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OZET

Zeybek Dogan S. TRPM4 Proteinin Meme Kanserinde Rolii. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2024.

Meme kanserinde erken tani ve tedavi yontemlerindeki gelismeler sayesinde, tani alan
birgok kisi i¢in sagkalim oranlarmin arttig1 ve yasam kalitesinin yiikseldigi bilinmektedir.
Kanserin biyolojik ve genetik 6zelliklerine gore planlanan tedaviler, daha etkili sonuglar
saglamak amaciyla gelistirilmektedir. Iyon kanallari, meme kanseri tedavisinde yeni bir
hedef alan1 olarak giderek dikkat ¢cekmektedir. Kanser hiicrelerinde kalsiyum, potasyum
ve sodyum gibi iyonlarin dengesini diizenleyen bu kanallar, kanserin biiyiimesi, metastaz
yapmasi ve kemoterapiye direng gostermesi gibi 6zellikleri etkileyebilir. Bu nedenle, iyon
kanallarim1 hedef alarak meme kanseri tedavisinde yenilik¢i yaklasimlar gelistirilmesi
gerekmektedir. TRPM4 (Gegici Reseptor Potansiyeli Melastatin 4) kanali, hiicrelerin iyon
dengesi ve kalsiyum sinyalizasyonunda rol oynayan bir iyon kanalidir. Bu kanal, cesitli
kanser tiirlerinde, 6zellikle de meme kanserinde 6nemli bir rol oynar. TRPM4’iin asir1
ifade edilmesi, hiicrelerin kalsiyum dengesini bozarak kanser hiicrelerinin hayatta kalma,
biiylime, hareketlilik ve metastaz gibi aktivasyonlarin1 etkiledigi disiiniilmektedir.
Arastirmamizda, 60 meme kanseri hastasi ile 20 saglikli kadindan olusan kontrol grubuna
ait serum Ornekleri incelendi ve TRPM4 proteininin gen ekspresyonu ile protein diizeyleri
degerlendirildi. TRPM4, gen ekspresyon diizeyinde hasta ve kontrol grubu arasinda,
hastalarda istatistiksel ac¢idan yiiksek bulunarak, anlamlilik saptandi (p<0.05). TRPM4
protein diizeylerinde her iki grup arasinda da istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi
(p>0.05). Gen diizeyindeki yiiksek ekspresyon nedeniyle TRPM4’iin meme kanserinde

tanisal bir belirteg olabileceginin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, TRPM4, mRNA, ELISA, Biyobelirteg

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 39716



ABSTRACT

Zeybek Dogan S. The Role of TRPM4 Protein in Breast Cancer. Istanbul
University, Institute of Health Sciences, Department of Basic Oncology Phd thesis.
Istanbul.2024.

Breast cancer outcomes have significantly improved, with advancements in early
diagnosis and treatment methods leading to higher survival rates and better the well-being
of many patients. Treatments tailored to the biological and genetic characteristics of cancer
are being developed to achieve more effective outcomes. lon channels are gaining attention
as a novel therapeutic target in breast cancer treatment. These channels, which regulate the
balance of ions such as calcium, potassium, and sodium in cancer cells, can influence
critical processes such as tumor growth, metastasis, and chemotherapy resistance.
Therefore, targeting ion channels has opened the door to innovative approaches in breast
cancer therapy.The TRPM4 (Transient Receptor Potential Melastatin 4) channel is an ion
channel involved in maintaining cellular ion balance and calcium signaling. This channel
plays a significant role in various cancer types, particularly in breast cancer.
Overexpression of TRPM4 is known to disrupt calcium homeostasis, thereby influencing
cancer cell survival, growth, motility, and metastasis. In our study, serum samples from 60
breast cancer patients and 20 healthy women in the control group were analyzed, and the
gene expression and protein levels of TRPM4 were evaluated. At the gene expression level,
TRPM4 was found to be statistically higher in patients compared to the control group, with
significance detected (p<0.05). However, no statistical significance was observed in
TRPM4 protein levels between the two groups. (p>0.05). It has been emphasized that due
to its high expression at the gene level, TRPM4 could be a potential diagnostic marker in

breast cancer.

Key Words: Breast Cancer, TRPM4, mRNA, ELISA, Biomarker
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.

Project No: 39716



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, giiniimiizde diinya genelinde sik teshis edilen kanser tiirii haline
gelmistir. 2020 yilina ait veriler, diinya genelinde yaklasik 2,26 milyon meme kanseri
tanist konuldugunu ayrica hastaligin kadinlarda kansere bagli 6liimlerin baslica nedeni
oldugunu gostermektedir (1). Kanserin gelisiminde rol oynayan birgok risk faktori
bulunmaktadir; bunlar arasinda cinsiyet, yas, hormon, aile dykiisii, gen mutasyonlar1 ve
sagliksiz yasam tarzi yer alir (2). Vakalarin biiyiik ¢ogunlugu kadinlarda goriilmektedir
ve kadinlardaki vaka sayisi erkeklere kiyasla 100 kat daha fazladir (3). Meme kanseri,
metastaz yapabilen bir kanser tiirtidiir ve siklikla kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi
uzak organlara yayilabilir; bu durum da hastalifin tedavisini zorlastiran baslica
sebeplerdendir. Hastaligin erken teshisi, olumlu bir prognoz ve yiiksek sag kalim oranlari

saglayabilir.

Gegici reseptor potansiyeli (Transient Receptor Potential-TRP) ailesi biiytik bir
iyon kanali ailesidir ve esas olarak Ca*?, Mg*? ve Na* gibi katyonlari iletmektedir. TRP
kanallar1 hiicresel islevlerden sorumlu olup, bu kanallarin ¢ogu hiicre igi Ca*
homeostazini ve sinyal iletimini diizenler (4). Gegici reseptor potansiyeli melastatin 4
(Transient Receptor Potential Melastatin 4-TRPM4), TRP kanal alt ailesine ait bir
proteindir. Hiicre ici Ca*?, TRPM4’{i dogrudan aktive eder ve bu kanaldan Na* girisi
saglamir. TRPM4’{in Ca*? aktivasyonu, ATP, IP3, kalmodulin ve protein kinaz C bagimli
fosforilasyon ile degistirilebilir. TRPM4 ¢esitli organlarda yaygin olarak ifade edilir ve
kardiyovaskiiler sistem ile bagisiklik sistemi hastaliklar ile iligkilidir. Son zamanlarda,
kanserle ilgili TRPM4 iizerine yapilan ¢alismalar artis gostermistir. Bugiine kadar,
TRPM4, difiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma, prostat, kolorektal, karaciger, meme, serviks ve
endometrium kanseri gibi gesitli kanser tiirlerinde incelenmistir. Bir¢cok kanser tiiriinde
TRPM4 asir1 ifade edilmekte ve bu durum, kanserin temel Ozellikleri olan artan
proliferasyon, migrasyon ve hiicre dongiisiindeki degisikliklere katkida bulunmaktadir.
Bu nedenle, TRPM4, potansiyel bir prognostik kanser belirteci ve umut verici bir
antikanser ila¢ hedefi olarak degerlendirilmektedir. Giinimiizde, TRPM4’iin kanser
gelismesine nasil katkida bulunduguna dair mekanizmalar {izerinde c¢alismalar devam

etmektedir (4).



Bu bilgiler 15181inda, TRPM4 proteininin hiicre dongisiindeki degisikliklerde rol
oynamasindan dolayr meme kanseri hastalarinda tanisal bir belirte¢ olabilecegi
diisiincesiyle, hastalarda gen ekspresyonu ile protein diizeylerinin tespit edilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Memenin Olusumu ve Embriyolojisi

Insanlarda memenin gelisimi embriyonik yasam ile baslayan ve ilerleyen bir
stirectir. Meme bezleri ise bu siirecte evrilmis ve Ozellesmis ter bezlerinden biridir.
Memenin olusumu bir¢ok evrimsel siirecten gecer. Fetal gelisimin 5. haftasindan
baslayarak koltuk altindan kasik bolgesine kadar bir kalinlagma goriliir. Bu kalinlagsma
potansiyel meme bezi dokusunu temsil eden meme c¢ikintilar1 ve siit kanallar1 olarak
adlandirilir. Fetal yasamin son 8 haftasinda, kanallar kanalize olur ve bezin baslangi¢
noktasindaki epidermis meme c¢ukurunu olusturur (6). Bu alan meme tomurcuklarina
doniisiir ve 15-20 kati kordon olusturarak siit kanallart meydana gelir. Daha sonra

mezensimde biiyliyerek meme ¢ukuru olan bolge, meme basini (papilla) olusturur (7).

2.2. Memenin Anatomisi

Meme, lateral ve 6n gogiis duvarinin yilizeyel fasyasi arasinda yer alir ve bir meme
yaklasik 150-225 gram agirhigindadir. Eliptik bir tabanda, meme basi-areola yapisi
cevresinde yer alan kanallarla birlikte, her birinde birgok lobiil igeren 15-20 lobdan
meydana gelir. Memenin apeksinde yer alan meme ucunu ¢evreleyen pigmentli bolgeye
“areola” ad1 verilir. Areola ve meme basi, 6zel bir histolojik yapiya sahiptir. Meme
basinda bol miktarda duyusal sinir uglari, yag bezleri ve apokrin ter bezleri bulunurken,
kil folikiilleri bulunmaz (8). Insanlarda meme dokusu, salgi bezlerine ek olarak yag ve
bag dokusundan olusmaktadir. Bag dokusunda meydana gelen fibroz kalinlasmalar meme
parankimal dokusuna uzanarak Cooper baglarini olusturur. Cooper baglar1 yiizeyel
fasyanin derin fasyasi ile meme ucuna kadar uzanarak memeye destek gérevinde bulunur.
Memenin arka ylizeyinde, ylizeyel fasyanin derin tabakasi ile meme arasindaki alana
retromammary bursa (Chassaignac bursa) denir. Bu aralik memenin gogiis duvari
tizerindeki hareketliligine destek olmaktadir (9). Meme parankiminden gelen kanallar
memenin ucunda birleserek ve geliserek laktiferdz siniisii olusturur. Laktiferoz siniis, siit
veren siniistiir ve toplama kanali aracilifiyla meme ucunun yiizeyi ile iletisim kurar.
Toplama kanalindaki proksimal kisim kanalin geri kalanina benzer fakat yiizeysel kisim
yani meme agzina dogru olan kisim skuamoz epitel ile kaplanmstir (10) (Sekil 2-1). Bu
epitelin, siit veren siniisiin i¢ine dogru uzanmasi patolojiktir ve kanal tikanmasi dedigimiz

durum olarak bilinen skuamoz metaplazi ortaya cikabilir.



