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1. AMAC VE KAPSAM

Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen kanserdadiilarda gorilen
malign hastaliklarin yak$gk %30’unu, kadinlarda kansereghatlimlerin yaklgik
%16’sin1 olgturmaktadir (1). Bir kadinin yam boyu meme kanseri ggirme riski
%12 ve meme kanserinden 6lim riski %5’dir. Memesdamin insidansi giderek
artmaktadir; ancak son 15 yildir bircok endisfnig Ulkede mortalite stabil
kalmakta ya da azalmaktadir. Mamografi ile yapitaramalarla hastgin erken
saptanip tedavi edilmesi, adjuvan kemoterapi veolema tedavilerin gelimesi
mortalite oranlarinda azalmaya neden aftuu Tani ve tedavideki bu olumlu
gelismelere rgmen meme kanseri kadinlarda mortalite ve morbiditeen sik
nedenidir. Bunun sebebi meme kanserinin metastapaggilimidir. TUmoér metastaz
yapmadan ©6nce saptanip c¢ikagildda prognoz iyidir ve hastaliksiz gs&alim
beklentisi yiksektir. Ancak kanser hucreleri printémorden ayrilip yayilmaya
baslamissa tedavi sistemik sitotoksik ilaclarlag&nir; bu durumda bircok vakada
uzun sureli bgari sansi yoktur (2).

Meme kanserinin farkli morfolojik karakterleri, nediiler profili ve klinik
davrangl nedeniyle Kklinik iyice karmgk hale gelmektedir. Meme kanserinin Diinya
Salik Orgiti tarafindan tanimlanan on sekiz farkistblojik tipi vardir ve bu
histolojik tipler farkh klinik tablolari ortaya kgmaktadir. Ayrica morfolojik
yapilarina ek olarak meme kanserleri proliferatiitgmsiyelleri, hormon reseptor
durumu ve HER2 (insan epitelyal buylume faktorgiyieekspresyonu gibi biyolojik
Ozelliklerine gore de farkli gruplara ayrilmaktadtistolojik tiplerdeki farkliliklarin
yaninda tumor icinde bulunan hicrelerde fenotipik genotipik olarak da
heterojenite vardir (3).

Bdyle heterojen bir hastgln altinda yatan molekuler sebepleri anlamak
meme kanseri gaim mekanizmalarinin da aslmasini sglayacaktir. Meme
kanseri gelim basamaklarinin anjdmasi hastagin etkili tedavisini ve
metastazlarin onlenmesini gayacaktir. Bu amacla yapilan gahalarda bircok
hipotez ortaya atilmtir. Bunlardan biri kanser kok htcre hipotezidiy hipotez
meme kanserinin, timor aliwrma kapasitesine sahip kucguk bir hiicre grubundan

kaynaklandgini savunmaktadir. Bu ki¢uk hiicre grubu, normal kéikreye benzer



Ozellikleri nedeniyle kanser kok hticresi olarakaadlirilir. Deneysel kanitlar kanser
kok hicrelerinin kanser oggumundan, timor invazyonundan, metastazindan ve
cssitli tedavi formlarina direng gelimden sorumlu olduklarini desteklemektedir (4).
Bu kanser kok hicrelerini tanimlamak icirsigle yontemler kullaniimaktadir (5,6).
Bunlardan biri kanser kok hiicresi olarak adlanamrihtcrelerin ylizey belirteglerine
gore tanimlanmasidir. Meme kanseri kok hiicresitiph@D44°/CD24/Lin" yiizey
belirtecleriyle tanimlanmaktadir (7). Bu gahada; CD4¥CD24/Lin fenotipe sahip
hicrelerin immun defisit farelerde tumoér giurabildiklerini, bu fenotipe sahip
olmayanlarin timor okiuramadiklarini gosterdiler. Ayni c¢ginada dokuz tumor
ornesi kullaniimig, bunlardan bir tanesi sadece primer timor dokusaradinmg ve
digerleri metastatik dokudan alingtir (7).

Bu calsmada amacimiz kanser @limunda suclanan CDA€D24/Lin
fenotipe sahip hucrelerin primer meme tumorindesgilanini ve bu dailim
oranlarinin prognostik faktorlerle olanskKisini aratirmaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen kanserdmdiilarda gorulen
malign hastaliklarin yak$gk %30’unu, kadinlarda kansereghadlimlerin yaklgik
%16’sin1 olgturur (1,8). Bir kadinin y@m boyu meme kanseri ggirme riski %12
ve meme kanserinden olum riski %5'dir. Meme kamseriinsidansi giderek
artmaktadir; ancak son 15 yildir bircok endisfnig Ulkede mortalite stabil
kalmakta ya da azalmaktadir. Mamografi taramalariyastaiiin erken saptanip
tedavi edilmesi, adjuvan kemoterapi ve endokrinatédrin gelsmesi mortalite
oranlarinda azalmaya neden oktuu. Tani ve tedavideki bu olumlu getelere
ragmen meme kanseri kadinlarda mortalite ve morbiditem sik nedenidir. Bunun
sebebi meme kanserinin metastaza okghnadir. TUmOr metastaz yapmadan dnce
saptanip cikarilginda prognoz iyidir ve hastaliksizgskalim beklentisi yiksektir.
Ancak kanser hicreleri primer timoérden ayrilip jmagya balamissa tedavi
sistemik sitotoksik ilaglarla g&anir ve bu durumda birgok vakada uzun surejaba
sansi yoktur (2,9).

2.1.1. EHADEMIiYOLOJ1

Meme kanseri kadinlarda en sik gortlen kanserdilikYinsidans! yala
beraber artmaktadir. Yirmi Beyasinda insidansi yiz binde peéken, yetms bes
yasinda ylUz binde iki yuzdir Tidm meme kanserlerinin’déft azi erkeklerde
gorular (8).

Meme kanserinin sikh dinya Gzerinde Ulkeden (lkeye farklihk
gostermektedir. Yilik insidans Avrupa’da yilda 1800, Amerika Birlgik
Devletlerinde yilda 184.000 olarak bildiriimekted{10). Dinya Sglik Orgut
gelismekte olan Ulkeler icin yillik kanser insidans hizylz binde yuz iki olarak
tahmin etmektedir. Bu oran dikkate aliphda tlkemizde her yil 50-60 bin yeni
kanser olgusunun gorilmesi beklenmektedigli®@Bakanlginin 1995 yili verilerine

gore kadinlarda gortlen kanserlerin %23.5’ini megaaserleri olgturmaktadir ve
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yilik meme kanseri gortulme sigh %12.7 olarak bildiriimektedir. B&a bir
kaynga gore Ulkemizde her dort kadindan birinde memesdargelsmektedir (8).
En sik 45-59 y@ arasinda goérilmektedir ve meme kanserlerinin %98iiner,

%4.1'i metastatik ve %1.2’si de in-situ kanserdi)1

2.1.2. ETiYOLOJi

Hucresel duzeyde bir dizi molekiler gilgklik sonucu immortal 6zellikteki
meme epitel hicrelerininsau blylmesi ile meme kanseri gatiektedir. Meme
kanseri gekimi ile ili skili birgok risk faktori tanimlanngtir (11).

2.1.2.1. HSK FAKTORLER i

Epidemiyolojik calsmalar, meme kanseri gginesine yol agan bircok risk
faktort tanimlangtir (Tablo 1). Bu risk faktorlerinin g, meme kanseri risk
skorlamalarinda da kullanilmaktadir. Birgok risktt&tiniin ortak paydasi endojen
dstrojene maruziyet suresi ve seviyesidir. Memeskanile iliskili risk faktorleri

sOyle siralanabilir;

A -Ya& ve cinsiyet
B
C
D
E
F- Yasam tarzi ve diyet

Ureme ve hormonal faktorler

Aile 6ykusu ve genetik faktorler

Iyi huylu meme hastaliklar

Kisisel meme kanseri 6ykusu

G- Irk ve etnisite, sosyo-ekonomik durum veaea tarzi
H- Meme ygunlugu
I- Iyonize radyasyona maruziyet

J- Cevresel faktorler

Yas ve cinsiyet:Yas ve cinsiyet, risk faktorleri arasindaki en dnerndk faktoraduar.
Meme kanseri kadinlarda yliz kat daha fazla ortakmaktadir. Amerika Birlgk
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Devletleri'nde 2010 yilinda 207.000 invaziv memensari tanisi alacak kadina
karsilik erkeklerde 2000 vaka olaggaahmin edilmektedir (12).

Meme kanseri insidansi 45-50 syadan sonra hizla artmaktadit3). Bu
durum, bu ya grubunda gorilen menopoz gha hormanal dgisikliklerden
kaynaklanabilir (14). Ancak kiz karglade ve annesinde meme kanseri olanlarda
meme kanseri daha erkenstamgoriulmekte, kanser 240 ya civarina inmektedir
(15,16).

Ureme ve Hormonal faktorler: Uzun sireli yiuksek diizeyde endojen Gstrojene
maruz kalmak meme kanseri riskini artirmaktadirtr@)en alt tiplerinin tretimi
menag, gebelik ve premenopoz donemlerinde yumurtaliksgglanir. Menopoz
sonrasinda dstrojen kayhiaadrenal bezden uretilen dehidroepiandrosteroneur
periferal y& dokusunda 0Ostrodiol ve Gstrona détaiiulir. Meme kanseri ile gkili
onemli faktorler menaryasl, ilk dogum yapilan yg menopoz yg, dogum sayisi ve
emzirmedir (1,17,18).

Genc yata menag yuksek meme kanseri riski ile gkilidir (19,20). Menag
yasl azaldikca meme kanseri riski artmaktadir. Binsgadda mengryasinda iki yil
gecikmenin meme kanseri riskinde %10 azalngesli gozlenmgtir (19).

Ge¢ menopoz ya meme kanseri riskini artirir (17,20,21). 4Giyalan once
iki tarafli ooferektomi yapilanlarda yam boyu meme kanseri riski %50 oraninda
azalmaktadir (22).

Hi¢ dogum yapmamy kadinlarin meme kanseri riski glam yapanlara gore
daha fazladir. Gebgin koruyucu etkisi dgumdan on yil sonrasina kadar
gorulmemektedir (23).

Ik dogumunu geng yda yapanlarda meme kanseri glime riski diguktor
(24). Erken dgum yainin etkisi gebelik sirasinda ve sonrasinda meroggan tam
hiicresel farklilgmayla agiklanabilir. Bu tam hucresel farkji@a memeyi kanser
gelisimine kagl korur (25).

Cok sayida vaka-kontrol ve kohort gatalari ile emzirmenin meme
kanserine kar koruyucu etkisi ortaya konulngtur (26,27).

Obez postmenopozal kadinlar obez olmayanlara géha ¢iksek Ostrojen

seviyesine sahiptir. Obez postmenopozal kadinldesgki meme kanseri riskine
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sahiptirler (28,29).

Bircok epidemiyolojik cama oral kontraseptif kullanimi ve meme kanseri
riski arasindaki ikkiyi gostermede vyetersiz kalgtir. Ancak meta-analizler
sonucunda istatistiksel olarak anlamlisdki rolatif risk artgi saptannytir (30). iki
farkli calsmada dgum kontrol hapi kullanimi kesilginde ygamin ilerleyen
donemlerinde meme kanseri geh riskinin arttgr gosterilmgtir (31,32).

Hormon replasman tedavisi ve meme kanseri, 6zellild hormon-reseptor
pozitif meme kanseri ile arasindakiski kanitlara dayall olarak ortaya konulgur
(33). Ostrojen ile beraber progesteron kullanimmmdanseri riskini arttirir (34,35).
Ozellikle uzun siireli hormon replasman tedavisi akmmiski arttirir. Aksine kisa
sureli kullanim riski anlamli olarak arttirmazken amografi ile timorin

saptanmasini zogarabilir (36).

Aile oOykusu: Yapilan kesitsel calmalarda meme kanseri olan kadinlarin %5-
10’nunda anne ve kiz karderinde de meme kanseri oglusaptannstir (37,38). 38
ayri calsmanin meta-analizi sonucun@é@esinde meme kanseri 6ykisu olanlarda
meme kanseri galne rolatif riski 2.1 olarak saptangtir (39). Bu risk meme kanseri
olan akrabanin ya ne kadar kicikse o kadar artmaktadir (14,28,39Ri§olojik
yakinlik ve hasta akraba sayisi arttikca meme kianski de artmaktadir. Elli yan
altinda over kanseri olan birinci derece akrabamthgrnda meme kanseri riski 2 kat
artmaktadir. (14,39)

Iyi huylu meme hastaliklar: Fibrokistik degisikler, soliter papilloma, basit
fiboroadenom gibi nonproliferatif meme hastaliklameme kanseri riskini artirmaz.
Cok sayida nonproliferatif meme hastatin olmasi meme kanseri riskini arttirabilir
(41).

Invaziv olan ve olmayan meme kanserlerinin en én&aynas proliferatif
lezyonlardir. Bu lezyonlarda sitolojik atipi énerih. Atipisiz proliferatif lezyonlar
(kompleks fibroadenom, ilimh hiperplazi, sklerozasenosiz, intraduktal papilloma
gibi) meme kanseri riskini (rolatif risk 1.3-2) gk arttirir. Atipik lobuler
hiperplazi, atipik duktal hiperplazi gibi atipilirpliferatif lezyonlarda risk yuksektir
(rolatif risk 4-6) ve atipi multifokal oldgunda bu risk 10 kat artar (42).
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Kisisel meme kanseri 6ykusuKisisel invaziv ya da in situ meme kanseri 6ykisu
karsi memede meme kanseri riskini arttiim.situ lezyonlarda kar memede invaziv

meme kanseri galne riski on yil icin %5’dir (43).

Sosyo-ekonomik durum ve ysam tarzi: Yuksek sosyo-ekonomik dizeye sahip
kadinlar dgerlerine gore daha fazla risklidir. Ancak sosyofemik durum
bagimsiz bir risk faktori gibi gérinmemektedir (44).

Duzenli fiziksel egzersiz meme kanserine skatiml bir koruma salar
(45,46). Egzersiz ile meme kanseri riskinde azakib@a kontroliiniin sglanmasi
aracllglyla olabilir. Bazi cakmalarda fiziksel aktivite aracili risk azalmasi

ostrojendeki azalmaya ganmaktadir (47,48).

Diyet faktort: Prospektif kohort cagmalarin ¢cgunda premenopozal meme kanseri
ve obezite arasinda tersski bulunmutur. Yedi prospektif kohort ¢aimanin
analizinde premenopozal viicut kitle indeksi >31Kgstan kadinlarda, viicut kitle
indeksi <26 kg/rolanlara gére daha az meme kanseristigli gozlenmitir (49).
Bunun altinda yatan biyolojik mekanizmalar acgikgittBr. Yuksek vicut kitlesi
dizensiz ya da uzun menstural siklus ilgkilidir. Bu da azalmy meme kanseri
riskini aciklayabilir (50). Postmenopozal kilo alime yuksek vicut kitlesi bircok
calismada artmy meme kanseri riski ile gkili bulunmustur (49,51).

Yagdan zengin diyetin meme kanseri riski ileklli olup olmadgina dair
tartismalar devam etmektedir. 12 vaka kontrol galnin analizinde yiksek lifden
zengin diyetin meme kanserine akoruyucu oldgu belirtilmistir (52).

Kalifornia Teachers Study Cohort'unda gtinde ikidaha fazla kadeh alkol

aliminin meme kanseri riskini arttiggligbzlenmgtir (53).

Meme yagunlugu: Meme dokusunun yunlugu toplum icinde farhliklar gosterir.
Siklikla kahtsal olmasina gaen dgisitirilebilir bilesendir (54). Hormon tedavisi
meme ygunlugunu arttirirken tamoksifen yganlugu azaltir (55). Yiksek meme
yogunlugu ostrojen ve progesteron pozitif meme kanseilig&ilidir (56).
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Tablo 1: Meme kanseri igin risk faktorleri (57)

RiSK FAKTORLERI TAHM iN EDILEN ROLAT iF RiSK
1-ileri yas >4

2-Aile hikayesi

-Iki ya da daha fazla birinci derece akrabada >5

(anne, kiz kardg

-Birinci derece akraba (tani gia<50y) >2

-Elli yas altinda over kanseri tanisi akmi >2

birinci derece akraba

3-Kisisel hikaye

-Kisisel hikaye 3-4
-BRCA1/ BRCA2 mutasyonu pozitif >4

-Atipik hiperplazi gosteren meme biyopsisi 4-5
-LCIS ve DCIS gosteren meme biyopsisi 8-10

4-Ureme 6ykiisi

-erken mengr (<12y) 2
-gec¢ yata menopoz 1.5-2
-ilk gebelik yginin ge¢ olmasi (>30y) 2
-kombine 6strojen-progesteron kullanimi 1.5-2
-dogum kontrol hapi kullanimi 1.25
5- Yasam tarzi

-erigkin kilo alimi 1.5-2
-sedanter ygam 1.3-1.5
-alkol kullanimi 15

Iyonize radyasyona maruziyet: Ozellikle de erken yga meme kanseri riskini
arttirir. Bu faktoriin incelemesi igcin atom bombaggulamalari, tanisal amaglh X-ray
incelemesi yapilanlar ve tedavi amacl radyoteedanlar gézlennstir (58,59). 15
yasindan 6nce Hodgkin lenfoma icin mantle radyoteralpinlarda belirginmeme

kanseri gelime riski raporlanngtir (60).

16



Diger cevresel faktorler elektromanyetik alana mareiziwe pestisid
maruziyetidir; fakat bu faktorler tagtmaldir (47,61).

Genetik Faktorler: BRCA1 ve BRCA2 tim meme kanserlerinin %5-10'unda&n
ailesel olanlarin %15-20’sinden sorumludur. g3& penetrasyonlari vardir ve
otozomal dominant gegigosterirler (62). PTEN, TP53, MLH1, MLH2 ve STK11
genlerinde nadir de olsa mutasyonlar gorGiiai(63).

BRCA1 17. kromozom, BRCA2 13. kromozom uzerindekieng
mutasyonlaridir. Kalitsal meme kanserlerininggadan sorumludur. Bu genlerin
DNA butanliguna koruyan ve transkripsiyonel dizenlemede rolaggn tumor
supresor genler olduklar kabul edilmektedir (62,64

Mutasyon oranlari etnik ve irksal gruplara goresiglmektedir. BRCAL
mutasyonu, en ¢ok gkenaz Yahudi kadinlarinda (%8.3) gorulirken Asy&ekii
Amerikalilarda bu oran %0.5’tir. BRCA1 ve BRCA2 ragyonu olan kadinlarda
yasamlari boyunca %50-80 meme kanseri gpe# riskinin oldgu tahmin
edilmektedir (57).

