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Meme kanserinin erken prognozunda proteomik yaklasim
Ogrencinin Adi: Elif DIS

Damsmani: Prof.Dr. Sermin TETIK

Anabilim Dali: Eczacilik/ Biyokimya Anabilim Dal

1.0ZET

Amacg: Calismayla, orneklerde belirlenen proteinlerin ekspresyon farkliliklarinin
degerlendirilmesi; meme kanserinin teshisi, prognozu ya da kisiye 6zel ilag ve tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi ve literatiire katki saglanmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: 40 saglikli kadinin serum Ornegiyle, 46 meme kanserli kadinin
serum ve dokulart alindi. Serumda ELISA ile FABP4, HSL ve Ki67 ekspresyon
miktarlan karsilastirildi. Ayrica HPLC ile hasta ve kontrol serumlarinda FABP4,
HSL ve Ki67 modifikasyonlar1 belirlendi. immiinohistokimyasal yéntemle FABP4
boyamasi yapildi ve dokularin FABP4 boyanma siddetinin, Ki67 proliferasyonu ve
patolojik 6zelliklerle korelasyonu belirlendi.

Bulgular: ELISA ¢alismamizda hasta serumlarinda FABP4 ve Ki67 konsantrasyonu
anlamli (P<0.0001) sekilde daha fazla bulunurken, HSL konsantrasyonuysa diisiik
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p>0,05). Serum 6rneklerinin
HPLC ile karsilagtirnlmasindaysa; HSL, FABP4 ve Ki67’nin hastalarda modifiye
olduklar1 goriildii. Sadece HSL proteininin modifikasyonu anlamli bulundu. Ihk
caligmasinda yasla timor evresi, ER, PR ve tiimor capi; Ki67 proliferasyonuyla
histolojik grade, niikleer grade ve PR; lenf nodu metastaziyla timor evresi ve timor
cap1; FABP4 boyanma siddetiyle ER; ER ile PR arasinda anlamlik gozlendi.
Sonuclar: Meme kanserli hasta serumlarinda FABP4, Ki67, HSL
ekspresyonlarindaki degisim ile dokulardaki FABP4 ve Ki67 ekspresyonlarinin
patolojik ozelliklerle arasindaki korelasyon meme kanseri i¢in birer biyomarker
olabilecegini diigiindiirmektedir. Ayrica protein karbonil miktarlart meme kanserli
kadinlarda daha fazladir. Bu durumun meme kanserinin tant ve prognozunda rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Biyomarker, proteomik, HPLC, FABP4, HSL



Proteomic approaches for early prognosis of breast cancer
Name of the Student: Elif DIS
Supervisor: Prof. Dr. Sermin TETIK

Deparment: Deparment of Biochemistry

2.SUMMARY

Purpose: The aim of the study was to evaluate the expression differences of the
proteins determined in samples, to improve the diagnosis, prognosis or personalized
drug and treatment approaches of breast cancer and contribute to the literature.
Material and Methods: Forty healthy women, forty-six breast cancer women serum
and tissue samples were collected. FABP4, HSL and Ki67 expressions were
compared via ELISA test in serum. FABP4, HSL and Ki67 modifications were
determined by HPLC. The tissue was stained FABP4 with IHC and correlation was
determined of FABP4 stained intensity with pathological properties.

Results: In ELISA, the concentrations of FABP4 and Ki67 were significantly
(P<0.0001) higher, whereas HSL concentration was lower in patients (p>0,05). There
was no significant difference. In comparison of serum with HPLC; it was observed
that HSL, FABP4 and Ki67 were modified in patients. Only modification of HSL
was found to be significant. In IHC method; between tumor stage and diameter, ER,
PR with age; between histological and nuclear grade, PR with Ki67 proliferation;
between tumor size and stage with lymph node metastasis; between ER and FABP4
staining intensity; between ER and PR were observed significance.

Conclusions: The correlation between the expression of FABP4, Ki67, HSL in
breast cancer patient serum and the expression of FABP4 and Ki67 in tissues suggest
that biomarkers maybe a breast cancer.In addition, protein carbonyl amounts are
higher in women with breast cancer. This condition plays a role in the diagnosis and

prognosis of breast cancer.

Key words: Biomarker, proteomic, HPLC, FABP4, HSL



3. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri diinyada ve lilkemizde kadinlar1 etkileyen, kadinlarda 6liime en
¢ok neden olan kanser tiirlerinden bir tanesidir
(https://www.who.int/cancer/prevention/diagnosis-screening/breast-cancer/en/ Erisim
tarihi: 6 Subat 2019).

Meme kanserinin erken teshisi ve 6nlenmesi ¢ok dnemlidir. Ciinkii primer timor
diger organlara metastaz yaptig1 i¢in birgok hasta ileri hastaliklara yenik
diismektedir. Meme tiimdrlerini tespit etmek i¢in kullanilan gilincel yontemler
oncelikle mamografi tizerine kuruludur. Ancak mamografinin de cesitli kisitlamalari
vardir. Kiigiik lezyonlar siklikla gdzden kagirilir ve 6zellikle yogun meme dokusu

olan genc¢ kadinlarda goriilmeyebilir (Qi, 2008).

Biyomarker, bir hastaligin fizyolojik durumunu veya gelisimini gosteren
molekiiler yapidir. Kan, doku veya viicut sivilarinda takibi yapilabilen proteinler,
enzimler, reseptorler, hormonlar ve lipitler biyomarker adaylar1 arasinda

bulunmaktadir (Srinivas ve ark., 2001).

Biyomarker’lar, teshis, tedavi, izleme ve prognoz icin kritik Oneme sahip
araglardir. Biyomarker’larin kanser diagnoz, prognoz veya tedavisinde etkili bir
sekilde kullanilabilmesi icin, kansere spesifik olmasi ve bu tiir biyomarker’larin
sadece kanserli doku ve hiicrelerde benzersiz bir sekilde ifade edilmesi
gerekmektedir. Biyomarker’larin hastaligin sonucu ile giiclii bir iligkisi olmasi
beklenmektedir. Terapinin seviyesine gore degisen belirli bir biyomarkerin varlig
tedavinin ilerlemesini belirlemek icin bir gosterge olarak kullanilmaktadir (
Fabian,2007; Kelly ve ark., 2001; http: //www.cancer.gov/cancertopics/types/breast
Erisim tarihi: 10 Haziran 2017).

Son yapilan c¢aligmalarla, biyomarker kesfinde genomik ekspresyon
profillemesinin kanser siniflamasi ve prognostiklemesi i¢in gilivenilir bir yontem
oldugu hipotezi desteklenmektedir. Bununla birlikte, genler herhangi bir katalitik

veya sinyal kabiliyetine sahip degildir. Bu nedenle, genetik biyomarker bilgisi tek


https://www.who.int/cancer/prevention/diagnosis-screening/breast-cancer/en/

basina timor varligr ya da tedaviye cevabi tahmin edemez. ,Proteomik yaklasim,

kanser biyolojisinin kapsamli gosterimi i¢in esastir (Qi, 2008).

Meme kanserli hastalarin serum ve plazmalarinda bazi protein seviyelerinde
yiikselmeler gézlenmektedir. Bu proteinlerin takibi ile hastaligin aktifligi, tekrarlama
durumu, metastazi, prognoz ve terapotik cevabi arasinda iliski kurulmaktadir (Lopez,

2015).

Meme  kanserli  hiicrelerin  proliferasyon  hizi  Ki67  proteininin
immiinohistokimyasal — olarak  boyanmasiyla  Ol¢lilmektedir.  Fonksiyonunun
bilinmemesine ragmen Ki67, hiicre dongiisii sirasinda proliferasyon hiicrelerinden
eksprese edilmektedir. Ki67 indeksi ozellikle klinik karar vericilikte Onemli
bulunmaktadir. Tiimorler arasindaki yliksek tekrarlama riski ayirici olarak Ki67
indeksi ile kullanilabilmektedir. Cesitli calismalarda Ki67 eksperesyonundaki
degiskenlikler rapor edilmistir (Pathmanathan ve Balleine, 2013).

FABP4 adipositlerden salinir ve dolasimda bol miktarda bulunur. Cesitli
calismalarda, adipoz doku kokenli hormonlar araciligiyla tlimor gelisimi ve
farklilasmasinin etkilendigi gosterilmistir Yiiksek serum FABP4 diizeylerinin
obezite, meme kanseri gelisimi ve prognozu ile iliskili oldugu Hancke ve

arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada gosterilmistir (Hancke ve ark., 2009).

Yoon Jin Cha ve arkadaslar1 2017°de 584 meme kanserli hastanin doku
mikroarray ve immiinohistokimyasal analizinde; tim meme kanseri tiplerinde
hormon duyarl lipaz (HSL), perilipin A ve yag asidi baglama proteinlerinin

(FABP4) yiiksek miktarlarda eksprese edildigini bildirmislerdir (Cha ve ark., 2017).

Meme kanserinin erken prognozunda kullanilacak aday serum protein
biyomarkerlariin arastirilmas: ve klinige sunulmasi son derece 6énem tasimaktadir.
Bu c¢alismada proteomik calisma sonucunda giivenilir, hassas ve dogruluk oram
yiiksek bir serum protein biyomarker ¢alismasi yapilmasi amaglandi. Calisma sonucu
belirlenen protein ekspresyon farkliliklarinin; Oncelikle hastaligin  teshisine,
hastaliga yonelik illac ve tedavi yaklagimlarimin gelistirilmesine, hatta
farmakoproteomik yaklasimla kisiye 6zel tedavi gelistirilmesine katki saglayacagi

distinilmektedir.



Simdiye kadar rapor edilen biyomarkerlarin biiylik bir kismi, hastaligin
ilerlemesi, hastaligin tekrarlamasi ya da ¢ok ilerlemis evrede olan hastalarin
saptanmas1 amaciyla kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Ancak; bu amagclarla
kullanimi i¢in dahi yeterli tahmin giicii olan tek bir biyomarker simdiye kadar rapor
edilmemistir, bu anlamda literatliirde ciddi bir bosluk vardir. Yeni belirteclerin
bulunmasi hem hastaligin daha erken sathada teshisinde hem de tedavisinin olumlu
ya da olumsuz sonuglarinin izlenmesinde yardimci olacaktir. Bu amag ile; serum
protein bazli bu calisma projesinde HSL, Ki67, FAB4 protein modifikasyonlarmin
HPLC ile izlenmesi, ayn1 proteinlerin ekspresyonlarindaki degisimlerin ELISA
yontemi ile korele edilmesi ve immiinohistokimyasal metod ile meme dokusundaki
FABP4 ekspresyonunun izlenmesi amaglanmistir. Giliniimiizde, tilkemizde klinikte
kanserli meme dokusunda histolojik olarak izlenen tek bir marker bulunmaktadir
(Ki67). Aragtirmamizda proteomik yaklasimla, meme kanserli hastalarin serum ve
dokularinda yeni biyomarker taramasi yapilarak (HPLC ile ilk kez), literature

sunulmus olacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Meme Anatomisi

Kadinlarda, meme toraksin 6n duvarinda, iki ile altinc1 kaburga kemiklerinin
arasinda bulunur. Ergin ancak siit iretme doneminde olmayan kadinlarda meme

yaklagik 150 ile 200 gr agirhigindadir.

Yetigkin kadinlarda bir memede 15 ile 25 adet aras1 meme lobu bulunurken her
lopta da 20 ile 40 arasi lobiil ve her lobiilde de 10 ile 100 arasi alveol vardir.
Alveollerde siit yapiminda gorevli aciniis hiicreler bulunur (Sekil 1 ve Sekil 2).
Kanallarin cevresinde miyoepitelyal hiicreler bulunur
(http://www.turkcerrahi.com/makaleler/meme/meme-anatomisi/, Erisim tarihi: 6
Subat 2019).

KIaW
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Subkutan yag dokusu

Yagli bag doku
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— Meme lobdli 7 \
— i \ Laktiferoz siniis
Gogis duvar \
kaburgalar | Laktifersz duktus
Meme lobulu

Sekil 1 : Meme anatomisi (http://www.turkcerrahi.com/makaleler/meme/meme-
anatomisi/, Erisim tarihi: 6 Subat 2019)
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Sekil 2: Meme yapisinda bulunan; lop, lobiil, aciniis yapilari
(http://www.turkcerrahi.com/makaleler/meme/meme-anatomisi/, Erisim tarihi: 6
Subat 2019).

Ergenlikte, meme seklinin olusumu over steroidleri (0strojen ve progesteron),
hipofiz hormonlar1 (biiylime hormonu ve prolaktin), lokal biiyiime faktorleri ve
sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir (McNally ve Martin, 2011). Meme
gelisiminin her asamasinda, hem epitel hem de stromal hiicreler proliferasyonu,
farklilasmay1 ve apoptozu kontrol eden farkli sinyallere yanit vermektedirler
(LaMarca ve Rosen 2008). Farkli meme hiicre hatlar1 ve farkli biyolojik kontrol
ediciler arasindaki bu karmasik etkilesim ergenlikte memenin fonksiyonel
ithtiyaclarimi karsilar. Bu karmasik etkilesim, ayrica meme bezini, kanser ilerlemesi
sinyallerine kars1 gelisimsel yorumlamadaki dengesizlikten Otiirli tiimdrogenez

riskine maruz birakmaktadir (McNally ve Martin, 2011; Oakes ve ark., 2006).



4.2. Meme Kanseri

Meme kanseri; meme dokusunda, az farklilasmis veya tamamen farklilasmis
hiicrelerin malign degisiminden kaynaklanan heterojen bir hastaliktir. Bu heterojenite
de meme kanserinde kendine 6zgii molekiiler alt tipler, tedavi yaniti, hastalik niiksii

ve genel sonuglar olustumaktadir (Zeidan, 2013) (Sekil 3 ).

Metastazik

Genetik ve epigenetik degisiklikler
L] ® S 1 — - = =
Luminal epitel Miyoepitelyal Endotelyum Lokosit Fibroblast Miyofibroblast Taban Organ metastaz hiicreleri
hiicreler hitcreler zan

Sekil 3: Normal hiicrelerin kanser hiicresine ve metastazik hiicrelere doniisiim
basamaklar1 (Bateman, 2002).

4.3. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada ve ililkemizde kadinlar1 etkileyen, tan1 ve tedavide yeni
gelismelerin artmasma ragmen, hala kadinlarda 6lime en ¢ok neden olan kanser
tirlerinden bir tanesidir (Sekil 4 ). Her y1l 2,1 milyon kadini etkilemektedir. 2018'de
627 000 kadinin meme kanserinden 6ldiigi tahmin edilmektedir ki bu, kadinlar
arasindaki tiim kanser 6liimlerinin yaklasik %15'ini olusturmaktadir. Meme kanseri
goriilme oranlar1 daha gelismis lilkelerdeki kadinlar arasinda daha yiiksek olmakla
birlikte, kiiresel olarak hemen hemen her iilkede goriilme oranlari zaman igerisinde
artmaktadir (https://www.who.int/cancer/prevention/diagnosis-screening/breast-
cancer/en/ Erisim tarihi: 6 Subat 2019).



Saglik bakanliginin hazirlamis oldugu Ulusal Kanser Kontrol Plani’na gore;
tilkemizde meme kanseri insidans1 100 binde 40,7 olup, her y1l yaklagik 15 000 kadin
meme kanserine yakalanmaktadir. Tiirkiye Kanser Istatistigi 2017 verilerine gore,
kanser tanisi alan her 4 kadindan biri meme kanseridir ve bu oranin giin gectikce

artacagi diisiiniilmektedir.

Alkeciger kanseri
21093 876 (11.6%)

Meme kanseri

21088 B49 (11.6%)
Diger kanserler
7 753 946 (42.9%) Kolorektum
1845 518(10.2%)
Prostat
1276 106 (7.1%)
Serviks kanseri Mide
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%)
Ozofagus
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 cases

Sekil 4: 2018 yilinda kadin ve erkeklerde goriilen yeni vakalarda kanserlerin
dagilim yiizdesi (http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/20-Breast-fact-
sheet.pdf, Erigim tarihi: 6 Subat 2019).

Meme kanseri insidans: ve mortalitesi diinya lizerinde iilkeden iilkeye farklilik
gostermektedir. Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi (IARC) istatistiklerine gore
2018 yili meme kanseri i¢in tahmini kiimiilatif insidans ve oliim riskinin en fazla

goriildigi 25 tilke Sekil 5’te gosterilmektedir.
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Sekil 5: Meme kanserinde 2018, tahmini yas standardize edilmis insidans ve
mortalite oranlarinin en yiiksek oldugu tilkeler (her yastan hasta).

IARC istatistiklerine gore 2018 yili meme kanserinin iilkemiz i¢in yasa gore
standardize edilmis insidans oranit 100 000°de 45,6 ve 6liim oran1 ise 100 000°de
10,5 iken tahmini 2018 yili meme kanseri insidansi 22 345, mortalitesi ise 5 452
oldugu belirtilmistir.

4.4. Meme Kanserininin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Neredeyse tiim meme adenokarsinomlari terminal kanal lobiiler birimlerinin
(TDLU) liimenini kaplayan normal meme glandiiler epitelinden kaynaklaniyor gibi
goriinmektedir. Normal TDLU epitel hiicrelerinin tipik olarak kansere ve invaziv
karsinoma dogru ilerlemesi uzun bir gelisim donemini takip eder. Bu nedenle normal
epitel; malign transformasyona basladiginda, hiperplazi olarak bilinen asiri
proliferasyonun ilk agamasina girmekte ve bunu takiben anormal 6zellikler gosteren
hiicrelerin ortaya ¢ikmasi gerceklesmektedir (atipik duktal veya lobiiler hiperplazi).
in situ karsinom olarak bilinen daha sonraki bir asamada, hiicreler etraftaki
parankimay1 bazal membrandan istila etme kabiliyeti hari¢ tam bir malign fenotip
kazanmaktadir. Bununla birlikte, son evre karsinomasinda hiicreler bazal zardan

ayrilir ve invaziv bir karsinoma doniigiir. Normal TDLU epitelinden kansere gegis,
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kanserli hastalarin biyopsilerinde, kanser hiicrelerinin ve ¢evresindeki karsinomun in
situ ya da hiperplazi diizeylerindeki benzerliklerine gore karakterize edilmistir (

Adeyinka ve ark.,2002; Verlinden ve ark.,2004; Alfred ve ark.,2001).

Bununla birlikte, karsinomaya ilerleme, tarif edildigi kadar basit degildir. Bu
siirecin karmasikligin1 gostermek i¢in, klinik kanitlar malign 6ncesi lezyonlarin bile
oldugunu gostermistir. Klinik kanitlar, invaziv karsinomaya en yakin premalign
lezyonlarm  bile, dogal evrimleri incelendiginde her zaman kansere
doniismeyebilecegini gdstermistir. invazyona ilerleyebilecek in situ duktal karsinom
olgularinin yiizdesini belirlemek neredeyse imkansiz olsa da,% 50-60'n altinda
oldugu hesaplanmistir (Erbas ve ark., 2006). Bu nedenle, atipik hiperplazi ve in situ
karsinomanin, meme kanseri i¢in zorunlu olmayan 6nciiler oldugu diistiniilmektedir.
Meme kanseri normal meme epitelinde ortaya ¢iktigindan, normal olarak meme bezi
proliferasyonuna yol agan uyaranlar diger yandan meme kanseri hiicrelerinin
biiylimesini de arttirmaktadir. Meme bezi epiteli proliferasyonu hormonlara belirgin
bir bagimlilik gostermektedir. Bu sekilde, kadin memesinin glandiiler birimleri, adet
dongiisii boyunca siklik bir biiylime ve atrofi, hamilelik ve emzirme déneminde en
belirgin hiperplazi; menopozdan sonra ise gerileme goéstermektedir. Birden fazla
hormona bagli olmasina ragmen, bu degisikliklerin en 6énemli diizenleyicisi hiicresel

Ostrojen reseptorii ile etkilesimi olan 6stradiol'diir (Ribate, 2007).

Degistirilebilir risk faktorlerini tespit etmedeki zorluklarin bir kismi, riske olan
katkilarinin hali hazirda mevcut olan diger risk faktorlerine gore degismesi olabilir.
Ciinkii bunlarin etkileri yasam boyu ya da belirli meme kanseri alt tipleri i¢in risk
faktorlerinin  0zgiilligli nedeniyle degismektedir (Brennan, 2016). Ancak
arastirmalar, belirli risk faktorlerinin kanser gelisimini artirabilecegini

gostermektedir. Meme kanseri i¢in en ¢ok c¢alisilan veya siiphelenilen risk faktorleri;

e Yasin ileri olmasi,

e cinsiyet,

e ailede meme, over kanseri veya diger herediter meme ve over sendromlari ile
iligkili kanser oykiisii,

¢ Dbilinen gen mutasyonu,

e beyaz irk,

11



uzun boy,

artmis Ostrojen seviyesi,

erken menars,

ge¢ menapoz,

menapoz sonrasi hormon tedavisi,

oral kontraseptif kullanima,

dogum,

insulin biiyiime faktorii-1 artisi,

biyopsi sonucunda ozellikle atipili meme lezyonlari ve in situ karsinoma
olmasi,

ilk dogum zamani,

emzirmeme,

kilo (postmenapozdaki ve viicut kitle indeksi (VKI) > 30 kg/m2 olanlarda risk
artar),

alkol alimu,

sigara kullanimu,

10-30 yas arasinda gogiis bolgesine yiiksek doz radyasyon tedavisi
uygulanmast,

azalmis fiziksel aktivite,

az sebze tikketme artmis meme kanseri riski ile iliskilendirilebilecek

degiskenler arasinda sayilmaktadir (Brennan, 2016).

Risk degerlendirmesinin amaci, yiiksek riskli kadinlar ile ortalama riskli

kadinlar1 ayirmaktir. Birgok risk degerlendirme modeli mevcuttur. Herediter meme

kanseri isareti olanlarda Meme kanseri geni (BRCA) 1 veya 2 gen mutasyonu

saptanmasi, ayni akrabada hem over hem meme kanseri goriilmesi, birinci derece

akrabada senkron bilateral meme kanseri olmasi, erkekte meme kanseri olmasi ve 40

yas altinda birinci dereceden en az bir akrabada meme kanseri goriilmesi gibi risk

faktorleri bulunmaktadir. Non-herediter meme kanseri riski degerlendirebilmek icin

baslica Gail ve Claus modellerinden bahsedilmektedir. iki testin de hitap ettigi niifus

farklt oldugundan ilk vizitte hangisinin kullanilacagi detayli bir anamnez ile

belirlenmelidir (Evans ve Howell, 2007).
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Gail Modeli: Yalnizca 35 yas iistii kadinlarda, kuvvetli aile dykiisii olanlarda
kullanilabilirken, daha 6nce invaziv ya da non-invaziv meme kanseri tanisi almis
kisilerde kullanilamamaktadir. Sorguladigi degiskenler; 1rk, birinci derece
akrabalardan meme kanseri dykiisii olanlarin sayisi, menars yasi, ilk dogum yasi,
yapilmig meme biyopsisi sayisi ve atipik hiperplazi varligidir (Evans ve Howell,
2007).

Claus Modeli: Meme kanserinde genetik yatkinlig1 isaret eder, yiiksek gecisli
genlerin prevelanslarin1 baz almaktadir. Kuvvetli aile dykiisii olan ama mutasyon
saptanmamis kisilerde kullanilmaktadir. Sadece aile Oykiisiinii detayli inceler, diger
degiskenleri goz ardi etmektedir. Sorguladigi degiskenler; yas, meme kanseri olan
birinci ve ikinci derece akraba sayisi ve bu akrabalarin tani yasidir (Evans ve Howell,
2007).

Meme kanseri riskini artirma veya azaltma ile iligkilendirilen 6nemli risk faktorii

bulunmaktadir.

4.4.1. Yas ve cinsiyet

Cinsiyet ve yas, meme kanseri i¢in en giiclii risk faktorlerinden iki tanesidir.
Meme kanseri riski yasla birlikte artar ve menopoza kadar her 10 yilda bir iki katina
cikmaktadir (Brennan, 2016). Meme kanserlerinin neredeyse % 801 50 yasin
tizerindeki kadinlarda teshis edilmektedir (Subramani ve Lakshmanaswamy, 2017).

Meme kanseri kadinlarda erkeklere gore yaklasik 100 kat daha yaygindir (Siegel
ve ark., 2016). Kadinlar ve erkekler arasindaki meme kanseri riskindeki farkliliklarin
hem yapisal hem de hormonal olabilecegi diisiiniilmektedir. Asir1 Gstrojen maruziyeti
meme kanseri i¢in bilinen bir risk faktoriidiir. Yiiksek Ostrojen diizeyleri, meme
kansert riskini iki katina ¢ikarir ve her ostrojenin iki katina ¢ikmasi durumu riski %

10-20 artirmaktadir (Yager ve Davidson, 2006; Endegeonus ve ark., 2013).

Ostrojenin, hem kanser biiyiimesini baslatabilen hem de arttirabilen nadir
kimyasallardan biri olduguna inanilmaktadir. Ostrojen redoks dongiisiine maruz

kalir, siiperoksit radikalleri ve Deoksiriboniikleik asit (DNA) biyomolekiillerine zarar
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verebilecek potansiyel olarak hidroksil radikalleri olusturmakta ve oksidatif strese
yol agmaktadir (Wyllie ve Liehr, 1997; Bolton ve Thatcher, 2008).

