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OZET

MEME KANSERLIi HASTALARDA TIMP 2 GEN POLiIMORFIiZMLERININ
ARASTIRILMASI

U.Goksen ARSLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani Dog. Dr. Recep OZMERDIVENLI
Ikinci Danigsman Yrd. Dog. Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI
Temmuz 2012, 57 sayfa

Diinyada meme kanseri, kadmlarda goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada, kanser
nedeniyle olusan 6liimlerde ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’demevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde 20/100.000, bat1 bolgelerimizde
ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Proteolitik enzimler
olan MMP’ler temel olarak hiicre membranindaki ve hiicreler aras1 matrikste bulunan
kolajen, elastin, jelatin ve proteoglikan gibiproteinlerin yikiminda gorev alirlar. Hiicre
bliylimesinde, farklilasmasinda, gdgiinde, apoptozis gibi biyolojik siireclerde rol
almasimin yani sira son yillarda yapilan arastirmalarda tiimor olusumu ve metastaz gibi
siireclerinde de gorev aldigi bulunmustur. MMP’ler, hiicre dis1 matriks bilesenlerini
parcalayarak, tiimor invazyonunu kolaylastirdigi bdylece metastaz riskini
arttirabilmektedir. TIMP’ler ise MMP enzimlerinin 6zgiil ve dogal inhibitorleri olan
proteinlerdir.  Oncelikli gérevleri MMP'leri baskilamak ve aktivasyonlarmi
diizenlemektir. MMP ve TIMP’ler arasindaki bu dengenin bozulmasi patolojik
siireclerin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir.

En ¢ok arastirilan TIMP2 proteini, ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilmistir. 21
kDa agirlikta non-glikolize bir proteindir. TIMP2 geni; 17925.3 kromozomu iizerinde
yer alir ve 5 ekzon igerir ve 83 kb uzunlugundadir.

Bu c¢alismada TIMP2 (-418) G/C ile TIMP2 (303) G/A polimorfizmlerinin Tiirk
toplumundaki meme kanseri hastalarinda etkin rol oynaylp oynamadigi RFLP
yontemiyle incelendi.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda meme kanseri hastalar1 ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Fakat TIMP2 (303) GA
genotipi, meme kanserine yakalanma riskini 1,486 kat (p=0.519), TIMP2 (-418) CC
genotipinin meme kanserine yakalanma riskini 3,719 kat arttirdigi bulunmustur
(p=0,519).

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, polimorfizm, TIMP2.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TIMP 2 GENE POLYMORPHISMS IN
BREASTCANCER PATIENTS

U.Goksen ARSLAN
Master of Science Thesis, Department of Medical Biology and Genetic
Supervisor Assoc. Dr. Recep OZMERDIVENLI
Supervisor Assis. (Second) Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI
July 2012, 71 pages

The breast cancers were placed in first rank among other cancer types in women, and
second rank after lung cancer in terms of death in the World. It is estimated that this
cancer has 20/100.000 frequency in east region and 40-50/100.000 frequency west
region according to present data in Turkey.MMPs, proteolytic enzymes involve in the
breakdown of proteins located in the cell membrane and intercellular matrix such as
collagen, elastin, proteoglycans, and gelatin. In addition to cell growth, differentiation,
migration, and apoptosis, MMPs involve in tumor formation and metastasis according
to researches in recent years.MMPs facilitatetumor invasionbybreaking downthe
components ofthe extracellular matrix, then increasethe risk of metastasis.The TIMPs
are proteins which are specific and natural inhibitor for MMPs. Its primary tasks
regulate the activation of MMPs by suppress. The destruction of the balance between
MMPs and TIMPs, may lead the emergence of pathological processes.

TIMP2, most widely researched was firstly isoleted from melanoma cells.It is 21 kDa
and non-glicolised protein. TIMP-2 located on q25.3 region of chromosome 17 and has
5 exon and 83 kb long.

In this study, the effect of TIMP2 (-418) G/C and TIMP2 (303) G/A polymorphisms in
breast cancer patients in Turkish population were analyzed by RFLP.

In conclusion, the statistically significantdifference was foundbetween the control group
and patients withbreast cancer.However it is found that TIMP2(303)GAgenotype
increases the risk of developing breast cancer at 1.486fold (p=0519), TIMP2(-418) CC
genotype increases the risk of developing breast cancer at 3.719-fold (p=0.519).

Key Words: Breast cancer, polymorphism, TIMP2.



1.GIRIS VE AMAC

Kanser somatik mutasyon teorisine gore kanser, birden fazla genetik ve epigenetik
faktoriinetkisiyle ¢ok asamali olarak ve kalitsal ya da sonradan kazanilmis
mutasyonlarm somatik hiicrelerde birikmesiyle ortaya cikan bir somatik genetik

hastaliktir’.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve akciger kanserinden, sonra,
kansere bagl olimlerin ikinci en sik sebebidir®. Diinya genelinde, her yil yaklasik 1
milyon yeni vaka bildirilmekte, her yil 400.000 kadin hastaliktan kaybedilmektedir®.
Diinyada meme kanserine bagli mortalite, iilkeden iilkeye de degismekte olup, Ingiltere

ve Galler’de en yiiksek, Japonya ve Tayland’da ise en diisiik seviyededir®.

Meme kanseri, multifaktoriyel hastaliklar denilen, olusumunda genetik olmayan ve
genetik faktorlerin rol alabildigi hastaliklardan biridir’. Memenin duktus veya
lobiillerini 6rten epitelyal hiicrelerin malign proliferasyonu sonucu ortaya gikar®. Meme
kanserine genetik yatkinligin belirlenebilmesi ve olusma riskinin hesaplanmasi i¢in en
onemli veri aile hikayesidir. Ailede meme kanserli bireylerin sayisi, bu kanserlerin
hangi yaslarda ortaya ¢iktigi, bu aile bireylerinde her iki memede de kanser goriiliip
goriilmedigi, bu bireylerde yumurtalik kanseri de goriiliip goriilmedigi genetik yatkinlik
riskini belirlemede 6nemlidir’. Meme kanseri gelisimi icin, aile dykiisii disinda; yas
reprodiiktif hayat, emzirme, diyet, hormon kullanimi, radyasyon gibi risk faktorleri

tanimlanmustir®.

Dokular sadece hiicrelerden meydana gelmez. Hiicreler ve hiicre disi matriksden
meydana gelir. ESM polisakkaritlerden ve proteinlerden olusan karmasik bir ag
yapisindadir. ESM’ler lokal hiicrelerden sekrete edilen ekstraselliiler proteolitik

enzimlerle pargalanir. Bu enzimler; matriks metalloproteazlardir’.

MMP’ler; yikimdan sorumlu bir¢ok ekstraseliiler matriks proteini ile organogenez,
biiylime ve doku doniisiimii sirasinda uyum iginde ¢alisir. MMP’lerin yetiskin dokudan
salinimi1 ve aktivasyonu kisitlidir, ancak istenmeyen doku yikimma neden olan
inflamatuar hastaliklar, timor gelisimi ve metastaz gibi ¢esitli doku patolojilerinde

kayda deger bir yilkselme gozlenir. Matriks metalloproteinazlari; matriksin ve
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ekstraseliiler matriksin hidrolize komponentleri olarak da gosterilirler. MMP’ler ve
TIMP’ler arasindaki denge hem biiylime ve gelisim gibi fiziksel siireclerde hem de

kanser gibi patolojik durumlarda degiskenlik gosterir &.

TIMP’ler, dokularda MMP enzimlerinin 6zgiil ve dogal inhibitorleri olan proteinlerdir;
MMP’lere sikica baglanir ve kompleks olustururlar. TIMP’ler, TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 ve TIMP-4 olarak ayrilmaktadir. Hiicre dis1 matriks depolanmasi ve yikimi
arasindaki dengenin stirdiiriilmesinde anahtar rol oynarlar. TIMP-1’in; MMP-1, MMP-
3 ve MMP-9 iizerine baskilayict etkisi, TIMP-2’nin ise MMP-2 iizerine baskilayici
etkisi digerlerine gore daha belirgindir. TIMP-2, MMP-2 ile spesifik bir kompleks
olusturarak bu molekiiliin proteaz aktivitesini inhibe etmektedir. Boylece insanlarda
tiimOr hiicrelerinin biiylimesini ve invazyonunu engelledigi diistiniilmektedir. TIMP-2
ve MMP-2 fibroblast gibi bazi hiicrelerde pro-MMP-2 ile birlikte sekrete edilir. Ancak

alveolar makrofajlarda oldugu gibi tek basina da sekrete edilebilirler.

TIMP-2, ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilmistir. 21 kDa agirliktanon-glikolize
bir proteindir 2. TIMP-2 geni; 17925.3 kromozomu iizerinde yer alir ve 5 ekzon icerir
ve 83 kb uzunlugundadir. Bugiine kadar yapilan calismalarda TIMP 2 genlerindeki

baz1 polimorfizmlerin bir¢ok kanser tiiriinde etkili oldugu gosterilmistir.

Bu calismada MMP’lerin inhibitorii olan ve hiicre arast matriks yikimi ve
depolanmasmin siirdiiriilmesinde etkili olanTIMP-2 genine ait (TIMP 2 -418 G/C ve
303 G/A3.EK) iki polimorfizmin meme kanserinde etkin rol oynayip oynamadigi,
bireylerin meme kanserine yatkinliklar1 ve meme kanseri olusumunda risk faktorii olup
olmadig1 degerlendirilicektir. TIMP 2 genlerinde ilgili polimorfizmler ile meme kanseri
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmasi bu polimorfizmlerin meme kanserine
yakalanmada risk faktorii oldugunun belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bu arastirma sonucunda 1ilgili polimorfizmler ile meme kanseri arasinda bir iliskinin
varlig1 risk grubundaki hastalarin 6nceden belirlenebilmesi ve erken taniya gidebilmesi

icin tani kriteri olabilecektir.



2.GENEL BILGI

2.1. Kanser

Somatik mutasyon teorisine gore kanser, birden fazla genetik ve epigenetik faktoriin
etkisiyle ¢ok asamali olarak ve kalitsal ya da sonradan kazanilmis mutasyonlarin
somatik hiicrelerde birikmesiyle ortaya ¢ikan bir somatik genetik hastaliktir’. Erken tani
ve tedavideki ilerlemelere ragmen, kanser halen Onemli bir saglik sorunudur.
Uluslararas1 Kanser Arastrmalar1 Dernegi (InternationalAgency for Research on
Cancer) 2002 yilinda tiim diinyada ki kanser insidansi, mortalitesi ve prevelansini
incelediginde 10,9 milyon yeni kanser olgusu, 6,7 milyon 6lim ve 24,6 milyon
yasamakta olan kanser olgusu beklendigini bildirmislerdir. En sik tan1 konan kanserler
akciger (1,35 milyon), meme (1,15 milyon) ve kolorektal kanserler (1 milyon) olup,
kanser oliimlerinin en sik nedeni ise akciger kanseri (1,18 milyon 6liim), mide kanseri
(700.000 6liim), karaciger kanseridir (598.000 6liim). 40 Avrupa iilkesinde ki kanser
insidans1 ve mortalitesini degerlendirdikleri ¢calismalarinda, kadinlarda ki meme kanseri
insidansinin akciger ve kolorektal kanserden sonra %12,8’lik bir oranla {igiincii sirada

oldugunu gostermislerdir®.

Tablo 2. 1. Diinyada en sik gdriilen 6liimciil hastaliklarin % 6liim siralamasi™

Oliim Nedeni %
Korpner Kalp Hastaliklar1 25,9
Kanser 20,6
Serebravaskiiler Hastaliklar 13,7
Pnémoni 8,0
Kronik bronsit 4,1
Kazalar 38

Kanser hiicrelerinin en 6emli 6zelligi kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir. Bunun disinda
kanser hiicresinin baska biyolojik karakteristikleride vardir. Bunlar arasinda hiicre
kiiltlirlerindekontakt inhibisyondan kagabilme, boliinebilmeki¢in dis uyaranlara
gereksinim gostermeme, ¢ogalmayi baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozisten
kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir. Baslangicta
“normal” olan bir hiicrenin i¢inden ¢iktig1 organizmanin 6liimiine yol acabilecek bu
olumsuz o6zellikleri sonradan nasil edindigi, bir baska deyisle “onkogenez” ya da

“karsinogenez” olarak adlandirilan bu siirecte hangi mekanizmalarin rol oynadig1 ancak
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yakin zamanlarda ve kismen anlasilabilmistir. Buna gore onkogenez, genetik

degisiklikler; yani mutasyonlar iizerinden gelisen bir siiregtir™.

Kanser hiicreleri, bir taraftan kendi hiicre iskeletlerinde sentezledikleri kontraktil
proteinleri ve hiicre membranlarinda olusturdugu ayaksi cikimtilar ile hareketlilik
kazanirken; Ote taraftan hiicreler arasi matriks proteinlerine yapismay: saglamak
amaciyla bazi yapisma (adezyon) molekiileri de sentezler. Bu molekiillerin arasinda
ilerleyebilmek ve yuvarlanabilmek ig¢in, hiicrenin bir boliimiiyle matriks proteinine
baglanirken bir boliimiiyle de daha 6nce baglandigi noktayr kopramak i¢in matriks

metalloproteinazlari sentezler ve salgilar'2,

DNA onariminda ki hatalar da genetik kararsizliga neden olurlar. Kanserlerin
cogunlugu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir, onarim sistemindeki
bozukluklar da bu islemlerde yer alan enzimlerdeki mutasyonlar gibi kanserin kalitsal
tiirleriyle iliskilidir. Ornegin, kalitsalnon-polipozal kolerektal kanser, hatali eslesmenin
onarimindaki bozukluktan, kolerektal kanser ise baz c¢ikarma onarimindaki bir
bozukluktan kaynaklanir. NER mekanizmasidaki bozukluklar, giinese duyarliliga ve
UV kaynakl cilt kanseri riskinde artisa neden olur. Meme kanseri, iyonize radyasyona
maruz kalma ile iligkilidir. Malign prostat kanserli hiicrelerde, DNA onarim genlerinin
ekspresyonuyla fonksiyonu arasindaki farkliligin varligi, prostat tiimorii gelisiminde,
hatali DNAonarimmnin rolii oldugunu diisiindiirmektedir. DNA metilasyonu, prostat

kanseri baglangicinda genetik bir faktor olarak kritik rol oynar 2.