Ozellikle BRCAL1 mutasyonlari ¢coklu meme kanseriubdg olan ailelerin
%7’sinde, meme ve yumurtalik kanserli ailelerin %d@a gortlmektedir. BRCAL
mutasyonlu kilerde yumurtalik kanseri gele riski %40'tir. Bu Ikgiler ayni
zamanda prostat ve kolon kanseri icin de yukselk rdtindadir. BRCAL
tastyicillarinda geken meme kanseri, yuksek grade’li olmgliendedir ve tumor
siklikla triple negatif ya da bazal-like alt tipeudir (57,65).

BRCAZ2 mutasyonlari, meme ve yumurtalik kanseri igiksek riskli ailelerin
%10-20'sinde ve erken y@ bglayan meme kanserli hastalarin %2,7’sinde
gosterilmitir. BRCA2 mutasyonlu kilerde ygam boyu yumurtalik kanseri ggine
riski yaklasik %10'dur. BRCA2 mutasyon g¢eyicilarinda geken meme kanseri
yiksek grade’li, luminal tipte (Ostrojen reseptdERE/progesteron reseptori=AR
HERZ2) olma gilimdedir. BRCA2 mutasyonu erkek meme kanserisg®ii icin de
risk faktoridiar. BRCA2 mutasyonu ilegkili maligniteler icinde prostat, pankreas,
fallopian tup, mesane, bazal hicreli karsinom ve-nodgkin lenfoma da vardir
(57,65).

BRCA1 ya da BRCA2 mutasyonunun vérlaile o6ykisu Uzerinden
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ongorulebilir. Preventive Services Task force tad@dn 2005 yilinda bildirilen
Ozellikler tablo 2'de gosterilmgiir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari skenaz
Yahudileri sik gortlmektedir. Bu kilavuzlar 6zelekhic meme kanseri gglirmemis
kisilerde 6nemlidir. Yeni tani konngumeme kanseri olgusu tani sirasinda 40wa
altinda ise, iki tarafli meme kanseri varsaskénaz kokenli ise ya da BRCA1
fenotipik Ozellikte kanserlere sahip ise, 6zellide az sayida kadin yakini varsa

genetik dargmanlga yonlendiriimelidir (66).

Tablo 2: BRCAL ve BRCA2 mutasyonunu 6ngéren durumlar (57)

BRCA1 VE BRCA2 MUTASYONUNU ONGOREN FAKTORLER
ASKENAZ YAHUD iSI OLMAYAN KADINLARDA

1-Ailenin ayni tarafindan iki birinci derece akralbameme kanseri ve birinde

tani yai 50 ve alti olacak

2-Herhangi bir ygta tani almy ¢ ya da daha fazla birinci ya da ikinci derece

akrabada meme kanseri

3-Birinci ya da ikinci derece akrabalar arasindamaeve yumurtalik kanseri

olmasi
4-Birinci derece akrabada iki tarafli meme kanseri
5-Erkek yakininda meme kanseri olmasi

6-iki ya da daha fazla yakininda over kanseri olmasi

Li-Fraumeni sendromu, TP53 mutasyonundan kaynaklaBu sendrom
sarkom, meme ve beyin tumoru, l6semi, laringealakeigser kanserinin de dabhil
oldugu bircok kanserle ikilidir. Kanser gilimi otozomal dominant gegigosterir
ve yaam boyu meme kanseri ggirme riski %90 olarak bildirilmektedir. Li-
Fraumeni sendromu ailesel meme kanseri olgulartiiinden sorumludur ki
tarafli meme kanseri hastalarinin %25’inde gor{@an).

Cowden hastagh PTEN mutasyonundan kaynaklanan nadir genetik bir

sendromdurintestinal hamartom, kutanoz lezyonlar ve tiroid demnile iliskilidir.
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Bu hastalikta meme kanseri prevalansi yakla%30'dur. Iyi huylu meme
hastaliklari sik gérilmektedir (67).

Diger genetik mutasyonlar da meme kanseri riski iigkilldir, ancak
etkinlikleri BRCA1 ve BRCA2'ye gore daha azdir. T#%e PTEN mutasyonlarin
ikisi de %1’in altinda gortulmektedir. Checkpointnez 2 (CHEK2) genine 6zgi
mutasyon, 60 yan altinda tani konulan U¢ ya da daha fazla menmseda vakasi
bulunan ailelerin %11,4’inde bulnmaktadir (63). &takastgele secilmi 10,860
meme kanserinin dahil edifgi bir calismada CHEK2 mutasyonu %1,9 vakada
tanimlanmgtir; kontrol grubunda bu oran %0.7 bulurgtwr. Dtk etkinligi
nedeniyle CHEK2 mutasyonun test edilmesinin ve tlemmansmanliginin ginimiz
icin erken oldgu belirtiimektedir (57).

2.1.3. YUKSEK RISKLi HASTALARIN TAK iBi

Meme kanseri icin yuksek riskstgan kadinlarda riski azaltmak icin olasi
stratejiler; yakin takip, selektif 6strojen resept@odulatorleri (SERMSs) ile medikal
onleme, profilaktik cerrahidir. Aylik kisel meme muayenesi, yillik mamografi
taramasi, yilda bir ya da iki kez klinikk meme muag®nin dahil oldgu takiplerin
yuksek riskli kadinlarda erken taniya katkisi olgdmadgl kesin olarak
bilinmemektedir. National Surgical Adjuvant Breasid Bowel Project (NSABP P1)
onleme calmasinin plasebo kolunda takipshasiz bulunmgi ve meme kanseri
gelisen hastalarin %29’'unda tani sirasinda aksiller leodlu metastazi olgu
bidirilmigstir (68). Artan kanitlar BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu bilinen sey
suphenilen ylksek riskli kadinlarda, manyetik reamnagdrtintilemenin (MRI)
geleneksel takip stratejileri ile kiyaslapogida meme kanserinin erken tespit
edilmesinde daha etkili olgunu gostermektedir. Kuhl ve ark’larinin kohortunda,
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu bilinen ya ddiphelenilen asemptomatik 529
kadinda mamografi, ultrason ve MRI ile taramanimugtart kagilastiriimistir.
Ortalama 5.3 yillik takip sonrasinda 43 meme kansekasl tanimlanngiir.
Duyarhlik sirasiyla mamografi, ultrason, MRI icif0633, %40, %91 olarak
bildiriimektedir (69). Benzer bir camada Warner ve arklari 236 BRCA

tastyicisinda kjisel meme muayenesini de ggelendirmg ve calsma boyunca 22
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meme kanserin gatigini, bunlarin 17’sinin MRI, 8’inin mamografi, 7’sin ultrason
ve 2'sinin kgisel muayene ile tespit edilgdibildirmistir (70). MRI takibinin BRCA
mutasyonlularda 6lim oranlarinda belirgin azalmaya koymamasina gmen bazi
calismalarda MRI ile tespit edilen kanserlerin boyutiam daha kicuk oldiu ve
koltuk alti lenf nodu tutulumunun daha az gldugozlenmgtir. Baska bir calsmada
ise MRI ile taramanin atipik hiperplazi ve lobularsitu karsinomda faydali olgu
gosterilememtir (71).

Amerikan Kanser Cemiyeti tarafindan 2007’de diuzeste uzman panel
toplantisinda MRI goéruntilemesi igin bir kilavuz ligerildi. Amerikan Kanser
Cemiyeti, meme kanseri ggine riski %15’in altinda olanlarin takibinde MRI
kullanimini 6nermemektedir. Amerikan Kanser Ceninyet takipte MRI kullanma
kilavuzu tablo 3'te gosterilrgiir (57).

Medikal tedavi ile kanseri 6nleme, yakin takibeeaittif bir stratejidir.
Tamoksifen ve Raloksifen ER-pozitif meme kansersidansini azaltan iki
SERMs’dir. DOrt prospektif randomize gahada tamoksifenin meme kanseri
insidansindaki etkileri incelengtir. Calismalarda secilen hasta gruplarinaglba
olarak farkh sonuglar alinmiolsa da cajmalarin timu dgerlendirildiginde
tamoksifenin meme kanseri insidansini %38 ve ERtipozeme kanseri insidansini
%48 azalttgl gorulmGtur. Calgmalarin higbirinde ER-negatif kanser insidansinda
etki gorulmemgtir. Tamoksifen kullanirken meme kanseri getfilerde plasebo ile
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu ya da timor boyutu acisindarklilik
omadgi belirtilmistir (57).

NSABP P1 cakmasinda tamoksifenin meme kanseri insidansini %49
azalttgl gorulmitar; bu calgmanin plasebo kolunda her 1000 kadinin 43,4’Gnde,
tamoksifen kolunda ise her 1000 kadinin 22'sindemmekanseri geftigi
belirtiimistir (68). Tamoksifenin olumlu etkisi hem invaziv hem de neaimiv meme
kanserlerinde gozlengiolup tim ya gruplarinda da yarari gosteriktir. Atipik
hiperplazi nedeniyle riski olan hastalarda belirgarar gézlenmi ve meme kanseri
insidansinin %84 azalgh bildiriimisti. BRCA taslyicilarinda ise tamoksifen
etkilerinin farklh oldgu belirtimektedir. NSABP P1 c¢amasinda meme kanseri
gelisen 288 kadinin 19'unda BRCA1l ya da BRCAZ2 mutasysayptanmytir.

Tamoksifen kullanan sekiz BRCAL stgcisinda ilacin yarari gosterilemezken
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BRCA2 tgiyicilarinda c¢ok belirgin olmasa da ilacin yara@sigrilmitir. Bu
bulgular BRCA2 taiyicilarinda BRCAL tgyicilarina nazaran daha sik ER-pozitif
kanser gefitigi gozlemi ile uyumlu goérinmektedir (72). Tamoksifemlanan BRCA
tastyicilarinda yapilan geriye doniuk vaka kontrol galsinda, Naro ve ark’lar
karsinom tedavisinde tamoksifen kullananlard&edi memede kanser gghe
insidansinin %50 azalglni saptamtir. Bu yarar hem BRCA1 hem de BRCA2
tastyicilarinda gorilmektedir. Bu bulgular tamoksikkinliginin belirleyicisinin ER

ekspresyonu oldiunu géstermektedir (73).

Tablo 3: Amerikan Kanser Cemiyetinin MRI kullanma kilavuArj

MRI kullanma kilavuzu

KANITA DAYALI YILLIK MRI ONER  ILENLER

-BRCA mutasyonu

-BRCA taslyicisi birinci derece akrabasi olan test edilnyéni

-Yasam boyu meme kanseri ggtie riski %20-25 olanlar

UZMAN GORUSLERINE DAYALI OLARAK YILLIK MRI TAK 1IBI
ONERILENLER

-10 ve 30 yglari arasinda ggiilsden radyasyona maruziyet

-Li-Fraumeni sendromu ve birinci derece akrabal&@daden sendromu

MRI TAK iP iCiN YETERL I KANIT OLMAYAN YA DA ONER ILMEYEN
DURUMLAR

-Yasam boyu kanser beklentisinin %15-20 olanlar

-Atipik hiperplazi

-Mammografide heterojen ya dgira derecede ygun meme

-DCIS iceren kisel meme kanseri 6ykusu

DCIS: Ductal karsinom in situ

Raloksifen osteoporozun oOnlemesinde ve tedaviskul&nilan dger bir
SERMs'tir. Osteoporotik kadinlarda raloksifen ilapylan ¢akmalarda ikincil son

noktasi olarak meme kanseri insidansinin agaldoralmistir. Tamoksifende
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oldugu gibi raloksifen de ER-pozitif meme kanseri ingigienl azaltmaktadir; ancak
ER—negatif kanserde etkisi yoktur. STAR galdasinda, meme kanseri getie riski
artms olan 19.747 postmenopozal kadinda tamoksiferaleksifenin etkileri ve yan
etkileri kaglilastiriimistir. Ortalama 3.9 yillik takip sonrasinda, invagieme kanseri
gelisimi degerlendirildiginde iki grup arasinda fark saptanmstmi Tamoksifen
kullananlarla kiyaslanginda raloksifen kolunda 6. yillda noninvaziv meme
kanserinin daha belirgin ol@u gorilmigtir. Yan etkiler acisindan raloksifenin daha
tercih edilebilir oldgu belirtiimektedir. Cunkl raloksifen kolunda enddried
hiperplazide %84 azalma saptagnae tamoksifen ile kiyaslanginda histerektomi
sayisinda belirgin azalma olglu gbzlenmgtir. Endometrium kanser riski raloksifen
grubunda dilkken, istatistiksel olarak iki grup arasinda |lgghir fark
saptanmamngtir. Tromboembolik olaylar ve katarakt g@émi raloksifen grubunda
daha az gorulmgfiir. Bu ¢alsmanin sonuclarina gore postmenopozal yuksek riskli
kadinlarda raloksifen medikal 6nlemede tamoksiéztavisine alternatif olabilir (74).
Adjuvan kemoterapi caimalarinda aromataz inhibitorlerininggr memede kanser
gelisme riskini tamoksifenden daha fazla azgitti gozlenmgtir. Kanser
insidansindaki azalma ER-pozitif kanserde gorighini Guinimuzde ER-negatif
kanseri dnlemede medikal 6nleyici ajan yoktur (57).

iki tarafll mastektomi ya da ooferektomi gibi koreyu cerrahiler meme
kanseri riskini azaltmak icin uygulanabilecekgeli yontemlerdir. Bugine kadar
koruyucu iki tarafli mastektominin etkisi gerlendirmek icin prospektif randomize
bir calsma yapilmamgtir. Islemin yararina ait bulgular retrospektif gahalar ve
vaka kontrol cakmalarindan elde edilgtir. Yapilan bir cagmada 1960 ve 1993
yillari arasinda ailesinde meme kanseri 6ykist simadeniyle bilateral koruyucu
mastektomi yapilan 639 kadini taragnwe meme kanseri insidansinda %90-94
azalma, meme kanserinden dlimde %81-100 azalmargagtir (57). Ortalama
takibin 3 yil old@gu 139 BRCA mutasyon ggyicisinin dahil edildii prospektif bir
calismada, Meijers-Heijboer ve ark’lari koruyucu masteki yapilanlarda meme
kanseri gozlenmegini bildirmistir (75). Rebbeck ve ark’lari 483 BRCA mutasyonu
tastyicisini retrospektif ve prospektif glerlendirmg ve bu ¢agkmada koruyucu
mastektomi yapilanlarda meme kanseri insidansirf0-9% azaldiini bildirilmistir
(76).
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iki tarafli koruyucu mastektomi BRCA mutasyonsitacilarinda etkili
olmasina rgmen bircok kadin tarafindan kabul ediimemektediki tarafli
ooferektomi BRCA mutasyon nedeniyle riskli kadideralternatif risk azaltma
stratejisidir ve BRCA mutasyonunda over kansekinisazaltmada da ek etki &ar.
241 kadinin dahil edilgdi vaka kontrol camasinda, ortalama ya42 olan 99 kadina
iki tarafli ooferektomi uygulanmive bu glemle meme karsinom riskinin azaidi

over kanseri insidansinin ise %96 azaldiozlenmgtir (77).

2.1.4. PROGNOSTIK VE PREDIKTiF FAKTORLER

Amerika Patolog Cemiyeti tarafindan meme kansein igrognostik ve
prediktif faktérler tanimlandi (57).

Meme kanseri prognostik faktorleri:

- Koltuk alti lenf nodu durumu

- TUmor boyutu

- Lenfatik ya da vaskiiler invazyon

- Hastaya

- Histolojik grade

- Histolojik alt tip

- Neoadjuvan tedaviye yanit

- ER, PR durumu

- HERZ2/neu amplifikasyonu ya da overekspresyonu
Meme kanserinin prediktif faktorleri:

- ER, PR durumu

- HERZ2 /neu amplifikasyonu ya da overekspresyonu

1-Lenf nodu durumu

Meme dokusundan gelen sivilar koltuk altinda yan genf nodlarina balir.
Bu lenf nodlarinin kanser tarafindan infiltre ed¥sn meme kanserinin ghr
organlara yayilimagimini gosterir. Ygam beklentisi direkt tutulan lenf nodu sayisi

ile iliskilidir. Lenf nodu negatif hastalarda on yillik ggan beklentisi %70 ve be
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yilda tekrarlama orani %19'dur. Pozitif lenf nodayssi arttikca relaps olasii
artmaktadir. 1-3 lenf nodu pozitiginde tekrarlama orani beyilda %30-40, 4-9
pozitif lenf nodunda tekrarlama orani %44-70, ontkia lenf nodu pozitifiinde
ise tekrarlama riski %72-82'dir (78).

2- TUmor boyutu
Tamoran boyutu, primer cerrahiden sonraki yillat@@orin yinelemesinde ve
timore bgll 6lum icinde dgismez prognostik faktérdlr. TUmor capinin >2cm

olmasi tek bgina yuksek risk bulgusu olarak kabul edilmekted®)(

3-Hasta yal

Meme kanseri riski yda beraber artmakta ve hastalik hes yaubunda
gorulebilmektedir. Bircok caimada, déer ya gruplari ile kiyaslanginda 35 yave
daha genc olgularda daha yuksek oranda yinelemetiesgkalim gosterilmgtir.
St. Galen Konsensus panelinde; lenf nodu negagjéilatin, 35 veya daha geng

olmalari tek bgina risk faktéri kabul edilmektedir (11).

4-Histolojik grade
St. Galen Konsensus panelindenf nodu negatif olgularda grade 2-3 orta
risk olarak kabul edilmektedir (11). Ancak histdkojgrade’in sgkalim Uzerinde

etkisi belirgin olarak kanitlanmastir (8).

5-Hormon reseptér durumu

Genelde hormon pozitif timorler iyi seyirlidir v@ormonal tedaviye yanit
verirler. Rutin patolojik tumoér incelemelerinde ERe PR dgerlendirmesi
yapllmaktadirimmunhistokimyasal boyama semikantitif bir teknikplgézlemci ve
antikor b&iml bir testtir. (80).

6-HER2/neu
Meme epitel hicreleri g#li hormon ve buyume faktorlerinden
etkilenmektedir. Bircok buyime faktori hicresel lipeoasyonda membran

reseptorleri aracgiiyla intrensik tirozin kinaz aktivitesine etki edeNukleer
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transkript faktorlerini de etkileyerek blUyume kalimde yer alan genlerin
duzenleyici bélgeleri ile ikiye girerler. Hucresel proonkogen olarak adlatairve
hiicre dizeyine etki eden bu faktorler hiicre blyimdes 6nemli dgisikliklere
neden olurlar. Bu blyime reseptorlerinden birisi R2Elir. Cerb-2 olarak da

adlandirilir (57)Sekil 1'de reseptoriin yapisi gosteriktm.

