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OZET

FARKLI MEME KANSERI HUCRE TiPLERININ (MCF-7, MDA-MB-231 VE
CRL-4010) SERBEST AMINOASIT PROFILININ INCELENMESI

Meviut BAHCEVAN

Tibb1 Biyokimya Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

Meme kanseri hastaliklar1 gliniimiizde her yirmi kadindan birini etkileyen bir kanser
tiiri olup kadinlarda en yaygin malign tomiir olusumudur. Kanser diinyadaki dliimlerin
baslica nedenlerinden biridir ve erken teshisi, hastalarin hayatta kalma sansini 6nemli
Olciide artirmaktadir. Diinyadaki kanserler insidansi giderek arttigindan dolay1 yeni,
daha hizli, yiiksek Ozgiinlik ve daha hassas teshis teknolojileri gelistirmek igin
genomik, proteomik ve metabolomik metotlart kullanilmaktadir. Metabolomik,
viicuttaki birgok metabolittin liretimini, kullanimini ve seviyelerini degistirme
kapasitesine sahip oldugu gibi, yeni biyo belirtegler ve terapdtik hedeflere dayanan
giiclii bir analitik aragtir. Bu ¢alisma farkli 6zelliklere sahip meme kanseri ve normal
meme hiicresinin serbest aminoasit profili karsilastirilarak, meme kanseri tedavisinin
tan1 ve tedavisinde kullanilma potansiyelini incelemek amaciyla yapildi. Bu ¢alismada
MDA-MB-231 (ER- (6strojen reseptor negatif), MCF-7 (ER+ (Ostrojen reseptor pozitif)
kanser hiicreleri ile normal meme hiicrelerinin (CRL-4010) hiicre i¢i serbest amino acid
profili LC-MS/MS ile incelendi. Calisma sonucunda 29 serbest amino acid tespit edildi.
MDA-MB-231 (ER-) kanser hiicresinin hiicre igi aminoasit profili normal hiicre (CRL-
4010) ile karsilastirildiginda GABA, Cit, Asp,4-hydroxy prolin ve orthophos foserin
seviyelerinin anlamli bir sekilde yiiksek oldugu gozlendi. Kontrol hiicresi MCF-7 (ER+)
ile kiyaslandiginda birka¢ amino acid hari¢ neredeyse tiim aminoasitlerin anlamli bir
sekilde artmis oldugu tespit edildi. Cesitli meme kanser tiirleriyle yapmis oldugumuz
calisma sonucunda bazi aminoasitlerin kanserli hiicrelerde daha yiiksek bulunmasi, bu
aminoasitlerin meme kanserli hiicrelerde meme kanseri gelisimi yoniinde 6nemli bir

role sahip olabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler:-Meme kanseri, MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010, Serbest

Aminoasit profili
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE FREE AMINOACIDE PROFILE OF DIFFERENT
BREAST CANCER CELL TYPES (MCF-7, MDA-MB-231 AND CRL-4010)

Meviut BAHCEVAN

Medical Biochemstery, Master’s Thesis

Breast cancer is a type of cancer that affects one in every 20 women and is the most
common malignant tumor formation in women. Cancer is one of the major causes of
death in the world, and its early diagnosis significantly increases patients' chances of
survival. Because the incidence of cancers in the world is increasing, genomics,
proteomics and metabolomics methods are used to develop new, faster, high specificity
and more sensitive diagnostic technologies. Metabolomics is a powerful analytical tool
based on new biomarkers and therapeutic targets, as well as the ability to change the
production, use and levels of many metabolites in the body. This study was carried out
in order to examine the potential of using breast cancer and the free amino acid profile
of normal cells, comparing the free amino acid profile of different types of cancer cells.
Intracellular free amino acid profile of normal breast cells (CRL-4010) was determined
by LC-MS / MS in the study and 29 free amino acids were detected in the MDA-MB-
231 (ER-) cancer cell. GABA, Cit, Asp, 4-hydroxy proline and orthophos phosgine
levels were significantly higher in comparison with normal cell (CRL-4010) compared
to control cells MCF-7 (ER +). As a result of the study we have done with various
breast cancer types, some aminoacid. The presence of higher levels of cancer in cancer
cells has shown that these amino acids may have an important role in the development

of breast cancer in breast cancer cells.

Keywords:Breast cancer, MCF-7, MDA-MB-231, CRL-4010, Free aminoacid profile
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1. GiRiS

Glinlimiiz diinyasinda kanser, belki de insan yasamini en tehdit edici
unsurlarindan biri olup, viicudun bir béliimiinde degisime ugramis hiicrelerin kontrol
dis1 biiylimesiyle olusan biiylik bir grup hastaligin genel adidir. Kanser, bir
organizmadaki hiicrelerin sinirsiz  sekilde boliinmesi, c¢ogalmasi ve yayilmasidir.
Yalnizca bir organa tesir edebilecegi gibi uzaktaki organlara da ederek etkisini
gosterebilir. Bu Ozelliklerden biri kanser hiicrelerinin hiicre boliinmesindeki kontrol
mekanizmalara kars1 koyarak c¢ogalmalari, digeri ise baska hiicreler i¢in ayrilmis

alanlara yayilip ve yerlesebilmeleridir.

Diinya Saglk Orgiitiinii verilerine gore diinya genelinde meydana gelen
oliimlerde kanser ikinci sirada yer almaktadir. 2018'de 9,6 milyon insanin kanserden
kaynaklanan hastaliklardan dolay1r o6ldiigii tahmin edilmektedir. Diinya genelinde,
yaklasik 12 6liimden 2'i kanser nedenlidir. Kanserden dolayr meydana gelen oliimlerin

yaklasik % 70'1 diislik ve orta gelirli az gelismis {ilkelerde oldugu goriilmiistiir.

Meme kanseri tim kanserler arasinda hastalarinin ise %20’sini tehdit ediyor.
Kadinlarda goriilen meme kanseri, kanserlerin %33’iinii olusturuyor. Giinlimiizde ise
arttk her 80 kadindan 8’i hayati boyunca meme kanserine yakalanma riskiyle karsi
karsiya yasiyor. Kadmlarda yaygm goriilen meme kanseri ve bu kanser nedeni ile
meydana Sliimlerin basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bilgilerine gore,
kadinlarda daha sik goriilen kanser tiirleri i¢inde en g¢okkarsilasilan kanser tiirliniin,

meme kanseriningoriildiigii rapor edilmistir.

Meme kanserlerinin meydana gelmesi ve gelismesinde en basta ER (Ostrojen)
olmak iizere birtakim hormonlarinda rol aldigi ve hormonlarin bir tesiri olmadan, meme
kanseri meydana gelmeyecegi bildirilmistir. Bundan nedenle kadinlardaki meme kanseri
erkeklere nispetle 100 kat1 daha sik gortiliiyor. Her 100 kadindan 10 goriilmekte meme
kanseri yaklasik her 100 bin kadinin 20’sinde karsilagiliyor. Meme karsinomu kadinlara
nispeten erkeklerde cok ender goriilmektedir. Ancak erkeklerde hastalik meydana

geldiginde hastaligintablosu kadinlarda goriilen meme kanserine nazaran daha kotii



seyretmektedir. Her 1000 meme kanserinin 10’u erkeklerde goriildiigii rapor
edilmektedir. Meme kanserinin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte irsi, yeme-

beslenme sekli, sosyal ve ekonomik etmenlerden sdylenilebilir.

Gliniimiizde kanser tedavisinde baslica; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde ise tlimoriin organizmada yerlestigi
dokuya, tiimoriin yapisina, evresine, hastanin fizyolojik durumuna goére ¢ok farkli tedavi
yontemleri bulunmaktadir. Bu tedavi yontemleri arasinda, radyoterapi, kemoterapi, gen
terapisi, monoklonal antikor terapileri, immiinoterapi ve cerrahi miidahale gibi
yontemler de uygulanmaktadir. Her metodun kendine mahsus avantaj ve
dezavantajlarinin bulunmasindan ve kanserin kisinin kendisine mahsus bir hastalik
olmasi, uygulanan tedavilerin kisiden kisiye degisiklik gosterebilmesinden dolay1 tek ve

net bir tedavi yonteminin uygulanmasindan bahsetmek imkansizdir.

Meme kanseri hastaliginingok goriilmesi ve genellikle 6liimle neticelenmesi bu
hastaligin erken teshisi, hastalarin hayatta kalma sansin1 6nemli 6l¢ilide artirmaktadir.
Hastaligin tedavisine yonelik yeni ¢aligmalar giincelligini muhafaza ekmekte ve giderek
artmaktadir. Bu nedenle yeni daha hizli, yiiksek 6zgilinlik ve daha hassas teshis

teknolojileri gelistirmek ¢ok dnemlidir.

Gilinlimiizde kanser hastaliginin erken tani ve tedavisi i¢in genomik, protein ve
son zamanlarda ise metabolomik teknikleri kullanilmaya baslanmistir.Omik
teknolojileri klasik molekiiler biyolojinin tersine, degisik kimyasallara ve toksisite
tirlerine verilen hiicresel cevabin saptamasi igin faydalanilan teknolojilerin
kullanilmasina fayda gostermektedir. Neticede son derece biiyiik dlgekli mekanik bilgi

elde edilebilir.

Bir hiicre veya canlhidaki metabolizmanin hepsi metabolom olarak
adlandirilmaktadir. Yapilan metabolomik c¢aligmalarinda, metabolomdaki kiigiik
molekiillii metabolitlerin NMR spektroskopisi ve LC-MS/MS gibi ¢ok yonlii ve yiiksek
verim elde edilen teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve Olgiilerinin belirlenmesi

hedeflenmektedir. Metabolitlerin seviyeleri hiicresel fonksiyonlarin isleyis bilgilerini



gostermektedir. Bunun neticesi olarak genetik veya ¢evresel farkliliklara bagli hiicrenin
veya dokunun fenotipini tanimlamaktadir. Metabolomik c¢alismalar bu ozelligi ile

kisisellestirilmis ve ongoriilebilir canli sagligina yonde olanak saglamaktadir.

Giliniimiizde meme hastaliklart her 100 kadindan besine tesir eden yapisiyla
kadin memesinde en ¢ok goriilen malign olusumdur. Epitel yapis1 gore iki tipte meme
karsinomlar1; In situ karsinom ve nvaziv karsinom olarak iki grup meme kanseri
mevcuttur. Malign meme tiimorlerinin 6nemli kismi adenokarsinomlar olusturmaktadir.
Gliniimiizde bu tiimdrlerin memenin terminal duktal lobuler biriminden kdken aldigi
kabul gormektedir. Diger malign tiimorler sinifli (Phyllodes tiimor, skuamdz hiicreli
karsinom, sarkom ve lenfoma gibi adenokarsinomlar) ise %S5’den az bir grubu

olusturmaktadir.

Yapilan c¢aligmalarda farkli kanser hastalarinda kanserin bu hastalarin protein,
lipit ve karbonhidrat metabolizmalarinda fakli bozukluklara sebep oldugunu
goriilmiistiir. Cooper & Hausman, 2000; Malign tiimdre sahip hastalar; genelde hepatik
protein sentezi ve protein turnoveri artmis. Kas protein sentezi azalmis ve protein
yikimmim artmasiyla kendini gdstermektedir. Ilerleyici gelisim seyreden kanserli
hastalardaYeme bozuklugu (Anoreksiya), kilo kaybinin olmasi ve doku harabiyeti
gerceklesmektedir Bu durum genel metabolizma bozuklugu ve kaseksi (asir1 zayiflama)

ile sonu¢lanmaktadir.

