisyonlarda sira ile
bekletildi. C solusyonu kullanimindan hemen 6nce hazirlandi. Sonraki soliisyonlara

gecerken aralarda distile su ile bir kag saniyelik kisa stireler ile yikandi.

A soliisyonu (Asetik asit-Ethanol): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave

edilerek hazirland1 ve jel bu soliisyonla 5 dk. muamele edildi.

B Soliisyonu (Giimiis nitrat): 200 ml distile suya stok soliisyonundan 10 ml ilave

edilerek hazirland1 ve jel bu soliisyonla 10 dk. muamele edildi.

C Soliisyonu (NaOH-Boraks-Formaldehit): 200 ml distile suya 2.5 gr NaOH ve
0.02 gr boraks ilave edildi ve jel bu soliisyona alindiktan sonra soliisyon igerisine 1
ml formaldehit ilave edilerek bantlar goriiliinceye kadar jel soliisyon icersinde

tutuldu.
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D Soliisyonu (NaHCO3): 200 ml distile suya stok soliisyonundan 20 ml ilave

edilerek hazirlandi ve jel bu soliisyonda 5 dk. muamele edildi.

Distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve naylon dosya poseti

icine alinarak hava almasi engellenecek sekilde sakland.

2.5. istatiksel Analiz

Istatiksel verilerin analizinde SSPS (Statistical Package for the social Sciences) 13.0
paket programi kullanildi. Verilerin normal dagilimina bakilarak tek yonli varyans
analizi ve posthoc test ile ve bir grup test ise Kikare testi kullanilarak degerlendirildi.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.
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3. BULGULAR

Calismaya 97 meme kanserli kadin ve 101 saglikli kadin kontrol grubu olmak iizere
toplam 198 kisi dahil edilmistir. Vaka ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak
anlaml yas farki yoktur. Meme kanserli kadinlarin 34 tanesi DM tanis1 alip medikal
tedavi baglanmis hastalardir. 63 hastada bilinen DM tanisi ya da glikoz intoleransi
tanist yoktur. 97 meme kanseri tanist almis hastanin 71 tanesinde serum adiponektin,

leptin, HDL, LDL, HBA1c ve AKS diizeyleri bakilmistir.

Tablo 3.1. Hasta grubunun demografik verileri

N | Minimum | Maximum

Yas 97 22 80

Adiponektin | 71| 4,49167| 29,10830

Leptin 71 1,560| 120,680
AKS 71 82 249
LDL 71 74,6 2140
HDL 71 25 90
HBALC 71 4,5 10,3
Bsmin 97 1 3
Smalin 97 1 3

Gegerli say1 |71

Diyabetik meme kanseri olan hastalarla diyabetik olmayan meme kanseri hastalari
arasinda adiponektin ve leptin seviyeleri agisindan anlaml bir fark bulunamamastir.
Diyabetik meme kanseri hastalarinda, diyabetik olmayan hastalara gére HBAlc ve
LDL degerleri daha yiiksek olmasina karsin adiponektin ve leptin seviyeleriyle

baglant1 kurulamamaistir.
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Tablo 3.2. Grup istatistikleri