HER-2 reseptor dimer transmembran
sinyal iletim yolu

Biyime faktoel

Sekil-1: HER2 reseptorinin yapisi

Invaziv meme kanserlerinin %20’si hem prognostik raenprediktif etkisi
olan HERZ2'yi overeksprese eder (57). HERgZriaekspresyonu hiicre yiuzeyinde
bulunan reseptoérlerin sayica normalin Ustiine cikimas(Sekil 2). Adjuvan
transtuzumab kullanimindan énce HER2 overekspresyami prognoz ve agresif
tumor fenotipi ile ilgkiliydi (81). HER2 durumuna goére hastanin hangi kesrapi
ilacindan (doksorubucin, transtuzumab, lapatindyda gorileca 6ngorulebilir .
Yapilan geriye donik klinik ¢caimalarda HER2—pozitif hastalarin antrasiklin bazli
tedavi rejimlerinden fayda gorda goOsterilmgti. Devam etmekte olan
calismalardan alinan bilgiler, HER2 pozitif tumorlerirakbitaksel bazli adjuvan
tedavilerden yarar gkayacaini ne surmektedir (82).

Yeni bir ¢ift-kor, randomize, faz 3 cginada lapatinibin HERZtimorlerdeki
etkisi deerlendirilmistir. HER2 negatif ya da bakilmagnimetastatik hastalarin
paklitaksele lapatinib eklenmesinden fayda gor@iedncak HER2 pozitif olanlarda
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paklitaksel ile lapatinibin birinci basamak tedawidbelirgin bir klinik iyilesme
saggladigl gosterilmgtir (83).

HER2 ampliikasyonu overekspresyon ile sonuglanr

Sekil-2: HER2 girn ekspresyonu ve amplifikasyonu

HERZ2'yi test etmek icin bircok model ggirilmistir. GUnimuzde kullanilan
testlerin %20’si yany kullanilmaktadir. Amerika Klinik Onkoloji Cemiyetve
Amerika Patolog Cemiyeti HER2 testlerinde uyumfulisaglamak igin bir kilavuz
Onermitir. Buna gbre meme kanseri dokususléagicta immmunhistokimyasal
boyama ile HER2 protein ekspresyonu icingeiendiriimelidir (84). HER2
ekspresyon skor metodu hiicre membran boyagekiine gére belirlenir. Skorlama
asagida belirtilmitir (Sekil 3);

+3: pozitif HER2 overekspresyonu; invaziv tumorin %B@an fazlasinda gon
membran boyanmasinin olmasi
+2: Supheli HER2 protein ekspresyonu; tek tip olmayandgazayif ygunlukta
membran boyanmasi (hiicrelerin en az %10 boyanncalgla
0 yada +1:negatif HER2 protein ekspresyonu
Supheli boyanan meme kanseri dokulari HER2 geni Hikgodyon
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yontemlerinden biri  kullanilarak yeniden glendiriimelidir. HER2 geni
amplifikasyonu, HER2 geninin hicre nikleusunda balu kopya sayisinin
artmasidir. Genelde fluorescence in situ hybridhrat(FISH) kullaniimaktadir.
HER2 durumunu deerlendirmede FISH daha kabul edilebilir bir yontefmasina
ragmen immunhistokimyasal boyamadan daha pahali olmadwllanimini
sinirlamaktadir (84) .

HERZ2 durumu

=% ™
Horemai 0 Mormal 1+ Anormal 2«

Anormal 3+

T bmaged =i s rp of by onmnsn B0 Seda e Tolsge ol vieplais

Sekil 3: HER2 immun boyama

7-Diger faktorler

Erken evre meme kanserlerini ggelendirmek igin birgok prognostik ve
prediktif faktor vardir; ancak bunlar Amerika’datiru kullanima yaygin olarak
girmemitir. Bunlar;
1-Proliferasyon belirtecleri: S-faz fraksiyonu, ttm ya da bromodeoksitridin ile
boyanan htcrelerin yiizdesi Ki-67’nin hicresel eksponu ve mitotik indeksi
2-Plazminojen aktivator sisteminin 6lcuimi: Urokingdlazminojen aktivator
konsantrasyonu, plazminojen aktivator inhibitérahkantrasyonu
3-Tumor anjiogenezinin dlgimi
4-immunhistokimyasal yontemlerle kemik gilin gizli mikrometastazlarini

saptamak (85).
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2.1.7. HSTOLOJIiK BULGULAR

Meme kanseri histoloji siniflamasi tablo 4’de gésta stir.

Tablo 4: Malign Meme Kanserinin Histopatolojik SiniflamaSi§

Histoloji

1-Noninvaziv Karsinomlar
a-Intraduktal (in situ duktal) Karsinom
bdn Situ Lobuler karsinom
2-invaziv Karsinomlar
ainvaziv Duktal Karsinom
b-intraduktal Komponenti Baskimvaziv Duktal Karsinom
cinvaziv Lobuler Karsinom
d-Musindz Karsinom
e-Meduller Karsinom
f-Papillar Karsinom
g-Tubuler Karsinom
h-Adenoid Kistik Karsinom
i-Sekretuar (juvenil) Karsinom
J-Apokrin Karsinom
k-Metaplastik Karsinom
- Squamoz Tip
-Igsi Tip
- Kartilajinbz ve Osse0z Tip
- Miks Tip-Dgerler

3- Memenin Paget Hastafg!

2.1.8. EVRELEME
AJCC evreleme sistemi meme kanserini tumor boytjulénf nodu durumu

(N) ve uzak organ metastaz (M) varma gore dort evreye ayirmaktadir (Tablo 4,
Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7) (86).
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Tablo 5: Primer timoér boyutuna gore siniflama (86)

TUmor boyutu

-Tx: Primer tumor dgerlendirilemiyor
-TO: Primer tumore ait kanit yok

-Tis: (DCIS) karsinoma in situ
-Tis: (LCIS) karsinoma in situ
-Tis: Tumor olmadan meme $ada paget hastgli

-T1: Tumor boyutu 2 cm ve daha kiguk
-T1mic: mikroinvazyon 0.1 cm ya da daha kuguk
-T1la: Tumor 0.1-0.5 cm arasinda
-T1b: Tumur 0.5-1 cm arasinda

-T1c: Tiumor 1-2 cm arasinda

-T2: TUmor 2cm-5 cm arasinda

-T3: TUmor >5 cm

-T4: Tumor capi gozetilmeksizin gids duvari ve cilt invazyonu
-T4a: G&us duvari invazyonu (pektoral kas invazyonu yok)
-T4b: Ciltte 6dem ya da Ulserasyon ya da ayemede

satellit cilt nodullerin vargi
-T4c: Hem T4a ve T4b'nin olmasi

-T4d:inflamatuar meme
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Tablo 6: Bolgesel lenf nodlari tutulumuna gore siniflama) (86

Lenf nodu

Nx: Degerlendirilemiyor

No: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: ipsilateral hareketli aksillar lenf nodu ya da nodla

N2: Birbirine bagli ve cevre yapilara fikse lenf nodu (N2a) ya dailéd lenf
nodu tutulumu olmadan Klinik ipsilateral mammarradlarin pozitiflgi (N2b)

N3: Ipsilateral internal mammarian nod metastazi (N3aaksillar lenf nodu
tutulumu ya da ipsilateral infraklavikular (N3b) da supraklavikular lenf nodu
(N3c) metastazi

Tablo 7: Uzak organ metastazina gére siniflama (86)

Metastaz

Mx: Uzak metastaz gerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak organ metastaz var
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Tablo 8 TNM Evrelemesi (86)

Evreleme
EVRE TUMOR(T) NOD(N) METASTAZ(M)
Evre O Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre ll a TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre llb T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre llla TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1-2 MO
Evre lllb T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre llic Herhangi T N3 MO
Evre IV Herhangi T Herhangi N M1

Bes yillik yasam beklentisi tumor evresi ile gkilidir. Evre 0 icin bg yillik
yasam beklentisi %99-100, evre | igin %95-100, evregih %86, evre Il igin %57,
evre IV i¢in %20'dir. Prognostik bilgiler hastanedavisinin planlanmasinda hekimi
yonlendirir. Prognozu belirlemede timér dokusunustadiojik grade’i, ER/PR,

HER?2 durumu ve tutulan lenf nodlari da belirlenmiel{(87).

2.2. MEME EPIiTELYAL KOK HUCRES i

Meme bezi yapisal olarak dinamik ve 6zel bir organdfasam boyunca
gerceklgen hormonal d#siklikler ile proliferasyon, yeniden dizenlenme ve
farklilasma gibi epizodlarin uyaril@ bir organdir (88). Gebelik sirasinda meme
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epitel hicre sayisinda masif artlur (89). Bu artmy epitel populasyonu laktasyon
sonrasinda apopitotik huicre 6lumu ile azalir. Huoigumesi ve apopitotik hiicre

oluma gibi ardgik olaylar, her gebelik doneminde ve sonrasindaedeésir (sekil 4).

Sekil 4: Meme epitelinde dénemsel g@gimler

Meme bezine bu gegleme kapasitesini glamak icin meme bezinde
farklilasabilen hicre hiyeraisi olmalidir. Ergkin meme dokusunda olmasi gereken
bu hiicre hiyerarsi kok hiicre ve progenitor hicre tipleri aragyla s&lanmaktadir
(90,91). Ergkin meme dokusunda kdk hiicrenin g gorevi vardir,

1- Gelisim sirasinda egkin meme bezi dokusunu glurmak

2- Gebelik, laktasyon, involisyon sirasinda meme heziolyan buyik doku
ekspansiyonunu ve yeniden diizenlenmesigiasaak

3- Doku hasari sonrasinda tamir igin kaynaiamak.

Kok hicre varlgini destekleyici bulgular transplantasyon gaklarindan
elde edilmgtir. Bu calsmalarda gelime veya laktasyon donemindeki memeden
alinan bir dokunun alveolar ve duktal yapilar datwh memeyi yeniden ofturdugu
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ortaya konulmgtur. Meme epitelyal kok htcre vatliilk kez De Ome ve ark’lar
tarafindan ortaya atilgtir. De Ome ve ark’lari epitelden temizledikleri me ya&
dokusu icine doku parcalarini nakletme tgkmi gelistirmistirler. Bu calsmada
farkli bolgelerden elde edilen ve farkh durumldadmeme bezini bgka bir fareye
naklettikten sonra tim glandiler yapinin yenidelnstigini gostermglerdir (92). Bu
alanda en ikna edici ¢cgina Kordon ve Smith tarafindan yapiftm. Bu deneysel
modelde tim epitel dokusu temizlegnfare meme y&adokusuna, fare meme timor
virisu kullanilarak tek bir hiicre nakledigwve tim meme bezinin gefigi ortaya
konulmustur. Ek olarak meme epitel kdk hicresinde meydaglangherhangi bir
mutasyonun tim meme epitel hiicrelerini de etkilegeeurgulamslardir (89).
Chepko ve Smith elektron mikroskobu egalalariyla meme hucrelerini
yapisal ve fonksiyonel olarak karakterize edereketin argtirmalarda da dikkati
ceken ve mitoz yapabilen soluk boyanan hiicrelerméadilar. Argtirmacilar meme
hiicre tiplerini karakterize etmek igin bolinme, stnk ve asimetrik bolinme,
farklilasmamg sitoloji gibi temel kok hicre 6zelliklerini kilazuolarak kullandilar.
Sitolojik farklilasmada hucrelerin ka¢ organel icerdiklerine, 6zetlig organeller
icerip icermediklerine, apikal ya da bazal yizdepoblmadgina gore dgerlendirme
yapmslardir. Bu argtirmacilar meme epitel hiicrelerini morfolojik ozidérine gore

bes gruba ayirmglardir (90);

1
2- Sitolojik olarak daha kompleks olan fakat farkdfeams buyilk soluk
hicreler (Undifferantiated Large light cell)-ULLC

Morfolojik olarak primitif olan kii¢ctik soluk hiicrel€Small light cell)-SLC

3- Sitolojik olarak iyi farklilggmis buylk soluk hicre (differantiated large light
cell)-DLLC

4- Luminal hicre (large dark cell)-LDC

5- Miyoepitelyal hiicre

Ayni argtirmacilar bu morfolojik belirtecleri kullanarak me epitelindeki
farklilasma ve hicre proliferasyonu icin bir model gétmislerdir. Bu modele gore
SLC ana hicreye benzer yavru hucreler dreBu yavru hicrelerden biri

farklilasmamg dogasini korur ve kok hicre olarak kalir. Morfolojikacak ana
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hiicreye benzeyen yavru hicre bolinme kapasitesj atecak kendini yenilemeyen
progenitdr hicreyi okturur. Progenitdr hiicre bélinmesindensalu yavru hticreler
sekonder progenitor hicrelere (ULLC) fark§ila Sekonder progenitor hicreler
sekretuar ya da miyoepitelyal farkhfaa gdsterebilir. ULLC DLLC ve sonrasinda
LDC'ye farklilasacak ¢ok sayida ULLC ojturmak icin ¢cok sayida bolundr. Bunlar
alternatif olarak miyoepitelyal hiicrelere de fadgabilir (sekil 5) (90).

AT O
@ Mitosis
byt .
wlltetls
e
[ FROGEMITOR CELL

Sekil 5: Meme epitel hiicrelerinin yenilenmesi

Normal insan meme epitel hicreleri, eksprese etiilkllizey belirteclerine
gore luminal ve miyoepitelyal hicreler olarak aghilir. Matir meme bezindeki
liminal epitel hicreleri sitokeratin 18 (CK18),akieratin19 (CK19), epitel spesifik
antijen (ESA) ve sialomucin (MUC-1) eksprese ederkmiyoepitelyal hicreler
sitokeratin 14 (CK14), vimentin, beta-4 integrin,AKLA (common acute
lymhoblastic leukemic antigen) ve alfa-diiz kasireKRSMA) eksprese ederler
(6,7,8). Kok hucrelerin sitokeratin 5 (93) ve ESM4) eksprese e
varsayllmaktadir. Balzar ve ark’lari, ESA’nin ar§nepitelyal proliferasyon ile
ili skili oldugunu ancak htcre farklgenasi ile arasinda ters birski oldugunu 6ne
surmglerdir (94). Baka bir ¢calsma grubu CK19'un meme bezinde kok hiicrelerin
bir belirteci olabilecgini gostermgtir (95).
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Kollajen ya da laminin gibi iki ya da U¢ boyutlu lir sistemlerinde, akim
sitometrisi ve tek hicre agtirma yontemleri ile elde edilen epitel hicrelemini
herhangi bir meme yapisini eturabildikleri gdsterilmgtir. Sting ve ark’lari bazal
membran sistemi ofturmak icin kollajen jel kiiltiriinde, ESAve MUCT insan
meme epitel hicrelerini kullanarak hem liminal hel® miyoepitelyal hicre
kolonilerini olwturmuslar ve bu hicreleri kok/progenitdr hicre olarak wab
etmilerdir (96). Dontu ve ark’lart insan meme Kkok/progér hicrelerin
cogalmasini gostermek icin in vitro hicre kuiltiri emt gelstirmislerdir. Bu
calsmada meme epitel hicrelerini ygin olmayan mammosfer stispansiyonunda
kultare ettiler. Bu hicrelerin farkligana potansiyellerini matrijel ve kollajen gibi iki
boyutlu kulttr sistemleri kullanarak test ettilee yapsik olmayan mammosferin
hem |Uminal hem de miyoepitelyal farkhlaa kabiliyetine sahip oldunu
gostermglerdir (97).

Gudjonsson ve ark’lari yaptiklari bir gahada, immunomanyetik aytirma
yontemini kullanarak MUC] ESA" yiizey belirtecleri ile bir epitel hiicre
popilasyonu izole ettiler. Klonal kilttrlerde buitep hiicre populasyonun hem
farklilasmis ESA", MUC1" liminal hiicreler hem de ASMAmiyoepitelyal hiicreler
olusturdusu gobzlenmgtir. Ayni zamanda laminin jel kdlturine ekildiklade, bu
popilasyon terminal duct lobuler unit (TDLD) yapesibenzer dallanan yapilar
olusturdusu gorulmitar. Bu ylzden bu popilasyon meme bezinin kdk hicre
kompartmani olarak kabul edilgir. Bu populasyonun kok/progenitér hicre
belirteci kabul edilen CK19'u eksprese @ttle gbzlenmitir (95).

Farkli hicre tiplerinin olgmasi icin 6zel kdlttr ortamlari aiturulmustur.
miyoepitelyal hicrelere  domiiigi  gosterilmgtir.  Ancak  bunun tersi
gerceklatirilememistir. Bu bulgulardan Iuminal hicrelerin progenitdidne 6zellgi
gosterdgi sonucu ¢ikarilabilir (93,98,99).

2.2.1. MEME EPITEL KOK HUCRELER iNIN TANIMLANMASI

Kok hucre fonksiyonlarinin argdmasi yaninda, bu hicrelerin tanimlanmasi

ve ayrgtiriimasi da gerekmektedir. K6k hicrelerinin sayazaolmasi ve evrensel
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morfolojik 6zelliklerinin olmamasi nedeni ile bu d¢rélerin tanimlanmasi zordur.
Kok hucrelerinin tanimlanmasi igin bircok belirtésca-1, p21, CK19, CKS5, alfa-
integrin gibi) kullaniimaktadir. Normal memede kidécreleri nadiren bélindrler ve
Uretken ya boyunca varfiini surdardrler. Yani kok hiicreler sessiticrelerdir. Bu
Ozelliginden yararlanilarak kok htcrelerini agtrrmak icin bir DNA karetleyicisi
olan bromodeoksiuridine kullanilir (k6k hicre batiedisi icin bu boyayr sabit
olarak tutar). Bu yontem bircok atamaci tarafindan kullaniimaktadir
(100,101,102). Kok hicrelerinin fdaa bir 6zellgi de Hoechst ya da rhodamine gibi
boyalari hiicre dina atabilmeleridir. Bunu p-glikoproteinler ya d&CBPs (breast
cancer resistant proteinler) gibi membragiyie proteinlerinin artny ekspresyonu
ile yaparlar. (103,104) Boyanin hicresida bu sekilde atilmasi, meme epitel
hiicrelerinde side—populasyon (SP) olarak tanimldraralt grubu ortaya cikarir.
Memedeki SP'nin multipotent 0Ozedli transplante edildikleri farelerde meme
dokusunu olgturmalari ile anlgilmistir (104,105,106). Mammoplasti ya da memenin
iyi huylu hastaliklari icin yapilan cerrahilerindetde edilen dokularda, fare meme
bezindekine benzer SP 6zgitide alt grup tespit edilmtir (97,107,108,109,110).
insan meme bezinde SP ile ilgili gahalarda, SP hucrelerinin giimlari analiz
edilmistir. Gozlemlenen dalim oranlar %0,2 (107, 109), %1 (97), %5 (108110
olarak bildiriimektedir. Cabmalardaki SP dalimlarindaki farkliliklar metodolojik,
hasta topluluklari, analiz edilen kék hicrelerirpyga ve in vitro kiltlr ortamlarinin
farkhliklarindan kaynaklanabilir (111). Dokuzskiin dahil edildgi bir analizde SP
dagihmi ile yss, dogum sayisi, menstural siklus vegon kontrol hapi kullanimi
arasinda ifki bulunamamtir (109).