Yiizeyel pektoral fasya memeyi sararak, yiizeyel abdominal fasya olarak devam eder. Siit
tiretimi, lobiillerde gerceklesir ve {iretilen siit bilesenleri, duktuslar vasitasiyla tasinir.
Laktasyon siirecinde siit, laktiferoz kanalin salgilama kanalinda birikir. Memenin
periyodik dongiisiinii yas, gebelik ve laktasyon etkiler. Her oviilasyon doneminde
ostrojen hormonunun uyarist ile hiicrelerin yapist degisir, dokuda sivi ve lipid toplanir.
Dongiliniin tamamlanmasi sonucunda memenin boyutu kiigiiliir. Gebelik sirasinda meme

bezi, laktasyona hazirlik asamasinda biiyiime ve gogalma siirecine girer (9).

yazeyel pektoral fasya

derin pektoral fasya
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Vil kosta

Sekil 2-1: Meme Anatomisi

Memenin arter kan akisi, aksiller arterin yan dallari, internal torasik arter (6n interkostal
dallar aracilig1yla) ve bazi arka interkostal arterler tarafindan saglanir. Ust memeyi, meme
ucunu ve aerolayi anterior interkostal arter besler. Memeye kan saglayan tist torasik arter,
yan torasik ve subskapiiler damarlar tarafindan beslenir (11). Aerola g¢evresindeki
pleksustan memenin vendz drenaji baslar ve parankimal dokudan devam ederek torasik
arter, lateral torasik ve subskapuler arterlere eslik eder. Aksiller lenf nodlar1 memenin

lenfatik akimini saglar (12).



2.3. Meme Fizyolojisi

Memenin gelisiminde ve fonksiyonunu gergeklestirmesinde bir¢ok hormon
etkilidir. Bunlar prolaktin, oksitosin, progesteron, dstrojen, tiroid hormonlar1 ve biiyiime
hormonlaridir (13).
Ostrojen ile progesteron meme gelisimde onemli rol oynar. Meme dokusunun fetal
gelisimini progesteron aracilifiyla prolaktin, Ostrojen ve progesteron uyarir. Meme
cocukluk doneminde aktif degildir fakat puberte doneminde laktifer duktuslarda
dallanmalar olusarak yag depolanmasi artar. Boylece meme boyutlar artis gosterir.
Adet dongiisiiniin baglamasindan itibaren 12-18 ay sonunda memenin karakteristik

lobiiler gelisimi tamamlanir (14).

2.4. Meme Kanseri

2.4.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya genelinde meme kanseri vakalarinin sayis1 1980'ler ve 1990'larda hizla
artmistir; bu artisin temel nedeni, daha gelismis tarama yontemlerinin uygulanmasidir.
2007 yilindan itibaren meme kanseri yiikii yeniden artmaya baslamistir. Bu artisi
aciklayan faktorler arasinda artan viicut kitle indeksi (VKI) ve azalan dogum orani yer
alabilir (15). Genel olarak, son otuz yilda diinya genelinde yeni meme kanseri vakalarmin
toplaminda %128 oraninda bir artis yasanmistir (16). En son tahminlere gore, 2040 yilina
kadar meme kanseri ylkiiniin yillik 3 milyondan fazla yeni vaka ile artmasi

beklenmektedir (17).

2.4.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Timorlerin meydana gelmesi ve gelisiminde risk faktorleri ciddi bir rol oynar.
Bunlar degistirilebilen ve degistirilemeyen olarak iki gruba ayrilabilir. Degistirilebilen
risk faktorlerinin kontrol altina alinmasi, kanser gelisimini biiyiik Ol¢iide azaltabilir.
Fiziksel aktivite, alkol-sigara-uyusturucu madde kullanimi, hormon replasman tedavisi
(HRT), yapay 1sik ve kimyasallara maruz kalma, obezite bunlar arasindadir.
Degistirilemeyen faktorler arasinda gebelik, emzirme ge¢misi, yas ve cinsiyet, ailede
meme veya over kanseri hikayesi, etnik koken, genetik mutasyonlar, varsa gegmisteki
meme kanseri Oykiisii, adet ddonemi-menopoz, meme dokusunun yogunlugu, kanser dis1

meme hastaliklar1 ve gegmiste uygulanan radyasyon tedavisi sayilabilir (18).



Yas: Meme kanserinin gelisme riski yasla beraber artig gosterir. 40 yasinda bir kadin igin
bu risk %1,5 iken 50 yasinda bir kadinin %3 ve 70’li yaslarda %4 olarak devam eder.
Meme kanserli hastalarin ortalama olarak %80’1 50 yas istii bireylerdir (19). Yas

ilerledik¢e meme kanseri riski artmaktadir (20).

Cinsiyet: Meme kanseri riskindeki en biiylik ana faktor kadin cinsiyetidir. Hormonal
olarak dolasimdaki Gstrojenler ve androjenlerin artmasi bununla dogrudan iliskilidir (21).
Erkeklerde meme Kkanseri riskinde etkili faktorler arasinda, BRCA2/BRCAI
mutasyonlari, ilerlemis yas, artan Ostrojen seviyesi, Klinefelter sendromu (XXY

sendromu) ve radyasyona maruz kalma durumu vardir (22).

Aile Oykiisii: Kisinin 6nceki dykiisiinde invaziv meme kanseri, duktal karsinom in situ
(DCIS) veya lobiiler karsinom in situ (LCIS) 6ykiisii, ayrica benign proliferatif hastalik
gosteren meme biyopsileri, meme kanseri riskini artirmaktadir. Hastanin birinci derecede
akrabalarinda goriilme riski oldukg¢a yiiksektir. Bu durum ayni zamanda epigenetik
degisiklikler tarafindan da yonlendirilmektedir. Eger ailede over kanseri hikayesi
bulunuyorsa meme kanseri olma ihtimali daha yiiksektir. En yaygin duyarlilik genleri
BRCA1/BRCA2’dir (23).

Genetik Faktorler: Birinci derece akrabalarinda meme kanseri bulunan bireyler, 6nemli
Olclide artmis bir meme kanseri riski tagirlar. BRCA1 (17g21) ve BRCA2 (13q13),
homolog rekombinasyon yoluyla DNA onariminda gorev alan iki 6nemli gendir (23).
BRCA1 ve BRCA2 disinda, diger yiliksek penetransli genler arasinda PTEN, TP53,
CDHI ve STKI11 yer alir. Ayrica DNA onarimi ve hiicre dongiisii kontroliinde rol
oynayan CHEK2, BRIP1, ATM ve PALB2 bulunur (24, 25).

Irk: Diger irklarla karsilagtirma yapildiginda, beyaz irklarda meme kanseri insidansinin

daha yiiksek oldugu belirtilmistir (18).

Hamilelik ve Emzirme: Geng yasta yapilan dogumun ve dogum sayilarmin meme
kanseri riskini azalttig1 belirtilmistir. Emzirme ve emzirme siiresi de kanser riskinin

azaltilmasinda 6nemlidir.

Regl Donemi ve Menopoz: Menars ve menopoz yasi, Ostrojen maruziyet siiresi ile iliskili

oldugundan, 6nemli risk faktorleridir. Daha 6nce yapilmig bir¢cok vaka-kontrol ¢alismasi



menars yasinin 15'ten biiyilk olmasinin, menars yast 12-13 veya daha kiiciik olanlara
kiyasla meme kanseri riskini 6nemli 6l¢giide artirdigin1 gostermistir. Bunun tersine, erken
menopoz meme kanseri riskini azaltir; 6zellikle menopozu 55 yas ve {lizerinde yasayan
kadinlar ile 45 yasindan 6nce menopoz yasayanlar karsilastirildiginda bu fark belirgindir.
Ayrica adet dongiisii 6zellikleri de meme kanseri riskini etkiler. Kisa ve diizensiz adet
dongiilerine eslik eden yasam boyu hormon tedavisine maruz kalma durumu da meme

kanseri riskini ortaya ¢ikarabilir (26).

Obezite: Hormonal ve biyolojik yollarla meme kanserinin riskini arttiran durumlar
arasinda obezite yer alir. Premenopozal obez kadinlarda normal kilolu kadinlara gore
riskin yiikseldigi bildirilirken, postmenopozal kadinlarda bu oranin %25 oldugu
belirtilmistir (18).

Onceden Meme Kanseri OyKiisii: Tibbi gegmisinde meme kanseri olan bir hastanin

yeniden kanserli lezyon olusturma ihtimali yiiksektir.

Meme Dokusunun Yogunlugu: Meme dokusu, fibroz, glandiiler ve yag dokusundan
olusur. Meme yogunlugu, mamografi ile 6l¢iiliir ve memelerdeki fibréz ve glandiiler
dokunun, yag dokusuna oraniyla tanimlanir. 40 yas ve iizerindeki kadinlarin neredeyse
yarisinin yogun meme dokusuna sahip oldugu, bunun kalitsal faktorler, tireme faktorleri
ve viicut kitle indeksi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Yogun meme dokusuna sahip
kadinlar, yagli meme dokusuna sahip kadinlara gore daha yiiksek meme kanseri riski
tasirlar. Bu egilim, farkli yas gruplar1 ve menopoz durumlar1 arasinda tutarl bir sekilde
goriilmektedir. Yogun meme dokusu, mamografide erken donem meme kanserinin tespit
edilmesini zorlastirir ve bu da tan1 ve tedavide gecikmelere yol agar. Ayrica, meme
kanseri genellikle epitelyal hiicrelerden kaynaklanir ve yogun meme dokusu, epitelyal
bilesenlerin daha fazla olmasi nedeniyle meme kanseri gelisme olasiligini artirir. Bununla
birlikte, yogun meme dokusuyla iliskili meme kanserinin agresif biyolojik 6zelliklerine
ragmen, yogun meme dokusuna sahip hastalar ile yagli meme dokusuna sahip hastalar

arasinda 6liim oran1 agisindan dnemli bir fark tespit edilmemistir (27,28).

Radyasyona Maruziyet: Radyasyona maruz kalinan yas olduk¢a 6nemlidir. 20 yas ve
altindaki bireylerin radyasyona maruz kalmasinin, 40 yas sonras1 maruziyete kiyasla daha

yiiksek risk olusturdugu ifade edilmistir. Ayn1 zamanda diisilk dozda da olsa meme



bolgesine yapilan radyografi ve mamografinin kanser riskini artirdigi belirtilmistir (29).
Tan1 koyma amagli yapilan bu testlerin ortaya koyduklari risk g6z 6ntinde bulundurulmali

ve hastanin en iyi yararina olacak sekilde karar verilmelidir (30).

Hormon Replasman Tedavisi: Gebelikte dietilstilbestrol aliminin daha sonra
cocuklarda meme kanseri riskini arttirabilecegi bildirilmistir. 40 yas tistiindeki kadinlar,
40 yas altindakilere gore 1,9 kat daha duyarlidir. Bu durum da riskin yasla birlikte arttigini
gostermektedir (31). 7 yildan fazla HRT alanlarin meme kanserine yakalanma riskinin

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (32).

Fiziksel Aktivite: Diizenli ve orta seviye yapilan fiziksel aktivitenin kanser riskini %210-
%50 oranlarinda azalttig1 bildirilmistir. Fiziksel aktivite, viicut yag oraninin diismesi ve
buna bagli olarak endojen cinsiyet hormonlarina maruziyetin azalmasina katki

saglamaktadir (33).

AlKkol ve Sigara Tiiketimi: Yapilan bir calismada diizenli olarak alkol tiiketmenin meme
kanseri igin risk potansiyelini artirdig1 belirtilmektedir (34). Sigara igme, premenopozal
kadinlarda meme kanseri riskinde hafif bir artis ile iliskilendirilmektedir (35, 36).

Yapay Isiga Maruziyet: Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda gece saatlerinde yapay
151k altinda bulunma, bireylerin daha az maruz kalanlara gore, daha fazla meme kanseri
riski tagidigi bildirilmistir. Bunun sebebinin ise biyolojik saat ve buna bagl olarak ortaya

cikan epigenetik degisikliklerin etkisinin oldugu bildirilmektedir (37).

fla¢ ve Benzeri Kimyasallar: ilaglarin ve kimyasal maddelerin meme kanseri riskiyle
iligkisi, kullanilan ilaglarin igerdigi kimyasallarin, hormon seviyelerini degistirmesi veya
hiicre biiyiimesi iizerinde etkili olmasi nedeniyle 6nemlidir. Bu ilaglar arasinda statinler,

antihipertansif ilaglar, antidepresanlar yer alir (38).