Aminoasit profilleri incelemelerinde kanser hastalarinin genelde aminoasit
profillerinde degisliklerin oldugu farkli ¢alismalarda ortaya konmustur. Meme kanserine
yakalanmis hastalarinda glutamik asit, triptofan ve ornitin gibi aminoasitlerinin plazma
seviyelerinin 6nemli diizeyde yiikseldigi goriilmistiir Bununla birlikte meme, bas,
boyun ve gastrointestinal sistemi kanserli hastalarda ozellikle yedi adet aminoasidin
plazma seviyelerinin (sistein, alanin, treonin, histidin, ornitin ve glutamin) bilinen tan
ile miinasebetli goriilmektedir. Bu amino asitlerin kendine 6zgii karakteristik plazmada
serbest aminoasit profillerini olusturabilme ihtimalinin bu tiir hastaliklarin teshis ve

kokenlerinin agiklanmasinda 6nemli gorevler yiiklenebilecegini diisiiniilmektedir.



Bu c¢alismadaki amacimiz meme kanserleri MCF-7, MDA-MB-231 ve CRL-
4010 (HR" ve Triple-negative) ve normal hiicre hatti arasindaki hiicre ici serbest
aminoasit profili ¢ikartilarak hastaligin olusum mekanizmasinin altinda yatan molekiiler
mekanizma belirlenecek ve bu farkliliklardan yararlanarak erken tani ve tedaviye

yonelik yontemler gelistirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Gliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olarak kabul edilen kanserin en
eski tanimma Misir papiriislerinde rastlanilmistir. Hipokrat Milattan Once (460-377)
organizmanin sifa bulmayan olusumlari i¢in yunanca yenge¢ anlamina gelen ‘karkinos’
ya da “karkinoma”, terimlerini kullanmis bu terimler ingilizceye ¢evrilirken de ‘cancer’

veya ‘carcinoma’ olarak ge¢mis ve glinimiizdeki terminolojiyi olusturmustur (1).

Kadinlar arasinda goriilen en sik meme kanseri ve malign kanser tiirtidiir.
Ulkemizde meme kanseri insidans1 2011 verilerine gére % 0.5 artarak 2012 de 51.990
hasta ile kadin kanserlerinde %23 liik bir paya sahiptir (2). Her yil Avrupa“da 180.000,
ABD (Amerika Birlesik Devletleri“nde) her yil 184.000 meme kanserinde yeni vakalar
tespit edilmistir. Meme karsinomu insidansi diinya genelinde iilkeden iilkeye kitadan
kitaya farklilik gostermektedir. (Sekil 2-1) Gelismis tlilkelerdeki meme kanseri insidansi
ve 6liim orani ¢ok yiiksekken Asya ve Afrika“daki gelismislik daha az olan iilkelerde
meme Kanseri insidansi ve 6liim orani daha azdir (Ozmen V ve ark. 2008) (3). Kanada,
Kaliforniya ve Hawai'de yillik 80-90/100.000 goriilme biiyiikligii ve sikligi nedeniyle
ilk siralarda yer alir ve ayni oranda Japonya’da ise sadece 12—15/100.000 arasindadir.
1970’ten beri Cin, Japonya ve Singapur’da ekonomideki iyilesme trendi, bat1 tarzi 6rnek
alinip gelisim ve dogurganligin giderek batidaki gibi azalmasi nedeniyle meme kanseri
goriilme siklig1 rakamsal fark giderek azalmaktadir. Meme kanseri insidansindaki en

biiyiik artis A.B.D, Kanada, Isvec'te ve Ispanya ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir (4).

2.1.1.Meme Kanseri ve Olusum Mekanizmalari

Kanser, genel bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilen,
gelisimi ve neticeleri bakimindan bir hastadan diger birine degiskenlik gosteren karigik
bir hastaliktir. Kanserler iki kalitsal 6zellik ile tanimlanirlar. Bu 6zelliklerden biri
kanser hiicrelerinin hiicre boliinmesindeki kontrol mekanizmalarina karst koyarak

cogalmalari, digeri ise baska hiicreler i¢in ayrilmig alanlara yayilip ve



yerlesebilmeleridir. Hiicre ¢ogalmasindaki denetim kayboluyorsa bir tiimoér ya da
neoplazmaya, yani anormal hiicreler kitlesinin olusumuna neden olur. Neoplastik
hiicreler tek bir kitle iginde 6bek halinde durduklar siirece bu tiimorler benign olarak
isimlendirilir. Benign tiimorler genelde ¢evresindeki normal dokuyu istila etmezler, eger
ederlerse de bu istila sinirlt olacaktir. Ancak bir tiimdr kotii huylu ise, yani hiicreleri
etrafindaki dokulara dogru yayilim 6zelligi kazanmissa kanser olarak kabul edilir. Bu
yayillma veya istila genellikle biitiinliigli bozma, kan dolasimina ya da lenf damarlarina
girme ve viicudun baska dokularina, metastaz olarak adlandirilan ikincil tiimdrler

meydana getirme olarak ifade etmektedir (5).

Hiicresel seviyede kanser olusumu ve gelisimi mutasyonlar1 kapsayan bir¢cok
asamadan meydana gelen bir siire¢ neticesinde, ¢ogalma, sag kalim, invazyon ve
metastaz yapma kabiliyetleri giderek artan hiicrelerin belirlenmesi seklinde meydana
gelir. Bu evrelerin ilk asamasinda tiimoriin baslangicinda tek bir hiicrenin anormal bir
sekilde ¢cogalmasina sebep olan genetik bir degisikligin sonucudur. Hiicre ¢ogalmasiyla
beraber olarak klonal tiimor hiicrelerinden meydana gelen hiicre toplulugu da daha da
bliylir. Timorlin yayilmasinda bu grup i¢indeki hiicrelerde yeni mutasyonlarin

gerceklesmesi ile devam eder (5).

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasmin yaninda, kanser hiicresinin bagka karakteristik
ozellikleri de vardir. Bu 6zellikler arasinda biiylime sinyallerinde kendine olan yeterlilik
(onkogenler), biiyiimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagabilme,

smirsiz gogalabilme, anjiyogenezi uyarabilme ile invazyon ve metastaz yapabilme (6).

Kanser olusumu genetik degisiklikler {izerinden gelisen c¢ok basamakli bir
stiregtir. Malign neoplazmda hizl1 biiyiime, invazyon ve metastaz yapma yetenegi gibi
Ozellikler vardir. Bu karakteristik islemler asamali bir sekilde edinilir ve tiimor ilerleyisi
olarak tanimlanir. Timor olusumunun molekiiler temelinde genetik degisiklikler ya da

hasarlar s6z konusudur ve bu hasarlarin hedefi olarak dort gen iizerinde durulabilir.



v’ Hiicrelerde ¢ogalmayr hizlandiran genlerin (protoonkogen) aktivasyonu
(onkogen) olabilir.

v’ Biiylimeyi baskilayan (tiimor supresor) genlerde inaktivasyon goriilebilir.

v" DNA hasarlarinin onarimini diizenleyen genlerde bozukluklar sz konusudur.

v" Programli hiicre 6liimiinii diizenleyen genlerde hasarlar s6z konudur.

Protoonkogenler, hiicrelerin biliylime, ¢ogalma ve farklilasma gibi biyolojik
slireglerinin sinyal ileti mekanizmalarinda fonksiyon géren pek ¢ok proteinin sentezinde
gorev alan genlerdir. Biiyiimemekanizmasint kontrol eden bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucunda aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir ve onkogen haline
doniistimleri s6z konusu olur. Onkogenler, gen ekspresyonunu g¢abuklagtiran genetik

degisiklikler neticesinde anormal hiicre artisina sebep olmaktadirlar (7).

Timorii baskilayan genlerde ise hiicre artisinin kontroliinde onkogenlerin zit
yonde hareket ederek normal kosullarda hiicre artisinin ve tiimoriin gelisimini
baskilamaktadirlar.Bir ¢ok tiimorde bu genlerin zarar gérmesi veyahut aktivitelerinin
bozulmasiyla tiimor hiicreleri anormal bir sekilde artabilirler (7). Kansere yol agan
genlerdeki mutasyonlarin DNA tamir mekanizmalarindaki diizensizlik ya da yetersizlik
neticesinde olustugu diistiniilmektedir. DNA tamir sisteminde ki bozukluk ile meydana
gelen genetik dengesizlik, kanserin karakteristik Ozelliklerini kontrol eden genlerde
mutasyonlarin olusumuna zemin hazirlar. Genlerde olusan hasarlar ise, kanser olusumu
icin baslica hedef noktalar1 olup, sonugta neoplastik hiicrelerin gelistigi hiicre
cogalmasinin dengelenmesi ve hiicre sayisinin sabit tutulmasiyla iligkili olan programl
hiicre oliimii ayn1 zamanda hasarli ve tehlike potansiyeli olan hiicrelerin ortadan
kaldirilmasiyla bir savunma mekanizmas1 saglar(8). Hiicrelerin normal apoptotik
stirecten Kurtulmalarini saglayan hususiyet kazanmalar1 kanser hiicrelerinde goriilen bir
ozelliktir. Tiimor hiicreleri antiapoptotik proteinlerin ¢ok fazlaiiretimiyleveyahut 5
proapoptotik proteinlerin azalmasiyla apoptoza direncli bir 6zellik kazanirlar. Kanser
hiicrelerinin programli hiicre 6liimiinden etkilenmemesi timor gelisimini hizlandirir (9).
Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser, meme kanseri tiirii olup, kadinlarda goriilen tiim
kanserlerin takribi % 30’unu teskil etmektedir.. Meme kanserinin 30 yasindan once

goriilmesi nadir olup, yasla birlikte insidans1 artmaktadir Meme kanserinin bu kadar sik



goriilmesi, glinimiiz sartlarinda erken sathada taninma olanaginin olmasi, hastaligin

Oonemini daha da (10-11).

Biyolojik ve klinik agidan meme kanseri heterojen 6zellikler gostermektedir. Bu
nedenle kanser gelisimine sebebiyet veren molekiiler mekanizmalarin ve her hastanin
tiimoriiniin 6zelliklerine gore belirlenmesi ve buna uygun en etkili tedavi yonteminin

uygulanmasi biiylik 6nem arz etmektedir (12)

Meme kanserini siniflandirmadan once normal meme dokusu hakkinda kisa bir

bilgi vermek gerekirse;

Sekil 2.1.Normal Meme Kesiti

A.Kanal — B. Lobiiller — C. Kanaln siit tutan genis kismi1 — D. Meme ucu - E.Yag
Bezesi — F. Pectoralis Kas1 — G. Gogiis kemigi

2.2. Meme Doku Histolojisi

Meme dokusu ortalama 6-10 ana kanal sisteminin bir ¢ok dallara ayrilmasi ve bu
dallarin her birinin lobiillere ayrilmasiyla olusan tubuloalveoler bez yapilaridir. Meme

arada fibroz bag dokusu, yag dokusu, kan ve lenf damarlari, periferik sinirler ile meme



basi bulunan tizeri deri kapli bir dokudur. Her meme ortalama 10-20 lob igerir ve her bir

lob, ana duktus ile meme ucuna (12).

Meme bezi, organin uygun gelisimi ve fonksiyon gostermesi i¢in gerekli
kompleks iletisim aglar1 olusturan birgok hiicre tipinin kombinasyonundan
olugmaktadir. Dallanan siit kanallar1 bazal membrani1 olusturan dis miyoepitel hiicre
tabakasindan ve laktasyon (siit salgilama) siirecinde siit iireten i¢ luminal epitel hiicre
tabakasindan olusmaktadir. Kanallar ekstraseliiler matriks ve c¢esitli stromal hiicre
tiplerinden (endotelyal hiicreler, fibroblastlar, miyofibroblastlar ve lokositler gibi)
olusan mikro ¢evre ile kusatilmistir (Sekil 2). Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen
verilerin ¢ogu, hiicre-hiicre ve hiicre-mikro ¢evre etkilesimlerinin meme epitelyal
hiicrelerinin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, farklilasmasi ve invazyon kapasitelerini
degistirdigini gostermektedir. Ancak bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
tam olarak anlagilamamistir. Yapilacak hiicre kiiltiri ve hayvan modelleri
calismalariyla normal ve neoplastik insan meme dokularindaki her bir hiicre tipinin
kapsamli karakterizasyon analizleri ile bu hiicrelerin meme kanserinde ve meme bezinin

normal fonksiyonlarindaki rollerinin anlasilmasi muhtemeldir (13).