4.4.2. Cografi konum

Yasa gore diizeltilmis meme kanseri insidansi ve mortalite oranlart tlkeler
arasinda onemli farkliliklar gostermektedir. Bat1 iilkelerinde kadinlar da, Uzak Dogu
iilkelerinde ki kadinlara kiyasla daha fazla meme kanseri goriilmektedir. ilgingtir ki,
goemenler bir ya da iki kusak i¢inde gog ettikleri ev sahibi iilkeninkine benzer meme
kanseri oranlarina sahiptir. Bu, ¢evresel faktorlerin meme kanseri gelisimindeki

Oonemini vurgulamaktadir (McPherson ve ark., 2000; Andreeva ve ark.,2007).

4.4.3. Kisisel ve aile oyKkiisii

Gogiislerinden birinde kanser teshisi konan bir kadinda, kontralateral gogiiste
veya ayni gogsiin bir baska bolgesinde, ilki ile ilgisi olmayan yeni bir meme kanseri
gelisme riski 3-4 kat daha fazladir. Bir kadinin annesi, kiz kardesi ve ya kizina meme
kanseri teshisi konulmussa, kadin hastaligin gelisimi icin daha yiiksek bir risk
altindadir. 2003’te Hollanda’da yapilan bir ¢alisma da 30-50 yas araligindaki 1
milyon kadinin, tahmini tigte birinin birinci veya ikinci derece akrabalarinda aile
meme kanseri Oykiisii bulundugu ve bunlarin % 80'inin ikinci derece akrabalar

oldugu gosterilmektedir (Viehweg ve ark., 2006; Schwab ve ark., 2015).

4.4 4, Kalitim

Cinsiyet ve yastan sonra, meme kanseri i¢in en giiclii risk faktorleri kalitimdir.
Kalitsal meme kanseri ¢caligmalari, meme kanseri riskini 6nemli 6l¢iide artiran birkag
gen tamimlamistir. Bu kalitsal genler, nadir goriiliirler ve tim meme kanseri
vakalarinin sadece % 5-10'undan sorumlu tutulmaktadirlar (Nathanson ve ark.,
2001). Bu genler meme kanserine yol agan spesifik yollar1 anlamada 6nemlidir ve
sporadik meme kanserinde Onemli olabilmektedir. Genel olarak kalitsal meme
kanseri ile iligkili genler, DNA onarimi ve genomik biitiinliiglin korunmasina ortak

katilimda bulunmaktadir (Narod ve ark., 2000).
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4.44.1. BRCAL ve BRCAZ gen mutasyonlari

Kalitsal meme kanseri ile iligkili genlerden BRCAl ve BRCAZ2'deki
mutasyonlar, yasam boyu meme kanseri riskini % 80'e kadar arttirarak kalitimsal
meme kanserlerinin yaklasik % 40-50'sinden sorumlu tutulmaktadir (Narod ve ark.,
2000). BRCA1 ve BRCA2, homolog rekombinasyon ve ¢ift sarmal kirma
onariminda yer almaktadir. BRCA1 ayni1 zamanda hiicre dongiisii kontrol noktasi
kontrolii, kromatin yeniden diizenlemesi, transkripsiyon diizenleme, protein
cogalmasi ve antioksidan diizenleme ile de ilgilidir (Narod ve ark., 2000; Gorini ve
ark., 2013; Narod ve Foulkes, 2004). in vitro ¢alismalar, BRCA1 ve BRCA2'nin,
transkripte edilen stand {zerindeki 8-Okso-2'-deoksiguanozin  (8-OxodG)
lezyonlarimin transkripsiyonla birlestirilmis onarimi  ve niikleotid eksizyon
onariminda yer aldigini ve BRCA1 ve BRCA2 eksikligi olan hiicrelerde biriken 8-
Ox0dG lezyonlarinin yiiksek seviyelerde oldugu gosterilmistir. BRCAL ve
BRCA2'nin her iki kopyasindaki kayip, embriyonik olarak oldiiriicii olmaktadir
(Hakem ve ark., 1996). BRCA1 ve BRCAZ2 aleli bulundurma ile sadece bir tanesini
bulundurma durumu arasinda meme ve yumurtalik kanseri riskinin artmasi disinda
bariz bir fenotipik fark goriillmemistir (Narod, 2000). BRCA1 ve BRCA2 mutasyon
tastyicilarindaki hemen hemen tiim tiimorler, isleyen BRCA1 ve BRCA2 alelini
kaybetmis ve ayrica ¢ogu, tiimor protein 53 (TP53 / p53) ve ya baska hiicre dongiisii
kontrol noktasi kontrol genlerinde mutasyona sahip oldugu bilinmektedir. Bu ek
mutasyonlar, BRCAL / 2 ile ilgili kanserojenez i¢in kritik goriinmektedir (Schuyer ve
Berns, 1999).

p53 mutasyonlari, BRCA1 / 2 meme kanserlerinde sporadik olanlardan iki ila {i¢
kat daha sik goriilmektedir. Ek olarak, bu apoptozdan kacinma ve BRCAIL / 2
defektlerine ragmen proliferasyonun devam etmesi meme ve yumurtalik hiicreleri ile

sinirh goriinmektedir (Schuyer ve Berns, 1999).

4.4.5. Meme lezyonlar: varhg

Dijital mamografi ve vakum destekli biyopsi sistemlerinin ortaya ¢ikmasiyla

meme lezyonlan yiiksek frekansta tespit edilmektedir. Atipik hiperplazi (lobiiler
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veya duktal) veya lobiiler karsinomun daha o6nceki meme biyopsisi sonucu bir
kadimin meme kanseri riskini 4-5 kat arttirir. Memede belirsiz malign potansiyel
lezyonlar1, gelecekte invaziv meme kanserinin olast gelisimi ile iliskilidir

(Subramani ve Lakshmanaswamy, 2017).

4.4.6. Irk

Kafkasyali1 kadinlar; Afrikali-Amerikali, Asyali, Ispanyol ve Kizilderili
kadinlara gore daha fazla meme kanseri riski tasimaktadir. Cesitli irklardaki meme
kanserine yonelik epidemiyolojik ve klinik veriler toplanip rapor edildikge, riskteki
bu fark yavas¢a yok olmaktadir ( Brennan, 2017; Bandera ve ark., 2015).

4.4.7. Kilo artis1

Obez ve premenopozal kadinlarda meme kanseri riskinin diisiik olduguna
inanilmakta, ancak bu durum heniiz kanitlanmamistir. Ote yandan, obez
postmenopozal kadinlarin meme kanseri gelistirme riski daha fazla goriilmektedir.
Menopoz sonrast kadinlarda trunkal obezite Ozellikle artmis risk ile
iliskilendirilmistir. Obez postmenopozal kadimlarin, Ostrojen reseptdr pozitif (ER +)
meme kanseri gelisme riskinin % 70 daha yiiksek oldugunu tespit eden dort bagimsiz
calisma bulunmaktadir. Yetigkinlik doneminde olagandist viicut agirligr artisi,

menopoz Oncesi ve sonrasinda meme kanseri riskini dnemli Ol¢lide arttirmaktadir

(Brennan, 2017).

4.4.8. Kimyasal maddeler ve alkol

NHANES (Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi) verilerinin, hamile
kadinlarin % 99-100'tniin poliklorlu bifeniller, organoklorlu pestisitler, perflorlu
bilesikler (PFC'ler), fenoller, polibromlu difenil eterler (PBDE'ler), fitalatlar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve perklorat gibi kimyasal maddelere maruz
kaldigin1 gostermistir (Woodruff ve ark., 2004). Siganlarda, kanserojen Dimetil
benzantrasene (DMBA) (tiitin dumaninda bulunan bir polisiklik aromatik

hidrokarbon) maruz kalma, meme terminal u¢ tomurcuklarinin alveol tomurcuklarina

16



ayrilmadan 6nce maruz kalma meydana geldiginde 2 kat daha fazla timor irettigi
goriilmiistir (Colditz ve Frazier, 1995). Insan c¢alismalarinda, dikloro difenil
trikloroethana (DDT) maruz kalmanin premenopozal meme kanseri riskini yalnizca
14 yasindan 6nce maruz kalan kadinlarda arttirdigi bulunmustur (Sorlie ve ark.,
2001). Sentetik bir Ostrojen olan Dietilstilbestrole (DES) maruz kalma durumunda 3
kat daha fazla meme kanseri riski ortaya ¢ikmaktadir (Palmer ve ark., 2006). Atom
bombas1 magdurlari ile yapilan ¢alismada, 20 yasindan 6nce maruz kalan kadinlarin
13 kat artmis nispi riskle en yiikksek meme kanseri riskine sahipken, 35 yasin

tizerindeki kadmlarin 2 kat meme kanseri riskine sahip oldugunu bulunmustur.

(Brennan, 2016).

Alkol tiiketimi, artan meme kanseri riski ile iliskilidir. Giinde bir alkollii igki
tiketen kadinlarin, igmeyenlere kiyasla biraz daha fazla meme kanseri riski
bulunmaktadir. Haftada ii¢ ila bes icki igen geng¢ kizlar, ayn1 yastaki kizlara gore
daha sik meme lezyonlar1 gelistirmektedirler. 53 calismadan elde edilen verilerin
meta analizinde, giinde bir kez tiiketilen bir alkollii i¢ecegin, % 7 oraninda meme
kanseri riskini arttirdigi, giinde iki ila li¢ kez alkol i¢en kadinlarda % 20 oraninda

meme kanseri riskinde artis tespit edilmistir (Hamajima ce ark., 2002; Allen ve ark.,

2009).

4.4.9. Radyasyon

Asirt radyasyona maruz kalan kadmlar daha yiiksek risk altindadir. Bir kadin ne
kadar gen¢ yasta asir1 radyasyona maruz kalirsa, yasam boyu meme kanseri
gelistirme riski o kadar yiiksek olmaktadir. Gen¢ yasta Hodgkin hastaligi olan ve
radyasyon tedavisi alan kadinlarda, sonraki yaslarda Hodgkin hastaligi olan ve
radyasyon tedavisi alan kadinlara kiyasla meme kanseri gelistirme riski yaklagik 7

kat daha fazla bulunmaktadir (Ibrahim ve ark., 2012).

4.4.10. Ureme ve hormonal faktorler

1700"erin basindan beri lireme faktorlerinin meme kanseri insidansinda rol

oynadig1 bilinmektedir. Nullipar kadinlarda, 50 yasindan sonra teshis edilen meme
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kanseri olasilig1 yaklagik % 20-70 oraninda artmistir. Meme kanseri teshisinde daha
erken yasta olmak {izere, parite sayisi riski arttirtyor gibi goriinmektedir ¢linkii
gebelik hormonlar1 kanser Oncesi lezyonlarin biiyiimesini tesvik etmektedir. 20
yasindan Once tam siireli bir hamilelik olmasi, 30 yasinda gerceklesen ilk canli
dogumla karsilastirildiginda meme kanseri riskini yar1 yariya azaltir (Kelsey ve ark.,
1993; Russo ve ark., 1994). ilk dogumu 35 yasinda veya daha biiyiik olan kadinlar,
nullipar kadinlardan daha fazla meme kanseri riski altindadir. Higbir zaman tam bir
hamilelik ge¢irmemis kadinlarda ve 35 yasindan sonra ilk kez tam bir hamilelik
gecirmis olan kadinlarda meme kanseri riski daha yiiksektir. 20 yasindan Once ilk
tam hamilelik gegiren kadinlarin meme kanseri gelistirme riski % 50 azalmaktadir

(Subramani ve Lakshmanaswamy, 2017).

[k menars1 15 yas ve iistii olan kadilar, menarsta 12 yasin altindaki kadinlardan
% 20 oraninda daha az meme kanseri olasilifina sahiptir. Bunun nedeni, menarsin
daha erken yasta olmasi, memeyi daha fazla aylik hormon dalgalanmalarina maruz

birakmasindandir (Brennan, 2016).

Benzer sekilde menopozda geg bir yas (> 55), 45 yasindan dnce dogal menopoza
ulasanlara gore riskte iki kat artisa neden olmaktadir. Calismalar, 20-40 yas arasinda
aylik adet dongiileri kisa siiren kadinlarda meme kanseri riskinin fazla oldugu
goriilmiistiir. Adet dongiisti kisa olan kadinlar, yagamlar1 boyunca daha fazla adet
dongiisii yasayacak, diger tiim faktorleri sabit tutabilecek ve Ostrojen ve progesteron
seviyelerinin, meme dokusunun mitotik aktivitesi ile birlikte en iist seviyeye geldigi

adet dongiisiiniin luteal asamasinda daha fazla zaman gecirecektir (Brennan, 2016).
4.4.11. Emzirme

Emzirme, meme kanseri i¢in degistirilebilir bir risk faktorii olarak
tanimlanmistir. Epidemiyolojik veriler emzirmenin meme kanseri riskini azalttigini
gostermektedir. Biiylik bir metaanaliz, her 12 aylik emzirme i¢in meme kanseri
riskinin % 4,3 oraninda azaldiginmi gostermistir. Ancak, risk azaltma ¢ok kii¢iiktiir ve
temel olarak menopoz oncesi kadnlar ile iligkili bulunmustur. Emzirmenin neden
oldugu risk azalmasmin nedeni anlasilmamistir. Emzirmenin yumurtlamay1

bastirmasindan dolayr bir kadinin yagami boyunca yasadigi adet dongiisiiniin
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sayisindaki azalma ile de ilgili olabilecegi diisliniilmektedir (Subramani ve

Lakshmanaswamy, 2017).

4.4.12. Oksidatif stres

Tiim organizmalar ve hiicreler, mitokondri yoluyla ve iyonlastirici radyasyon
yoluyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi dahil olmak tizere endojen veya eksojen
ROS’a siirekli olarak maruz birakilmaktadir. Antioksidanlar tarafindan denge
kurulamazsa, reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel makromolekiillerde oksidatif hasara
yol actig1 ve sonunda hastaliklarin gelismesine yol acabilecegi bilinmektedir. ROS
makromolekiiller ile reaksiyona girerek ve bunlar1 degistirerek veya tahrip ederek
hiicresel makromolekiillere (6rnegin, niikleik asitler, proteinler ve lipitler) zarar
verebilir; lipid zincirlerinin kirilmasi, proteinlerin bolgeye 06zgii amino asit
modifikasyonu, enzim inaktivasyonu, DNA'nin iplik kopmasi ve modifikasyonlari

gibi cesitli sekillerde gergeklesebilir (Danielsen, 2015).

Oksidatif stres, obezite, yaslanma, Behget hastaligi, kanser, Alzheimer ve
Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklar dahil olmak tizere bir dizi tibbi durumla
iliskilidir (Beal, 2002; Tetik ve ark., 2011).

4.5. Meme Kanserinde Prognostik Parametreler

Prognostik bir faktor, hastalar i¢in sonucu tahmin edebilen degerlendirilebilir bir
faktor olarak tanimlanabilirken, tedavi etkisinin Ongdriici bir olasiligim
yansitmaktadir.

4.5.1. Meme kanserinde prognostik faktorler

Erken meme kanserinde prognostik faktorler su sekilde gruplandirilabilir;

Klinik faktorler: yas; irk.
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Patolojik faktorler: primer timdr biiyiikliigi; aksiller lenf nodu tutulumu; asama;
timor morfolojisi; histolojik smif; peritimoural lenf-vaskiiler istilasi; hormon

reseptorleri (HR) ve HER2 (insan biiyiime faktdrii reseptorii 2) asir1 ekspresyonu.
Proliferasyon faktorleri: Ki67, HSL, FABP4

Genomik faktorler: PAMS50; 21-gen Niiks Skoru; 70 gen imzasi; EndoPredict;
Genomik Smif indeksi; Meme Kanseri Indeksi (BCI)

Proteomik faktorler: MUC-1 (miisin antijen 1) , CA 15-3 (kanser antijeni 15-3),
CA 27-29 ( kanser antijeni 27-29), Katepsin-D, FABP4 (yag asidi baglayici protein-
4), Ki67, HSL (hormon duyarli lipaz), CEA (karsinoembriyonik antijen), (Falato,
2018).

4.5.2. Klinik faktorler

4521 Yas

65 yas ve istii ile 35 yas ve alt1 hastalar kotii prognoza sahiptir ((Falato, 2018).
Tan1 sirasinda 35 yas veya daha kiigiik yastaki hastalar, tiimor evresi, histopatolojik
ozellikler ve igsel bir agresif biyolojiye isaret eden tedaviler uygulandiktan sonra
bile, mutlak 5 yillik sagkalim siiresine (35 ila 69 yas arasi kadinlar i¢in yiizde 74,7
kars1 yiizde 83,8 ila 88,3) sahiptir (Fredholm ve ark., 2009; Anders ve ark., 2008).

Meme kanseri teshisi konmus 65 yas tstii kadinlarda, esasen daha sonraki teshis
asamalarindan, komorbiditeler ve daha az agresif tedavilerden dolay:1 6liim oranlari
yiiksektir. Ozellikle HER2-pozitif timérlerde yas, hem tedavi edilmemis ve hem
trastuzumab alan kadinlarda prognozla anlamli bir sekilde iliskili bir faktdr degildir.
Yaklagik 17 500 hasta lizerinde yapilan bir analiz sonucunda, 40 yas alt1 liimen A
veya B meme kanseri teshisi konan kadinlarin ancak HER2-pozitif tiimorleri
olmayanlarin yasli kadmnlara gore daha yiiksek Oliim riski oldugunu ortaya

¢ikarilmistir (Falato, 2018).
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45.2.2. Irk

Gogilis malignitesi, siyahi kadinlarda ABD' deki beyaz kadinlara oranla daha
fazla goriilmektedir. Bununla birlikte, meme kanserinden 6liim oranlarinda genel bir
diisiise ragmen, siyah kadinlarda 6liim oranmi hala daha yiiksektir ve siyah kadinlarda
goriilme siklig1 oranlar1 géz Oniine alindiinda, en azindan Oniimiizdeki birkag yil
boyunca meme kanserinde 1rksal esitsizliklerin devam etmesi beklenmektedir
(DeSantis ve ark., 2016).

Irk esitsizlikleri, kismen sosyo-ekonomik faktorlere (saglik bakim sistemine
erisim ve taramaya erisim, tedavinin baslamasinda gecikme) ve kismen de Afrikali-
Amerikali kadinlar arasinda biyolojik olarak agresif bazal benzeri tiimorlerin
goriilme sikhigina baglanmaktadir. Isveg'te 1961 ile 2007 yillar arasinda iilke
capinda yiiriitiilen aragtirmada, meme kanseri goriilme sikliginin zamanla artmasina
ragmen, yerli Isvecliler ile karsilastinildiginda gdgmenler (6zellikle Asya ve Latin-
Amerika'dan gelenler) arasinda daha diisiik oldugu ortaya konuldu. Kiiresel olarak,
o6liim oran1 hem yerli isvegliler hem de gd¢menler igin azalirken, son yillarda meme
kanseri tanist alan gogmenler arasinda % 20 daha fazla vaka oliimii tanimlanmastir.
Bu durum daha yiiksek sosyo-ekonomik diizey daha yiiksek insidans ve daha diisiik
Olim orani ile iligkilendirilmistir. Bu esitsizlik, tarama programlarina katilma ve
recete edilen tedavilere uyma olasiliklar1 daha diisiik olan kadinlar {izerindeki

miidahaleleri hedeflemenin 6nemini vurgulamaktadir (Beiki ve ark., 2012).

4.5.3. Patolojik faktorler

4.5.3.1. Birincil tiim6r boyutu

Birincil tiimor boyutu, birincil tiimdriin en biiylik ¢ap1 olarak tanimlanmaktadir.
5 yillik sag kalim, <2 cm tiimorler i¢in % 91 iken, tiimor ¢apt >5 cm olanlar i¢in
%63’tiir (Carter ve ark., 1989). Tiimor biiytikliigli aksiller lenf nodlarinda metastaz
geligme riski ile iligkilidir ancak iki faktor birbirinden prognostik olarak bagimsizdir.
ER negatif tlimorlerde tiimér boyutu ile nodal tutulum ve 6lim riski arasindaki

korelasyon zayif bulunmustur (Foulkes ve ark., 2009).
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4.5.3.2. Aksiller lenf nodu tutulumu

Aksiller lenf nodu tutulumu ve metastatik lenf nodu sayisi giiglii ve bagimsiz bir
prognostik faktordiir. Memede yerlesim gosteren tiimorlere karsi bolgesel lenf
bezlerine yayilan tiimorlerde 5 yillik sag kalim orani tiimor biiyiikliigiinden bagimsiz
olarak sirasiyla %99 ve %85'tir (Carter ve ark., 1989; Siegel ve ark., 2017). Ek
olarak, incelenen aksiller nodlarda mikro-metastaz varligi, metastaz olmamasi ile
karsilastirildiginda daha kotii prognoz ile iligkilidir, lenf nodu negatif hastalar ve
izole tiimor hiicreli hastalar arasinda sag kalimda herhangi bir fark goériilmemistir
(Andersson ve ark., 2010; de Boer ve ark., 2010). Lenf nodunda baslangigta metastaz
olmadig1 diigiiniilen ancak retrospektif olarak gizli metastazlar tanimlanmasi sag
kalim tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir (de Boer ve ark., 2010; Weaver ve ark.,
2011).

45.3.3. Evre

Guglii bir prognostik faktordiir. Meme kanseri i¢cin en yaygin kullanilan
evreleme sistemi TNM sistemidir. Bu sistem, kanserleri ii¢ ana noktaya dayanarak

asamalara ayrilmaktadir:
T, timdriin boyutunu agiklar.
N, lenf nodlarinda herhangi bir kanser hiicresi olup olmadigini agiklar.
M, kanserin viicudun farkl bir bolgesine yayilip yayilmadigini agiklar.

TNM sistemi iki kurum tarafindan diizenli olarak giincellenir, Amerikan Kanser
Ortak Komitesi (AJCC) ve Uluslararasi Kanser Kontrol Birligi (UICC). Primer
timor (T), lenf nodu iliskisi (N) ve metastazlar (M) hakkindaki bilgi klinik,
radyolojik ve patolojik inceleme ile toplanir, tiimoére ayrt ayrt T, N ve M

bilesenlerine gore bir derece verilebilir (https://www.cancerresearchuk.org/about-

cancer/breast-cancer/stages-types-grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).
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4.5.3.3.1. Tiimér (T)

Tlimor, timoriin boyutunu (kanser alanini) agiklamaktadir
TX, timor boyutunun degerlendirilemedigi anlamina gelmektedir

Tis in situ duktal karsinomu (DCIS) ifade etmektedir (Sekil 6).

Kanal

'f

Im aziv kanser

Sekil 6: in situ duktal karsinom (https://www.cancerresearchuk. org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/types/ductal-carcinoma-in-situ-dcis Erigim
tarihi: 12 Aralik 2018).

T1, tiimoriin biiyiikliigiiniin 2 cm civarinda ya da daha az oldugu anlamina

gelmektedir (Sekil 7).
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Tumér 2cm va da daha
kgiik

Sekil 7: T1 timor evresi (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/thm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik
2018).

T1 ayrica 4 gruba ayrilir:

e Tlmi, timoriin 0.1 cm veya daha az oldugu anlamina gelmektedir

e Tla, timoriin 0.1 cm'den daha fazla fakat 0.5 cm'den daha fazla olmadigi
anlamina gelmektedir

e TIb, timoériin 0,5 cm'den daha fazla fakat 1 cm'den daha fazla olmadigi
anlamina gelmektedir

e Tlc, tlimoriin 1 cm'den fazla fakat 2 cm'den fazla olmadigi anlamina

gelmektedir.

T2, timOrin 2 santimetreden daha fazla fakat 5 santimetreden daha fazla

olmadig1 anlamina gelmektedir.
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2 cm < Tuamér <5 cm D

Sekil 8: T2 tiimor evresi (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).

T3, timoriin genelinde 5 santimetreden biiyiik oldugu anlamina gelir.

Tiimér > 5 cmn

Sekil 9: T3 tiimor evresi (https://www.cancerresearchuk.org/ about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik
2018).
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T4, 4 gruba ayrilir:

e T4a, tiimoriin gdgiis duvarina yayildigi anlamina gelmektedir (akcigerleri
cevreleyen ve koruyan yapilar)

e T4b, tiimorin cilde yayildiZt ve memenin sisebilece§i anlamina
gelmektedir

e T4c, tiimoriin hem cilde hem de gogilis duvarma yayildigi anlamina
gelmektedir

e T4d, enflamatuar karsinom anlamina gelir; bu, tstteki cildin kirmizi, sis

ve agrili oldugu bir kanserdir.

4.5.3.3.2. Nodiil (N)

Nodiil (N), kanserin lenf bezlerine yayilip yayilmadigini agiklar.

NX, lenf nodiillerinin degerlendirilemedigi anlamina gelmektedir (6rnegin, daha

once ¢ikarilmislarsa).