2.4.3. Meme Kanserinin Belirti ve Bulgular

Meme saglig1 agisindan memelerin goriiniimii biiylik 6nem tasir. Normal yapinin
bilinmesi, meme sagliginin korunmasinin 6énemli bir parcasidir. Yapilan diizenli tarama
testlerinin yani sira, kendi kendine meme muayenesi (KKMM) de erken tani i¢in biiyiik
rol oynamaktadir. Bu yiizden, kisinin meme yapisini1 tanimasi, meme kanseri belirtilerini

ve memedeki degisiklikleri zamaninda fark etmesi gereklidir. Meme kanserinde en



yaygin belirti memede kitledir. Kitlede agr1 olmas1 durumunda, genellikle meme kanseri
stiphesi diisiilmez. Ancak, ileri evre meme kanserlerinde agr1 da gézlemlenebilir (Tablo
2-1).

Tablo 2-1: Meme Kanserinde Belirti ve Bulgular

Belirti-Bulgular Yorum

Kitle Kitlede agr1 yoktur. Hareket yoktur.
Kitle biiytikliigli ortalama 1-2 cm’dir.
Belli bir sekli yoktur ve zor palpe edilir.

Agrn Basglangicta %90 agrisiz bulgu verir.

Agr1 olusumu ileri evrede gozlenmektedir.

Meme iizerindeki Tiimdr hiicrelerinin lenf damarlarina yayilmasi sonucunda
deride 6dem olmas1 | lenflerin tikanarak dolasimin bozulmasina sebep olarak 6dem

olusturmas1 durumudur.

Meme bag1 akintis1 | Az rastlanan bir durumdur. Tek tarafli olabilir ve genellikle

kanlidir.

Forgue belirtisi Timorlii memenin goriintlisii yukarida, dik ve dolgundur.
Memenin iist kadranlarinda meme basinin kitleye dogru

cekilmesiyle meydana gelir.

Meme basinda Tilimdriin biiylimesiyle birlikte meme basina yayilmasi sonucu
iceriye dogru meydana gelir.

cekilme




Lenf nodiillerinde Tlimoriin lenf bezlerine metastaz yapmasit sonucunda gelisir.

bliylime

Ust kolda siskinlik | Lenf tikaniklig1 nedeniyle lenf akis1 bozulur ve kolda 6dem

durumu olusur.

Deride tilserasyon Kanserin ileri donemlerinde tiimor hiicrelerinin 6nce derin
ve eritem fasyaya ardindan M.Pektoralis’e ve gdgiis duvarina dogru

ilerlemesiyle ortaya ¢ikar.

Meme kanseri, fibrozisle giden malign bir siiregtir. Bu siirecle beraber deri dokusunun
cevresi fibrotik dokuyla ¢ekilir. Bunun sonucunda meme derisinde biiziilmeler ortaya
c¢ikabilir. Orta bolgede yer alan tiimérlerde, meme basi timorli bélgeye dogru gekilerek
yer degistirebilir (39). Meme kanseri, lenfatik ve vaskiiler sistemler araciligiyla viicuda
dagilir. En ¢ok; kemik (%71), akciger (%69), karaciger (%65), plevra (%51), adrenal bez
(%49), deri (%30) ve beyine (%20) metastaz yapar (40). Ozellikle ileri evre meme
kanserinde, metastazin gerceklestigi organa bagli olarak meme dis1 belirtiler de
goriilebilir. Beyin metastazi durumunda zamanla gelisen norolojik bozukluklar veya inme
benzeri bir klinik tablo ortaya ¢ikabilirken, kemik metastazi durumunda sirt ve bel agrilari
gorilebilir. Ayrica, yorgunluk, halsizlik ve kilo kaybi gibi genel belirtiler de
gozlemlenebilir (41, 42).

2.4.4. Meme Kanserinde Tani

Anamnez, fiziksel muayene, goriintiilleme ve biyopsi yontemleri ile tan1 konulmaktadir.

2.4.4.1. Anamnez

Memesinde kitle bulgusu sikayetiyle gelen hastanin, dncelikle kitleyi ne zaman ve hangi
sekilde fark ettigi, boyutunda zamanla bir degisiklik olup olmadigir sorgulanmalidir.
Malign 6zellik tasiyan kitleler genellikle zamanla biiyiime egilimindeyken, benign kistler,

folikiiler faz sirasinda kiigtilebilirler. Fizik muayene sirasinda memelerin genel yapisi,



simetrisi ile cilt goriiniimii degerlendirilir. Deride meydana gelen yeni degisiklikler ya da
uzun siiredir var olan bulgular kaydedilmelidir. Eger mevcut kitle agriliysa, agrinin adet
dongiisiiyle iliskisi ve zaman i¢indeki degisimi, yani azalip azalmadigi gibi detaylar

arastirilmalidir.

Hastanin meme basi akintisi sikayeti varsa, bu akintinin tek ya da iki tarafli olup olmadig,
kendiliginden meydana gelip gelmedigi, rengi, miktar1 ve siklig1 gibi O6zellikler
Ogrenilmelidir. Patolojik meme basi akintilar1 genellikle tek taraflidir, tek bir kanaldan
gelir ve kanli ya da serdz karakterde olabilir. Bunun yani sira, hastanin 6ykiisii detayl bir
sekilde ele alinarak meme kanseri agisindan bilinen risk faktorleri incelenmelidir. Tlk adet
yasi, menopoz durumu, ilk dogumun gergeklestigi yas, gebelik sayisi, dogum sayisi,
emzirme siiresi, HRT ge¢misi, alkol-sigara kullanimi gibi bilgiler alinmalidir. Ayrica,

hastanin daha 6nce gecirdigi meme biyopsileri ve sonuglart sorgulanmalidir.

Hastanin boy ve kilosu olciilerek viicut kitle indeksi hesaplanmali, premenopozal
kadinlarda son adet tarihi ve adet diizenine iliskin bilgi alinmalidir. Tan1 sirasinda

hastanin yas1 da dikkate alinmalidir (43).

2.4.4.2. Memenin Fizik Muayenesi

Kendi Kendine Meme Muayenesi (KKMM)

Herhangi bir harcama gerektirmeyen ve kolayca uygulanabilen KKMM, 6zellikle
tarama yontemlerine erisimin sinirli oldugu bélgelerde 6nerilmektedir. Tiirkiye'de, meme
kanseri farkindaligini artirmak agisindan KKMM'in 6nemli bir rol oynadigma dair

yaygin bir kanaat bulunmaktadir (44).

KKMM’ye 20 yasindan itibaren baslanmasi tavsiye edilmektedir. Premenopozal
kadinlar i¢in her ay adet doneminin bitimini takip eden bir hafta i¢cinde, postmenopozal
kadinlar iginse her ay ayni giin yapilmasi Onerilir. Gebelik ve emzirme siireglerinde de
diizenli olarak her ay KKMM yapilmasi gereklidir. Emzirme déneminde, bu kontroliin

emzirdikten sonra gergeklestirilmesi uygun goriilmektedir (45).

KKMM Iki adimda uygulanir.



Gozle degerlendirme: Iyi aydinlatilmis bir ortamda, farkli pozisyonlarda
yapilmalidir. Kisi aynanin karsisina gegerken eller kalgada, kollar yanlarda serbest, eller
yukarida, avuglar 6ne doniikk ve viicut 6ne dogru egilmis sekilde durmalidir. Bu
pozisyonlarda, memelerde belirgin sislik, portakal kabugu goriintiisii, meme ucunda

cekilme, renk degisikligi veya asimetri olup olmadigi dikkatlice incelenmelidir (45).

Elle degerlendirme: Ilk olarak, muayene edilecek alan belirlenmelidir. Bu alan,
yatayda goOgiis kemiginin ortasindan koltuk altina kadar, dikeyde ise kopriiciik
kemiginden memenin birka¢ santimetre altina kadar olan alandir. Bu inceleme sirasinda

koltuk altlar1 da gézden gegirilmelidir (46).
Klinik Meme Muayenesi

Klinik Meme Muayenesi (KMM), tibbi ekipler tarafindan gergeklestirilen
muayenedir. Bazi ¢aligmalara gore, yalnizca KMM ile dogru tan1 koyma oranm1 %35 ile
%85 arasinda degismektedir (47). Menopoza girmemis kadinlarda, adet sonrasi hafta,
yogunluk ve hassasiyet acisindan fiziksel muayenenin en etkili oldugu donemdir.
Emziren kadmlarin muayenesi, emzirme sonunda yapildiginda daha dogru sonuglar
verebilir (48).

KMM ii¢ basamakta yapilmaktadir:

Inspeksiyon: Doktor, hastay1 ayakta dururken, elleri yanlarda, yukarida ve belini
tutarak degerlendirir. Bu asamada dikkat edilecek hususlar, ciltte ve memede herhangi bir

¢ekilme olup olmadigi, deride kizariklik, sislik ve 6dem olup olmadigidir. (39).

Aksilla palpasyonu: Hasta sirt iistii yatmadan once, doktor sag kolu sag eliyle
tutarak, sol eliyle sag koltuk altimi muayene eder. Aymi sekilde sol aksilla da
degerlendirilir. Ayrica, supraklavikular ve parasternal bolgeler de palpasyonla incelenir.
Degerlendirilen lenf nodlarmin yerleri, boyutlari, dokulari, sekilleri, yilizeyleri ve

hareketliligi not edilir. En etkili yontem, bu bulgularin ¢izimle kaydedilmesidir (39).

Meme palpasyonu: Hasta sirt iistii pozisyondayken, avug i¢i ile meme dokusuna
bask1 yaparak gogiis duvaria dogru palpasyon yapilir. Palpasyon, distan i¢ce dogru radyal
veya dairesel bir sekilde uygulanabilir (39).



2.4.4.3. Radyolojik Goriintiileme

Mammografi (MMG) ilk olarak 1960'larda yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve
cesitli uluslararas1 kilavuzlar tarafindan Onerilen ana tarama araci olmaya devam
etmektedir. Bu siirecte, hastanin meme dokusu bir plaka yardimiyla sikigtirilir. Genellikle
20 ila 30 kVp arasinda degisen diisiik enerjili X-1s1nlari, meme dokusunu gecerek iki
boyutlu mamogramlar olusturur. Mamogramlar, kitleler, kalsifikasyonlar ve mimari
bozulmalar gibi ¢esitli meme anormalliklerini tespit etmede etkilidir (49).
Mamogramlarda tespit edilen meme lezyonlari, bulgular: 0'dan 6'ya kadar yedi kategoriye
ayiran Breast Imaging Reporting and Data System (BI-RADS) kullanilarak
smiflandirilmaktadir (50) (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: BI-RADS siniflama sistemi

BI-RADS

0 Daha  fazla  tamimlamaya | Ek goriintiileme 6nerilir, MMG veya
ihtiyacin oldugu durumlar USG, MR

1 Negatif (lezyon  olmadig | MMG takibi Onerilir
durum)

2 Benign bulgular MMG takibi Onerilir

3 Yiiksek thtimal benign | Yakin takip onerilir
bulgular

4 Stipheli malignite

A Diisiik malignite siiphesi Igne biyopsisi onerilir

B Malignite icin orta diizey
stipheli

C
Yiiksek malignite kuskusu

5 Cok yiiksek ihtimal malignite | Biyopsi

6 Histopatolojik tanili

Floro-2-deoksi-d-glukoz (FDG)- Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) yontemi, kanser
tanist almis hastalarin primer lezyon tanisinda, metastatik durumlarin gosterilmesinde ve

tedaviye bagladiktan sonra kemoterapiye verilen cevabi degerlendirmede kullanilan bir



goriintiileme yontemidir. Bu yontemde glukozun normal dokulardan daha ¢ok malign

dokularda tutuldugu goriilmiistiir (51).