‘ Lékositler

——> Fibroblastiar
-  Miyoepitelyal hiicre

® Luminal epitelyal hiicre

==== [Endotelyal hiicre

Sekil 2.2.Normal meme kanal ve lobiil yapisinin sematik goriiniimii (13).



Sekil ikide siyah ¢izgi bazal membran1 gostermektedir. Kanallarda miyoepitelyal
hiicreler, luminal epitelyal hiicrelerin etrafinda neredeyse tam bir tabaka halinde
bulunurlar. Sar1 oklar potansiyel hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini

gostermektedir (13).

Malign meme tiimorlerinin 6nemli bir kismi1 adenokarsinomlardir. Giiniimiizde
bunlarinmeme dokusunun terminal duktal lobuler kismindan kaynaklandigi kabul
edilmektedir. Skuamoz hiicreli karsinom, phyllodes tiimér, sarkom ve lenfoma gibi

adenokarsinom sinifl1 6teki malign tiimorler ise %5’den az bir grubu teskil etmektedir.

Sekil 2.3.Meme Dokusunda Kanser Gelisimi



Meme Kanseri Tipleri (Cesitleri)

" ——y

invaziv Meme Kanseri Noninvaziv Meme Kanseri
(Karsinoma in situ)

1. invaziv duktal karsinom, %90 =

2. invaziv lobiiler karsinom, %10 DCIS (Duktal karsinoma in situ)
3. Meme baginin Paget hastaligs, %1 LCIS (Lobiter Karsinoma in situ)
4. Inflamatuar meme kanseri, %1-3

5. Filloides timér (sistosarkoma filloides)

6. Nadir meme kaWﬂ; skuamoz hucrell, “em invaziv Duktal Karsinom

d d kistik, apokrin NST (No special type, scirhous,
simplox), %80

Modullor karsinom, %4

IR A

turkcerrahi.com® A

Sekil 2.4. Meme Kanseri Tipleri

2.3. Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflamasi

1982 yilinda meme tiimdrlerinin histolojik smiflamasi, DSO tarafindan asagidaki

sekilde yapilmistir (11,12).

Meme karsinomlari; In situ karsinom ve nvaziv karsinom olarak iki grup meme

kanseri mevcuttur.

A) In situ karsinom

» In situ duktal karsinom

» Insitu lobuler karsinom
B) invaziv karsinom

> Invaziv duktal karsinom

Invaziv lobuler karsinom
Tubulerkarsinom
Invaziv kribriform karsinom
Mediilller karsinom
Miisindz karsinom

Invaziv papiller karsinom

YV V. V V V V V

Invaziv mikropapiller karsinom
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Apokrin karsinom

Sekretuar (juvenil) karsinom
Adenoid Kistik karsinom
Metaplastik karsinom

Noroendokrin karsinom

YV V V VYV V V

Inflamatuar karsinom

Kanser hiicreleri kanal veya lobiile siirli olup bazal membrani agmiyorlarsa in
situ karsinom, bazal membrani asip stromaya invazyon yapiyorlarsa invaziv (infiltratif)

karsinom olarak degerlendirilirler (9).

2.3.1.In Situ Karsinomlar (Noninvaziv)

DCIS (in situ duktal karsinom): DCIS, kiigiik kanallardaki epitelin
proliferasyonu ile karakterizedir (Sekil 5). Genellikle fizik muayenede ele gelen kitle
saptanmaz ve mamografide mikro kalsifikasyonlar seklinde bulgu verir. DCIS’li
kadinlarda invaziv meme kanseri gelisme olasiligmin 5 kat daha fazla oldugu

bildirilmistir (10).

Ductal Carcinoma In Situ (DCIS)

Normal duot

Lobe

N :; -- Ducts

) pcis
Abnormal
N colls
o e

Fatty tissue

Sekil 2.5. In situ duktal karsinom

In Situ Lobuler Karsinom (LCIS): Memenin kanal uglarindaki lobiiler
tinitelerinden kaynaklanir ve mamografide patolojik bulgular nadiren goriiliir. Tanilar
genellikle baska nedenlerden dolayr yapilan biyopsi sonucu tesadiifen konulur. Komsu

stroma icerisinde goriilen mikro kalsifikasyonlar tipik bir in situ lobiiler karsinom
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bulgusudur. %25-35 oraninda invaziv meme kanserine degisim gosterdigi bildirilmistir
(10).

Lobular Carcinoma In Situ (LCIS)

Normal lobule
i “ ~
e B
. )

Y e s

<=

' | “Fatty tissue

Sekil 2.6.in Situ Lobuler Karsinom

2.3.2. invaziv Karsinomlar

Invaziv Duktal Karsinom: Meme kanserlerinin tiimiinde yaklasik olarak %75’lik

kesimini olusturur. Kalsifikasyon siktir (10,11).

normal kanser
hlcreler hlcreleri

hucre duvar:

Normal duktus veya lobul In situ (invaziv olmayan) Invaziv kanser hiicreleri
kanser hicreleri

Sekil 2.7. Invaziv Duktal Karsinom

invaziv Lobuler Karsinom: Meme karsinomlarmimn yaklasik %15’ini Invaziv
karsinomlar olusturmaktadir. Kalsifikasyon invaziv duktal karsinoma gore daha az
goriillir ve metastazlarini daha ¢ok peritoneal ve meningeal yiizeyler gibi yayilim sikligt

daha diisiik olan bolgelere yaparlar (10,11).
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Yapilan calismalarda patologlar, meme kanserlerinin lenfositik infiltrasyon,
fibrozis, anjio- ve lenfanjiogenez gibi histopatolojik 6zelliklerinin prognostik degerini
belirtmektedirler (13).

.‘ Lokositler — Miyoepitelyal hiicre @ o Kanser hiicresi  “2 @) Uzak organlann hiicreleri

<> Fibroblastlar @ Luminal epitelyal hiicre <« Miyofibroblast == Endotelyal hiicreler

Sekil 2.8. Tiimor gelisimi siiresince mikro gevresel degisimler (Polyak & Kalluri, 2010). (13)

Normal meme, Duktal Karsinoma In situ (DCIS), invaziv Duktal Karsinoma
(IDC) ve Metastatik meme karsinoma’nin sematik goriiniimii. Normal meme kanallari,
bazal membrandan ve miyoepitelyal hiicrelerin olusturdugu bir dis tabakanin {izerinde
bulunan luminal epitelyal hiicrelerin olusturdugu bir i¢ tabakadan olusmaktadir.
Stromay1 olusturan hiicreler arasinda Idkositler, fibroblastlar, miyofibroblastlar ve
endotelyal hiicreler bulunmaktadir. DCIS’da, miyoepitelyal hiicreler epigenetik ve
fenotipik olarak degisime ugrar ve sayilar1 timor epitelyal ile ¢esitli stromal hiicrelerden
gelen sinyaller nedeniyle potansiyel olarak azalir. Timor ilerlerken, stromal
fibroblastlar, miyofibroblastlar, lenfositler ve endotelyal hiicrelerin sayilar1 da artis

gostermektedir (13).

2.4. Meme Kanserinin Etiyolojisi

2.4.1. Endokrin Etkenler

a) Ureme Tle Tlgili Etkenler

Artan etkenler ilk primer meme kanseri igin risk etkenlerileri olarak tespit

edilmistir (14). Ileri yaslarda menars, (ilk adet gorme) erken menopoz, erken yasta
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gebelik ve gebe kalma sayisindaki artis, siit emzirme siiresinin normalden fazla uzamasi

azalmis meme kanseri riski ile baglantili oldugu goriilmiistiir (15).

Artan etkenlerin ve kontralateral memede kanser olma riski bakimindan Breast
Cancer- (1BRCA-1) ve Breast Cancer-2 (BRCA-2) mutasyonu olanlar ve olmayanlar

arasinda anlam ifade eden kayda deger bir fark tespit edilmedi (16).

Erken adet gérme yasi, meme dokusunun Ostrojene tabi kalma siiresini uzatir. Bu

nedenle erken menarsin meme kanseri riskini arttirabildigine inanilmaktadir (17).

Adet kanamasi yasi ile birinci dogumunu yapma yasi arasindaki zamanin uzun
olmas1 meme kanseri riski ile paralel bulunmustur. Uzun siire devam eden emzirmenin
yumurtlama donemi sayisinda azaltmaya yol agarak koruyucu bir etki sagladigi

disiiniilmektedir. (18,19).

Hi¢c dogum yapmamis ya da daha dnce evlenmemis kadinlarda meme kanserine
yakalanma ihtimali daha ¢oktur. 35 yasindan sonra ilk dogumunu yapma ve ileri yasta
menapoza girme meme kanserine yakalanma ihtimalini arttigi gorilmistiir (20,21).
Yapilan genis capli bir c¢alismada, 27,397 invaziv meme kanserine yakalanmis
kadinlarda artan etkenler ile farkli histolojik tiirde meme karsinomu arasindaki iliski
bildirilmistir. Tk adet gérme yas1 ve ilk dogum yapma yasinda dzellikle lobiiler meme
karsinomu ile baglantisinin oldugunu gostermistir. Artan dogum sayis1 duktal, lobiiler,
tiibiiler ve husussan miisinoz tiirler i¢cin az risk meydana getirmekle beraber mediiller
kanserde bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Artan faktorlerin hangi sistemle meme
kanseri gelisimine etki sagladigi tam anlagilamamaktir. Bununla beraber gebelik ve
laktasyon donemindeki hormonal degisimlerin koruyucu etkisi oldugu diistiniilmektedir
(22).

Hormon yerine koyma tedavisi duktalden daha c¢ok lobiiler ve tiibiiler kanserde

riskte yiikselise neden teskil etmektedir (23). Lobiiler meme dokusunun hormonlara

duktal dokudan daha hassas oldugu diisiiniilmektedir (24).
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b) Hormonal Etkenler

Dogum kontrol hapi kullanimi siiresi ile meme karsinomu riskinin artmasi
baglaminda kayda deger bir iliski goriillmemistir (25).
45 yas alti kadinlarda yapilan c¢alismalarda uzun siireli dogum kontrol

hapialiminin meme kanserine yakalanma riskinde artisa neden oldugu goriilmiistiir (26).

2.4.2.Genetik Etkenler

Meme kanserlerinin 6nemli ¢cogunlugunda tek tiik vakalar goriilmesine ragmen
yaklasik %5-10 biiyiikliiglinde genetik nedenlerle aileden gelen meme kanseri vakalar

ortaya ¢ikmaktadir (27).

Meme kanserine yakalanmig olan annenin, kendi kizi ve kiz kardeslerinde de
meme kanserineyakalanma ihtimali normal niifustan 2 kat daha yliksektir. Meme
kanseri Oykiisli olanlarinailesinde daha erken yaslarda meme kanseri olma riski fazla
olmakla birlikte bu tiir kanserler biteral olma egilimindedirler (20,28).Son zamanlarda
aileden gelen meme kanseri ile alakasi olabilecegi diisiiniilen kimi genler ayirt

edilmistir. (29,30).

