T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
PATOLOJI ANABILIM DALI

MEMENIN INVAZIV DUKTAL KARSINOMUNDA
TELOMERAZ AKTIVITESI VE APOPTOZISIN
IMMUNOHISTOKIMYASAL VE WESTERN BLOT
YONTEMLERI KULLANILARAK ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
Dr. Bilge AYDIN TURK

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Bengii COBANOGLU SIMSEK

ELAZIG
2010



DEKANLIK ONAYI

Prof. Dr. irfan ORHAN
DEKAN

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. I. Hanifi OZERCAN
Patoloji Anabilim Dali Baskam

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Uzmanlik Tezi olarak

kabul edilmistir.

Dog. Dr. Bengii COBANOGLU SIMSEK

Damisman

Uzmanlk Smaw Jiiri Uyeleri




Aileme.......



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siirecinde, egitimime biiyiik katkilar1 olan basta Anabilim
Dali baskanimiz Prof. Dr. I. Hanifi OZERCAN ve hicbir zaman destek ve
yardimlarin1 esirgemeyen tez danismanim Dog. Dr. Bengii COBANOGLU SIMSEK
olmak {izere asistanligimin tiim asamalarinda degerli bilgilerini aktaran, her konuda
destek olarak, yol gosteren Anabilim Dalimizin degerli 6gretim iiyelerine, birlikte
calistigim tiim asistan ve uzman olmus arkadaslarima, tiim laboratuvar ve biiro
calisanlarina, ayrica tezimin hazirlanmasinda emegi gecen Veterinerlik Fakdiltesi
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Kazim SAHIN ve
ekibi ile Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim tiyesi Yrd. Dog. Dr.
Mehmet TUZCU ve ekibine tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde en biiyilk pay sahibi olan ve hayatimin tim
asamalarinda oldugu gibi asistanligim siiresince de bana sevgi ve desteklerini biran
bile eksik etmeyen ve bana sabirlarini sunan sevgili annem, babam ve kardeslerime,
bu zorlu siiregte benden destegini hi¢ esirgemeyen esim Dr. Ali Ekber TURK e ve
bazen oyun zamanlarmi calismalarima ayirdigim biricik oglum Melih TURK’e

tesekkiir ederim.



OZET

Meme Kkanserleri kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Invaziv duktal
karsinom meme kanserlerinin en genis grubunu olusturur. Bu c¢alismada invaziv
duktal karsinomlarda telomeraz aktivitesi ve apoptozisin immunohistokimya ve
western blot yontemleri ile arastirilmasi amag¢lanmistir.

2005 ve 2010 yillar1 arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda invaziv duktal karsinom tanisi alan 75 olgu ve frozen incelemesi
yapilan 6 olgu ¢alismaya dahil edildi. Elde edilen kesitler Bax, Bcl-2, hTERT ve
BNIP3 ile boyandi. S6z konusu antikorlarin boyanma 6zellikleri yani sira, yas, timor
boyutu, derecesi, Ostrojen reseptorili, progesteron reseptorii ve c-erbB2 durumlari
degerlendirildi.

Immunohistokimyasal ~ ¢alismalarda  tiimdr  derecesi arttikga  Bcl-2
pozitifliginde azalma ve Bax pozitifliginde artis bulundu. Bu durum, istatistiksel
olarak anlamli olmasa da, western blot yontemiyle elde edilen bulgularda da
Bcl-2’nin derece 1 tiimorde en yiiksek degerde oldugu saptandi. Bcl-2 ile dstrojen
reseptOrii ve progesteron reseptorii pozitifligi arasindaki iliski, apoptozisde hormonal
kontrolii diistindiirecek sekilde, istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica derece
arttik¢a, hipoksik hiicre 6liimiinde etkili olan BNIP3’iin azaldig: belirlendi. Benzer
sekilde western blot yontemi ile de BNIP3’lin derece 3 tiimorde en diisiik degere
sahip oldugu saptandi. Tiimor derecesi arttikga, telomeraz aktivitesini diizenleyen ve
hiicre proliferasyonunun devamini saglayan hTERT’in de arttigi tesbit edildi.
Western blot yonteminde ise hTERT ’in derece 1 tiimorde, kontrole gore yaklasik
dort kat arttig1 bulundu.

Tiimorde olduk¢a yiiksek olan hTERT, taniya yardimci bir kanser
belirleyicisi olabilir. h\TERT ve BNIP3, prognoz hakkinda bilgi verebilecek degerli
belirleyicilerdir. Her ikisinde de duktal karsinoma insitu alanlarinin pozitif boyanmis
olmasi, timor gelisiminin ilk basamaklarinda, telomeraz ve apoptozisin etkin
oldugunu gostermektedir. Telomeraz artisi ve hipoksik hiicre Oliimiiniin
durdurulmasma yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ile birlikte, tiimor
progresyonunun durdurulmasi konusunda énemli bir agsama kaydedilecektir.

Anahtar kelimeler: Meme, karsinom, apoptozis, telomeraz.



ABSTRACT
ANALYSES OF TELOMERASE ACTIVITY AND APOPTOSIS IN
INVASIVE DUCTAL CARCINOMA OF THE BREAST BY USING
IMMUNOHISTOCHEMICAL AND WESTERN BLOT METHODS.

Invasive breast cancer is the most common carcinoma in women. Invasive
ductal carcinoma comprises the largest group of invasive breast cancers. In this
study, it is aimed to investigate telomerase activity and apoptosis by using
immunohistochemical and western blot methods.

Seventy five cases which diagnosed as invasive ductal carcinoma and six
cases which underwent frozen procedure in Pathology Department of Medical
School of Firat University are included in our study. The acquired sections are
stained with Bax, Bcl-2, hTERT and BNIP3. Age of patient, tumor size and grade,
estrogen, progesteron and c-erbB2 status are evaluated as well as the staining
characteristics of the antibodies in question.

A decrease of Bcl-2 positivity and an increase of Bax positivity were found
with increasing tumor grade in immunohistochemical method. Although, these
results were not statistically significant, the data obtained by western blot method
showed that Bcl-2 was highest in grade 1 tumor. The relationship between the Bcl-2
and estrogen receptor positivity and progesteron receptor positivity was statistically
significant, suggesting that there is hormonal control in the apoptosis. Also BNIP3
which effects hypoxic cell death, was found to be decreased with increasing tumor
grade. Similarly, BNIP3 was found to have the lowest value in grade 3 tumors by
western blot method. hTERT, which regulates telomerase activity and provide
continuance of cell proliferation was found to be increased with increasing tumor
grade. In western blot method, hTERT increased nearly four-fold compared to
control.

hTERT, which has very high levels in tumor, may be a helpful cancer marker.
Both hTERT and BNIP3 are important markers which can provide information about
the prognosis. Positive staining in the DCIS areas with these markers shows that
telomerase and apoptosis have an effect on the first stages of tumor development.
There will be a big improvement in tumor progression control with the new treatment
modalities that stop telomerase activity and hypoxic cell death.

Key words: Breast, carcinoma, apoptosis, telomerase.
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve kadinlardaki tiim
kanserlerin % 22’sini olusturur (1). Ayrica meme kanserleri kadinlarda 6liimiin 6nde
gelen sebeplerindendir. Bu nedenle meme kanserlerinde etyolojik ve prognostik
caligmalar 6nem tagimaktadir.

Somatik hiicreler ¢ogaldigi zaman, her telomer kopyalanamaz ve telomer
ilerleyici bir sekilde kisalir. Hiicre boliinmesi sonucu ileri derecede kisalan
telomerlerin hiicresel yaslanma siirecinin sinyali oldugu diistintiliir. Siirekli ¢ogalan
germ hiicrelerinde ve kok hiicrelerinde telomer uzunlugu her boliinmeden sonra
telomeraz enzimi ile tamir edilir. Telomeraz neoplastik hiicrelerde de aktiftir ve
timor olusumunda 6nemli bir adimdir (2, 3).

Telomeraz RNA bagimlt DNA polimerazdir, kromozomun u¢ kismindaki
telomerleri olusturan tekrarlayan niikleotid sekanslarini (insanda TTAGGG)
sentezler. Bu telomerler kromozomun u¢ kisminda bir baslik seklindedir ve hiicre
boliinmesi sirasinda kromozomal uglarin yapismasini O6nler. DNA polimeraz
DNA’nin ug¢ kisimlarin1 tam olarak kopyalayamaz ve genetik materyalde kayiplar
olusur. Bu da kromozomal dengesizlik ve hiicresel yaslanma ile sonuglanir.
Telomeraz aktivitesi olmadan niikleer boliinmenin her dongiisiinde telomerlerde
kisalma olur ve hiicresel apoptozisi tetikleyen kritik bir boyuta ulasir. Bundan dolay1
telomeraz aktivitesi okaryotik kromozomal uglarda telomerleri sabit bir boyutta tutar.
Boylece hiicresel oliimsiizliigii kontrol eder ve bu yiizden de karsinogenezin kritik bir
basamagi olabilir (4).

Tiimor hiicrelerinin  apoptozisden kagma mekanizmalarindan biri de
telomeraz aktivitesinin devam etmesidir. Telomeraz holoenziminin Kkatalitik alt
tinitesi olan hTERT'in (telomeraz revers transkriptaz) salinimi insan hiicrelerinin
sonsuz sayida ¢cogalmasi ile ilgilidir. Telomeraz aktivasyonunun, immortalizasyonda
ve tiimoral hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasinda rol oynayan énemli mekanizmalardan
biri oldugu ve telomeraz aktivitesinin kanser tanisinda belirleyici olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Telomeraz enziminin aktivitesini diizenleyen
genlerin  kesfedilmesiyle kanser tedavisinde siirpriz  gelismelerin  olmasi
beklenmektedir (3, 5, 6). Yapilan ¢alismalarda hTERT’in malign timdrlerde ve

kanser hiicre serilerinde normal dokulara gore daha yiiksek oldugu, ayrica meme



kanserlerinde hTERT salinimi ve telomeraz aktivitesi arasinda giiclii bir iliskinin
varlig1 tespit edilmistir (4, 7).

Bax (proapopitotik) ve Bcl-2 (antiapopitotik) genleri apopitotik hiicre 6limii
yolunun son basamagini diizenler. Bcl-2 hiicre proliferasyonu olusturmadan
programlanmis hiicre 6liimiinii inhibe eden tek onkojendir. Her iki genin durumunun
bilinmesi hiicrenin apopitotik yeterliligi hakkinda bilgi verir (8). Yapilan bir
calismada meme kanserlerinde Bcl-2’nin siklikla salindigi ve lenf diigiimii tutulumu
olsun olmasin meme kanserlerinde daha iyi klinik gidis ve prognoz ile iligkili oldugu
bulunmustur (8).

BNIP3, Bcl-2 ailesinin bir iiyesidir ve hipoksik durumlarda artis gosterir.
Mitokondri membranina girer, reaktif oksijen iirlinlerini tetikler ve membran
depolarizasyonu saglayarak membranda gecirgenligi arttirir. Bu hizli ve siddetli
mitokondrial disfonksiyona plazma membraninda gecirgenlik artigi, yaygin
sitoplazmik vakuolizasyon ve DNA bant kiriklar1 da eslik eder. Bu da hiicre 6limii
ile sonuglanir (6). Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarda, normal meme
dokulan ile karsilastirildiginda duktal karsinoma insitu (DKIS) ve invaziv meme
karsinomlarinda neoplastik hiicrelerin sitoplazma ve niikleuslarinda BNIP3 anlamhi
olarak yiiksek seviyelerde bulunmustur. Bu da BNIP3’iin meme kanserinin
neoplastik ilerleyisinde 6nemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Niikleer BNIP3
salinimi DKIiS’de artmis rekiirrens ve kisa hastaliksiz yasam siiresi ile iliskili,
invaziv meme karsinomlarinda daha az agresif fenotiple iligkilidir. Bu da otofaji,
hiicre 6liimii ve yasam siiresinde rolii olan BNIP3’iin asil islevinin insitu
karsinomdan invaziv karsinoma geg¢is sirasinda oldugunu diisiindiirmektedir (6).

Bu ¢alisma invaziv duktal karsinomlarda (IDK) telomeraz aktivitesini
belirlemek, telomeraz aktivitesindeki artisla tiimor hiicrelerinde apopitozisin azalip
azalmadiginin belirlemek, apopitoziste rol alan BNIP3, Bax ve Bcl-2 gibi
belirleyicilerin immunohistokimyasal ve molekiiler olarak salinimini arastirmak ve
bu belirleyicileri bazi patolojik prognostik faktorlerle karsilastirmak amaciyla

planlanmistir.



1.1. MEMENIN NORMAL YAPISI VE GELISIMI

1.1.1. EMBRIYOLOJI

Siit ¢izgileri intrauterin hayatin 5. haftasinda belirginlesir ve her iki yanda
aksilladan inguinal bolgeye dogru uzanir. Fetus biiyiidiikce pektoral bolgedeki kiigiik
bir alan harig siit ¢izgileri geriler. Gestasyonun 10-12. haftalarinda pektoral bolgede
epitelyal tomurcuklar belirginlesip 2. ve 3. trimesterde giderek biiyiir. Gebeligin son
birka¢ haftasinda fetal meme bezleri maternal ve plasental steroidlere duyarlidir ve
asiner yapilardaki epitelyal hiicreler sekretuar aktivite gosterir. Dogumda hem kiz
hem erkek bebeklerde meme dokusunda palpe edilebilir bir biiyime mevcuttur.
Yasamin birinci ayinda anne ve plasenta kaynakli seks steroid hormonlar1 ve prolaktin
azalir, sekretuar aktivite sona erer, meme bezleri geriler ve inaktif hale gelir. Bu
zamandan puberteye kadar meme, progresif alveoler diferansiyasyon olmaksizin bazi
dallanmalar gosteren baslica laktiferdz duktuslardan olusur (9, 10).

1.1.2. ANATOMI

Meme gogiis 6n duvarinda 2-6. kostalar arasinda, sternumun yan kenari ile 6n
ya da orta aksiller ¢izgi arasinda bulunur. Meme bezinin 6niinde yiizeyel fasya,
arkasinda derin fasya bulunur. Meme derisinden derin fasyaya dogru uzanan
ligamentlere “Cooper” ligamentleri denir. Bu ligamentler memeyi yerine tespit ederler.
Kanserin gerek yayilma gerekse ilk belirtilerini ortaya koymada 6nem tagirlar. Memenin
tam ortasinda bulunan areola denilen koyu renkli bolgede meme basi bulunur. Her
bir meme, meme basindan gecen gapraz gizgilere gore iist dis kadran, alt dis kadran,
ist i¢ kadran, alt i¢ kadran ve areola olmak tizere boliimlere ayrilarak degerlendirilir.
Ust dis kadran daha genistir ve bez yapilar1 en fazla burada bulunur.

Arterleri ve venleri: Meme dokusu zengin bir damar yapisina sahiptir.
Interkostal arter, internal ve lateral torasik arterlerden beslenir. Yiizeyel venler
internal torasik ven, aksiller ven ve interkostal venlere dokiiliir. Interkostal venler
vertebral vendz sistemle baglantili oldugundan bu yol meme tiimorlerinin kemiklere
ve sinir sistemine metastaz yapmasina yardimet olur.

Sinirleri: 4-5. ve 6. interkostal sinirlerin kutandz anterior ve lateral dallar ile

innerve olur.



Lenf yollari: Meme lenfatik akiminin % 75 - 97’si aksiller lenf diiglimlerine,
% 3-25’1 internal mammaryan diiglimlere, ¢cok az bir kismi ise kostovertebral ekleme
yakin alandaki posterior interkostal lenf diiglimlerine akar (11-13).

Lenf diiglimiine yayilim tipi timdriin memedeki lokalizasyonundan biiyiik
Olciide etkilenir. D1s kadranlardan gelisen tiimorlerin yaklasik % 50°si sadece aksiller
lenf diiglimlerine yayilirken % 15’inde hem aksiller hem internal mammaryan lenf
diigiimlerine yayilim vardir. i¢ kadranlarda ve memenin santralinde gelisen tiimorler
ise vakalarin % 25’inde sadece aksillay: tutar. Buna ek olarak % 40 vakada aksiller
tutulumla birlikte internal mammaryan lenfatikler de tutulmustur. Supraklavikuler
lenfatikler tutulum goriilen {iglincii en sik yerdir (11).

Lenf yollar1 pektoralis mindr kasi ile olan iligkilerine gore {ic anatomik
bolgede incelenir.

Diizey I (level I): Pektoralis mindr kasinin lateral kenarmnin yaninda, alt
kenarmin altinda, aksiller ven boyunca uzanan lenf digtimleridir. Eksternal
mammarian, aksiller ven ve skapular lenf diigiimii gruplarini igerir.

Diizey Il (level 11): Pektoralis minér kasimnin arkasinda, medial ve lateral
sinirlart arasinda uzanir. Santral bolge lenf diiglimlerini igerir.

Diizey III (level I1I): Pektoralis minor kasinin medial sinirinin medialinde ve
siiperiorunda siralanir. Subklavikiiler, intraklavikiiler ve apikal lenf diiglimlerini
icerir (11-14).

1.1.3. HISTOLOJI

Meme dokusu, 12-20 ana duktus sisteminin dallanmasi ve bunlarmn her birinin
lobiillere ayrilmasindan olusan tubuloalveoler bez yapisindadir. Meme lobiiller ve
duktuslar olmak iizere iki kisimdan olusur. Meme lobiilii, her bir terminal duktusun
kiigiik bir boliimii ve onun tomurcuklanmasi ile olusan asiniislerden olusur ve bu
boliim terminal duktul lobiiler iinit (TDLU) adinm alir. Burasi patolojik lezyonlarin
cogunlugunun gelistigi bolgedir. Asiniisler igte, limene bakan tarafta, siit {iretimini
saglayan, tek katli, kiiboidal hiicrelerle doselidir. Dista ise myofilament igeren
kontraktil, yassilasmis myoepitelyal hiicreler bulunur. Myoepitelyal hiicreler
laktasyon esnasinda siitiin bosalmasina yardimci olurlar. En dista ise bazal membran
bulunur (9, 10, 15). Lobiiller ve duktuslar arasi boslugu bag ve yag dokusu

doldurmaktadir. Memede siit salgilayan boliim olan lobiiller, duktuslar ile meme



basina agilirlar. Lobiillerin birlesmesiyle loblar (matiir memede 15-25 adet) olusur.
Meme basi ¢evresinde bulunan areola; dairesel goriinimde pigmente bir alan olup,
epitelinde kiigiik tliyler, yag ve ter bezleri ile aksesuar meme bezleri bulunur. Ayrica
areola ¢evresinde ¢ok sayida sebase bez (Montgomery bezleri) bulunmaktadir. Bu
bezler gebelikte daha belirgin olup meme basinin yagli olmasini saglar (9, 10).

1.2. MEME TUMORLERI

1.2.1. Meme Tiimoérlerinde Histopatolojik Simiflandirma

Meme tiimérlerinin histolojik smiflamasi 1982 yilinda Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan yapilmistir. 2003’te DSO yeni bir histolojik siniflandirma

yayinlamistir ve bu siniflandirma Tablo 1’de goriilmektedir (1).

1.3. MEME KANSERLERI

1.3.1. MEME KANSERLERINDE INSIDANS VE EPIDEMIYOLOJI

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Insidans1 Kuzey Amerika
ve Kuzey Avrupa’da en yliksek, giiney Avrupa ve Latin Amerika’da orta, Asya ve
Afrika tlkelerinde ise en digiiktir (1, 15). Kansere bagl oliimlerde akciger
kanserinden sonra ikinci siradadir. Meme kanseri ¢ocukluk dénemi harig, herhangi
bir yas grubunda goriilse de, baz1 familyal olgular disinda 25 yasin altinda nadiren
ortaya ¢ikar. Insidans, yas ile birlikte artis gosterir (11). Mammografi gibi tarama
yontemlerinin yayginlagsmasiyla meme karsinomlarinin teshisi kolaylagmistir. Ayrica
bu vakalarin gogunda tiimér 2 cm’den kii¢iik veya insitu karakterdedir (15).