Onkogenez siireci i¢inde bazen bir DNA segmenti ¢cogalmakta ve o segment iginde yer
alan birproto-onkogenin bazen yiizlerce yeni kopyasi genoma eklenmektedir. MYC,
siklin D1, EGFR ve RAS gibi proto-onkogenleri kii¢iik hiicreli akciger kanseri, meme,

. . . . 1
6zofagus, serviks, ve over kanserinde amplifiye olmaktadir™.

Onkogenez swrasinda DNA’da yalnizca niikleotit diziliminde degisiklikler olmadigi
(nokta mutasyonu, delesyon ve insersiyonlar gibi) DNA diizeyinde bazi kimyasal
modifikasyonlarin da gen ekspresyonunu etkiledigi anlasilmistir. Ozellikle DNA
metilasyonu ve kromatinin yapisinda bulunan histon proteinlerinin modifikasyonu
malin transformasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Sonra ki yillarda hipometilasyonuna

normal gen aktivasyonuna ve genomik instabiliteye yol agtigi gosterilmistir. Diger
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yadan RB1, MLH1, VHLve BRCAI gibi tiimor siipresor gen promotorlerinin hatali
(aberan) olarak metile olmasi da kanserlerde sik goriilmektedir. Kolon ve meme
kanserlerinde yapilan bir calismada g¢esitli tiimor slipresdr genlerinin promotor

bdlgelerinin hipermetile oldugu bulunmustur™.

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri yaygin olmasina karsin, genellikle yavas bir gelisme hizi gdsteren ve
tanist erken yapildiginda oldukcga basarili tedavi sonuglar1 elde edilebilen ve 6liim orani
azaltilabilen bir kanser tiiriidir®>. Meme kanserinin nedeni tim boyutlariyla
bilinmemektedir ancak; Genetik, ¢evresel, hormonal ve psikolojik etkenlerin meme
kanseri olusumunda rol oynadig1 kabul edilmektedir™. Bununla beraber meme kanserli
kadimnlarin %70-80°1 bu risk faktorlerine sahip degildir. Meme kanseri goriilme siklig1
ve mortalitesinin diinya iizerinde iilkeden iilkeye ve hatta ayni iilkede yasayan etnik
gruplar arasinda farklilik gostermesi ve meme kanserine sahip kisilerin ailelerinde de bu
kanserin goriilmesi meme kanseri olusumunda genetik etkenlerin 6nemli bir role sahip

oldugunu gostermektedir>12,

Meme kanseri, memenin duktus veya lobiillerini Orten epitelyal hiicrelerinin malign

. v 1o 17,18,1
proliferasyonuna ve O6lime yol agar>Z51

Meme kanserlerinin histopatolojisi
incelendiginde; %90’ mmin duktus epitelinden, % 10 unun lobiil epitelinden kdken aldigi
goriiliir 2. Oncelikle bélgesel lenf bezlerine yayilmakta ve sikliklada koltukalti lenf
bezlerini tutmaktadir. Bolgesel lenf bezlerini asan kanser hiicreleri kan dolagimina
katilarak sirastyla akciger, plevra (akciger zar1),kemik (kaburga, bel omurlari, kafatasi,
kol kemikleri), karaciger, periton (karmnzari), bobrek iistii bezleri, beyin ve

yumurtaliklara yayilma gésterebilmektedir 2

Sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen ilk
kapsamli ve ¢igir acan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslar1 tarafindan
gergeklestirilerek meme tiimorleri 4 anagruba ayrildi:

1. Luminal hiicre benzeri,

2. Bazal hiicre benzeri,

3. Normal epitel benzeri ve

4. HER2+ grup



Sonraki caliymalarda luminal hiicre benzeri grup i¢inde luminal Ave B olmak {izere 2
alt grup daha tanimlandi, meme kanserinin bu alt molekiiler gruplarinin ekspresyon

farkliliklar1 dogruland2.

Meme kanserine etki eden genetik faktorlerin basinda Epidermal Biiylime Faktori
Reseptor geni (EGFR/HER) mutasyonlar1 gelir>. Meme kanserinde en gok incelenen ve
meme kanseri patogenezinde hormon reseptorleri ile birlikte en etkin olan EGFR (HER)
ailesi olarak bilinen reseptorlerdir. EGFR ailesi 4 adet reseptdrden olusur. Bu ailedeki
reseptoler EGFR (HER1), HER2, HER3 ve HER4’tir®2. HER2 pozitif meme kanseri
tiim meme kanserli hastalarin yaklasik %20-25’ini olusturur?2. HER-2/Neu, diger ad1 ile
cerbB-2 veya pl85 olarak isimlendirilen bu onkogen 17. kromozomda ql2 ye
yerlesmistir ve protein iirlinii hiicre bolinmesi ve farklilagmasmda etkilidir. Bu
onkogen, gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyon nedeniyle kanser patogenezine

22
katilir22242,

13. kromozomda bulunan ressesif Retinoblastoma geni bir tiimor supressor gendir ve bu
kromozomda heterojenitenin kaybi1 premenopozal meme kanserine neden olmaktadir.
Kolon kanserinde oldugu gibi 17.kromozomdaki P53 supressor geni de meme kanseri
gelismesinde 6nemli bir gen olup, bu genin kaybir ile meme kanseri arasinda iliski
oldugu gosterilmistir'®. Yapilan pek ¢ok calismada meme kanserlerinde p53 mutasyon
sikligmin %15-71 arasinda degistigi tespit edilmistir. Sporadik meme kanserlerinin

olusumunda p53 gen degisikliklerinin siklig1 ise %46 dolayindadir®®.

Genel populasyon riski %10-12 olan meme kanserinde cinsiyet, yas, menars ve
menopoz yasi, nulliparite, meme biyopsisinde atipik hiperplazi, obesite, hormon
replasmani, oral kontraseptif kullanimi olarak bilinen genel risk faktorleri yani sira
yiiksek penetranshi ve diisiikk penetranshi genler, modifiye edici genler ile epigenetik
etkenlerin de 6nem tasidig1 bilinmektedir’”. Meme kanseri olgularmmn %35-10unun
ailesel oldugu bilinmektedir. Kalitsal meme kanseri ile iliskili c¢esitli genler
tanimlanmistir. Bu genler i¢inde en 6nemlilert HBOC sendromundan sorumlu olan bu
grubun major genleri BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlaridir. Ayrica pek ¢ok genin
polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliskiyle ilgili olarak caligmalar
yapilmustir.>2X. Diger 6nemli genler; Li Fraumeni sendromundan sorumlu 7P53 ve

Cowden sendromundan sorumlu PTEN genleridir. Meme kanserinden korunmada
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oldugu kadar kanser taramasi ve tedavisinde genetik bilgilerin kullaniminda yerini

almistir?.

Kalitsal bazi sendromlar varliginda da meme kanseri goriilme siklig1 artar. Bu
sendromlardan bazilar1 sunlardir: Herediter meme-over kanseri sendromu, bolgeye
spesifik herediter meme kanseri, Li-Fraumeri sendromu, Cowden Sendromu, Muir

16.
Sendromu'®

2.2.1.Meme kanseri epidemiyolojisi

Meme kanseri kadmnlarda en sik goriilen kanserdir ve akciger kanserinden sonra,

kansere bagli 6liimlerin ikinci en sik sebebidir >*%%

Ayrica kadinlarda goriilen tiim
kanserlerin %30’ unu olusturmaktadir *2°. Diinya genelinde, her yil yaklasik 1 milyon
yeni vaka bildirilmekte, her yil 400.000 kadinhastaliktan kaybedilmektedir®. Genel olarak
gelismis iilkelerde daha yliksek insidansa sahiptir. 2007 yilinda Amerika Birlesik
Devletlerinde 180.000 kadin meme kanseri tanis1 almis 23 ve yaklasik 40.000 kadin
hastaliktan kaybedilmistir. Yasam boyu her dokuz kadindan birisi, invaziv meme kanseri
gelisme riskine sahiptir’. Diger taraftan meme kanseri sadece kadimlara 6zel bir hastalik

degildir. Tiim meme kanserlerinin yaklasik %1°1 erkeklerde goriilmektedir.™ ==

Meme kanseri siklig1 diinya iizerinde iilkeden iilkeye de farklilik gostermektedir.
Avrupa’da yilda 180.000, Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yilda 184.000 yeni
olgu saptanmaktadir. Hawai, Kaliforniya, Kanada yilda yiizbinde 80-90 goriilme siklig1
ileilk siralarda yer alirken, ayni deger Japonya’da sadece yiizbindel2-15 arasindadir.
Bindokuzyiizyetmisten bu yana Japonya, Singapurve Cin’de ekonomideki bati tarzi
gelisim ve dogurganligin batiya benzemesi nedeniyle meme kanser goriilme oranindaki
fark giderek azalmaktadir. Avrupa llkelerinde ise goriilme siklig1 kuzey iilkelerinden
gilineye ve bati iilkelerinde doguya dogru gittikge azalmaktadir. Goriilme sikligindaki en

bityiik artis Kanada, ABD, Ispanya ve isveg’te ortaya ¢ikmistir *1%.

Meme kanseri siklig1 ciddi bir cografi k farklilikta gostermektedir. Gelismis olan tilkeler
en sik, Asya ve Afrika’daki az gelismis iilkeler en az meme kanseri goriilen tilkelerdir.
Yasa gore standardize edildiginde, Kuzey Amerika’daki oran 99.4/100.000 iken, Orta
Afrika’dabu oran 16.5/100.000 kadardir. Bununla birlikte orta ve alt gelir diizeyindeki

iilkelerde meme kanseri sikliginda belirgin artiglar goriilmektedir. Diinya’daki meme
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kanseri sikligi, 1990 yilindan itibaren her yil %0,5’lik artis gostermektedir. Cin’deki
yillik artig orani ise, %3-4 civarindadir. Hindistanda 15 yil once serviks kanseri ensik

kanser iken, bugiin meme kanseri en sik goriilen kadmn kanseri olmustur=.

Amerikali bir kadinda yasam siiresi boyunca meme kanseri gelisme olasiligi %12,5,
meme kanserinden 6liim olasilig1 ise %3,4 olarak hesaplanmistir. Goriilme sikligindaki
biiylik farkliliklar, ayni tilkede yasayan farkli etnik gruplar arasinda (ABD’deki
Hawaililer, Cinliler ve Ispanyol kokenliler) ve beyaz- siyah rk arasinda da (ABD’de
yillik goriilme siklig1 beyaz wrkta yiizbinde 105; siyah wrkta yiizbinde 87) izlenmektedir.
Meme kanseri i¢in heniiz kesin genetik bir koken bilinmediginden bu fark c¢evresel
etkenlere, yasam tarzlarma ve sosyoekonomik duruma baglanmaktadir. Bagka iilkelere
goc eden ailelerde yapilan ¢alismalar go¢ eden kadinlarda meme kanseri sikliginin,
birka¢ nesil sonra, goc¢ ettikleri iilkelerin goriilme sikligina ulastigini géstermistir. Bu
durum, dzellikle Amerikave Afrika’da dogup Israil’e go¢ eden Musevilerde izlenmistir.
Bu go6zlem hastaligin ortaya ¢ikisinda ¢evresel etkenlerin ve yasam tarzinin 6nemini bir
kez daha ortaya g¢ikarmaktadir. Bindokuzyiizellilerden beri meme kanser insidansi
giderek artmaktadir. Insidanstaki artisa paralel olarak mortalite de artmaktadir.
Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin %18’1 meme kanseri nedeniyle olugmakta ve meme
kanserine bagl 6liimler, akciger kanseri ve kolorektal kanserlerden sonra tiglincii siray1
almaktadir. Goriilme sikliginda oldugu gibi, mortalite de yasa bagli olarak artmakta ve
80 yasindaki 100.000 kadindan 155’1 meme kanserinden Olmektedir. Kadinlarda
kansere bagli 6liim nedenleri ile yas gruplar1 arasindaki iligki arastirildiginda ise 15 yas
altinda l6seminin, 55-74 yaslararasinda akciger kanserinin, 74 yas iistlinde kolorektal
kanserlerin, 40-44 yas arasinda ise meme kanserinin 1. sirada yer aldig1 goriilmektedir.
Diinyada meme kanserine bagli mortalite, iilkeden iilkeye de degismekte olup, Ingiltere
ve Galler’de en yiiksek, Japonya ve Tayland’da (ingiltere ve Galler’deki mortalitenin
ondabiri) ise en diisiik seviyededir. Go¢ eden insanlarda zaman i¢inde olusan mortalite
degisikligi meme kanseri olusumunda g¢evresel etkenlerin ve yasam tarzinin 6nemli
faktorler oldugu goriisiinii desteklemektedir. ABD’de ve Hawai’de yasayan Japonlarda
meme kanserine bagli mortalitenin, Japonya’da yasayan Japonlara gore; ABD’de dogan

Japonlardaki mortalitenin de Japonlara gére dahayiiksek oldugu gdsterilmistir®.

Meme kanserli hastalarda tiim evrelere gore 5 yillik sag kalim oranlari, geligsmis

iilkelerde %83 iken, gelismekte olan iilkelerde %53olarak bildirilmektedir. Aradaki bu
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onemli fark, gelismis olan {ilkelerde tarama mamografisi sayesinde erken tan1 ve daha
1yl tedavi olanaklar1 ile aciklanabilir. Meme kanseri mortalite orani; gelismis olan
iilkelerde %30 (190.000 6lim / 636.000 olgu), az gelismis tlkelerde ise %43 diir
(221.000 olum / 514.000 olgu)®*2.