Bu genlerden bir taneside BRCA-1, 17g21°e yerlesmistir. Mutasyon neticesinde
aileden gelen meme ve over karsinomlarindagorev aldigi goriilmiistir. BRCA-2 geni
kromozom 13q12’ye yerlesik olup hastaligin erken donemde meydana gelmesinde ve
bilateral olmasi dnem arz etmektedir. Bu genlerdeki germ hiicre tiirli mutasyonlarini
ihtiva eden kadinlarin hayatlarinin her hangi bir zamaninda meme kanserine yakalanma
risklerinin  %50-80 arasinda degiskenlik gostermektedir (27). Meme karsinomuna
yakalanmis bir kadinda hayati boyunca ikinci bir defa meme kanserine yakalanma
olasiligr % 25-30‘dur. Meme koruyucu cerrahi olan kadinlarda cerrahi sonrasi geriye
kalan meme dokusu kansere yakalanma riski ilekarsi karsiyadir. Ama bu riskin karsi

memede de olusma risk her y1l % 0.5-1dir (31).
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2.4.3. Diyettin EtkKisi

Insan diyetinde c¢ok ¢esitli dogal karsinojenler maddeler bulunmakta olup,

bunlarin ¢ogunun oksijen radikalleri olusturarak DNA hasarina yol agabilecegi
bilinmektedir (32).

Genel yargi yagdan zengin olan gidalarla beslenmekle meme karsinomuna
yakalanma riskini arttiracagi yoniindedir. Giinliik o6gilinlerde hayvansal yaglarin %
10°dan fazla olmasi meme kanserine yakalanma riskini arttirdigi goriilmektedir.Buna
karsin giinliik 6gtlinler hayvansal yagin % 5’in altinda olmasi ve dzellikle hayvansal yag
icermeyen glinliik 6giin diyetleriyle beslenme, tiimoriin biiyiimesini dahi bastirdigini ve

hatta engelleyebildigini gostermektedir. (20,33).

Bitkisel liflerden zengin yiyeceklerin insan basagindanER emilimini engelledigi
icin meme kanserini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir (34). Alkol tiiketimi olan
kadinlarda da meme kanseri goriileme oran1 daha fazladir (20). Meme karsinomunda
diyetin yapmanin etkisi ¢ocuk veya Adodlesan donemde erken yaslardameydana gelir.
Ge¢ vyaslarda yapilan diyet degisikliginin riskin azalmasinda hi¢ bir katkisi
goriilmemistir (35).

2.4.4. Sosyal ve Ekonomik Durumun Etkisi

Sosyal ve ekonomik pozisyonun meme Kkarsinomu insidansi, 6liim orani ve
survisiyle miinasebet oldugunu gostermistir. Sosyal ve ekonomik seviyesi diisiik ve kotii

olan kadinlarda meme kanseri nedeni iledliim oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir

(36).

2.4.5. Radyasyona Maruziyet Kalma Durumu

Meme kanserinde en ¢oktespit edilen en 6nemli etyolojik etken radyasyona maruz
kalmmasidir (35). Ikinci Diinya Savasi sonrasinda radyasyona maruz kalmis geng
kizlarda meme kanseri agisindan kanitlanmis bir risk goriilmemistir. Bununla beraber

iyonize radyasyon yasamin ileri evrelerinde bu riski arttirmaktadir (37). Iyonize
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radyasyonun hemsireler, bayan ugus gorevlileri, kimyacilar ve yalitim ig¢ilerinde meme

kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir (38).

2.5. Meme Kanserindeki Risk Unsurlari

2.5.1. Yiiksek Risk Unsurlar

Meme kanserinde risk faktorleri yas, cografik varyasyonlar, ilk adet ve gebelik
yasl, menapoz, aile hikayesi, dnceki benign meme lezyonlari, radyasyon, diyet, kilo,

alkol kullanim1 ve sigara olarak gosterilmektedir.

Cinsiyet Etkisi: (Disi) Kadin olma.

Yas Etkeni: ilerleyenyasla birlikte risk giderek artmaktadir. Vakalarin ekseriyeti
40 yasin istiinde goriildiigii bildirilmistir. Fakat, gen¢ yasta annesinde ya da kiz
kardesinde kanser tespit edilmisse, bu kiside risk altinda olup erken yaslarda meme
karsinomu gelisebilmektedir (39,40). Menopoz sonrasi her 20 yilda bu insidans dort kat
hizla ilerlemektedir. Meme kanserini akciger kanseri ile karsilastirildiginda genglerde

meme kanseri insidansinin daha ytiksek oldugu goriilmiistiir (37).

Cografik Cesitlilik Etkeni: Bat1 dilkeleri ile wuzak dogu tlkeleri
karsilastirildiginda meme kanserine yakalanma siklig1 birbirinden epeyce farklidir ve bu
fark her gecen giin azalmaktadir. Japonya“dan Hawai“ye go¢ eden gd¢gmenlerle yapilan
calismalarda, gdgmenlerin meme kanseri oraninin bir veya iki nesil sonra go¢ ettikleri
yerlerin seviyesine yaklastig1 goriilmiistiir. Bu da cevresel faktorlerin genetik faktorlere

gore daha 6nemli oldugunu diistindiiriiyor (37).

IIk Adet Gérme Yasi (Puberte) ve Menapoz Durumu: Menstruasyona
baslama yas1 erken olan veya gec menopoza giren kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskinin yiiksek oldugu rapor edilmistir. 55 yasindan sonra dogal olarak adet
kanams1 son bulan kadinlarin, 45 yasindan daha 6nce menapoza girmis kadinlara gore
yaklagik olarak iki kat daha fazla meme karsinomu olusma riski tasidigi bildirilmistir

(41).
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IIk Hamile Kalma Yas1 Etkisi: Daha 6nce hi¢ gocuk sahibi olamamis bir
kadinin ve ayrica ilk dogumunu ileri yasta gergeklestiren kadinlarda yasam stiresindeki
meme kanseri insidansinin arttig1 belirtilmistir (42). 30 yasindan sonra ilk ¢ocuga sahip
olan kadinlarin meme karsinomuna yakalanma riskinin, 20 yasindan once ilk ¢ocuga
sahip olan kadinlara gore iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir. En fazla risk tasiyanlar
35 yasindan sonra ¢ocuk sahibi olan kadinlarin oldugu goriilmiistiir. Bunlarin hi¢ ¢ocuk
sahibi olamayan kadinlardan da 12 daha fazla risk altinda olduklar1 bildirilmistir. Erken

yasta ikinci c¢ocuga sahip olmanin meme kanseri riskini daha da azalttigi
bildirilmektedir (43).

Ailede Daha Once Meme Kanseri Hikadyesinin Olmasi: Bati iilkelerinde
meme kanserlerinin % 10 undan fazlasinin genetik yatkinlikla alakali oldugu
belirtilmektedir. Meme kanseri olusumunda genellikle sinirli penetransla otozomal
dominant olarak kalitimim s6z konusu oldugu goriilmiis olup, yani her iki cinsiyetle
hatta bazi ailelerin kendilerinde kanser gelisimi olmadan da anormal geni aktarabilecegi
bilinmektedir. Ancak meme kanseri olusumu ile ilgili olabilecek genlerin sayisi
giinimiizde tam olarak bilinmemektedir. Yiksek riskli ailelerin (yani yakin
akrabalarinda bes veya daha fazla meme kanseri bulunmasi) cogunda, sirasiyla 17 ve 13
nolu kromozomlarin uzun kollarma yerlesmis olan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
bozukluklar siklikla bildirilmis olup, iizerinde 6nemle durulmustur (44). Genlerin her
ikisinin de ¢ok biiyiik genler oldugu ve mutasyonlarin hemen her pozisyonda meydana
gelebilecegi bilinmektedir. Kadinin birinci dereceden akrabasi (annesi, kiz kardesi veya
kiz1) 50 yasindan once meme kanserine yakalanmigsa, o kadinin meme kanseri olma
riskinin iki kat veya daha fazla yiikseldigi goriilmiistiir. Eger daha erken yasta hastalik

gelisimi gostermisse o zaman riskin daha da artabilecegi bildirilmistir (37).

Daha Once Gelisen Benign Meme Lezyonlar:: Siddetli atipik epitelyal
hiperplazili kadinlarin, memelerinde herhangi bir proliferatif degisiklik olmayan
kadinlara gore, bes ile alti kat kadar daha yiiksek oranda meme karsinomu gelisimi
riskine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bunun yaninda ailesinde meme karsinomu oykiisii

varsa bu riskin daha da artabilecegi ihtimali belirtilmistir (37).
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Kilo Durumunun Etkisi: Postmenopozal donemdeki kadinlarda fazla kilonun
meme kanseri riskini iki kat arttirdigi bildirilmistir. Bununla beraber premenapozal

donemdeki kadinlar arasinda insidansin azaldig1 gosterilmistir (45).

Alkol Kullanim Ahskanh@ Etkisi: Bir takim calismalarda alkol tiiketimiyle
meme kanseri insidansi arasinda bir baglanti olabilecegi diisliniilmiis, 6rnegin yiiksek
oranda alkol kullanan kadinlarla yapilan bir ¢alismada alkol tiiketiminin meme kanseri
riskini %15 arttirabilecegi bildirilmistir (46). Bununla birlikte meme kanseri insidansi
ile alkol tiiketimi arasindaki bu iligkinin tam net olmadig1 ve bu iliskinin alkolden baska

diger etkenlerden de kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmektedir (37).

Sigara Kullanim Durumu: Sigara kullanimmin meme kanseri etiyolojisindeki
Oonemi tartigmal1 bir konu olsa da, meme karsinomuna yakalanma riski ile sigara i¢cimi

arasinda ¢ok zayif bir baglanti olabilecegi diisiiniilmektedir (47).

Oncesinde Hastada Meme Karsinomu Oykiisiiniin Olmasi: Husussan
menopozdan énce olusan karsinomlar énemlidir. Oncesinde meme karsinomu hastaligi
geciren ve tedavi alan kadinlarin, 6teki memesinde kanser gelisme ihtimalinin meme
karsinomu tanis1 almamis kadinlara gore 3-4 kat daha fazla oldugu rapor edilmektedir
(48).

Atipi ve Beraberinde Hiperplazi Goriilmesi: Benign meme vakalarinin pek
cok ¢esidi meme karsinomu icin predispozan etken olmamaktadir. Bu hadise, husussan
fibrokistik meme hastaligi i¢in gecerlidir. Atipik meme hiperplazili, proliferatif
hastaligina yakalananlarda risk 5 kat1 daha fazla artmaktadir. Atipinin meydana geldigi
risk, ailesin meme karsinomu hikayesi olanlardan 10 kat fazla yiiksek oldugu

goriilmistiir (35).
Parite: 30 yasindan sonra Nulliparlar ya da birinci dogumunu yapanlarda ve 18

yasindan oOnce ilk gebeligi gerceklesenlerle kiyaslandiginda riskin 3-4 kat daha cok
oldugu goriilmektedir (49).
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Erkeklerde: Klinefelter sendromu, jinekomasti ve aile icinde meme kanserine

yakalanmis erkek hikayesinin olmasi riski artirir (35).

2.5.2. Orta Dereceli Risk Unsurlari

Adet kanamasthikayesi (erken adet gérme yasininl2 yasindan kiiciik olas1 ve geg
yasta menopoz, 55 distii)) uzun siireoral kontraseptif kullanmak ve HRT(Hormon
Replasman Tedavisi) menapoz doéneminde hormon tedavisinin risk teskil etmesi
tedavinin zaman araligi, tercih edilen ilaclar ve hastadan hastaya farkli o6zellikler
gostermektedir. ER tek basma ve aralikli kullaniminin riski arttirmadigi gorilmistiir.
Uzun siireli ER kullanimi (5 yildan fazla) riski artirmakta ve kombine ER-PR kullanimi
bile tek basina ER'den daha ¢ok risk artis1 neden olmaktadir (50).Yumurtalik, rahim ya
da kalin barsak kanser oykiisii olanlar,seker hastaligi (Diabetes mellitus) teshisi olanlar,

alkollii igki tiiketimi aligkanliklari, sismanlik (Menapoz 6ncesi donem).