Ultrasonografi (USG), ses dalgalarin1 kullanarak viicuttaki organlarin ve dokularin
goriintiilenmesini saglayan bir tibbi goriintiileme yontemidir. Organlarda veya dokularda
bulunan kitlelerin varligini saptamak igin kullamilir. Ozellikle yumusak dokularda, tiroid,
meme, karaciger, bobrek ve prostat gibi organlarda kitlelerin degerlendirilmesinde etkili
bir yontemdir. MMG ve USG miimkiinse her ikisi de beraber yapilmalidir. Yapilan
goriintiileme ardindan kesin tani ig¢in biyopsi Onerilmektedir (52). Goriintiileme ve
muayene isleminde aksillada patolojik lenf nodlarinin varliginda da biyopsi yapilmalidir

(53).

2.4.4.4. Timor Belirtecleri

Meme kanserinde erken teshiste ya da kanser takibinde ortaya c¢ikabilecek niikslerin
tespiti i¢in degerlendirilmektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde bu belirtegler kullanilmaktadir.
Ayn1 zamanda genetik aile Oykiisii olan hastalarda da erken tani i¢in oldukca 6nemlidir.
Meme kanserinde yaygin kullanilan tiimor belirtegleri kanser antijeni (CA)15-3 ve
karsinoembriyonik antijen (CEA) dir. CA 15-3, Mucin-1 (MUC-1) geninin iirtinii olan bir
proteindir ve hiicrelerin birbirine tutunmasi, bagisiklik sistemini baskilama ve
metastazdan sorumludur. Normal meme dokusuna gére, MUC-1 geni kanserli meme
dokusunda daha yiiksek konsantrasyonda bulunur. CEA, yaklasik %40-55 karbonhidrat
iceren ve molekiil agirligir 150-300 kDa arasinda degisen bir glikoprotein tiiriidiir. Meme
kanserlerinin yaklasik %15-20'si HER2 pozitif olarak siniflandirilir. Bu durum, timdriin
genetik 6zelliklerinin bir sonucu olarak HER2 proteininin asir1 tiretildigi anlamina gelir.
Bu tiimdr biyobelirtegleri kolorektal kanser, karaciger, meme, over ve gastrointestinal

sistem kanserinde kullanilmaktadir.

2.4.5. Meme Kanseri Histopatolojisi

Memede goriilebilen maligniteler arasinda karsinom, sarkom, lenfoma, 16semi,
metastatik meme lezyonlar1 vardir. Meme kanserlerinin biiylik bir kismin1 malign
tiimdrler olusturur. Bu tiimdrler, hedeflenen hiicrelerdeki farkliliklar, ¢esitli onkogenlerin
aktive olmasi ve tiimor supresor genlerinin iglev kayiplar1 nedeniyle farkli 6zellikler

gosterir. Bu sebeplerle, morfolojik ve klinik 6zellikleri, hormon reseptor diizeyleri ve



tedaviye verdikleri yanitlar bakimindan farkliliklar sergilerler ve bu 6zelliklere dayali

smiflandirilmalar1 oldukg¢a 6nemlidir (54, 55) (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: Meme Karsinomu Histopatolojik Siniflandirmasi

Duktal karsinoma in situ

Invaziv olmayan karsinom Lobiiler karsinoma in situ

Duktal karsinom

Lobiiler karsinom

Invaziv karsinom Tubiiler karsinom

Mediller karsinom

Miisindz karsinom

Papiller karsinom

Inflamatuar karsinom

Mikropapiller karsinom

Sekretuar karsinom

Metaplastik karsinom

Noroendokrin karsinom

Apokrin karsinom

Paget hastalig1

2.4.5.1. Invaziv Olmayan Karsinom



Duktal Karsinoma In situ

Duktal karsinoma in situ (DKIS), memenin siit kanallarindan kaynaklanan ve bazal

membrani gegmeyen bir meme kanseri tiiriidiir (56).

DKIS memenin non-invaziv tiimérii olup davranissal yapisi, tiimériin evresine ve doku
ozelliklerine gore degisiklik gosterir. DKIS %70 oraninda postmenopozal kadinlarda ve

ortalama 50 yas civarinda goriilmektedir (57).
Lobiiler Karsinoma

Lobiiler karsinoma in situ (LKIS) asiner hiicrelerin atipik cogalmasim ifade eder. LKIS
tanis1 genellikle baska bir nedenle biyopsi yapilan hastaya tesadiifen konur. DKIS’e

kiyasla kitle olusturmayip, meme basindada akintiya sebep olmaz (57).

2.4.5.2. invaziv Karsinom

invaziv Duktal Karsinom

Invaziv duktal karsinom (IDK), yaygin goriilen ve kotii prognoza sahip meme kanseri
tiiriidiir. Meme kanserlerinin yaklasik %80'ini olusturur ve bu tiimdrler, terminal duktal

yapilarindan tiiretilir (58).
invaziv Lobiiler Karsinom

Meme kanserleri arasinda ikinci sirada yer alan bu tip, genellikle HRT goren kadinlarda
daha sik goriiliir ve vakalarm %5-14'inii olusturur. Histolojik olarak siklikla LKIS
alanlarina sahip olurlar. Genellikle diffiiz bir bliylime paterni gdsterir veya yapisal bir
bozulma yaratacak sekilde gelisirler. Kitle olusturmayip, fibrozis icermedikleri i¢in,

MMG’de tespit edilemeyebilirler (59).
Tiibiiler Karsinom

Tiibiiler karsinom, meme kanserleri arasinda yaklasik %2'lik bir orana sahiptir. Tarama
mamografisinin yayginlagsmasinin sonucu olarak 1 cm’den kii¢iik timérler tanida erken

tespit edilmeye baglanmigtir. Tibiiler karsinomlar genellikle 1 cm’den Kigiik,



makroskopik olarak diizensiz, sert kivamli kitle meydana getirirler. Tibiiler karsinomda

genel olarak aksiller metastaz %10’dan azdir ve prognoz oldukga iyidir (58).

Mediiller Karsinom

Meme kanserlerinin %5-7’sini olusturur. 35 yas altinda goriilen meme kanserlerinin
%11’ini olusturarak digerlerine gore daha geng¢ yasta goriildiigii bildirilmistir. Siklikla
BRCA-1 geninde mutasyon tasiyan kadinlarda gozlenmektedir. Diizgiin kontiirli ve iyi
prognozludur (60).

Miisinoz Karsinom

Yasca biiyiik kadinlarda, meme kanserlerinin %21-7’sini olusturur. Karakteristik olarak
kalsifikasyon igcermez ve sinirlari iyidir. Tumor genel olarak yavas ilerler, lenfatik

yayilim ¢ok azdir ve prognozu iyidir (58).

Papiller Karsinom

Bu karsinom tipi, tim vakalarin %1-2’sini kapsar ve yasca biiyiik kadinlarda gozlenir.
Boyut olarak genellikle kiigiiktiir. Papiller karsinomlar kist duvarindan koken alirlar.
Karakteristik olarak kist duvarinda belirsiz sinirlarla bulunan bir lezyon seklinde goriiliir.

MMG'de genis Ve iyi sinirhidir ve gogunlukla daha biiyiik kitleler gézlenir (61).

Inflamatuar Karsinom

Vakalarin %3’iinden azin1 kapsar. Karakteristik olarak meme derisinde; inflamasyon, sivi
birikimi ve portakal kabugu etkisi vardir. Kitle bulgusu da gézlenebilir. Mamografide en
karakteristik bulgu memede homojen doku yogunlugunun artmasiyla seyreden, cilt-cilt

alti dokusunun kalinlig1 goriilmektedir (58).

Paget Hastahig:

Paget hastaligi (PH) vakalarin %1-3’inii olusturur. Nadir de olsa erkeklerde de
goriilmektedir. Olgularin %15’inde meme bas1 belirtileri goriilmemekle beraber daha ¢ok
postmenopozal kadinlarda bildirilmistir. Tiimoriin boyutu ve lenf nodu tutulumu, 6liim

riski tizerinde belirleyici faktorlerdir (62).



2.4.6. Meme Kanserinde Evreleme

Tiimor-nod-metastaz (TNM) sistemi, giintimiizde kanser evreleme yontemi olarak
kullanilmakta olup, 1942 yilinda Pierre Denoix tarafindan gelistirilmistir. TNM evreleme
sistemi, tiimdriin temel morfolojik 6zelliklerini; primer timoriin boyutunu (T), bolgesel
lenf diigiimlerinin etkilenme durumunu (N) ve uzak metastazin varligini (M) esas alarak

tanmimlamaktadir (63) (Tablo 2-4, Tablo 2-5, Tablo 2-6).

1958 senesinde Uluslararast Kanserle Miicadele Dernegi (UICC) ve 1977 yilinda
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) TNM evrelemesini gelistirip diizenleyerek
yeniden yaymlanmistir. 1987 yilinda yeni giincellemelerle UICC ve AJCC birlikte ortak
bir TNM evreleme sistemi yaymlanmis ve daha sonra yeni gelismeler ile Klinik veriler
1s1g¢inda diizenli olarak TNM evreleme sistemi diizenlenmeye devam edilmistir. Meme
kanseri biyolojisindeki ilerlemeler ve glincel klinik veriler dogrultusunda, TNM evreleme
sistemi UICC ve AJCC tarafindan belirli araliklarla yenilenmektedir. Ilk diizenleme 1977
yilinda yayinlanirken toplamda sekiz kez diizenleme yapilmistir (64, 65) (Tablo 2-7).

Evrelendirme sistemi kanser tan1 ve tedavisinde oldukg¢a dnemlidir. Her kanser igin uygun
tedavi secenegini belirlemek, diger tedavi sekilleriyle kiyaslamak ve prognozu tahmin
edip hastalar1 gruplandirmak i¢in gerekli bilgiyi saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma
kanser arastirmalari yiiriiten klinisyenler, halk sagligi uzmanlar1 ve epidemiyologlar

arasinda ortak bir terminolojinin benimsenmesini saglamistir.

Onceden meme kanseri teshisi konmus hastalarda evreleme ve tedavi planlamasi,
kanserin anatomik yayilimina goére gercgeklestirilmistir. Giiniimiizde Ostrojen reseptorii
(ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2)
gibi hastalik seyri ve tedavi yamitin1 Ongoren biyobelirtecler hem yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine hem de tedavi yanitinin tahmin edilmesine 6nemli katkilar

saglamaktadir. (67, 68).