Insanlarda meme kanserinin nedeni net olarak bilinmemektedir. Son yillarda
meme Kkanserinin tan1 ve tedavisinde onemli asamalar kaydedilmis, kanser gelisme
riski yiiksek kadinlari belirlemeye yonelik risk faktorleri, molekiiler biyoloji ve
genetik biliminin katkilariyla belirlenmeye calisilmistir. En belirgin risk faktorleri
cinsiyet (kadin) ve yastir (50 yas iistii) (16).

1.3.2. RISK FAKTORLERI

Cografik etki: Asya ve diger iilkelere kiyasla Birlesik Devletler ve Avrupa
ilkelerinde meme kanseri goriilme insidans1 4-7 kat daha fazladir. Birlesik

Devletler’e go¢ edenlerde de meme kanseri goriilme riskinin arttig1 saptanmistir (10,
11, 15).



Tablo 1. Meme tiimérlerinin Diinya Saglik Orgiitii histolojik klasifikasyonu (1)

I- EPITELYAL TUMORLER
a- Invaziv duktal karsinom (IDK)
Mikst tip karsinom
Pleomorfik karsinom
Osteoklastik dev hiicreler igeren IDK
Koryokarsinomatdz 6zellikler iceren IDK
Melanotik 6zellikler igeren IDK
b- invaziv Lobiiler Karsinom
c- Tubuler Karsinom
d- Invaziv Kribriform Karsinom
e- Mediiller Karsinom
f- Musin6z Karsinom ve Bol Musin Igeren Diger
Timorler
Musindz karsinom
Kistadenokarsinom ve kolumnar hiicreli
musindz karsinom
Tagh yiiziik hiicreli karsinom
g- Noroendokrin Tiiméorler
Solid néroendokrin karsinom
Atipik karsinoid timor
Kiigiik hiicreli karsinom
Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
h- Invaziv Papiller karsinom
i- Invaziv Mikropapiller Karsinom
j- Apokrin karsinom
k- Metaplastik karsinom
Piir epitelyal metaplastik karsinom
Skuaméz hiicreli karsinom
Adenokarsinom ile beraber igsi hiicreli
metaplazi
Adenoskuamdz karsinom
Mukoepidermoid karsinom
Mikst epitelyal / mezensimal metaplastik
karsinom
I- Lipidden zengin karsinom
m- Sekretuar karsinom
n- Onkositik karsinom
0- Adenoid kistik karsinom
p- Asinik hiicreli karsinom
g- Glikojenden zengin seffaf hiicreli karsinom
r- Sebase karsinom
s- Inflamatuar karsinom
t- Lobiiler neoplazi
Lobiiler karsinoma in situ
u- Duktal karsinoma in situ
v- Mikroinvaziv karsinom
w- Intraduktal papiller karsinom
Santral papillom
Periferal papillom
Atipik papillom
Intraduktal papiller karsinom
Intrakistik papiller karsinom
x- Adenomlar
Tubuler adenom
Laktasyon adenomu
Apokrin adenom
Pleomorfik adenom
Duktal adenom

Il - MEZENKIMAL TUMORLER

a- Hemanjiyom
b- Anjiyomatozis
¢- Hemanjiyoperisitom
d- Ps6doanjiyomatoz stromal hiperplazi
e- Myofibroblastom
- Fibromatozis (agresif)
g- inflamatuar myofibroblastik timor
h- Lipom
Anjiyolipom
i- Graniiler hiicreli timo6r
j- Norofibrom
k- Schwannom
I- Anjiyosarkom
m- Liposarkom
n- Rabdomyosarkom
0- Osteosarkom
p- Leiomyom
g- Leiomyosarkom

111 - FIBROEPITELYAL TUMORLER
a- Fibroadenom
b - Filloides tiimor
Benign
Borderline
Malign
¢ - Periduktal stromal sarkom, diisiik dereceli

IV - MYOEPITELYAL LEZYONLAR
a - Adenomyoepitelyoma
b - Malign myoepitelyoma

V - MEME BASI TUMORLERI
a - Meme basi1 adenomu

b - Syringomat6z adenom

C - Meme basi Paget hastaligi

VI - MALIGN LENFOMA

a - Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

b - Burkitt lenfoma

c- Ekstradiigiimal marjinal zon B hiicreli
lenfoma, MALT tip

d - Follikiiler lenfoma

VIl - METASTATIK TUMORLER

VIII - ERKEK MEMESI TUMORLERI
Karsinom
invaziv
Insitu




Aile oyKkiisii: Birinci derece akrabasinda meme karsinomu olanlarda, meme
karsinomu gelisme riski 2-3 kat daha fazladir. Akraba, erken yasta tiimore
yakalanmigsa veya bilateral tiimorii varsa bu risk daha yiiksektir (11, 15). Ancak,
kanserlerin ¢ogu aile Oykiisii olmayan kadinlarda goriiliir, meme kanserli kadinlarin
sadece % 13’linde bir tane etkilenen birinci derece akraba ve sadece % 1’inde iki
veya daha fazla akraba vardir (10).

Yas: Meme kanseri 25 yasin altinda nadirdir. Bu yastan sonra menapoza
kadar devamli artar ve daha sonraki dénemde bunu yavas bir yiikselme izler.
Ortalama tani1 yas1 64°diir (10, 11).

Menstriial ve Reprodiiktif Oykii: Erken menars ve ge¢ menapozla (55
yastan sonra) risk artar (11). On bir yasindan 6nce menars olan kadinlar 14 yasindan
sonra olanlara gore % 20 daha yiiksek riske sahiptir (10). Ayrica nulliparite ve ilk
dogumun ileri yasta olmasi da riski artirmaktadir (15).

Proliferatif Meme Hastahgi: Proliferatif meme hastaligi artan risk ile
birliktedir. Ozellikle atipik hiperplazi énemli bir risk faktdriidiir. Meme kanseri
olmayan kadinlarda riski 5 kat artirir, ailesel dykii varliginda risk 11 kat artig gosterir
(12).

Eksojen Ostrojen Alin: Postmenopozal hormon replasman tedavisi meme
kanseri gelisiminde dnemli bir risk faktoriidiir. Bu risk 6strojene maruz kalma siiresi
ile ilgilidir (11, 15). Ostrojen ve progesteron birlikte riski tek basina dstrojenden
daha fazla artirir (10).

Kontraseptif Ajanlar: Bazi ¢alismalarda kontraseptif ajanlarin meme
karsinomu riskini artirmadigi, bazilarinda ise az miktarda risk artis1 oldugu
gosterilmistir (15).

Radyasyon Maruziyeti: Radyasyon DNA hasarina yol agarak
karsinogenezin erken evrelerinde etkili olur. Radyasyona maruz kalma sonucu ortaya
cikan meme kanserlerinde 10-15 yil gibi uzun bir latent siire vardir. Yasin geng
olmasi ve daha yiiksek radyasyon varligi meme kanseri riskini arttirir (10, 11).

1.3.3. GENETIK YATKINLIK

Meme kanserine yatkinlig1 artiran 6 gen ve gen bdlgesi tanimlanmistir. Bunlar;
meme kanseri geni (BRCA1, BRCA2), p53, Cowden, Androjen reseptor geni, Ataksi-
Telenjiyektazi geni’dir (11).



Meme Kanseri Geni (BRCA1, BRCA2): BRCAL ve BRCAZ2 ailesel meme
kanserlerinin iicte ikisinden ve tiim vakalarin % 5’inden sorumludur. BRCAL;
kromozom 17q’da, BRCA2 ise kromozom 13q’da lokalizedir (15). BRCA iliskili
meme karsinomlari, BRCA iligkisiz olanlara gore daha kotii diferansiye histolojik
dereceye sahiptir, Ostrojen ve progesteron reseptor yoklugu, HER2/Neu negatifligi ve
yiiksek Ki-67 seviyesi yani yiiksek proliferatif oran gosterir (13).

BRCAT1’in bir tiimor siipressor gen oldugu kabul edilir. Over, kolon ve
prostat karsinomu gelisiminde de etkilidir. Baz1 etnik gruplarda 6rnegin Askenazi
Yahudi kadinlarinda daha sik goriildigi saptanmustir (11). BRCA1 iliskili
karsinomlarin ¢ogu mediiller karsinomdur, kotii diferansiye histolojik derece, yliksek
mitotik oran, belirgin lenfositik infiltrat ve nekroz igerir (13, 15). BRCAL
tastyicilarinin % 70’1 ile BRCA2 tasiyicilarinin % 40’mm 1. ve 2. derece
akrabalarinda meme karsinomu aile dykiisii yoktur (13).

Cowden Hastahgr Geni: Ug germ yapragindan gelisen multipl
hamartomlarla karakterize, otozomal dominant gegis gosteren bir sendromdur.
Intestinal hamartomatéz polip, fasial trikilemmomlar, akral keratoz ve oral papillom
goriilir. Memede de fibrokistik degisiklikler ve meme kanseri ile karakterizedir. Bu
hastalarda 50 yas civarinda meme kanseri insidans1 % 30 - 50°dir (11).

Androjen Reseptor Geni: Xql1.2q12’de lokalizedir. Erkek meme kanseri
risk faktorleri arasinda yer alir. Bu vakalarin bir boliimiinde androjen sensitivitesi ya
da yetmezligi vardir (11).

Ataksi Telenjiektazi Geni: 11g23.1°de lokalizedir. Otozomal resesif bir
multisistem bozuklugudur. Ilerleyici nérolojik bozukluklar, 6zellikle malign
lenfoproliferatif hastaliklar ve meme kanseri riskinde artmaya yol acan immiinolojik
problemlerle birliktelik gosterir (11).

1.3.4. MEME KANSERLERININ SINIFLANDIRILMASI

Hemen hemen tiim meme maligniteleri adenokarsinomdur. Diger tipler ise
tim meme kanserlerinin % 5’inden daha azini olusturur (10). Karsinomlar, insitu
karsinomlar ve invaziv karsinomlar olarak ayrilirlar. Karsinoma insitu; lobiil ve
duktuslarda bazal membranla sinirli neoplastik hiicre popiilasyonunun bulunmasidir.
Bazi olgularda hiicreler bazal membrani agmaksizin deride genis bir alana yayilir ve

klinikte Paget hastaligi olarak saptanir. Karsinoma insitu lenfatiklere ve kan



damarlarina invazyon ve metastaz yapmaz. Karsinoma insitu ilk olarak etkilenen
doku elemanlarinin duktus ve lobiile benzerligi temeline dayanarak duktal ve lobiiler
olarak simiflandirilmistir (10).

Invaziv karsinomlar bazal membran1 asarak stromayi invaze ederler. Timor
hiicreleri kan damarlarin1 da invaze edebilir ve boylece bolgesel lenf diigiimlerine ve
uzak bolgelere ulagirlar. En kiiciik invaziv meme karsinomlar1 dahi metastaz yapma
kapasitesine sahiptir (10).

1.3.4.1. insitu Karsinomlar

1.3.4.1.1. Duktal Karsinoma Insitu

Duktal karsinoma insitu olgularmin sayisi son iki dekadda hizla artis
gostermistir. Mammografik incelemelerden once tiim karsinomlarin % 5'inden daha
azin1 olustururken, mammografik incelemelerin rutin uygulanmasi ile bu oran
% 15-30'a ulasmistir. Siklikla mammografik kalsifikasyon olarak goriiliir. Daha az
tipik olarak, DKiS'da mammografik dansite, belli belirsiz ele gelen kitle, meme bas1
akintis1 vardir veya bir baska lezyon i¢in yapilan biyopsi sirasinda tesadiifen bulunur
(10).

Duktal karsinoma insitu, duktus ve lobiillerde bazal membranla
siirlandirilmig malign hiicre popiilasyonundan ibarettir. Sayica azalmalarina karsin
myoepitelyal hiicreler korunur. DKIS klonal bir proliferasyondur ve genellikle
yalnizca bir tek duktus sistemini igerir. Yine de, hiicreler lobiil veya duktusun
tamamina bagtanbasa yayilir ve memenin bir béliimiinii tutar. DKIS, lobiilii tuttugu
zaman, siklikla asiniislerin yapilart bozulur, genisler ve kiigiik duktuslar goriiniimiinti
alir (10).

Duktal karsinoma insitunun bes yapisal alt tipi vardir. Komedokarsinom,
solid, kribriform, papiller ve mikropapiller (10). Bu sayilan tipler disinda, nadir
olarak noéroendokrin, apokrin, berrak hiicreli, sekretuar, tash yiiziik hiicreli ve
musindz tip DKIS da gériilebilir (17, 18). DKIS, uzun yillar boyunca bu yapisal
paternlere gore isimlendirilmistir. Ancak DKIS, her zaman tek bir yapisal patern
sergilememekte, genelde bir ya da birkag patern ayn1 lezyon iginde
goriilebilmektedir. Bu da yapisal paterne gore siniflamay1 giiclestirmektedir. Bugiin

tizerinde herkesin anlastigi bir dereceleme semast mevcut degildir. Ancak



patologlarin yapisal 6zellikler yerine sitoniikleer 6zellikleri dikkate alan siniflama
sistemlerini kullanmalar1 6nerilmektedir (17).

Bu siiflama sistemlerinden niikleer derece ve nekroz temel alinarak yapilan
Van Nuys smiflama sistemi, uygulanmasi kolay ve prognostik korelasyonu iyi
oldugundan genis kullanim alan1 bulmustur. Van Nuys DKIS smiflama sisteminin
ozellikleri Tablo 2’de gosterilmistir (17, 18).

Tablo 2. Van Nuys DKIS simiflama sistemi (18)

Parametre Yiiksek derece Orta derece Diisiikderece

Niikleer derece Iki eritrositten bilyiik Diistik dereceli (1-1,5 Diisiik ya da

nukleus, vezikiiler eritrosit boyutunda, orta derece
kromatin, belirgin diffiiz kromatin, nukleus
nukleol belirsiz nukleol) ya da

orta dereceli nukleus
(1-2 eritrosit
boyutunda, kaba
kromatin, seyrek
nukleol)
Nekroz Komedonekroz Komedonekroz Nekroz yok

(duktuslar1 dolduran

biiyiik, pleomorfik

tumor hiicreleri, ortada

genis, bazen kalsifiye

santral nekroz, mitoz

sik)

Komedokarsinom, solid gruplar olusturan pleomorfik goriinimde, niikleer
derecesi yiiksek hiicreler ve bu solid gruplarin ortasinda nekroz ile karakterizedir.
Nekrotik hiicre membranlari genellikle kalsifiyedir ve mammografide gruplar veya
cizgisel ve dallanmis mikrokalsifikasyonlar olarak izlenir. Periduktal konsantrik
fibrozis ve kronik inflamasyon siktir ve yaygin lezyonlar bazen siipheli nodiiler bir

alan gibi palpe edilir (10).
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Nonkomedo DKIS, diisiikten yiiksege farkli niikleer dereceli hiicrelerin
monomorfik popiilasyonundan olusur. Kribriform DKIiS’da duktus liimenlerinin
tiimii veya biiyiik bir kism1 kopriilesen neoplastik epitel ile doludur ve mikroliimenler
icerir. Solid DKIS’da tiimor hiicreleri tutulan duktuslarm liimenlerini tamamen
doldurmustur. Papiller DKIS, duktuslarin liimenine dogru biiyiir ve tipik olarak
normal myoepitelyal hiicre tabakasi yoktur. Neoplastik hiicreler fibrovaskiiler bir
stromay1 c¢evreleyerek papiller ¢ikintilar olusturur. Mikropapiller DKIS, duktus
limenine dogru fibrovaskiiler kor olmaksizin neoplastik epitelle doseli papiller
cikintilar  olusturur ve siklikla kompleks intraduktal paternler izlenir.
Kalsifikasyonlar merkezdeki lezyonla iliskili olabilir, fakat genellikle intraluminal
sekresyonlar iginde goriiliir. Mikroinvazyonlu DKIS, stromada timér hiicre
odaklarinin 0,1 cm’den daha az olmasi seklinde tanimlanir. Mikroinvazyon
genellikle komedokarsinomla iligkili olarak goriiliir (10, 13).

Duktal karsinoma insitu olgularinin biiylik ¢ogunlugu palpasyon ve tutulan
dokunun gorsel olarak incelenmesi ile bulunamaz. Bazi komedokarsinom olgularinda
dokuyu kalinlagtiracak derecede periduktal fibrozis bulunur ve noktasal nekroz
alanlar1 makroskobik olarak goriilebilir (10).

Duktal karsinoma insitunun dogal &ykdisiinii tanimlamak zordur, ¢iinki
gecmiste, tim kadinlar mastektomi ile tedavi edilmistir ve bugilinkii uygulamada
cerrahi eksizyonu izleyen radyasyon biiyiik oranda tedavi edici yontemdir. Meme
koruyucu cerrahi DKiS’lu birgok kadm i¢in uygundur fakat rekiirrens riski biraz
yiiksektir. Tiimoriin derecesi, boyutu ve cerrahi sinirlarin durumu rekiirrens igin
baslica risk faktorleridir (10).

Tedavi edilen DKIS’li kadinlarda meme kanserinden o&liimler, meme
koruyucu cerrahi uygulandigi zaman bile ¢ok enderdir (DKIiS’li kadinlarin
% 2’sinden az) (10).

1.3.4.1.2. Lobiiler Karsinoma Insitu

Lobiiler neoplazi olarak da isimlendirilir. Yogunluk olusturabilecek
kalsifikasyonlar veya stromal reaksiyonlar ile iliskili olmadig1 i¢in hemen her zaman
baska nedenlerle yapilan meme biyopsilerinde rastlantisal olarak ortaya gikar (10,

15). Tim meme kanserlerinin % 1 - 3,8’ini olusturur. Yas aralig1 15-90 arasindadir
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ancak genellikle premenopozal donemde gorilir (1). Hastalarin % 70’inde
multisentrik ve % 30-40’1nda ise bilateraldir (15).

Siklikla multisentrik ve bilateral olma 6zellikleri yani sira, bunu izleyen
karsinomlarin her iki memede esit siklikta goriilmesi nedeniyle, lobiiler karsinoma
insitunun (LKIS) gercek bir neoplazm olmadig: ancak meme Kkanseri riskini arttirdig
one siiriilmiistiir. Buna karsin LKIS ve lobiiler karsinomun hiicreleri goriiniiste
benzerdir ve her ikisinde de epitelin hiicre adezyonundan sorumlu transmembran
protein olan e-kadherin salinimi yoktur. Salinimin kaybi tek tek ayrilmis hiicreler
olarak goriilen lobiiler karsinomun histolojik goriiniimii ile iliskilidir. LKiS’in komsu
alanlardaki invaziv karsinomla ayni genetik degisikliklere (e-kadherin i¢in gen
bolgesi olan 16q tizerindeki LOH gibi) sahip olmasi, bazi olgularda invaziv
karsinomun gergek prekiirsorii olarak rol oynadigini desteklemektedir (10).

Atipik lobiiler hiperplazi, LKIS ve invaziv lobiiler karsinomun (LK) anormal
goriinimlii  hiicreleri birbirine benzerdir ve biri digerine tutunmayan, kiigiik
niikleoluslu, yuvarlak-oval niikleuslu kii¢iik hiicrelerden olusmustur. Miisin igeren
tasl yiiziik hiicreleri genellikle bulunur. LKIS ender olarak kéken aldig1 yapry: bozar
ve tutulan asiniisler taninabilen lobiiller seklinde kalir. LKIS hemen her zaman
Ostrojen ve progesteron reseptor salimimi gosterir ve HER2/Neu asir1 salinimi
goriilmez (10).