Yukarida da deginildigi gibi meme kanseri sikligi ve mortalite hizi yasla birlikte
artmaktadir. Bat1 iilkelerinde menapozla birlikte meme kanseri sikliginda artis devam
etmektedir. Altmig bes yas iizeri kadinlarda goriilme sikli§1322/100.000 iken, 65
yasindan geng¢ kadilarda 60/100.000'dir. Bu oran 85 yas tizeri kadinlarda 375/100.000'e
kadar ¢ikmaktadir. Bu bilgilerin aksine Asya iilkelerinde menapozla birlikte meme

kanseri siklig1 azalmaktadir®.

Tiirkiye'dememe kanseri epidemiolojisine yonelik bir arastrma yoktur®. Ulkemizde
henliz diizenli bir meme kanseri kayit programi olmadigindan, kesin sikliginin
belirlenmesi giic olmakla birlikte mevcut verilere gore, ise meme kanseri insidansi
artmakta ve kadinlar arasinda goriilen kanserler icinde %?24,1 ile ilk sirada yer

18,19,20,34
almaktadir 184122034

Dogu bolgelerimizde 20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir
sikligmm oldugu tahmin edilmektedir. Bu siklik farki, bati Tiirkiye’deki yasamin
Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklanmaktadir. Kadinlardaki 4 kanserden biri
memede yerlesmekte olup, meme kanseri en sik kanserden Olim nedenidir. Bu
rakamlardan yola c¢ikilarak, Tirkiye’de her yil meme kanserine yakalanan kadin

say1smnin on bin kadar oldugu hesaplanabilir*.

Tiirkiye’mizde meme kanseri siklig1 da diinyadaki 6rneklerde oldugu gibi artmaktadir.
Bu artis gerek yasam tarzindaki (beslenme, calisma kosullari, stres) gerek ise, endokrin
fakrorlerdeki (erken menars, ge¢ menopoz, dogurmama, ge¢ dogurma, uzun siireli
hormon replasman tedavisi uygulanmasi, vs.) degisikliklerle iligkilidir. 1992 yilinda
Izmir’de yapilan bir ¢alismada, meme kanseri sikligi 24/100.000 iken son yillarda
yapilan c¢alismalarda bu oranin 50/100.000 ulastigi tahmin edilmektedir. Yine bu
calismalarda, dogu bolgelerimizde lokal ileri evre meme kanseri oran1 %50°nin {izerinde

iken, bat1 bdlgelerimizde bu oran %20 civarinda olup, oldukea yiiksek oranlardadir>.
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Ulkemizde geleneksel aile modeli yaygm olup; ailenin en az iki ¢ocuk sahibi olmast,
emzirmenin annenin Onemli rollerinden biri olarak diisiiniilmesi, beslenmede
karbonhidratli besinlere agirlikverilmesi, toplumsal ve dinsel nedenlerle 6zellikle
kadinlar arasinda alkol tiiketiminin az olmas1 meme kanserinden koruyucu yaklagimlar
olarak diistiniilebilir'®. Ulkemizde meme kanserinin erken tanisi igin, Saglik Bakanlig
Kanserle Savas Dairesi Baskanligi ve Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu

(MHDF) oldukca énemli ¢aligmalara baglamis ve devam ettirmektedirler®>.

2.2.2. Meme anatomi ve fizyolojisi

Erigkin bir kadinda meme dokusu dallanan tubulo alveolar glandlardan meydana gelen
15-20 adet lobdan olusur. Bu tubulo alveolar glandlar aslinda dermise ait modifiye ter
bezleridir. Loblarin herbiri 2-4 mm capl birer laktifer duktus ile sonlanir. Bunlar meme
basinda 0,4-0,7 mm capli birer orifise agilirlar. Gebelik sirasinda, meme glandi kendini
laktasyona hazirlar. Glandular dokuda proliferasyon ve gelisme olurken, aradaki yag ve
bag dokusu miktarinda azalma goriiliir. Hormonal uyariya cevap sirasinda plazma

hiicreleri, lenfositler ve eozinofiller fibréz bag dokusunu infiltre ederler®®.

Eriskin bir kadinda meme glandi, genellikle 6n g6giis duvarmin stiperfisyal pektoral
fasyasinin siiperfisyal ve derin tabakalar1 arasinda bulunur. Memeler 2. veya 3. kaburga
ile 6. veya 7. kaburgalar arasinda yer alirlar. Memenin ¢ap1 ortalama 10-12 cm ve
santral bolgede maksimum kalinlig1r yaklasik 5-7 cm’dir. Laktasyonda olmayan bir
memenin agirligi, 150-200 gr ve laktasyonda ise 400-500 gr kadardir. Areola yaklasik
2,5 cm kadardir 237,

Meme; asini ve duktuslar1 olusturan epitelial parenkim ve onlar1 destekleyen muskiiler
ve fasyal elemanlar, degisik miktarlarda yag, kan damarlari, sinirler ve lenfatikler icerir.
Epitelial parenkim, her biri ayr1 bir salg1 kanali ile meme basma agilan 15-20 lobdan
olusur. Her lob da 20-40 kadar lobiil icerir. Yani her duktus bir meme lobunu ve 20-40
kadar lobiilii drene eder™2’. Lobiil memede ki temel yapidir. Lobiil i¢i stroma inter
lobiiler stromadan daha gevsek ve hiicreseldir. Ayni stroma ince bir tabaka halinde tiim
kanal sistemini ¢evreler. Her bir lobiilde bir toplayici duktus ¢evresinde gruplanmis,
sayilar1 10 ile100 arasinda degisen ‘alveol’ ( asiniis duktuli) icerirler. Bunlarin sayilari

yaga ve fizyolojik sartlara gore degisir. Gen¢ kadinlarda sayilar1 en fazladir ve en biiytlik
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goriiniimdedirler. Menapozdan sonra ise lobiillerin sayisi azalir ve her biri ancak birkag

asini iceren kiiciik @initeler sekline doniisiir.

klavikula

Cooper ligamani

2.kosta

pektoralis major

laktifer

pektoral fasya
siniis

interkostal kas

interkostal sinir ve
damarlar

siit kanal

glandiiler

akciger =7 5 lobiiller

6.kosta

Sekil 2. 1. Meme glands, sagital kesit *°

Fizyoloji:

Meme gelismesi ve fonksiyonu bir¢ok hormonun etkisi ile olur. Bu hormonlarin en
onemlileri Ostrojen, progestoron, prolaktin, oksitosin, tiroid hormonlari, kortizol ve
bliylime hormonudur. Bu hormonlarin salgis1 hipotalamus, hipofiz ve overlerin

norohiimoral kontroliindedir’”

Ostrojen’ in meme iizerine etkisi sitoplazma ve ¢ekirdekteki resopterlere baglandiktan
sonra goriiliir. Stoplazmadaki reseptorlerin yogunlugu adet sikliisiinde degisiklik
gosterir, hamilelifin son ddéneminde ve lohusaligin ilk déneminde artar. Ostrojen

reseptorlerinin sentezini hem Gstrojen hem de progesteron uyarir=>

Progesteron’ un tek basina memeye etkisi yoktur. Ostrojen reseptdrlerinin sentezini

uyarwr. Prolaktin ile sinerjik etki gosterir. Epitel hiicrelerinin diferansiosyonunda,
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lobuliis ve asiniis gelisiminde etkilidir. Laktasyonu inhibe eder. Memede bulunan

progesteron reseptorlerini de Sstrojen kontrol eder®”.

Prolaktin hipofizde yapilir. Hamileligin son doneminde dogumdan hemen sonra
yiikselir ve lohusalik doneminde yiiksek kalir. Meme hiicre yiizeyindeki reseptdrlerine
baglanarak etkisini gosterir. Meme gelisiminin her sathasinda onemlidir. Memedeki
Ostrojen reseptOrlerinin sayisini arttirir.  Progesteronla birlikte lobiiliis ve asiniis

gelismesini uyarir. Siit sekresyonunu ve siit proteinlerinin sentezini kontrol eder®’.
2.2.3. Meme kanserinin siniflandirmasi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ ve invaziv karsinomlar olmak iizere iki ana
gruba ayrilmaktadir. invaziv meme karsinomlar1 morfolojik olarak birbirinden farkl
fenotipik 6zellikler gdsterebilen tiimdrlerdir ve bunlarin bazilarmin klinik ve prognostik
acidan karakteristik 6zellikleri vardir. In situ karsinomda malign epitelyal hiicreler bazal
membranla g¢evrili duktus ve asinuslar i¢inde sinirhidir ve malign degisime ugramis
epitel hiicreleri bazal membrani gegmedigi ve stromayi invaze etmedigi i¢in lenf ve kan
dolagimmna katilamazlar bu nedenle sistemik bir yayilm gostermezlerken®® invaziv
karsinomda neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromayainvazyon
gostermektedir. Bu nedenle invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarini invaze
ederek bolgesel lenf diiglimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine
sahiptir. Meme tiimérlerinin histolojik siniflamas1 1982 yilinda Diinya Saghk Orgiitii

tarafindan yapilmustir>.
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Tablo 2. 2. Meme kanserinin histolojik smiflamasi (WHO siniflamasi)™

1. In situ karsinom
- In situ duktal karsinom

- In situ lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

- Invaziv duktal karsinom

- Invaziv lobuler karsinom

- Tubuler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom
- Mediilller karsinom

- Miisin6z karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom

In situ duktal karsinom

1980 6ncesi DKIS, tiim kanserli olgularin %1 ini olustururken, Giliniimiizde DKIStiim
meme kanserlerinin %15-25 ini olusturmaktadir. Baz1 serilerde mamografik olarak
saptanan semptomatik meme kanserlerinin %45 1 DKIS dir. DKIS/LKIS oram 5/1
civarindadir. DKIS semptomatik (palpabl kitle, meme bas1 akintisi, paget) ve

asemptomatik (mamografik ) bulgular olarak karsimiza gikar>.

in situ lobiiler karsinom

LKIS hemen daima 35-55 yaslar1 arasindaki premenopozal ve hormon replasman
tedavisi goren postmenopozal kadinlarda bulunur. Metastaz goriilmez. LKIS’in gercek
insidanst bilinmemektedir. Haagensen 10000 selim meme biyopsisinin retrospektif
incelenmesi sonucu LKIS goriilme oranin1 %2.7 olarak vermistir. Page ve arkadaslar1

ise kendi serilerindeki oran1 %0,5 olarak belirlemislerdir®®.
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Invaziv duktal karsinom

Invaziv meme karsinomlarinin en sik goriilen tipidir (%70-80) ve diger alt tiplerden
herhangi birine ait spesifik 6zellikleri tagimayan genis bir grubu olusturmaktadir. Bu tiir
invazivduktal karsinomlar tipik olarak Ostrojen ve progesteron reseptorii pozitif olup
HER-2/neu (c-erbB-2)overekspresyonu gostermezler. invaziv duktal karsinomlarin
%70-80’inde Ostrojen reseptorii, %60-70’inde progesteron reseptorii, %15-30’unda

HER-2/neu pozitiftir™.

invaziv lobuler karsinom

Tim invaziv meme karsinomlarinin %35-15’in1 olusturmaktadir vehormon replasman
tedavisi alan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Diger tip invaziv meme karsinomlarina
gore daha yiiksek oranda bilateral ve multifokal olurlar. invaziv lobuler karsinomlarin
%70-95°1 Gstrojen reseptorii, %60-70’1 progesteron reseptorii pozitiftir. Pleomorfik tip

disinda HER-2/neu genellikle negatiftir>>.

Tubuler karsinom:

Meme karsinomlarmin %2’sini olusturmaktadir. Ancak giiniimiizde mamografinin
tarama amaclh kullanimi1 ve yeni tekniklere bagli olarak, 1 cm’den kiigiik tiimorlerin
%10’unun tubuler karsinom oldugu gdosterilmistir. %10-56’s1 ayn1t memede multifokal,
%9-38’1 bilateraldir. Bu tiimorlerin %90’ 1nda strojen reseptorii, %75’inde progesteron
reseptorii pozitif, %95’inden fazlasinda ise HER-2/neu negatiftir. Tubuler karsinomda
prognoz cok iyidir ve multifokal olgular disinda aksiller metastaz genellikle %10’dan

azdir>.

invaziv kribriform karsinom:
invaziv karsinomlarin nadir goriilen bir tipi olup tubuler karsinom gibi ¢ok 1yi prognoza
sahiptir. Olgularm %80’inde kribriform paternde in situ duktal karsinom tiimore eslik

etmektedir. Genellikle dstrojen ve progesteron reseptorii pozitif, HER-2/neunegatiftir>.

Miisinoz (kolloidal) karsinom:
Az goriilen bir tip olup meme karsinomlarinin %1-6’sm1 olusturur. Daha ¢ok ileri yas
kadinlarda goriiliir ve prognozu iyidir. Hormon reseptorleri genellikle pozitif, HER-

2/neu negatiftir>.
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Mediiller karsinom:

Meme karsinomlarinin %1-5’ini olusturur. Bazi arastiricilara gore, tani kriterlerine tam
uyuldugu taktirde bu oran %1’in altma diismektedir. Mediiller karsinom daha ¢ok 50
yas altindaki kadinlarda ve BRCA1 genini tagiyanlarda goriiliir. Yiiksek niikleer grade,
artmig mitotik aktivite ve hormon reseptor ekspresyonunun yokluguna karsmn mediiller
karsinom invaziv duktal karsinoma gore biraz daha 1y1 prognoza sahiptir. HER-2/neu

overekspresyonu genellikle yoktur.

invaziv papiller karsinom:

invaziv meme karsinomlarinin nadir gériilen bir tipidir. Prognozu genellikle iyidir>.

invaziv mikropapiller karsinom:

Piir formu invaziv meme karsinomlarinin %1-2’sini olusturur. Daha fazla siklikta mikst
tipte invaziv karsinomlarda, 6zellikle invaziv duktal karsinoma eslik eden ikinci bir
komponent seklindedir. Bu tiimorlerde lenfatik invazyon, lenf nodu metastazi ve

multifokalite sik oldugundan prognozlar: kotidir>.

Sekretuar (jiivenil) karsinom:

Nadirdir ve genellikle 30 yas altindaki kadmnlarda goriiliir. Prognozu oldukea iyidir>.