Evreleme son sisteme gore anatomik ve prognostik olarak gruplandirilmistir. Timor
boyutu ve metastazi igeren sistem anatomik evrelemedir. Tiimoriin derecesini, hormon
reseptorlerini ve onkogen ekspresyonunu igeren sistem prognostik evrelemedir (69).
Primer timor boyutu (T); fizik muayene, mamografi, ultrasonografi ve magnetik

rezonans gibi klinik veriler ve patolojik verilerle mm olarak odlgiiliir (Tablo 2-4).



Tablo 2-4: Primer Tiimér (T) Evrelemesi -Anatomik

T

Tx

TO

Tis (DCIS)
Tis (Paget)

T1
T1lmi
Tla
T1b
Tlc
T2
T3
T4
T4a
T4b
T4c
T4d

T Kkriteri

Degerlendirme yok

Primer tiimor bulgusu yok

Duktal karsinom in situ

Invaziv karsinom veya duktal karsinom in situ (DCIS) ile iliskili
olmayan Paget Hastalig

T{imo6riin boyutu <20 mm

T{imo6riin boyutu<]l mm (mikroinvaziv karsinom )
Tiimoriin boyutu>1 mm fakat<5 mm

Tiimoriin boyutu>5 mm fakat<10 mm

Tilimoriin boyutu>10 mm fakat<20 mm

T{imor boyutu>20 mm fakat<50 mm

Timor boyutu>50 mm

Deriye direkt yayilim gosteren timor

Gogiis duvari invazyonu

Makroskopik deri degisiklikleri olan timor
T4a-T4b varligi

Inflamatuar karsinom

Tablo 2-5: Bolgesel lenf nodlar: siniflamasi (¢N)

cN kriteri

cNx Onceden ¢ikarilmis degerlendirilemeyen tutulum

cNO Bolgesel lenf nodu metastazi saptanmamig

cN1 Ipsilateral mobil level I, II aksiller lenf nodlara metastaz

cNlmi Mikrometastazlar

cN2 Ipsilateral klinik olarak fikse yapnus level 1, 2 aksiller lenf nodu
metastazi veya ipsilateral internal nodlarina metastaz

cN2a Ipsilateral birbirine veya diger yapilara fikse levell 1,2 aksiller lenf
meme nodlarina metastazi

cN2b Aksiller lenf nodu metastazi olmadan ipsilateral internal meme
nodlarina metastaz

cN3 Level I, II aksiller lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin ipsilateral
infraklavikiiler (level III aksiller) lenf nodlara metastaz; veya level I, II
aksiller lenf nodu metastaz ile ipsilateral internal memelil lenf nodlara
metastaz; veya aksiller veya internal mammarian lenf nodu tutulumu
olsun veya olmasin ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlara metastaz

cN3a Ipsilateral infraklavikiiler lenf nod(lar)a metastaz

cN3b Ipsilateral internal mammarian lenf nod(lar)a ve aksiller lenf nod(lar) a
metastaz

cN3c Ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lar)a metastaz




Tablo 2-6: Uzak Metastaz (M) siniflamasi

M M Kkriteri

cMO Uzak metastaza ait klinik veri yok

cMO (i+) Uzak metastaza ait klinik veri yok fakat kan, kemik iligi veya bolgesel
olmayan, 0.2 mm’den biiyiik olmayan timér hiicreleri var.

cM1 Klinik ve goriintiileme verilerine gore var olan uzak metastazlar

Tablo 2-7: Anatomik Evreleme siniflamasi

Evre T N M
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
1B TO N1mi MO
T1 N1mi MO
ITIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
IIIA TO N2 MO
T1 N1 MO
T2 N2 MO
T3 MO
T3 MO
111B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO




mc Herhangi T N3 MO
v Herhangi T Herhangi N Ml

2.4.7. Meme Kanserinde Sinyal Yolaklari
Hiicrede sinyal iletiminde, proliferasyonda, hiicresel gelisim siirecinde ve apoptozu

diizenleyen yolaklarda ortaya ¢ikan degisimler 6nemli rol oynarlar.

2.4.7.1. PI3K/Akt/mTor Sinyal Yolag:

PISK/Akt/mTOR (Fosfatidilinositol 3-Kinaz/Protein Kinaz B/Memelilerdeki Hedef
Rapamisin, Mammalian Target of Rapamycin) sinyal yolagi, hiicre biiylimesi,
proliferasyon ve hayatta kalma siireclerini diizenleyen 6nemli bir hiicresel yoldur. Meme
kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde, bu yolaktaki proteinlerin asir1 aktif hale gelmesi veya
mutasyonlar yoluyla kontrolsiiz c¢alismasi, hiicrelerin normalin disinda biiylimesine,
cogalmasia ve metastaz yapmasina neden olabilir. PI3K/Akt yolak mutasyonlari stk
goriillir ve en oOnemlisi, pl1l0a katalitik alt dnitesini kodlayan PIK3CA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase catalytic subunit alpha) geninde
meydana gelen mutasyonlardir. PIK3CA mutasyonlari, ER+ ve HER2-meme kanseri alt
tiplerinde daha sik goriiliir. Bu mutasyonlar, tiimorlerin agresif 6zellikler kazanmasina,
tedaviye direng gelisimine ve hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir. PTEN (Fosfataz
ve tensin homologu) de sik degisiklige ugrayan tiimor baskilayici genler arasindadir. Bu
mutasyonlar aminoasit rezidiilerinin birbirleriyle yer degistirmesi sonucunda ortaya gikar.
Mutasyonlar, diizenleyici bir alt birim olan p85 ile p110a arasindaki etkilesimin inhibe
edilmesine yol agarak enzimatik fonksiyonun artigina sebep olur. Bir diger durum ise
Akt'nin PH bolgesinde yer alan lizin (17.aminoasit) glutamik asit ile yer degistirerek
(E17K), serin/treonin kinazin plazma zarina siirekli olarak lokalize olmasina yol agar. Bu

durum, Akt sinyal molekiiliiniin aktivasyonunun artmasina neden olur (70).

HER2 hiicrenin disindan sinyalleri alip, hiicrenin igerisine aktaran tirozin kinazdir.
HER2’nin ekspresyonu ve amplifikasyonundaki artis meme kanseri patofizyolojisinde
onemli rol oynar. Ayrica HER2/HER3 kompleksinin uyarilmasi PI3K/Akt sinyal yolagini
farkli bir sekilde hareketlendirmektedir (71, 72). PI3K/Akt sinyal yolaginda meydana
gelen mutasyonlar meme kanserinde HER2 hedefli tedavilere diren¢ gelisiminde
aktiflerdir (72, 73).



2.4.7.2. Notch Sinyal Yolag:

insan embriyonik kok hiicrelerinde Notch sinyalleri proliferasyon, farklilasma ve
apoptozun dengesinde rol oynar aym1 zamanda hiicre-hiicre etkilesimlerinde,
anjiyogenezde, kemoterapatik ilag direncinde 6nemlidir (74, 75). Notch (Notch 1-4)
reseptorleri transmembran protein yapisindadir ve Delta-benzeri (DLL1, 3, 4) ve Jagged

(Jagged 1,2) ligandlar1 Notch sinyal yolaginin temel bilesenleridir (76).

Plazma membraninda endoplazmik retikulum ve golgi tarafindan islenen reseptoriin
translokasyona ugramasi sonucunda, Sinyali baglatan hiicrenin zarinda aktif durumda
bulunan Delta-benzeri ve Jagged ligandlarmin baglanmasi gergeklesmektedir (77).
Ligand ile reseptor arasinda gergeklesen bu aktivasyon sonucunda iki evreli yikim
meydana gelmektedir. Birinci yikim disintegrin ve metalloproteinaz enzimleri (ADAM
10, ADAM 17) tarafindan gergeklesir ve elde edilen iiriiniin ikinci yikimi, y-sekretaz
araciligiyla hiicre igerisinde gerceklesir (78). Proteolitik yikimdan sonra Notch hiicre igi
bolgesi (NICD) hiicre niikleusuna gegerek DNA’ya bagli olan CSL (CBF1/Su(H)/LAG-
1) proteini ve Mastermind benzeri (MAML) proteiniyle etkilesimini gerceklestirir (79).

Sinyal génderen hcre

Delta/lagged % &
Ligandlan Disintegrin
metalloproteinaz
enzimleri

Notch 1-4 = kel
y-sekretaz g
Notch intraseluler Ceklrdek
bolgesi
(NICD) NICD
MAML Hiicre dongusu regiilatorier:
NICD Buyume faktoru reseptorler:
PCSL - o civon fakts
" s $ R z Transkripsiyon faktorien
Sinyal alan hicre Anjiyogenez ve Apoptoz

Sekil 2-2: Kanser kok hiicrelerinde diizensiz isleyen Notch sinyal yolunun aktivasyonu.

Meme kanserinde Notch4 reseptor sinyal yolunun diizensiz isleyisinin, timor
olusumunda 6nemli bir rol oynadigr ifade edilmistir (80, 81) (Sekil 2-2). Ayrica ER+ olan

hiicrelerin Notch1 sinyal yolaginda anormal diizenlendigi bildirilmistir (82).



NF-xB (Nuclear factor-kappa B) ve TGFp (Transforming growth factor beta) sinyallerini,
Notch sinyal yolaklari aktive ederek metastaz siirecinin temel basamag: olan epitelyal
mezenkimal gegisi (EMT) indiikler (83).

2.4.7.3. Wnt/beta catenin Sinyal Yolagi

Whnt ailesi, organ olusumu, kok hiicre yenilenmesi ve hiicrenin sagkalimi gibi birgok
hiicresel islevde rol oynayan bir protein grubudur. insanlarda Wnt ailesi, reseptor ve ko-
reseptor icin ligand olarak gérev yapan sistein agisindan zengin glikoproteinlerden olusur.
Ekstraseliiler Wnt, ¢esitli hiicre i¢i sinyal iletim yollarini tetikleyebilir; bunlar arasinda
Whnt/B-katenin bagimli veya klasik yolak ve B-katenin bagimsiz veya klasik olmayan
yolak yer alir (84). Hiicre yiizeyindeki Frizzled (Fz) adli reseptdre ve Fz'nin yardimci
reseptorli olan LRP5/6'ya baglanarak hiicre i¢inde sinyal iletiminin baslamasina neden
olur. Bu sekilde, Wnt sinyal mekanizmasinin tetiklenmesi i¢in gerekli olan ti¢lii kompleks
(Fz-Wnt-LRP5/6) birbirine baglanmis olur. Bu baglanmanin ardindan sinyal, 6nce
sitoplazmaya iletilir ve DVL (dishevelled) fosforilasyonu uyarilir. Bu fosforilasyon, Axin,
APC (adenomatdz polipozis koli), CK1 (kazein kinaz 1) ve GSK-3 (glikojen sentaz kinaz
3) iceren yikim kompleksini bozarak, B-kateninin stabilizasyonunu saglar ve -kateninin
niikleusa taginmasina olanak tanir. Niikleusa giren p-katenin, transkripsiyon faktor ailesi
olan TCF/LEF (T-hiicre faktorii/lenfoid giiclendirici faktdr) iiyelerine baglanarak,
koaktivatorler p300 ve CBP (CREB-baglayici protein) yardimiyla hiicre ¢ogalmasini
destekleyecek bircok Wnt hedef geninin transkripsiyonunu baglatir. Wnt ligandinin
bulunmadigr durumlarda, sitoplazmadaki [-katenin yikim kompleksi tarafindan
isaretlenir. CK1 ve GSK3 bilesenleri, B-kateninin N terminalindeki serin ve treonin
kalintilarin1 fosforiller. Fosforillenmis B-katenin, transducin tarafindan tanmir ve

transducin, f-kateninin proteazom yoluyla yikimini baslatir (85, 86) (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: Wnt/ g-Katenin Yolag

Normal somatik kok hiicreleri ile kanser kok hiicreleri cogunlukla aym hiicre ylizeyi
isaretgilerini tagirlar. Arastirmalarda, meme kanserinde belirli belirtegleri ifade eden
kanser kok hiicresi benzeri hiicreler tanimlanmustir. Bunlar, yiiksek seviyede CD44 ve
diisiik seviyede CD24 yiizey belirteci ifade etmektedir. CD44 ve CD24 hiicre yiizeyi
belirtecleri, Wnt genleri arasinda yer alir. CD44, LRP6 aktivasyonu araciligiyla Wnt
sinyal yolunun pozitif diizenleyicisi olarak islev goriir. Ayrica, hiicre yiizeyinde B-katenin
ile baglantili olarak diisiik seviyede ifade edilen E-kadherin, PB-kateninin niikleer
translokasyonunu ve Wnt sinyalinin etkinlesmesini tesvik eder. Buna ek olarak, bir¢cok

Wnt/B-katenin hedef geni invazyon, gé¢ ve metastazla iligskilendirilmistir.