Lobiiler karsinoma insitulu kadinlarda tedavi edilmemis DKIiS’lu kadinlara
benzer siklikta invaziv karsinom geligir. Hastalar 20 yildan daha uzun siire
izlendiklerinde % 25-35’inde veya her yil i¢in hemen hemen % 1 oraninda invaziv
karsinom gelismektedir. Eski calismalar, her iki memede esit risk oldugunu
gostermekteydi, fakat yeni yayinlar ipsilateral memenin lobiiler neoplazili kadinlarda
daha biiyiik risk tasiyabilecegini ileri siirmektedir. LKIS tanisindan sonra invaziv
karsinom gelisen kadinlarda, tiim karsinomlar ile karsilastirildiginda lobiiler tip ii¢
kat daha fazla goriilme egilimindedir. Fakat biiyiik ¢ogunlugu spesifik lobiiler
morfoloji gostermez. Tedavi secenekleri arasinda bilateral proflaktik mastektomi,
tamoksifen veya daha tipik olarak klinik yakin izlem ve mammografik tarama yer
alir (10).
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1.3.4.2. Invaziv (infiltratif) Karsinomlar

1.3.4.2.1. invaziv Lobiiler Karsinom

Genellikle LKIS ile iliskili olan, fibroz bir stroma igerisinde dagilmis veya
tek sirali (single file) dizilim gosteren hiicrelerden olusan bir tiimérdiir. Invaziv
meme tlimorlerinin % 5-15’ini olusturur. Son 20 yillik ¢aligmalarda 50 yasin
tizerindeki kadinlarda insidansin artti§i ve bunun da artmis hormon replasman
tedavisine bagli olabilecegi saptanmistir. Ortalama yas invaziv duktal karsinoma
gore 1-3 yas daha biiyiiktiir. Hastalar kitle bulgusu ile basvurur. IDK’ya gore ILK
santralde biraz daha fazla goriiliir. Yine multisentrite ve karsi tarafta tiimor varligi
invaziv lobiiler karsinomda daha siktir, mikrokalsifikasyon ise daha azdir.
Makroskopik olarak diizensiz sinirli kitle seklindedir, IDK’dan biraz daha biiyiik
olma egilimindedir (1).

Mikroskopik olarak, fibroz doku igerisinde tek tek veya tek sirali kordonlar
seklinde dagilmis kii¢iik hiicrelerden olusur. Bu kordonlar normal duktuslarin
cevrelerinde olabilir. Hiicreler oval niikleuslu, dar sitoplazmalidir. Nadiren
sitoplazma igerisinde intrasitoplazmik liimen igerebilir. Mitoz nadirdir. Bu klasik
gorlntii ile birlikte solid, alveolar, pleomorfik ve tiibiiler lobiiler karsinom paternleri
de olabilir. Aksiller lenf diigiimii metastazi invaziv lobiiler karsinomda IDK’ya gore
daha azdir (1).

Iyi diferansiye ve orta derecede diferansiye ILK'lar genellikle diploiddir,
hormon reseptorlerine sahiptir ve olgularin biiyiik bir kismi1 LKIS ile birliktedir.
HER2/neu asir1 salinmmi c¢ok enderdir. Buna karsin kotii diferansiye ILK'lar
genellikle andploiddir, siklikla hormon reseptorleri yoktur ve HER2/neu asiri
salimim1 yapabilirler. Eger ayn1 evre ve derece ile karsilagtirilirsa lobiiler karsinom
spesifik olmayan tipteki karsinomlar ile ayn1 prognoza sahiptir (10).

Birgok lobiiler karsinomda beta-katenin ve e-kaderin igeren hiicre
adezyonundan sorumlu olan en az 8 gen grubunu tasiyan kromozom 16 (16q22.1)
bolgesinin  kaybi1 goriiliir. Diger kromozomda e-kadherin geni; mutasyonlar,
promoterin metilasyonu veya transkripsiyon faktorlerinin saliniminin azalmasi ile
inaktive olur. Bu degisiklikler LKIS'de de bulunur (10).

Invaziv lobiiler karsinomlar diger meme karsinomlari ile karsilastirildiginda

farkl1 metastaz paternine sahiptir. Metastazlar daha sik olarak periton, retroperiton,
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leptomeninksler (karsinomatdz menenjitis), gastrointestinal sistem, overler ve
uterusda ortaya cikar. Bu karsinomlar akciger ve plevraya daha az metastaz yaparlar
(10).

1.3.4.2.2. Tiibiiler Karsinom

Saf tiibiiler karsinom invaziv meme karsinomlarinin % 2’sini olusturur.
IDK’ya gore daha yash hastalarda goriiliir, daha kiiciik olma egilimindedir, lenf
diiglimii tutulumu daha azdir. Makroskobik olarak 1 cm’den kiigtiktiir (1).

Mikroskobik olarak karakteristik 6zelligi agik tiiblil yapilarinin olmasidir.
Bunlar tek sirali epitelle doselidir. Epitel hiicreleri kiigiik, diizenlidir. Hafif niikleer
pleomorfizm ve az miktarda mitoz igerir. Hiicresel desmoplastik bir stroma
mevcuttur (1).

Tim tiibiiler karsinomlarin % 95'inden fazlas1 diploiddir ve hormon
reseptOrlerine sahiptirler. Timor iyi diferansiyedir. Multipl invazyon odaklar
olmadikca aksiller metastazlar olgularin % 10'undan daha azinda goriiliir. Bu alt tipin
cok iyi prognoz géstermesi nedeniyle taninmasi 6nemlidir (10).

1.3.4.2.3. invaziv Kribriform Karsinom

Invaziv meme karsinomlarmin % 0,8 - 3,5'unu olusturur. Ortalama yas 53-
58'dir. Timor kribriform paternde invaziv adalar seklindedir. Hiicreler kiigiiktiir,
hafif-orta derecede pleomorfizm igerir. Mitoz nadirdir, ¢ogunda stroma belirgin
reaktif goriinlimdedir. Prognoz oldukg¢a iyidir. 10 yillik sag kalim % 90-100
arasindadir (1) .

1.3.4.2.4. Mediiller Karsinom

Tiim meme kanserlerinin % 1-7'sini olusturur. Yas araligi 45-52 arasindadir.
Makroskobik olarak diizgiin sinirli, yuvarlak, yumusak kivaml, gri-ten renkli olup,
siklikla nekroz ve kanama odaklari igerir. Ortalama ¢ap1 2-2,9 cm'dir (10).

Mikroskobik olarak 5 ana 6zelligi vardir (1, 10):

1. Sinsitsityal yapi, timoriin % 75'inden fazlasinda vardir. Timor hiicreleri

4-5 hiicrelik gruplar, tabakalar halindedir.

1. Glandiiler ve tiibiiler yap1 bulunmaz.

2. Stromada belirgin lenfoplazmositer infiltrasyon vardir.
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3. Karsinom hiicreleri genellikle yuvarlak, bol sitoplazmali, vezikiiler
niikleusludur. Bir veya daha fazla niikleol igerebilir. Orta derecede veya
belirgin niikleer pleomorfizm goriiliir. Atipik dev hiicreler olabilir.

4. Timor diizgiin kenarlidir, itici tarzda biiyiir.

Invaziv duktal karsinoma gore daha iyi prognoza sahiptir. Calismalarda 10
yillik yagsam orani % 50-90 arasinda degismektedir (1). Buna ragmen yiiksek niikleer
derece, andploidi, hormon reseptorlerinin yoklugu ve yliksek proliferasyon hizi gibi
hemen hemen her zaman kotii prognostik faktorler tasirlar. Bununla birlikte
HER2/Neu asir1 salinimi gozlenmez. Lenf diigiimii metastazi sik degildir ve ender
olarak multipl lenf diigiimleri tutulur. Sinsityal biiylime paterni ve itici tarzdaki
kenarlar siirli metastatik potansiyele sahip adezyon molekiillerinin asir1 salinimin
veya birikimini yansitabilir (10).

BRCAI1 geni tasiyan kadinlar arasinda kanserlerin % 13'iniin bu tip oldugu
bildirilmektedir. Buna karsin mediiller karsinomlarin biiyiik bir kismi (veya
mediillere benzer karsinomlar) “germ line” BRCA1 mutasyonu ile iliskili degildir.
llging olarak “BRCA1 promoter’inin hipermetilasyonu mediiller karsinomun
% 67'sinde gozlenir ve bu durum altta yatan gen salinimi ile bu morfolojinin iliskisi
oldugunu diistiindiirmektedir (10).

1.3.4.2.5. Miisinoz Karsinom

Nadir goriilen bu tip (tim meme karsinomlarinin % 1-6's1) genellikle sinirl
bir kitle seklinde ortaya cikar. Yash kadinlarda daha siktir ve uzun yillar i¢indeki
seyri sirasinda ¢ok yavas biiyiiyebilir. Tiimor asir1 derecede yumusak ve soluk, gri-
mavi jelatindz goriiniimdedir ve jelatin kivamindadir. Timor hiicreleri cevre
stromay1 iten biiylik miisin gdlciikleri i¢inde kiigiik hiicre adalar1 ve yiginlart seklinde
goriiliir (10).

Miisin6z tiimorler genellikle diploiddir ve ¢cogunlugu hormon reseptorlerine
sahiptir. Genel olarak prognoz IDK’dan biraz daha iyidir. Miisindz karsinomlarin
insidans1 BRCA1 mutasyonlu kadinlarda biraz daha yiiksektir. Mediiller
karsinomdakine benzer olarak, BRCA1 promoter'in metilasyonu BRCA1 “germ line”

mutasyonu ile iligkili olmaksizin miisin6z karsinomlarin % 55'inde gézlenmistir (10).
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1.3.4.2.6. invaziv Papiller Karsinom

Papiller yapili invaziv karsinomlar enderdir ve tiim invaziv kanserlerin ¢ok
azin1 veya % 1'ini olustururlar. Papiller yap1 genellikle DKIS'de goriiliir. Klinik
ozellikleri spesifik olmayan tipteki karsinomlara benzer, fakat genel olarak prognoz
lyidir (10).

1.3.4.2.7. Metaplastik Karsinom

Metaplastik karsinom meme kanserlerinin ender tiplerinin genis bir grubunu
olusturur (tiim olgularin % 1'inden az), kondroid stroma ile konvansiyonel
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve sarkomdan zorlukla ayrilan, belirgin
igsi hiicreli komponenti bulunan karsinomu igerir. Bu karsinomlarin bazilar
myoepitelyal hiicreler ile ortak genleri salarlar ve biiyiik olasilikla bu hiicre tipinden
gelismektedirler. Tiimor tiplerinin heterojenitesi ve ender olmalar1 nedeniyle prognoz
ve klinik 6zelliklerle ilgili bilgiler azdir (10).

1.3.5. INVAZIV DUKTAL KARSINOM (SPESIFiK OLMAYAN TiP)

Herhangi bir alt tip olarak siniflandirilamayan karsinomlar yani IDK meme
kanserlerinin % 70-80’ini olusturur (1, 10). Bu nedenle de meme kanseri dendiginde
ilk akla gelen tiptir (15).

1.3.5.1. Klinik Bulgular

En sik goriilen klinik bulgu memede ele gelen, agrili veya agrisiz kitle
olmasidir (1, 10). Kanser ele gelen bir kitle oldugu anda, hastalarin yarisindan
cogunda aksiller lenf diigiimii metastazi1 vardir. Biiyiik tiimdrler gégiis duvarina fiske
olabilir ve deride ¢okme olusturabilir. Lenfatik drenajin engellenmesi lenfédem ve
deride kalinlasmaya neden olur ve buna “portakal kabugu” goriiniimii denir. TUmor
santralde yerlesmigse meme basinda ¢ekilme olabilir (10).

1.3.5.2. Lokalizasyon

Meme kanserleri en sik meme epitelindeki epitelyal hiicrelerin TDLU’sundan
kaynaklanir. Sol memede saga gore biraz daha sik goriiliir (yaklasik olarak 1,07/1).
Tiimdrlerin % 40-50’si iist dis kadranda yerlesir (1, 15). Azalan siklikla da santral,
alt dig kadran, iist i¢ kadran ve alt i¢ kadranda goriilir (10, 15). Tiimdriin
lokalizasyon yerini saptamak son derece 6nemlidir. Cilinkii tiimér lokalizasyon yeri
lenf diigiimii metastazlarinin ortaya ¢ikma seklini 6nemli derecede etkilemektedir

(12).
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1.3.5.3. Tiimériin Tesbiti

Ozellikle 35 yasm iistiinde, klinik olarak siipheli vakalarda mammografi
yapilmalidir (1). Fizik muayene yapilsin veya yapilmasin mammografi kullanilarak
yapilan goriintiileme yontemleri ile mortalitenin azaldig1 goriilmiistiir. Goriintiileme
yapilmayan kontrol vakalari ile karsilastirildiginda yilik meme muayenesi ve
mammografi yapilan kadinlarda 6lim oran1 % 30 daha azdir. Klinik olarak
karsilastirildiginda goriintiilleme ile bulunan karsinomlar daha kiiciiktiir, daha diisiik
dereceli olup, daha az lenf diigiimii metastazi yapar (13).

Pozisyon Emisyon Tomografi (PET), 2-deoksi 2-floro D-glukoz (FDG)
kullanilarak, glukoz metabolizmasi yoluyla meme karsinomunda onemli biyolojik
prognostik yapilar1 gosterebilen noninvaziv diagnostik prosediirdiir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelere gore daha fazla glukozis gosterir ve immunohistokimyasal olarak
daha fazla GLUT1 bulunur (bu glukoz birikimi saglar). Cesitli ¢calismalarda meme
karsinomlarin1 saptamada PET, benign ve malign ayrimimi yapmada etkilidir,
sensitivitesi % 68-94, spesifitesi % 84-97’dir. Preoperatif kemoterapiye yanit PET ile
degerlendirilir (13).

1.3.5.4. Bilateralite

Invaziv meme karsinomu olan bir hastada kars1 tarafta karsinom gelisme riski
normal populasyona gore 5 kat artar ve bu risk aile 0ykiisii olanlarda daha fazladir
(15). BRCAI gen mutasyonu olan kadinlarda 6zellikle diger memede karsinom olma
riski 50 yasinda % 50, 70 yasinda % 64’tiir. BRCA2 mutasyonu tasiyicilar1 arasinda
kontralateral karsinom gelisme riski 50 ve 70 yas icin sirasiyla % 37 ve % 52’dir.
Ipsilateral karsinom tanisi sirasindaki yasm da etkisi vardir, 50 yasindan once
ipsilateral karsinom tanis1 almigsa, kontralateral karsinom gelisme riski sonraki 10
yilda % 40’tir. Yapilan bir ¢aligmaya gore unilateral tiimorii olanlarda pozitif aile
Oykiisii oran1 % 28, bilateral karsinomu olanlarda % 40’dir ve bu istatistiksel olarak
anlamli bir farkliliktir. Kontralateral meme karsinomu riski ise ilk karsinom tanisi 50
yasinda veya daha sonra tani konulanlara goére (% 10,1) 50 yasindan Once
konulanlarda oldukga yiiksektir (% 41,6) (13).

1.3.5.5. Multisentrisite

Multisentrisite duktal karsinomlardan c¢ok lobiiler karsinomlarda goriiliir.

Teorik olarak multipl meme karsinomlar1 intramammarial yayilimla olabilecegi gibi,
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birbirinden bagimsiz da olabilir. Toplam caplar1 karsilastirildiginda unifokal ve
multifokal karsinomlarda lenf diigimii tutulum siklig1 benzerdir. Ancak yasam stiresi
multisentrik tiimorlerde unisentrik tiimorlere goére daha distiktiir (15).

1.3.5.6. Morfolojik Prognostik Belirleyiciler

1.3.5.6.1. Aksiller Lenf Diigiimii Durumu

Aksiller lenf diigiimii (ALD) metastazi, uzak metastaz goriilmeyen meme
kanserli hastalarda en 6nemli prognostik faktordiir (1, 19). Metastatik ALD’nin
sayist onemlidir. Dort ve dordiin iizeri lenf diiglimii tutulumunda prognoz kotiidiir
(20). On wyillik hastaliksiz yasam, lenf diigiimi tutulumu olmayan hastalarda
% 70-80, 1-3 lenf digimi tutulumunda % 35-40, 10’dan fazla lenf digimi
tutulumunda % 10-15’ tir (19).

1.3.5.6.2. Histolojik Tip

Meme kanserlerinde bazi histolojik tipler daha iyi prognoza sahiptir. Bunlar
tibiler karsinom, invaziv kribriform karsinom, misindz karsinom, mediiller
karsinom, papiller karsinom ve adenoid Kistik karsinomdur (1, 11, 15, 19, 21). Otuz
yillik sagkalim orani bu tiimdrlerde % 60’1n {izerinde iken, invaziv duktal
karsinomlarda % 20’nin altindadir (19).

1.3.5.6.3 Makroskopik Patoloji

Invaziv duktal karsinomun makroskopik &zellikleri spesifik degildir. Solid bir
timordir ve sinirlart diizensizdir (1). Kesit ylizeyinin sertligi ve gorlintiisii timor
yapisina gore degisir. Kistik degisiklikler bu grup lezyonlar ic¢in nadirdir ama
nekrozun gostergesi olabilir. Dejenere alanlarda kanama eslik edebilir. Kistik
olmayan nekroz alanlar1 yumusak, tebesir beyazi veya kanamali olabilir. Yogun
skiroz veya fibrotik stroma igeren karsinomlar oldukca sert, gri-beyaz renktedir.
Stromada belirgin elastoz varsa agik sari1 renkte goriilebilir. Timor igerisindeki
tebesir beyazi ¢izgilenmeler nekroz, kalsifikasyon veya elastozisin gostergesidir.
Daha az stroma, daha c¢ok neoplastik hiicre ve lenfosit igeren karsinomlar daha
yumusak ve ten renklidir. Hiicreden zengin neoplazmlarin kesit ylizeyi hafif siskin
goriiliir (13). IDK'larm ¢ogunda makroskobik yapi yildizsi, dairesel veya mikst
kontiirlii olabilir. Tiimdrlerin yaklasik 1/3’1 yuvarlak smirlidir. Az bir kisminda
sinirlar belirsizdir. Makroskobik ve mammografik olarak dairesel goriilen timor

mikroskopta invaziv patern gosterebilir. Infiltratif tiimérler tani aldiklarinda daha
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biiyiik olabilir ve aksiller lenf diigiimii metastazi dairesel olanlara gére daha fazladir.
Yildizs1 yapida ve igerisinde fokal nekroz igeren tiimorler kotii prognozludur (13).
1.3.5.6.4. Tiimor Boyutu

Invaziv duktal karsinomda tiimér boyutlar1 oldukca degiskendir (10-100 mm)
(1). Timor boyutu olarak karsinomun en biiylik ¢apt alinir ve prognostik olarak
olduk¢a Onemlidir. Cok sayida ¢alismada artan tlimor boyutu ile yasam siiresinin
azaldig1 ve aksiller lenf diigiimii metastazi sikliginin arttigi bulunmustur (10, 11, 13,
22). Bu durum sadece primer tiimor boyutu ile ilgili degil, TNM evrelemesi ile de
ilgilidir. Ormegin T1 meme karsinomlarinda (2cm ve daha kiiciik) timér boyutu, lenf
diigiimii metastaz1 sikligi ve prognoz arasinda anlamli iliski vardir (13). Meme
kanserinde TNM siniflamasi Tablo 3’de verilmistir (1).

Tiimorlerin ¢ogu asimetrik oldugu icin genellikle en biiyiik ¢ap olarak ifade
edilir. Eksize edilen tiimdriin patologa saglam olarak gonderilmesi gerekir. Boylece
tiimoriin palpe edilerek en uzun ekseni boyunca kesilebilmesi miimkiin olur. Olgiim
frozen i¢in veya herhangi bir prosediir icin Ornek alinmadan once yapilmalidir.
Frozen yapilirsa intraoperatif tan1 sirasinda makroskobik olarak 6lgiilen ¢ap verilmeli
ve kaydedilmelidir (13).