DM [Say1| Ortalama |Std. Sapma |Std. Hata Pay1| t p

var | 34 60,97 10,653 1,827 5,213 0,000
Yas

yok | 63 48,87 11,037 1,391

var | 29 (16,9650858 6,86038367 | 1,27394126 -0,045 (0,964
Adipo

yok | 4217,0359512 6,29401557| 0,97118769

var | 29| 58,01034| 26,507589 4,922336|1,374(0,174
Leptin

yok | 42| 49,99302| 22,416027 3,458868

var | 29| 132,434| 32,6526 6,0634| 0,237 (0,813
LDL

yok | 42| 130,383| 37,7589 5,8263

var | 29 164,55 69,683 12,940 1,335 0,186
TG

yok | 42 144,38 57,184 8,824

var | 29 44,41 12,679 2,354 11,090 0,280
HDL

yok | 42 47,64 11,992 1,850

Serum adiponektin ve leptin diizeyi bakilan 71 meme kanserli hastanin, 29 tanesi
DM tanili olup 42 tanesinde bilinen DM tanis1 yoktur. Diyabetik meme kanseri
hastalariyla diyabetik olmayan meme kanseri hastalarinin yaslar1 kiyaslandiginda
aralarinda anlamli fark bulunmustur. Diyabetik meme kanseri hastalarinin yas
ortalamas1 60,97 iken, diyabetik olmayan meme kanseri hastalarinin yas ortalamasi
48,87°dir (p:0,000). Diyabetik meme kanserli hastalarin serum adiponektin
16,9050858 pg/ml,
ortalamasi 17,0359512 pg/ml’dir (p:0,964). Diyabetik meme kanserli hastalarin

ortalamasi diyabetik olmayan meme Kanserli hastalarin

serum leptin ortalamas1 58,01034 ng/ml, diyabetik olmayan meme kanserli hastalarin
ortalamasi 49,99302 ng/ml’dir (p:0,174). Diyabetik meme kanseri hastalariyla
diyabetik olmayan meme kanseri hastalarinin serum adiponektin ve leptin dl¢iimleri

kiyaslandiginda istatiksel olarak aralarinda anlamli fark bulunmamistir. Ayni sekilde
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serum lipid degerleri de kiyaslandiginda (LDL, HDL, TG) istatiksel olarak anlamli

fark bulunmamastir.

Meme kanserli hastalarla kontrol grubunda bakilan adiponektin gen polimorfizmi
Tablo 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir. Bsml polimorfizmi hastalarda sirasiyla; %5 (9/97)
TT homozigot; %45,4 (44/97) GT heterozigot; %45,4 (44/97) GG tastyict olarak

saptanmistir.

Tablo 3.3. Adiponektin genindeki SNP*276 allel frekanslart genotip dagilimi
(Chi2:2,694; p:0,260)

bsmin Total
GG | TT | GT GG
Grup kontrol say1 56 5 40 101
% | 55,4% | 5,0% | 39,6% | 100,0%
Hasta say1 44 9 44 97
% | 45,4% | 9,3% | 45,4% | 100,0%
Total sayi| 100 14 84 198
% |50,5% | 7,1% | 42,4% | 100,0%

SNP: tek niileotid polimorfizmi(single nucleotide polymorphism)

Smal polimorfizmi hastalarda sirasiyla; % 61,9 (60/97) TT homozigot; %37,1
(36/97) TG heterozigot; %1 (1/97) GG tasiyict olarak saptanmustir.

Tablo 3.4. Adiponektin genindeki SNP45 allel frekanslari genotip dagilimi
(chi2:1,126; P:0,569)

smaln

TT | GG | TG Total
Grup kontrol say1 68 2 31 101
% |67,3% | 2,0% | 30,7% | 100,0%

Hasta say1 60 1 36 97

% [61,9% | 1,0% | 37,1% | 100,0%

Total say1 128 3 67 198

% | 64,6% | 1,5% | 33,8% | 100,0%

Meme kanserli hastalarda istatiksel olarak Bsml ve Smal polimorfizmleri kontrol
grubuyla anlamli olarak fark saptanmamistir. Ayni zamanda genotipler arasi da
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Sadece Bsml polimorfizminde
sayisal agidan anlamli fark olmasina karsin istatiksel agidan anlamsizdir (hasta

say1s1:9, kontrol sayist:5, p:0,260).

38



4. TARTISMA

Meme kanseri giiniimiizde kadin kanserleri i¢inde en sik, kadin kanser 6liimlerinde
ise ikinci sirayr alir. Ailesinde meme kanseri hikayesinin olmast durumu, ileri yas,
uzun bir reprodiiktif evre yasamis olma ve cocuk dogurmamis kadinlarda meme
kanserleri daha siktir. Benzer sekilde, ilk ¢ocugu ileri yasta sahip olma, obezite,
eksojen Ostrojen ve oral kontraseptiflerin kullanimi ve diger memede kanser
bulunmasi meme kanseri olasiligini  artirmaktadir.  Ailesel kanserlerde
transkripsiyonel regiilasyondan sorumlu supresor BRCA1 ve BRCAZ2 genlerde
mutasyonlar s6z konusudur. Ayrica endojen kaynakli dstrojen fazlaliginin anlamli bir
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle. Insiilin rezistansina bagl olan metabolik
degisiklikler ve oOzellikle adipoz dokudan iiretilen sitokinlerin bagli oldugu
degisiklikler obez kisilerde ilerleyen meme kanserinin agresif davranisina major
yardimcidir. Ozellikle adiponektin ve leptinin son zamanlarda meme kanseri ile