NO, yakindaki herhangi bir diiglimde kanser hiicresi olmadigi anlamina

gelmektedir

Izole edilmis tiimor hiicreleri, bir lenf diigiimiiniin bir alanindaki 0.2 mm'den
daha kiiciik kanser hiicreleri kiimeleri veya tek bir tiimor hiicresi ya da 200'den az
hiicreden olusan kiimelerdir. Sadece izole edilmis tiimor hiicrelerini iceren lenf

diigiimleri, pozitif lenf diigtimleri olarak sayilmamaktadir.

N1, kanser hiicrelerinin koltuk altindaki lenf diiglimlerinde bulundugunu, ancak

diigiimlerin ¢evre dokulara yapismadigini gostermektedir.

pN1mi, bir veya daha fazla lenf nodunun, 0.2 mm'den biiyiik mikrometastaz adi
verilen kanser hiicrelerinin alanlarini i¢erdigi anlamina gelmektedir. Veya diigiimler

200'den fazla kanser hiicresi igerir ancak 2 mm'den az biiytikliiktedir.

pNla, kanser hiicrelerinin 1 ila 3 lenf diigiimiine yayildig1 (metastaz yaptig1) ve

en az birinin 2 mm'den biiyiik oldugu anlamina gelmektedir.
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pN1b, sentinel diugiimii biyopsisi ile bulunan gogiis kemiginin (ic meme
diigimleri) arkasindaki lenf diiglimlerinde kanser hiicreleri oldugunu, ancak alanlarin

hissetmek i¢in ¢ok kii¢iik oldugu anlamina gelmektedir.

pNIlc, koltukalt1 i¢inde 1 ila 3 lenf diiglimiinde ve gogiis kemiginin arkasindaki
lenf diiglimlerinde kanser hiicreleri oldugunu, ancak hissetmek i¢in c¢ok kiigiik

olduklar1 anlamina gelmektedir.
N2, 2 gruba ayrilir:

N2a, koltuk altindaki lenf diiglimlerinde birbirlerine ve diger yapilara yapismis

kanser hiicreleri oldugu anlamina gelmektedir.

N2b, bir taramada doktor tarafindan goriilen veya hissedilen meme kemiginin
arkasindaki lenf diigimlerinde (i¢ meme diiglimleri) kanser hiicreleri oldugu

anlamina gelmektedir. Koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser kanit1 yoktur.
N3, 3 gruba ayrilir:

N3a, kopriiciik kemiginin altindaki lenf diiglimlerinde kanser hiicreleri oldugu

anlamina gelmektedir.

N3b, koltuk alti ve gogilis kemiginin arkasindaki lenf diigiimlerinde kanser

hiicreleri oldugunu gostermektedir.

N3c, kopriiclik kemiginin lizerindeki lenf diiglimlerinde kanser hiicreleri oldugu

anlamina gelmektedir (Sekil 10).
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Sekil 10: N3¢ nodiil evresi (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).

4.5.3.3.3. Metastaz (M)

Metastaz (M), kanserin viicudun farkli bir bolgesine yayilip yayilmadigini

aciklar.
MO, kanserin yayildigina dair bir isaret olmadigi anlamina gelir.

cMo (i +), fizik muayene, tarama veya rontgende kanser belirtisi olmadigi
anlamina gelir. Ancak kanser hiicreleri kanda, kemik iliginde veya meme
kanserinden uzakta lenf diigiimlerinde bulunur - hiicreler laboratuvar testlerinde

bulunur

M1, kanserin viicudun baska bir boliimiine yayildig1 anlamina gelir.

4.5.4. Patolojik faktorlerin degerlendirilnesi

Patolojik  faktorlerin degerlendirmesi kanser tipini ve c¢evredeki dokulara

yayilip yayilmadigini gostermektedir.
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Evrel

Evre 1 meme kanseri, kanserin kiigiik olmasi ve sadece meme dokusunda olmasi
veya memeye yakin lenf diigimlerinde bulunabilecegi anlamina gelmektedir. Erken

evre meme kanseridir.
Evre 1 meme kanseri 2 gruba ayrilir:
Evre 1A

Evre 1A, tiimoriin 2 santimetre (cm) veya daha kiiciik oldugu ve gogiis disina

yayilmadig1 anlamina gelmektedir ( Sekil 11.a).
Evre 1B

Evre 1B, memede tiimor bulunmadigi ancak meme kanseri hiicrelerinin gogse
yakin olan lenf diiglimlerinin kii¢iik alanlarinda bulundugu veya meme tiimérii 2 cm
ya da daha kiigiiktir ve meme kanseri hiicrelerinin gégse yakin olan lenf

diigiimlerinin kiigiik alanlarinda bulundugu anlamina gelmektedir ( Sekil 11 (b)).

Tiamér < 2 em Kopricik kemigi Timér < 2em —— Képriicik kemigi
Gogas kemig Gogns kemig
= g
oo J7 ..v? : * N . v“ '
N ) L, A
1) ). ) )
Y 1 () \ 1 ) !
" Yakndakilenf —3'\@ /[ 4
£ ¢ diigimlerinde )
{ birkag kanser
A ¥ 2= £ hiicresi vark@ \‘..
a b.

Sekil 11: Evre 1A (a), Evre 1B (b) (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).
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TNM evreleme sisteminde; Evre 1A: T1 NO MO, Evre 1B: TO N1mi MO, T1

N1mi MO ile ayn1 anlama gelmektedir.
Evre 2

Erken evre meme kanseridir. Evre 2 meme kanseri, kanserin memede veya
yakindaki lenf diigiimlerinde veya her ikisinde oldugu anlamina gelir. Evre 2 meme

kanseri, evre 2A ve 2B olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Evre 2A
Evre 2A, asagida belirtilen durumlardan biri anlamina gelmektedir.

e Meme icerisinde 2 santimetre (cm) veya daha kiiciik tiimor bulunur veya bir
timor yoktur ve kanser hiicreleri, koltuk altindaki 1 ila 3 lenf diigiimiinde
veya gogiis kemiginin yanindaki lenf diigiimlerinde bulunur ( Sekil 12.a).

e Tiimor 2 cm'den biiyiik fakat 5 cm'den biiylik degil ve lenf bezlerinde tiimor
yoktur ( Sekil 12.b).

Goip e gEc T R
Tamor < 2 cm Kopricik kemig 2< Tamér <5 Kopriicik kemigi
Gogis kemigi Gogus kemidi
-, v’ A
| o~ y \

L,/ W » A )

0: + (! "

v ° )

£ [ x '
) / /
/ . l, 5 ’
Koltukalt: veya gogis 4/ ‘ =

kemigi yakinmnda lenf \..
digimlerinde kanser

a. b.

Sekil 12: Evre 2A (a) Evre 2A (b) (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/number-stages/stage-2 Erisim tarihi: 12
Aralik 2018).

Evre2B

Evre 2B, asagidaki durumlardan biri anlamina gelmektedir.
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e Tiimor 2 cm'den biiyiik fakat 5 cm'den biiyiik degil ve lenf diiglimlerinde
kanser hiicrelerinin kiigiik oldugu alanlar bulunmaktadir ( Sekil 13.a).

e Tiimor 2 cm'den biiyilk ancak 5 cm'den biiyiik degil ve kanser koltuk
altindaki 1 ila 3 lenf diigiimiine veya gdgiis kemigi yakinindaki lenf
diigiimlerine yayildi ( Sekil 13.b).

e Tiimodr 5 cm'den biiylik ve lenf bezlerine yayilim goézlenmemektedir (

Sekil 13.¢).
53 Kopricik kemigi  2< Tumor <3 - Kopricikkenigi  Tamor >Scm Kepricik kenig
Gogis kemi : Gogils kemigi 1 : Gogts kenig
o / “ '~ . .“—‘, A )} - > f
W] ) S (B N2 H] %
N | /b | / | i “‘7: | A
Yakndakileof —§ ) Kolrukals —4 88/ [ 4y /(4
S, 7 sadagogus | /)y Leet 4,/ N
kanser hiicresi varkg) kemigi 1\ /) v:k nody’ | /)]
|V ;alle&:fmda 1 ﬂex‘. ; ) \’ =
nodunda
a. b. tiimér varkigy .

Sekil 13: Sekil 13: Evre 2B (a), Evre 2B (b), Evre 2B (¢)
(https://www.cancerresearchuk. org/about-cancer/breast-cancer/stages-types-
grades/number-stages/stage-2 Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).

TNM evreleme sisteminde Evre 2A: TO N1 MO, T1 N1 MO, T2 NO MO ile

aynidir.
TNM evreleme sisteminde Evre 2B: T2 N1 MO, T3 NO MO ile aynidir.
Evre 3

Evre 3, kanserin memeden, memeye yakin olan lenf bezlerine veya gogsiin
derisine veya gogiis duvarina yayildigi anlamina gelmektedir. Ayrica ileri evre meme

kanseri olarak da adlandirilmaktadir.

Evre 3 meme kanseri 3 gruba ayrilmaktadir.
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Evre 3A
Evre 3A, asagidaki durumlardan biri anlamina gelmektedir.

e Memede tiimdr goriilmez veya tiimor herhangi bir biiyiikliikte olabilir ve
kanser kolun altindaki 4 ila 9 lenf bezinde veya gogiis kemiginin yanindaki
lenf bezlerinde bulunur (Sekil 14.a).

e Tiimor 5 cm'den bliyiik ve meme kanseri hiicrelerinin lenf bezlerinde kiiglik
kiimeleri bulunuyor (Sekil 14.b ).

e Tiimor 5 cm'den daha fazladir ve koltuk altindaki 3 lenf diiglimiine veya

gogiis kemigi yakinindaki lenf diigiimlerine yayilmistir ( Sekil 14.c).

... Kopracilk kemi Tiimér >3 cm— Keprmctle kemif
Cesitli boyutta bir - ol ket
timer Gogos kenig ) £s kem
v‘ e !
A% i ,“\-T A
i A1 S { N
"u. “7 ‘F ‘ ’u‘. A0 |
% | /8 “'l "'t
41a91 4 —iw /7
nodunda /R Yakmdaki | i
timor varkgy |\ 7/ birkag lenf “ by
""- i nodunda v
‘ timor varky | :
ila 3 lenf
a b. G nodunda timér
' " varky

Sekil 14: Evre 3A (a), Evre 3A (b), Evre 3A (c) (https://www.cancerresearchuk.
org/about-cancer/breast-cancer/stages-types-grades/number-stages/stage-2 Erigim
tarihi: 12 Aralik 2018).

32



Evre 3B

Evre 3B, tiimoriin gdgsiin derisine (Sekil 15.a) veya gogiis duvarina yayildigi
anlamina gelmektedir (Sekil 15.b ). Gogiis duvari; kaburga, kas, cilt veya bag dokusu
gibi cigerleri ¢evreleyen ve koruyan yapilar anlamina gelir. Kanser cildin
parcalanmasina (lilser) veya sismeye neden olmaktadir. Kanser koltukalti iginde 9

lenf bezine veya gogiis kemigi yakinindaki lenf bezlerine yayilmistir.

Gogiis duvan Képriicitk kemigi
R Gogiis kemigi
Tamor gogus T TN
duvarna yayilmis "\ ".. A 9 B
N, ) v/ g
\, e T O ' | ,
Timoér cilde | ‘ i/ &)
r yayilmis [ ' '
----- Kaburga Z/S
N =
-
Kas

Sekil 15: Tiimoriin gégsiin derisine yayildigi evre 3B (a), tiimoriin gégiis duvarina
yayildig1 evre 3B (b) (https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/breast-
cancer/stages-types-grades/number-stages/stage-3 Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).

Evre 3C

Evre 3C, tiimoriin herhangi bir boyutta olabilecegi veya herhangi bir timor
olamayabilecegi anlamina gelmektedir. Ancak kanser gégsiin derisinde sismeye veya
ilsere neden oluyor ve gogiis duvaria yayilmistir. Ayrica, asagidaki yapilardan

birine veya daha fazlasina

e Koltuk altinda 10 veya daha fazla lenf noduna ( Sekil 16.a),
e Kopriiciik kemiginin iistiindeki veya altindaki lenf nodlarina ( Sekil 16.b)
e Koltukalt1 ve gogiis kemigi yakininda lenf nodlarma ( Sekil 16.c )

yayilmistir.
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Sekil 16: Evre 3C’ nin asamalar1 (a, b, ¢) (https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer/stages-types-grades/number-stages/stage-3 Erisim tarihi: 12
Aralik 2018).

TNM evreleme sisteminde evre 3A meme kanseri: TO N2 MO, T1 N2 MO, T2
N2 MO, T3 N1 MO, T3 N2 MO ile aynidir.

TNM evreleme sisteminde evre 3B meme kanseri: T4 NO MO, T4 N1 MO, T4 N2
MO ile aynidir.

TNM evreleme sisteminde evre 3C meme kanseri, herhangi bir T N3 MO ile

aynidir.
Evre 4

Evre 4 meme kanseri, kanserin viicudun diger bolgelerine yayildigi anlamina
gelir. Ayrica ikincil meme kanseri veya metastatik meme kanseri olarak da
adlandirtlir. 4. evrede meme kanseri; tiimoér herhangi bir boyutta olabilir, lenf nodlar
kanser hiicreleri icerebilir veya icermeyebilir, kanser kemik, akciger, karaciger veya

beyin gibi viicudun diger bolgelerine yayilmistir.

TNM evreleme sisteminde evre 4; herhangi bir T, herhangi bir N ve M1 ile

aymidir  (https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/breast-cancer/stages-types-

grades/tnm-staging Erisim tarihi: 12 Aralik 2018).
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4.5.5. Tiimor morfolojisi

Lobiiler karsinom, tanidan sonraki ilk 6 yildaki duktal karsinom ile
karsilastirildiginda daha diistiik bir niiks riski ile iligkilidir. Ancak alt1 yil sonra
onemli Ol¢lide daha yiiksek risk olusturmaktadir (Pestalozzi ve ark., 2008). Tibiiler,
papiller, miisin, mediiller ve adenoid kistik karsinomlar daha iyi prognoz gosterirken,
mikro papiller ve metaplastik karsinomlar daha kisa sagkalim ile
iliskilendirilmektedir (Falato, 2018).

4.5.6. Histolojik Grade

Histolojik Grade, belirli bir tiimdr evresinde risk tabakalagmasini saglayan
prognostik bir belirtectir (Fitzgibbons ve ark., 1999). En yaygmn kullanilan
derecelendirme sistemi Ayrica Elston ve Ellis smiflandirma olarak da adlandirilan
Nottingham histolojik derecelendirmedir, bu Bloom-Richardson Grade sisteminin
gelismis halini temsil etmektedir. Bu siniflandirmada tiimor farklilasma derecesini
(tiibiil olusumu ve niikleer pleomorfizma) ve proliferatif aktivite (mitotik indeks)
Ozelliklerinin her birine bir puan vererilir ve daha sonra bir final puani olusturularak
ve degerlendirme yapilir. Final skoruna dayanarak, timdrler grup 1'in en iyi
prognozlu iy1 ayirt edilmis kanserlere karsilik geldigi ve grup 3'liin en az olumlu
sonucu olan ayirt edilemeyen kansere karsilik geldigi {i¢ gruba ayrilir (Elston ve

Ellis, 1991; Frkovic-Grazio ve Bracko, 2002).
4.5.7. Vaskiiler Invazyon

Geleneksel olarak, o6zellikle yliksek dereceli tiimorlerde kotii prognostik bir
faktor oldugu diistiniildiiglinde, daha yeni kanitlara gore, diger prognostik faktorlerle

anlaml sekilde iliskilidir ve klinik faydasi belirlenmelidir ( Ejlertsen ve ark., 2010;
Viale ve ark., 2009).
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4.5.7. Hormon reseptorleri

ER ve PR'nin prognostik ©6nemi, uzun yillardir tartisma konusudur.Son
zamanlarda, 24 yillik bir takiple dort klinik calismaya katilan 4000 hasta iizerinde
yapilan bir analiz, ER-pozitif tiimorlerin, ER-negatif timorlere kiyasla, ilk 5 yildaki
yillik niiks riskinin daha diisiik oldugunu agiklamistir. (% 9.9 a karsin %11.5; p:
0.01). 5 yilin 6tesinde, ER-pozitif kanserlerde lenf diiglimii durumuna bakilmaksizin
birincil tanidan 10 yil sonra tehlikeler daha yiiksektir ve oldukga stabil kalir
(Colleoni ve ark., 2016).

PR, niiks ve genel sagkalim i¢in iyi bilinen bir prognostik faktérdiir ve Luminal
A tiimdrlerinin, meme kanserinin alt tiplerinin tanimlanmasi ve IHC tanisinin
konmasinda prognostik énemi vardir. Ayrica, geriye doniik bir kohortta PR niiks

sonrasi sagkalimda prognostiktir (Yamashita ve ark., 2006).

45.8.1. HER2

HER2 asir1 ekspresyonu aksiller lenf nodu tutulumu ne olursa olsun koti
prognoz ile iliskilidir. HER2 negatif lenf diigiimleri ile ¢apr lcm’den kiigiik
timorlerde negatif prognostik etkilerini korur (Falato, 2018).

4.6. Proliferatif Faktorler
4.6.1. Ki67

Ki67'nin prognostik degeri kapsamli olarak arastirilmustir. ki biiyiik meta-
analiz, Ki67'yi erken meme kanserinde aksiller lenf nodu durumuna bakilmaksizin
prognostik bir faktor olarak kabul etmistir. Klinik ¢aligmalarin retrospektif bir
analizi, Ki67'1 hastaliksiz sag kalimin prognostik bir belirteci olarak tanimlarken, 5
calismadan sadece 1'1 genel sagkalim ile bagimsiz iligkisi oldugunu ileri stirmiistiir.
Adjuvan ve neo adjuvan ortamindaki prediktif bir faktoér olarak Ki67, farkh
calismalarin geliskili sonuglariyla daha tartismalidir (Falato, 2018).

Nitekim, bazi analizler Ki67'nin taksanlardan elde edilecek faydayr tahmin

edebilecegini gostermistir (Falato, 2018).
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Diger ¢aligmalarda Ki67'min kemoterapiye cevabi dnceden tahmin edebilecegini
ancak spesifik olarak taksanlara karsi tahmin edemeyecegi ortaya ¢ikti. Ancak Ki67,
antrasiklinlere kars1 birinci kusak kemoterapi ya da ilk kusak kemoterapi arti
endokrin terapi ile tek basina endokrin terapi karsisinda yanitt dngérmemektedir.
Neoadjuvan endokrin tedavisi sirasinda Ki67'deki degisim, tedavi yararinin bir isareti
olarak kullanilabilir. Ozellikle, iki haftalik hormonal tedaviden sonra Ki67'deki erken
degisimin, klinik ve patolojik yanit ile ve uzun vadeli sonuglar1 6ngdrdiigii ve 6nemli
Olctlide korele oldugu gosterilmistir. Metastatik kanserde primer tiimor dokudan veya
lokal olarak niiks eden tiimorden salinan yiiksek Ki67, niiks sonrasi hayatta kalma
sliresinin kisalmasi ve aromataz inhibitorleri ile birinci basamak tedaviye cevap
verilmesi ile iliskilendirilmistir. Ki67'nin erken meme kanserinde prognostik bir
belirte¢ olarak klinik gecerliligi yaygin olarak gdsterilmis ve hormon reseptorlerinin
dengesizligi ve eslesmis primer tiimdr ile metastaz arasindaki HER2 ekspresyonunun
iyi bilindigi, Ki67'in metastatik ortamdaki prognostik etkileri ve Ki67 indeksindeki

hastalik ilerlemesi sirasinda varyasyon paterni iyi tanimlanmamistir (Falato, 2018).

4.7. Meme Kanseri Biyomarker’lar

4.7.1. Biyomarker tanim ve tiirleri

Bir biyomarker, DNA, RNA, protein, metabolitler gibi biyomolekiillerin
kimyasal modifikasyonlarin1 analiz ederek organizmada normal veya anormal bir
biyolojik durumu tanimlayan ve Olciilen  bir yap1 olabilecegi gibi apoptoz,
anjiyogenez ve ya proliferasyon gibi durumlarda olabilir (Hayes ve ark., 1996).
Bununla birlikte, Diinya Saglk Orgiitii'niin tanim1 “Bir biyomarker, viicutta ve ya
tiriinlerinde 6lciilebilen herhangi bir madde, yap1 veya islemdir, hastaligin goriilme
sikligin1 etkiler veya tahmin eder.” seklindedir.(Laserre, 2008; WHO 2001).
Markerlar kanser varliginda kosullara cevaben tiimdriin kendisi veya diger dokular
tarafindan iretilir. Bu tiir biyomarkerlar gesitli viicut sivilarinda (serum, plazma,
tiikiirtik, idrar, balgam ve diger viicut salgilari...) , dokularda ve hiicre hatlarinda

bulunabilir (Kulasingam, 2008).
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Bir kanser biyomarker1 belirli bir dokuda kanser gelisme riskini, tim&r hacmini,
kanserin ilerlemesini tahmin etmek, tedaviye yaniti degerlendirmek, izleme yoluyla
niiksii degerlendirmek, klinik karar vermede rehberlik gibi bilgiler saglar. Kanser
biyomarkerlar1 kullanimlarina bagli olarak prognostik markerlar, prediktif markerlar

ve diagnostik markerlar olarak kategorilere ayrilabilir.

Prognostik biyomarkerlar, belirli bir timoriin seyrini dngoérenlerdir. Diizeyleri
kotli  prognozlu hastalart iyi prognozlu olanlardan ayrabilir. Prognostik
biyobelirteglerin varligi veya yoklugu, hastanin tedavi segeneklerini belirlemek i¢in
yararlidir, ancak yaniti tahmin etmemektedir (Mehta ve ark., 2010). Oncotype DX,
bir dizi Meme Kanseri gen ifade imzasi, prognostik bir biyobelirte¢ i¢in iyi bir
ornektir. Cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra primer timoriin niiks oranini tahmin
etmek icin kullanilir. Ayrica hangi hastalarin cerrahi rezeksiyon sonrasi adjuvan
kemoterapiden yarar gorecegini ve hangilerinin olmayacagini da belirleyebilir
(Charles, 2008). Baska bir Meme Kanseri prognostik biyobelirteg, BRCA1'in yiiksek
ekspresyonunun tedavi edilmeyen hastalarda zayif prognoz ile baglantili oldugu
BRCA1'dir (Mehta ve ark., 2010).

Prediktif (tahmini) biyomarkerlar, hastanin belirli bir tedaviye yanitin1 dngoren
biyobelirteclerdir. Ornegin; Ostrojen reseptoriinii eksprese eden meme kanseri
primer tiimorleri tamoksifene cevap verir, ancak mutlaka HER2 reseptorii pozitif
olan hastalara fayda saglayacak olan trastuzumab'a cevap vermez (Mehta ve ark.,
2010).

Diagnostik (teshis) biyomarkerlar, bir bireyin belirli bir kanser tiiriine sahip olup
olmadigin1 belirlemek i¢in  kullanilir.Bu tir belirteglerin yiiksek o6zgiillik ve
duyarliliga sahip olmast beklenir. Ornegin, idrarda Bence-Jones proteininin varlig,
multipl miyelomun en giiclii teshis gostergelerinden biridir (Kulasingam, 2008;

Goessens ve ark., 2015).

Bir dizi farkli tip ve formda tiimor markerlar1 vardir. Hormon, enzim, izoenzim,
karbonhidrat epitoplari, onkojen triinler, hiicreye 6zgii veya onkofetal antijen ve

reseptorler gibi farkli fonksiyonel gruplar ya da genetik mutasyonlar,
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amplifikasyonlar, translokasyonlar ve mikro-dizilim profillerdeki degisiklikler timdor

markerlarinin formlaridir (Kulasingam, 2008).

4.7.2. ideal bir tiimor marker’imin ozellikleri

Ideal bir tiimér markeri, analitik duyarlih@ ve dzgiilliigii yiiksek, giivenilir ve
uygun maliyetli bir tahlil kullanilarak kolay bir sekilde dl¢iilmelidir (Etzioni ve ark.,
2003). Ozellikle, ideal bir tiimor marker1 tiimor hiicreleri tarafindan iiretilmeli ve
dolasima girmeli, saglikli ya da iyi huylu hastalarin serumunda diisiik seviyelerde
bulunmali ve kanserde (tercihen bir kanser tipinde) belirgin sekilde artmalidir.
Ayrica, erken veya preklinik evrelerde saptanabilir (veya normalden daha yiiksek)
miktarlarda ideal bir tiimor markorii bulunmali ve tiimér markoriiniin kantitatif

seviyeleri tlimor biiyiikliiglinii yansitmalidir (Kulasingam, 2008).

4.7.3. Mevcut ¢alisilmis meme kanseri biyomarker’lari

Proteomik calismalar, HER2, MMP-2 (Matrix Metallo Proteinaz-2 immiino-
reaktif protein), Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin yoklugu ve Ki-67 antijeninin
yiikksek ifadesi, Osteopontin (OPN), urikinaz tipi Plazmonojen Aktivatori ve
Inhibitérleri (PAI-1 ve 2) ve Katepsinler (B ve L) de meme kanseri igin prognostik
biyobelirtegler olarak gosterilmistir. Bu proteinler, hiicre dongiisiiniin birkag kilit
noktada diizenlenmesinde rol oynar. Ek olarak, IGF-1 reseptorii, Raf, MEK kinazlari
ve Pl3-kinaz igeren sinyal proteinleriyle dogrudan veya dolayli olarak iliskili

goriinmektedirler (Safaei ve ark., 2013).