Riski Azalmasina Etki Eden Unsurlar

Asya irkindan olma

Erken yasta menopoz girme

50 yas1 6ncesi bilateral Ooforektomi (50,51)

Siit emzirme siiresi (52,53)

Gebe kalma yasinin < 20 (54)

[k adet kanamasinin 14 yasindan sonra olmas1 (14)
Artan dogum sayis1 (14,54)

Fiziksel aktivite artis (55,56)

V V V V V V VYV VYV VY

Selektif dstrojen reseptdr modiilatorii kullanim orani (57)

2.5.3. Risk Unsuru Olmayanlar

Benign meme lezyonlar1 (58).Diyet yapmak (diyetsel fitodstrojenler,cay, kahve,
diger kafeinli icecekler, sebzelerin ve meyvelerin risk agisindan kayda deger bir etkisi

saptanmamustir) (59,60).1laglarin  kullanimi  (antibiyotikler, aspirin ve nonsteroid
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antiinflamatuarlarin tutarli bir etkisi saptanmamistir) (61).meydana gelendiisiikler
(62,63), sigara kullanim1 (63).

2.6. Meme Kanserlerinin Grupandirilmasi

Meme karsinomubir¢cok morfolojik farklilikgosterebilen heterojen bir hastaliktir.
Lobiiler karsinoma ve duktal karsinoma meme kanserlerindeen fazlagoriilen
tiirlerolmakla beraber, DSO Meme HTS (Tiimérleri Histopatolojik Siniflamasi’nin) son
serisinde20'nin {izerinde meme karsinomu histopatolojik tiirii tanimlanmistir. Meme
kanseri smiflandirilirken, meme kanserini miisinéz, tiibiiler, lobiiler ve mediller
karsinomlar vebenzeri birgok hususi tiimér tiiriine ve hususi olmayan duktal karsinom
gibi tiirlere ayirmaktadir (64).Kanser hiicreleri, etrafindaki bazal hiicreleri gectiginde
invaziv, gegmediginde in situ olarak adlandirilirlar. En ¢ok goriilen meme kanseri tiirii
Invaziv duktal karsinomdur.Biitin meme kanseri hastalarinin yaklasik olarak %75’ini

teskil ettigigoriilmustiir (65).

2.7.Meme Kanserinin Safhalari

Meme kanserli hastalar, hekime ilk basvurduklar1 zaman hastaliklariin yayilimi
acisindan farkliliklar gosterirler. Hayatta kalma siiresi, tant konuldugu andan itibaren
hastaligin ne kadar yayildig1 (safha) ile iliskilidir. Safha sadece hayatta kalma siiresini
belirlemektenziyade, hastaya uygulanmasi planlanan tedavi protokoliiniin belirlenmesi
icin de ¢ok 6nem arz etmektedir. TNM (7iimér-Nod-Metastaz) parametreleri hayatta
kalma siiresini daha dnceden belirlemede en kuvvetli prognostik etmendir. Giiniimiizde
cogu yerlerde (UICC) Union International Contre Cancere ve AJCC(American Joint
Commitee On Cancer’in) sekillendirdigi “(TNM) Tumor-Nodemetastasis Staging”
sistemleri kullanimdadir. (66,67) AJCC (Amerikan Kanser Komitesi) donemsel olarak
evreleme standartlarin1 giinceller. 2010'da meme kanseri evrelemesine yeni tertipler
getirildi (68).
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2.8.Meme Kanserinde Prognostik Unsurlar

Prognostik etken terimi, kanserde taninin konuldugu anda mevcut, tedavinin
yapilamadigi  durumlarda hasta olmadanhayatta kalma ve genel hayatta
kalmaklabaglantili her ¢esit Olglimii tabir etmektedir. Ayrica tiimoriin  dogal
gidisatinidaha Oncesitespit ekmek i¢in kullanilabilir. Meme kanserlerinde bu gaye ile
kullanilmak olan standart prognostik etkenlerKoltuk alt1 (aksiller) lenf nodu tutulumu
ve lenf nodu sayisi, tiimoriin biiyiikliigii, histolojik derece, histolojik alt tip, niikleer ve
Progesteron reseptor (PR) ve Ostrojen reseptor (ER) vaziyetinikapsamaktadir. Yas, 1k,
biiyiime faktorleri, menapoz durumu, onkogenler, timdr supresor genler gibi belirtegler

olasi6teki prognostik etkenlerdir.

Ustiindebirgok calisima yapilmasina ragmen daha yeni etkenlerin bulunmasinda
ontinde engel olmayan prognostik etkenler asagida verilen listedeki gibi gesitli alt
gruplarda ayrilmistir (69).

2.8.1.Fiziksel Unsurlar

Yas, kilo, irk

2.8.2.Klinik Unsurlar

Timoriinkapladigr  alan, deriye ve kasa yaptigt invazyon, komsu

dokularasabitlenmesi, Koltuk alt1 (aksiller) lenf nodu yakilanima.

2.8.3.PatolojikSpesiyalite

Timoriin biiylime sekli, bliyiikliigli ve tlimoriin yerlesim yeri
Histolojik tiir
Tlimoriin derecesi

Koltuk alt1 (aksiller) lenf nodu tutulumu

NN

Damar invazyonu
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Yaygin intraduktal birlesen
Cerrahi sinirlar

Deri tutulumu

Aksiller lenf nodu degisiklikleri
Elastozis

Lenfosit infiltrasyonu

DN N N N N R

Tumor nekrozu

Lenf nodlarinin vaziyeti, timoriin kapladigi alan, histolojik tip ve histolojik

derece meme karsinomundabilinen en miithim prognostik degiskenlerdir.

2.9. Meme Kanseri Calismalarinda Kullanilan Hiicre Hatlar1

2.9.1.MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Metastatik bir meme adenokarsinomasi olan 51 yasindaki beyaz bir kadin
hastadan elde edilen MDA-MB-231 epitel hiicre dizisi, biyomedikal arastirmalarda en
sik kullanilan meme tiimdr hiicre dizilerinden biridir. MDA-MB-231 hiicre ¢izgisi, anti-
kanser tedavisi degerlendirmesi icin preklinik c¢aligmalarda yardimci olan ve HER2
negatif olarak kabul edilen CDX (Hiicre Hatt1 Tiiretilmis Xenograft) MDA-MB-231
fare modelini olusturmak i¢in kullanilir. MDA-MB-231 fare ksenogreft modelinin
klinik 6ncesi ¢aligmalari, ileri evre hastaligi olan hastalar i¢in gerekli olan meme kanseri
tedavisinin degerlendirilmesinde degerlidir. Xenografting, dokunun bir tiirden digerine
naklidir. Ksenografting, klinik Oncesi kanser arastirmalarinda kiyaslama c¢aligsmalari
olarak kurulmustur. Tipik olarak, bagisiklik yetersizligi olan fareler, insan denekleri i¢in
etkili bir sekilde hizmet eden cok g¢esitli insan tiimorlerine ev sahipligi yapar.
Xenografting, timor biliylimesi ve ilag verme aktivitesinin eksiksiz ve dogru bir

calismasidir.
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2.9.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Kokeni

MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatti; bir meme kanseri hiicre soyu olan MCF-7
hiicreleri, 69 yasinda invaziv duktal karsinomali beyaz irktan bir kadinin plevral

efiizyonundan 1970 yilinda izole edilmistir.

Hiicre hatti Herbert Soule ve arkadaslar1 tarafindan 1973 yilinda Detroit’te
kurulmustur, enstitiiye atifta bulunarak MCF-7 Michigan Kanser Vakfi - 7‘nin
kisaltmasidir. Kanser aragtirmacilari i¢cin MCF7°nin daha dncesinde bir kag aydan daha
uzun yasama yetenegine sahip olan bir meme hiicre hatt1 elde etmek miimkiin degildi.
Morfolojisi epitelyal olup, insiilin benzeri ¢ogalma faktorii baglanma proteinleri
sentezler. Ayrica WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur. HER-2 geninin
ekspresyonu normaldir. Meme kanserli ve diger bir¢ok insanlarda goriilen kanserlerin
olusumunda, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan siklin D1“de olusan mutasyonlar

MCEF-7 hiicrelerinde de mevcuttur (70).

MCF-7 hiicre hattinda kaspaz -6, -7 ve -9 ekspresyonunun yani sira BCL-2
ekspresyonu da oldukc¢a 1yidir. Diger taraftan p53 ve p21 genlerinin ekspresyonu ve

diizenlenmesi normaldir (71).

MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmalarinda; asir1 artmis ER ekspresyonu ve
ER (Ostrojen) bagh proliferasyon, EGF’den bagimsiz ¢ogalma, artmis Her-2/Neu/c-
ErbB-2 ckspresyonu (72). Artmigs N-ras ve Rb proteininin hizli fosforilasyonu rol
oynamaktadir (73).

Yaygin olarak incelenen, meme adenokarsinomundan tiiretilmis bir epitel kanser
hiicre hattt olan MCF-7, farklilasmis meme epitelinin &zelliklerine sahiptir. MCF7
hiicreleri, PI3K ve MAPK tutulumunu saptamak i¢in ERK ve Akt fosforilasyonunun
kolay tespiti i¢in kullanilabilir. Ayrica, sitoplazmik Gstrojen reseptorleri vasitasiyla, bu

hiicreler ostradiolii isleme yetenegine sahiptir (74).
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MCF-7 Hiicre Hatt1 i¢cin Kullanim Alanlari: MCF-7 hiicreleri, meme epiteline
Ozgii cesitli ideal 6zellikleri koruyan hiicre ¢izgisinin bir sonucu olarak in vitro meme
kanseri ¢alismalari i¢in faydalidir. Bunlar, MCF-7 hiicrelerinin, hiicre sitoplazmasindaki
Ostrojen reseptorleri yoluyla dstradiol formundaki dstrojeni isleme yetenegini igerir. Bu,
MCF-7 hiicre ¢izgisinin bir 6strojen reseptorii (ER) pozitif hiicre ¢izgisi olmasina yol

acar. MCF-7 ayrica progesteron reseptorii pozitif ve HER2 negatiftir (75).

MCF-7'nin Ogzellikleri: Ostrojen duyarliligmin korunmasima ek olarak, MCF-7
hiicreleri de sitokeratin'e duyarhidir. Desmin, endotelin, GAP ve vimentin'e kars1 duyarl
degildirler. In vitro bilylidiigii zaman, hiicre ¢izgisi kubbe olusturabilir ve epitelyal
hiicreler tek tabaka halinde biiyiir. Biiylime, timor nekroz faktorii alfa (TNF alfa)
kullanilarak inhibe edilebilir ve MCF-7 kanser hiicrelerinin anti-6strojenlerle tedavisi,
sonugta hiicre biiyimesinde bir diisiisiin etkisine sahip olan insiilin benzeri biiyiime
faktorti  proteinlerini modiile edebilir. Bilim adamlari, MCF-7 hiicrelerinin
¢ogaltilmasinin kolay olmasina ragmen, genellikle yavas biiyiiyen bir popiilasyon
oldugunu kesfettiler. MCF-7 iki katina ¢ikma siiresi tipik olarak 30-40 saattir. MCF-7
hiicreleri, tipik hiicre biyiikligii 20-25 mikron olan oldukga biiyiik yapisik
hiicrelerdir. Onerilen ortam, 2 mM L-glutamin, 0.01 mg / mL sigir insiilini (% 90), fetal
sigir serumu (% 10) ve 1.5 g / L sodyum bikarbonat, 0.1 mM esansiyel olmayan amino

asitler ve 1 igeren Earle BSS iceren EMEM'dir. mM sodyum piruvat (76).