Kok hicrelerinin izolasyonu icgin kullanilan ¢k@ bir metod da hcrelerin
yuzey belirteclerine gore aytiriimasidir. Fare meme kok hicreleri, hematopoetik
kok hicre tanimlanmasinda kullanilan metodlara &engllar ile tanimlandi.
izolasyon yontemi Shackleton ve ark'lar ile Stinge \ark'lari tarafindan
kullaniimistir. Bu calgmada hematopoetik ve endotelyal hicreler taze duokud
ayristirildiktan  sonra farklh meme alt gruplar yuzey litbeclerine gore
tanimlanmgtir. Bu amacla kullanilan yutzey belirtecleri CD2£L0O= cluster
defination), CD29 (beta-1 integrin) ve CD49 (alfan€egrin) idi. CD24 ve CD29 ya

da CD49'u fazla eksprese eden hicre alt tipler(gift pozitif hlicre popilasyonu)

36



fare meme kok hticrelerince zengin gidibulunmugtur (91,99).

Smalley ve ark’lari fare memesinde gosterilen SErdiérinin insan meme
bezinde de oldgunu gostermierdir. Calsmalarinda epitel belirtecleri kullanilarak
SP hicrelerinin farklikgnams oldugunu ve SP olmayan hiicrelere nazaran daha az
CK14/19 ile fazla vimentin eksprese gitii bildirmislerdir. SP hicrelerinin, epitel
dokusu temizlenngi fare meme y& dokusuna nakledildinde lobuloalveolar ve
duktal biyume yaptini gozlemgler. Bu da SP hicrelerinin tam farkkiaa ve
gelisim kapasitesini gdadiklarini ortaya koymaktadir (105).

Noral kok hicreleri stispansiyon icinde kuiltire édterinde gorunite
homojen hicreler toplufin olusturur (112). Bu artngi kendini yenileme kapasitesi
gosteren hicre topluluw norosifer (neurosphere) olarak adlandirilir. Vdiche
ark’lari benzer bir yaklam kullanarak meme kok hucreleri icin de bir metod
gelistirmislerdir. Hucreleri bgimsiz besiyerinde tutarak farklglaadan kalmalarini
sglamiglardir. Bu ortamda insan meme epitel hiicreleri yiakayapilar olgturdusu
gorulmistar. Bu yapilara mammosfer (mammosphere) adi vestiin{113,114,115).
Kollajen alt tabaka Uzerinde buydtilduklerinde mawsfarden elde edilen tek
hiicrelerin sadece duktal ya da miyoepitelyal higcnelbelirteclerini eksprese eden
kolonilere farkhlgtigi gbzlenmgtir. Matrijelde buydtulduklerinde ise tek hicreleri
fonksiyonel kompleks dallanmi yapilar olgturdusu gorulmgtar. Ek olarak
prolaktin eklendiinde mammosfer limene beta-casein sekrete edersijomiel
alveolar hucreler yapabilgii gozlenmgtir. Mammosfer cadmalarinda retroviral
etiketleme ile mammosfer klonalitesi ortaya kostau Ayrica farklilgmams
durumda ¢ok sayida pasajda bu hicrelergalabildigi ve multipotent kapasitelerini
koruduklari gozlenmgtir. Bu da her mammosferin ortalama bir siferslaaci
kok/progenitor hiicre icergini ve normal meme geliminin incelenmesinde gerli
bir model olacgini gostermektedir (95,97,116).

2.2.2. KANSER KOK HUCRESI
Habis tumorlerin birgok ortak 6zedlivardir. Bunlardan biri habis tumaorlerin

genetik ve cevresel faktorlerin neden @dumutasyonlardan kaynaklanmasidir.

Diger bir ortak 6zellik timor dokusu icindeki hiucrétecssitlili gidir. Bu hicreler
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boyut, membran icegi, antijen ekspresyonu, proliferasyon, metastazakapsi gibi
Ozellikler agisindan farkhlik gosterir. Tumorlekildou heterojen yapi iki model ile
aciklanmaya calilmistir (Sekil 6). Bu modeller skolastik ve kék hiicre modelid
Skolastik modelde, timor hicrelerini gluran hicrelerin hepsi kanser giurma
yetengine sahiptir; bu hiicreler zaman igerisindgitiemutasyonlara gramakta ve
en agresif olan hucreler tumdrin progresyonuna saelmaktadir. Kisaca tumor
icerisindeki herhangi bir hiicre invaziv olabilir veetastaza sebep olabilir, ya da
tedaviye direncli hale gelebilir (88). Skolastik detin aksine, kanser kok hicre
modelinde timadr hicrelerinden kiguk bir hiicre grikboser olgumu, progresyonu
ve rekurrensinden sorumlu tutulmaktadir. Bu kugtikcre grubuna, kok hicre
benzeri 6zelliklerinden dolayl kanser kok hicre @)Kadi verilmektedir. Bu
hiicreler kendini yenileyebildikleri gibi farklgenis htcrelerin de olgmasini
sglamaktadir. Bu 0Ozelliklerinden dolayr bu hicre grubiim timor tiplerinde
heterojen hiyeraik bir yapi olgturmaktadir (88). Deneysel ve klinik bulgular,
kanserin kok hicre poptulasyonunda meydana gelemasymtdan kaynaklangni
desteklemektedir (4). Kanser kok hiicre modeli, rarikdok hicrenin kanserin
kayna olabilecei Uzerinde durmaktadir (117). KKH normal kok hiereyenzer
gorinume sahip olmasina graen proliferasyon ve farklgma acisindan kok
hicreden ayrlir. KKH'nin tumor Bhatici kapasitesinin yaninda vicuda yayilarak
metastaza sebep olma 6zgllde vardir (88). KKH timor icerisindeki timorojéni
olmayan hucrelerin yapimindan da sorumludur. Budtiajenik olmayan hicreler
tumor  kitlesinin - ¢g@unlugunun  olymasindan sorumludur. Mutasyonlarin
olusmasindan yillar sonra meme kanseri ortaya ¢cikmaktbtbme bezinin yiksek
dongusiinden dolay! tim onkojenik mutasyonlari teriécek tek hiicre topluiu
meme kok hicreleridir (88).

Kanser ve kok huicre gkisinin anlgiimasi yillar 6ncesine dayanmaktadir.
Ancak KKH varlgina dair ilk direkt kanit Lapidot ve ark’larinialggmasindan elde
edilmistir. Lapidot ve ark’lart kdk hucrelerinin 6nemli rbbzelligi olan kendini
yenileme kapasitesini gostererek akut miyeloid ndise KKH’y1 tanimlamglardir
(118). Losemik hucrelerde KKH’nin tanimlanmasi aildiinyasinin kanser ile ilgili
diUstncelerini dgistirmistir ve solid timorlerden izolasyonunun onuni agmi

(7,119). KKH bulunduklari timoériin sadece yalta %1’lik kismini temsil
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etmektedir ve sadece immun defisit farelerde yeanitiimor olwturabilmislerdir.
Meme gibi sglkl dokulardan kok hiicre izolasyonu zor olmasragmen, klonal
tumorlerden elde edilen kanser kdk hucrelerininlaggonu ve bunlarin uygun

hayvanlara nakilleri ile yeniden timor elurulmasi mimkanduar (120,121).
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Sekil 6: Kanser gelime modelleri

2.2.2.1. Kanser Kok Hucrelerinin Gelgimi

Gunumizde kanser hastalarinda bircok gende mutadgogu gozlenmstir.
Kanser olgumunu 6nlemede timor baskilayici genlerin kritikero vardir. Farkl
yerlesik kok hicreler onkojenik potansiyellerine gérei&pilirler; ciinki genetik ve
epigenetik faktorler kiden kksiye desisebilecei gibi ayni insanin farkli organlari
arasinda bile dgsebilir. Son on yil icinde yapilan camalarda, dokularda KKH
gelisimine neden olabilecek mutajenik etkilerleskili hicresel mekanizmalar
Uzerinde durulmaktadir. Kanser glununa neden olabilecek olasi mekanizmalar

asagida belirtilmistir (122).
a-Donistim mutasyonlarinin hedefi olarak kék hticre

Multipotent doku kok hicreleri uzun 6émdurli olmalaredeniyle anormal
biyime ve farklilgma oOzellikleri kazanarak KKH ofturabilir. Normal doku

dizenlemesi i¢in gerekli gecici aktivasyon yerirashkin kok hicre aktivasyonu ile
mikro cevreden ayrilma geii. Bu hormonal uyari, tekrarlayan doku hasarlari,
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inflamasyon, radyasyon, kimyasallar, enfeksiyonlaimor baskilayici genlerin
inaktivasyonu ya da onkogenlerin aktivasyonu ileusalbilir. Doku mikro

cevresindeki dgsiklikler kok htcrelerinin kronik uyariimasina yokar ve uzun

sureli proliferasyonu ile sonuclanir. Bu gibi sdrgddlinen hicrelerin ek genetik
degisikliklere egilimi olur. Bu genetik olaylarin bilinen etkilerirasinda biylimenin
otonom hale gelmesi, hicre dongusu diuzenlenmedindalma, apopitoza direng
vardir. Bunlar da kanser hicrelerinin en iyi bilinézellikleridir. Kanser genetik
olaylar sonrasinda kok htcrelerinin kronik aktivasyndan kaynaklanan, anormal

kok hiicre buyumesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastdakak digtintlebilir (123).

b-Donlsim mutasyonlarinin hedefi olarak progenitor hiicrele

KKH erken progenitdr hicreden kaynaklanabilir. FRnoighr hicreler kok
hicresi 6zellgi kazanmak icin bazi gesikleri bulundurmalidir. Yani kok htcreye

donsUmUni sglayacak mutasyonlari gglirmelidir (123).

c-Yonlendirilmis progenitor hucrelerin ve farkhlasmis hicrelerin yeniden

farklila smamasi

Yonlendirilmis progenitor hiicrelerin kok hiicre benzeri hiicreletuigmasina
yol acan kendini yenileme 6zeini yeniden kazandiklarina dair kanitlar vardir.
Farklilssmama fenomeni olarak da adlandirilan bu olay &tk rapor edilngtir.
Yakin zamanda, bu fenomen fareden elde edilen dakalda ortaya konulrgtwr.
Bu calsmada, aktive onkogenler eklenen fare fibroblastlarikbk hiicre benzeri

hiicrelere dongitigli gosterilmgtir (124,125).

d-Dolasimdaki kemik ili gi kok hucreleri ile doku spesifik kok hucrelerinin

birlesmesi
Kanserin, kemik iginden kaynaklh kok hicrelerin yaglzamanda ya da

yanls yerde bulunmalarindan kaynaklagia inanilmaktadir (126). Bu belki de

donsimin ilk basama olabilir.
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Cok basamaktan alan karsinogenez icin tim mutasyonlari toplayabkece
uzun Oomurld bir hticreye ihtiyacg vardir. Buniglegabilecek tek hicre kok hicredir.
Kanser gelim mekanizmalarindan ve gkin kok hicre tipinden @amsiz olarak,
KKH ve normal egkin kok hicresi arasinda benzerlikler vardir (12Bu
benzerliklersdyle siralanabilir;

- Asimetrik bélinme kapasitesi

Benzer sinyal yolaklari (Wnt, Sonic hedgehog ve dibtve polycomb

genlerin epigenetik diizeyi ile kendini yenilemediizenlenmesi

- Fonksiyonel esnekldi (pluripotent ve 6lumsuzlik) giyan bazi faktorlerin
ekspresyonu

- Hucresel hiyeraiyi saglama kapasitesi

- Hucresel ygam siresini arttiran uzagrtelomeraz ve telomeraz aktivitesi

- ABC tasiyicilarinin ekspresyonu (spesifik bliytume inhikitdlaclarina kan
direngten sorumludurlar)

- BlyUme faktorlerine duyarhlik

- Anjiogenik faktorlerin salinimi ile anjiogenezinaryimasi

- Benzer yiuzey belirteclerinin ekspresyonu. Bu betigr ya kok huicre

belirteci ya da metastaz ve tutunma ilgkili belirtecler olarak tanimlanir.

2.2.2.2. Kanser Kok Hiicrelerininizolasyonu ve Tanimlanmasi

KKH izolasyonu ve tanimlanmasi icin bazi yontendellaniimaktadir Sekil
7). Kdiltar ortaminda ve hayvan deneylerinde yapi@adsik transplantasyonlar
sirasinda saptanan sitogenetik bozukluklara dagl&maalign asit sivisinda da KKH
benzeri hiicreler tanimlangar (128). Sonrasinda, Kleinsmith ve Pierce traasid
teratokarsinomlarin tek bir pluripotent hicredernynaklandgini goéstermglerdir
(129). Doku kok hucrelerine benzer bicimde KKH'nda asimetrik bolinme
kapasitesine sahip olguna inaniimaktadir. Bu bélinme ile kok hiicre hemdiee
benzer hem de farkldenaya yonlendirilmg yavru hticre olgturur. Ayrica KKH’nin
simetrik bolinme vyapabilgi (bir hicreden iki yavru hicre aiturmasi)
gosterilmigtir  (130). Bu htcrelerin normal kok hicreye benze¢imde yara

iyilesmesi ve inflamasyon durumunda hizli prolifere @awdsterilmgtir. Kanser
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dokusunun kendini yenileme kapasitesi olan kok &lécr gecici olarak ggalan
progenitor (transiently amplifying progenitdr) hé@r ve kisa ywmm sureli

farklilasmaya giden hticreler kanmindan olgtugu gozlenmgtir (131).

MATERIAL
Cell line Mouse xenograft

* CD444CD24 i + CD1337

+ ALDEFLUOR assay » CDOB17 ISOLATION
; + Sida popultion « COUOiCD2a7
FACS analysis
in vitro assay in vivo assay
S .
-l
- r

PROPERTIES

+ T igenici
+ Tumaorsphere formation umorigenicity assay

+ Re Llation of the initial pheno
+ Serial passages (self-renswal) i P type

+ Serlal passages (self-renawal)

Sekil 7: Kanser kok hicrelerinin tanimlanmasi

KKH ile ilgili calismalar hematopoetik sistem lzerindensl@aistir.
Hematopoetik sistemde htcresel seriler detaylilagmks ve hicre hiyerarsi ile
iliskili olan cesitli ylzey molekilleri tanimlanngtir (132,133). Kan hucrelerinin
hiyeragik yapisinin kabul edilmesinden sonra, gaklar 16semik kok hicrelerinin
tanimlanmasina yunlasmistir. Losemik kok hicreleri, CD hiicre yluzey belitest
kullanilarak tanimlanmaya cailidi (134). Akabinde, Lapidot ve ark’lari il bir
bicimde sinirh dilisyon analizlerini kullanarak wk miyeloid lI6semide I6semi
baslatici hicreleri (I16semik kdk hicresini) tanimlatm Akut miyeloid I6semide

yapilan bu cajmada, malign I6semik kok hiicrelerinin CDB3D38 yiizey
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belirteclerini eksprese eden immatir (yonlendiriinig hicrelerden geftigi ve

benzer kemik iki mikro cevresinden kaynaklarggl gosterilmgtir (118). Benzer
bicimde, multiple miyelomda da CD138D34 hicreler toplulgunun in vitro

kolonik olduzu, immun defisit obez olmayan farelerde suldtransplantasyonlar ile
timor olyturabildikleri ve CD138 hiicrelerinin bunu yapamadiklari gostergtiri

(135).

Hematopoetik sistem gnda, kanser kok hicre vanlideri, ba&irsak, testis ve
solunum sistemi gibi hizli galan dokularda asariimistir. Yakin dénemde yapilan
calismalardan solid yasabuyliyen doku ve organlarda kok hicre na dair
bilgiler elde edilmgtir (4,136,137). Normal kok hicre tarafindan ekspredilen
spesifik belirtecler az sayida bulunan KKH’nin ayrilmasini sglamaktadir. Tablo
9'de kanserlere spesifik ylizey belirtecleri gdstergni Solid timérlerin kaltar
ortaminda fenotipik olarak heterojen ve kolonikuktr bilinmektedir. Bu yizden
bircok calgma grubu kanser kok huicre hipotezini hematopoastes Uzerinden
solid timorlere uygulargtir. Beyin timorlerinde KKH karakterindeki hicrelgk
kez insan glioblastomundan gianan kolonik norosifer kuoltlrlerinden izole
edilmistir (138). GuUnumuzde ger calsma gruplari da bundan giansiz olarak beyin
tumorlerinin norosifer olgturucu hicreleri icerdiklerini dgulamstir (119,139). Bu
hicrelerin ylzey belirteci olan CD133 ve netsindeengin oldgu, belirgin
proliferasyon, kendini yenileme ve farkhlaa kapasitesine sahip olduklar
bildirilmi stir. KKH prostat, (140), pankreas (141), kolon (14”43) ve meme
kanserinde (7) de gosterilgtir.

Ksenograft bir modelde O’Brien ve ark’larl, insanolén KKH
suspansiyonunu, ©oncedesinlanmg obez olmayan immun defisitli farelerin
bobreklerinin altina ekmgier ve primer ya da metastatik kolon kanseri olan
orneklerin  hepsinin primer timore benzewekilde timoér olgturduklarini
bildirmislerdir. Bu tumorlerin pasajlanma sonrasi ikinci uelnct nakilde bile
yeniden tumor olgturduklar  gosterilmitir  (142). Kolon KKH’si CD133
ekspresyonuna goére agtrilmis olup CD133 hicrelerin dgihmi %1.8-24.5
arasinda saptangtir. Bir calsmada CD133 hiicreleri NOD/SCID farelere implante
edildiginde 49 tanesinin 45’'inde, CD138ucreleri implante edildiklerinde ise 47

farenin 1'inde timor olgturdusu bildirilmistir (122). Hucrelerin farklilgmams
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durumda buyumesini glmyan norosifer benzeri kolon siferleri, kolon kans
hicrelerini  buyitmek icin  kullaniintir  (122). Kolon siferlerinin - CD133
hiicrelerden zengin old@u ve farelerde tumor ojturabildikleri gosterilmgtir. Primer
kolon kanseri hicrelerinin bir yil boyunca sifeai@k biyudukleri ve primer timére
benzer bicimde timoarleri blatabildikleri bildirilmistir (143). Bu ¢amalarin hepsi,
tumorun kuguk bir grup farklifgmams hicre tarafindan ogtugu ve timor kitlesinin
farklhilasmis hiicre populasyonundan elugunu savunan kanser kok hiicre hipotezi
ile uyumludur (4,131).