Makroskobik 6l¢lim; var olan invaziv tiimér i¢in yaklasik bir deger olur.
Hiperplastik veya reaktif degisiklikler gibi benign dokular da lezyona dahil edilebilir.
Bazi tiimorlerde kitlenin 6nemli bir kismi invaziv duktal karsinomdur, bazilarinda ise
goriilebilen biiyiik ¢apin ¢ogu intraduktal karsinom olabilir. Bu ayrim ancak
histolojik kesitlerde yapilabilir. Bazi1 vakalarda invaziv komponent tliimoriin
makroskobik boyutu ile aynidir. Ozellikle 2 cm’den kiigiik olan tiimdrlerde periferal
invaziv elemanlar tiimore dahil edilmelidir. Invaziv karsinomun histolojik kesitinde
arada serpilmis, benign veya intraduktal karsinom alanlar1 olsa da iki en u¢ nokta
arasi Olctliir (13).

Hastalarin az bir kisminda klinik ve makroskobik olarak multifokal timor
ayn1 meme kadraninda gortilebilir veya bir kadran disinda multisentrik invaziv timdr
olabilir. Klinik olarak varsa farkli odaklardan igne biyopsisi alinabilir. Cok sayida

timor varsa en biiyiigiiniin ¢apinin alinmasi onerilir (13).
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Tablo 3. Meme kanserinde TNM Siniflamasi (1)

T-Primer tiimor
TX:  Primer timdr degerlendirilemiyor
TO: Primer timor yok
Tis:  Insitu karsinom
Tis (DKIS)
Tis (LKIS)
Tis (Paget) Meme basinin Paget hastaligi tiimor eslik etmiyorsa (Paget tiimore
eslik ediyorsa tiimoér boyutuna gore degerlendirilir)
T1: Timor boyutu 2 cm veya daha kiigiik
TImic: Mikroinvazyon 0.1 cm veya daha kiiclik

Tla: 0,1-0,5cm
Tib: 0,5-1cm
Tlc: 1-2cm
T2: 2-5cm
T3: 5 cmden biiyiik
T4: Tiimor hangi boyutta olursa olsun gogiis duvari ya da meme derisine yayilim (pektoral

kas tutulumu haric)
T4a: Gogiis duvarina yayilim
T4b: Meme derisinde tlser, 6dem, meme derisinde satellit lenf diiglimleri

T4c: T4a+T4b

T4d: Inflamatuar karsinom
N-Bolgesel Lenf Diigiimii (Patolojik)
NX:  Bolgesel lenf diiglimii degerlendirilemiyor
NO:  Lenf diigiimii metastazi yok
N1: Ipsilateral aksiller 1-3 adet lenf diigiimiinda tiimor metastazi
N2:  Ipsilateral aksiller 4-9 adet lenf diigiimiinda tiimdr metastaz1 ya da internal mammaryan

lenf diigiimii metastazi

N2a: Aksiler lenf diigiimiinda fikse tiimor metastazi

N2b: Ipsilateral internal mamaryan lenf diigiimiinda timdr metastazi
N3:  ipsilateral infraklavikuler lenf diigiimii metastazi ve beraberinde 10’dan fazla aksiller

ya da internal mammaryan lenf diigiimii tutulumu

N3a: Sadece infraklavikuler lenf diiglimiina metastaz

N3b: internal mammaryan lenf diigiimii ve aksiller lenf diigiimii metastazi

N3c: Supraklavikuler lenf diiglimii metastazi
M-Metastaz
MX:  Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO: Uzak metastaz yok
M1:  Uzak metastaz var

1.3.5.7. Mikroskobik Histopatolojik Prognostik Faktorler

1.3.5.7.1. Derecelendirme

Duktal karsinomda derecelendirme ile diferansiasyon degerlendirilir.
Derecelendirme tiimoriin sadece invaziv kismui ile sinirlidir. Niikleer derecelendirme,
tiimor niikleuslarinin normal meme duktus epitelinin niikleuslar1 ile karsilastirilarak
yapilan sitolojik degerlendirmedir. Ciinkii niikleer derece biiylime paterninden ayridir

ve diger meme karsinomlari i¢in de yapilir. En genis degerlendirme Black, Speer,
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Cutler ve arkadaglar1 tarafindan yapilmis ve {ic kategoriye ayrilmustir. (lyi
diferansiye - Derece |, orta derecede diferansiye - Derece Il, az diferansiye - Derece
1) (13).

1.3.5.7.2. Histolojik Derece

Invaziv duktal karsinomlarda ve diger invaziv tiiméorlerde derecelendirme
tiibtil/gland formasyonu, niikleer pleomorfizm ve mitoz sayist temel alinarak yapilir
(1). Yapilan ¢ok sayida calismada histolojik derece ile invaziv meme karsinomlari
arasinda belirgin bir iliski saptanmustir (1). Ilk olarak Bloom ve Richardson
tarafindan derecelendirme sistemi onerilmistir (1, 15). Son olarak bu sistem Elston ve
Ellis tarafindan “Bloom Richardson Sisteminin Nottingham Modifikasyonu”
seklinde diizenlenmistir (1, 15). Meme kanserleri histolojik derecelendirme sistemi
Tablo 4’de verilmistir (1).

Tiibiil formasyonu: Tiimoriin tiim alanlar1 gézden gegirildikten sonra; eger
% 75’ten fazlasini belirgin liimen igeren tiibiil yapilart olusturuyorsa; 1 puan verilir.
Tiimorde tiibiil yapilari daha az oranda olup bunun yani sira solid patern de
izleniyorsa; 2 puan ile degerlendirilir. Tiimoriin biiyliik bir bolimiini yuvalar ve
kordonlar seklinde solid hiicre gruplarinin olusturdugu, tiibiil yapilarinin ¢ok az
oranda (% 10’dan az) izlendigi olgularda ise; 3 puan verilir (1, 13).

Niikleer pleomorfizm: Niikleer derecelendirme tiimdr niikleuslarinin normal
meme duktus epitelinin niikleuslar1 ile karsilagtirilarak yapilan sitolojik
degerlendirmedir. Ciinkii niikleer derece biiylime paterninden ayridir ve diger meme
karsinomlar1 i¢in de yapilir (13). Burada niikleuslarin boyut ve sekilleri
degerlendirilir. Niikleuslar1 diizenli olan ancak sekil ve boyutta minimal degisiklik
gosteren tiimorlere; 1 puan, orta derecede niikleer degisiklik gosteren, ancak asiri
sekil ve biyiikliik farkliligi tasimayan tiimorlere ise; 2 puan verilir. Niikleuslarda
belirgin sekil ve boyut farklilig1 gosteren, ¢ok biiyiik niikleuslarin izlendigi, niikleol
belirginligi olan tiimoérler; 3 puan ile degerlendirilir (13).

Mitoz sayis1: Bazi yazarlar mitotik oranin Bloom Richardson derecelendirme
sisteminin en Onemli kriteri oldugunu ve derecelendirmenin mitotik orana, nekroz
varhigina ya da yokluguna gore yapilmasinin Bloom Richardson derecelendirme
metodundan daha iyi sonu¢ verdigini belirtmislerdir. Baz1 yazarlar da mitotik

aktiviteyi prognozun belirleyicisi kabul eder. Mitotik aktivite indeksi (MAI) kisa
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zamanda kolay degerlendirilebilir bir metoddur. MAI’nin degerlendirilmesi 0,5X0,5

cm’lik bir alanda, tiimoriin periferinde, en hiicresel kisimda, nekroz, inflamasyon,

kalsifikasyon ve genis damarlarin olmadigi yerlerde yapilir. 400’liik biiylitmede

invaziv tiimore ait ardisik 10 alanda mitoz sayilir. MAI standart bir ydntem ile

degerlendirilirse giivenilir ve tekrarlanabilir bir metoddur (13).

Tablo 4. Meme kanserlerinde histolojik derecelendirme sistemi (1)

Ozellik Skor
1.Tiibiil ve gland formasyonu*®

Timériin bitylik kisminda (> % 75) 1
Orta dereceli (% 10-75)

Az veya yok (< % 10) 3

2. Niikleer pleomorfizm*

Kiigiik, diizgiin, uniform hiicreler 1
Orta dereceli boyut ve pleomorfizm 2
Belirgin pleomorfizm 3

3. Mitoz (mikroskop alanina gore) *
3 farkli mikroskobik alanda mitoz sayisinin degerlendirilmesi

Alan ¢ap1 (mm) 0,44 0,59
(Nikon Labophot) (Leitz Ortholux)
Alan bityiikliigii (mm?2) 0,152 0,274
Mitoz sayis1 (10BBA)**
1 puan 0-5 0-9
2 puan 6-10 10-19
3 puan >11 >20

0,63
(Leitz Diaplan)
0,312

0-11
12-22
>23

*3 ayr1 deger toplanip 3-9 arasinda skorlanir.
Derece 1 — lyi derecede diferansiye (3-5 puan)
Derece 2 — Orta derecede diferansiye (6-7 puan)

Derece 3 — Az derecede diferansiye (8-9 puan) olarak gruplanir.

**BBA: Biiyiik bilylitme alani

1.3.5.7.3. Ince igne Biyopsi Materyalinin Histolojik Derecelendirilmesi

Ince igne biyopsi materyalinde yapilan histolojik derecelendirme ile eksize

edilen tiimorde yapilan derecelendirmenin uyumuna bakilmis ve % 59-75 arasinda

bulunmustur. Aymi vakalarda timor tipi ile ilgili uyum % 66,6-81 arasinda

saptanmistir. Bu bilgilere gore ince igne biyopsisi ile yapilan smiflandirma ve

derecelendirme yardimci olabilir. Ancak tiimor heterojenitesi ve gozlemciler arasi

farkliliklar uyumsuzluga yol agabilir (13).
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1.3.5.7.4. Derece ve Prognoz

Histolojik derece prognostik bir faktordiir ve kemoterapiye yanitta oldukga
onemlidir. Diisiik dereceli hastalarda daha iyi sonuglar bildirilmistir. Yiiksek dereceli
veya kotili diferansiasyonlu tlimorii olan hastalarda aksiller lenf diiglimii metastazi
riski artmistir. Niikleer ve histolojik derece ozellikle aksiller lenf diiglimii metastazi
olmayanlarda prognoz igin kullanisli bir belirleyicidir. Tiibiil formasyonunun
yoklugu kotii diferansiye niikleer sitoloji ile birlikte ise prognoz oldukca kotiidiir
(13).

Histolojik derece, klinik evreden bagimsiz olarak, mastektomi yapilmis
hastalarda sadece IDK’ya bagh rekiirrens ve 6liim sikligini degil ayni zamanda
hastaliksiz ve tiim yasam siiresini de etkiler. Radikal mastektomi yapilmis derece 1
tiimdre sahip olan hastalarin ¢cogu yiiksek dereceli tiimdrii olanlara gére daha uzun
yasam siiresine sahiptir. Derecenin yiiksek olmasi; artmis rekiirrens riski, biiyiik
timor boyutu, erken tani yasi ve dstrojen reseptor yoklugu ile iliskilidir (13).

1.3.5.7.5. Timor Hiicre Proliferasyonu

Proliferasyon belirleyicileri, prognoz degerlendirilmesinde genis yer tutar (1).
Proliferasyon, flow sitometri, timidin baglama indeksi, mitoz orani ya da hiicre
siklusu sirasinda agiga cikan selliiler proteinlerin (6rnegin siklinler, Ki-67 gibi)
immunohistokimyasal olarak saptanmasi ile dlgiilebilir. Yiiksek proliferasyon oranli
tiimorler kotii prognoza sahiptir (19).

1.3.5.7.6. Nekroz

Invaziv bir kanserde, herhangi bir ¢apta birlesen nekroz olmasi 10 yillik
takiplerde, rekiirrens zamani ve tiim yasam siiresi i¢in 6nemli bir faktordiir. Bu etki
ozellikle ilk iki yilda goriiliir. 10 yi1l boyunca hastaliksiz olan vakalarda artik
nekrozun bir anlami1 yoktur (13).

Nadiren yaygin nekroz olabilir ve tiimor hiicreleri goriilmeyebilir. Histolojik
incelemede nekrozun cevresinde yiiksek dereceli kotii diferansiye bir karsinom,
bazen bunu sinirlayan lenfosit infiltrasyonu ve fokal duktal karsinoma insitu alanlari
goriilebilir (13, 20). Yaygin nekroz igeren tiimorlerde daha hizli bitylime orani vardir,

belirgin anjiogenezis goriiliir (13).
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1.3.5.7.7. inflamatuar Hiicre Infiltrasyonu

Invaziv duktal karsinom iginde ve cevresindeki stromal infiltrasyon
hiicrelerinin prognostik 6nemi ciddi bir tartisma konusudur. Reaksiyon matiir
lenfositler, plazma hiicreleri, histiyositler, notrofiller ve mast hiicrelerinden olusur.
Nadiren plazma hiicreleri veya eozinofiller baskin olabilir. Plazma hiicrelerinin
baskin oldugu tiimorler genellikle mediiller karsinomlar veya mediiller yap1 iceren
karsinomlardir. Belirgin lenfoplazmositik reaksiyon mediiller karsinomda oldugu
gibi IDK’larin da az bir kisminda goriilebilir. Mediiller karsinomun bir takim
Ozelliklerini gdsteren ama tam karsilamayan bazi olgular mediiller yap1 iceren
infiltratif duktal karsinom olarak isimlendirilir ve IDK’ya gére daha iyi
prognozludur. Belirgin lenfositik reaksiyon iceren nonmediiller duktal karsinomlar
daha kotli prognozlu olma egilimindedir ve daha diizgiin sinirhdir (infiltratif degil).
Mediiller karsinomlar ve belirgin lenfositik infiltrasyon iceren IDK’lar genellikle
Ostrojen-progesteron reseptori i¢in negatiftir (13).

Bununla birlikte mediiller karsinomun prognozunun 1iyi olmasi
lenfoplazmositik reaksiyona baglidir. Bu durumun nonmediiller invaziv duktal
karsinom i¢in de gecerli olup olmadig1 ac¢ik degildir (13).

Infiltratif meme karsinomlarinda lenfosit alt tiplerinin ¢ogunun T lenfosit
oldugu, bunlarin da ¢ogunun CD4 pozitif T lenfosit oldugu bulunmustur. Genellikle
benign veya malign meme dokusunda bir miktar B hiicresi bulunur ancak
karsinomlarda kismen daha fazladir. Tiimérde plazma hiicresi varligi daha koti
prognoz ile iliskilidir (13). Stromal mast hiicrelerinin varligit ALD negatif hastalarda
anlamli olarak daha iyi prognoz ile iligkili iken, aksiller lenf diiglimii metastazi
olanlarda iligki bulunamamistir (13).

1.3.5.7.8. Lenfatik Tiimor Embolisi

Lenfatikler endotel ile doseli, diiz kas veya elastik tabakasi olmayan vaskiiler
kanallardir. Lenfatiklerin ¢cogunda eritrosit yoktur ama bazi kan kapillerlerinin bu
tamma dahil oldugu kuskusuzdur. Invaziv karsinomlarda tiimér hiicre adalar
cevresinde “kirilma” veya “cekilme” artefakti seklinde bosluklar goriilebilir. Kirilma
artefakti duktal karsinomda daha siktir. Kirilma artefakti olan lenf diigiimii negatif
hastalar, artefakti olmayanlara gore daha yiliksek uzak metaztaz sikli§1 gosterir. Bu

durum kirilma artefaktinin tiimor—stroma etkilesiminin bir sonucu oldugunu
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diistindiirmektedir. Lenfatik kanallarin yapisiyla iliskilidir ve tam olmayan doku
fiksasyonuna bagli pasif bir fenomen degildir. Immunohistokimya artefakt ve
lenfatik invazyonu ayirmada kullanighdir (13).

1.3.5.7.9. Kan Damar1 invazyonu

Kan damart invazyonu, timor hiicrelerinin bir arter veya venin liimeni igine
penetre olmasi seklinde tanimlanir. Bu vaskiiler yapi elastik liflerle desteklenmis diiz
kas igerir, bu nedenle elastik lifleri boyayan yontemler kullanilabilir. Elastik lifler
siklikla duktuslar ¢evresinde birikir (invaziv tiimor igerisinde intraduktal karsinom
iceren duktuslar) ve bunu vaskiiler invazyondan ayirmak zor olabilir. Aktin bu
ayrimda yardimci olabilir (13).

Hemotoksilen eozin kesitlerde, lenfatik timoér embolisi ve kan damari
invazyonunu ayirmak gerekebilir. Kiiciik kapillerlerde belirgin diiz kas duvar1 veya
elastik tabaka yoktur ve kirmizi kan hiicreleri lenfatik limenlerde de bulunabilir.
Faktor 8 gibi bazi endotelyal hiicre belirleyicileri bazen gergek damarlart boyamadigi
icin degeri sinirlidir. Bu nedenle bazi arastirmacilar endotelle doseli tiim kanallari
ayrim yapmadan lenfovaskiiler invazyon olarak degerlendirir. Cesitli ¢aligmalarda
kan damar1 invazyonu yasam siiresi ile anlamli olarak iliskili bulunmustur (13).

1.3.5.7.10. Anjiogenezis

Tiimor vaskiilaritesi meme karsinomunda prognoz ile ilisilidir. Parafin
kesitlerde endotelyal hiicre belirleyicisi olarak Faktor 8, CD34 ve CD3l
kullantlmistir (13).

Anjiogenik fenotipin kazanilmas1 ‘vascular endothelial growth factor
(VEGF), vascular permeability factor (VPF) ve basic fibroblast growth factor
(bFGF)’ gibi anjiogenik faktorlerin asir1 salimimina baglidir. Anjiogenik faktorlerin
cesitli kaynaklar1 tanimlanmistir. VEGF’lin meme stromal fibroblastlari tarafindan
tiretildigi ve hipoksik durumlarda saliniminin arttigi bulunmustur. VEGF meme
karsinomu hiicrelerinin sitoplazmalarinda immunohistokimya ile tespit edilebilir.
Anjiogenik proteinler stromada bulunabilir ve makrofajlar gibi inflamatuar
hiicrelerden iiretilebilir. Stroma hiicrelerinin katepsin-D reaktivitesi ve stromal
vaskiiler dansite arasinda anlamli bir iligki bulunmustur, bu da matriks proteinlerinin

artiginin invazyon ve anjiogenezisi uyardigini diisiindiirmektedir (13).
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1.3.5.7.11. Perinéral invazyon

Perinéral invazyon meme karsinomlarinda sik degildir, muhtemelen
gortlebilir boyuttaki sinir sayisinin - meme dokusunda az olmasindan
kaynaklanmaktadir. Perindral invazyon invaziv karsinomlarin yaklasik % 10’unda
goriiliir. Daha ¢ok yliksek dereceli tiimdrlerde mevcuttur ve siklikla lenfatik timor
embolisi ile iligkilidir. Ancak heniliz bagimsiz bir prognostik faktor oldugu
ispatlanmamustir (13).

1.3.5.7.12. Stromal Ozellikler

Invaziv duktal karsinomda stromal 6zelliklerin bagimsiz prognostik dzellik
olup olmadigr net degildir. Ciinkii diger prognostik 6zelliklerle arasinda ¢ok giiclii
bir iligki vardir. Ornegin az miktarda stromal reaksiyonu olan tiimdrler su 6zelliklere
sahiptir; daha daireseldir, kotii diferansiye niikleer ve histolojik derece ve belirgin
lenfoplazmositik reaksiyon gosterir, Ostrojen reseptorii negatif olma egilimindedir.
Diger acidan yogun fibrotik ve skirréz karsinomlar daha ¢ok yildizs1 bigimdedir, orta
derecede diferansiyedir, daha az lenfositik reaksiyon igerir ve biiylik bir kismi
ostrojen pozitiftir (13).