MCEF-7 hiicre hattinin kararhhgi: Genetik olarak, MCF-7 ¢izgisi intial izole
klonu ile tam olarak ayni degildir. Baslangicta, o zamandan beri 16 kromozomla
indirgenmis 85 kromozom ihtiva eden bir karyotip olarak tanimlanmistir. Giiniimiiziin
MCEF-7 hiicre ¢izgisinde 69 kromozom ihtiva eden bir karyotip bulunmaktadir. Ayrica,
Michigan Kanser Vakfi'ndan MCF-7 hiicre ¢izgisi ile ATCC hiicre ¢izgisi arasinda
genetik farkliliklar vardir. Bu, ATCC hiicre ¢izgisinin, diger MCF-7 hiicre ¢izgisinden
farkl1 bir kaynaktan oldugunu gosterir (77).
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2.9.3.CRL-4010

HMEI hiicre ¢izgisi olan insan meme epiteli, indirgenmis mamoplasti ameliyati

geciren (meme kanseri Oykiisii yok) 53 yasindaki bir hastadan elde edildi. HME1

hiicreleri, retrovirlis pBabepuro + hTERT vektorii ile enfeksiyonla dlimstizlestirildi ve

stabil

V V V V V V VYV V

YV V V V

klonlar segilene kadar puromisin igeren tam biiyiime ortaminda kiiltiirlendi.

Organizma: Homo sapiens, insan

Doku: Meme; Meme bezi; epitelyum

Hiicre Tipi: HTERT ile oliimstizlestirilmis epitel hiicreleri
Uriin Formatz: Dondurulmus

Morfoloji: Epitel benzeri

Kiiltiir Ozellikleri: Yapisik

Biyogiivenlik Seviyesi 2 [Hiicreler SV40 viral DNA dizileri igerir|

Biyogiivenlik siniflandirmast ABD Halk Saghigi Hizmet Yonergeleri'ne
dayanmaktadir, tesislerinin kendi {ilkeleri i¢in biyogiivenlik yonetmeliklerine
uygun olmasini saglamak miisterinin sorumlulugundadir.

Hastalik Normal

Yas 53 yil

Cinsiyet Kadin

Depolama kosullari S1vi azot buhar fazi (78).

2.10.Aminoasitler

Amino asitler proteinlerin baslica yap1 taslarini olusturur. Dogada yaklasik 300

amino asit olmasina karsin, bakterilerden insana kadar tiim canl tiirleri 20 amino asidin

ve bazen degisiklik gosteren cinslerden tesekkiil etmis proteinlerden olusmaktadir.

Proteinler igerisindeki tiim amino asitler a-amino asitlerdir ve glisin diginda L-

konfigiirasyonunda bulunmaktadirlar (79,80).
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a-Amino asitler a-karbon atomuna bagli bir amino grubu (-NH2), bir karboksil
grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (H) ve bir yan zincirden (R grubu) meydana

gelirler.

Amino asitler R gruplarinin ¢oziiniirliik 6zelliklerine, yani iyonizasyon ve

polaritelerine gore bes ana sinifa ayrilmaktadirlar.

Polar olmayan alifatik R gruplu amino asitler: Glisin, izolosin, valin, 16sin,
alanin bu grupta yer alirlar. Bu amino asitlerin igerdikleri alifatik yan zincirler
hidrofobiktir. Valin, 16sin ve izoldsin dalli zincirli amino asitlerdir. Baska bir gruba
sokulmasi gii¢ olan prolin ve onun modifiye sekli olan hidroksiprolin de bu gruba

icerisine dahil edilebilir. Alifatik karakterde yan zinciri ve sekonder bir amino grubu

vardir (81).

R gruplar aromatik olan amino asitler: Fenilalanin, triptofan ve tirozin bu
grupta i¢inde yer alir. Diger amino asitler 1s1kta sogurmaya sebep olmazken, bu siniftaki
amino asitler dalga boyu ultraviyoleye yakin bir bélgede (250-290 nm) 1s1ta sogurma
ederler.

Polar yiiksiiz R gruplu amino asitler: Serin, glutamin, treonin, metiyonin,
sistein ve asparagin sisteinin disiilfit kopriileriyle baglanmasi neticesinde olusan sistin
bu grup i¢inde yer alir. Su ile hidrojen demetleri yapabilen fonksiyonel gruplari bulunan
amino asitlerdir. Bu fonksiyonel gruplar serin ve treoninde hidroksil grubu (-OH),
sistein ve metiyoninde siilfhidril grubu (-SH), asparaginde ve glutamin ise bunlar amid

gruplaridir.

Negatif yiiklii (asidik) R gruplu amino asitler: Glutamik asit ve aspartik asit,
asidik Ozellik gosteren amino asitlerdir. Fizyolojik pH degerinde negatif yiiklidiirler.
Biinyelerindeki ikinci karboksil grubu (-COOH) bu 6zelliklerini kazanmasina neden

olmaktadir.
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Pozitif yiiklii (bazik) R gruplu amino asitler: Arginin lizin, ve histidin bu
grupta yer alir. Bazik hidrofilik yan zincirler tasirlar. Ozellikle argininin ve lizin yiiksek

bazik 6zelligine sahiptirler.

Standart olmayan amino asitler: Protein yapisinda yer alan 20 amino asitin
fonksiyonunu artirmak i¢in polipeptid zinciri sentezinden sonra degisiklige ugramasiyla
(modifikasyon) meydana gelirler.  Hidroksiprolin, hidroksilizin, N-metillizin,
fosfotreonin, fosfoserin, fosfoserin, sistin gibi bu amino asitler dnemli olanlardan
bazilaridir. Protein yapisindaki amino asitleri, standart olmayan amino asitlerden ayirt

etmek icin standart, primer veya dogal amino asitler olarak adlandirilirlar.

Amino asit metabolizmasi; organizmada var olan dinamik amino asit havuzuna
amino asitlerin girisi ii¢c yoldan saglanmaktadir. Bunlardan birincisi besinlerle protein
alimimi, ikincisi endojen proteinlerin hidrolizi ve tiglincii olarak endojen amino asit
sentezi yolu ile olur. Gelismis canlilarda 20 ¢esit amino asidin sentezinin sadece bir
kism1 de novo sentez ile olmaktadir. Bunlara endojen (esansiyel olmayan) amino asitler
ad1 verilmektedir. Organizmada sentez edilemeyen ve besinlerle alinan proteinlerden
elde edilen amino asitlere eksojen (esansiyel) amino asitler adi verilmektedir.
Metiyonin, fenilalanin, lizin, valin, 16sin, izolosin, triptofan ve treonin esansiyel amino

asitlerdir (80).

Piruvat ve sitrik asit dongiisiinlin ara maddeleri glikoneogenez ile glukoza
dontigebildiklerinden, bunlar1 olusturan amino asitlere glikoplastik yada glikojenik
amino asitler adi1 verilmektedir. Bu amino asitler metiyonin, arginin, prolin, histidin,
aspartik asit, asparagin, glutamik asit, glutamin, treonin, serin, sistein, valin, alanin ve

glisindir.

Asetoasetat ve asetil KoA {izerinden yaga doniisen amino asitlere keojenik yada
ketoplastik amino asitler diye isimlendirilirler. Bu amino asitler lizin ve 16sindir.
Fenilalanin, 1zol6sin, triptofan ve tirozin hem glikojenik hem de ketojenik ozellikte

amino asitlerdir (80,81).

28



2.11.Kanser ve Aminoasitler

Timorin ilerlemesi insanlarda ve hayvanlarda konak¢1r metabolizmasinda biiyiik
farkliliklarla baglantilidir (82,83). Tiimorler daha c¢ok konakg¢t metabolizmanin
kaynaklartyla beslenen parazitler gibi diisliniilebilir. Bu durum konak¢iyr kaseksiye
kadar gotiiren ¢ok ciddi kilo kaybiyla neticelenir (84). Kanserdeki kaseksinin temeli
konakginin protein kitlesinde ciddi kayiplara neden olmasidir. iskelet kas kiitlesindeki
eksilme takribi olarak %75°1 bulabilir (85). Malign tiimorlerin varliginda genellikle
glukoneogenez (86,87) azalmis, negatif azot dengesi (88), artmis, kas protein biresimi
artmig kas protein yikimi gibi metabolik degisiklikler meydana gelmektedir (89,90).

Neticede protein turnoveri tiimdoriin gelisimi esnasinda oldukga artar (91-92).

Plazma amino asitlerinin seviyeleri viicuttaki amino asitlerin akisin tesir eden
tim faktorlerin net tesirini gostermektedir (93). Timorin varhiginda olusan
degisikliklerin bu hastalarin plazmalarindaki amino asitler tarafindan iletiliyor
olabilecegi diistiniilmektedir (94). Bu maksatla, plazma amino asit profilinin kanserle
baglantili protein metabolizmasinin varyasyonu i¢in bir marker olarak rolii alabilecegine

dair farkli aragtirmalar yapilmistir (81,83,84,86).

Kanserli hastalarla saglikli kontrol hastalarindaki plazma amino asit seviyeleri
karsilagtirildiginda ise esansiyel olan ve olmayan amino asit dagilimlarinda bir ayirim
bulunmadigini; yalmiz kanser hastalarinda ornitin seviyesinin artmis oldugu oldugunu
bildirmislerdir. Saglikli bireylerle meme kanseri olan hastalar mukayese edildiginde
hastalarin plazmalarinda asparagin miktarinin ise yiiksek, valin ve glutamat miktarinin
diisiik olmasi disinda 6nemli bir farkin olmadigr saptamislardir. Kiiltiir ortamlarinin
timiinde alanin miktar1 artmistir, glutamin ve sisteinde azalma vardi (95). Meme
kanseri hastalar1 tistiinde yapilan bir ¢caligmada ise asparaginin yliksek oldugu; valin ve
glutamik asidin diigiik olarak bulunmustur. Bu gibi hastalarin plazmalarinda aspartatin
diisiik oldugu; glutamin asparagin ve hidroksiprolinin yliksek oldugu bildirilmistir (96).
Cascino ve arkadaglarinin yaptig1 farkli bir calismada amino asit profili arastirmasinda,
meme kanseri hastalarmin plazmalarindaki triptofanin, ornitin, glutamik asit 6nemli

seviyede ylikselmis oldugunu goriilmiistiir (83). Meme, gastrointestinal sistem ve bas ve
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boyun kanseri hastalarinin amino asit amino asit profilini analiz eden baska bir ¢alisma;
yedi tane amino asidin (glutamin, treonin, histidin, sistein, alanin ve ornitin) plazma
konsantrasyonlarinin saglikli kontrollere gére daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu ti¢
(Meme, gastrointestinal sistem ve bas ve boyun kanseri) malign hastalikta dolasimdaki
amino asit seviyelerinin, malignitenin yerlestigi organ bdlgesinin teshisi ile baglantili
oldugu gorilmiistiir (82). Bu calismalar neticesinde bazi kanserlerin kendi yapisina
0zgii plazma amino asit profillerini olugturma ihtimali bu hastaliklarin teshis ve nereden
aldig1 koken aldig1 konusunda amino asitlerin 6nemli rollerinin oldugu diisiindiirmiistiir
(82,85). Daha once agiklandigi tizere, giiniimiiz kadinlarinin énemli bir problemi olan
ve bulundugu bireylerin yasamlarinin sonraki donemlerinde meme kanseri gelisimi
yoniinde belirgin bir risk faktorii olarak belirlenmis farkli meme kanseri hiicre tiplerinin
(MCF-7, MDA-MB-231 VE CRL-4010) serbest aminoasit profilinin incelenmesi ve

amino asit profilini ortaya koyan bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Materyal / Metot

Hiicreler ve Kiiltiir Kosullari: Calismada ATCC’den temin edilip stokladigimiz;
Insan meme kanser hiicreleri (MCF-7, MDA-MB-231) ve normal meme (CRL-4010)
hiicreleri kullanildi. Kullanilan hiicrelerin beslenmesi ve biiyiimesi igin DMEM-F12 ve
RPMI-1640 besi ortami, %10 FBS ve %1 L-glutamin, %21 penisilin/streptomisin
kullanildi.