Cesitli calismalar meme kanserinde 14-3 3 proteininin alt regiilasyonunu rapor
etmis ve bunun bir tiimor baskilayici olarak rol oynadigini gostermistir. Protein 14-3-

3, meme kanserinin erken tespit belirteciydi (Safaei ve ark., 2013).

Bagka bir calismada, serum Ornekleri hastalarinin ve kontrollerinin;
proapolipoprotein A-I, transferrin ve hemoglobinin yukari regiile edildigini ve
apolipoprotein A-1, apolipoprotein C-III ve haptoglobin a2'nin asagi dogru regiile

oldugunu ortaya koydu (Safaei ve ark., 2013).
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Meme kanserinde ¢alisilmis bazi biyomarker’lar ve biyomarker tespit yontemleri

Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Meme kanserinde ¢alisilmis biyomarker’lar ve bu biyomarker’larin tespit
yontemleri (Sarvaiya, 2006).

Biomarkerlar

Sinif / Fonksiyon

Tam Yontemi

Is1 sok proteinleri (HSP27,
HSP60, HSP90)

Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Yaymlanan
haritalarla eglestirme

Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorleri (Vegf) ve Heparanasel
(HPR1)

Anjiyogenez faktorii

protein assay/IHK

Ostrojen Reseptor(ER), Steroid hormon reseptorleri IHK baglanma testi

Progesteron reseptor (PR),

Androjen Reseptor

Cathepsin D Ostrojen reseptdr yolu Antikor/
Immiinoassay

Insulin benzeri biiylime faktorii Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime

(IGF) faktorleri

Epidermal biiyiime faktori 2 Membran reseptoril ve sinyal iletimi IHK / FISH

(HER?)

Karsinooembriyonik antijen
(CEA)

Sinyal iletiminin diizenlenmesi

Karsinom antijeni 15.3

Hiicre ylizeyi antijeni

Monoklonal antikor

(CA15.3)

14-3-3 sigma Molekiiler saperon 2D jel elektroforez,
kiitle spektrometre

Bcl-2 Apoptoz IHK

Siklin D Hiicre dongiisii diizenleyicileri IHK

E-kadherin Hiicre ylizeyi reseptorii IHK / Metilasyon-
PCR

BRCA 1 Hiicre ¢ogalmasini ve farklilagmasini

kontrol eden yollar1 diizenleme
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Tablo 1: Meme kanserinde calisilmig biyomarker’lar ve bu biyomarker’larin tespit

yontemleri (Devam).

BRCA 2 Hiicre ¢ogalmasimi ve farklilagmasin

kontrol eden yollar1 diizenleme
S100 kalsiyum baglayict protein Hiicre Iskeleti ve Hiicre adhezyonu 2DE array
Meme tipi apomiisin Membran reseptoril ve sinyal iletimi
(MUC-1)
Matriks metaloproteinaz 2 Hiicresel uyarilabilir enzimler IHK
(MMP-2)
Siklooksijenaz 2 (COX-2) hiicresel uyarilabilir enzimler
Sitokeratinler 8, 18, 19,5 Hiicre iskeleti ve hiicre adhezyonu Antikor/Kiitle
(CK8, CK18, CK19, CK5) spektrometre
Ki-67 Proliferasyon IHK
p53 Niikleer protein IHK
Kalretikulin Molekiiler saperon
Meme karbonik anhidraz (BCA) | Metabolik enzim Antikor
Niikleer matriks proteinleri Cekirdek iskelet elemanlari Subseliiler

fraksiyonasyon

Tropomiyozin 1,2, 3 Hiicre iskeleti Komigrasyon
(TPM1, TPM2, TPM3)
Inozin-5 monofosfat dehidrojenaz | Enzim Komigrasyon antikor
Tiimor nekroz faktor Anjiyogenezle ilgili
Aldolaz A Glikoz metabolizmasi

4.7.4. Oksidatif stres biyomarkerlari

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal hiicresel metabolizma sirasinda, cesitli
cevresel faktorlerin etkisiyle ve ayni zamanda patolojik siireclerde iiretilir. ROS,
DNA, lipid ve protein hasarindan sorumludur ve kanser dahil bir¢ok insan
hastaliginin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Protein
oksidasyonu, protein omurgasinin oksidasyonu, protein-protein c¢apraz baglh
tiirevlerin olusumu veya amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu nedeniyle peptit

bag1 ayrilmasi yoluyla yapisal degisikliklere ve fonksiyon kaybina neden olmaktadir.
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Protein yan zincirlerinin oksidasyonu esas olarak karbonil olusumuna yol agan
prolin, arginin, lisin ve treonin kalintilarinda olusmaktadir (Dalla-Donne ve ark.,

2003).

Son yillarda lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidasyonuyla ilgili birgok
farkli biyolojik oksidatif stres marker1 gelistirilmistir ve bazilar1 Tablo 1.1'de
gosterilmektedir. Ornekler arasinda malondialdehit (MDA, bir lipit peroksidasyon
son {irlinii), protein karbonilleri (proteinlerin oksidatif hasar iiriinii ) ve 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozini (8-OHdG) (DNA hasar1) 6lgen tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
(TBARS) deneyi bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu belirteclerin ¢oguyla ilgili
zayifliklar  vardir. Ornegin, TBARS testi MDA'y1 &lger, ancak lipid
peroksidasyonundan bagka MDA kaynaklar1 oldugu icin test spesifik degildir (Del
Rio ve ark. 2005). Bu tahlil ayrica dokunun kaynatilmasini igerir ve bu nedenle
potansiyel olarak yanlis pozitifler ortaya ¢gikarmaktadir. DNA oksidasyonu i¢in bir
marker olarak 8-OHdG'nin dezavantajlar1 da vardir. DNA oksidasyona duyarlidir ve
laboratuar teknikleri, 8-OHdG'yi bir marker olarak uygularken potansiyel olarak
yanlig pozitiflere neden olan gecis metal iyonlar1 ve ortamdaki oksijen
konsantrasyonlar1 ile DNA'min oksidasyonunu indiiklemeye meyillidir (Valavanidis
ve digerleri, 2009). Proteinlerin biyolojik belirtecler olarak modifikasyonlarinin
kullanilmasi, proteinlerin oldukc¢a kararli olmas1 ve bunun sonucunda oksidatif yapay
uriinlere neden olma riski genellikle diisiik oldugu i¢in faydali goriilmektedir.
Ayrica, plazma, serum, hiicre ve dokularda bulunan proteinlerin bollugu genellikle

DNA, RNA ve lipidlerden daha yiiksektir (Danielsen, 2015).

4.7.4.1. Protein karbonilleri

Karboniller, bir oksijen atomuna ¢ift bagli olan bir karbon atomundan olusan
fonksiyonel bir gruptur. Bu, aldehitlerin, ketonlarin, karboksilik asitlerin, esterlerin

ve amitlerin hepsinin karbonil gruplari oldugu anlamina gelmektedir.

Proteinler i¢indeki bazi amino asitlerin oksidasyonu, proteinlerin yapisal
fonksiyonlarin1 degistirerek veya katalitik aktivite kaybina neden olarak protein
karbonillerinin olusmasina neden olmaktadir (Dalle-Donne ve ark., 2003). Protein

karbonilleri, yaslanmanin bir belirteci olarak baglanmistir ve yasam Omriiniin son ii¢
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ayinda protein karbonil iceriginin siddetli bir sekilde arttigi, ortalama olarak her {i¢
protein molekiiliinden birinin protein karbonil modifikasyonuna sahip oldugu bir

seviyeye ulastig1 gosterilmistir (Stadtman, 1998).

Oksidasyon sirasinda olusan karbonil gruplart kimyasal olarak kararlidir; bu,
numune depolama sirasinda hem tespit hem de stabilite acisindan faydali
bulunmaktadir. Protein karbonil seviyeleri, protein oksidasyonunun en sik kullanilan
biyomarker’laridir ve yaslanma, Alzheimer hastaligi, diyabet, enflamatuar , bagirsak

hastaliklari, artrit, kanser gibi ¢esitli hastaliklarinda birikimleri gdzlenmistir.

Protein karbonilleri, aldehit ve ketonlarla baglantili karbonillere baglanan, ancak
ester, amid ve karboksilik asitler gibi karbonillerle baglanmayan 2.4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile isaretlenmektedir. Aldehitler ve ketonlar DNPH ile
tiretilir, bu da kararli 2,4-dinitrofenil (DNP) hidrazon {iriniiniin olusumuna yol
agmaktadir (Alamdari ve dig., 2005). Miktar tayini i¢in DNP'ye baglanan antikorlar
gelistirilmistir (Danielsen, 2015). Long Island Meme Kanseri Caligmasi1 Projesi'ne
(LIBCSP) katilan kadinlar arasinda plazmadaki protein karbonil seviyeleri 6l¢iilerek
oksidatif stres ile meme kanseri riski arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Kontroller
arasinda plazma protein karbonil diizeylerinin yas, ortalama yasam boyu fiziksel
aktivite, meyve ve sebze alimi, alkol tiiketimi, sigara icimi, VKI ve menopoz
durumu, oksidatif stresi etkileyen faktorler ile korelasyonunu belirlemislerdir (Dalle-

Donne ve ark., 2003).

Gladstone Jr IM ve arkadaglari, HPLC ile spektrofotometrik DNPH ile akut
solunum sikintis1 sendromunda oksidatif stres belirtecleri olarak protein karbonil
tayini c¢aligmiglardir. Oksidatif olarak degistirilmis protein miktarinin pulmoner
antioksidan savunmalarin kantitatif bir degerlendirmesini saglayabilecegini One

stirmiislerdir (Gladstone ve Levine 1994).
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4.8. Klinikte Kullanilan Meme Kanseri Biyomarkerlari

4.8.1. MUC-1, CA 15-3, CA 27-29

CA 15-3 ve CA 27-29, MUC-1'in serum seviyelerini Olgmektedir. Iki test
arasindaki en biiylik fark, kullanilan monoklonal antikorlar, esas olarak kullanilan
farkli immiinoreaktiflerdir. CA 15-3, MUC-1" test etmek i¢in en yaygin kullanilan
testtir ve altin standart olarak kabul edilmektedir. Monoklonal antikor insan siit yagi
globiill membranlarina kars1 yiikseltilmis (115D8) ve metastatik insan meme
karsinomasinin membranla zenginlestirilmis bir kismina karsi yiikseltilmis (DF3)

kullanan bir sandvig yakalama testinden olusmaktadir.

Ote yandan, CA 27.29, monoklonal antikor B27.29'nin bir alic1 veya bir izleyici
olarak kullanildig1 kat1 faz rekabetci bir immiinoassay kullanilarak ol¢tilmektedir. Bu
antikor, DF3 ile ayni epitopu tanir, ancak B27.29'un baglanmasi, glukidik kalintilarin
varhigmdan etkilenmemektedir. Her iki durumda da testler serum MUC-1
seviyelerini 6lger. MUC-1, polarize epitel hiicrelerinin apikal yiizeyinde bulunan

genis bir glikoprotein olan polimorfik bir epitelyal miisindir (PEM).

Normal olarak, MUC-1, siitte ¢6ziinebilir bi¢imde veya siit yagi kiirecikleri
lizerine bagl halde siit kanallarinda ve asinlerde eksprese edilir. Bununla birlikte
kanserde, normal hiicre polarizasyonu ve doku mimarisinin bozulmasiyla, MUC-1
kan dolasimma dokiiliir ve dolayisiyla seviyeleri bu immiinoassay testler ile
Ol¢iilmektedir. MUC-1, biiylime faktorleri i¢in membran reseptorlerini aktive
edebilen, E-kadherin aracili hiicre yapismasini azaltan, boylece hiicre gogiinii
arttirabilen ve oksidatif strese hiicresel apoptotik tepkisini azaltabilen yiiksek

molekiiler agirlikli (250-1000 kDa) bir proteindir.

CA 15-3 testi i¢in, evre 1, evre 2 ve evre 3 ‘te olan hastalarda testin tani
duyarlhilig1 sirasiyla % 10,% 20 ve% 40 seklindedir. Erken evre i¢in hassasiyet
eksikliginin yan1 sira, saglikli bireylerin % 5'inde yiiksek bulundugundan, CA 15-3
“lin meme kanseri i¢in 6zgilligii diistiktiir. Ayrica, iyl huylu meme patolojisi, kronik
karaciger rahatsizliklari ve immiinolojik rahatsizliklar dahil olmak iizere, neoplastik
olmayan bazi durumlarda artan CA 15-3 seviyeleri gozlenmektedir. Su anda CA 15-

3, hastalik belirtisi olmayan ameliyat sonrasi hastalarda siirveyans i¢in ve ileri
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hastalikta tedaviyi izlemek i¢in kullanilmaktadir. Baz1 ¢alismalar, cerrahi 6ncesi CA
15-3 seviyesinin, hem hastaliksiz sagkalim (DFS) hem de genel sagkalimin (OS), bu
belirte¢ icin degeri yiiksek olan hastalarda daha kisa olmasi ile prognostik bir faktor
oldugunu gostermistir. Buna ragmen, CA 15-3'in bagimsiz bir prognostik faktor
oldugu ve bu nedenle su anda bu rolii yerine getirmek i¢in klinikte kullanilmadigi
bilinmektedir. Uzak metastaz varliginda, farkli calismalarda CA 15-3'lin klinik
duyarlilig1 anatomik bolgeye bagli olarak %50-90 arasinda degismektedir. Bazi
arastirmalar ayrica hastalarin yaklasik {i¢te ikisinin niiksetmeden Once veya
tekrarlama sirasinda CA 15-3 yiikselmeleri gosterdigini ve 2-9 ay arasinda degisen
bir uzaklik siiresi oldugunu gostermistir. CA 15-3, endokrin terapisine veya

sitotoksik tedaviye yanitin izlenmesinde yararlidir (Kulasingam, 2008).

4.8.2. CEA

CEA, 150-300 kDa'lik bir kiitleye sahip, 640 amino asitlik, tek zincirli bir
glikoproteindir. immiinoglobulin ailesinin bir parcasi olan bir adezyon molekiiliidiir.
Bu nedenle, CEA hiicresel matriks tanimada rol oynamaktadir. CEA, bir radyoizotop
veya radyoaktif olmayan (enzim veya kemiliiminesan) etiketi kullanan ticari olarak
temin edilebilen immiinolojik testlerle dlgtilmektedir. CEA klinikte, ameliyat sonrasi
meme kanseri kanitt bulunmayan hastalarda siirveyans i¢in kullanilmaktadir. Genel
olarak CEA, CA 15-3 / BR 27.29'dan daha az duyarli goriinmektedir. Ayrica CEA,
ozellikle CA 15-3 / BR 2729 yiikselmemisse, ileri hastalikta tedaviyi izlemek i¢in
klinikte de kullanilmaktadir. CEA'nin prognozu 06ngérme yetenegi celigkilidir.
Metastatik hastaligi olan hastalarda CEA seviyelerinin % 50-60'inda yiikselmesine
karsin CA 15-3 diizeylerinde yiikselme orant %75-90 arasindadir (Kulasingam,
2008).

4.8.3. HER-2 /neu (cerbB2)

Bir onkoprotein olan HER-2 ( epidermal biiyiime faktorii reseptorii -2 ), c-erbB-

2 olarak da bilinen bir biliylime faktorii reseptoriidiir (transmembran glikoproteini).
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HER 2, proto-onkojen amplifikasyonunun bir sonucu olarak meme kanserlerinde
asir1 eksprese edilmektedir (Kulasingam, 2008).

Meme kanserinin ne kadar agresif oldugunu belirlemek i¢in prognostik belirteg
olarak da kullanilabilir. Tedavi se¢eneklerinin belirlenmesi ve tiimoriin 6zelliklerinin
anlasilmasma yardimci olur. HER2-pozitif olan tiimérler daha fazla biiylime
egilimindedir ve bu anormallik ile endokrin tedavisine ve diger bazi standart
kemoterapilere karsi direng gosterir. HER2-pozitif meme kanserli insanlar prognozu
kotii olma egilimindedir, ancak bu tiimor karakteristiktir ve hedeflenen tedavi olarak

da bilinen HER2-pozitif kansere 6zgii tedaviyi almalarina aday olur (Pegram ve ark.,
2000).

4.8.4. Ostrojen reseptor (ER) ve progesteron reseptor (PR)

Hem menopoz oncesi hem de sonrasi kadinlarda, ER ve PR steroid reseptorii
seviyeleri, hem erken hem de ileri meme kanserinde hormon tedavisine yaniti tahmin
etmek icin ve meme kanserinde prognozu degerlendirmek icin diger faktorlerle
kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Israyelyan, 2003; Haris ve ark.,2007). ER
pozitif hastalarin, en az 5 yil adjuvan tamoksifen tedavisinden sonra ER negatif
hastalardan tekrarlayan hastalik gelistirme olasiligi 7 kat daha az oldugu tespit

edilmistir.

Normal meme epitel hiicrelerinin sadece yaklasik % 10'u 0Ostrojen reseptorii
proteinlerini  eksprese ederken, invaziv. meme kanserlerinin  %50-85'inde
immiinohistolojik olarak saptanabilmektedir. Son 30 yi1l boyunca Gstrojen reseptorii
(ER) pozitifliginin, endokrin manipiilasyonlarina cevap verme olasiliginin daha
yiiksek oldugu anlamina geldigi ve boylece adjuvan tedavilerin se¢imi i¢in giivenilir

oldugu tespit edilmistir.

Intraductal karsinomlarm yaklasik % 80'inin immiinohistokimyasal olarak ER
eksprese ettigi bulunmustur (Perin ve ark. 1996; Cornfield ve ark. 2004). DCIS ER
+ olan ve TMX ile tedavi edilen kadinlarda gelecekteki meme kanseri olaylarinda

yaklasik % 60 oraninda bir risk azalmasi oldugunu gostermektedir (Allred ve ark.,
2002).
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4.8.5. p53

p53, tiimorlerin ylizde 50'sinden fazlasinda mutasyona ugramis veya degisime
ugragsmis bir timor baskilayict gendir. p53'i bir timor marker olarak incelemek
arasgtirmacilarin timdorlerin nasil olustugunu anlamalarina yardimci olmaktadir.
Ancak kanser hastalarinda p53 seviyelerini O6lgmenin sagkalim veya yasam

kalitesindeki farkliliklar1 6ngérmedigi gosterilmistir (Israyelyan 2003).

4.8.6. Katepsin-D

Bu lizozomal enzimin yiiksek seviyeleri meme kanserine igaret eder. Primer
veya metastatik meme kanserli hastalar i¢in tedavi kararlar1 vermek ve oOzellikle
hastalig1 teshis etmek icin katepsin-D seviyelerinin kullanilmasini 6nermek ig¢in
yeterli bilgi yoktur, ancak ¢aligmalar yiikselmis katepsin-D meme Kkanseri

hastalarinda genel sagkalimin azaldigin1 gostermektedir (Israyelyan 2003).

4.9. Prognostik Degeri Olan Diger Meme Kanseri Biyomarker’lar:

4.9.1. Yag asidi baglayici protein 4 (FABP4)

FABP’ler, yag asitlerinin aliminda, hiicre i¢inde depolanmasinda, gen ifadesinin
diizenlenmesinde, hiicre ¢ogalmasinda ve farklilagmasinda rol oynamaktadirlar (Cui
ve ark., 2019). Bu ailenin bir iiyesi olan FABP4, uzun zincirli yag asitlerini ve gesitli
diger hidrofobik ligandlar1 tasiyan diisitk molekiil agirlikli bir hiicre ici lipit tasima
proteinidir (Guaita-Esteruelas ve ark., 2017). FABP4; adipositler, makrofajlar ve

timor hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedirler (Cui ve ark., 2019).

FABP'lerin meme kanserindeki olas1 islevi ile ilgili olarak, eksojen FABP4'in
Koroner arterden insan diiz kas hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu ve gociinii
kontrol ettigi tarif edilmistir. Ekzojen FABP4, meme kanseri hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunu aktive eder ve MCF7 hiicrelerinde FABP5 ve CD36 ekspresyonunu
indiikler. Ayrica, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2'nin (HER2) asir

ekspresyonu, FABP4 seviyelerini arttirir ve FABP4 ekspresyonu, HER2-pozitif

47



meme tlimorlerinde yiiksektir (Gao ve ark,. 2019). Bu durum FABP4'iin
patofizyolojide rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Guaita-Esteruelas ve ark.,
2017).

FABP4'Uin bazi malignitelerin Onlenmesi ya da tedavisi i¢in iyi bir marker

olabilecegi varsayilmaktadir (Cui ve ark., 2019).

Timor hiicreleri enerji iiretiminde metabolik bir kayma karakterize edilir.Cesitli
metabolik yollardan lipid metabolizmas1 meme kanserinin patogeneziyle yakindan
iligkilidir. FABP4, lipit tasinim1 ve aliminda rol oynar, ikisi de lipit metabolizmasinin
kilit bir ozelligidir ve meme kanseri patogenezi ile yakindan iliskili olduklar
diisiiniilmektedir. Bu durumlar g6z oOniline alindiginda FABP4 ile iliskili
klinikopatolojik ve prognostik faktdrlerin tanimlanmasi ve FABP4’iin meme kanserli

hastalarda prognostik dnemi hala tartisilmakta ve ¢alisilmaktadir (Cui ve ark., 2019).

4.9.2. Ki67

Ki67, polimeraz 1’e bagli ribozomal RNA sentezinin erken asamalarinda yer
alan histon olmayan bir niikleer korteks proteinidir. ilk olarak 1983 yilinda Hodgkin
lenfoma hiicre hattinda tanimlanmistir. Molekiil, Kiel Universitesi'nden dolay1 Ki ve
onu tespit edebilen antikorun klon sayisindan dolay1r 67 olarak adlandirilmistir.
Ki67, hiicre dongiisiiniin G1, S, G2 ve M faz1 sirasinda hiicre ¢ekirdeginde eksprese
edilir. Ki67, niikleolusun yogun fibril bilesenlerinde lokalize bulunmaktadir. Mitoz
sirasinda, yogunlastirilmis  kromozomlarin  ¢evrelerinde bulunur. Ki67'nin
ekspresyonu, hiicre dongilisii boyunca degiserek mitoz sirasinda en yiiksek seviyeye
ulagir. Ki67'nin islevi tam olarak agiklanmamasina ragmen, hiicre bdliinmesi ve
ribozomal RNA sentezindeki rolii olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Penault-
Llorca ve Radosevic-Robin 2017). Bu nedenle, Ki67'nin niikleer ekspresyonu,
immiinohistokimya ile tiimor proliferasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir
(Denkert ve ark., 2015). Immiinohistokimya ile degerlendirilen Ki67, tiimor
proliferasyonunu degerlendirmek, farkli tiimor alt tiplerini siiflandirmak, farkl
tedavilerin yararini tahmin etmek ve erken meme kanseri icin geleneksel prognostik

markorlerle birlikte adjuvan kemoterapinin kullanimina karar vermeye yardimci
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olmak i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir (Gao ve ark,. 2019). Son 32 yilda
Ki67, meme kanserinde ve diger tiimdrlerde prognostik ya da prediktif bir marker

olarak kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir (Denkert ve ark., 2015).

4.9.3. Hormon duyarh lipaz (HSL)

Hormon duyarli lipaz (HSL), yag dokusu lipolizinde hiz simnirlayici asamay1
katalize ederek, vyani triagilgliserollerin  diagilgliserollere  hidrolizi  ve
diacilgliserollerin de monoagilgliserollere hidrolizi ile enerji homeostazinin
kontroliinde kritik bir role sahiptir. Lipoliz sirasinda salinan serbest yag asitleri fazla
enerji harcayan dokularda kullanilmaktadir (Remaury ve ark., 1995; Kraemer ve
Shen, 2002). Katekolaminler, adrenokortikotropik hormon ve glukagon gibi
hormonlarin bu hiicre i¢i ndtr lipazin aktivitesini uyarma kabiliyetinden dolay1 bu
enzime hormon duyarli lipaz ismi verilmistir. HSL'nin hormonal aktivasyonu,
HSL'yi fosforile eden siklik adenozin monofosfata (CAMP) bagimli protein kinaz
(PKA) ile gerceklesmektedir (Kraemer ve Shen, 2002). HSL, tek bir serin
kalintissnin  cAMP'ye bagh fosforilasyonu yoluyla c¢esitli hormonlar ve
norotransmiterler tarafindan aktive edilen noral ve hormonal kontrol altindadir

(Remaury ve ark., 1995).

Yag dokusundan serbest yag asitlerinin (FFA) salinmasindan sorumlu olan
enzim olarak, HSL ¢ogu doku i¢in ana enerji kaynaginin saglanmasinda dnemli bir
rol oynamaktadir. Ekspresyonu yag dokusunda en yiiksek olmasina ragmen, HSL
ayrica adrenal bez, yumurtalik, testis, plasenta, iskelet kasi, kalp kasi, meme bezleri
ve makrofajlardan da az bir oranda eksprese edilmektedir. Bu dokularin bazilarinda,
HSL kolesterol esterlerine ve triasilgliserollere karsi ayni katalitik aktiviteye sahip

oldugundan kolesterol esteraz olarak islev gérmektedir (Kraemer ve Shen, 2002).