1.3.5.7.13. Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri

Glinlimiizde invaziv meme karsinomuna ait biyopsi orneklerinde Gstrojen
reseptorleri (OR) ve progesteron reseptdrlerinin (PR) varliginin arastirilmasi, meme
kanserli hastalarin tedavilerinin yonlendirilmesinde standart bir uygulama haline
gelmistir (11). Karsinomlarin % 50,85’ OR salgilar ve bdyle tiimérler genellikle
postmenopozal kadinlarda daha siktir. Hormon reseptdr pozitif kanserli kadinlar
hormon reseptor negatif kanserli kadinlardan biraz daha 1yi prognoz gosterir.
Hormon reseptorlerinin degerlendirilmesi, tedaviye yanit1 belirlemede ¢ok degerlidir.
PR ve OR pozitif tiimérlerin % 80°i hormonal tedaviye yanit verir, halbuki bunlardan
yalnizca bir reseptorii pozitif olanlarda yanit yaklasik % 40°dir. Her ikisi negatif olan
timorler % 10°dan daha az yanit verme egilimindedir (19).

1.3.5.7.14. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2/Neu (Her2/Neu,

c-erbB2) Onkogeni

Bu gen 17. kromozomda lokalizedir (11). c-erbB2 hiicre biiyiimesinin
kontroliinde yer alan bir transmembran glikoproteindir. Spesifik bir liganda sahip

olmamakla beraber ¢ok sayida biiylime faktorii igin koreseptor olarak ¢alisir. c-erbB2
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meme karsinomlarinin % 20-30’unda asir1 salinir. Olgularin % 90’indan ¢ogunda
asirt salimm 17g21°deki genin amplifikasyonu ile iliskilidir ve bu, ya kullanilan
[HK ’sal yontemle proteinin degerlendirilmesi ya da FISH yontemi ile elde edilen gen
kopya sayisi ile belirlenir. Her ne kadar calismalarin tamami ayni sonuca sahip
degilse de bir¢cogu c-erbB2’nin kotii prognozla baglantili oldugunu gostermektedir.
Buna ek olarak bazi ¢aligmalarda asir1 c-erbB2 salgilayan tiimorlerin hormon veya
antrasiklin igeren kemoterapi rejimlerine yanitlariin farkli oldugu bulunmustur. c-
erbB2’nin degerlendirilmesi bu proteini hedef almis tedaviye yanit1 belirlemede ¢ok
onemlidir. Trastuzumab (Herceptin) ozellikle tiimor hiicrelerini hedef almasi igin
gelistirilmis, c-erbB2’ye karsi monoklonal bir antikordur ve normal hiicreleri
6ldiirmedigi disliniilmektedir. Klinik deneyimde, kemoterapi ile Trastuzumab’in
kombinasyonu c-erbB2 asir1 salinimi olan hastalarda tedaviye yanit1 artirir. Maalesef
bilinmeyen bir mekanizma ile olusan kardiyak toksisite, Trastuzumab’in yararliligini
sinirlayabilir. Buna karsin solid timor i¢in gen-hedefli ilk terapdtik ajan oldugundan
sonuglar ¢ok umut vericidir (19).

1.4. APOPTOZIS

Yunanca “Dokiilen Yaprak” anlamina gelen apopitoz patolojide “Programli
Hiicre Oliimii”nii ifade etmektedir. Ik kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adl
patologlar tarafindan apopitoz terimi kullanilmistir (23, 24).

Apoptozis, 6liim i¢in programlanmis hiicrelerin kendi niikleer DNA’larini,
niikleer ve sitoplazmik proteinlerini pargalayacak enzimleri aktive eden, kontrollii bir
sekilde diizenlenen intraselliiler programla yiiriitiilen bir hiicre 6limi yolagidir (19,
25, 26). Hiicrenin plazma membrani saglam kalir, ancak yapisi degisir. Boylece
fagositoz i¢in hedef haline gelir. Olii hiicre, igerigi disar1 sizmadan hizlica temizlenir
ve bu nedenle konakta inflamatuar reaksiyona yol agmaz (19). Normalde birgok
durumda meydana gelmektedir ve istenmeyen ya da potansiyel olarak zararl
hiicreleri ve kullanilir olma stiresini agmis hiicreleri ortadan kaldirir. Ayn1 zamanda,
hiicreler onarilamayacak Olglide zarar gordiiklerinde, hasar o6zellikle hiicrenin
DNA'sim1 etkilediginde ise apoptozis patolojik bir olaydir; bu durumlarda,
onarilamayacak derecede hasar gormiis hiicreler elimine edilir (19). Sonugta

apoptozis pek ¢ok patolojik ve fizyolojik siiregte rol alir (26-29).
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Fizyolojik Nedenlere Bagh Apoptozis:

1.

Embriyogenezde (implantasyon, organogenez, gelisimsel involiisyon ve
metamorfoz) hiicrelerin programli 6limii.

Hormona bagli doku involiisyonu (Menstiirel siklusta, menopozda
ovaryan atrezide, laktasyon gosteren memenin regresyonunda, kastrasyon
sonrasi prostat atrofisinde).

Cogalma gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin
devamliliginin(homeostazis) saglanmasi (kemik iligi ve timustaki
immatiir lenfositler, germinal merkezdeki B hiicreleri ve intestinal
kriptlerdeki epitel hiicreleri).

Olgunlagmalarin1 tamamladiktan sonra ya da Once potansiyel olarak
zararli self-reaktif lenfositlerin elimine edilmesi.

Akut inflamatuar yanitta notrofiller, veya immiin bir yanitta gorev alip
kullanilmis konak hiicrelerinin 6limii.

Sitotoksik T hiicreleri tarafindan gerceklestirilen hiicre oliimii (viriisle

enfekte hiicreler, neoplastik hiicreler ve transplant reaksiyonu) (19).

Patolojik Nedenlere Bagh Apoptozis

1.

Cesitli etkenler (radyasyon, sitotoksik kanser ilaglari, hafif derecede
hipoksi ve 1s1... gibi) ile olusan DNA hasari. DNA hasar1 ve timor
supresor gen p53’i de kapsayan mekanizma ile apoptozis indiiklenir.
DNA hasara ugraymca hiicrede p53 birikir ve tamir islemi i¢in zaman
kazanmak tizere hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur. DNA onarim
stireci basarisiz oldugu taktirde p53 apoptozisi tetikler. Ayrica p53
mutasyona ugradiginda veya yok oldugunda apoptozisi uyarmada
yetersiz kalir. Ve bu durum bazi kanserlerde oldugu gibi hiicrenin sag
kalimini saglar.

Katlanmis proteinlerin birikimi (Santral sinir sistemi ve diger organlarda
endoplazmik retikulumda stres olusturan protein birikimi).

Bilinen bazi enfeksiyonlara bagli hiicre o6liimii (adenoviriis, HIV
enfeksiyonu ya da doku immiin yanit1 olusturan viral hepatitler).

Duktus obstriiksiyonundan sonra organ parankiminde patolojik atrofi

(pankreas, parotis ve bobrek).
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5. Tumorlerde hiicre 6limi (cogunlukla gerileyen tiimorlerde olmakla
birlikte bazen de aktif biiyliyen tiimorlerde) (19).

1.4.1. MORFOLOJi

Apoptozisde morfolojik bulgular sunlardir:

Cevre Hiicrelerden Ayrilma: Apoptozisde ilk olarak hiicreler birbirleriyle
olan temas bolgelerini ve mikrovilluslart igeren yiizey olusumlarini kaybederek
komsu hiicrelerden ayrilmaya baglarlar (28).

Hiicre Biiziismesi: Hiicre boyutlar1 kiigiiliir. Sitoplazma yogun olup
organeller nispeten normal goriinmekle birlikte siki paketlenmeler gosterir (19).
Organel biitlinliigii korunur ancak bu organeller kiigiilerek hiicre zarina bagl cisimler
olustururlar (28).

Kromatin Yogunlagsmasi: Apoptozisin en karakteristik goriintlisiinii
olusturur (19, 27). Degisik boyut ve sekillerde kromatin birikimleri periferde hiicre
membraninin altinda bulunur (19, 28, 29). Niikleus iki ya da daha fazla parcaya
bolinir (19, 29).

Sitoplazmik Kabarciklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusumu: Apoptotik
hiicre ilk Once yaygin yiizeyel tomurcuklanma gosterir (19, 29). Daha sonra
membranla ¢evrili sitoplazmada niikleer pargalarla birlikte veya onlar olmadan siki
paketlenmis organellerden olusan apoptotik cisimlere parcalanirlar (19, 28, 29).

Apoptotik  Hiicre veya Cisimciklerin Makrofajlar Tarafindan
Fagositozu: Apoptotik cisimcikler hizla fagositlerin lizozomal enzimleri tarafindan
sindirilir (19, 28).

Hematoksilen-eozin ile boyanmis dokularda, apopitoz tek hiicreyi veya hiicre
kiimelerini tutar. Apopitotik hiicreler oval veya yuvarlak, yogun eozinofilik
sitoplazmali, dens niikleer kromatin parcalari ile birlikte goriiliir. Hiicre kiigiilmesi ve
apopitotik cisimlerin olusmasi hizlidir ve pargalar hizla fagosite edilir, pargalanir
veya liimene dokiiliir. Histolojik kesitlerde goriiniir olmadan 6nce dokuda anlaml
apopitoz meydana gelebilir. Apopitoz, nekrozdan farkli olarak inflamasyon
olusturmaz ve bu da histolojik olarak saptanmasini giiglestirir (19, 30).

1.4.2. BIYOKIMYASAL OZELLIKLER

Apopitotik  hiicreler  genellikle daha oOnce tamimlanmis patolojik

degisikliklerin altinda yatan farkli biyokimyasal modifikasyonlar gosterirler. Bu
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Ozelliklerin bazilar1 nekrotik hiicrelerde de goriilebilir. Apopitozun spesifik bir
ozelligi kaspaz adli bir enzim grubu ile protein hidrolizidir. Transglutaminaz
aktivitesi ile asir1 protein ¢apraz baglanmasi sitoplazmik proteinleri kovalent bagl
bliziilmiis tabakalara c¢evirir, bu tabakalar apopitotik cisimler haline pargalanabilir.
Apopitotik hiicreler 50-300 kilobazlik biiyiikk pargalar halinde, karakteristik DNA
yikimi gdsterirler. Sonradan, DNA'nin Ca*? ve Mg™ bagimh endoniikleazlar ile
interniikleozomal parcalanmast  sonucunda 180-200 bazli oligoniikleozom
pargalarina doniistir. Apopitotik hiicreler, plazma membranlarinin disinda fosfatidil
serin ve trombospondin baglari bulundururlar (19, 23). Bu degisiklikler
proinflamatuar hiicresel igerik salinmaksizin, Olii hiicrenin, makrofajlar ve diger
komsu hiicreler tarafindan fagositoz igin erken taninmasina olanak verir (30).

1.4.3. MEKANIZMALAR

Apopitoz belli olaylar ile baslatilan, dort komponentten olusan, enerji bagiml
bir siirectir.

Sinyal yolu: Apopitotik uyaran ilk olarak bir sinyal yaratir. Transmembran
sinyaller apopitozun pozitif veya negatif belirleyicileri olabilir.

Kontrol ve integrasyon fazi: Intraselliiler pozitif veya negatif diizenleyici
molekiiller apopitozu baslatir, uyarir ya da inhibe eder. Bunlar spesifik proteinlerle
gergeklestirilir. Bu proteinlerin 6nemi, aksiyonlarinin potansiyel olarak letal (hiicre
olimii)  sonuglanabilmesindedir.  Biiyiikk  6l¢iide  mitokondrial ~ fonksiyonu
diizenleyerek apopitotik siiregte yer alirlar. Apopitoz mitokondriyi iki yolla etkiler;

1. Mitokondrial sigme: Apopitotik sinyal mitokondrial permeabilite degisimi

ile sonuglanir.

2. Sitokrom C sitozol i¢ine salinir ve proteolitik olaylarin gelisimi hazirlanir

(19, 23).

Uygulama (infaz) fazi: Biiyiik 6l¢iide proteazlarin kaspaz ailesi sorumludur.
Kaspazlar (sistein bagimli aspartat spesifik proteaz) kalsiyum bagimsiz hiicre ici
sistein proteaz sinifinin en énemli boliimiinii olusturur. Inaktif prekiirsorler olarak
hiicre sitoplazmasinda bulunurlar ve ¢ogu proapopitotiktir. Biyolojik fonksiyonlarina
gore 3 gruba ayrilirlar:

1. Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 14

2. Apopitozu baslatanlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10
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3. Apopitozu yiiriitenler (efektor grup): Kaspaz 3, 6, 7

Bagslatic1 kaspazlar apopitotik uyariyla baglayan olim sinyallerini efektor
kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise proteolitik etkiyle apopitotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (31-33). Apopitozun uygulama fazi
son yoldur, proteolitik bir kaskattir. Kaspazlar hiicre iskeleti ve niikleer matriks
proteinlerini parcalayarak hiicre iskeletini yikarlar.

Olii hiicrelerin fagositozla eliminasyonu; Apopitotik hiicre ve parcalarmin
yiizeylerinde bulunan isaretleyici molekiiller, komsu hiicreleri ve fagositleri uyarir
(19, 23).

1.4.4. APOPITOZISTE P53’UN ROLU

Apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden
bir siirectir. Bir timor siipresor gen olarak ¢alisan p53 mutasyona ugradigi ya da
bulunmadigi zaman hiicre yasam1 uzar. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir
transkripsiyon regiilator geni olan p53'i aktive eder. p53 protein {iriinii, DNA’ya
dogrudan baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir icin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza
yonlendirir. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini
diizenledigi disiiniilmektedir (34).

1.5. BAX VE BCL-2

Tiimoriin biiylimesi hiicresel ¢ogalma ve hiicresel 6liim ile kontrol edilir.
Hiicre 6liimiiniin en sik goriilen mekanizmasi ise programlanmis hiicre Sliimiidiir.
Bir¢ok apoptotik uyari hiicre 6liimiinii Bcl-2 gen ailesini etkileyerek gergeklestirir
(35). Bcl-2 gen ailesi apoptozisin diizenlenmesinde anahtar bir role sahiptir, meme
kanserleri dahil timdrlerin ¢ogunda isleyisi bozulmustur (36, 37). Bu gen ailesinde
apoptozisi hem baskilayici hemde uyarici tiyeler vardir (35). Bcl-2 ailesinin 20 iiyesi
tanimlanmistir (38). Bu iiyelerden Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 ve Al/Bfl-1 apoptozisi
baskilarken, Bax, Bak, Bok/Mtd, Bad, Bik, Bid, Bim/Bod ve HrK apoptozisi
indiikler (36, 39).

Apoptozisin miktar1 premalign ve malign meme lezyonlarinda Bcl-2 salinimi
ile ters iligkilidir. Bcl-2 salimimi daha iyi klinikopatolojik 6zelliklerle uyumludur.
Bununla birlikte artmis Bcl-2 seviyesi olan hastalar endokrin tedavilere daha iyi yanit

verirler. Antiapoptotik olan Bcl-2'nin azalmig seviyeleri ile artmis tiimor derecesi

31



arasindaki paradoks su sekilde aciklanabilir; Bcl-2, hiicreleri letal mutasyondan
korumak i¢in tiimorde erken bir role sahiptir. Erken ve diisiik dereceli tiimorlerde
Bcl-2 salimimi yiiksektir ve diisiik apoptotik indeks ile karakterizedir, ilerlemis ve
yiiksek dereceli timorlerde Bel-2 salimmmi diisiiktiir ve yiliksek apoptotik indeks ile
karakterizedir (36).

Meme kanserlerinde yiiksek Bcl-2 seviyelerinin; diisiik timor derecesi,
Ostrojen ve progesteron reseptor pozitifligi, diisiik proliferatif oran, daha 1yi prognoz
ve adjuvan terapiye daha iyi yanit ile iligski oldugu bulunmustur (8, 40).

Yapilan bir ¢alismada meme kanserlerinde Bel-2nin siklikla salindigi ve lenf
diigimi tutulumu olsun olmasin meme kanserlerinde daha iyi klinik ve prognoz ile
iliskili oldugu belirtilmistir (8).

1.6. BNIP3

Solid tiimorlerde hipoksik bir mikrogevre olusur ve hipoksik alandaki
hiicreler daha kolay kanserlesebilme egilimindedir. p53 gibi gen mutasyonlar1 bu
alanlarda olur. Bundan dolay1 hipoksik hiicre 6liimiiyle iligkili olan BNIP3'{in kanser
tedavisinde rolii olabilir (41).

Bcl-2/E1B 19 kD interacting protein (BNIP-3), Bcl-2 ailesinin bir iiyesidir ve
hipoksik durumlarda artis gosterir (6, 41, 42). Mitokondride lokalizedir ve artmis
salinimi hiicre 6liimiinii indiikler (41). Mitokondri membranina girer, reaktif oksijen
tirtinlerini tetikler ve membran depolarizasyonu saglayarak membranda gegirgenligi
artirir. Bu hizli ve siddetli mitokondrial disfonksiyona plazma membran gecirgenlik
artis1, yaygin sitoplazmik vakuolizasyon ve DNA bant kiriklar1 da eslik eder. Bu da
hiicre olimii ile sonuglanir (6, 41). Yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda,
normal meme dokular1 ile karsilastirildiginda DKIS ve invaziv meme
karsinomlarinda neoplastik hiicrelerin sitoplazma ve niikleuslarinda BNIP3 anlaml
olarak yiiksek seviyelerde bulunmustur. Bu da BNIP3’iin meme kanserinin
neoplastik ilerleyisinde onemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica niikleer
BNIP3 salinim1 DKIS’da artmus rekiirrens riski ve kisa hastaliksiz dénem ile, invaziv
meme karsinomunda ise daha az agresif fenotiple iligkilidir. Bu da otofaji, hiicre
Olimii ve yasam siiresinde rolii olan BNIP3’iin asil islevinin insitu karsinomdan

invaziv karsinoma gegis sirasinda oldugunu diisiindiirmektedir (6, 42).
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1.7. TELOMERAZ AKTIVITESI VE hTERT

Telomerler Okaryotik organizmalarda lineer kromozomlarin uclarinda
bulunan 6zellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik bolgelerdir.
Telomerik DNA dizileri diger DNA dizilerinden yap1 ve islev olarak farklidir, ayrica
temel biyolojik bir isleve de sahiptir. Replikasyon sirasinda lineer kromozomal DNA
molekiiliiniin son kisminin tamamlanmasinda rol oynar (43). Telomerler hiicre
boliinmesi sirasinda kromozom uglarinin yapismasini 6nleyen bir kep olusturur (4).
Kromozomun son kismini rekombinasyon, yikim ve fiizyon gibi anormal durumlara
kars1 korur. Kromozomlarin biitiinliigiinii ve stabilitesini saglar. Kromozomlarin
niikleus zarina tutunarak belirli bir pozisyonu korumasini saglar (43).

Insanda telomeraz aktivitesine, ilk kez servikal kanser hiicre hatti olan
HelLa'da rastlanmistir. Fetal, yeni dogmus ve yetiskin testis ve overlerinde
rastlanmistir. Fakat yaslilarin spermatozoa ve oositlerinde goriilmemistir. Telomeraz
aktivitesi, bir¢ok insan somatik dokusunda goriilmez. Genellikle yiiksek replikatif
kapasitesi olan dokularda ve birgok insan kanser tiiriinde gortiliir (43).

Insanlarda kanser belirleyicilerinden biri de telomerazdir. Telomeraz normal
dokularin ¢ogunda negatiftir (44). Telomeraz kromozom uglarindaki telomerleri
olusturan tekrarlayan niikleotid sekansim1 (TTAGGG) wuzatabilen bir revers
transkriptaz enzimidir (2, 4, 45). Telomeraz veya telomer tamiri ile ilgili diger
mekanizmalar hiicrelerin proliferasyonunun devami i¢in sarttir ve kanser gelisiminde
kritik bir basamaktir (46). Meme, prostat, akciger, karaciger, pankreas ve kolon
kanserlerinin yaklasik % 85'inde telomeraz aktivitesi bulunmustur (2, 44, 46).