Hiicreler -80 °C den alinarak su banyosunda 37°C’ de ¢oziinmesi sagland.
Tiipler %70 lik alkol ile dezenfekte edilerek steril kabin igerisine alindi. Cozdiiriilen
hiicre soliisyonu, falkon tiipe alinan besi ortamina dikkatlice transfer edilip 5000 rpm 5
dk santrifiij edildi, olusan pellet ve siipernatant karistiritlmadan dikkatlice kabin igerisine
alindi. Vakum sistemi kullanilarak pellete dokunmadan siipernatant kismi1 uzaklagtirildi.
Pellet halindeki hiicrelerin lizerine 2 ml ortam eklenip pipet ile slispanse edilerek
homojen hale getirilip, 75 cm?® “lik flaska 8 ml ortam eklenip iizerine hiicre soliisyonu
eklendi.37 °C ’de, %5 CO2 ve % 95 nemli ortamda 24 saat inkiibe edildi ve hiicre

cogalmasi gozlemlendi.

Hiicreler 75 cm? ‘lik flasklarda % 80’e ulastiktan sonra ortam cekildi, hiicrelerin
iizerine 1X’lik Tripsin-Edta’ dan 2,5 ml eklendi. Flasklar 4 dakika 37°C etiivde
bekletildi ve flaska tutunan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Hiicrelerin kalkip kalkmadig:
mikroskopla incelendi. Hiicreler kalktiktan sonra tripsini inaktive etmek igin 1:3
oraninda besi ortami eklendi. Hiicre siispansiyonu 50 ml’lik steril falkon tiipe alindi.
1200 rpm 5 dk santrifiij edilerek siipernatantlari uzaklastirilarak pellet elde edildi. Elde
edilen pellet soguk lizis buffer ile homojenize edildikten sonra 14.000 rpm ‘de santrifiij

edildi. Elde edilen siipernatant -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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LC-MS/MS ile aminoasit analizi: Elde edilen siipernatan ornegindeki
aminoasit analizi JASEM marka ticari kit yontemi ile yapildi. Elde edilen siipernatan
orneklerinden 50 pl alinarak iizerine 50pul internal Standart eklenip vortekslendi.Uzerine
kit i¢erisinde bulunan Reagent-1 soliisyonundan 700ul eklenip 15000 rpm ‘de santrifiij
edilerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Elde edilen siipernatant drneklerinden 100
ul insortlii viallare konularak LC-MS/MS (Shimadzu 8045, Japan) cihazinda analiz
edildi.

3.2. istatistiksel Yontem

Calismalar tamamlandiktan sonra; oncelikle veriler degerlendirildi. Daha sonra
verilerin normal dagilimli olup olmadiklarina bakilip, duruma gore tek yonlii varyans
analizi yapildi. Gruplarin karsilastirmalarinda; verilerin normal dagilima sahip olup
olmadigini tespit etmek i¢in Shapiro-Wilk tanitict testi kullanildi. Shapiro-Wilk testi
sonucunda gruplarda normal dagilim gosterenler igin (p>0,05) Student-T test, normal
dagilim gdstermeyenler icin ise(p<0,05) Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatistiksel
analizler i¢in Graph Padprism 6(GraphPad Software, Inc, San Diego, USA) kullanildi
ve anlamlilik oran1 (p<0,05*, p<0,01** ve p<0,001***) olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR ve SONUCLAR

Farkli meme hiicrelerinin hiicre i¢i serbest aminoasit profili LC-MS/MS

yontemiyle incelendi. ER+ olan MCF-7 hiicresi ile ER- olan MDA-MB-231

hiicrelerinin hiicre i¢i serbest aminoasit profili Tablo1 ‘de verilmistir.

Tablo 4.1. Meme hiicre hatlarinin hiicre i¢i serbest aminoasit degerleri

CRL-4010 MCF-7 MDA-MB-231
Carnosine 0,142 £ 0,032 0,546 + 0,061 0,159 £ 0,046
Norvaline 0,359 £ 0,048 0,833 £0,148 0,356 + 0,030
Cystathionine 0,633 £0,030 54,262 £ 1,771 0,725 + 0,052
1-MHIS 0,654 + 0,046 1,408 + 0,035 0,800 + 0,051
2-aminoadipic acid 0,663 £0,012 0,445+ 0,018 0,447 + 0,007
3-MHIS 0,898 + 0,030 0,435 +0,028 0,455 +0,133
Sarcosine 1,313 £ 0,133 10,486 + 0,102 2,614 £ 0,340
Gaba 1,594 + 0,002 3,526 £ 0,067 15,213 £ 0,066
ethanolamin 1,756 £ 0,034 2,539 +0,229 1,311+ 0,010
3-amino-isobutyrc acid 1,868 £ 0,205 3,921 + 0,044 17,337 +£ 0,446
Cit 4,304 + 0,150 3,855 +0,374 12,679 + 0,263
ortophospo_serin 4,865 + 0,964 4,505 +0,371 20,430 + 0,691
arginino succunic acid 7,205 £ 0,153 62,078 £ 2,209 10,389 + 0,309
Trans-4- OH-proline 8,578 £ 0,089 62,529+ 0,208 | 20,831 + 0,687
4-oh-proline 10,763 + 0,557 68,239+ 0,849 | 24,843 +0,743
Cystine 12,638 +£ 0,457 21,635+ 0,669 | 11,332+0,234
Orn 13,625 + 0,099 46,522 £ 0,199 | 22,884 +0,111
5-oh-lysine 0,238 + 0,030 0,271 £ 0,020 0,394 + 0,009
Ala 31,733 £ 0,108 (214,574 £20,735| 47,316+ 0,722
Tyr 39,665 + 1,461 75,788 £2,737 | 34,550+ 0,482
Asp 43,600 £ 0,115 84,770 £ 1,891 | 169,805 + 2,565
Thr 83,329 +0,380 | 145219+ 1,751 | 79,992 + 1,238
Asn 95,203 + 2,946 | 345,969 + 0,485 | 126,459 + 0,421
Ser 127,385+ 0,084 | 387,966 + 0,654 | 213,634 £ 1,153
Arg 149,310+ 0,854 | 244,725+ 1,277 | 143,175+ 0,317
GlIn 355,233 £2,997 | 591,586 + 2,338 | 287,679 + 8,037
Alloizolosin 18,352 + 0,307 27,593+ 0,363 | 16,830+ 0,142
Glu 1056,178 £ 42,997 | 651,338 &+ 39,546 | 760,652 + 62,711
glutamic_acid 1089,517 £ 16,118 | 657,676 £ 1,109 | 743,540 + 7,246
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alloizolosin = CRL-4010

izolosin = MDA-MB-231
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Sekil 4.1 MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerin serbest aminoasitlerinin karsilastiriimali sekli

MDA-MB-231 (ER" meme kanseri) ve CRL-4010 (normal hiicre) hiicre
hatlarindan elde edilen 6rnekler kiyaslandiginda, meme kanseri hiicrelerinde kontrol
hiicre grubuna gore; Trans-4-OH-proline,4-OH-proline (p<0,05*); ortophospo-serin,
citrulin, aspartat (asp), 3-amino-isobiitirik asit (p<0,01**); Gaba (p<0,001***)

serbest aminoasit diizeylerinin anlamli olarak ytliksek oldugu tespit edilmistir.
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ER+ meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ile normal meme hiicre (CRL-4010)
lerinin serbest aminoasit profili grafik 4.1 ‘de verilmistir. MCF-7 ve CRL 4010 hiicre
hatlarindan elde edilen 6rnekler kiyaslandiginda, meme kanseri hiicrelerinde kontrol
hiicre grubuna gore;izolosin,losin, valin, tirozin(tyr), triptofan(trp), treonin(thr),
lisin(lys), histidin(his), glutamin(gln), aspartat(asp), 1-MHIS(p<0,05*); norvalin,
carnosin, serin, asparjin(asn), arjinin(arg), alanin(ala) (p<0,01**); arginino succinic
asit, sarcosin, trans-4-OH-proline, cystathionine,4-oh-proline  (p<0,001**%*)

diizeyinde anlamli olarak arttiklar1 tespit edilmistir.

Tablo 4.2.Meme hiicre hatlarinin hiicre igi serbest esansiyel aminoasit degerleri

CRL-4010 MCF-7 MDA-MB-231
Phe 23,414+ 2,031 40,687 + 0,473 25,875+ 0,729
Trp 8,180 + 0,212 17,025 + 0,820 10,375 + 0,256
Lys 39,508 + 0,189 68,064 + 0,704 41,793 +1,129
Izolosin 54,295 + 8,252 113,117 £ 1,324 57,813 + 1,333
His 13,676 + 0,405 35,031 + 0,743 16,209 + 0,268
Val 54,777 + 1,225 119,218 + 0,162 44,447 £ 0,273
Losin 100,856 + 0,608 192,965 + 1,587 113,628 £ 0,324

Meme kanseri (MDA-MB-231, MCF-7) ve normal hiicrelerin (CRL-4010)
esansiyel aminoasit degerleri tablo 4.2°’de verilmistir. LC-MS/MS ile yapilan analiz
sonucunda normal hiicrelerin esansiyel aminoasit degerleri MCF-7 hiicreleriyle
kiyaslandiginda MCF-7 hiicrelerinde tiim esansiyel aminoasitlerin anlamli bir sekilde
yiiksek oldugu gozlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde yalnizca Trp, His ve Ldsin

amino asitlerinin kontrole gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Kadinlarda kanserlere bagli o6liim sebebi olarak akciger kanserlerinin meme
kanseri oranin1 gectigi biliniyorsa da, meme kanseri tanisi alan kadinlar bat1 diinyasinda
kanser cesitleri igerisinde en ¢ok ve en yaygin kanser olmay1 siirdiirmektedir. ABD'de
her 10 kadindan birinde meme kanseri gozlemlendigi bilinmektedir. Kadinlarda 54

yaslarina kadar kansere bagli 6liim sebebi olarak ilk sirada meme kanseri bulunmaktadir

(97).

Meme kanseri %99 kadinlarda gortiliirken, %1°de erkeklerde goriilebilmektedir.
Cinsiyet bu kanser tiirii i¢in O6nemli bir risk faktoriidiir. Bunun sebebi ise meme
dokusunun kadinlarda fazla miktarda bulunmasidir. Kadmlarin  gelisimsel

donemlerindeki Gstrojen ve progesteron hormonlarindaki degisimdir (98).

Meme kanseri, diinyada her yil hastalifa yakalanan yarim milyondan fazla
kadmin yaklasik 11,500'( Ingiltere'de dahil olmak iizere diinya gapinda kansere baglh
kadin 6liimlerinin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Bunun nedenlerinden

biri meme kanserinin tek bir hastalik varligi olmamasidir.

Meme kanseri, tlimoriin reseptor durumuna, 6zellikle dstrojen reseptoriine (ER),
progesteron reseptoriine (PR) ve insan epidermal biiyliime faktorii reseptor-2'ye (HER2)

dayali olarak tedavi edilir (99).

Uyarlanmis terapiler ER-pozitif hastalik icin hormon terapileri (6rnegin
tamoksifen ve enzim aromataz inhibitorleri gibi) ve HER2-pozitif meme kanseri i¢in
trastuzumab (Herceptin) gibi bazt meme kanserlerinin tedavisinde 6nemli bir basari

saglamistir. ; ancak, bu rejimlere karsi ilag direnci yaygindir (100-102).