HSL higbir insan hiicre hattindan eksprese edilmemistir. Bu konu ile ilgili

calismalar ve marker olarak 6nemi ile ilgili calismalar devam etmektedir (Remaury

ve ark., 1995).
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4.10. Biyomarker Arastirma Yontemleri

Meme kanserinin erken teshisi ve 6nlenmesi ¢ok 6nemlidir ¢iinkii primer tiimdr
diger organlara metastaz yaptif1 i¢in bir¢ok hasta ileri hastaliklara yenik
diismektedir. Iyi huylu ya da koti huylu meme tiimorlerini tespit etmek icin
kullanilan giincel yoOntemler oOncelikle mamografi iizerine kuruludur. Ancak
mamografinin de tan1 aninda meme kanserlerinin sadece % 63'liniin lokalize olmasi
gibi kendine 6zgii kisitlamalar1 bulunmaktadir. Kiigiik lezyonlar siklikla gozden
kagirilir ve 6zellikle yogun meme dokusu olan geng¢ kadinlarda goériilmemektedir.
Mamografide saptanan bir meme tiimoriiniin en az birka¢ milimetre biiylikligiinde
olmasi gerekmektedir. Ne yazik ki, bu biiyiikliikte bir tiimor zaten birkag yiiz milyon
hiicre icermektedir. Hiicresel agidan bakildiginda, tek bir hiicrenin biitiin bir tiimdriin
gelisimine yol acabilece8i goz oOniine alindiginda, bir tiimér mamografi ile tespit
edildiginde zaten gec¢ bir asamada bulunulmaktadir. Ayrica mamografi yiliksek

oranda yanlis pozitif sonuglarda vermektedir (Qi, 2008).

Biyomarker’lar; teshis, tedavi, izleme ve prognoz ig¢in kritik Sneme sahip
araglardir. Biyomarker’lar, bir hastalik siirecinde fizyolojik durumun ve aym
zamanda degisimin gostergesi olan biyolojik molekiillerdir. Bir biyomarker’in
degeri, hastalifin erken bir endikasyonunu saglama ve hastaligin ilerlemesini izleme

yeteneginde yatmaktadir (Qi, 2008).

Son yapilan c¢aligmalar, biyomarker kesfinde genomik ekspresyon
profillemesinin kanser smiflamasi ve prognostiklemesi i¢in giivenilir bir yontem
oldugu hipotezini desteklemektedir. Bununla birlikte, genler herhangi bir katalitik
veya sinyal kabiliyetine sahip degildir; bunun yerine etkilerini aktif proteinlere
cevirerek uygulamaktadirlar. Bu nedenle, genetik biyomarker bilgisi tek basina
timor varligi ya da tedaviye cevabi tahmin edememektedir. Protein ekspresyon
profillerini kansere baglayan proteomik proje, kanser biyolojisinin kapsamli
gosterimi icin esastir. Proteinler, bireysel olarak islev gdstermek yerine spesifik
yolaklar yoluyla etkilerini gosterdikleri i¢in tiimor olusumunda yer alan spesifik
protein yolaklarmi1 hedefleme, su anda kansere karsi savasta, gercek bir umut

sunmaktadir (Qi, 2008).
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4.10.1. Biyomarker arastirmalarinda kullanilan genomik yaklasimlar

Biitiin biyolojik aktivitelerin, DNA ve RNA'larla kontrol edildigi bilinmektedir.
Kanserojenez, DNA'daki veya bazen RNA yapilarindaki degisikliklerle
baglatilmaktadir. Bu nedenle, normal hiicrelerin islevsellik derecelerindeki
anormallikler, bu genetik materyallerdeki degisiklikler ile genetik gostergeler olarak
izlenmektedir. Genomik teknolojiye gore, genetik materyallerin belirlenmesi ve
izlenmesi; biyolojik olaylara, patojenik olaylara ve terapotik veya diger miidahalelere
verilen tepkilerin gdstergeleridir (Imran ve ark., 2011).

Onkogenezi destekleyen genetik degisiklikler; nokta mutasyonlari, gen
delesyonlar1, translokasyonlar veya amplifikasyonlar olarak diistiniilmektedir. Her
ne kadar genetik acidan insanlar birbirine ¢ok benzer olsalar da, DNA'da bireyler
arasinda tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) adi verilen tek baz degisimleri
bulunmaktadir. Son zamanlarda, bu tiir SNP'lerin, 6zellikle 8-0kso-guanin igeren
genomik DNA'nin oksidasyonu ile ortaya ¢iktigi ve bunun, insandaki en biiylik
genomik cesitlilik kaynaklarindan biri oldugu 6ne siiriilmiistiir (Ohno ve digerleri
2006). Bu genomik degisikliklerin Otesinde, DNA'ya uygulanan epigenomik
modifikasyonlar, gevresel etkiler; gen ekspresyonunu ve gen iirlinlerini patolojik
islemlerin  ilerlemesini  baslatan, hizlandiran veya geciktiren  sekillerde

degistirmektedir ( Q1, 2008).

Meme kanserinde galisilmis genomik marker’lar, calisma metodu ve bu marker

c¢iktilarinin klinik uygulamadaki yeri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Meme kanserinde ¢alisilmis bazi genomik biyomarker’lar (Falato, 2018)

Calisma Gen Yontem Caligilan
Sayisi Ornekler Klinik Uygulama
PAM50 55 gRT-PCR/ | 189 ER +/-, LN +/- Menopoz sonrasi kadinlar ile
mikroarray | tiimor 6rnegi ve 29 ER +, LN +/- evre 1 veya 2
/ nCounter | malign olmayan meme | hastaligiolan kadinlarda prognoz
tiimori doku 6rnegi
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Tablo 2. Meme kanserinde galisilmis baz1 genomik biyomarker’lar (Devam)

21-gene 21 gRT-PCR | Ug randomize testten ER +, LN tiimorli hastalarda niiks
signature 447 ER +/-, LN +/- riski
timor ornekleri
70-gene 70 Mikroarray | 78 ER +/-, LN +/- ER +/-, LN -
signature timor ornegi, timor
boyutu<em 55 tiimorlerde, uzak niiks
yasindan kiigiik bagimsiz sagkalim tahmini
hastalardan
Meme 7 gRT-PCR Daha 6nce tamoksifen ER +/-, LN - timoérlerde, uzak niiks
Kanseri ile tedavi edilen bagimsiz sagkalim tahmini
Indeksi hastalardan 60 ER + Genisletilmis adjuvandan fayda
tiimor 6rnegi tahmini
Endo 11 gRT-PCR | Tamoksifen ile tedavi ER +, LN +/- timorlerde 10 yilda
Predict edilen hastalardan 964 | niiks riski. Endokrin tedavisinden
ER +, LN +/- timor sonra 5-10 yillik niiks riski
ornegi
Genomik | 97 Mikroarray | 64 ER +, histolojik Histolojik dereceye gore prognoz ve
Simf derecesi 1-3 olan tiimor | risk simiflandirmasi
Indeksi ornekleri

Meme kanserinde yapilan genomik caligmalarda; Tomita ve arkadaslari, cfp-
DNA'daki genetik ve epigenetik modifikasyonlari olgerek meme kanserinin
derecesini kesfetmis ve meme kanserinden sorumlu olan genlerde mutasyon
oldugunu bildirmislerdir. Iorio ve arkadaslari, meme kanseri dokusunda normal
dokuya gore farkli olarak ifade edilen 29p-RNA'lar1 tanimlamiglardir. HER2 / neu,
erken meme kanserinin tespiti i¢in ¢ok Onemli bir proto-onkogendir ve klinik
biyobelirte¢ olarak trastuzumab tedavisinin gelisiminde kullanilmaktadir.
Dmitrovsky ve arkadaslar1 kanserin molekiiler hedefli tedavisi i¢in kullanilabilecek
olan yeni miRNA dizilerini igeren biyolojik belirtecleri agiklamislardir. Slamon ve

arkadaglari, HER2 / neu'nun meme kanserinde asir1 eksprese oldugunu ve dolayisiyla
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meme kanserinin tespiti i¢in potansiyel bir Dbiyolojik belirteg oldugunu
gozlemlemislerdir. Li ve arkadaslari, mutasyonlar, metilasyon, translokasyon, viral
genlerin mevcudiyeti veya alel dengesizligi dahil olmak {izere, tim genom
degisikliklerinin kapsamli bir ¢alismasini gerceklestirmislerdir. Bu gozlemlere
dayanarak, calismacilar tiim degisikliklerin primer meme tiimdrlerinin ¢ogunda
mevcut oldugu ve aynit zamanda meme kanseri hastasi plazmasinda da bulunduklar
sonucuna varmislardir. Hamann ve arkadaslart meme kanserinin erken teshisi i¢in iki
tiimor baskilayic1 geni BRCA1 ve BRCA2’i tamimlamislardir. Borgono ve
arkadaslari, meme kanseri i¢in potansiyel genetik biyomarker olarak kallikrein geni
14'i (hK 14) kesfetmislerdir (Imran ve ark., 2011).

4.10.2. Biyomarker arastirmalarinda kullanilan proteomik yaklasimlar

Proteom, bir canlida, bir doku ya da hiicrede bulunan proteinlerin biitliniinii ve
ya genom tarafindan sifrelenen biitlin proteinleri ifade etmektedir. Proteom,
dokuda ve hiicre c¢esitlerinde bu yapilarin gorevlerinden dolayr farklilik
gostermektedir. Proteom; ¢evresel faktorlere, yasa, cinsiyete, hastaliklara ya da hiicre
dongiisii, apoptoz gibi fizyolojik faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Bundan dolay1 genomlar1 ayni olan canlilarda farkli proteom yapisi1 gézlenmektedir.
Cilinkii niikleotid dizilimiyle belirlenen tek boyutlu genomigin aksine, proteinlerle
ifade edilen bilgi yalnizca aminoasit dizilimi ile sinirli olmamaktadir. Proteinler,
olustuktan sonra organizmada birgok diizenlemeye ve degisime tabi tutulmaktadirlar.
Posttranslasyonel modifikasyonlar, mRNA’da ger¢eklesen ekleme-¢ikarma olaylari
ve flizyonlar proteomun dinamik yapisina katkida bulunmaktadir. Bu durum 6zgiin

protein molekiillerinin olusumunu ag¢iklamaktadir.

Viicutta patolojik bir durum olusumu proteinlerde meydana gelen
degisikliklerle dogrudan baglantiidir. Bu degisikliklerin ve sebeplerinin
anlagilmasinda proteomik tekniklerden yararlanilmaktadir. Proteomik yaklagimlar;
ekspresyon proteomigi, fonksiyonel proteomik ve yapisal proteomik gibi gruplarda
incelenmektedir. Ekspresyon proteomik; hiicrelerde ve ya dokuda eksprese edilen
proteinlerin belirlenerek hastaliklarin erken teshis ve tedavisinde yararlanilacak

biyomarkerlarin tespit edilmesini saglamaktadir. Yapisal proteomik; proteinlerin ii¢
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boyutlu yapilarin1 inceleyerek, proteinlerin hiicre igerisindeki lokasyonlarini
belirlemektedir. Fonksiyonel proteomik; protein ve protein veya protein ve
DNA/RNA etkilesimlerini analiz ederek proteinlerin fonksiyonlarini belirlemektedir.
Hizla gelisen teknoloji, dokudaki biyolojik sivilarda proteomun belirlenmesini
saglamakta, protein sebepli tanisal ve prognostik markerlarin ve yeni tedavi
yontemlerinin belirlenmesine katki saglamaktadir. Her organizmanin proteomu
spesifik oldugundan, patolojik bir olay sonucu proteomda meydana  gelen
degisikliklerin incelenmesi, kisiye 0zgii tedavilerin gelistirilmesini saglamaktadir

(Gezici, 2017).

Proteomik teknolojisinde temel olarak iki yaklasim s6z konusudur:

o “Kesif odakli” proteomik, hem bilinen hem de bilinmeyen proteinleri
saglamaktadir

e Sistem odakl1” proteomik, bir protein alt kiimesinin (6rnegin protein ailesi)
biyolojik fonksiyonlarini, protein-protein veya protein-DNA / RNA
etkilesimlerini ve fosforilasyon, siilfatlama veya glikosilasyon gibi protein

translasyon sonrasi modifikasyonlarimi karakterize ederek dogrudan analiz

edilmektedir (Qi, 2008).

Proteomikte biyomarkerlarin izlenmesi, ayrilmast ve tanimlanmasinda ince
tabaka kromotografisi, kolon kromatografisi (iyon degisim kromatografisi, afinite
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi), bir ve iki boyutlu sivi kromatografisi
(1D ve 2D LC- Liquid Chromatography) yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC-High Performance Liquid Chromatography), ultra performansli sivi
kromatografisi (UPLC-ultra-performance liquid chromatography) gibi kromatografik
yontemler, bir boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (1D-PAGE), iki boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve diferansiyel jel elektroforezi (DIGE)
gibi ¢esitli jel sistemleri, immiinohistokimya (IHC), enzim bagli immiinosorbent
deneyi (ELISA), fliioresans in situ hibridizasyon (FISH), matris ile iliskili lazer
desorpsiyonu / iyonlasma zaman asimi kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve
yiizey arttirllmis lazer desorpsiyonu / iyonlagsma ugus siiresi kiitle spektrometresi
(SELDI-TOF-MS) gibi yéntemler kullanilmaktadir (Gezici, 2017; Imran ve ark.,
2011).
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4.10.2.1. Proteomik yaklasimlari destekleyen kromatografik yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin biri hareketli, digeri sabit iki
faz yardimi ile ayrilmasi islemidir. Ayirmayr istedigimiz karisim, sabit fazin
baslangicina konmaktadir ve hareketli faz ile ileri dogru ilerletilmektedir. Karigimin
icerigindeki maddeler, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore sabit fazin birbirinden
farkli kisimlarinda tutulmaktadirlar ve bu yiizden farkli hizlarda hareket ederek
birbirinden ayrilmaktadirlar. Temel isleyis mantig1 ayni olmakla beraber cesitli
kromatografi yontemleri bulunmaktadir. Kolon kromatografisinde, proteinler porlar
bulunan kat1 bir yiizeyden gegerken; yiiklerine, kimyasal gruplara afinite gosterme
ozelliklerine ya da biiyiikliiklerine gore ylizeyle farkl etkilesimler gostererek ayrima
tabi tutulmaktadirlar. Bir boyutlu sivi kromatografisinde; proteinler kiitleleri,
izoelektrik noktas1 ya da hidrofobik Ozelliklerinden birine goére ayrilirken; iki
boyutlu sivi kromatografisinde; proteinler ilk olarak izoelektrik noktalasina gore,
ikinci olarak ise hidrofobik 6zelliklerine gore ayrilmaktadir. Yiiksek performanslt
stvi kromatografisindeyse, proteinler 6nce yiiksek basinca maruz kalarak kolondan
hizla gecirilirken ayrim saglanmaktadir. Bu yontem, diger yontemlere gore daha
fazla ayirma giiciiyle, duyarliliga sahiptir. Proteom incelemelerinde sivi kromatografi
yontemleri, jel elektroforezi yontemleri kiitle spektrofotometreyle kombineli
kullanilarak; proteinlerdeki modifikasyonlarin belirlenmesine yardimer olmaktadir

(Gezici, 2017).

4.10.2.1.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yiiksek ¢oziiniirlik ve giiglii
bir ayirma saglamaktadir. HPLC ayrimi; yiik, polarite, boyut veya belirli afiniteler
gibi kimyasal 6zelliklerinden dolayr ayrilmayi saglamak i¢in proteinler ve peptidler
(ve diger molekiiller tlizerinde) iizerinde gergeklestirilmektedir. Analitik siitun,
enjeksiyondan sonra proteini, peptidi ya da diger metabolitleri baglayan sabit bir faz
ile doludur. Numune yiiklendiginde denge duragan faza baglanma yonelimindedir.
Konsantrasyonu (tuz, organik ¢oziicii veya pH tamponu) artan bir ¢dziicii veya

tampon olan mobil faz, dengeyi yavas¢a duragan faza baglanmadan uzaklastirir ve
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molekiiller kolona baglanmak yerine mobil fazla hareket etmeye baslatmaktadir.
Zamanla, farkli molekiiller kolondan cekilir ve ayri1 fraksiyonlarda toplanir ve
boylece ayrim gerceklestirilmektedir. Numunedeki proteinleri veya peptidleri
tanimlamak i¢in, toplanan fraksiyonlar MS tarafindan analiz edilebilmektedir

(Grassl, 2007).

4.10.2.2. Enzim bagh immiinosorbent deneyi (ELISA)

Insan serumunda verilen bir antikorun, antijenin veya hormonun seviyelerini
tespit etmek i¢in kullanilmakta ve diisiik antikor seviyelerini tespit etmek igin son
derece hassas yontemler arasinda bulunmaktadir. ELISA yontemi antijen-antikor
iliskisinin, antikora baglanmig bir enzim aktivitesinin izlemesi ile arastirilmasi
temeline dayanmaktadir. ELISA ile antikor tayin etmek icin, énceden iizerinde
bilinen antijen emdirilmis olan mikroplate’ler kullanilmaktadir. icerisinde antikor
arastirilacak olan numune mikroplate uygun odlgiilerde eklenmekte ve inkiibe edilip
yikanmaktadir. Daha sonra enzim ile isaretlenmis anti-immiinoglobiilin
eklenmektedir. Inkiibe edildikten sonra enzimin aktivitesi spesifik bir substrat
eklenerek olusan rengin yogunlugu, bir spektrofotometre ile okunmaktadir. Bilinen
antijeni sabit tutarak ve test edilecek numune seyreltilerek standart bir kontrole
kiyasla belirli bir numunedeki antikor miktarin1 gosteren, optik yogunluk okumalari

azalan bir egri tiretilmektedir (Zabriskie, 2009).

4.10.2.3. immiinohistokimya (IHK)

Immiinohistokimya (IHK), bir dokuda bir protein ekspresyonunu belirlemek i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle, hiicrelerde niikleer, sitoplazmik veya
membran da antijenin yerlesimi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica stromal ve ya
normal hiicreler dahil hiicrelerde protein seviyesi ile ilgili bilgiler vermektedir. IHK,
iyi sonuglarin alinabilecegi olduk¢a basit bir yontemdir. Kisaca, uygun
preparasyondan sonra, doku bdliimleri, ilgilenilen antijene yonelik bir birincil
antikorla ve daha sonra birincil antikora karsi yonlendirilmis ikincil bir antikorla

inkiibe edilmektedir. ikincil antikor, daha sonra optik olarak gorsellestirilecek uygun
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bir kromojene maruz kalan bir enzime (dolayli IHK) konjuge edilmektedir.Birincil
antikorun dogrudan enzime konjuge olmasi durumunda, {HK dogrudan olarak
adlandirilir, bu dolayli IHK'den daha basittir bit yontemdir. IHK'nin en az ii¢ yonii
vardir (De Petris, 2010).

4.10.2.3.1. Antijen kazanim

Bu prosediir, birincil antikor ile baglanma i¢in antijenleri en iyi sekilde ortaya
cikarmak amaciyla, deparafinasyondan sonra dokuda gercgeklestirilmektedir.
Formalin fiksasyonu antijen ile diger proteinler arasinda ¢apraz baglara neden
olabilmektedir. Antijen kazanimi igin temelde iki yontem bulunmaktadir. Biri,
genellikle mikrodalga ile sitrat (pH 6) veya etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (pH
9) gibi bir tamponun yardinu ile 1sitmaya dayanmaktadir. Ikinci yéntem, pronaz E
veya proteinaz K gibi proteazlara dayanan enzimatik yola dayanmaktadir.
Kullanilacak en uygun antijen geri kazanma yontemi, antijene gére daha ¢ok antikora
bagl olsa da, enzimatik antijen geri kazanimi kii¢iik parcalarin bozulmasina neden

olabilmektedir (De Petris, 2010).

4.10.2.3.2. Primer antikor

Belirli bir antijen icin bir antikorun mevcudiyeti, biiylik hasta kohortlarinda
erken proteomik bulgular1 dogrulamak i¢in zorunlu adimlardan bir tanesi olarak
diigiiniilmektedir. Bazi antijenler igin bir dizi farkli antikor bulunmaktadir. Bir
antikor segmek icin ilk segim kriteri, iireticilerin THK icin kullanilmasini tavsiye
ettigi gercegine dayanmaktadir. Ek olarak, bir monoklonal antikorun bir poliklonal

antikordan daha iyi oldugu da bilinmektedir.

Bir primer antikor kapsamli bir sekilde test edilmis olsa da, hem pozitif hem de
negatif kontrolleri kullanarak her zaman kendi baglanma spesifikligini kontrol
edilmesinde fayda goriilmekedir. Pozitif kontrol olarak, ayni boyama siirecinde o
proteini ifade ettigi bilinen bir dokunun da boyanmasi kontrol i¢in iyi olabilmektedir

(De Petris, 2010).
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4.10.2.3.3. Boyama sonuclarinin puanlanmasi

[HK nitel bir yontemdir ve bu nedenle tek basina biyomarker degerlendirmesi
icin en uygun yontem olarak goriilmemektedir. Niikleer p53, p21 ve ERCCI1 gibi
bazi antijenler i¢in, pozitif ekspresyon icin %1, %5 veya % 10'luk bir hiicrede pozitif
bir sinir olugturmak ve hiicrelerin sayisini saymak miimkiindiir. Bununla birlikte, cok
sayida sitoplazmatik veya membran antijenleri i¢in, sadece pozitif hiicrelere dayanan
degerlendirme yeterli olmamaktadir. Bazi proteinler, hiicrelerin ¢ogunda, ¢esitli
tiimor numuneleri arasinda degisen bir boyama yogunluguyla eksprese edilmektedir.
Dahasi, ayn1 numune igerisinde bile protein seviyeleri bazi hiicrelerde digerlerine
gore daha yiliksek olabilmektedir. Patologlar bu nedenle sadece boyanan hiicre
sayisini  dikkate almayr ve boyanma yogunlugunu g6z ardi etmeyi tercih
etmektedirler. Ciinkii ikincisi deneysel kosullara ve kromojene maruz kalmaya bagh
degismektedir. Bir uzlasma ¢O6ziimii bulmak igin, hiicre sayisina ve boyama
yogunluguna dayali bir puanlama sistemi gelistirilebilmektedir. Genellikle, pozitif
hiicrelerin yiizdesine sayisal bir puan atanmaktadir. Ya da sirasiyla negatif, zayif,
orta ya da giiclii ise, boyama yogunluguna agamali olarak 0 ila 3 arasinda bir puan
verilmektedir. Nihai sonug, hiicre yiizdesi puanlarinin yogunluguyla carpilmasiyla
elde edilir ve 0 ila 12 arasinda bir puana denk gelmektedir. Bu sistem, IHK'yi yari
kantitatif bir yonteme donistiirmektedir. Bu sistemin riski, hiicrelerin %75'inden
fazlasinin zayif bir sekilde boyanmasi veya hiicrelerin %25 ila %50'sinin orta
yogunlukta boyanmasi ayni 4 puanina sahip olacaktir. Sonuglar1 protein
fonksiyonuna gére yorumlamak énemlidir. Ornegin, bir proteinin klinik bir sonugla
iligkilendirilebilmesi i¢in hiicrelerin % 75'inden fazlasinda gii¢lii bir sekilde eksprese

edilmesi gerekip gerekmedigini tahmin edilmelidir (De Petris, 2010).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi icin 14 Nisan 2017 tarihinde Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna basvurulmus, 05 Mayis 2017 tarih ve
09.2017.368 protokol numarasiyla onay alinmistir.

Bu ¢alismaya Gaziosmanpasa Taksim Egitim Ve Arastirma Hastanesi Cerrahi
Servisi’ne miiracaat eden, klinik, ince igne aspirasyon biyopsisi veya tru-cut
biyopsisi sonucu meme kanseri tanisi almis, antiagregan kullanmayan 46 kadin hasta
dahil edilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi 50°dir (£12). Bu hastalarin takibi
ayni klinikte gorev yapmakta olan Op. Dr. Serkan ILGUN tarafindan yapilmustir.
Calismamizin kontrol grubunu 40 saglikli kadin olusturmaktadir.

Tim hastalarin demografik 06zellikleri, biyokimya ve patoloji sonuglar

kaydedilmistir.