Telomeraz  genis  bir  riboniikleoprotein  kompleksidir,  6karyotik
kromozomlarin telomerlerini uzatir ve dolayisiyla hiicrenin replikatif potansiyelini ve
yagam siiresini diizenler (47, 48). Telomer DNA'nin uzunlugu insanlarda 5-15 kbp
arasinda degismektedir (48). Telomeraz aktivitesi olmazsa, telomerler DNA
replikasyonunun her siklusunda biraz daha kisalir (4, 48). Hiicrenin ¢ok sayida
bolinmesi ile telomerler kritik bir uzunluga gelir, DNA hasart ve hiicresel
oliimsiizliige sebep olur (4, 48). Sonug olarak hiicre yaslilik denen geri doniisiimsiiz
nonproliferatif bir siirece girer. Net olmamakla birlikte telomer uzunlugunun
telomeraz ile tamiri yaslanmayi geciktirebilir (48). Telomerazin bu molekiiler ve

hiicresel fonksiyonlari, insan dokusunun, organlarin ve tiim viicudun genetigi,
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gelisimi, dejenerasyon ve rejenerasyonunda asil rolii oynar. Telomeraz aktivasyonu
gelisim sirasindaki embriyonik hiicrelerin proliferasyonu, immun hiicrelerin
aktivasyonu, kemik iligindeki kan hiicre progenitorlerinin olgunlasmasi ve neoplastik
hiicrelerin immortalizasyonu ile iligkilidir. Telomeraz inhibisyonu ise hiicre
yaslanmasi, apoptozis, premature yas ve dejeneratif hastaliklar kapsar (47).

Human telomeraz; RNA subiiniti ve cesitli proteinlerden olusur. RNA
subiiniti (hTR) telomerik DNA'nin sablonunu igerir ve telomeraz aktivitesi igin
esastir (47). Protein igerikleri ise katalizor telomeraz revers transkriptaz (hTERT) ve
telomeraz iligkili protein 1 (hTEP1)'i kapsar (4, 45, 47). hTR ve hTEP1 normal insan
dokusunda yaygin olarak salinir ancak hTERT meme dokusu dahil normal dokularda
bulunmaz (45, 47). Ayrica hTERT'in ektopik salinimi 6liimlii insan hiicrelerinde
telomeraz aktivasyonu, telomer uzamasi ve hiicre proliferasyonunun devamliligini
indiikler, boylece hTERT telomeraz aktivitesini diizenler ve telomerazin hiicresel
fonksiyonunda anahtar rol oynar. hTR'yi hedefleyerek yapilan telomeraz
aktivitesinin inhibisyonu, telomerlerde erozyon ile sonuglanir, yiiksek proliferatif
ozellige sahip hiicrelerde apoptozis ve biiyiime kapasitesini ayarlar. hTERT'i
hedefleyerek yapilan telomeraz aktivitesinin inhibisyonu, artmis anormal mitoz ve
apoptoz ile birlikte telomerlerin kademeli olarak kaybi, genomik instabilite, telomer-
telomer fiizyonu ve andploidiyi indiikler. Calismalara goére telomeraz enzim
aktivitesi her zaman telomerlerin onarimi ve uzunlugu ile korele degildir. Ornegin,
telomeraz aktivitesi degismeden hTERT'in karboksil ucundaki degisim, enzim
fonksiyonunu bozabilir ve enzimatik aktivitesi olan telomeraz transforme hiicrede
telomeri uzatmadan yasam siiresini uzatabilir (47).

hTERT salinnm1 DKIS gibi preinvaziv meme lezyonlarinda artmistir ve bu
telomeraz aktivitesinin meme karsinogenezinin erken doneminde etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Meme kanserlerinde lenf diigimii tutulumu ile telomeraz
aktivitesi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Bu durum hTERT'in hem
karsinogenezde hem de metastazlarda etkili oldugunu disiindiirmektedir. hTERT
kromozom 5p15.33'de lokalizedir ve 16 ekson igerir (45)

Malign meme tiimorlerinden yapilan ince igne aspirasyonlarin %81'inde, ileri

evre meme kanserlerinin %95'inde telomeraz salinimi1 bulunmustur (2).
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Telomeraz reaktivasyonu meme kanserinde ileri evre, histolojik derece ve
lenf digiimi metastazi ile anlamli iligkilidir ancak menopozal durum ve timor
boyutu ile iliskili degildir (4). Ayrica hTERT salimimi ile hastanin yasi, timor
boyutu, derece, lenf diigiimii metastazi, OR pozitifligi ve lenfovaskiiler invazyon
arasinda iligski bulunamamistir (4).

1.8. WESTERN BLOT

Blotlama metodu; protein ve niikleik asitlerin belirlenmesi amaciyla siklikla
kullanilan bir¢ok farklt metodun genel ismidir. Bu metodlardan ilki 1975 yilinda
gelistirilen DNA’nin tesbitinde kullamlan Southern blotlamadir. Ilk birkag yil jel
transferi olarak isimlendirilen bu metot, digerlerinin de bulunmas: ile birlikte,
metodu gelistiren E. M. Southern’e atfen Southern Blotlama olarak anilmaya
baslamistir. Daha sonraki yillarda gelistirilen ve RNA’nin tesbitinde kullanilan
metot, ilkinin ismine gonderme yapilarak Nothern Blotlama olarak isinlendirilmistir
(J. Alwin ve G. Stark, 1979). Ayn1 yaklasimla en son olarak gelistirilen proteinlerin
belirleme metodu, Western Blotlama olarak adlandirilmistir (H. T. Towbin, 1979-
W.N. Burnette, 1981). Ayrica, bunlara ek olarak Dot/Slot Blotlama ve Insitu
Hibridizasyon da benzer yaklasimlarin kullanildigi diger blotlama ve hibridizasyon
metotlaridir (49).

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen
proteinlerin, destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik
metotlarla gosterilmesidir. Western blot teknigi, denatiire edilen DNA’nin
nitroselliiloz membrana transfer edildikten sonra hibridizasyonla tesbit edildigi
Southern blot tekniginin modifikasyonudur. Bahsedilen teknik ile Western blot
tekniginin farki, transferi gerceklesen molekiillerin belirlenmesinde kullanilan isaretli
problarin yapisidir. Western blotta isaretli antikorlar kullanilirken, diger metotda
isaretli oligoniikleotitler kullanilmaktadir (49).

Blotlamadan 6nce, g¢alisilan numunedeki proteinler elektriksel ortamda jel
tizerinde gog¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezi sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle gergeklestirilmektedir. SDS-
PAGE, proteinlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasinda kullanilan temel biyokimyasal

yontemlerden birisidir (49).
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Calisilan numunedeki SDS-polipeptit kompleksleri, poliakrilamid jele
yiiklenip, elektrik akimmma maruz birakildiklart zaman, proteinin molekiil
agirliklariyla orantili olarak, artt kutba (anot) dogru goc¢ etmekte ve jelde
bulunduklar1 yerde bantlar halinde yigilim gostermektedir. Yapilan bu isleme
elektroforez denilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden
dort adimda gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroselilléz membrana
aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz
membranda protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 06zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin
goriintiilenmesi asamalaridir (49).

Destek tabakaya (nitroselliiloz/naylon membran) transfer sirasinda jel ile
destek tabaka karsi karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina
yerlestirilmektedir. Jelin biiyiikligi ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi
uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir (Sekil 1). Proteinlerin destek
tabakaya transferi i¢in iki yontem kulanilmaktadir. Bu metotlardan ilkinde (1slak
kapillar metot), transfer islemi jel elektroforezine benzer bir sekilde tampon ¢ozeltisi
icinde gerceklesmektedir. Yar1 kuru (semi-dry) yontemde ise proteinlerin jelden
destek tabakaya gecisi tampon ¢ozeltisi ile doyurulmus filitre kagitlari ile sarilmis bir
sekilde, yine elktroforez ile saglanmaktadir. Destek tabakanin 6zgiil olmayan
proteinle bloklanmasinda ucuz, temini kolay ve etkin olmasi nedeniyle, yagsiz siit
tozu tercih edilmektedir (49).

Spesifik antikorlar olarak poliklonal ya da monoklonal antikorlar (Mak)
kullanilabilir. Mak’larin kullaniminin avantaji, bunlarin yalnizca tek bir epitopa
(antijenik determinant) olusturmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple Mak’lar
antijene spesifik bir baglanim gosterir. Ancak, calisilan proteinler arasinda benzer
epitopik yapilar mevcut ise capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci pozitiflikler
belirlenebilmektedir. Poliklonal antikorlar kullanilmasi durumunda ayni sebeple
sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir (49).

Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en 6nemli dezavantaji,
SDS-PAGE ve blotlama esnasinda polipeptit yapilardaki epitoplarin ortadan

kaldirilmasidir. Belirlenmeye c¢alisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise
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Mak-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenle, Mak kullanildiginda, poliklonal
antikorla ¢alisilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir (49).

Ozgiil antikorlarda raportér madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya
enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri
tercih edilmektedir. Bu enzimlerin substratlari ve kromojen maddeleri birbirinden
farklidir. Son yillarda, enzimle isaretlemede testin duyarliligini artirmak amaciyla
peroksidaz ile isaretli avidin-biotin sisteminin kullanimi yayginlasmistir. Kullanilan
kromojenlerin en Onemli 0zelligi c¢o6ziinmeyen (insoluble) renkli {iriinler
olusturmalaridir (49).

Western blot teknigi ¢alisilirken karsilagilacak en 6nemli problem proteinlerin
antijenik yapilarinda SDS-PAGE ve transvers islemleri sirasinda sekillenebilecek
bozulmalardir. Boyle bir durumda antijen-antikor baglanmasi olugmayacagindan

yalanci negatif sonug¢ alinmaktadir (49).

Filtre
kagitlan

Anot

Sekil 1. Jeldeki proteinlerin destek membrana transferi
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2. GEREC VE YONTEMLER

Firat Universitesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarma 2005-
2010 yillar1 arasinda gonderilmis meme biyopsi ve mastektomi materyallerinden
IDK tanis1 alan 75 olgu calisma kapsamina alindi. Olgulara ait hematoksilen eozin
boyali preparatlar ve bloklar arsivden ¢ikarilarak yeniden gbzden gecirildi. Kesitler
1s1k mikroskop ile incelenerek tanilar dogrulandi, histolojik derece, timor boyutu,
timor diferansiasyonu, histolojik ve niikleer dereceleri modifiye Bloom
Richardson’a gore ayr1 ayri degerlendirildi (1). Tiimor boyutu olarak < 2cm, 2-5¢cm,
>5cm (1), yas igin ise 50 yas ve alt1 ile 50 yas iistii seklinde gruplama yapildi (40).

2.1. IMMUNOHISTOKIMYA

Yetmis bes olguya ait Orneklerde tiimoér igeren bloklardan 4 mikron
kalinhginda elde edilen kesitler poly-1-lysine kapli lamlar {izerine alind. ilk olarak
37°C’de 15 dakika etiivde bekletilen lamlar daha sonra Bax (Thermo scientific,
monoclonal mouse antibody to human Bax Ab-1, 1 ml, clone 2D2, 1/100 Fremont
CA USA), Bcl-2 (Thermo scientific, BCL-2alpha Ab-1, 1/100, Fremont CA USA)
hTERT (Abcam, rabbit monoclonal [Y182] to telomerase, 1/75, Cambridge,
England) ve BNIP3 (Abcam, rabbit polyclonal to BNIP3L, 1/100, Cambridge,
England) boyamalari i¢in otomatik boyama cihazinda (Ventana Medical System, SN:
712299, REF: 750-700, Arizona, USA) isleme alindi. Primer antikor ile islemden
sonra lamlar musluk suyunda yikanarak Ultramount ile kapatildi. Kontrol olarak Bax
icin hodgkin lenfoma, Bcl-2 igin tonsil dokusu, hTERT igin akciger adenokarsinomu
kullanildi.

OR, PR ve c-erbB2 reseptér boyamalar: tekrar degerlendirilerek onceki
raporlar ile korele edilip, dogrulandi.

2.1.1. IMMUNREAKTIVITENIN DEGERLENDIRILMESI

Bax, Bcl-2, hnTERT ve BNIP3: Immunhistokimyasal ydntemle boyanan Bax,
Bcl-2, hTERT ve BNIP3’iin degerlendirilmesi, Olympus marka BXS51 1sik
mikroskobunda, tiimor hiicrelerinde boyanma yogunlugu agisindan incelenerek
yapildi.

Boyanma yogunlugu zayif, orta ve gii¢lii boyanma seklinde degerlendirildi.
Bax, Bcl-2, hTERT ve BNIP3 i¢in zayif boyanmalar negatif olarak kabul edildi (50-
52). % 10’dan daha az yayginlik gosteren vakalar da negatif olarak degerlendirildi.

38



Bax ve Bcl-2 icin; sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. internal kontrol
olarak lenfositler degerlendirildi.

hTERT ve BNIP3 i¢in; hem sitoplazmik hem niikleer boyanma pozitif kabul
edildi (42, 51).

OR, PR, c-erbB2: OR ve PR immunohistokimyasal boyamalari i¢in herhangi
bir skorlama yapilmadi, timor dokusunda %10 ve daha fazla niikleer boyanma
pozitif, %10’un altindaki boyamalar negatif kabul edildi. c-erbB2 ekspresyonu
degerlendirilirken 4 ayr1 grupta skorlandi (53).

Skor 0: Timor hiicrelerinde boyanma yok ya da %10°dan az hiicrede
membrandz boyanma var.

Skor 1: % 10’dan fazla tiimor hiicrelerinin hiicre membranlarinin bir
kisminda soluk boyanma var.

Skor 2: % 10°dan fazla tiimor hiicrelerinin hiicre membranlarinin tamaminda
zay1f orta dereceli boyanma var.

Skor 3: % 10°dan fazla tiimor hiicrelerinin hiicre membranlarinin tamaminda
giiclii boyanma var.

Skor 2 ve 3 pozitif, skor 0 ve 1 negatif boyanma olarak kabul edildi.

2.2. WESTERN BLOT YONTEMI

Western blot i¢in boliimiimiize frozen amaciyla gelen ve IDK tanis alan alt1
adet dokudan 6rnekler alindi. Bu 6rnekler -80 derece buzdolabinda muhafaza edildi.
Ayrica bir adet normal meme dokusu kontrol olarak alindi ve yine -80 derecede
korundu. Western blot yéntemi calismamizin temelini olusturan IHK sonuglarim
molekiiler diizeyde desteklemek amaciyla yapildi.

Dokularin homojenizasyonu yapildiktan sonra SDS-PAGE ile proteinlerin
elektroforezi tamamlandi. Elektroforez islemini takiben asagidaki dort asama
gerceklestirildi.

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA), aktarimm (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel
blotlanmak iizere alindi. Nitroselilloz membrana transferin gerceklestirilmesi i¢in
poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlartyla sarilmis bir sekilde

blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus

39



tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek ig¢in 60 dakika
boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi
saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek icin nitroseliilloz membranda
protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama):
Blotlama islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz membranlar
tampon soliisyonla [NaH,P0,.2H,0 (0,025 M), Na;HPO,4.12H,0 (0,075 M), NaCl
(1,45 M)], calkalayici iizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik
olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na;HPO4, 20 mM NaH,PO, (pH: 7,2)
tamponunda % 1°lik taze sigir serum albumini (BSA) ile 37 °C’de 90 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak Bax, Bcl-2, hTERT ve
BNIP3 antikorlart kullanildi. Primer antikorlar % 0,05 oraninda Tween—20 bulunan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroselilloz membranlar Bax,
Bcl-2, hTERT ve BNIP3 antikorlar1 ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Daha sonraki sathada nitroselilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon
soliisyonuyla yikandi. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra nitroselilloz membranlar
% 0,05 oraninda Tween-20 bulunan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 *C’de 90 dakika
stireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroselilloz membranlar 5 kez 5
dakika tampon soliisyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintillenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0,03-0,05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) soliisyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliilloz membranlar {izerindeki bantlar kisa
bir slire sonra goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda
DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar
tyice yikandi. Nitroseliilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rdlatif yogunluklari Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim

programi kullanilarak analiz edildi.
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2.3. ISTATISTIKSEL INCELEME

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 12.0 programi kullanildi. Niteliksel
verilerin karsilastinnlmasinda ise Ki-Kare testi ve Fisher Exact Ki-Kare testi
kullanild1. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kabul edilmis olup, p<0,05 ise
anlamli oldugu, p>0,05 olmasi durumunda ise anlamli farklilik olmadig1 seklinde

degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Calismaya invaziv duktal karsinom tanis1 alan 75 olgu dahil edildi. invaziv
duktal karsinom olgularinin tamami (% 100,00) kadin hastaydi. Olgulardan 17’si
derece 1 (% 22,67), 48 tanesi derece 2 (% 64,00) ve 10’u derece 3 (% 13,33) olarak
degerlendirildi (Sekil 2-4). Yas aralig1 29 ile 80 arasinda degismekte olup genel yas
ortalamasi 52,80 olarak hesaplandi. Otuz yedi olgu 50 yas ve altinda, 38 olgu ise 50
yas ustiindeydi. Timor ¢ap1 0.7 ile 14 cm arasinda degismekte olup, ortalama 3,51
cm olarak hesaplandi. Olgularin 14’iinde (% 18,67) tiimor ¢ap1 2 cm’den kiigiik (T1),
55’inde (% 73,33) 2-5 cm aras1 (T2), 6’sinda (% 8,00) ise 5 cm’den biiytiktii (T3).

Hasta yas1, tiimériin ¢ap1 ve derecesi, OR, PR ve ¢c-erbB2 durumuna gére
olgu sayilar1 ve yiizdeleri Tablo 5’te verilmistir.

3.1. IMMUNOHISTOKIMYA

Ostrojen reseptorii: Kirk alt1 olgu (% 61,33) OR pozitif (Sekil 5), 29 olgu
(% 38,67) ise OR negatif olarak degerlendirildi. Elli yasin iizerinde OR pozitifligi
% 57,90 iken 50 yas ve altinda % 64,90 olup istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,535). Ayn1 sekilde tiimor ¢apr ile karsilagtirildiginda; T1, T2 ve T3 tiimorlerde
OR pozitifligi sirastyla % 78,6, % 58,2 ve % 50 olup istatistiksel olarak anlamlilik
mevcut degildi (p=0,315). Derece 1, derece 2 ve derece 3 tiimérlerde OR pozitifligi
sirastyla % 88,20, % 58,30 ve % 50,00 bulundu ve OR pozitifligi ile tiimoriin
derecesi arasinda anlaml1 bir iliski saptandi (p=0,05) (Tablo 6).