baglantisi rapor edilmistir.

Adipositokinlerin belli dl¢iide kanserojen siiregte yer aldigi, ancak hepsi degilse de
cogunlugunun bu pozitif verileri kanser hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢aligmalarda
gosterilmistir. Obezitenin kolon, meme ve prostat kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde

riski artirdig1 ¢ok 1yi bir sekilde belgelenmistir.

Calismamizda giiniimiizde artan obezite ve meme kanseri siklig1 nedeniyle kadinlar
icin risk faktorlerini ortaya koymak ve risk altindaki kadinlar i¢in predispozan
faktorleri ortadan kaldirmak amaciyla bazi parametreler arastirilmistir. Meme kanseri
patofizyolojisi hakkinda bircok calisma yapilsa da altta yatan genetik faktorler
arastirllmaya devam etmektedir. Daha Onceden de bahsedildigi gibi adiponektin
enerji metabolizmasi ve insiilin duyarlilig1 lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Etkilerini
adiponektin reseptorleri iizerinden yapmaktadir (Adipo R1 ve R2). Azalmis
adiponektin seviyeleri; meme kanseri gelisimi, timor hiicrelerinin grade’nin artist,
lenf nodu metastazi gelisimi ile dogru orantili oldugu goriilmiistir. AdipoR1 ve

AdipoR2’nin hem normal meme epitel hiicrelerinde hem de kanser hiicrelerinde
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bulundugu gosterilmistir. Dieudone et al. ise MCF 7 kanser hiicrelerinin hem
adiponektin reseptorleri igerdigini hem de adiponektin hiicre biiylimesinde azalma
seklinde yanit verdigini gostermislerdir (AMPKinaz aktivasyonu, p42/p44 MAPKinaz

inaktivasyonu ile).

Leptin ise, kanser hiicrelerinin in vitro olarak biiylimesini, atlamasini ve yayilmasini
tesvik edici olup anjiyogenezin etkisini artirmaktadir ve kanserin koti huylu
biyolojik in vitro davramisini tesvik edici kapasitededir. Ayni zamanda leptin
seviyeleri hastalarda BMI ile dogru orantiliyken, adiponektin seviyelerinin BMI ile

ters orantili oldugu goriilmiistiir.

Bazi ¢alismalarda serum adiponektin seviyeleri ile timor cgapi arasinda iliski

saptanmugtir (azalmis serum seviyeleri, yiiksek timor ¢api seklinde).

Yapilan ¢alismalarda adiponektin geninde c¢esitli polimorfizmler saptanmis olup en
cok ilgiyi T45G (rs2241766) ekzon 2’de T>G degisimi ve G276T (rs1501299) intron
2’de G>T degisimi c¢ekmistir. Bu iki polimorfizm obezite bagimli insiilin
rezistansiyla kuvvetle ilgilidir. Ayn1 zamanda bu iki polimorfizmin meme kanseri ile

iligkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan calismalarda Afrika kokenli Amerikalilarda 6zellikle Bsml (rs1501299)’nin
meme kanseri ile iliskisi oldugu gosterilmistir. Bu polimorfizmde TT genotipinde
adiponektin seviyeleri GG genotipine gore daha yiiksek oldugu gosterilmis. Smal
(rs2241766) polimorfizminde ise GG genotipinde adiponektin seviyeleri TT

genotipine gore daha yiiksek bulunmustur.