5.1. Gerecler
5.1.1. Kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

FABP4 poliklonal antikor (ABclonal)
Immiinohistokimya doku boyama kiti (BioVision)
Insan Ki-67 protein ELISA kiti (ABclonal)

Insan FABP4 ELISA kiti (Elabscience)

Insan HSL ELISA kiti (ABclonal)

Protein Standart Karisimi (HIC) (186007953)
HPLC kolonu (ZORBAX Stablebond-C18, 3.5 um, 4.6 x 75 mm)
Ksilen (Tekkim)

%100°liik etanol ( Tekkim)

%96’ lik etanol ( Tekkim)

%80’1ik etanol ( Tekkim)

Sitrat tamponu ( Bio-optica)

Fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozelti ( Bio-optica)
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Hidrofobik kalem (PAP Pen)

Sodyum fosfat tamponu (Sigma Aldrich)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck)
Dinitrofenilhidrazin (DNPH) (Sigma Aldrich)
Trifloroasetik asit (TFA) (Merck Millipore)
Tris tampon (Merck Millipore)

5.1.2. Kullanilan cihazlar

Otomatik pipetler ( Thermo Scientific, Socorex 26111514)
-80 Sogutucu (Sanyo MDF-U3286S)

-20 Sogutucu (( Beko- B9426NM, Ugur UCF 410 SSL)
ELISA Reader (Rayto)

ELISA Washer (Rayto)

Klinik santrifiij (Heraeus Labofuge 200, Hettich Universal / K2S, Elektro.mag)
Vortex (Maximix 1)

Etiiv (Heraeus)

HPLC (Agilent 1100 Series)

Dedektor (Agilent 1100 Series G1315B DAD)

Kolon (ZORBAX StableBond-C18; Waters Protein-Pak 125)
Etiiv (Niive- EN400)

Mikrodalga (Beko- MD1610)

Mikroskop

Distile su cihaz1 ( Millipore S.A.S- Synergy Uv)

Pozitif Sarjli Lam ( Objekttrager)

5.2. Yontemler

Bu calismada ELISA, HPLC ve Immiinohistokimya (IHK)  metodlart

kullanilmastir.
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5.2.1. Serum eldesi

Calismaya dahil edilen 46 kadin hasta ve 40 saglikli kadinin kan ornekleri
(5mL) vakutainer serum separator jel igeren tiip ve antikoagiilan olarak sitrat iceren
(1:9) tiip icine alindi. Tiipler oda sicakliginda tutularak kan aliminin ilk 1 saati
icinde 2400 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Ornekler analiz edilinceye kadar
Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Arastirma ve Gelistirme laboratuvarinda —

80 °C’de ve -20 °C’de saklandi.

5.2.2. Serumda ELISA ile FABP4 konsantrasyonunun belirlenmesi

ELISA ile FABP4 konsantrasyon tayini Marmara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Biyokimya A.B.D. arastirma laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu
calismadaki bagimsiz degiskenlerimiz hasta serum 6rnekleri ve kontrol grubu serum
ornekleriyken, bagiml degiskenimiz serum Orneklerindeki FABP4 konsantrasyonu
olarak belirlendi.

Serumda yag asidi baglayici protein 4 (FABP4) konsantrasyonunu belirlemek
icin Elabscience Human FABP4 ELISA kiti (katalog no: E-EL-H0285) kullanild:.

5.2.2.1. Kit icerigi

96 kuyucuklu mikroplate

Referans standartlar

Konsantre biyotinlenmis tespit antikoru (100x)
Konsantre HRP konjugat1 (100x)

Standart ve 6rnek seyreltici

Biotinlenmis tespit antikoru seyreltici

HRP konjugat seyreltici

Konsantre yikama tamponu (25x)

Substrat reaktifi

Stop soliisyonu
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5.2.2.2. Reaktiflerin Hazirlanisi

1. Kullanmadan once tiim reaktifleri oda sicakligina getirildi.

2. Yikama tamponu: 30 mL konsantre yikama tamponu 720 mL distile su ile
seyreltilip 750 mL yikama tamponu hazirland:.

3. Standart cahsma soliisyonu: Standart 1 dakika boyunca 10000xg'de
santrifiijlendi. Standart tizerine 1 mL standart ve numune seyreltici eklenip 10 dakika
boyunca ara sira yavasca ters gevrilerek seyreltme yapildi. Tamamen ¢oziindiikten
sonra bir pipetle iyice karistirildi. Bu islem sonucu 25 ng/mL'lik bir ¢aligma ¢ozeltisi
elde edildi. Sonra 7 tane eppendorf tiip alindi ve her tiipe 500 pL referans
standart&ornek seyreltici eklendi. 11k tiipe 25 ng/mL galisma soliisyonundan 500 pL
eklendi ve 12.5 ng/mL caligma soliisyonu elde edildi. 2.tiipte olusan soliisyonun 500
uL' sini yeni tiipe eklendi ve 6,25 ng/mL calisma soliisyonu elde edildi. Bu sekilde
hep bir onceki tiipten alinan 500 puL bir sonraki tiipe eklenerek; 25, 12,5, 6.25, 3.13,
1.57,0.79, 0.39, 0 ng/mL seklinde bir diliisyon gradyan elde edildi.

4. Biyotinlenmis tespit antikoru calisma cozeltisi: Biyotinlenmis tespit antikoru
kullanmadan Once santrifiijlendi. 90 pL biyotinlenmis tespit antikoru, 8910 pL
biyotinlenmis tespit antikoru diliienti ile seyreltildi.

5. Konsantre HRP conjugati calisma soliisyonu: 90 pL konsantre HRP konjugati
8910 nL HRP konjugat diliienti ile seyreltildi.

5.2.2.3. Deneyin yapilisi

1. FABP4 konsantrasyon tayinine kit i¢cindeki reaktifler prosediire uygun sekilde
hazirlanarak baslandi.

2. Kullanmadan 6nce reaktiflerin ve serum orneklerinin oda 1sisina gelmesi beklendi.
3. Mikro plakanm ilk iki siitununa standart ¢alisma soliisyonundan, yan yana birer
kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL eklendi. Diger kuyucuklara, yan
yana birer kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL numuneler eklendi.

4. Mikroplate, kit i¢cinde verilen mikroplate kapag: ile ortiiliip 37 °C'de 90 dakika
boyunca inkiibe edildi.
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5. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda kalan siv1 uzaklastirildi ve her kuyucuga 100
uL biyotinile edilmis tespit antikor calisma ¢dzeltisi eklendi. Mikroplate, kit
icerisinden ¢ikan mikroplate kapagi ile kapatilarak yavasca bir iki kere masaya
vurularak karigsmasi saglandiktan sonra 37 °C'de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

6. Kuyucuklar i¢inde kalan sivi uzaklasitirildi ve her bir kuyucuga 350 pL yikama
soliisyonu eklenip mikroplate yikayici ile 3 defa yikandi.

7. Yikamadan sonra her bir kuyucuga 100 uL HRP konjugat ¢alisma cozeltisi
eklendi ve mikroplate kapatici ile ortiiliip 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

8. Kuyucuklarda kalan siv1 uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 350 pL yikama
soliisyonu eklenip mikroplate yikayici ile 5 defa yikandi.

9. Her bir kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenip mikroplate kapatici ile
orttildiikten sonra 37 °C'de 20 dakika mavi renk olusuncaya kadar inkiibe edildi.

10. Her bir kuyucuga 50 uL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi bu
basamakta renk maviden sariya dondii. Renk siddetine bagli konsantrasyon degerleri
450 nm' de bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyucugun optik dansitesi takip
edilerek belirlendi.

5.2.2.4. Sonuglarin hesaplanmasi

Yapilan c¢alisma sonucu elde edilen absorbans degerlerinden kalibrasyon

standart egri grafigi cizilmis ve Sekil 17°de gdsterilmistir.
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14 -

y =6,8387x -0,3326
12 - R?=0,9925

1,8 2

Sekil 17: FABP4 standart egri grafigi

Kalibrasyon standart egri grafigi formiilii kullanilarak, hasta ve kontrol serum

orneklerinin absorbans degerleri iizerinden konsantrasyonlar1 hesaplandi.

5.2.3. Serumda ELISA ile HSL konsantrasyonunun belirlenmesi

ELISA ile HSL konsantrasyon tayini Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya A.B.D. arastirma laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu calismadaki
bagimsiz degiskenlerimiz hasta serum oOrnekleri ve kontrol grubu serum
ornekleriyken, bagimli degiskenimiz serum 6rneklerindeki HSL konsantrasyonudur.
Serumda insan hormon duyarli lipaz proteini konsantrasyonunu belirlemek i¢in

Abclonal insan HSL ELISA kiti (katalog no: EHH0288) kullanild:.

5.2.3.1. Kit icerigi

96 kuyucuklu wellplate
Standart A (0 ng/mL)

Standart B (0.5 ng/mL)
Standart C (1.0 ng/mL)
Standart D (2.5 ng/mL)
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Standart E (5.0 ng/mL)
Standart F (10 ng/mL)
Substrat A

Substrat B

Durdurucu soliisyon
Enzim soliisyonu
Denge soliisyonu

Yikama soliisyonu(25x)

5.2.3.2. Reaktif hazirlama

1. Tim kit bilesenlerinin ve drneklerin oda sicakligina gelmesi icin, oda sicakliginda
iki saat bekletildi.
2. 40 mL konsantre yikama ¢ozeltisi 960 mL distile su ile seyreltildi.

5.2.3.3. Deneyin yapilisi

1. HSL konsantrasyon tayinine kit i¢indeki reaktifler prosediire uygun sekilde
hazirlanarak baslandi.

2. Kullanmadan 6nce reaktiflerin ve serum 6rneklerinin oda 1sisina gelmesi beklendi.
3. Mikro plakanin ilk iki stitununa standart ¢alisma soliisyonlari, yan yana birer
kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL eklendi. Diger kuyucuklara, yan
yana birer kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL numuneler eklendi.
Kuyucuklardan bir tanesine yalnizca distile su eklendi. (blank)

4. Numune ve standartlarin eklendigi her bir kuyucuga 50 uL enzim soliisyonundan
eklenip, plaka sert bir ylizeye birka¢ kere vurularak karigmasi saglandiktan sonra
plaka kapatict ile kapatilip 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. (Distile su eklenen
kuyucuga enzim soliisyonu eklenmedi.)

5. Her bir kuyucuga seyreltilmis yikama soliisyonundan 350 pL  eklenip 5 defa
yikandi.
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6. Her bir kuyucuga 50 pL Substrat A ve ardindan 50 pL substrat B eklendi.
Substratlar 1518a duyarli oldugundan 151k gecirmeyen bir plaka kapaticiyla ortiiliip
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

7. Her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi 450

nm'de bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyucugun optik dansitesi belirlendi.

5.2.3.4. Sonug¢larin hesaplanmasi

Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen absorbans degerlerinden kalibrasyon

standart egri grafigi ¢izilmis ve Sekil 18’de gdsterilmistir.

3,5

3 L 4

L 2
2,5
L 4 y =-0,0353x + 3,7898
R2=0,9441
2 L 2
¢ Seril

1,5 —— Dogrusal (Seri 1)

1
0,5

O T T T T ‘ 1

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 18: HSL standart egri grafigi.

Kalibrasyon standart egri grafigi formiilii kullanilarak, hasta ve kontrol serum

orneklerinin absorbans degerleri lizerinden konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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5.2.4. Serumda ELISA ile Ki67 konsantrasyonunun belirlenmesi

ELISA ile Ki67 konsantrasyon tayini Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya A.B.D. arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu c¢alismadaki
bagimsiz degiskenlerimiz hasta serum Ornekleri ve kontrol grubu serum
ornekleriyken, bagimli degiskenimiz serum 6rneklerindeki Ki67 konsantrasyonudur.
Serumda Ki67 protein (Ki67p) konsantrasyonunu belirlemek igin Abclonal insan

Ki67p ELISA kiti (katalog no: RK01723) kullanildi.

5.2.4.1. Kit icerigi

96’11 mikroplate
Standart

Tespit reaktifi A
Tespit reaktifi B

TMB substrate
Yikama tamponu (30x)
Standart diliienti
Reaktif A diliienti
Reaktif B diliienti

Durdurucu soliisyon

5.2.4.2. Reaktiflerin hazirlanmasi

1. Tiim kit bilesenlerinin ve orneklerin oda sicakligina gelmesi i¢in, oda sicaklifinda
iki saat bekletildi.

2. Standart calisma soliisyonu Standart, 1 mL standart diliienti ile 10 dakika
boyunca ara sira yavasca ters ¢evrilerek seyreltme yapildi. Standartin stok ¢ozeltideki
konsantrasyonu 50 ng/mL'dir. Sonra 7 tane eppendorf tlip alind1 ve her tiipe 500 pL
standart diliienti eklendi. Ilk tiipe 50 ng/mL ¢alisma soliisyonundan 500 uL eklendi
ve 25 ng/mL ¢aligma soliisyonu elde edildi. 2.tlipte olusan soliisyonun 500 pL' sini

yeni tlipe eklendi ve 12.5 ng/mL ¢alisma soliisyonu elde edildi. Bu sekilde hep bir
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onceki tiipten alinan 500 pL bir sonraki tiipe eklenerek; 50, 25, 12,5, 6.25, 3.12, 1.56,
0.78, 0 ng/mL seklinde bir diliisyon gradyani elde edildi.

3. Tespit reaktifi A ve tespit reaktifi B Tespit reaktifi A ve B ¢alismadan once
vortexle karistirildi. 120 pL Tespit reaktifi A ve B, 12 mL tespit reaktifi A diliienti
ve tespit reaktifi B diliienti ile seyreltildi.

4. Yikama soliisyonu 600 mL yikama soliisyonu (1x) hazirlamak i¢in; 20 mL

yikama ¢ozeltisi (30x), 580 mL distile su ile seyreltildi.

5.2.4.3. Deneyin yapilhisi

1. Ki67p konsantrasyon tayinine kit i¢indeki reaktifler prosediire uygun sekilde
hazirlanarak baslandi.

2. Kullanmadan 6nce reaktiflerin ve serum 6rneklerinin oda 1sisina gelmesi beklendi.
3. Mikro plakanin ilk iki siitununa hazirlanan standart soliisyonlari, yan yana birer
kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL eklendi. Diger kuyucuklara, yan
yana birer kuyucuga iki kopya halinde olacak sekilde 100 pL numuneler eklendi. Bir
kuyucuga blank eklendi ve plaka kapatici ile ortiiliip 37 °C'de 1 saat boyunca inkiibe
edildi.

4. Inkiibasyondan sonra mikroplateki sivi ters gevirilerek uzaklastirildi.

5. Her bir kuyucuga 100 pL tespit reaktifi A calisma c¢ozeltisi eklendi. Karigmasini
saglamak i¢in plaka birkac defa sert bir ylizeye hafif¢e vuruldu ve plaka kapatici ile
ortiiliip 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.

6. Plakada kalan sivi uzaklastirildiktan sonra otomatik yikayict kullanarak, her
kuyucuk 350 pL yikama ¢ozeltisi(1x) ile 3 kez yikandi.

7. Her kuyucuga 100 pL tespit reaktifi B calisma cozeltisi eklendi. Karigmasini
saglamak i¢in plaka birkac defa sert bir yiizeye hafif¢ce vuruldu ve plaka kapatici ile
kapattiktan sonra 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi.

8. Mikroplate kalan siv1 ters gevirilerek uzaklastirildiktan sonra otomatik yikayici
kullanilarak, her kuyucuk 350 pL yikama c¢ozeltisi(1x) ile 5 kez yikama islemi
yapildi.
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9. Her bir kuyucuga 90 pL substrat ¢ozeltisi eklendi. Karigmasini saglamak igin
plaka birka¢ defa sert bir yiizeye hafifce vuruldu ve plaka kapatici ile ortiiliip,
37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Substrat ¢6zeltisi ilavesiyle renk maviye dondii.

10. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.
Karigmasmi saglamak icin plaka birka¢c defa sert bir yiizeye hafif¢e vuruldu.
Durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle renk maviden sartya dondii. 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyucugun optik yogunlugu

belirlendi.

5.2.4.4. Sonuclarin hesaplanmasi

Yapilan calisma sonucu elde edilen absorbans degerlerinden kalibrasyon

standart egri grafigi ¢izilmis ve Sekil 19°da gosterilmistir.

60 - y =647,42x - 42,791
R?=0,9899
50 - °

40 -

30 -

10 -

O Q T T T T T T T T T 1

0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15 0,16
-10 -

Sekil 19: Elisa Ki67 standart egri grafigi.

Kalibrasyon standart egri grafigi formiilii kullanilarak, hasta ve kontrol serum

orneklerinin absorbans degerleri lizerinden konsantrasyonlar1 hesaplanmaigtir.
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5.2.5. Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yontem ile FABP4 protein miktar
tayini

5.2.5.1. Doku orneklerinin toplanmasi

Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi servisine
bagvuran ve klinik, ince igne aspirasyon biyopsisi veya tru-cut biyopsisi sonucu
meme kanseri tanisi almis 46 kadin hastadan biyopsi sonucunda alinan dokular
parafin ic¢ine sabitlendi. Doku Ornekleri c¢alisilincaya kadar parafinize sekilde
Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Aragtirma hastanesinde saklandi. Calismadan 2
giin Once parafine gomiilii dokular Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma
hastanesi patoloji laboratuvarinda, mikrotom ile uygun biiytikliikte kesilerek lamlara
gecirildi. Hastalara ait dokularin Ki67 proliferasyonu, ER, PR ve cerbB2 ifadesi gibi
klinopatolojik o6zellikleri Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji laboratuvarinda rutin olarak bakilmaktadir.

Doku o6rneklerinin deparafinizasyonu ve FABP4 ile immiinohistokimyasal

boyamasi patoloji laboratuvarinda gerceklestirildi.

5.2.5.2. Doku deparafinizasyonu

1. Parafinize haldeki doku 6rnekleri 70 °C’deki etiivde 45 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyondan sonra doku kesitleri {i¢ ayr1 saledeki ksilen kaplarinda 10’ar dakika
bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku Ornekleri ksilen igerisine dikey
hareketlerle batirilip ¢ikarildi.

3. Ksilenden gegirilen doku 6rnekleri ksilenden ¢ikarildiktan sonra énce %100’k
etanol igerisinde 4 dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri
etanol icerisine dikey hareketlerle batirilip ¢ikarildi.

4. %100’lik etanol icerisinden alinan doku Ornekleri %96’lik etanol igerisinde 4
dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri etanol igerisine dikey
hareketlerle batirilip ¢ikarildi.

5. %96’lik etanol igerisinden alinan doku ornekleri %80’lik etanol icerisinde 4
dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri etanol igerisine dikey

hareketlerle batirilip ¢ikarildi.
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6. %80’lik etanol igerisinden alinan doku Ornekleri distile su igerisine alinarak 5

dakika bekletildi.

5.2.5.3. Antijen geri kazanim ( Antijen retrieval)

1. Doku ornekleri distile sudan alinip %10’luk hazirlanan sitrat tamponu (40 mL
sitrat+ 360 mL distile su) icine koyulup mikrodalgada 6nce son giic ayarinda 5
dakika, ardindan orta gii¢ ayarinda 2 tekrar olacak sekilde 5’er dakika inkiibe edildi.
(Her 5 dakikadan sonra kaptaki sitrat tampon ¢oOzeltisi miktar1 kontrol edilip
azalmissa lizerine yeniden eklendi.)

2. Mikrodalgadan alinan doku kesitleri sitrat ¢ozeltisi igerisinden ¢ikarilmadan oda
sicakliginda 20 dakika sogutuldu.

3. Sogutulan doku kesitleri, hazirlanan %10°luk PBS ¢ozelti (50 mL PBS+450 mL
distile su) igerisinde 5 dakika boyunca ara sira dikey hareketlerle nazikge batirilip

cikarilarak yikandi.

5.2.5.4. Peroksidaz block uygulamasi

1.Yikama isleminden sonra dokularin etrafi hidrofobik kalem ile cevrelendi ve
cevrelenen her doku kesitine pastor pipeti ile uygun miktarlarda peroksidaz block
damlatilip 7,5 dakika nemli ortamda, oda sicakliginda inkiibe edildi.

2.Peroksidaz block uygulamasindan sonra doku kesitleri distile su ile 3 kez yikandi.
Ardindan PBS c¢ozelti igerisinde 4 kez ara sira dikey hareketlerle nazikg¢e batirilip
c¢ikarilarak yikandi.

5.2.5.5. Primer antikor uygulamasi

1. PBS ile yikanan doku kesitleri iizerine dokular1 kaplayacak sekilde iizerlerine
pastor pipet ile hazirlanan primer antikor (FABP4) damlatildi ve 1 giin boyunca
+4°C’de inkiibe edildi.
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Primer antikorun hazirlanmasi:

ABclonal marka FABP4 poliklonal antikor (katalog no: A0232), BioVision
marka IHK kit igerisinde saglanan primer antikor seyreltme tamponu ile 1:100 olacak
sekilde diliie edildi (70 pL FABP4 antikor+ 6930 pL primer antikor seyreltme

tamponu).

5.2.5.6. Kromojen uygulamasi

1. Antikor uygulamasindan sonra doku kesitleri PBS ile 5 defa yikandi.

2. Oda sicakliginda 25 dakika HRP polimer ile inkiibe edildi.

3. Doku kesitleri PBS ile 6 defa yikandiktan sonra distile su ile de 3 defa yikandu.

4. Doku kesitleri iizerine birka¢ damla DAB reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 8
dakika inkiibe edildi. PBS ile 6 defa yikandi ve ardindan distile su ile durulandi.

5. Hematoksilen ile karsit boyama yapildi. Doku kesitlerinin iizerine birka¢ damla
hematoksilen damlatilip 45 saniye inkiibe edildikten sonra distile su ile doku kesitleri

yikandu.
DAB kromojenin hazirlanmasi:

Bir test tiipii i¢ine 1 mL Reaktif BS ve 50 uL Reaktif C eklendi ve pipetle iyice

karigmas1 saglandi.

5.2.5.7. Rehidratasyon ve kapama

1. Distile sudan alinan doku kesitleri %80°lik etanol icerisinde 4 dakika bekletildi.
Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri etanol icerisine dikey hareketlerle batirilip
cikarildi.

2. %80’lik etanol icerisinden alinan doku ornekleri %96’lik etanol igerisinde 4
dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri etanol icerisine dikey
hareketlerle batirilip ¢ikarildi.

3. %96’lik etanol igerisinden alinan doku oOrnekleri %100’liik etanol igerisinde 4
dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri etanol igerisine dikey

hareketlerle batirilip ¢ikarildi.
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4. 100’lik etanol icerisinden alinan doku kesitleri ii¢ ayr1 saledeki ksilen kaplarinda
10’ar dakika bekletildi. Bekletme sirasinda ara sira doku ornekleri ksilen igerisine
dikey hareketlerle batirilip ¢ikarildi.

5. Biraz kurumasi beklenildikten sonra lamlarin iizerine balsam damlatilarak lamel

ile kapama yapildi.

5.2.5.8. IHK boyamasi yapilan dokularin FABP4 yayginhg ve FABP4 siddetinin
degerlendirilmesi:

[HK yontemle boyamasi yapilan dokularin FABP4 boyanma yaygmhg ve
FABP4 boyanma siddetinin degerlendirilmesi; Istanbul Gaziosmanpasa Taksim
Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi tibbi patoloji anabilim dalinda Dog.Dr. Elife
KIMILIOGLU tarafindan yapilmistir.

5.2.6. Erken prognozda biyomarker belirlenmesi icin kullanilan kromatografik
analizler

5.2.6.1. HPLC ile protein karbonil tayini

HPLC ile serum orneklerinde protein karbonil tayini ¢alismasi 5-6 Kasim 2018
tarihinde Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ar-Ge laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

Oksidatif stresin biyomarkerlarindan biri olan protein karbonilin 6l¢timii Griffiths

tarafindan gelistirilmis olan HPLC metodunun modifiye edilmis sekli ile yapilmistir.

5.2.6.1.1. Protein karbonil dl¢iimiinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. 20 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ve %10 trifloroasetik asit iceren

cozelti (derivatizasyon cozeltisi):

0,5 mL TFA bir miktar distile suya ilave edildi. 19,84 mg 2,4 DNPH bu

¢ozeltide ¢oziildli. Son hacim distile su ile 5 mL’ye tamamlandi.

2. %10’luk TFA cozeltisi (derivatizasyon blank ¢ozeltisi):
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5 ml TFA alinarak hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandz.
3. 2M Tris baz cozeltisi (notralizasyon cozeltisi):

24,22 g Tris tartildi ve son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak

¢Ozildii.
4. %12’lik sodyum dodesil siilfat (SDS):

12 g SDS tartilarak, distile su ile son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlandi.
5. %1 SDS iceren 200mM pH:6,5 sodyum fosfat tamponu (mobil faz):

143,256 g NayHPO, tartilip bir miktar distile su ile ¢oziildii. 20 g SDS ilave
edilerek SDS’ninde ¢6ziilmesi saglandi. pH:6,5 olacak sekilde son hacim 2 litreye

tamamlandi.

5.2.6.1.2. Deneyin yapilisi

1. Protein karbonil tayinine, reaktifler uygun sekilde hazirlanarak baglandi.
2. Meme kanserli hasta serumlarinda, kontrol serumlarinda ve korde derivatizasyon

islemi tabloda gosterildigi gibi yapildi (Tablo 3).

Tablo 3: Protein karbonil 6l¢iimii i¢in yapilan derivatizasyon iglemleri

Reaktifler ve yapilan
islem Hasta serumu Kontrol serumu Kor
Ornek 40 40 40
DNPH 100 100 -
TFA - - 80
%12 SDS 40 40 40

3. Tablodaki derivatizasyon iglemleri yapildiktan sonra olusan Ornekler 10 dakika

vortekslendi.
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4. Vortex isleminden sonra tiim 6rneklere 60 pL Tris tampon eklendi ve tekrar 10
dakika vortekslenerek enjeksiyona hazir hale getirildi.