Progesteron reseptorii: Kirk {i¢ olgu (% 57,33) PR pozitif (Sekil 6), 32 olgu
(% 42,67) ise PR negatif olarak degerlendirildi. Elli yasin iizerinde PR pozitifligi
% 55,30, 50 yas ve altinda ise % 59,50 olarak bulundu. PR pozitifligi ile yas
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,713). TI1, T2 ve T3
timorlerde PR pozitifligi sirasiyla % 71,40, % 56,40 ve % 33,30 olup yine
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,277). PR pozitifligi ile tiimor derecesi
arasindaki iligki ise istatistiksel olarak anlamli (p=0,040) olup, derecel, derece 2 ve
derece 3 tiimorlerde sirastyla % 82,40, % 52,10 ve % 40,00 bulundu (Tablo 6).
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Tablo 5. Hasta yasi, tiimériin ¢ap1 ve derecesi, OR, PR ve c-erbB2 durumuna gére

olgu sayilar1 ve ylizdeleri

Ozellik Olgu sayisi %
Yas <50 37 49.33
>50 38 50,67
Tiimo6r Capi(cm) <2 14 18,67
2.1-5 55 73,33
>5 6 8,00
Derece 1 17 22,67
2 48 64,00
3 10 13.33
OR Durumu Negatif 29 38,67
Pozitif 46 61,33
PR Durumu Negatif 32 42,67
Pozitif 43 57,33
c-erbB2 Durumu Negatif 25 33,33
Pozitif 50 66,67

c-erbB2: Elli olgu (% 66,67) c-erbB2 pozitif (Sekil 7), 25 vaka (% 33,33) ise
c-erbB2 negatif olarak degerlendirildi. Elli yasin tlzerindeki olgularda c-erbB2
pozitifligi % 60,50 iken, 50 yas ve altindaki olgularda % 73,00 olup istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,253). T1, T2 ve T3 timoérlerde c-erbB2 pozitifligi sirasiyla
% 71,40, % 56,40 ve % 33,30 olarak bulundu. c-erbB2 pozitifligi ile timor ¢api
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,092). Ayrica derece 1,
derece 2 ve derece 3 tiimorlerde c-erbB2 pozitifligi sirasiyla % 70,60, % 64,60 ve
% 70,00 olup istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski yoktu (p=0,877) (Tablo 6).
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Tablo 6. Hasta yas1, timér ¢ap1 ve derecesine gore OR, PR ve c-erbB2’nin pozitif

boyanma yiizdeleri ve p degerleri

% OR P degeri

Ozellik

P degeri % cerbB2 P degeri

% PR

60,5 0,253

0,535 553 0,713

57,9

>50
<50

Yas

73
42,9
7

59,5

64,9

0,092

78,6 0,315 71,4 0,277

58

Timor
Capi

0,9

2.1-5 2 56,4
>5 33

(cm)

83,3
7
6

3
4
1

50

0,877

6
6

0
4

0,047

2
2

8
5

0,054

2

88,
58,3
5

1

Derece

70

40

0

Sekil 2. Derece 1 IDK, Histolojik Gériiniimii (HE X 200).
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Sekil 3. Derece 2 IDK, Histolojik Goriiniimii (HE X 100).

:'I:IIM"{' y :: T3 27N (8 1’

R ; -2 -2 -*"' ‘

-

=
g el
B W ;X -

Sekil 4. Derece 3 IDK, Histolojik Gériiniimii (HE X 400).
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Sekil 6. Derece 1 IDK, Progesteron Pozitifligi (X 200).
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Sekil 7. Derece 3 IDK, c-erbB2 Pozitifligi (X 400).

Bax: Invaziv duktal karsinomlu 75 olgunun 59’unda (% 78,70) Bax ile
boyanma gozlenmezken, 16 olguda (% 21,30) pozitif sitoplazmik boyanma izlendi
(Sekil 8, 9). Bax ile hasta yasi, tiimor gap1 ve tiimor derecesi arasinda anlamli iliski
bulunamadi. Elli yasin iistiindeki hastalarin % 28,90’inda (11/38 olgu) 50 yas ve
altindakilerde ise % 13,50 (5/37 olgu) Bax pozitif boyandi. T1 tiimdrlerin % 28,60°1
(4/14 olgu), T2 timorlerin % 18,20’si (10/55 olgu) ve T3 tiimorlerin % 33,30’unda
(2/6 olgu) pozitif Bax boyanmasit mevcuttu. Derece 1 tiimorlerin % 5,90’ inda (1/17
olgu), derece 2 tiimorlerin % 25,00’inde (12/48 olgu) ve derece 3 tiimorlerin
% 30,00’unda (3/10 olgu) Bax pozitifti. Ayrica OR, PR ve c-erbB2 ile de istatistiksel
olarak anlamli bir iliski mevcut degildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Bax’m olgu dzelliklerine gore pozitif boyanma yiizdeleri ve p degerleri

Ozellik % Bax P degeri

Yas >50 28,9 0,103
<50 13,5

Tiimér Capi(cm) <2 28,6 0,528
2.1-5 18,2
>5 333

Derece 1 05,9 0,197
2 25,0
3 30,0

OR Durumu Negatif 31,0 0,103
Pozitif 15,2

PR Durumu Negatif 21,9 0,921
Pozitif 20,9

c-erbB2 Negatif 24,0 0,690

Durumu Pozitif 20,0

Sekil 8. Derece 1 IDK, Bax pozitifligi (X 1000).

N

.

- J
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Sekil 9. Derece 2 IDK, Bax pozitifligi (X 1000).

Bcl-2: Yetmis bes adet olgunun % 32,00’si (24 olgu) Bcl-2 negatif, % 68,00’
(51 olgu) pozitif olarak degerlendirildi. Boyanma sitoplazmada lokalizeydi (Sekil 10-
12). 50 yasin tistiindekilerde Bcl-2 27/38 olguda (% 71,10), 50 yas ve altindakilerde
ise 24/37 olguda (% 64,90) pozitif bulundu. Bcl-2 ile hasta yasi ve timor capi
arasinda anlamli iligki bulunamadi. Bcl-2 pozitifligi T1 timoérlerde % 71,40 (10/14
olgu), T2 tiimoérlerde % 67,30 (37/55 olgu), T3 tiimorlerde ise % 66,70 (4/6 olgu)
olarak degerlendirildi. Derece 1 timorlerde % 88,20 (15/17 olgu), derece 2
tiimdrlerde % 64,60 (31/48 olgu), derece 3 tiimorlerde ise % 50,00 (5/10 olgu) Bcl-2
pozitifligi bulundu. Bcl-2 ve tiimoér derecesi arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte (p=0,080) derece arttik¢a pozitiflik azalmaktaydi. OR
pozitif 46 olgunun % 80,40’1nda (37 olgu) Bcl-2 de pozitif bulundu. OR ve Bcl-2
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttu (p=0,004). Ayrica PR pozitif
olan 43 olgunun % 88,40’inda (38 olgu) Bcl-2 de pozitif boyandi. Bu iki belirleyici
de istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,000). Ancak Bcl-2 ile c-erbB2 arasinda
anlamli bir iliski mevcut degildi (Tablo 8).
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Tablo 8. Bcl-2’nin olgu dzelliklerine gore pozitif boyanma yiizdeleri ve p degerleri

Ozellik %Bcl-2 P degeri

Yas >50 71,1 0,566
<50 64,9

Tiimor <2 71,4 0,954

Capi(cm) 2.1-5 67,3
>5 66,7

Derece 1 88,2 0,084
2 64,6
3 50,0

OR Durumu Negatif 48,3 0,004
Pozitif 80,4

PR Durumu Negatif 40,6 0,000
Pozitif 88,4

c-ErbB2 Negatif 72,0 0,600

Durumu Pozitif 66,0

Sekil 10. Derece 1 IDK, Bcl-2 pozitifligi (X 1000).
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Sekil 12. Derece 3 IDK, Bcl-2 pozitifligi (X 400).
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hTERT: Yetmis bes olgunun % 41,30’u (31 olgu) hTERT ile nagatif
boyanma ve % 58,70’ (44 olgu) pozitif boyanma gosterdi (Sekil 13-15). Elli yasin
iistiindekilerde hTERT pozitifligi % 60,50 (23/38 olgu), 50 yas ve altindakilerde ise
% 59,50 (22/37 olgu) bulundu ve bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,925). T1 tiimoérlerin % 57,10°u, T2 tiimorlerin % 60,00°1 ve T3 tiimorlerin ise
% 66,70’i hTERT pozitifti. Ancak hTERT ile tiimor ¢ap1 arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlaml degildi (p=0,924). Derece 1 tiimorlerde % 29,40 (5/17 olgu), derece 2
timorlerde % 66,70 (32/48 olgu) ve derece 3 timorlerde % 70,00 (7/10 olgu) hTERT
pozitifligi bulundu. hTERT ile derece arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0,020)
bir iliski mevcuttu. hTERT ile OR, PR ve c-erbB2 arasindaki iliski ise istatistiksel
olarak anlamli degildi. OR pozitif 46 vakanin 40’inda (% 87,00), OR negatif 29
olgunun 21’inde (% 72,40) hTERT pozitifti. istatistiksel olarak anlamli olmasa da
OR pozitif vakalarda hTERT pozitifliginin daha fazla oldugu saptandi. PR pozitif 43
vakanin 37’sinde (% 86,00), PR negatif 32 vakanin 24’tinde (% 75,00) hTERT
pozitifligi vardi. OR’de oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
PR pozitif vakalarda hTERT pozitifligi PR negatif vakalara gore daha fazlaydu.
c-erbB2 pozitif olan olgularda hTERT pozitifligi % 84,00 (42/50 olgu), c-erbB2
negatif vakalarda ise % 76,00 (19/25 olgu) olarak degerlendirildi. Her ne kadar
c-erbB2 pozitif olan vakalarda hTERT pozitifligi c-erbB2 negatif vakalara gore daha
yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 9).
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Tablo 9. h\TERT in olgu 6zelliklerine gore pozitif boyanma yiizdeleri ve p degerleri

Ozellik % hTERT P degeri
Yas >50 60,5 0,925
<50 59.5
Tiimér Capi(cm) <2 57,1 0,924
2.1-5 60,0
>5 66,7
Derece 1 29,4 0,020
2 66,7
3 70,0
OR Durumu Negatif 72,4 0,115
Pozitif 87,0
PR Durumu Negatif 75,0 0,225
Pozitif 86,0
c-ErbB2 Negatif 76,0 0,402
Durumu Pozitif 84,0

Sekil 13. Derece 1 IDK, hTERT pozitifligi (X 400).
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Sekil 15. Derece 2 IDK, hTERT pozitifligi (X 1000).
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BNIP3: Yetmis bes olgunun % 53,30’ unda BNIP3 ile boyanma izlenmezken
% 46,70’inde sitoplazmada lokalize pozitif boyanma goriildi (Sekil 16-18). Elli
yasin listlindeki hastalarda BNIP3 pozitifligi % 44,70, 50 yas ve altinda ise % 48,60
olarak bulundu. T1, T2 ve T3 tiimorlerde BNIP3 pozitifligini sirasiyla % 57,10,
% 47,30 ve % 16,70 olarak tesbit edildi. BNIP3 pozitifligi derece 1 tiimorlerde
% 76,50 (13/17 olgu), derece 2 tiimorlerde % 41,70 (20/48 olgu) ve derece 3
timorlerde ise % 20,00 (2/10 olgu) olarak degerlendirildi. BNIP3 ile derece arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p=0,009) bir iliski vardi. Ancak yas ve ¢ap ile iliski
mevcut degildi. OR, PR, c-erbB2 ve BNIP3 ile de istatistiksel olarak anlamli bir
iligski bulunamadi (Tablo 10, Tablo 11).

Tablo 10. BNIP3’iin olgu 6zelliklerine gore pozitif boyanma yiizdeleri ve p degerleri

Ozellik % BNIP3 P degeri
Yas >50 44,7 0,317
<50 48,6
Timor <2 57,1 0,464
Capi(cm) 2.1-5 47,3
>5 16,7
Derece 1 76,5 0,009
2 41,7
3 20,0
OR Durumu Negatif 96,6 0,564
Pozitif 93,5
PR Durumu Negatif 93,8 0,761
Pozitif 95,3
c-erbB2 Negatif 92,0 0,467
Durumu Pozitif 96,0
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Sekil 17. Derece 3 IDK, BNIP3 pozitifligi (X 1000).
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Sekil 18. Derece 1 IDK, BNIP3 pozitifligi (X 200).

Tablo 11. Boyanma 6zelliklerine gore olgu sayisi ve yiizdeleri

Ozellik Olgu sayisi %
Bax durumu

Negatif 59 78,67
Pozitif 16 21,33
Bcl-2 durumu

Negatif 24 32,00
Pozitif 51 68,00
hTERT durumu

Negatif 30 40,00
Pozitif 45 60,00
BNIP3 durumu

Negatif 40 53,33
Pozitif 35 46,67
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3.2. WESTERN BLOT

Western blot calismasma dahil edilen alti olgunun yas ortalamasi 52,16
olarak hesaplandi. Tiimor ¢aplar 2,5 ile 7,3 cm arasinda degismekte olup ortalama
cap 5,15 cm olarak tesbit edildi. Bu deger IHK uygulanan olgularin ¢ap
ortalamasindan (3,51 cm) yiiksekti. Olgulardan 1 tanesi derece 3, 4 tanesi derece 2, 1

tanesi derece 1 olarak degerlendirildi (Tablo 12).

Tablo 12. Western blot ¢alisilan olgularin 6zellikleri

Olgular Derece Cap Yas

2 D2 53 (T3) 37 (<50)
3 D2 2,5(T2) 57 (>50)
4 D3 5,7 (T3) 63 (>50)
5 D2 55(T3) 50 (<50)
6 D1 7,3(T3) 47 (<£50)
7 D2 4,6 (T2) 59 (>50)
1 Normal meme dokusu (kontrol)

Bax tiim tiimor olgularinda kontrole gore diisiik bulunmakla birlikte derece 3
olan tek olgumuzda en diisiik oldugu goriildii. Derece 1 ve 2 arasinda belirgin fark

izlenmedi (Sekil 19).

100 -

50

Kontroliin yiizdesi

Olgular

Sekil 19. Bax’a ait Western Blot 6rnegi. (Sonuclar kontrol grubu 100 kabul
edilip kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir.)
Derece 1 olan tek olgumuzda Bcl-2, kontrole gore yiiksek, derece 2 ve 3 olan

tiim olgularda ise kontrole gore diisiik bulundu (Sekil 20).
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Kontroliin yiizdesi

Olgular

Sekil 20. Bcl-2’ye ait Western Blot 6rnegi. (Sonuglar kontrol grubu 100

kabul edilip kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir.)

BNIP3, derece 3 tiimdrde kontrole gore belirgin olarak azalmis olup, en
diisiik diizeye sahipti. Derece 2 ve 1 arasinda belirgin fark izlenmedi. Derece 2

tiimorlerin sadece 1 tanesi kontrolden yiiksek bulundu (Sekil 21).
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Sekil 21. BNIP3’e ait Western Blot 6rnegi. (Sonuglar kontrol grubu 100

kabul edilip kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir.)

hTERT i¢in derece 1 tiimoérde kontroliin yaklasik dort kati kadar artig
gorildii. Derece 3 tiimorde kontrolden daha diisiiktii. Derece 2 tiimorlerin sadece 1

tanesi kontrolden diisiik bulundu (Sekil 22).
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Kontroliin yiizdesi

Olgular

Sekil 22. hTERT’e ait Western Blot 6rnegi. (Sonuglar kontrol grubu 100

kabul edilip kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir.)
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4. TARTISMA

Memenin invaziv karsinomlari kadinlarda en sik goriilen kanserler olup
kansere bagli 6liimlerde akciger kanserlerinden sonra ikinci sirada yer alir. Invaziv
duktal karsinom ise bu gruptaki en yaygin histopatolojik alt tipi olusturur (1).

Meme kanserleri ¢ocukluk yas donemi hari¢ herhangi bir yas grubunda
goriilebilir. Ailesel olgular hari¢ 25 yasin altinda nadiren ortaya ¢ikar. insidansi yasla
birlikte artar (11). Genetik yatkinlikla birlikte dogum yeri, yas, radyasyon
maruziyeti, kontraseptif ajanlar, eksojen Ostrojen alimi gibi risk faktorleri
tanimlanmistir (1, 10, 11, 15). Prognozu oldukg¢a degisken olup; bazi olgular igin
meme kanseri olmayan kadinlarla ayn1 yasam stiresi beklenirken, bazi olgularda ise 5
yillik yasama sans1 ancak % 13’tiir (10).

Tiimériin derecesi prognoz agisindan oldukca &nemlidir. Invaziv duktal
karsinomlarda ve diger invaziv tiimorlerde derecelendirme tiibiil/gland formasyonu,
niikleer pleomorfizm ve mitoz sayisi temel alinarak yapilir (1). Yiiksek dereceli
timorlerde, lenf diiglimii tutulumu ve timor boyutundan bagimsiz olarak, yasam
stiresi daha kisa ve uzak metastaz riski daha fazladir (1). Ayrica histolojik derece
kemoterapiye yanitta olduk¢a 6nemlidir. Diisiik dereceli hastalarda daha 1yi sonuglar
bildirilmistir (13). Dolayisiyla dereceyi etkileyen faktorlerin de hasta prognozu ve
tedavisi agisindan 6nemli oldugu diisiiniilmekte ve caligmamizda da oldugu gibi
derece ile iligkili faktorler aragtirilmaya devam edilmektedir.

Prognoz acisindan onemli faktorlerden birisi de hastanin yasidir. Yas ve
menopozal durumun prognoza etkileri tartigmalidir ancak tani sirasinda 50 yasindan
daha kiiciik olan hastalarda prognozun daha iyi oldugunu belirten caligmalar
mevcuttur (15). Meme tiimorlerinde ortalama tani yas1 64°diir (10, 11). Calismamiza
dahil edilen olgularda ise yas araligi 29 ile 80 yil arasinda degismekte olup yas
ortalamas1 52,8°dir. Olgularimizin yas ortalamasinin beklenilenden daha kiiciik
olmas1 gelismis goriintiilleme yOntemleri sayesinde erken tani oraninin artmasi ile
iligkili olabilir.

Bilindigi gibi tiimor ¢ap1 evreleme sistemlerinde onemli bir temel dayanagi
olusturmaktadir ve prognoz acisindan oldukc¢a degerlidir. Yapilan ¢alismalarda artan
tiimor boyutu ile yasam siiresinin azaldigi ve aksiller lenf diiglimii metastazi

sikligimin arttigi bulunmustur (10, 11, 13, 22). Calismamiza dahil edilen olgularda
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timor ¢api 0,7 ile 14 cm arasinda degismekte olup ortalama ¢ap 3,51 cm’dir. TNM
evreleme sistemine gore olgularin 14’{inde (% 18,67) tiimor ¢apt 2 cm’den kiigiik
(T1), 55’inde (% 73,33) 25 cm arasi (T2), 6’sinda (% 8,00) ise 5 cm’den biiyiiktii
(T3). Goriildiigi tizere T2 olan olgu sayist oldukca fazla olup olgularda tiimér gapi
acisindan homojen bir dagilim yoktur.

Invaziv duktal karsinomda tedaviye yaniti belirlemede OR ve PR durumu
olduk¢a énemlidir (10). Calismamizda OR ve PR pozitifligi ile hasta yas1 ve tiimor
cap1 arasinda anlamli bir iliski bulunmazken, derece ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski belirlendi (p=0,050). Derece arttikca OR ve PR pozitifligi
azalmakta olup, OR ve PR pozitifliginin daha iyi prognoz ile iliskili oldugu
sOylenebilir.

Timor hiicrelerinin net populasyonu hiicre proliferasyonu ve hiicre 6limii
arasindaki dengeye baglidir. Kanser tedavisinde amag hiicre proliferasyonunu
azaltmak veya apoptozisi artirmaktir (54). Bcl-2 gen ailesi apoptozisin
diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Meme kanserleri dahil pek ¢ok tiimorde Bcl-2
gen ailesinin islevinde bozulma oldugu bildirilmistir (36, 37). Bcl-2 gen ailesinde
apoptozisi hem baskilayici hem de uyarici iiyeler mevcuttur (35). Bunlardan Bcl-2,
apoptozisi baskilarken, grubun diger bir iiyesi olan Bax ise apoptozisi indiikler (36,
39).

Cesitli yaymlarda meme kanserinde Bcl-2 pozitifliginin % 40 ile % 65
arasinda oldugu bildirilmistir (8, 35, 52, 54, 55). Calismamizda bu oranlara benzer
sekilde 75 olgunun 51’inde olmak {izere olgularmn % 68,00’inde Bcl-2 ile pozitif
boyanma tespit edildi. Bcl-2 pozitifligi hastaliksiz yasam siiresi ve tiim yasam siiresi
gibi iyi prognostik faktorlerle iliskilidir (8, 36, 40, 56). Prognostik faktorlerden birisi
olan hasta yas1 ile Bcl-2 pozitifligi arasindaki iligkiyi gosteren az sayida g¢alisma
mevcuttur. Ancak Baccouche ve ark.’nin (55) calismasinda Bcl-2 salinimi ile
olgularin yas1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir.
Calismamizda da Bcel-2 salinimi ile olgularin yasi arasinda anlamli bir iliski mevcut
degildi (p=0,566).