Tablo 9: Kanser kok hticrelerinin izolasyonu igin kullanikgiizey belirtecleri (127)

Kanserin Tipi Yuzey Belirtegleri

Akut miyeloid I6semi CD3% CD38, CD96, CD90
Noral CD133

Meme CD44, CD24

Prostat CD133+, beta-integrin
Akciger Scal, CD45, CD31, CD34
Hepatoselluler CD133

Pankreas CD44CD24, ESA’
Kolorektal EpCAM™Y ¢ CcD4a4
Kolon CD133

Karacier CD133

2.2.3. Meme Kanser Hucrelerin Tanimlanmasi

Al-Hajj ve ark’lari, Michael Clarke laboratuarin@dkimsitometri kullanarak
hiicre sUspansiyonu haline getirigmprimer meme tumoérld ve metastatik plevral
efizyonlardan kanser kok hicrelerini CD44, CD24 i gibicre adezyon
molekdllerinin ekspresyonuna gore ayirmislardir Sekil 8). Siklikla, primer timor
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dokusundan awtirilan hicreler hemopoetik seri hiicreleri ile kamtne olmugtur.
Bu gibi kontaminasyonlari glamak icin hicreler 6nce lineage (nesil) belirtecle
ekspresyonlarina gore agtrrilmistir. Bu amagcla kullanilan yuzey belirtecleri CD2,
CD3, CD10, CD18, CD31, CD64dur. Bu yuzey belira¢l I6kosit, endotel
hiicreleri, mezotelyal hicreler ve fibroblast hugepulasyonlari ile ikkilidir.
Linegae negatif (Li) meme kanseri hicre fraksiyonu, CD44/CD24 vyilzey
belirtecleri kullanilarak aystirildi. CD44"™se cD44stk cp24tksek cp24/dstk ye
bunlarin kombinasyonlari aytirma sonrasinda gruplandirigar ve 6zellikle obez
olmayan diyabetik immun defisit farelerin memegydokusu igerisine implante
edilmistir. Boylece farkh yizey belirteci ekspresyonu wgen hicrelerin timor
olusturma kapasiteleri gerlendirilmistir (7).

CD44'/CD24Lin" hiicrelerin 1x18tanesi yeni timor oltururken 2x16 tane
CD44/CD24Lin" hiicrenin timor olgturamadg gozlenmitir. Hiicre belirteci
olarak epitel spesifik antijen (ESA) degdelendirildiginde 2x18 hiicrenin de tumor
olusturabildigi goérilmistir. Bu calgmada argtirmacilar, obez olmayan diyabetik
immun defisit farelerde timoér afturma kapasitelerini gerlendirilerek sadece

CD44'/CD24Lin" hiicre grubunun meme kanserilagabildigini gostermglerdir (7).

Single el suspension of breast caneer samplss

Call garting parln:-n';ed to obtain a Linsage™ (LinT ) population
Cell gorting parformed on Linm calls to ;::rr calla on basis of CD44, CO24 and ESA expression
L S v k.
DDM*CDM‘E}E Chd47Co2a” ;{;‘: L&J Ch44*Cood- léj CO44TCoed
Lin~ e Lin™ L o » ESATLIn - ESA Lin

Injection inte mammary fat pads of NOCYSSID mice

o -
S ), R AN

F
Unsored calla

Tumocr 1 | x40t 2x10° 2x10° cx 10t
farmation Yam | M Yam Mo Yea

Sekil 8: Al-Hajj ve ark’larinin ¢algma metodu

Meme KKH’nin mammosifer okturma kapasitelerini gerlendirmek icin

Ponti ve ark’lari, primer meme tumaorinden alinaerbieri sispansiyon kuiltirine
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yerlestirmiglerdir. Arastirmacilar 16 farkli meme kanserini gglendirmitir. Bu
KKH'dan kaynaklanan mammosiferler farkglaamg ve kendini yenileme
kapasitesi olan hucreleri icermektedir. Yani bureler kok hiicre/progenitor hiicre
Ozelligi gdstermektedir. Bu grubun bulglu diger dnemli bir veri de tumor grade’i ile
iliskili olarak sifer olyturma kapasitesinin gesmekte oldgudur. Bu argtirmada,
grade 3 meme karsinomlarindan elde edilen hicrel@@mmosiferde daha fazla
prolifere old@gu, mammosifer olgturma kapasitesinin grade 2 timorlerden daha
yuksek oldgu bulunmgtur. Agresif timorlerin artngi sifer olwturma kapasitesi
tumorde daha fazla sayida kendini yenileme kapasil@en htcre yani KKH sayisi
ile iliskili bulunmustur (114,127). Ek olarak Ponti ve ark’lari, mamnf@sbplusturan
hiicrelerin fenotiplerini de belirleglerdir. Kanser siferlerinin CD44CD24 hiicre
fenotipi ile iliskili oldugunu bildirilmistir. Kanser sifer htcrelerinin %95-98’i
CD44'/CD24 hiicrelerden olgurken bunlarin ancak %10-20'sinde kendini yenileme
kapasitesi oldgu gozlenmgtir. CD44/CD24 hiicre toplulgu icinde bir grup
hiicrenin timarojenik olabilegeileri surdimdstir (114).

Mammosifer olarak buyiyen MCF7 ve MDA-MB231 hucreilérindeki
calismalarda, bu hiicre dizilerinde CD4@D24 hiicre sayisinin yiiksek olgu ve bu
fenotipte ki KKH’nin radyoresistant olgu gosterilmgtir (127).

2.2.4. MEME KANSERI ILAC VE RADYOTERAP i DIRENCINDE KANSER
KOK HUCRELER iNiIN ROLU

Cerrahi, ceitli tipte kemoterapi, hormon tedavisi ve radyof@rgibi tedavi
seceneklerinin etkinliklerinin yaninda bazi simmkdari da vardir. Mevcut tedavi
secenekleri iyi dgerlendiriimektedir. Ancak tedavi direnci, hasgah tekrarlamasi
ve metastatik hastalik icin halen kuratif bir teid@v olmamasi glinimuz tedavi
seceneklerinin dgru hicreleri hedefleyemeglisorununu ortaya ¢ikarmaktadgekil
9).
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Sekil 9: Hedef olarak kdk hticre

Onceden ilag direncinin, tumor populasyonundakiyairda birkac hicrenin
ila¢ direncine sebep olan genetikgdglikleri edinmesi ile ortaya cik@n kabul
edilirdi. Kanser kok hiicre modeline gore, KKH G@ifada olan sessiz hicrelerdir ve
dogal olarak kemoterapiye direnclidir. Ayni zamanda HKKDNA tamir etme
kapasitesi ve yuksek dizeyde ATP binding cassABE] transporter proteinlerine,
Ozellikle ABCG2 proteinlerine sahiptir (103). AB@hsporter proteinlerinin gorevi,
hiicre dgina atma mekanizmalari ile hicreyi ila¢ hasaringikeorumaktir (144).
Klinik pratikte optimal kemoterapi ile solid timeérdeki ¢c@u hicre olmektedir;
ancak KKH’lar hizli bélunmedikleri icin kemoteramtkisinden korunmaktadir.
Sonug olarak KKH geride kalmakta ve sonra yenidendr olyturmaktadir.ilag
direncini aciklamak igin kullanilan Bkea bir modelde ise timdr htcre 6lumda ile
iliskili uyarilar sonucu bu sessiz hucrelerin bolUgi@live progenitdr hicrelerin
olustugu One sirtlmektedir. Akabinde bu progenitdr hicerédemoterapi direng
fenotipine sahip yeni hucrelere farkhhaakta, bdylece hem KKH hem de
farklhilasmis hicrelerde kalitsal olarak ilag direnci genjimanaktadir $ekil 10). Bu
yuzden tedavi barisiz olmakta ve tumaor kontrolstiz buylimeye devamektedir
(144).
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Sekil 10: ilag direnci ge§me modelleri

ABC transporter proteinlerinin arteniekspresyonu, floresan boya olan
Hoechst 33342 ve Rhodomine 123'Un hicrgndi atilmasina sebep olur. Hoechst
33342 boyasini gari atabilen hicreler SP gturur (145,146). Meme kanseri de
dahil olmak Uzere géli solid tumoérlerde bu slem ile KKH benzeri hicreler
toplulugu baarili bir bigcimde tanimlanmaktadir (149 vitro yapilan calmalarda,
kemoresistant meme kanseri hicrelerinin fazla sa@@ icerdikleri gosterilrgtir
(147). Ayni zamanda adriamycin ve paklitaksele rdiie meme kanseri hiicre
dizilerinde CD44/CD24"%%" popiilasyonun kemoterapi duyarll hiicrelere nazaran
daha fazla oldgu gozlenmgtir (148).

CD44'/CD24 hiicrelerinin kemoterapi direnci yaninda radyotaiap de
dahil oldiygu diger tedavi formlarina diren¢ ggilinde roll oldgu varsayilmaktadir.
MCF-7 ve MDA MB-231 meme kanseri dizilerinden eleiilen CD44/CD24"%1%
hiicrelerin, CD4#¥CD24"%" olmayan hiicrelere gére daha fazla radyoterapiye

direngli olduklar g6zlenmgtir. Radyoterapiye diren¢ gefhesine sebep olan
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mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Blyuk ol bu direng CD44CD24
a5tk hiicrelerde reaktif oksijen triinlerinin uyariimasiazalmasina ve DNA hasar
bdlgelerinin hizla tamir edilmesine g@aolabilir. Ayrica in vitro bir ¢calymada, bir
fraksiyonda uygulanan radyoterapi ile KKH sayisirdis oldugu ileri strtlmigtar
(149).

Aldehid dehidrogenaz (ALDH1) detoksifiye edici nzimdir. Etanolden
uretilen asetaldehitin oksidasyonunun katalize neeilinde rol oynarilk olarak
karacger hucrelerinde tanimlangtr. Karacger kanser hicrelerinde normal
seviyesinden daha fazla olglugosterilmgtir (150). Yuksek ALDHL1 aktivitesi insan
meme ve kolonik kanser kok hicre/progenitér hicraie bir 6zelligidir (116,151).
Adriamycin ve paklitaxel direnci olan meme kanskiicre dizilerinde ALDH1
aktivitesinin yiksek oldgu gozlenmgtir (147). Siklofosfamid direncli 16semik ve
kolonik hicrelerde ALDH1 ekspresyonun fazla @dubulunmgtur (151,152).
ALDH1, detoksifiye edici bir enzim olmasindan ve HKKla &iri eksprese
edilmesinden dolayl kemoterapi ve radyoterapi géitli tedavilere direncin sebebi

olarak dgerlendirilmektedir.
2.2.5. MEME KANSERIi KOK HUCRELER i VE KANSER iNVAZYONU

KKH'nin sadece karsinogenez ile shili olmadigi, ayni zamanda tumor
invazyonu ve metastaz glumda rol oynady varsayllmaktadir (153,154). Farkli
invazyon diizeylerinde 13 farkli tipte meme kansiein elde edilen CD4ACD24
5tk hiicrelerinde yapilan bir cafnada, invazyon ile #kili genlerin yiiksek
duizeylerde eksprese editidogrulanmstir (155). Sonug olarak, CDACD24/9%%
hiicrelerin CD44CD24 hiicrelere gore daha yiiksek invazyon indekslerugld
gOzlenmitir. Bir calismada, 136 meme kanseri dokusu incelgnmei CD44/CD24
M5tk hiicre yuizdesi yiiksek olanlarda (>%10) metastailansinin artnyi oldusu
bildirilmi stir (156). Baka bir calsmada ise meme kanseri hastalarinda kemglogi
yayllan hiicrelerin  CD44CD24"%%% hiicreler oldgu gosterilmitir (157). Bu
bulgular meme kanseri kok/progenitor hiicrelerimmazyon ve metastazdaki roltinu

vurgulamaktadir.
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2.2.6. KANSER KOK HUCRESI VE YENI TEDAVI SECENEKLERI

KKH ila¢ direnci gelgsiminden sorumlu tutulmaktadir. Bunun yaninda tedavi
sonrasi rekurrenslerin 6nlenmesi icin de CSCs’limiee edilmesi gerekmektedir.
Bu amacla cgtli deneysel tedavi modelleri calimaktadir (144). Bu tedavi
seceneklerigagida 6zetlenngtir;

1- ABCG2 inhibitdrleri: ABCG2 inhibitdrlerinin  kullamni  timér  kok
hicrelerini elimine edebilir. Bu inhibitérler hemB&EB1 ve ABCG2i
inhibe etmektedir.

2- ABCG?2 antikorlari: ABCG2 ve der kok hiicre belirteclerine yonelik antikor
tedavileri kok hucreleri hedef alarak bu hicreletimine edebilir. Bu
antikorlar toksinlerin ya da radyoizotoplarin a@sma yardimci olabilir. Bu
antikorlar timo6rin saptanmasi, metastazin gostesimya da tedavi
yanitlarinin dgerlendiriimesinde de kullanilabilir.

3- Kok hucre inhibitorleri: Kanser kdk hticresi kendyeinilemek ve sakalmak
icin spesifik hiicre ylzey belirtecleri aragijla salanan molekiler
sinyallere ihtiya¢ duyar. Hedgehog—patched resespidyalini inhibe eden
cylopamine, potansiyel bir kdk htcre inhibitoraddr.

4- Immunoterapi: Hastanin immun sistemini kendi kanbécresine kar
uyaran ya da alicidaki koék hucrelerini dldurmeknigkemik iligi kok
hiicrelerinin nakil edildii protokoller vardir. Ayrtirilan KKH belirtecleri
hastayl immunize etmek ya da alicinin immun hiareléimor hicrelerine

kargi uyarmak icin kullanilabilir.
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GEREC VE YONTEM

Hastalar: Calsmaya Mayis 2010-Ocak 2011 tarihleri arasinda merapséqi
nedeniyle cerrahi planlanan 23 bayan hasta daifiliedastalarin evrelemesi NCCN
2003 versiyonuna gore yapildi. Evre |, lIA, IIB kalar erken evre meme kanseri;
Evre A, llIB, IIC, IV hastalar ise ileri evreneme kanseri olarak kabul edildi.

Biyopsi Orneklerinin Alinmasi: KOUTF Genel Cerrahi Anabilim Dal’'nda, meme
kanseri nedeniyle cerrahi planlagmiolan hastalardan cerrahi sonrasinda
makroskopik olarak goriinen timérden 0,5x0,5x0,5o0yubarinda biyopsi érnekleri
alindi. Bu ornekler +2-8Qe saklanan 100 unite/ml penisilin, 3a9ml
streptomisin (P-S; BCO Invitrogen Corporation) iceren, CaCle MgCh
bulunmayan, icinde HBSS (Hanks’ Balanced Salt $miuix; GBCO, invitrogen)
bulunan steril 50ml’lik konik tipe (BD Falcon Biasoces) alindi. Yaklkak on
dakika icerisinde +2-8@le KOGEM Insan Hiicre Kiiltiirii Laboratuari’'na gtiaild

ve ayrstirma slemleri bglayincaya kadar saklandi.

Biyopsi orneginin mekanik ve enzimatik ayristirilmasi: Tumor biyopsi orngi,
icerisinde 15ml 100 unite/ml penisilin, 40§fml streptomisin eklenmi HBSS
bulunan 5-6 adet 100x20mm’lik steril hiicre kiltupetrilerinde (BD Falcon
Biosciences) 5-6 kez kan vegdr mikroorganizmalardan temizlenmek icin yikandi.
En son, icerisinde HBSS bulunmayan kuru petriyedaliStereo-mikroskop altinda,
istenmeyen cevre Badokular diseke edilerek temizlendi. Biyopsi G¥nesgri uclu
makas ile biyopsi 6rrigne ardsik kesiler atilarak en biiyiik doku parcasi 1x1xfmm
olana kadar kucultaldt. Tumdr dissosiasyon enzifiisyonu (Tumor dissociation
enzyme reagent; DCS Innovative Diagnostik-Systertighor dissosiasyon enzimi
10ml hazir kaltir mediumda (Complete assay mediwivMCInnovative Diagnostik-
Systeme) cozildi ve 0O,@&vlik filtreden (Minisart Sartorius stedim Biotec)
gecirildikten sonra sterilize edilerek hazirlan@olisyonun 5ml'si slem igin
kullanildi; geriye kalan enzim sollusyonu bir sonrakleme kadar -20€de
dondurularak saklandi. Daha sonra igerisinde 5nmh6tu dissosiasyon enzim
solusyonu bulunan 50ml’lik konik tipe (BD FalconoBciences) 5ml daha CAM

eklendi ve icerisine kugultilen timor dokusu paagadktarildi. Ardindan tip, 37C
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calkalamali su banyosuna konularak 2 saat enziniibgyonuna birakildi.
Inkiibasyon siresince 30 dakikada bir doku kontrdtliede vorteks §lemine tabi
tutuldu. Inktibasyon siiresinin sonunda tupiin icine 20mI'likNCAklendi. 400g’de
10 dakika santriflj edildi. Stpernatant atilip peldOml taze CAM eklenerek
resiispanse edildi. 400g'de 5 dakika santrifij édigdem iki kez tekrarlandiktan
sonra en son pelet 1ml CAM ile resispanse ediléngle 70mikrometrelik sonra 40
mikrometrelik hicre sizgeclerinden (BD Falcon Biesces) gecirildi. Tekrar
santrifilj edildikten sonra sipernatant atilip pél&ml CAM ile restspanse edilerek
bekletiimeden flowsitometre laboratuarina getirildi

Meme kanser kok hicrelerinin Akim Sitometrik Analizi: Meme kanser kohiicre
dizisi ylzey ekspresyon belirtecleri bakimindannalsitometrik analiz kullanilarak
tanimlandi.izolasyonu tamamlanan kanser Kiikcreleri 1.5ml CAM ile resiispanse
edilerek flowsitometre laboratuarina getirildi. Héler daha sonra 500g’de 5dk
santrifij edildikten sonra supernatant atilip pelet,5ml stain buffer (BD
Pharmingen/BD Bioscience) eklendi; 5ml tiplere (BBlcon Biosciences) 100
olacaksekilde paylatirildi. Her tipeCD24 PE, CD44 FITC, CD31 FITC, CD18 FITC,
CD16 FITC, CD140b PE,CD10 PE, CD19 PerCP-Cy5.5, CGHZC, CD3 PerCP
CD227(MUC1) (BD Bioscience) hucre yilizey belirteghss izotip kontrolleri 1@l
eklenip 30dk inkiibe edildi. Sire bitiminde %00stain buffer eklenip BD
FACSCalibur cihazinda okutuldu. Ayrica sitoplazmielirtecler igin hucrelere
Fixation/permeabilization Kit (BD Bioscience) kulldgdiktan sonra PE Cytokeratin
14, 15, 16 ve 19 Set (BD Bioscience)uR@klendi 30dk inkiibasyon sonrasinda
500ul stain buffer eklenip BD FACSCalibur cihazinda aldu. Akim sitometri
analizinde lineage negatif hiicre gruplarinda Cb@m24 ile MUCL1" hiicrelerin
dagilimlari deserlendirildi. Lineagé hiicrelerde CD18 hiicrelerin  dgilimlari
degerlendirildi.

3.1. Istatistiksel Islemler: Istatistiksel analizler icin “SPSS for Windows 13.0
versiyonu” kullanildi. Kagilastirmalarda Mann Whitney U testi, korelasyon icin
Spearman’s rho korelasyon testi kullanildi. p<(<i&tistiksel olarak anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR
Calsmaya meme kanseri nedeni ile opere edilen 23 bagata dahil edildi.
Hastalarin yg ortalamasi 46.65+10.98 (min-max: 24-79) yil idiadta 6zellikleri

(Tablo 10) ve yuzey belirte¢ gdimlari (Tablo 11) gagida belirtilmitir.