5. Hazirlanan ornekler 50 pL olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir. HPLC
sisteminde mobil fazin akis hizi1 0.8 mL’ye, sicaklik 25 °C’ye, ayarlanip Agilent
1100 markali Waters Protein-Pak 125 (katalog no: 84601), 7,8 mm i¢ ¢apli 300 mm
uzunluklu HPLC kolon kullanilarak 276 nm ve 360 nm olmak {izere iki farkli dalga
boyunda okuma yapilarak c¢alisildi. Hasta kan orneklerine ve kontrol grubu kan

orneklerine ait kor kromatogramlar1 sekilde gosterildigi gibidir (Sekil 20 ve Sekil
21).
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Sekil 20: Kontrol grubuna ait kdr kromatogrami
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Sekil 21: Hasta grubuna ait kor kromatograma.
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Hasta ve kontrol gruplarina ait kromatogram sonuglarindan, farklilik gézlenen

area’lar secildi ve protein karbonil miktarin1 hesaplamak i¢in;

50.000 X 360 nm deki area

Protein karbonil =
( mol karbonil/ 22.000 x (270 nm deki area —( 360 nm deki area x 0,4)
mol protein )

esitligi kullanild1 (Augustyniah ve ark., 2015).

5.2.6.3. HPLC ile FABP4, Ki67 ve HSL’nin yiizde degisim alanlarinin
belirlenmesi

HPLC ile hasta ve kontrol serum 6rneklerinde FABP4, Ki67 ve HSL nin yiizde
degisim alanlarinin belirlenmesi, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ar-Ge

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

5.2.6.3.1 Deneyin yapilisi

Ornekler ve protein standart karisim 50 pL olarak HPLC sistemine enjekte
edildi. HPLC sisteminde mobil fazin (izokratik PBS) akis hizi 0,5 mL/dak ‘ya,
sicaklik 30 °C’ye, ayarland1 ve Agilent markali HPLC’de, ZORBAX StableBond-
C18, 3.5 um, 4.6 x 75 mm kolon kullanilarak 280 nm’de okuma yapilarak c¢alisildi.

Protein standart karigiminda bulunan proteinlerin, molekiiler agirliklar1 (mw) ile

HPLC’deki alikonma siireleri (RT) belirlendi (Sekil 22).
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Sekil 22: Standart protein karigiminin kromatogramu.

Standart karisimda bulunan proteinler; aprotinin (mw: 6,511 kDa, RT: 23,556),
RNAaz A (mw: 13,7 kDa RT: 21,601), karbonik anhidraz (mw: 29 kDa RT: 20),
ovalbiimin (mw: 43, RT: 17,82), aldolaz (158 kDa RT: 16,256), ferritin (mw: 440
kDa, RT: 13,521), tiroglobulin (mw: 669 kDa, RT: 11,651), blue dextran (mw: 2000,
RT:11,071)dur.

Protein standart karigim kromatogramindan (Sekil 22) yararlanarak hasta ve
kontrol serumlarinda bulunan; molekiiler agirligin1 bildigimiz FABP4 (mw: 14,719
kDa), Ki67 (mw: 358,694 kDa) ve HSL (mw: 116,598 kDa) proteinlerin gelecegi RT
tahmin edildi. Tahmin edilen bu RT’deki protein yiizde alanlar hasta ve kontrol

serumlarinda karsilastirildi.

5.2.7. istatistiksel analiz

Calismada, stirekli degiskenler icin tamimlayici istatistik olarak ortalama ve
standart sapma degerleri hesaplandi. ELISA ve HPLC c¢alismalarinda istatistiksel
analizlerde, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testleri GraphPad Prism 5 kullanarak analiz edildi. Doku ¢alismasinda
tim istatistiksel analizlerde SPSS Statistics Subscription programi kullanildi. . P
<0.05, p <0.01, p <0.001 diizeylerindeki ortalamalar arasindaki fark anlamli kabul
edildi.

77



6. BULGULAR

Calismada hasta grubunu 46, kontrol grubunu 40 olgu olusturdu. Olgularin
cinsiyetleri ve yas verileri sayisal olarak Tablo 4’te gosterildi. Kontrol grubuna
saglikl bireyler dahil edildi.

Tablo 4: Hasta ve kontrol grubunun demografik verileri

N (Say1) Minimum  Maksimum  Ortalama  Standart Erkek Kadin
Yas Yas Yas Sapma
Hasta 46 29 87 50,30 12,3 0 20
(Meme
Kanseri)
Kontrol 40 28 60 45,40 10 0 20

Caligmaya dahil edilen 46 meme kanseri hastasinin klinopatolojik 6zellikleri

Tablo 5’te gosterilmektedir.

Tablo 5: Meme Kanserli Hastalarin Klinopatolojik Ozellikleri Yiizdesi

Hasta Sayis1 Yiizde
Cinsiyet
Kadin 46 100
Yas:
>50 20 43,4
<50 26 56,6
Tiimor Biiyiikliigii
TO 2 4,3
Tl 26 56,6
T2 18 39,1
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Tablo 5: Meme Kanserli Hastalarmn Klinopatolojik Ozellikleri Yiizdesi (Devam)

Lenf Nodu

Metastazi

MO 22 47,83
M1 24 52,17
Ostrojen

Reseptor (ER)

ER+ 42 91,3
ER- 4 8,7
Progesteron

Reseptor (PR)

PR+ 34 73,9
PR- 12 26,1
CerbB2 Geni

Degerlendirmesi

CerbB2 + (0-1-2) 30 65,2
CerbB2- (2-3) 16 34,8

ELISA calismasi sonucu hastalara ait serum orneklerinde, kontrol serumlarina
gore FABP4 konsantrasyonu anlamli (P<0.0001) bir sekilde daha fazla gozlendi.
Sekil 23°de hasta ve kontrol grubuna ait FABP4’{in serum konsantrasyon miktarlari

gosterilmistir.
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Sekil 23: Hasta ve kontrol gruplarindaki serum FABP4
konsantrasyon degerleri ng / mL olarak belirlendi ( p< 0,0001).

Hasta serum orneklerin yapilan ELISA testi standart egri grafigine gore
ortalama FABP4 konsantrasyonu 16,80 + 2,93 ng/mL olarak hesaplanirken, kontrol
grubu serum Orneklerinde FABP4 konsantrasyonu 11,79 + 2,58 ng/mL olarak

bulundu.

ELISA c¢alismasi sonucu hastalarin  serumlar1 ile kontrol serumlar
karsilastirildiginda, azalan bir HSL konsantrasyonu gozlendi ancak HSL
konsantrasyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0,0584)

(Sekil 24),

HSL

Serum Konsantrasyon

Sekil 24: ELISA sonucu elde edilen hasta ve kontrol gruplarindaki HSL
konsantrasyon degerleri ng / mL olarak belirlendi ( p > 0,0584).
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Hasta serum orneklerin yapilan ELISA testi standart egri grafigine gore
ortalama HSL konsantrasyonu 12,28 + 6,70 ng/mL olarak hesaplanirken, kontrol

grubu serum 6rneklerinde HSL konsantrasyonu 16,74 + 4,85 ng/mL olarak bulundu.

ELISA c¢alismasi sonucu hastalara ait serum Ornekleri ile kontrol serumlarinin
Ki67 konsantrasyonu karsilastirildiginda anlamli (P<0.0001) bir sekilde daha fazla
gozlendi (Sekil 25).

Ki67

Serum Konsantrasyon

Sekil 25: ELISA sonucu elde edilen hasta ve kontrol gruplarindaki Ki67
konsantrasyon degeri ng / mL olarak belirlendi ( p <0,0001).

Hasta serum oOrneklerin yapilan ELISA testi standart egri grafigine gore
ortalama Ki67 konsantrasyonu 54,14 + 20,87 ng/mL olarak hesaplanirken, kontrol
grubu serum Orneklerinde Ki67 konsantrasyonu 18,29 + 14,92 ng/mL olarak

bulundu.

Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yontem ile FABP4 miktar tayini
calismasinda yas, histolojik grade, niikleer grade, timdr evresi, ER, PR, lenf nodu
metastazi, timor c¢api, FABP4 boyanma yayginligi, FABP4 siddeti ve Ki67
proliferasyonu degiskenleri birbirleriyle karsilastirildi ve korelasyon yapilarak

anlamlilik diizeyleri belirlendi.
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FABP4 siddeti ve Ki67 proliferasyonunun cesitli degiskenler ile arasindaki

anlamlilik ve korelasyon degerleri Sekil 26’da gosterilmistir.

Istatistikler

B FABPY Siddetl Pearson Correlation
W67 Proliferasyonu Pearson Correlation

M Caher
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Sekil 26: FABP4 doku boyamasinda hasta dokularda ¢esitli degiskenlerle,
FABP4 boyanma siddeti ile Ki67 proliferasyonu anlamlilik ve korelasyon degerlerinin

karsilastirilmasi.

Meme kanserli hasta dokularinda Ki67 proliferasyonu ve histolojik grade
karsilagtirildiginda, Ki67 proliferasyonunun artmasimin histolojik grade’i arttirdigi

gortiildi (p= 0,043; cc= 0,411).

Meme kanserli hasta dokularinda Ki67 proliferasyonu ve niikleer grade
karsilagtirildiginda, Ki67 proliferasyonunun artmasinin niikleer grade’i de artirdigi

goriildii (p= 0,005; cc= 0,747).
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Meme kanserli hasta dokularinda Ki67 proliferasyonu ve ER karsilastirildiginda,
Ki67 proliferasyonunun arttiginda ER ifadesinin anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii
(p=0,015; cc=-0,580).

Ki67 proliferasyonu ile cerbB2 ifadesi karsilastirildiginda  Ki67
proliferasyonunun artmasinin, cerbB2 ifadesini artirdirgi gorildi  (p=0,22;

cc=0,551).

Ki67 proliferasyonu ile tiimor evresi arasinda (p=0,641), Ki67 proliferasyonu ile
PR ifadesi arasinda (p=0,076), Ki67 proliferasyonu ile lenf nodu metastazi arasinda
(p=0,066), Ki67 proliferasyonu ile timor ¢ap1 arasinda (p=0,788), Ki67
proliferasyonu ile FABP4 boyanma siddeti arasinda (p=0,510) anlamlilik bulunmadi.

Meme kanserli hasta dokularinda FABP4 boyanma siddeti ile ER
karsilastirildiginda FABP4 boyanma siddetinin artti§i dokularda ER ifadesinin
azalmis oldugu gozlendi (p= 0,010; cc=-0,609).

FABP4 ile histolojik grade arasinda (p=0,467), FABP4 ile niikleer grade
arasinda (p=0,765), FABP4 ile timor evresi arasinda (p=0,437), FABP4 ile PR
ifadesi arasinda (p=0,767), FABP4 ile lenf nodu metastazi arasinda (p=0,819),
FABP4 ile tiimor ¢api arasinda p=0,168) anlamlilik bulunmadi.

Meme Kkanserli hasta dokularinda cerbB2 ifadesi ile ER ifadesi
karsilastirildiginda, cerbB2 ifadesi arttiginda ER ifadesinin anlamli bir sekilde
azaldig1 yani aralarinda negatif bir korelasyonun oldugu goriildii (p=0,004; cc=-
0,658). Meme kanserli hasta dokularinda cerbB2 ifadesi ile FABP4 boyanma siddeti
(p=0,189), cerbB2 ile PR ifadesi arasinda (p=0,174), cerbB2 ile histolojik grade
arasinda (p=0,552), cerbB2 ile niikleer grade arasinda (p=0,418), cerbB2 ile yas
arasinda (p=0,249), cerbB2 ile timor ¢api arasinda (p=0,734) ve cerbB2 ile metaztas
arasinda (p=0,901) anlamli bir farklilik bulunmada.

Calisma sonucu meme kanserli hasta dokularinda yas ve tiimor evresi
karsilastirildiginda, yas artikca tiimor evresininde arttigi aralarinda kuvvetli bir
anlamlilik ve korelasyon bulundugu goriildii (P=0,004; Korelasyon katsayist (cc)=

0,511).
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Meme kanserli hasta dokularinda yas ve ER degerleri karsilastirildiginda, yasin
artisina bagli olarak ER ifadesinin azaldig1 goriildii (p= 0,022; cc= -0,411 (negatif

korelasyon)).

Meme kanserli hasta dokularinda yas ve PR karsilastirildiginda, yas arttikca PR
ifadesinin azaldigi, aralarinda siirda bir anlamlilik ile negatif korelasyon goriildii

(P=0,050; CC= -0,351).

Meme kanserli hasta dokularinda yas ve timor ¢apr karsilastirildiginda, yas
arttikca tiimor capinin da arttig1 goriildii (P= 0,028; CC= 0,332). Yas ile histolojik
grade arasinda (p=0,464), yas ile niikleer grade arasinda (p=0,680), yas ile lenf nodu
metastazi arasinda (p=0,689), yas ile FABP4 boyanma siddeti arasinda (p=0,652),
yas ile Ki67 proliferasyonu arasinda (p=0,746) anlamlilik bulunmadi.

Meme kanserli hasta dokularinda tiimdor ¢ap1 ve tiimor evresi karsilagtirildiginda,
timor gapr arttikga tiimor evresinin de arttig goriildii (p<0,0001; cc= -0,744). Tiimor
cap1 ile histolojik grade arasinda (p=0,819), tiimor capi ile niikleer grade arasinda
(p=0,855), tiimdr ¢ap1 ile ER ifadesi arasinda (p=0,102), tiimor ¢ap1 ile PR ifadesi
arasinda (p=0,420) ve timoOr c¢ap1 ile metastaz arasinda (p=0,242) anlamlilik

bulunmada.

Meme kanserli hasta dokularinda ER ve PR karsilastirildiginda, ER ifadesinin
artmasinin PR ifadesini de artirdigi, aralarinda kuvvetli bir anlamlilik ve pozitif
korelasyon oldugu goriildii (p= 0,015; cc= 0,519). ER ifadesi ile niikleer grade
arasinda (p=0,313), ER ifadesi ile lenf nodu metastaz1 arasinda (p=0,950) anlamlilik

bulunmadi.

Meme kanserli hastalara ait dokulardaki FABP4 ekspresyonu ile hastalara ait

serum FABP4 ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir

farklilik gézlenmedi (p=0,90).

Meme kanserli hastalara ait dokulardaki Ki67 ekspresyonu ile hastalara ait
serum Ki67ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik

gbzlenmedi (p=0,66).

84



Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yontem ile FABP4 miktar tayini
calismasinda 46 kanserli dokudan 12 tanesinde zayif siddette (Sekil 27), 20 tanesinde
orta siddette (Sekil 28), 12 tanesinde kuvvetli (Sekil 29) ve 2 tanesinde ise negatif

boyanma gozlendi.

Sekil 27: Invaziv duktal karsinomlu dokuda FABP4 antikor ile
zay1f siddetli sitoplazmik boyanma.

Sekil 28: Sekil 28: Invaziv duktal karsinomlu dokuda FABP4

antikor ile orta siddette sitoplazmik boyanma.
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Sekil 29: Sekil 29: Invaziv duktal karsinomlu dokuda FABP4
antikor ile kuvvetli sitoplazmik boyanma.

Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yontem ile Gaziosmanpasa Taksim Egitim
ve Aragtirma Hastanesi’nde rutin olarak bakilan Ki67 proliferasyonu % 24,59 =+
15,12°dir. Hastalara ait 6rnek bir yiiksek Ki67 proliferasyonu (Sekil 30) ve diisiik
Ki67 proliferasyonu (Sekil 31) verilmistir.

Sekil 30: Meme kanserli dokuda yiiksek Ki67 proliferasyonu
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Sekil 31: Meme kanserli dokuda diisiik Ki67 proliferasyonu

Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yéntem ile Gaziosmanpasa Taksim Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde rutin olarak bakilan ER ifadesi pozitiflik ve negatiflik
durumuna gore hastalarin % 91,3’si ER+ iken %8,7°si ER- ‘tir. Hastalara ait 6rnek

bir ER+ (Sekil 32) ve ER- (Sekil 33) boyanma verilmistir.

Sekil 32 Meme kanserli dokuda ER+ boyanma
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Sekil 33 Meme kanserli dokua ER- boyanma

Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yéntem ile Gaziosmanpasa Taksim Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde rutin olarak bakilan PR ifadesi pozitiflik ve negatiflik
durumuna gore hastalarin % 73,9’u PR+ iken %26,1°1 PR- ‘tir. Hastalara ait 6rnek

bir PR+ (Sekil 34) ve PR- (Sekil 35) boyanma verilmistir.

Sekil 34 Meme kanserli dokuda PR+ boyanma
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Sekil 35 Meme kanserli dokuda PR- boyanma

Dokuda immiinohistokimyasal (IHK) yéntem ile Gaziosmanpasa Taksim Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde rutin olarak bakilan cerbB2 ifadesi pozitif ve negatiflik
bakimindan hastalarin %22,22’si cerbB2 + iken % 77,78’1 cerbB2 — ‘tir. Hastalara ait
ornek bir cerbB2+ (Sekil 36) ve cerbB2- (Sekil 37) boyanma verilmistir.

Sekil 36 Meme kanserli dokuda cerbB2 + boyanma
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Sekil 37 Meme kanserli dokuda cerbB2 - boyanma
Hasta ve kontrol serumlarinda HPLC ile 280 nm ve 360 nm’de ol¢iilen RT

degerleri ve bu RT lerdeki piklerin % area’lar1 Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 6 : Hasta ve kontrol serumlarinda HPLC'de belirlenen RT degerleri ve bu

RT'lerdeki piklerin % area'lar1

Hasta Serumlarinda Kontrol Serumlarinda

RT % Area RT % Area
280 nm 6,59 + 0,09 41,73 £4,86 6,57 + 0,09 48,31+ 14,82
360 nm 6,59+ 0,37 8,79+4,11 6,60+ 0,10 1,23 +1,04

Hasta serum oOrneklerinde, HPLC ile protein karbonil miktarinin
hesaplanmasinda; elde edilen HPLC kromatogramlari kullanilarak, 280 nm’de
Olgiilen RT: 6,59 + 0,09’da elde edilen piklerin % area’lar1 41,73 + 4,86 olarak
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belirlendi. Protein karboil miktar1 tayininde 360 nm’de 6lgiilen RT: 6,59 + 0,37°de
elde edilen piklerin % area’lar1 8,79 + 4,11 olarak belrilendi.

Kontrol serum oOrneklerinde elde edilen HPLC kromatogramlari kullanilarak;
280 nm’de RT: 6,57 = 0,09’da elde edilen piklerin % area’lar1 48,31 + 14,82 olarak
belirlendi. Protein karbonil miktar1 tayininde 360 nm’de o6l¢iilen RT: 6,60 + 0,10
‘da elde edilen piklerin % area’lar1 1,23 + 1,04 olarak bulundu.

Pik % area’lar1 kullanilarak protein karbonil miktar1 hesaplama esitligi ile hasta
ve kontrol gruplarindaki protein karbonil miktarlar1 belirlendi. Hasta serumlarindaki
protein karbonil miktar1 0,61 + 0,3 mol karbonil/mol protein olarak hesaplanirken,
kontrol serumlarindaki protein karbonil miktar1 0,04 + 0,03 mol karbonil/mol protein

olarak bulundu.

Elde edilen bu bilgiler dogrultusunda yapilan istatistiksel ¢alisma sonucu; HPLC
caligmas1 sonucu hastalara ait serum 6rneklerinde, kontrol serumlarina gore protein

karbonil miktar1 anlamli (P<0.0001) bir sekilde daha fazla gozlendi (Sekil 38).

Serum protein karbonil tayini
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Sekil 38: HPLC sonucu elde edilen hasta ve kontrol serum orneklerindeki
protein karbonil miktar1 (mol karbonil/ mol protein).
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HPLC yontemi ile biyomarker olarak secilen FABP4, Ki67 ve HSL’nin yilizde
degisim alanlar1 ile bu proteinlerin meme kanserine bagli modifikasyonlar
belirlendi. Protein standart karisimi ile standart egri grafigi ¢izildi; sonra modifiye
proteinlerin RT’leri ve % area’lar1 tespit edilerek modifikasyonlar1 belirlendi.
HPLC’de proteinlerin RT’leri; FABP4 i¢in hasta serumlarinda RT: 17,51 + 0,01,
kontrol serumlarinda RT: 17,46 + 0,46 olarak; HSL icin hasta serumlarinda RT:
14,46 + 0,01, kontrol serumlarinda RT: 14,74 + 0,03 olarak; Ki67 hasta serumlarinda
RT: 6,94 + 0,01, kontrol serumlarinda RT: 6,57 + 0,09 olarak belirlendi.

Bu RT’lerdeki protein ylizde arealari; FABP4 icin hasta serumlarinda 1,61 +
0,44 olarak, kontrol gurubu serumlarinda 3,24 + 3,26 olarak; Ki67 igin hasta
serumlarinda 41,18 + 4,14 olarak, kontrol grubu serumlarinda 48,30 + 14,82 olarak;
HSL i¢in hasta serumlarinda 3,31 + 1,40 olarak, kontrol gurubu serumlarinda 10,09 +
3,63 olarak belirlendi.

Hasta ve kontrol serum 6rneklerinde FAPB4 yiizde arealar: karsilastirildiginda,
kontrol grubuna gore hasta serum Orneklerinde % area’nin anlamli bir degisikligie

sahip olmadig1 belirlendi (p> 0,05) (Sekil 39).
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Sekil 39: Kontrol ve hasta serum drneklerindeki FABP4 protein ylizde
area’larin karsilastirilmasi (p> 0,05).
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Hasta ve kontrol serum Orneklerinde HSL % area’lar1 karsilastirildiginda,
kontrole gore, hasta serum oOrneklerinde % area’nin anlamli bir sekilde azalmis

oldugu goriildii (p<0,0001) (Sekil 40).
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Sekil 40: Kontrol ve hasta serum 6rneklerindeki HSL protein yilizde
area’larmn karsilastirilmasi (p<0,0001).

Hasta ve kontrol serumlarindaki Ki67 % area degerlendirmesi Sekil 41’de

verilmistir.
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Sekil 41: Kontrol ve hasta serum 6rneklerindeki Ki67 protein %

area’larin karsilastirilmasi (p> 0,05).
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Hasta ve kontrol serum 6rneklerinde Ki67 % arealar karsilastirildiginda, kontrol
grubuna gore, hasta serum 6rneklerinde yiizde area’nin anlamli bir degisiklige sahip

olmadig1 belirlendi (p> 0,05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Meme kanserinin erken evrelerinde tespiti, basarili bir klinik tedavi i¢in ¢ok
onemlidir. Ancak meme kanseri, saglikli kontrollerden dogru ve giivenilir sekilde
ayiran biyomarker’lardan yoksundur. Su anda, meme kanseri i¢in mevcut onaylanmis
plazma / serum biyomarker’lar mevcut degildir. Sadece birka¢ biyomarker (HER-2 /
neu, ER ve PR ) tan1 ve prognoz igin yarar saglamaktadir. Bu nedenle, meme kanseri
i¢in yeni biyomarker’lara biiyiik ihtiya¢ bulunmaktadir. Serum biyomarker’lart igin
umut vaat eden calismalardan biri de proteomik yaklasimdir. Bugiline kadar
tanimlanmis olan protein biyomarker’lari, meme kanserinin erken teshisi i¢in tek tek
faydaya sahip olmakla birlikte, gerekli duyarliliga / 6zgiilliige sahip olmadiklari igin,
bir protein biyomarker paneli yapilmasinin literatiire katki saglayacagi
diisiiniilmektedir ( Misek ve Kim, 2011).

Calismamizda, meme kanserinin erken prognozu i¢in protein olarak; FABP4,
HSL ve Ki67 ‘nin meme kanserli hasta ve kontrol serumlarindaki konsantrasyon
degerleri ELISA ile belirlendi. Elde edilen bilgilerin korelasyonu igin hasta
serumlarinda HPLC ile HSL, Ki67, FABP4’te meydana gelen modifikasyonlar
saglikli kontrol serumlar1 ile karsilastirildi ve kanserli meme dokusunda

immiinohistokimyasal yontemle FABP4 ve Ki67 ekspresyon degisimleri izlendi.

Kanserde, baz1 adipokinlerin (yag doku tarafindan salgilanan sitokinler) rolii
belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan calismalar adipokinlerin meme kanseri
gelisimi ve ilerlemesine katkida bulunabilecegini gostermistir. Bazi c¢aligmalarda
FABP4 kanser hiicresi biiylimesi ve metastazi ile iliskilendirilmistir. Bu verilere
ragmen, FABP4'lin meme kanserindeki rolii hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir

(Guaita ve ark., 2017).