Metaplastik karsinom:

Nadir bir tiimér olup prognozu kotidir>.

NoroendoKkrin karsinom:

Meme karsinomlarinm %2-5’ini olusturur. Genellikle ileri yas kadinlarda goriiliir>.

Apokrin karsinom:

Nadir goriilen timor grubudur. Prognozu ayni grade ve evredeki invaziv duktal
karsinomlar ile aynidir. Ostrojen ve progesteron reseptdrleri genellikle negatif, buna
karsin androjen reseptorleri pozitiftir. Olgularin yarisinda HER-2/neu overekspresyonu

vardir>.
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inflamatuar karsinom
Invaziv meme karsinomlarmmn &zel bir klinik prezentasyonudur. Altta yatan invaziv

karsinom genellikle yiiksek grade’li invaziv duktal karsinomdur®>.

adenoid kistik karsinoma

Tiim meme kanserli hastalarin %0,1° inden daha azmni olusturmaktadir. Adenoid kistik
karsinomlar siklikla ileri yas ve postmenapozal kadinlarda saptanmaktadir. Prognozu 1yi
olan bu tiimorler ¢ogunlukla aksillaya metastaz yapmazlar. Lokal niiks ve uzak metastaz

yapma sikliklar1 da ¢ok diisiiktiir.

Erkek meme kanserlerinde yaklasik %90 oraninda saptanan patolojik tip invaziv duktal
karsinomadir ve tiimorlerin ¢ogunlugu papiller ve kribriform biiylime O6zelliklerine

sahiptirler™".

2.2.4.Meme kanseri etiyolojisi ve risk faktorleri

Meme kanseri biyolojik ve klinik acidan c¢ok heterojenik Ozellikler gosterir. Meme
kanseri gelisimi i¢in birgok risk faktorii sayilmasma ragmen meme kanseri olusan
kadmlarin %75 inde higbir risk faktorii tanimlanamamaktadir®. Meme kanseri etyolojisi
tam olarak bilinmemekle birlikte bazi etmenlerin meme kanseri olusumunda rol
oynadig: ileri siiriilmektedir*’. Bu faktorler yas, genetik, aile Oykiisii, hormonal
faktorler, wk, cinsiyet, laktasyon, beslenme, viicut agirhigi, alkol alimi, egzersiz,

29,41,42
radyasyon olarak tanimlanmugtir®2>*:42

Yiiksek derecede risk olusturan faktorler

Genetik meme kanseri, tim meme kanserlerinin % 10-15’in1, 30yas altinda baglayan
primer meme kanserlerinin %25 ini olusturmaktadir'®*. Kisinin meme ve over
kanserinin olugsmasina zemin hazirlayan genlerinde (BRCA 1 ve 2) mutasyon olmasi

bugiine kadar gosterilen en yiiksek degerli risk faktorlerinden biridir ***

. Bu genlerde
saptanan mutasyon, hem memede, hem de overde yiiksek olasilikla kanser
gelisebilecegini isaret eder. Bu genlerde mutasyonu olan kadmlarin %66 ila 83’linde
meme kanseri, %22 ila 45’inde over kanseri goriilebilmektedir. Erkeklerdeki meme
kanseri de genetik mutasyonla iliskilidir*. Ailede meme kanseri dykiisii olmasi, BRCA-

1 ve BRCA-2 genlerinde ve P53 geninde mutasyon olmast meme kanseri riskini
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artirmaktadir. Meme kanseri olan bir kisinin annesinde hastaligin ortaya ¢ikma riski 8,8

iken; bu oran kiz kardesinde 2,7, kizinda ise 4,6 dir 4145

Orta derecede risk olusturan faktorler

yas: Meme kanseri gelisiminde, yas arttikca meme kanseririski arttiindan yas tek
basma en 6nemli bagimsiz risk faktoridir®>%33 Elli yasindaki bir kadinda geride
kalan yasami siiresince meme kanseri goriilme olasilig1 yaklagik %10’dur.Yirmi yasin
altinda meme kanseri olduk¢a nadirdir. Yirmi yas sonrasinda ise insidans giderek
artarve 45-55 yaglar arasinda plato yapar, 55 yasindan sonra insidansta hizla yiikselme
izlenmektedir. Meme kanseri taramasi i¢in 50 yas sonrasinda kadinlara diizenli
mamografi yaptirmalar1 onerilir. Kisi baska risk faktorlerine de sahipse mamografiye
daha erken yaslarda baslanmalidir*®. Bati toplumunda tiim meme kanserlerinin %5-7’si
40 yas altinda iken, Tiirkiye’de bu oran %20 civarmdadir®. Tiirkiye geng bir niifusa
sahip olup, kadmn niifusunun %47,3’i 0-19 yas, %45,6’s1 20-54 yas grubundadir &
Calismalar meme kanserinin genc hastalarda daha agresif seyrettigini, daha yiiksek

mortalite ve niiks oranmna sahip oldugunu gostermektedir®®.

Aile oykiisii

Meme kanseri gelisimi i¢in en Onemli risk faktori ilerleyen yasin yani sira meme
kanseri aile oykiisudiir & Aile Sykiisiiniin degerlendirilmesi, genetik meme kanseri
riskini belirlemede ¢ok Onemli bir faktordiir. Birinci derece yakinlarinda; 30 yasin
altinda premenopozal meme kanseri, bilateral meme kanseri, hem meme hem de over
kanseri, her yasta erkekte meme kanseri bulunmasi ailesel meme kanseri riskini arttiran
faktorlerdir. Ozellikle 1. derecede akrabada (anne, kizkardes, kizi) meme kanseri
saptanmis olmas1 kisinin meme kanseri riskini artirir. Akrabalik uzaklastikga risk
azalir. Aile Oykiistine bagh risk tahmini; aile liyesinin tani1 swrasindaki yasi, kadinin
yasi, etkilenen akrabalarim sayisi gibi bircok faktore bagli degismekle beraber,
minimum rolatif riskin genel kadin populasyonundan iki kat daha fazla oldugu tahmin
edilmektedir'®. Bir adet birinci derece akrabada meme kanseri olmasi, meme kanseri
riskini 1.80 kat artirir. Iki tane birinci derece akraba varliginda ise bu risk 2,9 kat artar.
Meme kanserine yakalanmis olan akraba 30 yasindan 6nce tani almis ise risk 2,9 kat, 60

yasindan sonra tan1 konmus ise risk 1,5 kat artar’..
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Daha 6nce memede kotii ya da iyi huylu tiimor olmasi: Bir memede kanser varligi diger
memede kanser riskini 2-6 kez; atipik hiperplazi ise 4-5 kez artrmaktadir. Benign (iyi
huylu) meme hastaliginin (Fibrokistik meme hastaligl) meme kanseri olusturma riski

tartismalidir®.

Diisiik derecede risk olusturan faktorler

Bu gruptaki faktorler meme kanseri i¢in tek basma onemli Olclide risk olusturmaz.
Ancak, kisi, beraberinde diger risk faktorlerini de tasiyorsa anlamli bir risk arttigimdan
s0z edilebilir. Bu grup altinda sayilan faktorlerin bir kismi degistirilebilir etmenlerdir.
Bunlar arasinda menopoz sonrasinda hormon tedavisi alma, asir1 alkol tiiketme, ilk
dogumunu 35 yastan sonra yapma veya hi¢ dogum yapmama, emzirmeme, obezite, fizik
aktivite azlig1 (sedanter yasam) yer almaktadir. Yasam seklinde yapilabilecek

degisiklikler ile bu faktorlerin bir kismi ortadan kaldirilabilir®.

Menars Yasi: 12 yas oncesinde ilk adetin goriilmesi 14 yas ve sonrasinda goriilmesine
gdre meme kanseri riskini artirmaktadir’® *24*, Menars1 takiben diizenli menstruasyonun
baglama siiresi de Onemlidir. Menars1 erken (12 yas Oncesi) baslayan ve diizenli
menstruasyonlara kisa siirede gecen kisilerde meme kanserine yakalanma riski
digerlerine goére 4 kat daha fazladr*. Olgu kontrolli calismalarda menarsin

geciktirildigi her yil meme kanseri riski yillik % 20 azalmaktadir®.

Menopoz Yasi: 55 yas sonrasinda menapoza girmek 45 yastan Once girilmesine gore
riski azda olsa artrmaktadir. 45 yas Oncesinde her iki overin herhangi bir nedenle
cerrahi olarak alinmis olmasmin meme kanseri riskini azalttigi gésterilmistirlj’ﬂ’ﬂ. 45
yasindan once menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski 55 yasindan sonra bu

déneme giren kadnlarin yarisi kadardir™,

Hormonal faktorler

Meme kanseri hormon bagimli bir hastaliktir. Ostrojenlerin, meme epitelindeki
proliferatif etkisi, daha sonra DNA’nin hatali replikasyonu olasiligini artirarak
mutasyonlara yol acabilmektedir. Hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 arttiginda, devamli hiicre
boliinmesi sonucu olugan DNA replikasyon hatalarinin giderek birikmesi sonucu kanser

41,46

gelisimi baglayabilir . Ozellikle kombine (6strojen ve progesteron igeren) hormon

tedavisi, riski %25 kadar artirmaktadir. Risk, ilacin alinma siiresi ile dogru orantili
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olarak artar*. Ostrojen timodr hiicreleri tizerine daha da etkili olup béliinerek
¢ogalmalarmi saglamaktadir. Ostrojen ve progesteron iceren oral kontraseptif kullanimi
ile meme kanseri arasindaki iliskiye bakildiginda 10 yil boyunca oral kontraseptif

kullanan kadmlarda meme kanseri riski % 36 artmaktadir 2%,

OR ve PR 6l¢iimii meme kanserinde tedavi bigcimini belirlemede standart hale gelmistir.
Endokrin tedaviden yarar gorecek hastalarin se¢iminde yardimcidir. Bu reseptorlerin
timordeki varliklar1 iyi prognoz ile iliski gosterir ve hastalarda daha uzun hastaliksiz
sagkalim siireleri gdzlenir. Buna karsin OR ve PR negatif olan tiimdrler daha agresif

hastalikla birliktedir ve hormonal tedaviye yanit iyi degildir*”.

WHI caligmasinda yapilan bir alt grup analizinde HT ile asil meme kanseri riskindeki
artisin  invazif meme kanserinde oldugu, in situ meme kanserinde olmadigi
gosterilmistir. Diger bir deyisle HT olan bir meme kanserinin gelisimini uyarmakta,

ama yoktan bir kanser olusumuna sebebiyet vermemektedir®.

Dogum: Meme kanseri riskini az da olsa artirir. Dogum sayis1 arttikca riskin azalir.
Ancak risk degerlendirmesi acisindan tek basina 6nemli bir faktor degildirl—@ﬂ. Hig
dogum yapmamis olma ve ilk dogumu 30 yasin iizerinde yapmis olma meme kanseri
riskini artirmaktadir. 30 yasmdan sonra dogum yapan kadmlarda kanser riski ilk

dogumunu 20 yasindan nce yapan bir kadina gore 4 kat daha fazladir'¢#:4244,

Laktasyon Oykiisii: Emzirmenin meme kanseri iizerindeki etkisi heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Ancak laktasyonla birlikte ovulatuar donemin kisalmasinin meme
kanseri riskinin azalmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Cin'de yapilan bir calismada
5 yillik emzirme siiresinin meme kanseri riskini %30 oraninda azalttig1 bildirilmistir

41,44.46

Alkol: Gunlik az miktarda alkol tiiketmek riski artirmamaktadir ancak alinan miktar

444 Alkol tiiketiminin  Ostradiol serum

arttikga riskin de arttig1 gosterilmist
diizeylerini yiikselttigi bilinmektedir. Birgok calismada orta diizeyde alkol aliminin
(hergiin 1-2 kadeh) meme kanseri insidansinda %30-50 oraninda artisa neden oldugu

gosterilmistir
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Obezite: Ozellikle menopoz sonrasinda viicut kitleindeksi 30’un iizerinde olan
kadmlarda meme kanseri riski zayif kadmlara gore daha fazladir***¢. Yagdan zengin
beslenmenin meme kanseri riskini artirdig1 belirtilmektedir®>. Diyetle yag ve kolesterol
alimi ¢ok Oonemlidir. Kisi basma diisen yag tiiketimi ile meme kanseri arasinda direkt
iligki bulunmustur. Bu iligki postmenopozal kadinlarda, premenopozal kadinlara oranla
daha kuvvetlidir. Postmenopozal obesitede ve kronik alkol kullananlarda da risk artar'.

. . . . 41
Liften fakir beslenme konusunda ise tartisma s6z konusudur—.

Viicut Agirhgr: Premenapoz doneminde diisiik viicut agirlirli§i, post menopoz

déneminde ise artmis viicut agirhgimeme kanseri riskini artirmaktadir *+42.

Egzersiz: Fizik aktivitesi az olan kadmnlarm diizenli egzersizyapan kadinlara gére meme
kanseri riskinin yiiksek oldugu belirtilmektedir®. Adolesan ve eriskin donemlerde
yapilan egzersizlerin 40 yasin altindaki kadinlarda meme kanseri riskini azalttig

belirlenmistir 2442,

Radyasyona Maruz Kalma: Radyasyon, meme kanserinde de risk faktoridir®.
Ozellikle 30 yasm altinda ve puberteden dnce radyasyona maruz kalma ve toraks
bolgesine yapilan terapotik radyoterapi islemi de meme kanseri riskini artirmaktadir
214l Kirkbes yasindan sonra radyasyona maruz kalma veya radyoterapi meme kanseri

riskini etkilememektedir?’.

Baz1 gevresel kimyasal maddeler (organokloriirlii kimyasallar, kloriirlii pestisitler,
polikloriirlii bifenil ve dibenzo bilesikleri), meme kanserinin baslamasinda rol
oynayabilmektedir. Bu bilesikler hiicref arklilasmasinda rolii olan Ostrojenin

ozelliklerini taklit etmektedir.