Whnt proteinleri, farkli reseptorlere baglanarak cesitli sinyal yollarini aktive eder. Kanonik
Wnat sinyal yolu, B-katenine bagli olarak ¢alisir ve TCF ile LEF bu siirecte yer alir. Bu
yol, oOzellikle meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve kok hiicre 6zelliklerinin
korunmasini saglar. Artan bulgular, B-katenin'e bagli olmayan iki 6nemli Wnt yolu olan
Wnt-PCP ve Wnt-Ca*? sinyal yollarinin, meme kanseri hiicrelerinin metastazinda rol
oynadigim1 gostermektedir. Meme kanserinin tedaviye karsi direng gelistirmesi ve
hiicrelerin 6zelliklerinin sekillenmesi ise oldukca karmasik siirecler olup, her zaman
kanonik ve kanonik olmayan Wnt yollarinin birbiriyle etkilesimi ve is birligi ile

gerceklesmektedir.

Wnt sinyalinin aktivasyonunun meme tiimor olusumunda 6nemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bu durum Whnt’lerin epigenetik olarak aktive edilmesi ve Wnt
inhibitorlerinin etkisiz hale getirilmesinden kaynaklanmaktadir. Meme kanserinde
Wnt5a'y1 taklit eden Foxy-5 adli heksapeptit, Wnt5a sinyalini yeniden olusturarak meme
kanserinin go¢ ve invazyonunu bozar. Bu molekiil, metastatik meme, kolorektal ve
prostat kanseri tedavisi i¢in faz I klinik denemelerine (NCT02020291 ve NCT02655952)
girmistir ve WntSa’nin erken evre kolorektal kanser i¢in neoadjuvan tedavi amaciyla faz
IT klinik denemesi (NCTO03883802) yiiriitiilmektedir. Ayrica, kanonik ve kanonik
olmayan bircok Wnt reseptorii, 6zellikle ticlii negatif meme kanseri (TNBC) ve bazal
benzeri meme kanserinde (BLBC) artig gostermektedir. E-kadherin, p-katenin ile
etkilesen bir protein olarak BLBC ve TNBC'de sik sik mutasyona ugramakta veya
susturulmakta, bu da B-kateninin sitoplazma zarindan sitoplazmaya salinmasina neden

olmaktadir (87).

2.5. TRPM4 ( Transient receptor potential cation channel subfamily M member 4-

Gecici reseptor potansiyeli melastatin 4)

Gegici reseptor potansiyeli (TRP) ailesi, cogunlukla Ca*?, Mg*2, Na* gibi katyonlar1 ileten
tyon kanallaridir. TRP kanallari, hiicresel islevlerden sorumludur ve bu kanallarin birgogu
hiicre i¢i Ca™ homeostazin1 ve sinyallesmesini diizenler. TRP kanallar1 yapisal
benzerliklerine ve her ailenin aktivasyonundaki farkliliklara gore alti alt gruba ayrilir
(88).



TRPM4, TRP kanali ailesine ait bir alt gruptur. TRPM4 ve TRPMS5 diger TRP ailesi
tiyelerinden farklidirlar ¢iinkii Ca*? iletmezler (89, 90). TRPM4, tek degerlikli iyonlar:
ileten segici olmayan bir katyon kanalidir ve iki degerlikli katyonlara kars1 gecgirgen
degildir. TRPM4’iin aktivasyonu ise hiicre i¢i Ca*? artisi ve ATP tiikkenmesiyle
gerceklesir. Bu nedenle, hiicre i¢i Ca*2ve ATP diizeylerini etkileyen iskemi gibi durumlar
kanal aktivitesini artirabili. TRPM4, Ca*? iyonlarmi iletmezler ama membran
potansiyelini diizenleyerek dolayli yonden hiicre igi Ca*? seviyelerini diizenler (91).
TRPM4 aktivasyonu iizerine Na* girisi hiicresel membran potansiyelini depolarize

edebilir ve Ca*? girisinin itici giiciinii azaltabilir (92).

TRPM4’iin ayn1 zamanda bagisiklik tepkisini, insiilin salgilanmasini, serebral kan akisini
ve solunum aktivitesini diizenledigi bildirilmistir (93). Bircok hastalikta da 6nemli rol
oynamaktadir. TRPM4'in ekspresyonu, subaraknoid kanama, travmatik kafa
yaralanmasi, omurilik yaralanmasi ve multipl skleroz gibi merkezi sinir sistemindeki

birgok bozuklukta tanimlanmistir (94).

Hipoksik bir mikrocevre, TRPM4'lin ekspresyonunun artmasina ve aktivitesinin belirgin
sekilde yiikselmesine neden olarak asir1 Na* girisine yol agabilir. Bu durum, suyun Na*
iyonlariyla birlikte hiicre igine taginmasini tetikleyerek hiicre 6liimiine ve dolayisiyla
doku hasarina neden olabilir. (95). Kalpte, kardiyak blok 6ykiisii olan ailelerde TRPM4
mutasyonlart bildirilmistir. Bu mutasyonlar TRPM4 aktivitesini artirirken aksiyon

potansiyeli yayilimini bozabilir ve kardiyak iletimin engellenmesine sebep olabilir (96).
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Sekil 2-4: TRPM kanal ailesinin genel yapisi

(Tiim TRPM proteinlerinin N-terminal bolgesi, genellikle TRPC ve TRPV ailelerindeki ayn1 bolgelerden
yaklagik 300—400 amino asit daha uzundur. Bu bdlgede ayrica yaklasik 700 amino asit uzunlugunda
biiyiik bir TRPM homologluk domeni bulunmaktadir. TRPM ailesinin C-terminal dizileri ise oldukg¢a

degiskenlik gostermekte olup, uzunluklari 1000 ile 2000 amino asit arasinda farklilik géstermektedir

97)).



2.5.1. TRPM4’iin Genel Mekanizmasi

TRPM4’iin aktivasyonuyla hiicreye Na* iyonlari iletilir. Pozitif iyonlarin bu akigi plazma
membranini depolarize eder ve bdylece depo isletimli Ca*? girisi (SOCE- Store-Operated
Calcium Entry) ve diger giris yollar1 araciligiyla Ca*? girisi dengelenir. SOCE, hiicre
icinde kalsiyum depolarinin (genellikle endoplazmik retikulum) bosalmasi sonucunda
hiicre zarindan Ca*? iyonlarmin girisiyle gerceklesen bir mekanizmadir. SOCE'nin
regiilasyonu ve aktivasyonu, bircok hiicresel siire¢ igin Onemlidir ve Ca*?
sinyallesmesinde gorev alan genlerin (0rnegin, hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve
bagisiklik yanitlari ile ilgili genler) ifadesini etkiler. SOCE, Ca*? sinyallemesindeki
degisikliklere, azalmis apoptoz, artmis proliferasyon ve migrasyon gibi kanserde ayirt
edici faktorlere katkida bulunmaktadir (98). SOCE, Ca*?nin ana giris yoludur. Cesitli
hiicre dis1 uyaricilar, hiicre i¢inde IP3 tiretimini tetikler ve buna bagli olarak endoplazmik
retikulum, Ca*? depolarinin tilkenmesine neden olur. Hiicre iginde Ca*? depolar
bosaldiginda, bu durum hiicre disindan kalsiyum alimini artirmak i¢in tetikleyici bir
sinyal olusturur. Bu siireg, genellikle STIM1 (stromal-interaction molecule 1) ve Orail
gibi proteinlerin aktivasyonuyla gerceklesir. STIM1, Ca*? seviyeleri diistiigiinde ER de
Ca*? yiiklii oldugu yerlerde toplanir ve Orail ile etkilesime gegerek Ca*? girisini saglar.
ER liimenindeki Ca*? konsantrasyonundaki diisiis sirasiyla STIM1’in acgilmasmi ve
ardindan depo isletimli Orail Ca*? kanallarmn aktivasyonunu saglar. SOCE sirasinda
Ca*? girisiyle birlikte TRPM4 agilabilir. TRPM4, 6zellikle hiicre i¢ine Na* akisi artirir.
Ca*? ve Na* akiglari, hiicre i¢i potansiyeli etkileyerek depolarizasyonu artirir. TRPM4,
hiicre i¢indeki kalsiyum seviyelerinin diizenlenmesine katkida bulunarak, asir1 kalsiyum
yiiklenmesini onler. Aksi takdirde, yiiksek kalsiyum seviyeleri hiicreyi zararli etkilerle
karst karsiya birakabilir. TRPM4 ve SOCE arasindaki dengenin bozulmasi, kalp
hastaliklari, nérolojik bozukluklar ve inflamasyon gibi bir¢ok hastaligin gelisiminde rol
oynayabilir. Ozetle, TRPM4, SOCE mekanizmasi ile entegre bir sekilde ¢alisarak hiicre
icindeki Ca*? ve Na* dengesini diizenler, bu da hiicresel sinyal iletimini ve fizyolojik
islevleri etkiler. TRPM4, Ca*? i¢in gegirgen olmamasina ragmen, TRPM4 yoluyla Na*
girisi, membran potansiyelini azaltir ve sigan dis pulpasi kok hiicreleri, ¢esitli bagisiklik
hiicreleri ve kanser hiicreleri de dahil olmak iizere bircok farkli hiicrede hiicre i¢i Ca*?

sinyalizasyonunda azalmaya neden olur (99).