Calismamizda FABP4'iin meme kanseri prognozu, timér olusumu, tiimor

evresine olan katkis1 ve metastaza etkisi incelendi.
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Yapmis oldugumuz ELISA ¢alismasi sonucunda hastalara ait serum
orneklerinde, kontrole gore FABP4 konsantrasyonu anlamli yiiksek bulundu
(P<0.0001). Bu nedenle meme kanserli kisilerde FABP4’iin daha fazla eksprese
edildigi diisiiniilmektedir. Immiinohistokimyasal FABP4 boyamasi sonucunda,
FABP4 boyama siddetinin fazla oldugu dokularda ER ifadesinin anlaml bir sekilde

azaldig1 aralarinda negatif bir korelasyon oldugu gézlendi.

Putti ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya gore Ostrojen reseptorii (ER) negatif
meme kanserleri, prognozu kotli olan bir grup tiimordiir ve ER-pozitif tiimdrlere

kiyasla daha az kanser dnleme ve tedavi stratejileri mevcuttur (Putti ve ark., 2005).

Putti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore ER-negatif tiimorler, ER-pozitif
meme kanserine kiyasla daha ytiksek bir p53, CerbB2 ve epidermal biiylime faktorii
reseptOrii  ekspresyonu gostermektedir (Putti ve ark., 2005). Bizim yaptigimiz

calismada da ER- tiimorlerde artmis bir cerbB2 ifadesi goriilmiistiir.

Kim ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada FABP4 pozitifliginin ER negatifligi ile
anlaml1 olarak korele oldugunu ileri stirmiiglerdir (p = 0.018). Kim ve arkadaslarinin
yaptig1 calismaya goére FABP4 pozitifligi {li¢lii negatif meme kanseri hastalarinda
daha kisa hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim ile iliskili bulunmustur (Kim ve

ark., 2014).

Kim ve arkadaglarinin yaptigi calismada FABP4 ekspresyonu , HER2
tiimorlerde en yiiksek gozlenmektedir. Calismamizda FABP4 boyanma siddeti ile
HER?2 ifadesi arasinda anlamli bir korelasyon goriilmedi (p=0,189) (Kim ve ark.,
2014).

Guaita ve arkadaslarinin yaptig1 calisma ve bagka caligmalar ile baz1 metabolik
hastaliklari olan kisilerde dolasimda artmis FABP4 seviyeleri tanimlanmistir. Guaita
ve arkadaglart FABP4'lin hiicre proliferasyonunu arttirdigin1 ancak MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde hiicre gogiine neden olmadigint bulmuslardir. Ayrica Guaita ve
arkadaglar1 c¢alismalarinda, FABP4 meme kanseri dokusunda anjiyojenezi
indiikleyebilecegini; FABP4’iin diger ¢alismalar tersi bir durum sunmus olsalar bile,

meme kanseri dokusunda asir1 ifade edilebilece§ini; memeyi ¢evreleyen yag
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dokusundan gelen eFABP4’iin (eksojen FABP4), kanser ilerlemesinde merkezi bir

role sahip oldugunu one siirmiislerdir (Guaita ve ark., 2017).

Tiim bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda calismamizda FABP4’iin; ELISA
metodunda gozlenen artmis seviyeleri ve doku boyamasi sonucunda ER ile negatif
bir korelasyon goOstermesi meme kanseri prognozunda kullanilabilecek aday

biyomarker’lardan biri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hasta ve kontrol serumlarinda HSL konsantrasyonu ELISA ile belirlendi.
Hasta  HSL diizeyleri kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(P>0,0584). Ayria HPLC metodu ile hasta ve kontrol grubundaki HSL
modifikasyonu karsilastirilmasinda, kontrol grubunda % area 10,09 hasta serum
orneklerinde % area 3,31 bulundu ve HSL % area’sinin kontrole gére anlamli bir
sekilde azaldig1 goriildii (p<0,0001). Hastalarda HSL serum seviyesindeki kontrole
gore azalma ve HSL yapisindaki degisimler meme kanserinin erken teshisinde fayda
saglayabilecegi diigiindiirmektedir. FABP-4 ve HSL proteinlerinin teshis marker’lar
olarak kullanilabilmesi icin farkli c¢alismalar ile bu sonuglarin desteklenmesi

gerektigi goriislindeyiz.

Kim ve arkadaglar1 Western blot yontemi ile farkli meme kanseri hiicre hatlar
arasinda lipit metabolizmasina bagli proteinlerin  ekspresyonunu ortaya
cikarmiglardir. Spesifik olarak, HSL, MDA-MB-453 hiicrelerinde (HER2 alt tipi)
yiiksek oranda eksprese edilmis; FABP4 ise MCF-7 hiicrelerinde (luminal alt tipi) ve
MDA-MB-453 hiicrelerinde eksprese olmus, MDA-MB-435S, MDA-MB-231 ve
MDA-MB-468 (iiglii negatif meme kanseri tipi) hiicrelerindekinden daha yiiksek
oldugunu bildirilmistir (Kim ve ark., 2019).

Olaniyan ve Seun ise, HSL gen polimorfizminin meme kanseri gelisiminde bir
risk faktorii olup olmadigini aragtirmiglar ve sonucunda HSL gen polimorfizminin,
hem test hem de kontrol grubundaki farkli alel yiizdesi baz alindiginda, meme
kanseri deneklerinde bir risk faktorii olarak goriilmedigini ileri siirmiislerdir (

Olaniyan ve Seun 2016).

Immiinohistokimya ¢alismamizda meme kanserli hasta dokularinda artmis Ki67

proliferasyonunun cerbB2 ifadesini, histolojik grade’i, niikleer grade’i de artirdigi
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gortiliirken ER ifadesini azalttig1 gozlendi. Bu dort histopatolojik parametre ile Ki67
proliferasyonu arasinda anlamli bir baglanti bulundugu tespit edildi. Ayrica hasta ve
kontrol gruplar1 ELISA ile 6l¢iilen serum Ki67 konsantrasyonu sonuglarinda da hasta
serumlarinda anlamli bir sekilde Ki67 konsantrasyonlar1 daha yiliksek gozlendi.
HPLC metodu ile hasta ve kontrol grubundaki Ki67 modifikasyonu
karsilastirildiginda, hasta serum Orneklerinde % area’nin kontrole goére azalmis

oldugu goriildii. Ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p> 0.05).

St Gallen'de, ASCO tavsiyelerinde ve Alman Disiplinler aras1 S3 Meme Kanseri
Teshisi, Tedavisi ve izlenmesi igin Rehber Ilkeler Ki-67’1 rutin bir parametre olarak

tanitmamis olmalarina ragmen, Ki67 klinik rutinde kullanilmaktadir (Inwald ve ark.,

2013).

Yine Inwald ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada Ki-67'nin primer meme kanserli
hastalardaki tlimorlerin biiyiik bir kisminda prolifere edildigi bildirilmistir. Calisma
Ki-67'nin histopatolojik parametrelerle iligkili oldugunu gostermistir. Daha biiyiik
timor evreleri ve artmis nodal durum, yiliksek Ki-67 proliferasyonu ile iliskili
bulunmustur. Arastiricilar klasik histopatolojik parametrelerin derecelendirilmesi ve
Ki-67 proliferasyonu arasinda gii¢lii bir iligki tespit etmislerdir. Bu korelasyon ¢esitli
eski caligmalarda da kanmitlanmistir. Sonug¢ olarak, bu calisma yiiksek Ki-67’nin
hastaliksiz sag kalim ve genel sagkalim igin prognostik bir parametre oldugunu

dogrulamaktadir (Inwald ve ark., 2013).

Ki-67'nin aksine, histolojik derecelendirmenin prognozda kullanilmasi uzun
stiredir tedavi kararlarinda en sik kullanilan parametrelerden biridir ve
derecelendirmenin gesitli timorlerde gogalmanin yani sira farklilagsmayi da agikladigi
diistiniilmektedir (Inwald ve ark.,2013).

Biz ¢alismamizda Ki67 artis1 ile niikkleer ve histolojik grade, cerbB2 artis1 ve
ER- ‘lik ile iligkisini gosterdik; Ki67'nin FABP4, PR ve tiimor capi iliskisinde
anlamlilik tespit etmedik. Bu bulgular Ki67’nin prognostik ve tedavi amagh

kullaniminin standardize edilmeye ihtiyaci oldugunu gostermektedir.
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Grade artis1 kotii prognoz ile iliskinlendirilmektedir.(Frkovic-Grazio ve Bracko,
2002). Ki67 ekspresyonu kotii prognostik bir belirteg oldugu i¢in, kotii prognozlu
tiimor tiplerinde yliksektir (Haroon ve ark., 2013).

Haroon ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada Ki67 ile timor derecesi, PR,
Her2neu(cerbB2) pozitifligi arasinda anlamli iliski bulundu. Meme kanseri
saldirganligi, Ki67 pozitif kanser hiicrelerinin yiizdesiyle dogrudan iliskili
goriinmektedir. Cilinkii Ki67'nin immiinohistokimyasal ekspresyonunun farklilagsma
derecesi, lenf nodu metastazi ve PR ekspresyonu ve Her2neu pozitifligi ile iliskili
oldugu goézlenmistir. Histolojik dereceler, kesin olarak tiimdrleri sonuglar agisindan
diisiik ve yiiksek risk gruplarina (derece 1 ve derece 3) ayirir. Bununla birlikte, meme
kanserlerinin yaklasik% 40-50'si daha az iyi tanimlanmis bir risk ile 2. derece olarak
simiflandirilir. 2. derece popiilasyonda Ki-67 endeksinin kullanilmasi, onlar1 alt
siniflandirmada o6zellikle faydali olabilir. Bir diger dnemli konu, hangi hastalarin
'yilksek Ki-67" olarak siniflandirildigini ve bu nedenle daha kotii prognoza sahip
oldugunu belirler ve bu hastalar genellikle daha agresif tedavi alirlar(Haroon ve ark.,
2013).

Zhaoyun ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ER- ve PR- olan hastalarda, Ki67
proliferasyonunun daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Zhaoyun ve ark.,2017).
Bizim c¢alismamizda da Ki67 proliferasyonu ER ile negatif korelasyon
gostermektedir.

Calismamizda meme kanserli hasta serumlar1 ile saglikli kontrol serumlarinda
HPLC ile protein karbonil miktar1 karsilastirlmasi yapildi. Hasta serumlarindaki
protein karbonil miktar1 0,61 Kontrol serumlari protein karbonil miktar1 0,04’e gore
anlamli bir sekilde arttigi gozlendi (p<0.0001). Bu durum sunu ifade etmektedir ki
meme kanserli hastalar artmis oksidatif stres altindadir ve bundan dolay1 da serum
orneklerinde bir oksidatif stres biomarker’t olan protein karbonil miktarlar1 saglikli

kisilere gore oldukc¢a fazla miktarlarda bulunmustur.

Proteinler i¢indeki bazi amino asitlerin hastalik siddetine bagli olarak
oksidasyonu, protein karbonillerinin olusmasina neden olarak proteinlerin yapisal
fonksiyonlarimi degismesine veya katalitik aktivite kaybina sebep olmaktadir (Dalle-
Donne ve ark., 2003). Oksidasyon sirasinda karbonil gruplar olusmaktadir ve protein

karbonil seviyeleri, protein oksidasyonunun en giivenilir biyomarker’larindan biridir
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ve yaslanma, Alzheimer hastaligi, diyabet, enflamatuar , bagirsak hastaliklari, artrit,

kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarda birikimleri gozlenmektedir.

Rossner ve arkadaglari, plazma protein karbonil diizeyleri ile meme kanseri riski
arasinda pozitif bir iliski bulmuslardir. Caligmalarinda iki oksidatif stres
biyomarker’inda (idrar 15F2t-izoprostanlar ve protein karbonilleri) gozlemledikleri
yiikselmeyi, artan meme kanseri riski ile ve oksidatif stresin kanser etiyolojisinde rol
oynayabilecegi hipotezi ile iliskilendirmislerdir ( Rossner ve ark., 2007). Protein
karbonillerinin plazma seviyeleri, meme kanseri riski ile anlamli bir pozitif iligski ve
ileri seviyedeki meme kanseri ile gii¢lii bir korelasyon saglamasi ve yapilmis
arastirmalarda plazma, doku ve insan hiicre dizilerindeki protein karbonil
seviyelerinin tiimoriin ilerlemesi ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Mannello ve
ark., 2009).

Mannello ve arkadaslarinin yapmis oldugu meme aspire sivisi (NAF) protein
karbonil konsantrasyonlar1 ¢alismasinda, tiimor evresi ve NAF protein karbonil
konsantrasyonu arasinda bir korelasyon gosterilmemis, ancak kansere dogru ilerleyen
malign Oncesi meme hastaliklari olan kadinlarda elde ettikleri bulgular plazma, doku
ve hiicre dizilerinde yapilan ¢alisma raporlari ile benzerlik gostermistir (Mannello ve

ark., 2009).

Sonug olarak; T1 ve T2 evresindeki meme kanserli olgularda, serumda FABP4
ve Ki67 degerlerinin anlamli yiiksek, HSL konsantrasyonunun diisiik bulunmasi;
serum analizleri ile bu biyomarkerlarin prognozda kullanilabilecegini
ongormekteyiz. Calismamizda protein karbonil miktarinin, meme kanserli kadinlarin
serumlarinda kontrole gore anlamli yiiksek bulunmas1 meme kanserinin prognozunda
giivenilir bir biyomarker oldugunu ileri slirmekteyiz. Tabiki protein karbonil
miktarmin serumdaki artmis degeri, farkli hastaliklar icin de miimkiin oldugundan

meme kanserine spesifik bir biyomarker olarak diisiiniilmemektedir.

Serum protein FABP4, Ki67 ve HSL modifikasyonlarimin  saflastirilmig
proteinler ile hasta serum proteinlerinin HPLC’de karsilagtirilarak izlenmesi
tarafimizca Onerilmektedir. Ciinkii serum ELISA analizlerinde FABP4 ve Ki67

kontrole gore anlamli yiiksekken, HSL kontrole gore diisiik bulundu. Ancak HPLC
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analizinde tim parametrelerin modifikasyonlar1 kontrole gore diisiik bulundu. Bu

proteinlerin modifikasyonlarinin ileri analizler ile dogrulanmasini 6nermekteyiz.

Doku FABP4 calismasinda, FABP4’iin boyanma siddetine bagli olarak
parametrelerle karsilagtirilmasindaki tartismali sonug, doku FABP4 boyamasinin
bliyiik hasta gruplariyla ¢alisilmasini 6nermekteyiz. Ayrica hasta popiilasyonuna T3
evreli hastalarinda dahil edilmesinin tiimor gelisimi ile FABP4 iliskisini gdstermesi

acisindan uygun olacagini diisiindiirmektedir.
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EK 2

HASTA BILGILENDIRME FORMU
Calisma Adi: Meme Kanserinin Erken Prognozunda Proteomik Yaklagim
Protokol No: Yiiksek Lisans Tezi

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Saglk
Bilimleri Universitesi Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi ile yiiriitiilen yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda yukarida adi

gecen ¢alismaya davet edilmis bulunuyorsunuz.

Meme kanserinin diinyadaki 6liim insidansi ve lilkemizdeki yiiksek prevelansi

arastirmacilarin son yillarda biyomarker ¢aligmalarina odaklanmasina yol agmustir.

Meme kanserli hastalarin serum ve plazmalarinda bazi protein seviyelerinde
yiikselmeler gozlenmektedir. Bu proteinlerin takibi ile hastaligin aktifligi, tekrarlama

durumu, metastazi, prognoz ve terapotik cevabi arasinda iligski kurulmaktadir.

Glinlimiizde hastaligin diagnozunda kullanilan markerlar arasinda yanlig
pozitiflik sunmalar1 veya diagnoz sonrast yasam siirelerindeki diistikliik gibi

parametreler nedeniyle yeni biyomarkerlara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Meme kanserinin erken diagnozunda kullanilacak aday serum protein
biyomarkerlarinin arastirilmasi ve klinige sunulmasi son derece 6nem tagimaktadir.
Bu c¢alismada proteomik arastirmalarin sonucunda giivenilir, hassas ve dogruluk
orani yiiksek bir serum protein biyomarker calismasi i¢in metodoloji gelistirilmesi

planlanmustir.

Caligmamuz bir y1l siirecek olup, calismaya antiagregan ila¢ kullanmayan 30
hasta ve higbir ila¢ kullanmayan15 saglikli goniillii dahil edilecektir. Klinik tarama
ve biyopsi sonucunda meme kanseri tanisi kondugu i¢in siz bu g¢alismaya dahil
edildiniz ve doktorunuz tarafindan Onerilen tedaviye tabi tutulacaksiniz.
Calismamizda hastaliginizla iliskili olarak sizden alinacak bir miktar kanda Ki67,
HSL ve FABP4 protein seviyeleri ve meme kanserinin teshisinde faydali olabilecek

biyomarkerlarin varligini arastirmay1 amacladik. Gerekli goriildiigiinde biyokimyasal
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kan parametrelerine bakilacaktir. Bundan baska herhangi bir ek girisim talep
edilmeyecektir. Sizden caligmayla ilgili higbir iicret talebinde bulunulmayacaktir.
Calismaya katilmaniz halinde kisisel bilgileriniz bizde sakli1 tutulacak ve herhangi bir
yerde agiklanmayacaktir. Calisma ile ilgili danigsmak istediginiz bir konu oldugunda

asagida telefon numarasi yazili bulunan arastirmaciyla temasa gecebilirsiniz:

Op.Dr.Serkan Ilgiin........................ 0533/2653865
Prof.Dr. Nusret Erdogan.................. 0212/9453121
Prof.Dr. Sermin Tetik................. 02164502772

Bu caligmaya herhangi bir etki ya da baski altinda kalmadan, goniillii olarak
katilmaniz1 istiyoruz. Istediginiz her an bu calismadan cekilme hakkina sahipsiniz.

Isminiz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Hasta Ad1 Soyadi Doktor Ad1 Soyad1

Tarih Tarih

Imza Imza
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EK3

HASTA ONAY FORMU

Calisma Adi: Meme Kanserinin Erken Prognozunda Proteomik Yaklasim

Protokol No: Yuksek Lisans Tezi

Hasta bilgilendirme formunda verilen tiim bilgileri okudum ve anladim.
Doktorum tarafindan Onerilen tedavi siiresince kisisel ve hastaligim konusundaki
bilgilerin kullanilmasinda bir sakinca géormiiyorum. Gerektiginde biyokimyasal kan
parametrelerine seviyelerine bakilmasinda bir sakinca gérmiiyorum. Bu ¢aligmaya
hic kimsenin etkisi altinda kalmadan tamamen kendi rizamla goniilli olarak

katilmay1 kabul ediyorum.

Hasta adi soyadi

Imza

Tarih
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EK 4

SAGLIKLI GONULLU BiLGILENDIRME FORMU

Calisma Adi: Meme Kanserinin Erken Prognozunda Proteomik Yaklasim
Protokol No: Yiiksek Lisans Tezi

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 ve Saglik
Bilimleri Universitesi Gaziosmanpasa Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi ile yiritilen kapsamli proje kapsaminda yukarida adi gegen

calismaya davet edilmis bulunuyorsunuz.

Meme kanserinin diinyadaki 6lim insidansi ve lilkemizdeki yiiksek prevelansi

arastirmacilarin son yillarda biyomarker ¢aligmalarina odaklanmasina yol agmustir.

Meme kanserli hastalarin serum ve plazmalarinda bazi protein seviyelerinde
yiikselmeler gozlenmektedir. Bu proteinlerin takibi ile hastaligin aktifligi, tekrarlama

durumu, metastazi, prognoz ve terapotik cevabi arasinda iliski kurulmaktadir.

Gilinlimiizde hastaligin diagnozunda kullanilan markerlar arasinda yanlis
pozitiflik sunmalar1 veya diagnoz sonrasi yasam siirelerindeki disiiklik gibi

parametreler nedeniyle yeni biyomarkerlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Meme kanserinin erken diagnozunda kullanilacak aday serum protein
biyomarkerlarmin arastirilmasi ve klinige sunulmasi son derece 6nem tasimaktadir.
Bu calismada proteomik arastirmalarin sonucunda giivenilir, hassas ve dogruluk
orani yliksek bir serum protein biyomarker ¢alismasi i¢in metodoloji gelistirilmesi

planlanmistir.

Siz bu ¢alismaya saglikli oldugunuz i¢in dahil edildiniz. Arastirma sirasinda
sizden alinacak bir miktar kanda Ki67, FABP4 ve HSL protein seviyeleri ve meme
kanserinin teshisinde faydali olabilecek biyomarkerlarin varligmi arastirmayi
amagladik. Gerekli goriildiigiinde biyokimyasal kan parametrelerine bakilacaktir.

Bundan baska herhangi bir ek girisim talep edilmeyecektir. Sizden calismayla ilgili
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hicbir iicret talebinde bulunulmayacaktir. Calismaya katilmaniz halinde kisisel
bilgileriniz bizde sakli tutulacak ve herhangi bir yerde agiklanmayacaktir. Calisma ile
ilgili damismak istediginiz bir konu oldugunda asagida telefon numaras1 yazil

bulunan aragtirmacilarla temasa gegebilirsiniz:

Op.Dr.Serkan Ilgiin........................ 0533/2653865
Prof.Dr. Nusret Erdogan.................. 0212/9453121
Dog¢.Dr. Sermin Tetik...................... 02164502772

Bu calismaya herhangi bir etki yada baski altinda kalmadan, goniillii olarak
katilmaniz1 istiyoruz. Istediginiz her an bu calismadan cekilme hakkina sahipsiniz.

Isminiz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Hasta Ad1 Soyadi Doktor Ad1 Soyad1
Tarih Tarih
Imza Imza
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EK5

SAGLIKLI GONULLU ONAY FORMU

Calisma Adi: Meme Kanserinin Erken Prognozunda Proteomik Yaklasim

Protokol No: Yuksek Lisans Tezi

Saglikli goniillii bilgilendirme formunda verilen tiim bilgileri okudum ve anladim.
Doktorum tarafindan bana Onerilen kan alimin1 onayliyor ve kisisel bilgilerin
kullanilmasinda bir sakinca gormiiyorum. Gerektiginde biyokimyasal kan
parametrelerine seviyelerine bakilmasinda bir sakinca gérmiiyorum. Bu ¢aligmaya
hic kimsenin etkisi altinda kalmadan tamamen kendi rizamla goniilli olarak

katilmay1 kabul ediyorum.

Hasta adi soyadi

Imza

Tarih
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EK 6: Diger Bilimsel faaliyetler (yayimn, kongre bildirisi vs.)

Dis E, ilgiin S, Kimiloglu E, Ergiin S, Erdogan N, Cirac1 E, Aksoy H, Tetik S.
Biomarker-based techniques for early diagnosis of breast cancer. 20th International
Meeting of the Danubian League against Thrombosis and Hemorrhagic Disorders,
13-16 Nisan 2019, ANTALYA ( s6zlii sunum).
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16x 20

Synemy

Oral Prasantetions

OP-018
Biomarker-Based Technigues for Early Diagnosis of Breast Cancer

Elif Dig*, Serkan llgiin?, Elife Kimiloghe?, Samet Ergiin®, Nusret Erdogan', Enver Ciract’, Halil Aksoy',
Semnin Tetk'

TNANMArA Lnivaraity, Facu iy of Pharmacy, Depanmant of Bz hamistry, Hayiarpass- Etnbu-Tir kay
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The aim of this study was to improve the early diagnosis of breast cancer and the identification of
reliable biomarkers that indicate therapeutic response, and of theraples targeting modified protein. In
this study, we have planned both to do biomarker identification in serum and tissue of patients with
breast cancer and to identify comelations between immunohistochemical, immuncassay and High
Pressure Liguid Chromatography (HPLC) methods. To this end, in the tissues of patients with breast
cancer, in order to perform histopathological disgnosis, we evaluated ER-posithve/ER-negative, tumor
sizeand lymph nod es metastasis(Table 1), followed by both expression/modification of fatty acid binding
protein (FABA) and K& T expression on tissue of patients with breast cancer via immunohistoch emical
methods, On the other hand we correlated the outcomes of serum protein expressions of FAB4,
hormone sensitive lipase (HSL), and KI67 by the ELISA method. We use d HPLE to show protein carb anyl
levels, which were oltained from serum protein modification of patients. Using a case-control study
design, serum samples from 46 female patients with primary invasive breast cancer were compared
with samples from 46 age- and sex-matched healthy controls.

This Project was supported by a grant awarded by the Scentific Research Comittee of Marmara
Unive rsity, with number SAG-C-¥LP-111017-0578.

Keywords: Biomarker, breast cancer, Ki6?, FabP4, HSL, HPLC

Table 1. Clinico-pathologic Charctaistics of Patiants with Breast Caner

Patient Numbsr Parcantage
Sex: Femalke 46 1m
Bge: =50, =50 nm 434,566
Tumor size: TO, T, T2 2,26,18 43, 56K, 39.1
Lymph nodes metastasis: MO, M1 ma &0, 50
Ostragens Receptor (ERx ER+, BR- 42,4 813,87
Progesteron Receptor (PR): PR+, PR- w1z 7a8 %1
Evaluation of CerbB2 Gene:CarbBE2: Megawve (0-1-2) a0 BR.2
Evaluation of CerbB2 Gene:CerbB2: Positive (2-3) 16 M8
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Yabanci Dil Sinav Notu #

YDS UDS IELTS TOEFL TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 79,78331 79,26971 66,77300
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