Irk: Beyaz kadilarda meme kanseri gelisme riski daha yiiksek olmasia ragmen Afrika

kokenli Amerikalikadinlarin bu hastaliktan 6lme riski daha yiiksektir *.,

Cinsiyet: Kadin olmak meme kanseri i¢in bashi basma bir etmendir. Tim meme

kanserlerinin %99'u kadinlarda, %1' erkeklerde goriilir™.
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15 yastan sonra menars, 1 yildan uzun siire emzirme, monoansatiire yagdan zengin
diyet, fiziksel aktivite, premenopozal obezite, meme kanserine kars1 koruyucu role sahip
oldugu belirlenen faktorlerdir®. Erken menars, ge¢ menapoz, dogum yapmama ya da ilk
dogumu 30 yasindan sonra yapma Ostrojenlerin meme dokusunu etkileme siirecini
uzatir. Bu nedenle ge¢ menars, 30 yas Oncesi dogum, emzirme ve erken menapozun
meme kanseri riskini azalttig1 diisiiniilmektedir. Mc Credie ve arkadaslar1 30 yasindan
once dogum yapmanin meme kanseri rolatif riskini RR=1,8 arasinda azalttigini

belirlemislerdir'®.

Kadinlara 35 yastan once, 6zellikle 20’li yaslarda dogum yapmasi, bebegini emzirmesi,
asir1 alkol tiiketmemesi, obez ise zayiflamasi ya dakilo almamasi, diizenli fizik egzersiz

yapmasi, menopoznedeni ile hormon tedavisi almamast tavsiye edilmektedir™.

2.2.5. Meme kanserinde prognoz

Meme kanserli olgularin sagkalim siiresi lizerinde prognostik énemi olan faktorlerin
saptanmas1 icin literatiirde bir¢ok calisma bulunmaktadir. Meme kanserinde bilinen
prognostik faktorler timor boyutu, tutulan lenf nodu sayisi, histolojik ve niikleer grad,
hormon reseptorleri (Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve Her 2 reseptorii)

2 4
durumlaridir>28-37:4%-30

Olgularin yas1, tiimoriin evresi, timor capi, histolojik tipi,
niikleer grade’i ile metastatik aksiller lenf nodlarinin sayisinin; survey ve timor niiksi
iizerine etkisi lizerine bir¢ok calisma yaymlanmistir. Bunun yani sira steroid hormon
reseptorleri (Ostrojen ve progesteron reseptorii), onkogenler (HER-2/neu), tiimor
supresor genler (p53), proliferasyon belirleyicileri (Ki-67),anjiogenez ve proteazlar da

meme karsinomu prognozu iizerine etkilidir®>.
Lenf nodu metastazi: En 6nemli prognostik parametredir. Aksiller lenf nodlar1 negatif
hastalardal0 yillik yasam %75 iken, nod-pozitif hastalarda bu oran %25-30’a

diismektedir’®. tutulan aksillar lenf bezi sayis arttikca prognoz kotiilesmektedir®.

Tiimor boyutu: Bagimsiz bir prognostik parametredir. Tiim6r boyutu arttikca aksiller

lenf nodu metastazi artmakta ve sagkalim orani diismektedir™.
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Tiimoriin histolojik tipi: Tubuler karsinom, invaziv kribriform karsinom, sekretuar
karsinom ve invaziv lobuler karsinomun tubulo lobuler varyantmnin prognozu iyidir.
Buna karsin metaplastik karsinom, invaziv lobuler karsinomun pleomorfik ve solid
tiplerinin, invaziv mikropapiller karsinomun ve inflamatuar karsinomun prognozu
kotidiir. Mediiller karsinomun prognozu tartismali olmakla birlikte, invaziv duktal
karsinoma gore daha 1yi prognoz gosterdigi bir¢ok arastirict tarafindan kabul

edilmektedir®®.

Histolojik grade: En cok kullanilan grade’leme sistemi modifiye Bloom-Richardson
sistemidir. Bu grade’leme sisteminde timor hiicrelerinin niikleer 06zellikleri,
olusturduklar1 tubulus yapilarmin orani ve mitoz sayisi ayr1 ayri skorlanarak elde edilen
toplam skora gore grade belirlenmektedir. 10 yillik sagkalim oran1 grade I tiimorler igin

% 85, grade II icin % 60, grade III icin % 15°dir>.

Lenfovaskiiler invazyon: Tiimor cevresindeki lenfatik ve kan damarlarinin liimeninde
tiimOr hiicrelerinin goriilmesi durumunda lenf nodu metastazi olasilig1 ytiksektir. Lenf
nodu metastazt  goriilmesede lenfovaskiiler invazyon varhigi kotii prognostik

parametredir’>.

Ostrojen ve progesteron reseptorleri: Primer ve metastatik meme karsinomlarinda
%45-65 oraninda Ostrojen reseptorii pozitifligi vardir. Reseptor pozitif tiimorler
hormonal tedaviye daha 1yi cevap vermekte ve daha iyi prognoz gostermektedir. Ancak
uzun siireli izlemde niikks ve metastaz acisindan reseptdr pozitifliginin Sneminin
olmadig1 gosterilmistir. Tiimorde Ostrojen reseptdrii yani sira progesteron reseptoriiniin
de pozitif olmasi hormonal tedaviye cevabi arttirmaktadir. Ostrojen reseptdrii
ekspresyonu ile meme karsinomunun histolojik tipi ve grade arasinda anlamli bir iligki

vardir. Grade arttikca ekspresyon azalmaktadir 2.

Erken donem meme kanserinde cerbB-2 gen amplifikasyonu kotii prognoz ile yakin
iligkili bulunmustur. Cok sayidaki calisma ile cerbB-2 amplifikasyonunun diger koti
prognostik faktorlerin varlhigi, tedaviye diisiik cevap ve lenf nodu pozitif meme
kanserlerinde hastalarin yasam stireleriyle iligskili oldugu, tek basina bir prognostik
faktor olabilecegi desteklenmistir. CerbB-2 ekspresyonu ile ilgili verilerin ¢cogu lenf

nodu pozitif hastalardan elde edilmesine ragmen uzun siireli takip sonrasinda lenf nodu
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negatif hastalarda da cerbB-2 amplifikasyonu olanlarin daha kotii prognoza sahip

olduklar1 gozlenir®*%.

Yapilan uzun takipli caligmalar tiimor ¢apinin 1 cm’den kiigiik olmasi, 35 yas tistiindeki
hastalar (gen¢ yas <35), diisik grad ve lenfovaskiiler invazyonu olmayanlarin

prognozunun daha iyi oldugunu bildirmektedir(%90—100)%.

Prognozu iyi olan 6zel tipte meme karsinomlar1 tubiiler karsinom, invaziv kribriform
karsinom, miisin6z karsinom, sekretuar karsinom, prognozu kétii olan 6zel tipte meme
karsinomlar1 ise metaplastik karsinom, tasl ytiziik hiicreli karsinom, inflamatuar meme
karsinomu, mediiller karsinom. Klasik tipte lobuler karsinomalar ile invaziv duktal

karsinomalarin prognozu arasinda anlaml bir fark bulunmadig bildirilmektedir’.

2. 3. Ekstra Selliiler Matriks ( ESM )

Dokular sadece hiicrelerden meydana gelmez. Hiicreler ve hiicre disi matriksden
meydana gelir. Ekstra selliiler matriks (ESM) sadece hiicreler arasindaki baglantiy1 ya
da hiicrelere destegi saglamakla kalmaz, hiicrelerin davraniglari, gelisimi, migrasyonu,

proliferasyonu, adhezyonunda rol oynar™!

. ESM polisakkaritlerden ve proteinlerden
olusan karmasik bir ag yapisindadir. Makro molekiillerden olusur. Makromolekiillerin
tiirlerine ve miktarlarina goére bulundugu dokuya gore o6zellik alirlar. Ekstra selliiler
matriks makro molekiillerinin diizenlenmesi kritik ve Onemli cesitli biyolojik
progeslerle olur. Bunlardan her biri lokal hiicrelerden sekrete edilen ekstra selliiler
proteolitik enzimlerle parcalanir. Bu enzimler; matriks metalloproteazlar, serin
proteazlardir. Metalloproteazlarin aktiviteleri i¢in Zn ve Ca baglanmasina ihtiyag¢ vardir.
Bunlar fibronektin, kollajen, laminin gibi matrix proteinlerini pargalarlar. Kollejanaz
gibi spesifik isimler alabilirler. Bu enzimler hiicre dis1 matrikste ki ve hiicre

ylizeyindeki proteinleri pargalarlar. Timdr hiicresinin etrafin1 bosaltarak, bazal

laminanm biitiinliigiinii bozarak timor invazyonunda rol oynarlar’.

2.4. Matriks Metalloproteinazlar

MMP’ler proteolitik enzimlerdir ve temel olarak protein yikiminda rol oynarlar. Hiicre

bliylimesinde, farklilasmasinda, apoptoziste, hiicre gogiinde, invazyonda ve
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tiimorlerdeki angiogenez’de bir takim roller iistlenmislerdir’. Ekstra selliiler matriksin
en az bir komponentini proteoliz edebilen 21 den fazla iiyesi olan ¢inko bagimli
endopeptidaz ailesidir’™%. Aym zamanda matriksin’ler olarak da isimlendirilir.
MMP’lerin hepsi latent proenzimler olarak iiretilir ve molekiiliin propeptit kisminin
kopmasiyla aktif formlarma doniisiirler®2. Viicutta bircok dokuda bulunurlar ve bir
takim fizyolojik ve benin patolojik siirecte (embriyogenez ve inflamatuvar hastaliklar
vb) gorev alirlar. MMP’ lerin dokudaki ana gdrevleri, membran yapilarinda ve hiicreler
arast matrikste bulunan hiicre dis1 matriksin (ESM) kollajen, elastin, jelatin ve
proteoglikan gibi degisik bilesenlerini ylkmalarldn‘ﬂ’ﬁ. Boylece MMP’ler metastazin
6nemli bir basamagi olan hiicre migrasyonunu kolaylastirirlar’®. Anjiojenez ise daha
once olusmus damarlardan yeni damarlarin gelisimidir. VEGF ve ya bFGF tarafindan
endotelial hiicrelerin harekete gecirilmesi, yeni kan damarlarmin olusumunu saglayacak
bir dizi islemi baslatmaktadir. Harekete gecen endotelial hiicreler ilk 6nce Matrix
Metallo Proteinases (MMP)yapismi olusturur. Bu enzimler daha sonra g¢evre doku
icinde serbest kalirlar. MMP'ler kan damar1 hiicrelerinin digindaki yapiyr (bu yap:
hiicreler arasindaki protein ve polisakkarid'lerden olusan bir yapidir) bozarlar. Bu
bozulma endotelial hiicrelerin go¢ etmesinin izni gibidir. Endotelial hiicreler kendilerini
cevreleyen dokuya goc¢ etmeye basladikladiklar1 anda bolinmeye de baslarlar. Cok
gecmeden bu basibos endotelial hiicreler i¢i bos tiipler seklinde organize olmaya
baslarlar ve yavas yavas yeni kan damarlari agim olustururlar™. Normal biyolojik
fonksiyonlar disinda tiimor gelisimi ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde anjiojenez

hastaligmn seyrini kotiilestirecek sekilde 6nemli rol oynar™.

Metastaz, kanser hastalarnin mortalitesindeki en onemli etkenlerden biridir ve sirayla
gerceklesen bir dizi olayin olusturdugu bir siirectir. Bu olaylar; primer kanser
dokusundan bazi hiicrelerin damar yataginin yapisini bozarak sistemik dolasima
gecmesi, bu hiicrelerin sistemik dolasimdan ¢evre dokulara bazi reseptorler sayesinde
tutunmasi ve bu dokularda sekonder kanser dokusunu olusturmak iizere damar
yapilarindan ¢ikmalar1 olarak siralanabilir. ESM’nin proteolitik yikimi bu siirecin en
Onemli basamaklarindan birini olusturmaktadir ve bu basamakta MMP’ler 6nemli rol
oynamaktadirlar’® ve kanserli hiicrelerdeki ekspresyonu normal hiicrelere nazaran

oldukca fazladir’.
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Metastaz
bolgesi

MMP'lerin etkili oldugu
diisiiniilen basamaklar

Sekil 2. 2. Karsinogenezde mmp’lerin etkili oldugu diisiiniilen basamaklar™

2.4.1. MMP’lerin yapisi

17-29 aminoasit igeren sinyal peptit bolgesi, 77-87 aminoasit iceren amino terminal
propeptit bolgesi ve 170 aminoasit igeren katalitik bolgeden olusur. Katalitik bolgenin
aktif merkezinde ¢inko atomu ve ¢inko atomuna bagli korunmus sistein aminoasiti
bulunur. Katalitik bolge ayn1 zamanda ¢inko-baglayici bolimve korunmus metiyonin
aminoasiti igerir. Bu bolge, MMP’lerin stabilitesini ve enzimatik aktivitesini korumak
icin katalitik ¢inko atomuna ek olarak yapisal ¢inko atomu ve 1 ya da 3tane kalsiyum

atomu icerir’.

Hemopexin domain

Sekil 2. 3. Matriks metalloproteinaz domain yapisi®
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2.4.2.MMP’ lerin siniflandirilmasi

Matriks Metalloproteinazlar (MMPs), substrat ozelliklerine goére siniflandirilirlar.

Interstisiyel kollajenazlar (MMP-1, -8 ve -13) tip 1 kollajenin yikimindan sorumlu iken,

jelatinazlar (MMP-2 ve -9) tip 4 kollajenin, stromelizinler (MMP-3, -7 ve -10) ise tip 4-

5 kollajen ve proteoglikanlarin yikimin iistlenir. Membran tip MMP’ ler ( MMP-14, -

15, -16 ve -17) ise hem kollajen yikimindan sorumlu hem de MMP onciilerinin

(prekiirsorlerinin) etkinlesmesinde de iglev goriirler. Diger MMP’ ler ise MMP-7, -11, -
12 ve MMP-19” dur®.

Tablo 2. 3. Matriks metaloproteinazlar®.