Tablo 10: Hasta ozellikleri

Prognostik faktorler % (n)

Menopozal durum

Premenopozal 52,2 (12)
Postmenopozal 47,8 (11)
Evre
Erken evre 52,2 (12)
Ileri Evre 47,8 (11)
Lenf nodu sayisi
0-3 56,5 (13)
4 ve Ustl 43,5 (10)
Grade
Grade | 30,4 (7)
Grade |l 56,5 (13)
Grade Il 13 (3)
ER durumu
Pozitif 65,2 (15)
Negatif 34,8 (8)
PR durumu
Pozitif 47,8 (11)
Negatif 52,2 (12)
HER2 durumu
Pozitif 34,8 (8)
Negatif 65,2 (15)

Tablo 11: Tumérlerin ylzey belirte¢ gaimlari

% % + sd Min-max
CD44'/CD24 1.43+1.16 0.12-4.8
CD18" 27.9+26,5 0,53-81
MUC1* 6.07£11.34 0.19-44.5
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CD44'/CD24Lin" hiicre d&liminin postmenopozal kadinlarda daha yiiksek
oldugu gozlendi; ancak istatistiksel anlamlilk saptadm#p=0,17). Hastalarin
evrelerine gore derlendirme yapild@gnda CD44/CD24Lin" hicrelerin dgihmi
erken evrede daha yuksek saptandi; fakat istaedtiglarak anlamhlik bulunmadi
(p=0,90). Lenf nodu sayisi arttikga CDAZD24Lin" hiicre d&lminin azaldg
gozlendi; ancak anlamhhk bulunmadi (p=0,535). @D&D24Lin" hiicre d&ihmi
tumor grade’i arttikca artmaktaydi; ancak anlaklbulunmadi (p:0,84). Hormon
durumuna gore yapilan gerlendirmede CD44CD24Lin" hiicre dgilimi ile ER/PR
durumu arasinda gki saptanmadi (p=0,49). HER2 negatif timorlerde €0@D24
/Lin" hicre dgilimi artmaktaydi; ancak istatistikselski bulunmadi (p=0,19) (Tablo
12).

Tablo 12: Prognostik faktorlere gore CDA€D24 hiicre dgilimi

Prognostik faktorler CD44/CD24 P
Menopozal durum 0,17
Premenopozal 1,03+0,70
Postmenopozal 1,88 +1,43
Evre 0,9
Erken evre 1,61 +1,48
Ileri Evre 1,24 +0,71
Lenf nodu sayisi 0,535
03 1,67 +1,44
4 ve Ustu 1,12 +0,61
Grade 0,84
Grade | 1,25 +0,80
Grade Il 1,43 +£1,22
Grade Il 1,87+191
ER durumu 0,69
Pozitif 1,48 +1,18
Negatif 1,34+1,20
PR durumu 0,49
Pozitif 1,17 £ 0,76
Negatif 161+1,44
HER2 durumu 0,19
Pozitif 1,04 £ 0,65
Negatif 1,64+1,34
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CD18 hiicre d#&hmi ile menopoz durumu, evre, ER durumu, HER2
acisindan istatistiksel bir anamlilik saptanmadicak PR durumu ile CDIhiicre
dagihmi ile arasinda istatistiksel olarak anlamh @digki saptandi (p=0,042). PR
pozitif olanlarda CD18hiicre dgilimi yiiksekti. Lenf nodu sayisi arttikga CD18
hicre d&hminin azaldg go6zledi; ancak istatistiksel olarak anlamli birski
saptanmadi (p=0,193) (Tablo 13).

Tablo 13: Prognostik faktérlere gore CD1&hiicre dgilimi

Prognostik faktorler CD18 P
Menopozal durum 0,97
Premenopozal 28,16 + 24,64
Postmenopozal 27,75 + 29,61
Evre 0,35
Erken evre 33.21 +28.14
Ileri Evre 22.24 + 24.58
Lenf nodu sayisi 0,193
03 34,12 + 27,14
4 ve Ustu 19,96 + 24,66
Grade 0,52
Grade | 21,04 + 26,03
Grade Il 33,93 + 25,26
Grade Il 18,26 + 18,93
ER durumu 0,061
Pozitif 37,08 + 28,08
Negatif 10,87 + 10,86
PR durumu 0,042*
Pozitif 39,5+228
Negatif 17,38 + 26
HER2 durumu 0,605
Pozitif 22,05 + 23,79
Negatif 31,12+ 28,1

* p<0.05 istatistiksel olarak anlaml

MUCL1" hiicre dghminin postmenopozal kadinlarda dahasidki oldusu
gozlendi; ancak istatistiksel anlamlilik saptanm@eh0,424). Hastalarin evrelerine
gore dgerlendirme yapildinda MUCT hiicre dgiliminin erken evrede daha sdik
oldugu saptandi; fakat istatistiksel olarak anlamhiunmadi (p=0,25). Lenf nodu

sayisi arttikga MUCThiicre dgihminin arttg gozlendi; ancak anlamlilik bulunmadi
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(p=0,264). MUC1 hiicre dgihminin tumor grade’i arttikca azafaigézlendi; ancak
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,268)ormon durumuna gore yapilan
degerlendirmede MUCT hiicre dgilimi ile ER/PR durumu arasinda bir ski
saptanmadi. MUC1 hiicre dailimi ile HER2 ekspresyonu arasinda birskili
saptanmadi (p=0,561) (Tablo 14).

Tablo 14: Prognostik faktorlere gore MUChiicre dgilimi

Prognostik faktorler MUC1 P
Menopozal durum 0,424
Premenopozal 9,09 £ 14,98
Postmenopozal 2,77 £ 3,65
Evre 0,25
Erken evre 4,27 £ 9,75
Ileri Evre 8,03 + 13,05
Lenf nodu sayisi 0,264
03 4,09 +9,36
4 ve Ustl 8,64 £ 13,59
Grade 0,20
Grade | 10,08 £ 12,33
Grade |l 4,86 +12,02
Grade Il 1,97 £ 0,55
ER durumu 0,272
Pozitif 532+11,44
Negatif 7,47 £11,79
PR durumu 0,35
Pozitif 554+121
Negatif 6,55+ 10.6
HER2 durumu 0,561
Pozitif 7,16 £11,97
Negatif 549 +11,38
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5. TARTISMA

Skolastik hipotezin aksine, kanser kok hicre hipotde kanser geiliminin
sebebi timor icindeki kucgik bir hicre grubudur. Biicre grubu timérogeneze
sebep olurken, okturdusu diger yavru hicreler ile de tumoriun buyiksgalugunu
olusturan timorojenik olmayan hicreleri glurur (158). Bu amagla yapilan birgok
calisma sonrasinda, 6zellikle de hayvan modelleri vadidlizi calsmalari ile dger
solid tumorlerde oldgu gibi meme kanseri icin de tumor sketici 6zellgi olan
hiicreler tanimlandi. Bu hiicreler yapilan gahlarin genelinde CD44CD24 yiizey
belirte¢c ekspresyonuna gore tanimlanmaktadir (716B4. Calgmamizda meme
kanser kok hiicresi, giér calsmalarda oldgu gibi CD44/CD24 fenotipi
kullanilarak tamimlandi. Lineage negatif olan hiemde CD44/CD24fenotipi
bakildi. Al Hajj ve ark’'nin tanimlagi lineage belirtecleri kullanildi. Bu belirtecler
normal hiicre vargi ile ili skili antijenlerdi (CD2, CD3,
CD10,CD16,CD18,CD140B). Bu grubun gatasinda KKH'da lineage
belirteclerinin ekprese edilmedikleri saptagtm (7). Calsmamizda bu ylzey
belirteclere ek olarak ger normal meme epitel hicre belirteci olan, Dordl v
ark’larinin ¢algmasinda bahsedilen (121) sitokeratin igcin de hécrégerlendirildi.
KKH'y1 yizey belirtecleri ile tanimlamanin yanindakim sitometresi ile bu
hiicrelerin DNA iceriklerine bakarak ya da KKH ollreanimladgimiz hicrelerin
hiicre dizilerinde timoér ofturma kapasitelerine bakarak da gedendirme
yapilabilirdi. Fakat olanaklarin kisitigh nedeni ile sadece yiizey belirtecleri gidi.

Al Hajj ve ark’larinin ¢cagmalarinda meme timor dokusu 6rneklerinin timunde
CD44'/CD24 hiicreler saptangh bildiriimektedir (7). Honeth ve ark’larinin yapti
calismada, tumor drneklerinin %31’inde CD4@D24 hiicreler saptangtir (159).
Honeth ve ark’larinin yagi calsmaya benzeyen Bea bir calsmada da tumor
orneklerinin %56’sinda CD44CD24 hicreler saptangtir (160). Bu son iki
calisma sonuclarinin Al Hajj ve ark’larindan farkli olsmain sebebi kullanilan teknik
ve doku farkhlgina baglanmstir. Al Hajj ve ark’larinin cakmasinda genelde
metastatik dokular ve hicre suUspansiyonu kulldshr dgerlerinde
immunhistokimyasal boyama ile patoloji preparatidaki primer meme dokusu

kullaniimistir. Calsmamizda primer timér dokulari kullanildi ve timdneéklerinin
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hepsinde CD44CD24 hiicrelerin oldgu gorildi. Bu sonug Al Hajj ve arklarinin
sonuclarina benzerdi. Bulgumuz sonucun ger iki calsmadan farkli olmasinin
nedeni hiicre sispansiyonu kullanmamiz olabilir.

Meme kanseri gibi solid timdrlerde kok hicrgidiani, yani yizdesi tumoérin
%1-2'si olarak kabul edilmektedir (7). Bizim gahamizda da benzegekilde
CD44'/CD24hiicrelerin dgihmi %1.43+1.16 idi. TUmor icerisinde aranan timor
baslatici grup, kok hicre Ozeffi gosteriyorsa dalimin da kok hicreye benzer
olaca disundldigu icin bizim calsma sonuclarimizdaki gdimlar anlamli kabul
edilebilir. Bunun yaninda Abraham ve ark’lari tanafan yapilan ¢caimada primer
meme timor dokularina CD44 ve CD24 icin immunhistglasal boyama yapilsi
ve dokularda %0-80 arginda CD44/CD24 hiicre vyiizdesi tanimlangir.
Bunlarinda yaklgk 3/4’inde (%78) CD44CD24 hiicrelerin yiizdesi %10’nun
altinda saptanngiir (156). immunhistokimyasal boyama ile yapilan ska bir
calsmada CD44CD24 hiicrelerin yiizdesi %0-70 arasinda tanimlagnwe bu
calsmada dokularin %97.6'sinda CD4@D24 hiicrelerinin  dailimi %10’un
altinda bulunmgtur (160). Honeth ve ark’larinin yapti calsmada da benzer
sonuglar elde edilngiir (159). Iimmunhistokimyasal boyama ile yapilanske bir
calsmada ise ortalama CD#E€D24 hiicrelerin yizdesi %4.4 olarak bildirilstir
(165). Normal meme dokusundaki kok hicre ylzde&iagk %0.2, %1 ve %5
bildirilmi stir (111). Dailim yuzdesi yuksek olan bu c¢ghalarla aramizdaki farkin
nedeni kullanilan teknik olabilir. Bizim camamizda lineage belirteclerine de
bakilabildii icin CD44/CD24 mononukleer hiicreler de ayirt edilebildi. 3Bi
calismalarda bu htcreler ayirt edilemgidcin yluzdeler yiksek saptangrolabilir.

Abraham ve ark’larinin ¢aimasinda CD44CD24 hiicre dgilimi ile yasam
beklenti sUresi arasinda tersskii saptanmadi bildiriimektedir (156). Hastalik
evresi arttikca hastalarin ggan beklentisi de azalmaktadir. Bu bilgiden yolaagik
Mylona ve ark'lari yaptiklari caimada CD4%CD24 hicre dglimi ile evre
arasinda ters #ki (p=0.068) saptandiklarini belirtmektedir. Aynialigmanin
tartismasinda bu sonugclarin, CD4@D24 fenotipe sahip hiicrelerin invaziv genlere
sahip oldgunu ve hastaliksiz §&alimi olumsuz etkilediklerini savunan gahalara
ters digmekte oldgu da bildiriimektedir (160,161,162). Hastalarin ederine gore
yiizey belirteg dahmlarina baktgimizda CD44/CD24/Lin" fenotipe sahip hiicre
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dagihminin erken evrede daha yuksek @dusaptandi; fakat istatistiksel olarak
anlamhlik bulunmadi (p=0.90). Waterworth ve arkihan da belirttgi gibi
CD44'/CD24 hiicre dailimini belirleyen etken tiimor ajumunda rol oynayan bu
KKH’larin etkilesimde olduklari sinyal yolaklari olabilir (163).

Abraham ve ark'larinin yagh ¢calsmada lenf nodu sayisi ve CD4@8D24
hiicre ylzdesi arasinda sii saptanmagy bildiriimektedir (156). Honeth ve
ark’larinin bazal-like meme kanserlerinde yaptiké@aismada ise lenf nodu sayisi ve
CD44'/CD24 hiicre yiizdesi arasinda herhangi bigkilisaptanmady belirtilmistir
(156). On iki cagmanin dgerlendirildigi bir meta-analizde, CD44CD24 hiicre
yuzdesi ile lenf nodu durumu arasinda da benzeugdan elde edilmitir (164).
Bununla birlikte Mylona ve ark'larinin yag calsmada, CD4¥CD24 hiicre
yuzdesi ile lenf nodu arasinda terskilisaptandii belirtiimektedir (p=0.019) (160).
Bizim calsmamizda ise daha onceki gatalara benzegekilde lenf nodu sayisi ile
CD44'/CD24 hiicre yiizdesi arasinda herhangi bikilsaptanmadi.

Yapilan bir cagmada KKH dgilimi ile tumoér grade’i arasinda birgki olup
olmadgina bakilmg ve iliski saptanmadg bildirilmistir (165). Bu yil yayinlanan bir
meta-analizde, biyolojik olarak agresif fenotiplar&kterize histolojik yiksek grade
ile KKH dagilimi arasinda ikki saptandil belirtiimektedir (164). Cajmamizda
timor grade’i ile CD44CD24 hiicrelerin yiizdesi kiyaslarginda, timor grade’i
arttkca CD4%4/CD24 hiicrelerin yiizdesinin ar#i gozlendi; ancak bu ki
istatistiksel olarak anlamli @édi. Bu sonu¢ cabmamiza dahil etgimiz hastalarin
sayisinin az olmasi ile agiklanabilir.

Daha once yapilan iki farkli canada CD4¥CD24 hiicrelerin yiizdesi ile
ER ve PR durumu arasinda herhangi bgkilsaptanmadi bildirilmistir (156,160).
Ancak yapilan bir meta-analizde ER ve PR neggiifle KKH dagilimi arasinda
istatistiksel olarak anlamh gki bulundyu Dbelirtiimektedir (164). Bizim
calsmamizda da der iki calsmaya benzegekilde CD44/CD24 hiicrelerin ylizdesi
ile ER durumu arasinda herhangi bigklisaptanmadi. Ancak PR negatif olanlarda
PR pozitif olanlara gore istatistiksel olarak anliaralmasa bile CD44CD24
hiicrelerin yuzdesinin daha yiksek qgidugozlendi. Hasta sayimizin az olmasi
nedeni ile istatistiksel anlamlilik saptanamaoiabilir.

Honeth ve ark’larinin yagh calsmada Cerb2 negatifli (HER2 ekspresyonu
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olmayan) ile CD44¥CD24 fenotipi arasinda ki saptancdl gosterilmitir (159).
Aulman ve ark'larinin yapsi calsmada ise HER2 ekspresyonu olanlarda
CD44'/CD24 hiicre sayisinin yiiksek buluriglubildirilmistir (165). Buna ek olarak
bir meta-analizde HER2 durumu ile KKH ghmi arasinda ikki olmadgi
gOzlenmigtir (164). Calsmamizda Cerb2 negatif timorlerde CD2D24 hiicrelerin
yuzdesi, Cerb2 pozitif timorlere gore yuksek sapiamlmasina rgmen istatistiksel
anlamhlik bulunmadi. Bizim hastalarimizda Cerbzipb (8 hasta) ve negatif (15
hasta) hasta @dimi esit olmadgindan istatistiksel anlamhlik elde edilememi
olabilir.

Yapilan calmalarda kok hicre gdimi ile hasta ya arasinda bir ifki
goOsteriimemy (159,160,165) olmasina gaen bizim ¢akmamizda CD44CD24
hiicrelerin ylzdesi ile hastagyarasinda pozitif bir korelasyon saptandi.

CD18 bir mononikleer hiicre yuzey belirtecidir. @®'2000 yilinda yapilan
calsmada lenf nodu negatif olanlarda lenf nodu poazitifinlara kiyasla CDI18
ekspresyonunun yiksek oglubildirilmistir. Bu bulgu kanser oklwmu ve immunite
arasindaki igkiyi destekleyen bir bulgudur (16§6Calsmamizi yaparken lineage
antijenleri acisindan dokulari incelginizde bazi timorlerde CDI8 hiicre
dagiliminin yuksek oldgu gozlendi. Bunun tzerine CD18iicre yizdesi ile timor
evresi ve lenf nodu tutulumu agisindagkisi olup olmadgina da bakildi. CDI8
hicre dgilimi erken evrede daha ylksek saptandi; ancaliststael olarak anlamli
bulunmadi. Lenf nodu negatif olanlarda CD1licre yiizdesi istatistiksel olarak
anlamli olmasa da yuksekti. ER/PR durumuna gore&hficre dgilimi arasindaki
farka bakildginda CD18 dasiminin PR pozitif olan hastalarda anlaml olad#ha
yuksek oldgu saptandi (p=0.042). Literatirde bu konuyla ilgir bilgi tespit
edilmedi.

MUC1, glanduler epitelin apikal tarafinda ekspresilen glikolize buyuk
trans-membran bir musindir. Adezyon, geh ve farklilggma gibi bir¢cok fizyolojik
roli vardir. Meme hbda olmak Uzere kolon, bdbrek, prostat ya da gas@siinal
karsinomlarda artrgiekspresyonu ve membrandaki yerinirgigmesi kot prognoz
ve kisa ygam beklentisi ile igkili bulunmustur. Ayni zamanda anti-tumosiéarda
yeni bir hedef olarak ¢glimaktadir (167). Bu nedenle gahamizda MUCL1 ile evre

ve grade arasinda birski olup olmadgina bakildi ve MUCZhiicre dgiliminin ileri
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evre meme kanserlerinde yiksek @dwgozledi; ancak istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmadi. Bu hasta sayimizin yeterli olmana@sinkaynaklanabilir.
MUCL1" hiicre dgilimi ile grade arasinda ise istatistiksel anlagdilulamayan ters
bir ili ski mevcuttu.