Ayrica, hastaligin daha agresif alt turlerinden biri olan ii¢lii negatif meme kanseri

icin hala iyi bir hedefli tedavi yoktur (103,104).
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Ayrica, birincil meme kanseri yiiksek oranda tedavi edilebilirken evre 1 / II
meme kanseri tanisi alan kadinlarin% 80-99'u 5 yila kadar hayatta kalir; su anda
metastatik meme kanseri i¢cin mevcut bir tedavi bulunmamakta olup, bu durum
Ingiltere’deki hastalarmn tahmini% 40’1 etkilemektedir ve hayatta kalma oranimin

20°de % 65’¢ diigmesi muhtemeldir (105,106).

Meme kanserinin tedavi segeneklerinin gelistirilmesine yol acabilecek yeni
markirlarin elde edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle en sik kullanilan model
sistemlerinden biri, insan hiicre hatlarinin kullanilmasidir (107). Bu tiir ¢alismalarda
siklikla. MDA-MB-231 hiicreleri gibi ¢ok agresif kotii huylu  tiimorler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada ER+ (MDA-MB-231), ER- (MCF-7) ve normal meme
dokusu (CRL-4010) hiicrelerinin serbest aminoasit profilleri incelenerek yeni bir markir

olarak kullanilma potansiyeli incelenmistir.

Son yillarda, kanserli hastalarda serbest aminoasit profilleri’nin 6énemli derecede
degistigi tespit edilmistir (108-112). Serbest aminoasit profilindeki degisim kanser
olusum mekanizmas1 lizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmemesine ragmen
kanserlerin etiyolojisi ve patogenezini anlamak i¢in umut verici bir biyolojik belirte¢

olabilir (113).

Kanser hiicreleri, glutamin (Gln), Gly, aspartik asit (Asp) ve serin (Ser) gibi
bazi amino asitleri DNA sentezi , yeni kan damarlar1 ve yeni proteinleri sentezlemek
icin kullanmaktadir (114). Sentezlenen bu proteinler biiyiimeyi tesvik edici hormonlar
veya timor biiylime faktorleri olarak ¢aligir (115-116). Amino asit talebindeki artis,
kanser hastalarinda serbest aminoasitlerinin diisiik sevilerde olmalarina yol agabilir

(118).

Vissers ve dig. (119) farkli kilo kaybi seviyelerine sahip olan {i¢ tip kanser
hastasinda, yani meme kanseri (kilo kayb1 olmadan), kolon kanseri (ara sira kilo kaybi)
ve pankreas kanseri (sik kilo kaybi) lizerinde PFAA konsantrasyonlarini analiz
etmistir. Timor tipleri ve evreleri, kilo kaybi ya da viicut kitle indeksi ne olursa olsun

arginin (Arg) seviyelerinde 6nemli bir azalma buldular. Bu bulgu, Arg. mevcudiyetinin
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azalmasinin, malign bir timor varliginin spesifik bir 6zelligi oldugunu ortaya

koymustur.

Ayrica tiim kanser hastalarinda dall1 zincirli aminoasitlerin konsantrasyonlarinin
yas ve cinsiyet eslesmeli kontrollere gore daha diisiik oldugunu ortaya koymuslardir.
Plazma Serbest aminoasit (PFAA) diizeyindeki degisikliklerin evreye ve kanser tipine
baghdir. Gu ve ark. (120) tarafindan yapilan ¢alismada gastrik kanserli 56 hastada
profilleri, 28 hastada meme kanserli, 33 hastada tiroid kanserli ve yaslar1 137 olan

saglikli kontrollerde incelendi.

Meme kanseri hastalarinda histidin (His) diizeyinin anlamli derecede azaldig
tespit edildi. Gastrik kanser hastalarinda Ser, Ala, Val, lisin (Lys), His, BCAA ve TAA
seviyeleri anlamli derecede azaldi. Bununla birlikte, tiroid kanseri hastalarinda,
metiyonin (Met), Leu, Tyr ve Lys diizeylerinde anlamli artis goriilmiistiir. Farkli kanser
tirlerinin yam1 sira, hastalarin PFAA paternindeki farkliliklar da farkli hastalik

asamalarindan kaynaklanmaktadir.

Son zamanlarda, erken evre kanser teshisinde yeni bir kanser risk hesaplama
yontemi olarak Amino Index Kanser Tarama (AICS) teknolojisi kullanilmigtir. AICS'yi
olusturmak igin treonin (Thr), asparagin (Asn), Ser, GIn, Pro, Gly, Ala, sitrulin (Cit),
Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe, His, triptofan (Trp), ornitin (Orn), Lys ve Arg 6l¢iilmiis ve
istatistiksel olarak analiz edilmistir(121,122).

Bir vaka raporunda kolorektal kanser riski hesaplamasi igin, Ser, Pro, Val, Met,
Ile ve Lys plazma seviyeleri kullanildi. AICS skoru 8,3 olarak bulundu, bu da hastanin
10 kat artmis kanser riskine sahip oldugunu gosterdi. Hastaya kolonskopi yapildiginda,
kismi karsinomu olan yiikselen kolonda 10 mm'lik bir adenoma benzeri lezyon
gozlendi(121).

AICS yontemi kullanilarak karsinomun erken teshisi, tam rezeksiyona izin

vermistir, bu da PFAA profillerinin kanserler i¢in hizli ve kolay bir teshis araci

saglayabilecegini diislindiirmektedir.
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Fukutake ve ark. (122) pankreas kanseri riskini hesaplamak i¢in Ser, Asp, Ile,
Ala, His ve Trp'yi kulland1 ve pankreas kanseri olan hastalari (n= 360) kontrol
deneklerinden ( n = 360) basariyla ayirdi= 8372). Ayrica 19 amino asit seviyesini analiz
ettiler ve Ser seviyesinde anlamli bir artis ve Thr, Asn, Pro, Ala, Cit, Val, Met, Leu,
Tyr, Phe, His, Trp, Lys ve Arg seviyelerinde 6nemli diisiisler yaptilar. Pankreas kanseri
hastalarinda gozlendi. Kiigiik 6rneklem biiyiikliigii olan diger bazi ¢aligmalar , pankreas
kanseri hastalarinda dolasimdaki aminoasit seviyelerinde benzer diisiisler oldugunu
bildirmistir; bu, timorlerde PFAA'larin artan kullammmmin bir sonucu olarak
yorumlanmigtir. Aminoasit seviyelerinin azalmasi igin bir bagka olasilik yetersiz

beslenme ile iliskilidir (122).

Bununla birlikte, plazma veya serum Orneklerinde aminoasit diizeylerini
inceleyen ve meme kanserli hastalardan alinan serum calismalarinda ¢eliskili sonuglar
ortaya ¢ikmistir. Poschke ve dig. meme kanseri hastasinda Glu, Ser, Gln, Ala, Val,
Phe, lle ve Leu diizeylerinde artis bildirmistir(123).

Muhtemel bir aciklama, bu c¢alisma popililasyonundaki tiimor evresinin,
aminoasit havuzunu azaltmayacak sekilde erken evre olarak kategorize edildigi
olabilir. Artan Ser seviyesi, muhtemelen tiimér hiicrelerinde Ser biyosentezinde yer alan
enzimatik aktivitenin artmasindan kaynaklandi. Artan Glu ve Ala seviyeleri tiimor
hiicreleri tarafindan iiretilebilir. Meme kanseri hastalarinda Orn, Glu ve Trp gibi Amino
asit seviyelerinde benzer artislar daha 6nce gozlendi. Ancak, diger bir ¢alismada 196
meme kanserli hastasinda Gln, Tyr, Phe, His ve Trp’nin azaldigini, Thr, Ser, Pro, Gly,
Ala, Orn ve Lys’in arttigin1 gostermistir (124).

Yukarida belirtilen c¢eliskili sonuglar, yas, cinsiyet, etnik koken, diyet ve
katilimcilarin yasadig iilkeler, PFAA profilleri i¢in uygulanan farkli 6l¢iim teknikleri,
farkl1 hastaliklar asamasi1 ve potansiyel i¢in veri ayarlamamasi gibi katilimer
ozelliklerinde farkliliklara atfedilebilir. Bu arada, PFAA profilleri, diyet proteinlerinin
miktart ve / veya bilesimi, kas proteinlerinin metabolizmast ve farkli dokulardaki

degisken protein rezervi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilir.
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Serbest aminoasit profili kanser iliskisine dayali c¢alismalarin ¢ogunlugu
yukarida belirtildigi tizere plazma serbest aminoasit profilinin kanser teshisi ile iliskisi
incelenmistir. Yapilan literatiir taramasinda suana kadar hiicresel aminoasit diizeyinin

arastirilmadig tespit edilmistir.Bu denenle bu ¢alismamiz bir ilki olusturmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde bir¢ok aminoasit’in yiiksek seviyede
oldugu gozlenirken MD-MB-231 hiicrelerinde ise aminoasit miktarinin kontrole gore

daha diisiik diizeyde oldugu gézlenmistir.

Dolagimdaki amino asit profillerinin miktarlarinin malign tiimorliilerde degistigi
goriilmektedir. Bu degisim amino asit miktarlarinda azalma veya artma seklinde
olabilmektedir. Laboratuar ortaminda CRL 4010 hiicrelerinde aminoasit profillerinin
normal seviyelerde oldugu goriilmektedir. Bu neticelerin malign hiicrelerin ekstraseliiler

amino asit profilleri tizerinde dogrudan etkiye sahip olabileceginin bir kanitidir.

Tiimdr hiicreleri kendilerini kopyalayabilme yetenegine sahiptirler. Bunun i¢in
timoriim tiiriine ve gelisim asamasina bagli olarak amino asitleri, lipitleri, veya glikozu
kullanmaktadirlar (12qq4). Timorler gelisebilmek igin esansiyel aminoasitlere (EAA);
membran lipit komponentlerinin biresimi i¢in serine, pirimidin ve purin biresimi i¢in
glisin, glutamin ve aspartik asit gibi amino asitlere ihtiyaglar1 vardir. Netice itibariyle
secici amino asitlere ihtiyag duymaktadirlar. Bundan dolay1 dokularda protein turnoveri
icin asamal1 bir kas kaybina sebep olmakla beraber baslica esansiyel aminoasit olmak

lizere amino asitlerden konak¢inin daha az faydalanilmasina neden olur.

Bu calismada ise ilk defa farkli meme kanseri tiirlerinde serbest amino asit
profili incelenmigtir. Yapilan g¢alisma sonucunda normal meme hiicresinin serbest
aminoasit profili MDA-MB-231 hiicreleri ile karsilastirildiginda ortophospo_serin,
Trans-4- OH-proline, gaba, Cit, Asp, 4-oh-proline ve 3-amino-isobutyrc acid
seviyesinin anlamli sekilde yiikseldigi gozlenirken, MCF-7hiicrelerinde ise neredeyse

tiim aminoasitlerin anlaml bir sekilde yiiksek oldugu gézlenmistir.
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Yaptigimiz ¢alismada da kanser vakalarina paralel olarak treonin, metiyonin,
16sin, izolosin, triptofan ve fenilalanin gibi birgok esansiyel aminoasit; glutamik asit,
glisin, tirozin, serin ve alanin, prolin gibi NEAA’ler meme kanseri olusumu yoniinden
yiiksek risk grubunu teskil eden meme kanserlerinde diger gruba oranla daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak; Cesitli meme kanser tiirleriyle yapmis oldugumuz calisma
sonucunda bazi aminoasitlerin kanserli hiicrelerde daha yiiksek bulunmasi, bu
aminoasitlerin meme kanserli hiicrelerde meme kanseri gelisimi yoniinde 6nemli bir

role sahip olabilecegini gostermistir.
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