Bizim calistigimiz toplulukta, Bsml ve Smal polimorfizmlerin meme kanseri ile
iligkisi gosterilememistir. Kontrol gruplariyla meme kanserli kadin hastalar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamistir (BsmI;Chi2=2,694, p=0,260 Smal,
Chi2=1,124, p=0,569). Meme kanseri hastalarinin kendi i¢inde diyabetik olanlar ve
olmayanlar arasinda degerlendirildiginde de anlamli fark saptanmamistir. Her iki
polimorfizmde meme kanseri hastalariyla kontrol grubu arasinda istatiksel agidan
fark bulamasak da sayisal bakimdan Bsml (T45G) mutasyonlari arasinda fark

bulunmustur (9/5). Bu polimorfizmin toplumuzda meme kanseri ile iligkilendirilmesi
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icin vaka sayisini1 ve kontrol gruplarini arttirarak daha genis bir aragtiritlma yapilmasi

gerektigini diisiiniiyoruz.

Yapilan bazi ¢alismalarda serum adiponektin ve leptin seviyeleri ile meme kanseri
gelisimi, lenf nodu metastaz1 gelisip gelismemesi ve boyutlar1 arasinda iliski
kurulmustur. Ayn1 zamanda adiponektinin meme kanser hiicre biiyiimesi tizerinde
inhibitor etki yaptig1 gosterilmistir. Viicut kitle indeksinde bagimsiz bir risk faktori
olarak diisiik adiponektin seviyeleri ve yliksek leptin seviyeleri meme riski agisindan
anlamli oldugu goriilmiis. Diisiik adiponektin seviyelerinin c¢esitli arastirilmalarda

prostat kanseri i¢in de predispozan faktorii oldugu goriilmiistiir.

Bizim ¢alismamizda meme kanserli hastalarin serum adiponektin ve leptin seviyeleri
bakimindan diyabetik meme kanseri hastalar ile diyabetik olmayan hastalar arasinda
istatiksel olarak iliskilendirme yapilamamistir. Bu hastalarin lipid profilleri agisindan
da anlamli bir fark saptanmamustir. Fakat bu parametrelerin toplumumuz agisindan
meme kanseri ile iligkisi olup olmadigimi anlamak igin Orneklem boyutunun
arttirtlmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda ¢alismaya dahil edilen gruptaki diyabetik
meme kanseri hastalarinin daha onceden diyabet tanist almig hastalar oldugu goz
oniinde bulundurulmalidir. Ciinkii bu hastalarin hepsi diyabet ve eslik eden sistemik
hastaliklar1 i¢in medikal tedavi alinan hastalardir. Diyabet tan1 almis olup, medikal
tedavi almalar1 ve aliman medikal tedavinin meme kanseri agisindan koruyucu
ozellikte olup olmadigi bu ¢aligmalarin ilerleyen boyutlarinda aragtirilmasi gereken
konulardir. Artmis insiilin direnci ve bozulmus glisemik indeksi olan hastalarin
diyabet tanis1 konulmadig: i¢in daha yiiksek riske sahip olabilecegi giliniimiizde
tartisilmaktadir. Cesitli oral antidiyabetiklerle yapilan caligmalarda (metformin vb.)
meme kanserine kars1 hiicresel diizeyde koruyucu ozellikte olup olmadig

arastirilmaktadir.

Bizim c¢alismamizda eksik kalan en 6nemli nokta 6rneklem biiyiikliigiiniin az olmas1
nedeniyle istatiksel anlamli verilere ulasamamizdir. Vaka sayisi arttirilarak ve
subgruplar olusturularak anlamli sonuglara ulasilabilir. Litaratiirlerde irklar arasinda
cesitli calismalar yapilmistir. Bizim vakalarimiz belli bir siire igerisinde toplanmis ve

sinirlt bir bolgede yapilan hastane bazli calismalardir. Bu yiizden genel toplumu
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temsil etmiyor olabilir. Bu nedenle ¢alismanin vaka sayisi ve takip siireleri agisindan
yetersiz oldugunu diisiinmekteyiz. Prospektif ¢alismalarda anlamli sonuglarin

¢ikacagim diisiinmekteyiz.
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