Sonuc¢ olarak calmamizda literatire benzegekilde tiumor dokularinin
hepsinde CD44CD24 huicrelerin bulundgu ve bu hiicrelerin d@imi %1.43+1.16
olarak bulundu. Cajmamizda erken evre hastalikta istatistiksel olaaakamli
olmasa da bu hicre giaminin yiuksek oldgu goruldd. Prognostik faktorler ile
CD44'/CD24 hiicre dgilimi arasinda bir korelasyon saptamadik. ER/PRimMuna
gére CD18 hicre dgihmi arasindaki farka bakilginda CD18 hiicre dgiliminin
PR pozitif olan hastalarda anlamli olarak yukseklugli saptandi (p=0.042).

Literatiirde bu konuyla ilgili bir bilgiye rastlanma
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser kok hicre hipotezi, timor icinde bulunan dpiup hicreyi tumor
olusumundan sorumlu tutmaktadir. Bu hipotez tzerindemm kanser kok hicresi
olarak tanimlanan CD4ACD24 fenotipe sahip hiicrelerin erken evre ve ileri evre
hastalikta tumor dokusundaki glamini ve bunun prognostik faktorlerle skisini
degerlendirdik.

Sonu¢ olarak calmamizda literatire benzegekilde timor dokularinin
hepsinde CD44CD24 hicrelerin bulundgu ve bu hucrelerin  d@iminin
%1.43+£1.16 oldpu goruldi. Evreye gore yiizey belirtecgdamlarina bakildginda
CD44'/CD24/Lin" ve CD18 hiicre dgihiminin erken evrede, MUCI hiicre
dagihminin ise ileri evrede daha yuksek ctdusaptandi; fakat istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmadi. Tumoér grade’i ile CD4€D24 hicrelerin  ylizdesi
kiyaslandginda, timor grade’i artikca CDA€D24 hiicrelerin ylizdesinin argi
gozlendi; ancak bu #ki istatistiksel olarak anlaml g@édi. Literatiire uyumlu olarak
CD44'/CD24 hiicrelerin yizdesi ile ER ve PR durumu arasindhamgi bir iliski
saptanmadi. Calmamizda, oOnceki camalardan farkli olarak CD44CD24
hiicrelerin yuzdesi ile hasta gyaarasinda pozitif bir korelasyon saptandi. ER/PR
durumuna goére CD1I8 hicre dghmi arasindaki farka bakilginda CD18
dagihminin PR pozitif olan hastalarda anlaml olargidksek oldgu saptandi
(p=0.042). Cabmamizda hasta sayimizin az olmasi nedeniyle Cekbgresyonu
gibi Ozellikler agisindan homojen bir grup gilwrulamadi. Bu da bazi sonuglarimizin
istatistiksel olarak anlamlgini etkilemg olabilir. Hastalik progresyonu acgisindan
onemli olan bu belirteclerin derlendiriimesi icin daha fazla sayida hastanin
bulundwgu calsmalara ihtiyac vardir.

KKH’y1 sinirli sayida hiicre yuzey belirteci kullaa& tanimlamak mimkin
degildir; ¢unkd halen kanser hicrelerinin nasil daaeaiini bilmiyoruz. Hucreler
stable olarak kalmamakta ve surekli fenotipik  gidili ge
ugramaktadir.CD44CD24 hiicre fenotipi ile timor evre, grade, lenf nodyisave
diger faktorler agisindan gki saptanamamasi tum olumlu getielere rgmen kanser
olusumunun anlglmasi i¢in daha c¢ok agarma yapmaya ihtiyacimiz olgunu

ortaya koymaktadir.
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7. OZET

Bu calsmanin amaci, CD44CD24 hiicre yiizdesi ile klinikopatolojik ve
prognostik faktorlerin ikkisini argtirmaktir.

Materyal ve metod; ¢gimaya meme kanseri nedeni ile opere edilen 23 bayan
hasta dahil edildi. Hastalarin yyartalamasi 46.65+10.98 (min-max: 24-79) yil olup
bu hastalarin %52.2'si (12 hasta) erken evre, %4718 hasta) ileri evrede idi.
Alinan timor dokulari enzimatik olarak parcalandpnrasinda ylizey belirtec
antikorlari kullanilarak CD44CD24/Lin" hiicre fenotipi ve hiicrelerin yiizey belirteg
ekspresyonlarina gore yuzdesi belirlendi. Hastalemresi icin TNM evrelemesi ve
grade icin patolojik dgerlendirme kullanildi.

Sonuclar; hastalarin %65.2’sinde (15 hasta) ERMRB8.4’'linde (8 hasta)
Cerb2 pozitif saptandi. ER/PR pozitif hastalaripsiede ER pozitif iken 11 hastada
(%47.8) PR pozitif saptandi. Tumor dokularinin legs CD44/CD24 hiicreler
mevcuttu. Timorlerdeki CD4ACD24/Lin" hiicrelerin dgihmi ortalama 1.43+1.6
(min-max: 0.12-4,8) idiCD18" hiicrelerin dgihmi ortalama 27.9+26,5 ve MUC1
hiicrelerin dgilimi ortalama 6.07+11.34 bulundu. ER/PR durumu@& D18 hiicre
dagilmi arasindaki ikkiye bakildginda CD18 dagiliminin PR pozitif olan
hastalarda anlamli olarak yilksek gidusaptandi (p=0.042). CDZE€D24/Lin
hicre dgihmi ile menopoz durumu, evre, grade, lenf nodgsahormon durumu
ve HER2 durumu arasinda bir korelasyon saptanmadi.

Tartisma; calgmamizda literatlire benzeekilde timdr dokularinin hepsinde
CD44'/CD24 hiicrelerin  bulundgu ve bu hiicrelerin yiizde ortalamasinin
%1.43£1.16 oldpgu goruldiu. Caklmamizda erken evre hastalikta istatistiksel olarak
anlamh olmasa da bu hicre gdaminin yiksek oldgunu bulduk. Prognostik
faktorler ile CD44/CD24 hucre dgilimi arasinda istatistiksel anlamlilik gosteren
bir iliski saptanmadi.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Kanser kok hiicresi, CL@&D24/Lin",
CD18", MUC1

63



8. ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the cotietabetween the percantages
of CD44'/CD24 cells and clinicopathologic and prognostic factors.

Material and Method; 23 women who undergo surgeny dreast cancer
enrolled in our study. Mean age of the patients #$5+10.98 (min-max: 24-79)
years and 52.2% of the patients were in early stagast cancer (12 patient), 47.8%
of the patients were in advance stage breast cdhtgpatients). Tumor tissues that
is taked from surgery, were broken up enzymaticatig after then, using surface
markers antibodies we idendified CD#43D24 cell phenotype and percentage was
determined by surface marker expression of thes.c8INM staging was used for
patients staging and pathological evulation wasl digegrade.

Results; 65.2% of the patients were positive for/FR (15 patients) and
38.4% of the patients were positive for Cerb2 (8gm#s). All of the patients with
ER/PR positive were ER positive while 11 patien47(8) were PR positive.
CD44'/CD24 cells were present in all tumor tissues. In tumtits mean proportion
of the CD44/CD24 cells was 1.43+1.6 (min-max: 0.12-4,8). The mearcgntage
of CD18 cells and MUC1 were found 27.9+26,5% and 6.07+11.34%, respegtivel
When we investigated the correlation between theemtage of CDI8cell and
ER/PR status, in PR positive patients, the pergenté CD18+ cell was determined
significantly higher than PR negatif patients (42). We did not found correlation
between the percentage of CDAZD24 cells and menopause status, stage, grade,
number of lymph nodes, hormon status, Cerb2 status.

Discussion; In our study we observed that CIx@®24 cells were present in
all tumor tissues and the mean percentage of dlisvas 1.43+1.16%. In our study,
the percentage of CDAED24 cell was higher in early stage disease althouglas
not statistically significant. The correlation wast found between prognostic factors
and the percentage of the CDAZD24 cells.

Key Words: Breast cancer, cancer stem cell, CB&D24/Lin", CD18, MUC1

64



9. KAYNAKLAR

1- Parkin DM, Bray F, Ferlay J. (2005) Global CanStatistics Cancer J Clinic CA
200255:74-108.

2- Fisher B. Laboratory and clinical research iedst cancer: an updatiat J
Immunopharmacadl99921:79-101.

3- Cobaleda C, Crus JJ, Gonzales-Sarmiento R. EngeRicture of Human Breast
cancer as a stem cell- based dise@tEm Cell Re\20084:67-79.

4- Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weismman IL.nSteell, cancer and cancer
stem cellNature2004414:105-111.

5- Dick J.E. Breast Cancer stem cells revealed. I8003100(7)3547-9.

6- Bueno JMG, Ocana A, Castro-Garsia P, et al. palate on the biology of cancer
stem cells in breast canc@lin Transl Oncol200810:786-793

7- Al Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, et &rospective idendification of
tumorogenic breast cancer stem cdloc Natl Acad SAUSA20031003983-8

8- Aydiner A, Topuz E. Onkoloji El Kitabistanbul: Turgut Yayincilik, 2006;149-
198

9- Morrison BJ, Schmidt CW, Lakhani SR, et al. Breasincer stem cells:
implications for therapy of breast cancBreast Cancer Resear@00810:210-224.

10- Haydarglu A, Dubova S, Ozsaran Z, Bolikpay. Ege Universitesinde Meme
kanserleriMeme Sgligi Dergisi 2005,1(1).6-7.

11- Bilgel N. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi. EHayhan E.Meme Kanserleri
Bursa; Nobel Tip Kitabevi, 2005; 69-73.

12- Jemal A, Siegel R, Xu J, et al. Cancer staisGA Cancer J ClirR01060:277-
300.

13- Data on SEER (Surveillance, Epidemiology and Results) cancer statistics
available online at http://seer.cancer.gov/csr/12D83/results_merged/sect 04
breast.pdf (accessed October 11, 2006).

14- Peto J, Mack TM. High constant incidence imsv@nd other relatives of women
with breast canceNat Gene200026:411-4.

15- Malone KE, Dalling JR. BRCA1 mutation and bteasncer in general
population analyses in women before age 35 yeatsnawomen before age 45 years

with first degree family historyJournal of the American Medical Association

65



1998279922-9.

16- Claus EB, Risch N. Autosomal dominant inhegtanf early on set breast cancer
implications for risk predictionCancer199473(3):643-651

17- Kelsey JL, Gammon MD, John EM. Reproductivetdesc and breast cancer.
Epidemiol Re199315:36-47.

18- MacMahon B, Trichopoulos D, Brown J, et al. Aganenarche, urine estrogens
and breast cancer riskt J Cancerl98230:427-31.

19- Hsieh CC, Trichopoulos D, Katsouyanni K, et Age at menarche, age at
menopause, height and obesity as risk factors feadb cancer: associations and
interactions in an international case-control stuityJ Cancerl99046:796-800.

20- Colditz GA, Rosner B. Cumulative risk of breasincer to age 70 years
according to risk factor status: data from the Mar#iealth StudyAm J Epidemiol
2000:152950-64.

21- Collaborative Group on Hormonal Factors in Bte@ancer. Breast cancer and
hormone replacement therapy: collaborative reammalysf data from 51
epidemiological studies of 52,705 women with brezstcer and 108,411 women
without breast cancekancet19973501047-59.

22- Brinton LA, Schairer C, Hoover RN, et al. Memsi factors and risk of breast
cancerCancer Invesfi9886:245-54.

23- Bruzzi P, Negri E, La Vecchia C, et al. Shann increase in risk of breast
cancer after full term pregnandyMJ 1988297:1096-8.

24- Rosner B, Colditz GA, Willett WC. Reproductivisk factors in a prospective
study of breast cancer: the Nurses' Health StadyJ Epidemioll994139819-35.

25- Colditz GA, Frazier AL. Models of breast cansbow that risk is set by events
of early life: prevention efforts must shift focu@ancer Epidemiol Biomarkers Prev
19954:567-71.

26- Stuebe AM, Willett WC, Xue F, et al. Lactatiand incidence of premenopausal
breast cancer: a longitudinal studych Intern Med20091691364-71.

27- Jernstrom H, Lubinski J, Lynch HT, et al. Bitef@gding and the risk of breast
cancer in BRCA1 and BRCA2 mutation carrierdatl Cancer Ins200496:1094-8.
28- Lahmann PH, Hoffmann K, Allen, N, et al. Bodygesand breast cancer risk:

findings from the European Prospective Investigatioto Cancer And Nutrition

66



(EPIC).Int J Cancer2004111:762-71.

29- Key TJ, Appleby PN, Reeves GK, et al. Body madsx, serum sex hormones,
and breast cancer risk in postmenopausal wodh&matl Cancer Ins200395:1218-
26.

30- Collaborative Group on Hormonal Factors in Bteaancer. Breast cancer and
hormonal contraceptives: collaborative reanalydisindividual data on 53 297
women with breast cancer and 100 239 women withwaast cancer from 54
epidemiological studiet.ancet1996347.1713-27.

31- Hankinson SE, Colditz GA, Manson JE, et al. dspective study of oral
contraceptive use and risk of breast cancer (Nukdeslth Study, United States).
Cancer Causes Contrdl9978:65-72.

32- Marchbanks PA, McDonald JA, Wilson HG, et atalCcontraceptives and the
risk of breast canceN Engl J Med2002346.2025-323.

33- Chen WY, Hankinson SE, Schnitt SJ, et al. Asdimn of hormone replacement
therapy to estrogen and progesterone receptorssiatinvasive breast carcinoma.
Cancer2004;101:1490-500.

34- Chlebowski RT, Hendrix SL, Langer RD, et alfluence of estrogen plus
progestin on breast cancer and mammography inhyeptistmenopausal women:
the Women's Health Initiative Randomized TrilAMA 20032893243-52.

35- Anderson GL, Limacher M, Assaf AR, et al. Effe®f conjugated equine
estrogen in postmenopausal women with hysterectothg: Women's Health
Initiative randomized controlled trialAMA2004291:1701-12.

36- Costanza ME, Chen WY. Epidemiology and riskdex for breast cancer. UP
TO DATE 2010.

37- Jatoi I, Chen BE, Anderson WF, et al. Breastcea mortality trends in the
United States according to estrogen receptor statdsge at diagnosis Clin Oncol
200725:1683-90.

38- Pike MC, Spicer DV, Dahmoush L, et al. Estraggarogestogens, normal breast
cell proliferation, and breast cancer riggidemiol Rev199315:17-35.

39- Jemal, A, Thun, MJ, Ries, LA, et al. Annualaggo the nation on the status of
cancer, 1975-2005, featuring trends in lung cartobgcco use, and tobacco control.
J Natl Cancer Ins20081001672-94.

67



40- Palmer JR, Wise LA, Horton NJ, et al. Dual efffef parity on breast cancer risk
in African-American womenJ Natl Cancer InsR00395:478-83.

41- Worsham MJ, Raju U, Lu M, et al. Multiplicity benign breast lesions is a risk
factor for progression to breast cancglin Cancer Re200713:5474-9.

42- Degnim AC, Visscher DW, Berman HK, et al. Sfiedtion of breast cancer risk
in women with atypia: a Mayo cohort studyClin Oncol200725:2671-7.

43- Fisher B, Dignam J, Wolmark N, et al. Tamoxifentreatment of intraductal
breast cancer: National Surgical Adjuvant Breast aBowel Project B-24
randomised controlled triaLlancet19993531993-2000.

44- Kelsey JL, Fischer DB, Holford TR, et al. Exngas estrogens and other factors
in the epidemiology of breast canc&mMNatl Cancer Insi98167:327-33.

45- Maruti SS, Willett WC, Feskanich D, et al. Aoppective study of age-specific
physical activity and premenopausal breast cadciatl Cancer InsR008100:728-
37.

46- Dallal CM, Sullivan-Halley J, Ross RK, et abrg-term recreational physical
activity and risk of invasive and in situ breashoar: the California teachers study.
Arch Intern Med2007167:408-15.

47- Willett WC, Rockhill B, Hankinson SE, et al. hgenetic factors in the causation
of breast cancer. In: Harris, JR, Lippman, ME, Marr M, Osborne, CK (Eds),
Diseases of the BreasBrd ed, Philadelphia: Lippincott Williams and Wilk,
2004:223-76.

48- Brinton LA, Bernstein L, Colditz GA. Summary tbfe workshop: Workshop on
Physical Activity and Breast Cancer 19€ancer199883.595-9.

49- van den Brandt PA, Spiegelman D, Yaun SS, etPalbled analysis of
prospective cohort studies on height, weight, amét cancer riskhkm J Epidemiol
2000:152514-27.

50- Key, TJ, Pike, MC. The role of oestrogens arafjestagens in the epidemiology
and prevention of breast cancéur J Cancer Clin Oncol98824:29-43.

51- Ahn J, Schatzkin A, Lacey JV Jr, et al. Adippsadult weight change, and
postmenopausal breast cancer risich Intern Med2007,167.2091-102.

52- Howe GR, Hirota T, Hislop TG. Dietary factordamisk of breast cancer:
combined analysis of 12 case-control studiddathl Cancer Inst199082:561-569

68



53- Horn-Ross PL, Canchola AJ, West DW. Patternslofiol consumption and
breast cancer risk in California Teacher Study cbl@ancer Epidemiol Biomarkers
Prev.200413.405-11.

54- Boyd NF, Dite GS, Stone J, et al. Heritabitfymammographic density, a risk
factor for breast canceX Engl J Med2002347:886-94.

55- Irwin ML, Aiello EJ, McTiernan A, et al. Physicactivity, body mass index, and
mammographic density in postmenopausal breast caweivors.J Clin Oncol
200725:1061-6.

56- Ziv E, Tice J, Smith-Bindman R, et al. Mammauig density and estrogen
receptor status of breast cancé@ancer Epidemiol Biomarkers Pr@00413:2090-5.
57- Wood WC, Muss HB, Solin LJ, et al. Malignant Tumors of the Breast. Chapter #f3.
Burstein HJ, Haris JR, Morrow M (Ed€Jancer principles and practise of oncology
8th ed, Philadelphia: Lippincott Williams and Witls, 2008:1606-54.

58- Ostroumova E, Preston DL, Ron E, et al. Breaster incidence following low-
dose rate environmental exposure: Techa River Goli856-2004.Br J Cancer
200899(11)1940-5.

59- Henderson, TO, Amsterdam A, Bhatia S, et akt&yatic review: surveillance
for breast cancer in women treated with chest tadidor childhood, adolescent, or
young adult canceAnn Intern Med2010152444-55.

60- John EM, Kelsey JL. Radiation and other envitental exposures and breast
cancerEpidemiol Rev99315:157-62.

61- Calle EE, Frumkin H, Henley SJ, et al. Orgamhadhes and breast cancer risk.
CA Cancer J Clir00252:301-9.

62- Narod SA. Modifier of risk of hereditary breasancer.Oncogene2006;
25(43):5832-6.

63- Oldenburg RA, Kroeze-Jansema K, Kraan J, etThe CHEK2*1100delC
variants acts as a breast cancer risk modifieomBRCA1/BRCA2 multiple —case
families.Cancer Re200363(23)8153-7.