MMP AILESI ENZIM ANA SUBSTRATLAR
Kollajenazlar interstisiyel kollajen MMP 1 Fibriler kollajenler,
notrofil kollajenaz MMP 8 tip I, 1L, III
kollajenaz-3 MMP-13
xenopus kollajenaz MMP-18
Gelatinazlar Gelatinaz A MMP-2 Fibriler olmayan
Gelatinaz B MMP 9 kollajenler, tip IV, V
Stromelizinler Stromelizin-1 MMP-3 Proteoglikanlar, laminin,
Stromelizin-2 MMP-10 fibronektin, fibriler
Matrilizin MMP-7 olmayan kollajenler
Stromelizin-3 MMP-11
Elastaz Metalloelaztaz MMP-12 Elastin, fibriler olmayan
kollajenler
Membran tip MT1-MMP MMP-14 Progelatinaz A
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-21
Simiflandirilmanus Enamelizin MMP-20 Bilinmiyor
MMP-19
MMP-23
MMP-24

Matriks Metalloproteinazlar ekstra selliiler matriksin yapilanmasini gerektiren romatoid

artrit, pulmoner amfizem, periodontit, cildin blisterli lezyonlarinda ve tiimor biiylimesi

invazyonu, metastazlarinda yiiksek diizeyde eksprese edilir’t. Giincel calismalar

gostermistir ki, Inflamasyonda, neoplastik invazyonda ve metastazda esas rolii MMP

enzimleri oynamaktadwr. Kollejenaz (MMP-11, MMP-8 ve MMP-13), Jelatinaz
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(MMP-2 ve MMP-9) ve Stromelisin (MMP-3) enzimleri tiimor invazyonu disinda

kalpte, akcigerler ve beyinde I/R hasarinda 6nemli rol oynarlar'2,

MMP-1 (interstitial kollejenaz) agresiv tiimorlerde sikca bulunur. Tiimér olusumunun
baslangicindave invazyonunda temel faktdr olmayabilir. Fakat tiimorlerin baglangi¢
disindaki diger ileri agsamalarinda etkin rol oynar. MMP—1 dokular arasindaki en yaygin
stromal yap1 olan kollajen I-II-III tiirlerinin yikimindan baslica rol alan enzimdir.
Gastrik kanser, meme kanseri, bas ve boyun yassi hiicreli karsinomalari, kolon
karsinomalari, pankreas adeno karsinomalarda ve akciger karsinomalar1 gibi ¢esitli
doku tiimorlerinde MMP-1 aktif rol oynamaktadir. Ko6tli prognoza sahip tiimorlerde
yiiksek seviyede MMP—-1 ekspersyonu gozlenmektedir. Ayrica MMP-1 seviyelerindeki

artisa metastatik timérlerdeve bazi hiicre hatlarinda da rastlanmaktadir'2.

MMP-2 (Jelatinaz A veya M72.000 tip IV kolla-jenaz) ekspresyonu kanser hiicrelerinin
agresifligi ile yakindan iliskilidir. Ote yandan TIMP-2, MMP-2 ile spesifik bir
kompleks olusturarak bu molekiiliin proteaz aktivitesini inhibe etmektedir ve boylece
timOr  hiicrelerinin  biliylimesini, invazyonunu ve metastazini  engelledigi
diistiniilmektedir. TIMP’in MMP molekiillerini inhibe etme mekanizmasinin altinda
TIMP-MMP kompleksinin kristal yapist yatmaktadir. TIMP, “kama” sekilli bir
molekiildiir ve N-terminalinde MMP’nin aktif kismina baglanan disiilfid bagi ile bagh
bir aminoasit zinciri mevcuttur. Bu bolge MMP-3 ve TIMP-1 arasindaki inhibisyon
yoniindeki protein-protein etkilesiminin %75’ inden sorumludur. Dolayisiyla, dokudaki
MMP-2 ve TIMP-2 ekspresyonunun dengesi tiimdr invazyonunu ve metastazini

etkileyen kritik etkenler olarak degerlendirilebilir®>.

Metalloproteinazlarin proteolitik aktiviteleri spesifik doku inhibitdrleri ile inhibe
edilmektedir. Dort farkli doku inhibitéri vardr. TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4.
Doku inhibitdrleri malign tiimoriin biiylimesini, invazyonunu ve metastazini inhibe
etmektedir 22, Metalloproteinazlar ayn1 zamanda alfa-1 proteinaz inhibitér ve alfa-2

makroglobulin gibi nonspesifik inhibitorler tarafindan da inhibe edilir.
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2.5.TIMP (Matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorleri)

TIMP’ler, dokularda bu enzimlerin 6zgiil ve dogal inhibitorleri olan proteinlerdir.
TIMP’ler hiicre dis1 matriks depolanmast ve yikimi arasindaki dengenin
siirdiiriilmesinde anahtar rol oynarlar™. Molekiiler biiyiikliikleri 21 ila 28 kDa arasinda
degisir ve primer yapilar1 arasinda homolojileri oldukg¢a diisiiktiir. Ama dordiinciil
yapilar1 arasinda benzerlik vardir. TIMP'ler MMP'leri baskilamak i¢in gerekli olan iki
domaini N-terminal bdlgelerinde tasirlar. C-terminal bolgeleri ise TIMP'lerin
spesifikligini saglayan domainler vardir’. TIMP ailesinin bilinen dort tane iiyesi vardur.
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4>!. Oncelikli gorevlert MMP'leri baskilamak ve
aktivasyonlarmi diizenlemektir. TIMP'ler hem pro MMP'lerin hem de MMP'lerin ¢inko
baglanma boélgelerine baglanarak aktif olanlarin aktivasyonunu diizenlerler aktif
olmayanlarin ise aktivasyonunu engelleyerek malign timoriin  biliylimesini,

. c1s 1
invazyonunu ve metastazmni inhibe ederler 22,

TIMP’lerin in vitro ortamda hiicre invazyonunu engelleyen, in vivo ortamda
tiimérogenezi ve metastazi engelleyen ¢ok islevli molekiiller oldugu diisiiniilmektedir.
Her ne kadar her TIMP tiiriinin birgok MMP’yi inhibe etme potansiyeli olsa da bu
proteinler, selektif inhibitor islev gosterirler. Ornegin, TIMP 1 ve 2, sirasiyla selektif
olarak MMP 9 ve 2’yi inhibe ederler™2. .TIMP-1’in; MMP-1, MMP-3 ve MMP-9
iizerine baskilayict etkisi, TIMP-2"nin ise MMP-2 iizerine baskilayici etkisi digerlerine

gore daha belirgindir>.

TIMP-1; 28,5 kDa agirhikta ve ilk olarak tavsan kemiginden elde edilen bir
glikoproteindir. Sonradan insan viicut sivilar1 ve dokularinda da oldugu anlagilmistir.
Biitiin aktive kollajenazlar1 inhibe edebilir. TIMP-1, 92 kDa’luk jelatinaz sinifindan
olan pro-MMP9’a baglanir. Bu ikili proMMPY9/TIMP-1 kompleksi biitiin aktif
MMP’leri inhibe eder ve daha aktif stabil form olan {i¢li proMMP-9/TIMP-1/MMP
kompleksi olusur. Fibroblast biiylime faktorii, trombosit kaynakli biiyiime faktori,
forbol esterleri ve interlokin-1 gibi birgok uyaran TIMP-1’in fibroblastlardaki

ekspresyonunu artirir®.
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TIMP-2; TIMP-2, ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilmistir. 21 kDa agirlikta
non-glikolize bir proteindir. TIMP-2 geni; 17¢25.3 kromozomu {izerinde yer alir ve 5

ekzon icerir ve 83 kb uzunlugundadir.
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Sekil 2. 4. TIMP II geninin 17. Kromozom iizerindeki yeri>’.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda TIMP 2 genlerindeki bazi polimorfizmlerin bir¢ok
kanser tiirtinde etkili oldugu gosterilmistir. TIMP-2: MMP-9 disindakileri inhibe eder.
MMP-2’yi inhibe eder ve fibroblast gibi bazi hiicrelerde pro-MMP-2 ile birlikte sekrete

edilir. Ancak alveolarmakrofajlarda oldugu gibi tek basmna da sekrete edilebilirler”.

TIMP-3; meme kanserinden identifiye edilmistir. TIMP-3; MMP-1, 2, 3, 9 vel3’i

inhibe eder”.

TIMP-4; MMP-2, 7 ve 9’u inhibe eder. Son zamanlarda insan kalbinde saptanan TIMP
ailesinin son iiyesi TIMP-4’lin de tiimor invazyon ve metastazini inhibe ettigi
gosterilmistir. TIMP-3, %30 TIMP-1 ile %38 TIMP-2 ile homoloji gosterirken,
molekiiler klonlama sirasinda ilk kez kesfedilen 22 kDa’luk TIMP-4, %37 TIMP-1 ile
%51 TIMP-2 ve TIMP-3 ile homoloji gosterir®.

2.6. Polimorfizmler

Polimorfizm bir genin DNA sekansindaki dogal ¢esitliliktir. Yani, iki veya daha fazla
alternatif genotipin populasyonu en az %1’de goriilmesidir. ABO kan gruplari, Rh kan
gruplar1 ve MHC polimorfizme 6rnek olarak verilebilir.

Her yeni zigotun ebeveyn genomlarinda bulunmayan 100 civarinda baz ¢ifti degisikligi
icermesi  beklenir.  Genetik  ¢esitlilik  kromozom  boyamalarinda, protein
varyasyonlarinda, DNA sekansi degisikliklerinde veya hastalik olarak gosterebilir. Her
ne kadar biitliin polimorfizmler DNA sekansindaki farkliliklarin sonucu olsada bazi
polimorfik lokuslar, allellerin kendi DNA sekansinda ki farkliliklardan ziyade alleller

tarafindan proteinlerdeki varyasyonlar incelenerek ortaya gikarilabilir’.
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Genomda cogunlugu tek niikleotit diizeyinde olmak iizere (insanda on milyon kadar),
ikili, ticlii niikleotit tekrar sayilarinda degisiklikler ve daha azi1 kromozom diizeyinde
baz1 yapisal diizenlemeler seklinde genetik polimorfizmler vardir. Genetik hastaliklar,
DNA’daki bir degisiklik sonucu genin, mRNA ya da protein {iriiniiniin niteliginin ya da

niceliginin degismesi sonucu olusan hastaliklardir’.

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP-Single Nucleotide Polymorphism) DNA iizerinde
herhangi bir sekilde meydana gelmis tek bir niikleotid degisimidir bu bir delesyon veya
insersiyon sonucu meydana gelebilir. DNA seviyesinde tek bir niikleotit degisikligi
cogu kere normal {iriinden sapmalar meydana getirir. Bunun yan sira {iriinde hi¢ bir

degisiklik yapmayan tek niikleotid polimorfizmleride mevcuttur’.

Tek niikleotit degisimlerini iceren genler, toplumda %1°den daha fazla siklikta bulunan
allel genler olarak tanimlanir. Insan genom dizilim ¢aligmalar1 her insan genomunda
DNA’nin %99,9 benzerlik gosterdigini kanitlamistir. Geriye kalan % 0,1°lik fark,
bireysel genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur. Tek niikleotit degisimleri
insan genomunda en ¢ok bulunan DNA dizi degisimleridir. Diger genetik polimorfizm
tipleri; degisik uzunlukta ikili ya da ti¢lii niikleotit tekrarlar1 ve DNA’da eksilme ya da

artmalar1 igerir.

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara karsi duyarlilikta kisisel farkliliklar:
belirlememizi saglar. Bazi gen polimorfizmleri (alleller) bir hastalik riskini arttirirken
bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu allel), baz1 polimorfik alleller ise yalnizca ¢evresel bir
faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir. Ornegin, kaltsal kanserlerde bazi
genetik faktorler riski arttirirken, kalitsal olmayan (sporadik) kanserlerde cevresel
faktorler daha belirleyici olabilmektedir. Clinkii ¢gevredeki bir risk faktorii bir ya da daha
fazla genin ifade edilmesini etkileyerek, ya da bir polimorfik gen iirlinii bir ¢evresel
faktoriin etkisini degistirerek kansere neden olabilmektedir. Sonug olarak denilebilir ki,
kanser gelisiminde genlerin ve varyasyonlarinin, cevresel risk faktorleriyle birlikte
etkisi, tektek gostermis olduklar1 etkinin toplamindan daha fazla olabilmektedir. Kanser
gelisimi ya da kansere yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin bilinmesi, hig¢

siiphesiz pek¢ok kanserin erken tanisi ve tedavisinde yararl olabilecektir.
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Tek niikleotid polimorfizmlerinin (TNP), insan neslinde kansere olan yatkinligi
ongormede, kanserin prognozunun belirlenmesindeve tedavi se¢iminde etkili olup
olmadig1 son yillarda yogun arastirmalara konu olmustur. Nitekim, meme kanseri ile
iliskili genlerdeki polimorfizmlerin, hastaliga yatkinlik, erken tani, prognozve tedaviye

cevap gibi kritik konularla iligkili oldugu da ¢esitli calismalarla gésterilmistirﬁ.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Biyolojik materyal
Bu ¢alismaya; Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilimdali tarafindan meme
kanseri tanis1 konulmus 52 hasta ve meme kanseri disinda baska sebeplerden opere
edilen meme kanseri olmayan 53 saglikli kontrol grubu dahil edildi. Dokularin tamami
Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi anabilim Dali laboratuarmdan temin edildi.
3.1.2. Cihazlar ve teknik malzemeler
Bu calismada Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Molekiiler Genetik Laboratuvari cihazlar1 ve teknik malzemeleri kullanilmistir.