Kymionis ve ark.’nin (8) calismasinda Bcl-2 pozitifliginin kii¢iik timor
boyutu ile iliskili oldugu bildirilirken, Trere ve ark.’nin (40) ¢alismasinda Bcl-2

pozitifligi ile timor boyutu arasinda zayif bir iliski oldugu belirlenmistir.
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Calismamizda T1, T2 ve T3 tiimorlerde Bcel-2 pozitifligi sirastyla % 71,40, % 67,30
ve % 66,70 oranlarindaydi ve Bcl-2 pozitifligi ile timor capr arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,954). Ancak timor ¢api1 arttikca Bcl-2
pozitifliginin bir miktar azaldig1 belirlendi. Bu oranlarin istatistiksel olarak anlamli
bulunmamasi1 muhtemelen ¢aligmamizda 6zellikle T1 (14 olgu) ve T3 (6 Olgu)
tiimdre sahip olgu sayisinin az olmasina bagli olabilir. Bu nedenle tiimor boyutlar
acisindan homojen dagilim gosteren daha genis serilerde yapilacak yeni calismalara
ithtiyag¢ vardir.

Navarro ve ark.’nin (36) ¢alismasinda tiimorde derece arttikga antiapoptotik
olan Bcl-2 saliniminin azaldigi saptanmistir. Bu calismada ayrica diisiik dereceli
tiimdrlerde apoptotik indeksin diisiik oldugu, yiiksek dereceli timoérlerde ise yiiksek
oldugu yani tiimor derecesi ile apoptotik indeksin dogru orantili oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde pek cok c¢alismada da Bcl-2 ile tiimdr derecesinin
iliskili oldugu saptanmustir (8, 35, 40, 52, 54). Mevcut ¢alismamizda Derece 1, 2 ve 3
tiimdrlerde Bcl-2 pozitifligi sirastyla % 88,2, % 64,6 ve % 50 olarak belirlendi. Bu
oranlar istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,084). Ancak derece arttikca Bcl-2
pozitifliginin literatiirdeki diger ¢alismalara benzer sekilde azaldigi goriildii. Yiiksek
dereceli tiimorlerde apoptozisin artmig olmasi ve derece arttikca Bcl-2 pozitifliginin
azalmasi, apoptozis kontroliinde Bcl-2’nin 6nemini gostermektedir.

Cesitli yaymlarda OR ve PR pozitifligi ile Bcl-2 salimmi arasinda iliski
oldugu belirtilmistir (8, 35, 40, 52, 54, 55). Calismamizda OR pozitif vakalarin
% 80,40’inda Bcl-2 de pozitif bulundu ve istatistiksel olarak anlamli (p=0,004)
oldugu belirlendi. Ayrica PR pozitif olan vakalarin % 88,4’tinde Bcl-2 de pozitif
boyanma gosterdi ve PR ile Bcl-2 arasindaki iliski de istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,00). OR ve PR pozitif timérlerde Bel-2 salmimmin da yiiksek olmasi,
Bcl-2 salinnminin  ortamdaki steroid hormonlarin artis1 ile iliskili oldugunu
diistindiirmektedir.

Koétli prognoz ile iliskili oldugu ileri siiriilen c-erbB2 meme tiimdrlerinin
%20-30’unda pozitiftir. Rehman ve ark.’nin (52) Bcl -2 ile c-erbB2 arasinda anlaml
bir iliski bulamadiklarin1 belirtmekle birlikte Bcl-2 ile c-erbB2’nin iligkili oldugunu
belirten yayinlar da bulunmaktadir (35, 40). Ancak calismamizda da Bcl-2 ile
c-erbB2 arasinda anlamli bir iliski mevcut degildi (p=0,600).

63



Meme tiimorlerinde Bax pozitifligi igin literatiirde % 12 ile % 75 arasinda
degisen oranlar bildirilmistir (8, 52, 54, 55). Calismamizda Bax pozitifligi % 21,3
olarak belirlenmistir. Bcl-2 igin oldugu gibi hasta yas1 ile Bax pozitifliginin iliskisini
gosteren Yeterli sayida yayin mevcut degildir. Baccouche ve ark. (55) Bax ile yas
arasinda anlamli bir iligki bulamamiglardir. Calismamizda 50 yas {istiindeki olgularin
% 28,90’inda 50 yas altindaki olgularin ise % 13,50'sinde Bax ile pozitiflik
belirlenmis olup bu oran istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,103). Bax
pozitifligi ile tiimor boyutu arasinda bir iliskinin olup olmadig1 da aragtirma konusu
olmustur. Kymionis ve ark. (8) ile Krajevski ve ark.’nin (35) ¢alismalarinda, Bax
pozitifligi ile tiimor boyutu arasinda anlamli bir iliski bulunamadig1 belirtilmistir.
Calismamizda da T1, T2 ve T3 tiimorlerde Bax pozitifligi sirastyla % 28,60, % 18,20
ve % 33,30 olarak bulunmus olup istatistiksel anlamlilik yoktu (p=0,528).

Benzer sekilde Bax pozitifligi ile tiimoriin derecesi arasindaki iligkiyi
arastiran ¢esitli ¢alismalarda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir (8,
35, 52, 54). Nitekim ¢alismamizda da benzer sonuglar elde edildi (p=0,197).

Kymionis ve ark.’nin (8) ¢alismasinda OR ve PR pozitifligi ile Bax salinimi
arasinda iliski olmadig: bildirilmistir. OR ile Bax arasinda anlamli iliski olmadigini
belirten baska ¢aligmalar da mevcuttur (35, 52, 54). Calismamizda da benzer sekilde
Bax ile OR ve PR pozitifligi arasinda anlaml iliski bulunamadi (p=0,103, p=0,921).
Yine c¢alismamizda Bax ile c-erbB2 salimimi arasinda da anlamli bir iliski
belirlenemedi (p=0,690). Rehman ve ark’na (52) gore de Bax ve c-erbB2 uyumlu
degildir ancak Krajewski ve ark. (35) Bax pozitfligi ile c-erbB2 pozitifligi arasindaki
iligkiyi anlaml1 bulduklarini bildirmektedirler.

Bax ile yapilan ¢alismalarda, IDK‘da bircok parametre ile birgok farkli sonug
elde edilmistir. Calismamizdaki sonuglara gore ise Bax salinimi ile yas, derece, cap
ve hormonal durum arasinda anlamli bir iliski mevcut degildir. Bu durum Bax‘in
regiilasyon mekanizmalarinin olduk¢a kompleks oldugunu gostermektedir. Bu
durumun agikliga kavusturulmasi i¢in ileri molekiiler caligmalara gerek oldugunu
diisiiniiyoruz.

Antiapoptotik olan Bcl-2‘nin daha iyi prognostik faktorlerle iliskili olmasi
aslinda anlasilmasi zor bir durumdur. Bunun nedenlerinden birisi Bel-2 ailesindeki,

Bax gibi proapoptotik iiyelerin, Bcl-2 etkisine ters etki yapmasi ile agiklanabilir (56).
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Nitekim hiicre proliferasyonunun anormal derecede artmasi, basta Bax olmak iizere
apoptozu uyaran genlerin asir1 aktivasyonuna neden olarak Bel-2’nin etkisini inhibe
etmesi onemli bir etken olarak goriilmektedir. Bu calismada derece arttikca Bcl-2
azalirken, Bax istatiksel olarak anlamli olmasa da artmaktaydi.

BNIP3, Bcl-2 ailesinin bir {iyesidir ve hipoksik durumlarda artig gosterir (6,
41, 42). Yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalarda, normal meme dokulari ile
karsilastinnldiginda DKIS ve invaziv meme karsinomlarinda neoplastik hiicrelerin
sitoplazma ve niikleuslarinda BNIP3 anlamli olarak yiiksek seviyelerde bulunmustur.
Bu da otofaji, hiicre 6liimii ve yasam siiresinde rolii olan BNIP3’iin asil iglevinin
insitu karsinomdan invaziv karsinoma gegis sirasinda, meme kanserinin neoplastik
ilerleyisinde 6nemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir (6, 42). DKiS’de BNIP3
salmimi yiiksek derece, nekrotik fenotip ve invaziv hastaligin varlig: ile iliskilidir
(57).

Calismamizda 50 yasin iistiindeki olgularda BNIP3 pozitifligi % 44,70, 50
yas ve altindaki olgularda ise % 48,60’dir. BNIP3 salinimi ile hasta yas1 arasinda
anlamli bir iliski yoktu (p=0,317). Yine ¢alismamizda T1, T2 ve T3 tiimorlerde
BNIP3 pozitifligi sirasiyla % 57,10, % 47,30 ve % 16,70 olarak degerlendirilmis
olup, BNIP3 salinimi ile ¢ap arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (p=0,464).
Derece 1, derece 2 ve derece 3 tiimorlerde BNIP3 pozitifligi sirasiyla % 76,50,
% 41,70 ve % 20,00 olup BNIP3 salimimi ile tiimoér derecesi arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,009). IDK’da prognozun belirlenmesinde ¢ok
onemli olan derecenin, BNIP3 ile olan anlaml iligkisi, BNIP3’iin de prognoz
hakkinda bilgi verebilecek degerli bir belirleyici oldugunu gostermektedir. BNIP3 ile
hormonal durumu karsilastiran yeterli calisma bulunmamaktadir. Calismamizda
BNIP3 ile OR ve PR porzitiflikleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir
(p=0,564, p=0,761). c-erbB2, Bcl-2 gen ailesi iiyelerinin salimimini antiapoptotik
fenotip yoniinde etkilemektedir, dolayisiyla antiapoptotik olan BNIP3’iin de
salinimini arttirir (58). Ancak c¢alismamizda BNIP3 salinimi ile c-erbB2 pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi belirlenmistir (p=0,467).

Hiicrenin her boliinmesinde kisalan telomerlerin onarimi telomeraz ile
saglanir (50). Telomeraz artist zamanla hiicreyi 6liimsiiz hale getirir. Telomeraz

aktivitesi i¢in bir belirleyici olan hTERT, normal somatik hiicrelerde yoktur ancak
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memenin DKIS gibi preinvaziv lezyonlar1 ve meme kanserlerinde salinimi artmistir
(45, 59). Cesitli calismalarda IDK’da hTERT pozitifligi icin % 50 ile % 90 arasinda
degerler bulunmustur (60-66). Calismamizda ise hTERT pozitifligi % 58,7 olarak
degerlendirildi. Az sayida ¢calismada hTERT ile hasta yasi arasinda anlamli bir iliski
olmadigi bildirilmistir (7, 63). Calismamizda da hTERT ile hasta yasi arasinda
anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,925). T1, T2 ve T3 tiimorlerde hTERT pozitifligi
sirastyla % 57,10, % 60,00 ve % 66,70 olup cap arttikca hTERT pozitifligi
artmaktayd1 ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,924). Telomeraz
aktivitesi ile timor boyutu arasinda iliski olmadigini belirten yayinlar oldugu gibi
telomeraz pozitif timorlerin daha ¢ok >2 cm oldugunu gosteren yayimnlar da
mevcuttur (60, 66, 67). Ayrica Mokbel ve ark. (60) telomeraz pozitif tiimorlerin daha
cok derece 3 oldugunu, dolayisiyla hTERT pozitifligi ile derece arasinda anlamli bir
iliski bulundugunu bildirmistir (62, 67). Calismamizda derece 1, derece 2 ve derece 3
timorlerde hTERT pozitifligi sirasiyla % 29,40, % 66,70 ve % 70,00 olarak
degerlendirildi. Derece arttikga hTERT pozitifligi de belirgin olarak artmaktayda.
Calismamizda hTERT ile derece arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu
saptand1 (p=0,020). hTERT salinimi DKIS gibi preinvaziv meme lezyonlarinda
artmistir ve bu telomeraz aktivitesinin meme karsinogenezinin erken doneminde
etkili oldugunu diisiindiirmektedir (64). Meme kanserlerinde lenf diigiimii tutulumu
ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Bu durum hTERT'in
hem karsinogenezde hem de metastazlarda etkili oldugunu diistindiirmektedir (45).
Telomeraz aktivitesi hormon bagimli mekanizmalarla kontrol edilir.
Endometriumda telomeraz aktivitesi menstrual fazlara gore degisiklik gosterir. Bu da
seks steroidlerinin hiicresel yaglanma ve kanserde rolii oldugunu diisiindiirmektedir
(59). Daha once yaymlanan bircok yaymda telomeraz aktivitesi ile OR ve PR
pozitifligi arasinda anlamli iligki oldugu belirtilmistir (59, 68, 69). Ancak bunun
tersini, yani hTERT pozitifligi ile OR ve PR pozitifligi arasinda anlamli bir iliski
bulunamadigimi bildiren ¢alismalar da vardir (7, 67). Yaptigimiz ¢aligmada da
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamstir (p=0,115, p=0,225). OR pozitif
46 vakann 40’mda (% 87), OR negatif 29 vakanin 21’inde (% 72,4) hTERT
pozitifligi mevcuttu. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da OR pozitif vakalarda

hTERT pozitifligi daha fazladir. PR pozitif 43 vakanin 37’sinde (% 86), PR negatif
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32 vakanin 24’iinde (% 75,00) hTERT pozitiftir. OR’de oldugu gibi istatistiksel
olarak anlamli olmasa da PR pozitif vakalarda hTERT pozitifligi PR negatif vakalara
gore daha fazladir. Bu duruma ragmen sonuglarimizin istatistiksel olarak anlamli
olmamasi vaka sayimizin az olmasma bagli olabilir. Divella ve ark. (69) yiiksek
hTERT seviyeleri ile yiikksek HER2/Neu seviyesi arasinda, Kalogeraki ve ark. (62) da
telomeraz aktivitesi ile HER2 salinimi arasinda anlamli bir iligki oldugunu ileri
stirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda ise c-erbB2 pozitif olan vakalarda hTERT
pozitifligi % 84,00, c-erbB2 negatif olgularda ise % 76,00’dir. Her ne kadar c-erbB2
pozitif olan vakalarda hTERT pozitifligi, c-erbB2 negatif vakalara gore daha yiiksek
olsa da istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,402).

Immiinohistokimya yéntemine gére derece 1 tiimdrlerde Bcl-2 pozitifligi icin
% 88,2 gibi yiiksek bir deger elde edilmis olup derece arttikca Bcl-2 pozitifligi
azalmaktadir. Western blot ¢alismamizda da derece 1 olan tek olgumuzda Bcl-2
kontrole gore yiiksek, derece 2 ve 3 olan tiim olgular kontrole gore diisiik
bulunmustur. Béylece IHK ile elde edilen Bcl-2’nin apoptozisteki roliiniin énemi
western blot yontemi ile de dogrulanmagtir.

Immiinohistokimya sonuglarina gore timor derecesi ile Bax pozitifligi
arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir ancak derece ile birlikte Bax pozitifliginde
hafif bir artis mevcuttur. Western blot yonteminde ise Bax tiim tiimdr olgularinda
kontrole gore diigiik bulunmakla birlikte derece 3 olan tek olgumuzda en diisiik
degerdedir. Diger tiimorlerde ise birbirine benzer sonuglar elde edilmistir. Bax i¢in
[HK ve western blot yéntemlerinde farkli sonuglarin elde edilmesi Bax’in tek basina
degil bircok gen ya da proteinin kontroliinde proapoptotik etki gosterdigini
diistindiirmektedir.

BNIP3’lin western blot yontemi ile derece 3 tiimorde kontrole gore belirgin
olarak azalmis ve en diisiik diizeyde olmasi, IHK ydnteminde elde edilen istatistiksel
olarak anlamli olan sonuglarimizla uyumlu olarak bulunmustur. Béylece western blot
yontemi ile derece arttikca belirgin olarak azalan BNIP3’lin, tiimoriin erken
evresinde etkin oldugu ve prognoz hakkinda da bilgi verebilecek degerli bir
belirleyici oldugunu desteklemektedir.

Western blot yonteminde; hTERT i¢in derece 1 tiimorde kontroliin yaklasik

dort kat: kadar artis goriildii. Kontrole gére belirgin olan bu artis IHK sonuclarimizla

67



da uyumlu olup IDK’da hTERT’in kanser belirleyicisi olarak kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. Tiimor derecesi yiikseldikce IHK sonuglarimiza gére hTERT
artmaktadir ancak bu sonuglar western blot ile desteklenememistir.

Sonug olarak IDK’da yas, tiimor ¢api, tiimdr derecesi ve reseptdr durumlari
ile Bax, Bcl-2, hTERT ve BNIP3 immunohistokimyasal belirleyicilerini kullanarak
telomeraz ve apoptozis arasindaki iligskiyi degerlendirdigimiz bu ¢aligmada:

1. IDK’da telomeraz aktivitesini gdstermek amaciyla arastirilan hTERT
pozitifliginin, tiimor derecesine bagli olarak artmasi, bu tiimorlerde
telomeraz  aktivitesinin  timor  gelisimi  ile ilgili  oldugunu
diisiindiirmektedir. DKIS alanlarmin hTERT pozitif boyanmis olmast,
timor gelisiminin  erken doneminde telomeraz aktivitesinin etkili
oldugunu gostermektedir. hTERT’in normal meme dokusunda negatif
olmasi, bunun 6nemli bir tiimor belirleyicisi olarak kullanilabilecegini
distindiirmektedir. hTERT’in tiimoriin  erken donemindeki etkileri
western blot yontemi ile de dogrulanmustir.

2. Telomeraz aktivitesi tiimor derecesi ile iligkili olarak artarken, apoptozla
iligkili olan BNIP3 pozitifliginde bir azalma s6z konusudur. Her ikisinin
de DKIS alanlarinda pozitif olmasi, timor gelisiminin erken
donemlerinde telomeraz aktivitesi yan1 sira apoptozun da etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

3. Tiumor derecesi arttikga Bcel-2 ve BNIP3’te azalma, Bax’ta ise artis
belirlenmistir. Bcl-2 ve Bax i¢in elde edilen degerler istatistiksel olarak
anlamli degilken, BNIP3 i¢in bulunan degerler anlamliydi. Bu durum
BNIP3’iin IDK’da Bcl-2’ye goére prognoz ya da tedavinin
belirlenmesinde ~ daha  degerli  bir  belirleyici  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica BNIP3’{in prognoz hakkinda bilgi verebilecek
degerli bir belirleyici olmas1 western blot yontemi ile de dogrulanmistir.
Ancak istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek dereceli tiimorlerde
apoptozisin artmis olmasi ve derece arttikca Bcl-2 pozitifliginin azalmast,
apoptozisin kontroliinde Bcl-2’nin 6nemini gdstermekte olup western

blot yontemi ile elde edilen sonuglar da bu durumu desteklemektedir.
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OR ve PR pozitifligi derece arttikga, Bcl-2’de oldugu gibi anlamli bir
sekilde azalmakta olup IDK’da hormonal durumun apoptozisin
kontroliinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica OR ve PR pozitif
tiimorlerde Bcl-2 salinmminin da istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yiiksek olmasi, Bcl-2 saliniminin ortamdaki steroid hormonlarin artisi ile
iligkili oldugunu disiindiirmektedir.

Telomeraz artisinin  durdurulmasina ve hipoksik hiicre 6liimiiniin
engellenmesine yonelik tedavi secenekleri gelistirilebilirse belki de
timoriin ilerlemesine engel olunabilecektir. Yine molekiiler diizeyde
bireydeki bu degisiklikler saptanirsa erken donem karsinomlarda daha

yiiz giildiirticii sonuclar elde edilebilecektir.
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