64- Cullinane CA, Lubinski J, Neuhausen SL, efTale pathology of familial breast
cancer in BRCA1/BRCA2 mutation carriefst J cancer2005117:988

65- Lakhani SR, van De Vijver MJ, Jacquemier JalefThe pathology of familial

breast cancer; predictive value of immunohistocleaininarkers estrogen receptor,

69



progesterone receptor, HER-2 and p53 in patients mutations in BRCA1 and
BRCAZ2. JCIin Oncol200220(9):2310-8.

66- U.S. Preventive Services Task Force. Genesk dssesment and BRCA
mutation testing for breast and ovarian cancer eqigality: recommendation
statementAnn/ntern Med2005143(5)355-61.

67- Pegram MD and Casciato DA. Breast Cancer. bscato DA (Eds). Chapter
10. Manual of Clinical Oncology6th ed, Philedelphia: Lippincott Williams and
Wilkins. 2009:237-64.

68- Fisher B, Costantino JP, Wickerman DL, et am®xifen for prevention of the
breast cancer report of the National Surgical Adnpivbreast and Bowel Project P-1
study.J Nathl Cancer In499890(18)1371-88.

69- Kuhl CK, Schrading S, Leutner CC, et al. Mamarpgyy, breast ultrasound and
magnetic resonance imaging for surveillance of worae high familial risk for
breast canced Clin Oncol200523(33)8469-76.

70- Warner E, Plewes DB, Hill KA, et al. Surveilanof BRCA1 and BRCA2
mutation carier with magnetic resononce imagingrasbund, mammography and
clinical breast examinatiodAMA2004292(11)1317-25.

71- Port ER, Park A, Borgen PI, et al. Results é&@IMcreening for breast cancer in
high risk patients with LCIS and atypical hyperpdasAnn Surg Oncol
2007:14(3):1051-7.

72- King MC, Wieand S, Hale K. et al. Tamoxifen abikast cancer incidence
among with inherited mutations in BRCA1 and BRCARtional Surgical Adjuvant
Breast Bowel Project (NSABP-PI) Breast Cancer Prgga Trial. JAMA
2001286(18)2251-6.

73- Narod SA, Brunet JS, Ghadirian P, et al. Tafeoxiand risk of contralateral
breast in BRCA1 and BRCA2 mutation carriers: a casetrol study. Hereditary
Breast Clinical Study Groujp.ancet2000356(9245)1876-81.

74- Vogel VG, Costantino JP, Wickerham DL, et affeBis of tamoxifen vs
raloxifene risk of developing invasive breast caraned other disease outcomes: the
NSABP study Tamoxifen and Raloxifene (STAR) P-2 altri JAMA
2006295(23)2727-41.

75- Meijers-Heijboer H, van Geel B, van Putten WL, al. Breast cancer after

70



prophylactic bilateral mastectomy in women with BRICor BRCA2 mutationN
Eng J Med2001345(3)159-64.

76- Rebbeck TR, Fribel T, Lynch HT, et al. Bilalem@ophylactic mastectomy
reduces cancer risk in BRCA1 and BRCA2 mutatiorriess: the PROSE study
Group.J Clin 200422(6):1055-62.

77- Rebbecck TR, Lynch HT, Neuhausen SL, et al.atBrhl prophylactic
oophorectomy in case BRCAl1l and BRCA2 mutationd. Engl J Med
2002346(21)1616-22.

78- Carter CL, Allen C, Henson DE. Relation of turse, lymph node status and
survival in 24.740 Breast cancer caseancer198963(1):181-7.

79- Goldhirsch A, Glick JH, Gelber RD, et &lleeting highlights: International
Consensus Panel on the Treatment of Primary Bf@aster. Seventh International
Conference on AdjuvantTherapy of Primary Bred&3ancer J Clin Oncol.
2001;19(18):3817-27.

80- Schnitt SJ. Estrogen receptor testing of breasster in current clinical practise:
what’s the question? Clin Oncol200624(12)1797-9

81- Slamon DJ, Clark GM, Wong SG. Human Breast €arCorrelation of relapse
and survival with amplification of the HER2/neu ogene.Sciencel9872351177-
182.

82- Piccart—-Gebhart MJ. Anthracyclines and tailpriof the treatment for early
breast canceN Engl J Med2006354(20)2177-9.

83- Di Leo A, Gomez HL, Aziz Z, et al. Phase llguble-blind, randominized study
comparing lapatinib plus paclitaxel with placebouslpaclitaxel as first-line
treatment for metastatic breast candeClin Oncol200826(34)5544-52.

84- Wolff AC, Hammond ME, Schwartz JN. American Bbg of Clinical
Oncology/ College of American Pathologists guidl®eommendation for human
epidermal growth factor receptor 2 testing in breaancer.J Clin Oncol
200725(1):118-45

85- Chang J, Hilsenbeck SG. Prognostic and prediatiarkers. In: Haris LM Jr.
Eds. Diseases of the breas3rd ed. Philadelphia: Lippincott Willams and Wik
2004675.

86- NCCN Practice Guidelines. Invasive Breast Car@09;1:full text

71



87- Lippman ME. Breast Cancer. Chapter 76. KaspeBrBunwald E, Hauser SL, et
al (Eds).Harrisons’s Principles of Internal Medicing6th Ed, USA. MC Graw-Hill
2005;516-523.

88- Charafe-Jauffret E, Monville F, Ginester C,aétCancer stem cells in breast:
current opinion and future challeng@sthobiology200875:75-84.

89- Kordon EC, Smith GH. An entire functional mammyngland may comprise the
progeny from a single celDevelopmeni998,1251921-30.

90- Chepko G, Smith GH. Three division—compoterttctgrally-distinct cell
populations contribute to murine mammary epithakeadewal. Tissue CellLl99729:
239-53.

91- Sting J, Eirew P, Ricketson I, Shackleton M,akt Purification and unique
properties of mammary epithelial stem celature2006;439.993-7.

92- Deome KB, Faulkin LJ, Bern HA, et al. Developrhef mammary tumors from
hyperplastic alveolar nodules transplanted intondfaiee mammary fat pads of
female CH3 miceCancer Re495919:515-20.

93-. Boecker W, Moll R, Dervan P, et al. Commonladtem cells in human breast
give rise to glanduler and myoepithelial cell ligea: A new biological concept.
Laboratory/nvestigatior200282:737-45.

94- Bazlar M, Winter MJ, de Boer CJ, et al. Theldny of 17-1A antigens (Ep-
CAM ). J Mol Med199977:699-712.

95- Gudjonsson T, Villiadsen R, Nielsen HL, et Iablation, immortalization and
characterization of a human breast epithelial tak with stem cell properties.
Genes Dev00216; 693-706.

96- Sting J, Eaves CJ, Kuusk U, et al. Phenotyptt fanctional characterization in
vitro of a multipotent epithelial cell present imetnormal human breafifferention
199863:201-213.

97- Dontu G, Abdallah WH, Foley JM, et al. In vifpoopagation and transcriptional
profilling of mammary stem/progenitor celfSenes De003;,17:1253-1270.

98- Asselin-Labat ML, Shacleton M, Sting J, etStieroid receptor status of Mouse
mammary stem celld. Natl Cancer Ins200698:1011-4.

99- Shackleton M, Vaillant F, Simpson KJ, et al.n&mtion of a funcional

mammary gland from a single stem cblature2006439.84-88.

72



100- Kenney NJ, Smith GH, Lawrence E, et al. Idkcalion of stem cells units in
the terminal end bud and duct of the Mouse mammgéagd.J Biomed Biotechol
20011:133-143.

101- Smith GH. Label-retaining epithelial cells Mouse mammary gland divide
asymmetrically and retain their template DNA stiaridevelopmen005132681-
7.

102- Welm BE, Tepera SB, Venezia T, et al. Scails @@ the Mouse mammary
gland represent an enriched progenitor cell pojuuiaDev Biol2002;245:42-56.
103- Hirschamann-Jax C, Foster AF, Wulf GG, e®atlistinct “side-population” of
cells with high drug efflux capacity in human tunualls. Proc Natl Acad SCUSA
20047101:14228-33.

104-Goodell MA, McKinney-Freeman S, Camargo FD. ldson and
characterization of side population ceMethods Mol BioR005290:343-52.

105- Smalley MJ, Clarke RB. The mammary gland “sudgulation”: a putative
stem/progenitor cell markerd™Mammary Gland Biol Neoplas200510:17-32.

106- Welm B, Behbod F, Goodell MA, et al. Isolatiamd characterization of
functional mammary gland stem ce&llell Prolif 200336:17-32.

107- Clayton H, Titley I, Vivanco M. Growth and flifentiition of progenitor/stem
cells derived from the human mammary glaixp cell Re2004297:444-460.

108- Clarke RB, Spence K, Anderson E, et al. A fixgahuman breast stem cell
population is enriched for steroid receptor-positiells. Dev Biol 2005277.443-
456.

109- Alvi AJ, Clayton H, Joshi C, et al. Functiomald molecular characterization of
mammary side populatiin celBreast Cancer Re20035:R1-R8

110- Clarke RB, Anderson E, Howell A, et al. Regiola of human breast epithelial
stem cellsCell prolif 200336:45-48.

111- Kalirai H, Clarke RB. Human breast epithetitdm cells and their regulatioh.
Pathol2006208:7-16.

112- Kim Jb, ZaehresH. Pluripotent stem cels indutem adult neural stem cells
by reprogramming with two factorSlature2008454:646-50.

113- Wicha MS, Dontu G. Survival of mammary sterfiscen suspension culture:

implications fors tem stem cell biology and neoplad Mammary Gland Biol

73



Neoplasia200510:75-86.

114- Ponti D, Costa A, Zaffaroni N, et al. Isolatiand in vivo propagation of
tumorogenic breast cancer cells with stem/progeratsl proporties. Cancer Res
200565:5506-11.

115- Farnie G, Clarke RB, Spence & al. Novel cell culture tecnique for primer
ductal carcinoma in situ: Role of Notch and EGFepgor signalling pathwayd. natl
Cancer Inst200799(8)616-27

116- Ginestier GV, Hur MH, Charafe-Jauffret E, etAd.DH1 is amarker of normal
and malignant human mammary stem cells and a poea€ poor clinical outcome.
Cell Stem celR0071(5):555-567.

117- Campbell LL, Polyak K. Breast tumor heteroggneancer stem cells or clonal
evolution?Cell Cycle2007;6(19):2332-8

118- Lapidot T, Sirard C, Vormoor J, et al. A calitiating human acute myeloid
leukemia after transplantation into SCID mibkature1994367:645-8.

119- Hemati HD, Nakano |, Lazareff JA, et al. Cancs stem cells can arise from
pediatric brain tumorg2roc Natl Acad SAUSA2003;100:15178-83

120- Al Hajj M, Clarke MF. Self-renewal and solidnmior stem cellsOncogene
200423:7274-82.

121- Dontu G, Al Hajj M, Abdallah WM, et al. Stenells in normal breast
develpoment and breast candgell Prolif 20031:59-72.

122- Farnie G, Clarke RB. Breast Stem Cell and €anSpringer-Verlag Berlin
Heidelberg 2007Ernst Schering Foundation Symposium Proceedings 5, 141-
153123 2004t32324-123- Beachy PA, Karhadkar SS, Berman DM. &sspair
and stem cell renewal in carcinogenebiature2004432324-31.

124- Okita K, Ichisaka T, Yamanaka S. Generatiogearinline-competent induced
pluripotent stem cellNature2007448(7151)313-7.

125- Takasashi K, Yamanaka S. Induction of pluepb stem cells from Mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defifactors.Cell 2006126663-76.

126- Houghton J, Stoicov C, Nomura S, et al. Gasancer originating from bone
narrow—derived cellsScienc&£004306:1568-71.

127- Bapat S, Collins A, Dean M, et al. Cancer steth Identification and targets.
In: Bapat S (Ed)Cells Stem Cell&ISA: John Wiley&Sons. 2009;1-20.

74



128- Makino S. Fyrther evidence favoring the comaafpthe stem cell in ascites
tumors of ratsAnn N Y Acad Sdi95663:818-30.

129- Kleinsmith LJ, Pierce GB. Multipotentiality af single embryonal carcinoma
cells.Cancer Re$96424:1544-51.

130- Wicha MS, Liu S, Dontu G. Cancer stem celts:old idea-a paradigm shift.
Cancer Re200666:1883-90.

131- Visvader JE, Lindeman GJ. Cancer stem cellsolid tumors; accumulating
evidence and unresolved questiddat Rev Cance?0088:755-68.

132- Baum CM, Weissmann IL, Tsukamoto AS, eisdlation of a candidate human
hematopoietic stem —cell populatidfroc Natl Acad SciUSA99289:2804-8.

133- Spangrude GJ, Aihara Y, Weissman IL. The stellnantigens Sca-1 and Sca-2
subdivide thymic and peripheral T lymphocytes intgique subsets] /mmunol
1988141:3697-707.

134- Civin Cl, Gore SD. Antigenic analysis of heopiesis: a review.J
Hematother19932:137-144.

135- Matsui W, Huff CA, Wang Q, et al. Characteti@a of clonogenic multiple
myeloma cellsBlood20041032332-36.

136- Raff M. Adult stem cell plasticity: fact ortdéact? Annu Rev Cell Dev Biol
200319:1-22.

137- Smalley M, Ashworth A. Stem cells and breasicer: a field in transitNat
Rev CanceR0033:832-44.

138- Ignatova T, Kukekov VG, Laywell ED, et al. Ham cortical glial tumors
contain neural stem-like cells expressing astroglred neuronal markers in vitro.
Glia 200239(3):193-206.

139- Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, et al. Idéaétion of a cancer stem cell in
human brain tumor€ancer Re200363(18)5821-8.

140- Collins AT, Berry PA, Hyde C, et al. Prospeetidentification of tumorigenic
prostate cancer stem celzancer Res200565(23)10946-51.

141- Li Y, Welm B, Podsypanina K, et.dEvidence that transgenes encoding
components of the Wnt signaling pathway preferégtiaduce mammary cancers
from progenitor cellsProc Natl Acad Sci U S 2003:100(26)15853-8.

142- O'Brien CA, Pollett A, Gallinger S, et &.human colon cancer cell capable

75



of initiating tumour growth in immunodeficient micBature 2007445(7123)106-
10.

143- Ricci-Vitiani L, Lombardi DG, Pilozzi E, et.ddentification and expansion of
human colon-cancer-initiating celNature2007445(7123)111-5.

144- Dean M, Fojo T, Bates S. Tumour stem cells dndy resistanceNat Rev
Cancer20055(4):275-84.

145- Challen GA, Little MH. A side order of stemllsethe SP phenotypeéstem
Cells200624(1)3-12.

146- Goodell MA, Brose K, Paradis G, et Holation and functional proporties of
murine hematopeotic stem cells that are replicating vivo. J Exp Med
1996,1831797-806.

147- Chuthapisith S, Robins RA, Eremin O. Increased ares of stem/progenitor
cell subtypes. In: proceedings presence of the 88ttual meeting of the American
Association for Cancer Research; Apr 12-16 2008) Baego, CA, Philadelphia
(PA): AACR; Abstract number 3205;2008

148- Steiniger SCJ, Copinger JA, Kruger JA, etQiantative mass spectrometry
identifies drug targets in cancer stem cell-contgnside populationStem cell
200826:3037-46.

149- Phillips TM, McBride WH; Pajonk F. The resperaf CD44+CD24-/low breast
cancer-initiating cells to radiatiod.Natl Cancer InsR006;98(24)1777-85.

150- Jelski W, Zalewski B, Szmitkowski M. Alcoholeldydrogenase(ADH)
isoenyzmes and aldehyde dehydrogenase (ALDH1)igctiv the sera of patients
with liver cancerJ Clin Lab Anal200822(3):204-9.

151- Dylla SJ, Beviglia L, Park IK, et al. Coloractancer stem cells are enriched in
xenogeneic tumors folowing chemoteraploS One20083(6):€2428.

152- Bao F, Polk P, Nordberg ML, et al. Comparatygme expression analyis of a
chronic myelogenous leukemia cell line resistant cigclophosphamide using
oligonucleotide arrays and response to tyrosineaden inhibitors.Leuk Res
200731(11)1511-20.

153- GInsky GV, Berezovska O, Glinskii AB. Microayranalysis identifies a death—
from—cancer signature predicting therapy failureatients with multiple typese of
cancerJ Clin Invest2005]115(6)1503-21.

76



154- Spillane JB, Henderson MA. Cancer stem cetlsriw. ANZ J Surg
200777(6):464-8.

155- Sheridan C, Kishimoto H, Fuchs RK, et al. CB@B®24- breast cancer cells
exhibit enhanced invasive properties: an early siessary for metastasireast
Cancer Re20068(5):R59.

156- Abraham BK, Fritz P, McClellan M, et al. Priarece of CD44+CD24-/low
cells in breast cancer may not be associated Mimiical outcome but may favor
distant metastasi€lin Cancer Re2005,11(3):1154-9.

157- Balic M, Lin H, Young L, et al. Most early dmminated cancer cells detected
in bone marrow of breast cancer patients have atipatbreast cancer stem cell
phenotypeClin Cancer Re200612(19)5615-21.

158- Ailles LE, Weissman IL. Cancer stem cell inlidotumors. Curr Opin
Biotechnol200718(5):460-6.

159- Honeth G, Bendahl PO, Ringnér M et al. The €B4ACD24- phenotype is
enriched in basal-like breast tumdBseast Cancer Re2008;10(3)53-65.

160- Mylona E,jonna G, Emmanouil F, et al. The clinicopathologid @rognostic
significance of CD44+/CD24-/low and CD44-/CD24+ wmntells in invasive breast
carcinomasHuman Pathology00839(7): 1096-1102.

161- Shipitsin M, Campbell LL, Argani P, et al. Maller definition of breast tumor
heterogeneityCancer Cell200711(3):259-73.

162- Liu R, Wang X, Chen G,et al. The prognostile rof a gene signature from
tumorogenic breast-cancer céll.Eng J Med®007356(3)217-26.

163- Waterworth A.introducing the concept of breast cancer stem cBlisast
Cancer Re20046(1):53-4.

164- Zhou L, Jiang Y, Yan T, et al. The prognostie of cancer stem cells in breast
cancer: a meta-analysis o0g published literaturdreast Cancer Res
2010122(3)i795-801.

165- Aulmann S, Waldburger N, Penzel R, et al. Radn of CD44+/CD24- breast
cancer cells by conventional cytotoxic chemotheradyman Pathology 2010;
41(4)574-81.

166- Zhang J, Wu X, Huang J.Clinical study on egpien level of lymphocyte

function —related antigen of breast cancer patiefitsngguo Zhong Xi Yi Jie He Za

77



Zhi 200020(2):110-2.
167- Leroy X, Buisine MP, Leteurte E, et al. MUCA key molecules of
carcinogenesisfnn Pathol200626(4)257-66.

78