. Rotary Mikrotom(LEICRA RM2145)

[E—

2. Etiiv (Heraeus)

3. Su Banyosu (PolyScience)

4. Santriflij (Heraeus)

5. Mikrosantrifiij (Eppendorf)

6. Vorteks (IKA MSI)

. Manyetik Karistic1 (Fisher Scientific)

~

8.Hassas Terazi (Boeco)
9.Spektrofotometre (BIO-RAD)

10. PZR cihazi (BIO-RAD)

11. Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi
12.Termal Cycler (EPPENDORF)

13. UV jel gortintiileme cihazi(SYNGENE)
14.Ph 6l¢iim cihazi (Seven easy)

15. Mikrodalga (vestel)
16.Buzdolabi(Vestel)

17. Otoklav (TOMY SX-500E)

18. Distile su cihazi(TKA-Pacific)

19. Otomatik mikropipetler(Eppendorf)
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3.1.3. kullanilan kimyasallar

1.Borik asit (Sigma)

2.Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)

3.Tris HCI (Sigma)

4. Taq DNA polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas)

5. Magnezyum kloriir (MgCl,) (25mM) (Fermentas)

6. PZR tamponu (10X) (Fermentas)

7. Primerler (100 pmol/ul) (Fermentas)

8. ANTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (2mM) (fermentas)
9.Marker DNA (50 b¢- 100 bg) (Fermentas)

10. Restriksiyon enzimleri BstUI, Aatll, Mspl, Taql(10U/ul)(Fermentas)
11. Etidyum Bromiir(EtBr)(10mg/ml)(Sigma)

12. Agaroz (PRONA)

13. DNA Izolasyon Kiti (analytikjena black REP FFPE)
14. Pipet ucu

15. PZR tiipti

16. Ependorf tiip

3.1.4. Cahismada kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

3.1.4.1. 10X TBE c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Trizma Baz (890 mM) 108 gr

Borik Asit(890 mM) 55 gr

EDTA (20mM) 7,4 gr

Bilesenler tartild1 ve behere konuldu. Uzerine hacmi 11t olacak sekilde steril distile su
eklendi. Manyetik karistirict yardimiyla ¢ozdiriildi. pH 8,0 ‘e ayarlandi. Otoklavda

sterilizasyonu yapildiktan sonra 10X TBE c¢ozeltisi elde edildi.Hazirlana ¢6zelti oda

sicakliginda saklandi.
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3.1.4.2. 1X TBE(Tris-Boriks asit etilendiamintetraasetat) c¢ozeltisinin

hazirlanmasi

100ml 10X TBE’ya 900 ml steril distile su eklendi. Isiga hassas oldugundan aliiminyum
folyo ile sarilarak +4°C *de saklandu.

3.1.4.3. Stok etidyum bromiir c¢ozeltisi hazirlanisi

10 mg etidyum bromiir (10mg/ml) 11t distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.1.4.4. % 2 ’lik agaroz jel hazirlamsi

2 gram agaroz (Sigma) tartilarak erlen i¢ine konuldu. Uzerine hacmi 100 ml olacak
sekilde 1X TBE eklendi. Mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. Mikrodalgadan
cikarildiktan sonra elle tutulabilir sicakliga gelince (50-55°C) Erlenin sicakligi elle
tutulabilecek sicakliga diistiigiinde ¢oziinmiis agaroz jel igine 3,5 pl etidyum bromiir
(10mg/ml) eklendi. Hazirlanan jel, jel yatagina kuyucuklarin olusmasmi saglayan
taraklar takili iken dokiildii ve donmaya birakildi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarildi

ve jel yiikleme islemi i¢in hazir hale getirildi.

3.1.4.5. %4 liik agaroz jel hazirlamsi

4 gram agaroz tartild1 erlene konuldu iizerine hacmi 100 ml olacak sekilde 1X TBE
eklendi. Diger islemler 4 pletidyum bromiir (10mg/ml) eklenmek sartiyla %
2’likagaroz jel hazirhiginda oldugu gibi gegeklestirildi.

Yiikleme tamponu (loading dye)

10nM Tris-HCI (pH 7,6) %0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen siyanol FF, %60
gliserol 60nM EDTA icermektedir.
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3.2. Yontemler

Aragtirmamiz Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalindan tedarik
edilen 53 meme kanserli hasta ve 52 saglikli bireyden tlizerinde yapilmistir.

Bu c¢aligmada ilk olarak meme kanserli hastalara ait parafine gomiilii dokulardan ve
meme kanseri olmayan ancak baska sebeplerden dolay1 opere edilen normal doku
parcalarindan 2X5pu kesitler alind1 ependorf tiiplerine yerlestirilerek numaralandirildi.
Oda sicakliginda saklandi. Sosyodemografik bilgiler (yas, cinsiyet, aile 6ykiisii, sigara,
alkol, dstrogen-progesteron diizeyleri) Diizce Univesitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
ve Patoloji Anabilim Dallar1 hasta raporlarindan elde edildi.

Ikinci asamada doku orneklerinden analytikjena blackREP FFPE izolasyon Kiti
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. DNA lardan PZR amplikasyonu gerceklesmesi
sagland1 ve agaroz jelde yiiriitiildii amplikasyon olup olmadigi kontrol edildi. PZR
driinleri parca uzunluk kesim polimorfizmi (RFLP-Restriction Fragment Leng
Polymorphism) reaksiyonuna tabi tutularak agaroz jelde yiiriitiildii. Jel lizerindeki
bantlara bakilarak polimorfizm olup olmadigi belirlendi. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel verileri SPSS 15.0 programinda Pearson Ki-kare yada Fisher’s Exact testi

ile belirlendi.

3.2.1. DNA izolasyonu

Meme kanserli hastalara ve kontrol grubu bireylere ait dokulardan DNA izole edildi.
Parafine gomiilii dokulardan DNA izolasyonu i¢in DNAizolasyon kiti (analytikjena
blackREP FFPE, Almanya) kullanilarak asagidaki protokol asamalar1 uygulandi.

Parafine gomiilii dokulardan mikrotom ile yaklasik olarak 2X5 p boyutlarinda kesit

alinarak ependorf tiipline konuldu.

1. Alman kesitler iizerine 400 pl liziz soliisyonu ve 25ul proteinaz K eklenerek
karisim 5 saniye vortekslendi. 50°C de 1 saat ve 90°C de 2 saat inkiibasyona
brrakildi. Ardindan maksimum hizda (12.000rpm) 1 dk santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrast karisimin st kismi 1,5 ml’ lik tiipe aliarak iizerine 200 pl
baglama soliisyonu eklenerek vortekslendi. Farkli bir tiipe spin filtre takildi ve

karisim bu tiipe alind1 . Daha sonra yaklagik 12.000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi.
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3. Karisimin lizerine 700 pl yikama soliisyonu eklenerek yaklasik 12.000 rpm’de
1dk santriftij edildi. Ayni islem iki kez tekrar edildi.

4. Tipten filtre ¢iksrtilarak yeni bir tiipe alindi maksimum hizda (13.000 rpm) 1 dk
santrifiij edildi.

5. Daha sonra filtre ¢ikartilarak eliisyon tiipline alind1 ve 100 pl eliisyon tamponu
eklendi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8.000 rpm’ de
1dk.santriftij edildi. Ardindan filtre ¢ikartilarak atildi. Elde edilen DNA 20°C’de

sakland..

3.2.2. DNA saflig1 ve derisiminin dl¢iimii

Stok DNA tiipiinden 1ul 6rnek alindi1 spektrometre kiivetine aktarildi. Uzerine 99 pl
distile su eklendi.
1. Ornegin spektrometrede 260 ve 280nm UV dalga boyunda absorbsiyon degerleri
okundu.
2. DNA miktar1 formiile gére hesaplandi:
Konsantrasyon= 100(sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260=ng/ul DNA
3. OD; 260//280>2 ng/ul RNA, <1,8 ng/ul protein kontaminasyonu olarak
degerlendirildi.

3.2.3. TIMP2 gen polimorfizmlerinin tespit edilmesi

TIMP2 ile ilgili gen bélgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizileri asagidaki tabloda gdOsterilmisti. Bu primerler uluslararasi yayinlarda

dogrulanmis primer dizileridir.

Tablo 3. 1.TIMP 2 gen polimorfizmlerinin tespiti igin kullanilan primerler **

Genler Pozisyon ve | Primerler Uzunluk (bp)
baz degisimi

5’-CGTCTCTTGTTGGCTGGTCA-3’ (forward)
(-418) G/C 304
5’-CCTTCAGCTCGACTCTGGAG-3’ (reverse)

TIMP2

5" TAGGAACAGCCCCACTTCTG-3’ (forward)
(303)G/A3.EK 119
5’-CCTCCTCGGCAGTGTGTG-3’ (reverse)
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3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’da Kullamilan Kimyasal Maddeler ve
PZR’1n Hazirlanisi

e DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EP0402)

PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PZR

reaksiyonuna eklendi.
e dNTP’ler (4x25 pmol) (Fermentas RO181)

100 mM’lik dNTP’lerden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 10’ar pl alinip (toplam 40 pl)
500 pl’lik tiipe kondu. Uzerine 460 ul distile su eklenerek 500 ul 2 mM’lik dNTP
karisimi hazirland1 ve -20 °C’de saklandi. PZR reaksiyonuda bu stoktan alinan dNTP

karisimi1 kullanild1.

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler sirasi ile steril

ependorfa konuldu.

-3 ul 10X PZR tamponu

- 1,2 ul MgCl, (25 mM)

-3 ul ANTP, (2 mM)

- 1 pul 10 pmol ileri primer

- 1 pl 10 pmol geri primer

- 12,8 ul dH,O

- 0,5 ul DNA Taq Polimeraz enzimi (5 U/ pl)
- 2,5 pl genomik DNA (150-200 ng)

Taq polimeraz eklendikten sonra vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan bilesenlerin iyice
karigsmasi i¢in pipetleme islemi yapildi. Daha sonra 6rnek sayisi kadar 0,2 ml’lik tiiplere
PZR karigimindan 28 pl dagitildi. Her tiipe 2,5 pl DNA eklenerek pipetleme islemi
yeniden yapildi. PZR cihazma 6rnekler yerlestirildi ve PZR islemi baslatildi.
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3.2.5. PZR Kosullarn

TIMP2 (-418) G/C gen polimorfizmini tespit etmek icin kullanilan ileri ve geri

primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 64 °C sicaklik kullanildi (Tablo

3.2).

Tablo 3.2. TIMP2 (-418) G/C polimorfizmi i¢in PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi
iIk Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika
< . . 35
Baglanma (Annealing) 64 Idakika
Uzama (Extension) 72 1 dakika
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - -

TIMP2 (303) G/A gen polimorfizmlerini tespit etmek i¢in kullanilan iler1 ve geri

primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 61 °C sicaklik kullanildi.(Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. TIMP2 (303) G/A gen polimorfizmleri i¢in PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
O
ilk Denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 45 saniye
Baglanma (Annealing) 61 45 saniye 33
Uzama (Extension) 72 45saniye
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - -

3.2.6. PZR iiriinlerinin %2’lik jele yiiklenmesi

e 9%2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu.

e Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine

eklendi.

e 5 ul PZR iiriintine, 1 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karistirildi. 6 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirastyla yiiklendi.

Yiikleme isleminden sonra jel tankinmn kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (Cleaver-MP-
250N) 100 volt elektrik giiciine ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi.

Yiiriitme islemi 30 dakika siirdii.

3.2.7. PZR iirinlerinin kontrolii

TIMP2 ile ilgili gen bolgelerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla PZR
tiiplerinden alman 5 pl 6rnek 1 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak yukarida anlatilan
elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiikleme islemi sonrasinda jel UV 1sik altinda PZR

urtinleri incelendi.
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3.2.8. TIMP2 gen polimorfizmlerinde enzim kesimi
3.2.8.1. TIMP2 (-418) G/C gen polimorfizminin tespitinde kullanilan kimyasallar

Amplifiye olan PZR {iriinleri Aval (Fermantas) enzimi ile 37 "C’de 1 saat kesilmistir.
Kesim isleminde bir 6rnek i¢cin 5 ul PZR amplifikasyon {iriini, 16,5 pl distile su, 2.5 pl
10X FastDigest green buffer ve 1ul enzim kullanilmistir.

Tablo 3. 4. TIMP2 (-418) G/Cgen polimorfizminde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

Malzemeler Eklenen hacim Enzim tamma bolgesi

PZR {irtini Sl 5°.C YCGRG...3"
3’..GRGCY C...5

Distile su 16,5ul

10X FastDigest green buffer 2.5pl

Aval enzimi 1l

Toplam 25 pl

3.2.8.2. TIMP2(303)G/Agen polimorfizminin tespitinde kullanilan kimyasallar

Amplifiye olan PZR friinleri TspRI (Fermantas) enzimi ile 65 °C’de 15 dakika
kesilmistir. Kesim isleminde bir 6rnek i¢in 5 ul PZR amplifikasyon iiriinii, 8,5 pl distile
su, 1 ul 10X FastDigest green buffer ve0,5ul enzim kullanilmistir.

Tablo 3. 5. TIMP2 (303)G/A gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

Malzemeler Eklenen hacim Enzim tamma bolgesi

PZR iiriinii 5ul 5’..NNNCASTGNN N...3’
3’...N NNGASACNNN...5’

Distile su 8,5ul

10X FastDigest green buffer 1pl

TspRI enzimi 0,5 ul

Toplam 15 pl
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3.2.9. TIMP 2 gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesi ve kontrolii
o %4’liik agaroz jel hazirland1.

e [llgili kesim enzimleri ile kesilen PZR fiiriinlerinden 5 pl almarak %4 ’liikk

agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.

e Kesim iirtinleri (Sigma 50 bp marker) DNA molekiiler marker ile birlikte
yiirttildi.
e Yiiriitme sonrsi jel tizerindeki bantlar, UV 151k altinda incelendi.

3.2.9.1.TIMP2 (-418) G/C gen polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Aval enzim ile kesilen PZR iirlinlerinden homozigot C alleline
sahip ornekler 253 ve51 bg biyiikliigiinde iki bant verirken, homozigot G alleline
sahip PZR iirlinleri, enzim kesimi sonrast 230, 51,ve 23 bg¢ olmak lizere ii¢ bant
vermektedir. Heterozigot yani CG genotipine sahip mutasyonlu PZR {iriinleri ise 253,

230, 51 ve 23 bg olmak tlizere dort bandi da igermektedir (Sekil 3.1).

Yiiriime yoni Yikleme kuyusu

1 - 1 [ ]
cC CG GG

253 S 2. —
v 230 . 2z

I — — —
2 —

Sekil 3. 1. TIMP2 (-418) G/C gen polimorfizminin sematik jel goriintiisii
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3.2.9.2. TIMP2 (303)G/A gen polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda TspRI enzim ile kesilen PZR iiriinlerinden homozigot A alleline
sahip ornekler 119 be biiytlikliiglinde tek bant verirken, homozigot G alleline sahip PZR
iirtinleri, enzim kesimi sonrast 103 bg¢ ve 16 bg¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot yani AG genotipine sahip mutasyonlu PZR {iriinleri ise 119, 103 ve 16 bg
olmak tizere her ti¢ band1 da icermektedir (Sekil 3.2).

Yiiriime yoni Yikleme kuyusu

AA AG GG

1o —

103

16 .

Sekil 3.2. TIMP2 (303) G/A gen polimorfizminin sematik jel goriintiisii

3.3. istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS 17.0 paket programu kullamlmustir. Gruplar
arasinda sayisal degiskenlerin karsilastirilmasinda student’s t-testi, kategorik veriler i¢cin
ise Ki-kare testi yapildi. Tiim degiskenlerin birlikte iliskisi Lojistik regresyon analizi ile
kontrol edildi. Betimleyici deger olarak ortalama + standart sapma ve oranlar verildi. P

degeri 0.05 diizeyi anlamli seviye olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahisma ve Kontrol Grubu Bireylerinin Genel Bilgileri

Bu calismada TIMP2 (303) G/A ve TIMP2 (-418) G/C polimorfizmleri i¢in meme
kanseri tanis1 konmus 52 hastadan ¢alisma grubu olusturuldu. Kontrol grubunda ise
herhangi bir kanser tanis1 konmamis 53 saglikli birey dahil edildi.

Hasta bireylere ait yas, cinsiyet, sigara kullanimi, aile hikayesi, tiimor derecesi,
timor tipi bilgileri hasta dosyalar1 ve patoloji raporlarindan elde edildi. Kontrol
grubundaki bireylerin yas, cinsiyet, sigara kullanimi, bilgileri ise yine dosyalardan
elde edildi.

TIMP2 polimorfizmleri i¢in meme kanseri tanis1 konulmus 22-89 yas araliginda 52
birey caligma grubuna dahil edildi. Bireylerin yas ortalamasi 51 + 14,3 olarak
bulundu. Kontrol grubuna ise 26-75 yas araliginda 53 birey dahil edildi. Kontrol
grubundaki bireylerin yas ortalamasi ise 49 + 11,6 olarak bulundu(Tablo 4.2). Hasta
grubunun 51 (%98,1)’inin bayan,1 (% 1,9)’inin erkek oldugu tespit edildi. Kontrol
grubundaki bireylerin ise 35 (%66)’i bayan, 18 (%34)’1 erkekti. Calisma grubundaki
bireyler sigara kullanimi agisindan degerlendirildiginde 37 (% 71,2)’sinin sigara
kullanmadigi, 15 (% 28,8)’inin sigara kullandig1 tespit edildi. Kontrol grubundaki
bireylerin ise 33 (% 70,2)’nilin sigara kullanmadigi, 14 (% 29,8)’niin ise sigara
kullandig1 tespit edildi. Histopatolojik ozelliklerden tiimdriin histopatolojik tiirii
acisindan degerlendirildiginde; invaziv ductal karsinomlu 37 (% 78,7), invaziv
lobiiler karsinomlu 7 (% 514,9), miisinoz nobiiler karsinomlu 1 (% 2,1), Tubulo
nobuler karsinomlu 1 (% 2,1), infilitratif ductal karsinomlu 1 (%2,1) birey oldugu
tespit edildi. Timor derecesi agisindan degerlendirildiginde ise diisiik dereceli
timori olan 4 (%14,8), orta dereceli tiimorii olan 16 (% 59,3), yiiksek dereceli
tiimorii olan 7 (% 25,9) birey oldugu tespit edildi (Tablo4.1).
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Tablo 4. 1. TIMP2 polimorfizmlerinde degerlendirilen bireylerin

histopatolojik ve demografik

ozellikleri.
Ozellikler Kontrol (n=53) Hasta (n=52) Tel;j;ﬁ;l;enll Lojistik regresyon
Say1 % Say1 % P OR P
Cinsiyet | K 35 66.0 51 98.1 0.0001 19.5 0.006
E(referans) 18 34.0 1 1.9 ) - -
Timor | Disik - - 4 14.8 - - -
Derecesi | Orta - - 16 59.3 - - -
Yiksek - - 7 25.9 - - -
Timoér | Invaziv duktal - - 37 78.7 - - -
tipi Invaziv lobiiler - - 7 14.9 - - -
Musinoz nobiiler - - 1 2.1 - - -
Tubulo nobiiler - - 1 2.1 - - -
Infilitratif duktal - - 1 2.1 - - -
Sigara | Yok (referans) 33 70.2 37 71.2 0.918 1.00 -
Var 14 29.8 15 28.8 ’ 0.42 0.31

Tablo 4. 2. TIMP2 polimorfizmlerinde degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

_ _ Tek degiskenli o
Ozellikler Kontrol (n=53) Hasta (n=52) analizler Lojistik regresyon
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yag 49 +11.6 26-75 51+14,3 22-89 0.428 0.982 0.355

4.2.TIMP2 (303) G/A Gen Polimorfizmlerinin PZR ve Enzim Kesimi Sonuclarn

TIMP2 (303) G/A polimorfizmini belirlemek i¢in uygun primerler kullanilarak 119
b¢’lik DNA bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4. 1). Cogaltilan bu DNA

bolgesi TspRI restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen

enzim kesim {riinlerini belirlemek icin %4’likk agaroz jelde yiriitildii. PZR

driinlerinin TspRI restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrasi, GA

tastyan bireylerde 119, 103, 16 olmak iizere 3 bant goriiliirken GG alleli tagiyan

bireylerde ise 119 bant biiyilikliigii goriildii. AA alleli tasiyan bireylerde 103 ve 16

olmak tizere iki bant gézlendi (Resim 4. 2).
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50 bg

100 bg

119 bg

150 bg

200 bg

Resim 4. 1.TIMP2 (303) G/A polimorfizmi PZR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii

150 bg

119 bg

103 be

100 bg

50 bg

16 bg

Resim 4. 2. TIMP2 (303) G/A polimorfizmi kesim iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

Hasta grubunu olusturan bireylerin 34 (% 77,3)’tiniin GG alleli, 10 (% 22,7)’nun
GA alleli tasidigr tespit edildi. Homozigot A alleli ise tespit edilemedi. Kontrol
grubunu olusturan bireylerin 41 (% 78,8)’inin homozigot G alleli, 11 (% 21,2)’nin
GA alleli, tasidig: tespit edildi. Homozigot A alleli ise tespit edilemedi. Yaptigimiz
istatistiksel analizler sonucu calisma ve kontrol grubundaki bireylerin genotip

dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: fakat heterozigot
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GA genotipine sahip bireylerin meme kanserine egilim gosterdigi bulundu

(OR=1,486 p=0.519). Sonuglar Tablo 4. 3’te gosterildi.

Tablo 4. 3. TIMP2 (303) G/A polimorfizmini acisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlari

Genotip Kontrol Hasta Tek degiskenli | Lojistik regresyon
(n=52) (n=44) analizler
Say1 % Say1 % P OR P
GG (referans) 41 78.8 34 77.3 - -
GA 11 21.2 10 22.7 0,523 1.486 0.519
AA - - - - - -

4.3. TIMP2 (-418) G/C Gen Polimorfizmlerinin PZR ve Enzim Kesimi Sonuc¢lar

TIMP2 (-418) G/C polimorfizmini belirlemek i¢in uygun primerler kullanilarak 304
b¢’lik DNA bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.3). Cogaltilan bu DNA
bolgesi Aval restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen enzim
kesim triinlerini belirlemek i¢in %4’liik agaroz jelde yiiriitiildii. PZR iirlinlerinin
Aval restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrasi bu polimorfizmi
heterozigot tasiyan bireylerde (GC) 253, 230,51 ve 23 olmak iizere 4 bant
goriiliirken homozigot G alleli tasiyan bireylerde ise 230, 51 ve 23 olmak tizere 3
bant goriildii. Homozigot C alleli tasiyan bireyler 253 ve 51 olmak {izere iki bant

gbzlendi (Resim 4. 4).

Resim 4. 3. TIMP2 (-418) G/C polimorfizmi PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

304 be

300 be

250 bg

200 bg

150 bg

100 be

50 bg
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Resim 4. 4. TIMP2 (-418) G/C polimorfizmi kesim iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

Hasta grubunu olusturan bireylerin 18 (%39,1)’inin GG alleli, 14 (%30,4)’tiniin GC
alleli, 14 (%30,4) linilin ise CC alleli tasidig: tespit edildi. Kontrol grubunu olusturan
bireylerin 20 (%40,8)’sinin GG alleli, 24 (%49,0)’tiniin GC alleli, 5 (%10,2)’inin
ise CC alleli tasidigi tespit edildi. Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu ¢alisma ve
kontrol grubundaki bireylerin genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,32). Fakat homozigot CC genotipine sahip

bireylerin meme kanserine karsi yatkinlik olusturdugu bulunmustur (OR=3,719).

Sonuglar Tablo 4. 6’da gosterildi.

23 be

50 be

51 bg

100bg

150 be

200 be

230 be

250 be

251 be

Yas arttik¢a hastalik riskinin 401 kat arttig1 fakat bunun anlami olmadigi belirlenmistir

(p=0,657). Erkeklerde meme kanseri olma riski kadinlara gore 0,038 daha az oldugu

tespit edilmistir (p=0,003).

Tablo 4. 4. TIMP2 (-418) G/C polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin genotip

dagilimlari
Genotip Kontrol (n=49) Hasta (n=46) Tek degiskenli Lojistik
analizler regresyon
Say1 % Say1 % P OR P
GG (referans) 20 40.8 18 39.1 - -
GC 24 49.0 14 30.4 0,32 0.418 | 0.185
CC 5 10.2 14 304 3.719 | 0.038
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5. TARTISMA VE SONUC

Proteolitik enzimler olan MMP’ler temel olarak hiicre membranindaki ve
hiicreleraras1 matrikste bulunan kolajen, elastin, jelatin ve proteoglikan
gibiproteinlerin yikiminda gorev alirlar. Hiicre biiylimesinde, farklilagsmasinda,
gociinde, apoptozis gibi biyolojik siireclerde rol almasmin yani sira son yillarda
yapilan arastirmalarda tiimor olusumu ve metastaz gibi siireclerinde de gorev aldigi
bulunmustur. MMP’ler, hiicre dis1 matriks bilesenlerini parcalayarak, timor
invazyonunu kolaylastirdig1 bdylece metastaz riskini arttirabilmektedir. Ornegin
MMP3 promotor bolgesinde 5A polimorfizmi, daha invaziv meme kanser riskiyle
baglantilidir. MMP7 181G promotdr polimorfizminin kolorektal kanser invazyon ve
metastazinda etkili oldugu gdsterilmistir. Plazminojen aktivasyon inhibitorii PAI-1(-
675) 4G5G polimorfik geninin meme kanserinin prognozunda belirte¢ olarak

yardimet olabilecegi 6nerilmektedir™®

TIMP’ler iseMMP enzimlerinin &zgiil ve dogal inhibitérleri olan proteinlerdir. Oncelikli

gorevleri MMP'ler1 baskilamak ve aktivasyonlarini diizenlemektir. MMP ve TIMP’ler

arasindaki bu dengenin bozulmasi patolojik siireglerin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir.

TIMP proteinlerinde en ¢ok arastirilan TIMP2 gen polimorfizmleri basta prostat

kanseri?® olmak iizere gastrointestinal kanserinde, pankreas kanserinde, kolrektal

kanserde®, agiz kanserinde®® ve yumurtalik kanserinde® etkili oldugu bulunmustur.

Srivastavave arkadaglar1 TIMP2 (303) C/T ve TIMP2 (-418) G/C, polimorfizmlerinin

prostat kanseri iizerine etkisini incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda TIMP2 (-418)

G/C prostat kanserini baslatic1 etkisinin olmadig: fakat gelistirebilece§i sonucunu elde

etmislerdir. Ayrica MMP2 (1306T, 735C) genotip kombinasyonunun prostat kanseri

riskini 1,5 kat, TIMP2 (-418G, 303T) genotip kombinasyonunun ise 1,8 kat artirdigini

tespit etmislerdir®.

Park ve arkadaglar1 TIMP2 ve MMP2 spesifik tek niikleotitlik polimorfizmlerinin
kolorektal kanserinde tiimor olusumu ve biyoloji davramisi lizerine etkisini
incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde

edememislerdir®®.

Wu ve arkadaslart MMP2 ve TIMP2 gen genotiplerinin gastrik kanseri iizerine

iligkilerini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda istatitiksel olarak anlamli bir
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sonu¢ elde etmemelerine ragmen TIMP2 G/G genotipinin serosal invazyonu
(OR=1.89, p=0.009), lenf nodu metastaz1 (OR=2.19, p=0.021), lenfatik invazyon
(OR=2.87, p=0.016) ve vendz invazyonu (OR=2.65, p=0.033) ile iliskili oldugunu

tespit etmislerdir®.

Bizim ¢aligma da ise TIMP2 (303) G/A ile TIMP2 (-418) G/C tek niikleotitlik
degisimler incelenmistir. Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucunda calisma ve
kontrol grubundaki bireylerin genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Fakat fakat heterozigot TIMP2 (303) GA genotipi,
meme kanserine yakalanma riskini 1,486 kat (p=0.519), homozigotTIMP2 (-418)
C/C genotipinin meme kanserine yakalanma riskini3,719kat arttirdigi bulunmustur
(p=0,519).

Bu calisma daha ¢ok bireylerler iceren gruplarla tekrarlanmasi durumunda daha

kesin sonuglar alinacaktir.
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