Hiicre i¢i Ca*? sinyalizasyonunu temelden degistiren bir mekanizma, hiicresel
fonksiyonlar1 genis Olgiide etkiler ve eger diizensiz hale gelirse, hiicresel islev
bozukluklarina yol agar. Bu dogrultuda, TRPM4'lin vaskiiler endotelyal hiicrelerin,
dendritik hiicrelerin, mast hiicrelerinin ve T hiicrelerinin Ca*?bagimli gogiine ve ayrica T
hiicrelerinin sitokin liretimine dahil oldugu tanimlanmistir. Ayrica, TRPM4'iin fare
embriyonik fibroblastlarinda fokal adhezyon proteinleriyle ortak yerlestigi ve hiicre gocti
i¢cin 6nemli bir siire¢ olan fokal adhezyon dongiistinii diizenledigi belirtilmistir (100).
Kanserden kaynaklanan Ca*? ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasindaki etkilesimle
ortaya cikan degisiklikler, apoptozu indiikleme yeteneginde azalmaya, artan hiicre
cogalmasina, hiicre gdgiine ve mitokondriyal metabolizmada degisiklikler gibi Ca*?’a
bagli kanserin temel 6zelliklerindeki degisikliklere katkida bulunur. ROS, hiicre i¢i Ca*2
sinyalizasyonunu bozar ¢iinkii Ca*? tastyan membran enzimleri, lipidler ve endoplazmik
retikulum-mitokondri arayiizleri ROS'a baglidir. ROS, STIM1'in homologu olan ER Ca*?
sensori STIM2'yi engelleyerek SOCE'yi azaltabilir. Orail'in aksine, homologu Orai3
ROS'a duyarli degildir ve Orail/Orai3 orani, hiicre i¢i SOCE Ca*? sinyalizasyonunun
ROS'a bagimli olup olmadigini belirler. Hem STIM2 hem de Orai3 alt birimleri farkl
kanser tiirlerinde diizensizlesir ve metastatik yayilma, hiicre ¢ogalmasi ve azalmis

apoptoza katkida bulunur (101) (Sekil 2-5).

TRPM4, kanser hiicrelerinin membran proteinlerinde de degisiklige yol agmaktadir.
Membran proteinlerinin glikozilasyon yapilart yaslanma siireglerinde, kanserde ve
bagisiklik hastaliklarinda degisir. Karmasik N-glikozilasyon degisiklikleri, membran
tasima proteinlerinin, Ozellikle iyon kanallarmin iglevlerini etkileyebilir. TRPM4,
aspartat N992 iizerinde glikolize edilerek membran ifadesini stabilize edebilir ve TRPM4

ekspresyonunu azaltabilir (102).

TRPM4 i¢in iki fosforilasyon noktasi (Serl1145 ve Serl1152) belirlenmistir ve
fosforilasyon, TRPM4'iin Ca*? hassasiyetini artirabilir. Ser839'un kazein kinaz 1
tarafindan fosforilasyonunun, diiz kas hiicrelerinde TRPM4'lin bazolateral ifadesini
kontrol ettigi gosterilmistir. TRPM4’iin bircok proteinle etkilesim icinde oldugu
bildirilmistir. Gelecekteki ¢alismalar, kanserlerde TRPM4'lin degismis glikozilasyon
veya fosforilasyon yapilarinin patofizyolojik anlamlarii ortaya koyup koymayacagini
gosterecektir. Bunlar arasinda SUR1 (stilfaniliire reseptorii), 14-3-3, KCTD5 (potasyum

kanali tetramerizasyon bolgesi igeren protein 5), SUMO (kiiciik ubiquitin benzeri
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modifikator), TRPC3 (Transient Receptor Potential Canonical 3), protein tirozin fosfataz
non-reseptor tipi 6 (PTPN6) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptoriiniin GIu2A ve
Glu2B alt birimleri bulunmaktadir. Ayrica, PTPN6, kolorektal kanserde (KRK) hiicre
dongiisii  dlizenlemesi ve onkogen [-katenin'in baskilanmast ile ilgili oldugu
gosterilmigtir. Hem 14-3-3 hem de PTPN6, TRPM4'i fosforilasyon yoluyla
degistirebilmektedir (103).

Interaction partners:
= SUR1

= 1433

= KCTD5

= TRPC3

= Glu2Aand Glu2B
subunits of NMDA

Sekil 2-5: TRPM4'iin aktivasyonu ve Ca*? giriginin diizenlenmesi



2.5.2. TRPM4 ve Kanser

TRPM4 ekspresyon seviyeleri, farkli kanser tiirlerinde arastirilmistir (101) (Sekil 2-6).

# :'. Breast cancer
iy TRPM4
Large B cell lymphoma } »
TRPM4 /] VRS
Endometrial cancer
TRPM4
Cervical cancer
TRPM4
Liver cancer Colorect?l cancer
TRPM4 (cell lines) TRPM4 1"/ =

Urinary bladder cancer
Prostate cancer | TRPM4 =
TRPM4 /)

A

Sekil 2-6: Farklh kanser tiirlerinde TRPM4 ekspresyon seviyelerinin saghkli kontrol

dokusuyla karsilastirmah ozeti

Prostat kanseri (PCa), TRPM4 ckspresyonu ve islevi agisindan simdiye kadar en gok
aragtirtlan kanser tiiriidiir. 2014 yilinda, TRPM4'tin androjen bagimsiz PCa i¢in tetikleyici
bir gen oldugu tanimlanmustir. Holzmann ve ekibi, TRPM4'iin PCa’da Ca*?ile aktive olan
non-selektif (CAN) akimdan sorumlu oldugunu bildirilmistir. Bu tiir akim, hiicre zarinda
bulunan ve Ca*? tarafindan aktive edilen, ancak belirli bir iyon secici olmayan iyon
kanallar1 tarafindan iletilen akimdir. Ca*? aktivasyonu ile ortaya ¢ikan biiyiikk Na*
akimlarinin, TRPM4'iin siRNA ile azaltildigi PC3, LNCaP ve DU145 prostat kanseri
hiicrelerinde ve primer insan prostat epitel hiicrelerinde (hPEC) azaldigi bildirmistir
(104). Sagredo ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, TRPM4'in PC3 hiicrelerinde
EMT'yi (Epitelyal mezenkimal gegis) etkileyebilecegi gosterilmistir. EMT, kanser
hiicrelerinin go¢ii ve invazyonu i¢in 6nemli bir siiregtir. Bu siirecte, hiicreler siki hiicresel
baglantilarim1 kaybeder ve daha hareketli, invaziv hale gelirler. EMT, normal gelisim
stireclerinde (embriyogenez gibi) rol oynasa da kanserde tiimor hiicrelerinin metastaz

yapmasina neden olmaktadir.



TRPM4'in azalmasi, E-kaderin ve N-kaderin ekspresyon seviyelerinde degisikliklere ve
EMT belirteglerinin, transkripsiyon faktorii olan Snaill'in ekspresyonunu azaltmasina

neden olmustur (105).

Prostat kanserinde, TRPM4 protein seviyelerinin, iyi huylu kitlelere kiyasla kanserli
prostat dokusunda arttig1 bildirilmistir (106). Ayrica, yiiksek yogunluklu TRPM4
boyamasi ile medyan veya iizeri bir histolojik skora (H-skor) sahip Orneklerin,
biyokimyasal niiks riskiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Holzmann ve ekibi, 20 hastay1
kapsayan daha kiiciik bir calismada, normal prostat dokusuna kiyasla, kansere doniisen
doku igeren prostatik intraepitelyal neoplazide (PIN) TRPM4 ekspresyonunun arttigini
bildirmistir (104). Baska bir c¢alismada, tiimor orneklerinde kontrol grubuna kiyasla
TRPM4 mRNA seviyelerinin 6nemli 6lgiide arttig1 ve daha yiiksek Gleason skoru (>7)
olan, daha az farklilasmis ve daha agresif doku orneklerinde TRPM4 seviyelerinin
yiikseldigi bildirilmistir (107).

Kolorektal kanserde TRPM4'iin roliinii inceleyen yakin tarihli bir calisma, TRPM4'iin
HCT116 kolorektal hiicre hattinda biiyiik Na* akimlarini ilettigini ve bu hiicrelerdeki
CAN akiminin ana kaynagi oldugunu géstermistir (108). TRPM4'{in hiicrelerin daha az
g0¢ etmesine ve yavas yayilmasina da katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Son olarak,
TRPM4 iyon iletkenliginin hiicrelerin canlilifi ve hiicre dongiisii i¢in 6nemli oldugu
bulunmustur. Bu da TRPM4'iin kolorektal kanser i¢in potansiyel bir kanser tedavisi
hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir. 2015 yilinda Sozucan ve ekibi, 93 kolorektal
kanser hastasinin doku oOrneklerini analiz ettiklerinde, TRPM4, mRNA ifadesinin
azaldigini bildirmistir (109,110).

Rahim agzi kanserinden tiiretilmis HeLa hiicre hattinda shRNA araciligiyla TRPM4
baskilanmasinin, hiicre ¢ogalmasinin azalmasma yol agtigi gosterilmistir. Azalmig
cogalmanin yani sira, hiicre dongiisii dagiliminda da degisiklikler gozlemlenmistir (111).
Rahim agzi1 kanseri vakalarinda yapilan bir gen ekspresyon ¢aligmasi, TRPM4'iin normal
rahim agz1 epiteline kiyasla rahim agzi1 kanseri 6rneklerinde asir1 ekspresyon gosterdigini

bildirmistir (112).

Endometrium kanserinde TRPM4'in susturulmasi AN3CA endometrial kanser hiicre

hattinda hiicre sagkalimini ve gé¢ hizimi artirdigi belirtilmistir. TRPM4 eksikligi,



hiicrelerde EMT'nin ilerlemesini artirmistir bu da EMT belirteglerinin ifadelerindeki
degisikliklerle olglilmiistiir. (N-kadherin ve vimentin ifadelerinde artis, E-kadherin ve
sitokeratin  ifadelerinde azalma). Ayrica, TRPM4 ekspresyonunun p53 ve
PI3K/AKT/mTOR sinyal yollariyla iligkili oldugu bulunmustur. TRPM4'in azalmasi,
PI3K, AKT ve mTOR'un fosforilasyonunu artirirken p53 ekspresyon seviyelerini
diistirdiigii gézlenmistir. 491 endometrial kanser hastasi iizerinde yapilan giincel bir
calisma, TRPM4 mRNA ekspresyonunun artmasinin kotii bir prognoz ve diisiik genel
sagkalim ile 6nemli olgtide iliskili oldugunu belirtmistir (113).

2.5.3. TRPM4 ve Meme Kanseri

Meme kanseri, normal epitelyal kanallardan kaynaklanir ve proliferatif lezyonlar
araciligiyla ilerler. Bu siireg, atipik hiperplazi ile baslar, ardindan in situ pre-malign bir
duruma gecerek neoplaziye doniistir. Kanserin metastaz yapmasinda temel
mekanizmalardan biri, EMT'nin aktive olmasidir. TRPM4 transkript seviyelerinin,
normal meme epitel hiicrelerinde bulunmadig1 ancak meme kanseri vakalarinda EMT gen
setiyle baglantili oldugu gosterilmistir. Bu durum, TRPM4'iin meme kanseri hiicrelerinde
EMT'yi tetikleyerek metastaz potansiyelini artirabilecegini diisiindiirmektedir. TRPM4,
bu hiicrelerin yayillma ve metastaz yetenegini artirabilirken, TRPM4'lin baskilanmasinin

bu yayilmay1 azaltabilecegi belirtilmektedir (101).

Hormon ve hedefe yonelik tedavilerdeki gelismelere ragmen, meme kanseri, kadinlarda
kanserden Oliimlerin baglica nedenidir. TRPM iyon kanali ailesi iiyelerinden TRPM2,
TRPM7 ve TRPMS8, meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi, hayatta kalmasi ve
metastazinda 6nemli roller oynarken, TRPM6'y1 etkileyen somatik mutasyonlar da meme
kanseri hastalarinda goriilmektedir. Bu nedenle, TRPM4'iin meme kanserindeki ifade

profilini aragtirmay1 ve TRPM4'lin hastaliktaki potansiyel rollerini incelemeyi amagladik.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Calismamiza, Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii'ne 2023-2024 yillarinda
basvuran, klinik acgidan tani almis 60 meme kanseri hastast ve 20 saglikli kontrol
grubundaki kadin dahil edilmistir. Meme kanserli hastalarin yas ortalamasi 56.68 (23-81
yas arast) olarak tespit edilmistir. 60 meme kanseri hastasina ait yas, ER, PR, HER2 ve

menopoz verileri Tablo 3-1’de sunulmaktadir.

Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan alinan kan Ornekleri 10 dakika
boyunca, 4000 rpm’de santrifiij (Hettich Universal 32) isleminden gegirildi. Elde edilen

serum ornekleri testler gerceklestirilene kadar -80°C buzdolabinda muhafaza edildi.



Tablo 3-1. Meme Kanserli Hastalarin Ozellikleri

Parametre n %
Hasta sayisi 60 100
Yas ortalama (min-max) 57.56 (23-81) 100

<57 32 53

>57 28 47
Histoloji

Invaziv Duktal Karsinom 47 79

Invaziv Lobiiler Karsinom 12 20

Invaziv Tiibiiler Karsinom 1 2
ER

+ 49 81.7

- 11 18.3
PR

+ 45 75

- 15 25
HER?2

+ 13 21.7

- 47 78.3
Menopoz

Pre 18 30

Post 42 70




3.2. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

3.2.1. RNA lzolasyonu

Serum Orneklerinden 0.4 mL miktarinda alinarak tiiplere yerlestirildi ve ardindan
1 mL RNAzolORT (Molecular Research Center, Inc., ABD) eklendi. Elde edilen
karisima 0.4 mL su ilave edilerek 15 dakika boyunca beklemeye birakildi. Daha sonra,
santrifiij islemi 12.000 g kuvvetinde ve 15 dakika siiresince (Tehtnica Centric 200R)
uygulandi. Santrifiij sonrasi elde edilen slipernatant, baska bir tiipe aktarilip tizerine 1 mL
%75 etanol ilave edildi ve 15 dakika bekletildi. RNA'min ¢okelmesi i¢in, 12.000 g
kuvvetinde 10 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi. Bu islemden sonra, tiipte kalan
sivi atildi ve dipte olusan beyaz pelletin tizerine 0.4 mL %75 etanol eklenerek, 4000 g
kuvvetinde 1-3 dakika siiresince santrifiij islemi tekrarlandi. Bu adim iki kez
gerceklestirildi. Santriflij islemi tamamlandiktan sonra alkol, pellete zarar vermeden
mikropipet kullanilarak uzaklastirildi. RNA pelletinin kurumasin1 6nlemek amaciyla, su
icinde ¢oziilerek 1-2 dakika boyunca vortex ile karistirildi. Izole edilen RNA'larn
Olgtimleri ise Nanodrop (Nanodrop:1000; Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE)
cihazi ile yapildi.

3.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Total RNA isleminden sonra cDNA sentezi, ticari olarak temin edilen NEB markasinin
ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit (Almanya; E6560S) kullanilarak
yapildi. Biitiin islemler buz {izerinde gergeklestirildi. cDNA sentezine baglamadan 6nce,
RNA konsantrasyonlar1 dengelendi. Her bir tepkime 6rnegi, Tablo 3-2'de gosterildigi
sekilde hazirland1 ve her tiip i¢in toplam hacim 20 pL olarak ayarlandi. Bu karigim
pipetleme islemi tamamlandiktan sonra kuyucuklara dagitildi ve RNA iirtinleri eklendi.
Ardindan karigimlar, Biorad CFX96 Connect cihazina yerlestirildi ve tepkime Tablo 3-
3’te belirtilen protokole gore yapildi. cDNA o6rnekleri -20°C'de saklanarak asagidaki gibi

her bir RNA 6rnegi i¢in karisim hazirlandi.



Tablo 3-2: cDNA sentezi tepkime bilesenleri

Reaktifler Kullanilan Hacimler (uL)
RNA 2
Random Primer Mix 2
ProtoScript Il Reaction Mix (2x) 10
ProtoScript Il Enzyme Mix (2X) 2
Nuclease-free H20 4

Tablo 3-3: cDNA sentezi icin gerekli tepkime sartlar

Sicaklik (°C) | Siire(dk.)

42°C 10 dk.
50°C 60 dk.
70°C 10 dk.

Tablo 3-4: TRPM4 genine ait primerler

Gen Forward (ileri) primer F ( 5’-3") Reverse (geri) primer R ( 5'-3")
TGTATCTGCTCTCGGACAAG | GCTGAGGAAACTGCATTGGAAC
TRPM4 GC C

3.2.3. Gercek Zamanh PCR
TRPM4 molekiiliiniin mRNA ekspresyon seviyesi, ticari bir kit olan NEB Luna®

Universal gPCR Master Mix (M3003) kiti kullanilarak Gergek Zamanli PCR (RT-PCR)

yontemi ile analiz edildi. GADPH geni ise referans gen olarak tercih edildi.

Tiim islemler buz iizerinde gergeklestirildi ve toplam tepkime hacmi 20 pL olarak

ayarlandi. Tablo 3-5’te gosterildigi gibi reaksiyon karisimi; 0.5 pL ileri (forward) primer,

0.5 puL geri (reverse) primer, 7 uLL PCR grade su, 10 uL qPCR SybrMasterMix ve 2 pL

CcDNA igerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu karigimlar, 96 kuyucuklu plakaya

aktarildi ve Biorad CFX96 Connect cihazinda, Tablo 3-6’da belirtilen protokole gore

tepkime tamamlandi.




Reaksiyonun sonunda melt curve protokolii uygulandi. Bu protokoliin amaci, elde edilen
tirtinlerin hedeflenen bolgeye ait olup olmadigini dogrulamak ve primer dimerleri veya
non-spesifik cogalmalar gibi olas1 kontaminasyonlar1 tespit etmektir. Melt curve
analizinde, RT-PCR firiinlerinin sicakligi kademeli olarak (55°C'den 95°C'ye, 0.2°C/sn

hizinda) artirilirken, sinyal degisikliklerine bagli olarak erime egrileri olugturulmaktadir.

Gen ifadelerinin analizi yapilirken, iki bagimsiz deneyin sonucunda elde edilen cycle
threshold (Ct) degerlerinin ortalamasi alindi. Arastirilan genin Ct degerinden referans
genin (housekeeping gen) Ct degeri ¢ikarilarak normalize edilmis delta Ct (ACt) degeri
hesaplandi. Ardindan kontrol grubunun ACt degerlerinin ortalamasi belirlendi. Hasta
grubunun ACt degerlerinden kontrol grubunun ACt degeri cikarilarak AACt degeri elde

edildi. Gen ifadelerinin analizi, 222 yontemi kullanilarak gerceklestirildi.

ACt = Ct (kontrol) — Ct (referans)
AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)

Kat degisimi = 22ACt

Tablo 3-5: Real Time PCR bilesenleri

RT-PCR Tepkimesinin | 1 Ornek i¢in Hacim (pL)
Bilesenleri

Primer F 0.5 uL

Primer R 0.5 uL

PCR grade su 7uL

gPCR SybrMasterMix 10 uL

cDNA 2 uL

Toplam 20 pL




Tablo 3-6: Real Time PCR gerceklesme kosullari

Basamaklar Sicaklik Siire Dongii Sayis1

[k Denatiirasyon ve

Polimeraz Aktivasyon 95°C Idk. I dongii
Denatiirasyon 95°C 15 sn.
45 dongii
Baglanma ve Uzama 60°C 1 dk.

3.3. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

3.3.1. ELISA Yontemi

Enzime bagli immiinosorbent testleri (ELISA), kompleks bir karigimdaki belirli
bir proteini hem kalitatif hem de kantitatif olarak tespit etmek amaciyla kullanilan plaka
tabanl1 bir analiz yontemidir.
Bu yontem, plakadaki kuyucuklarin hedef proteine 6zgii antikorlarla kaplanmasiyla
baglar. Kuyucuklara, bilinmeyen miktarda hedef protein iceren ornekler ve bilinen
miktarda antijen igceren standartlar eklenir. Bu islem, antijen ile antikorun baglanmasin
saglar.
Baglanmamis antijen ve diger maddeler yikama islemiyle uzaklastirildiktan sonra,
birincil antikordan farkli olan ve enzimle isaretlenmis ikincil bir antikor eklenir. Bu
olusan yapi, Antikor-Antijen-Antikor* enzim kati faz sandvi¢ kompleksi olarak
adlandirilir. ikincil antikorlarm baglanmayan kismi tekrar yikama ile ortamdan
temizlendikten sonra, ikincil antikora bagli enzimin substrati eklenir. Enzim, substratla
etkilesime girdiginde, ornekteki birincil antijenin konsantrasyonuna orantili bir reaksiyon
gerceklesir ve sonug olarak renk degisimi meydana gelir. Olusan renk tepkimesinin
absorbansi, belirli bir dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢tiliir. Miktar1 bilinen
standartlar kullanilarak bir standart egrisi olusturulur ve 6rneklerin konsantrasyonlar1 bu

egri yardimiyla hesaplanir.

3.3.2. TRPM4 Protein Diizeylerinin Belirlenmesi
Hasta ve kontrol 6rneklerindeki TRPM4 protein seviyelerini belirlemek i¢in ticari
bir ELISA kiti (ELK Biotechnology) kullanildi. Deney 6ncesinde plazma ornekleri -

80°C'de muhafaza edilen dondurucudan cikarilip oda sicakligina getirildi. Yikama




yapmak i¢in 25x Wash Buffer, 1X olarak diliie edilerek deney igin hazir hale getirildi.
TRPM4 diizeyini 6lgmek amaciyla, 10 ng/mL stok standarttan sirastyla 5 ng/mL, 2.5
ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.63 ng/mL ve 0.32 ng/mL ve 0.16 ng/mL konsantrasyonlarinda
standartlar, standart diliient soliisyonu kullanilarak hazirlandi. ELISA deneyi sirasinda,
her standart tiipiinden belirlenen kuyucuklara 100 pL standart eklendi. Orneklerin test
edilecegi kuyucuklara ise 100 uL. 6rnek ilave edildi. *Blank kuyusu bos birakildi. Plate,
bir sealer ile kapatildiktan sonra 37 °C ve 80 dakika siireyle inkiibasyon islemi yapildi.
Ardindan, tim kuyucuklar 250 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Kalan yikama
soliisyonunu tamamen uzaklagtirmak i¢in, son yikamanin ardindan plate ters ¢evrilerek
filtre kagidi {izerine yerlestirildi. Yikama isleminden sonra her kuyucuga 100 pL
Biotinylated Antibody Working Solution eklenerek 50 dakika siireyle 37 °C'de
inkiibasyon edildi. Bu asamadan sonra da 3 kez yikama islemi yapildi. Her kuyucuga 100
pL Streptavidin-HRP Working Solution eklendi ve yeniden 50 dakika boyunca 37 °C'de
inkiibasyon asamasi tamamlandi. 5 defa yikamadan sonra, 90 TMB substrat soliisyon her
kuyucuga eklendi ve 20 dk siireyle 37 °C'de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, her
kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi ve kuyucuklardaki renk maviden sariya doniistii.
Son olarak, absorbsiyon konsantrasyonlar1 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer Thermo Scientific™) ile okundu.



4. BULGULAR

Calisma Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisi Meme Cerrahisi birimine
bagvuran meme kanseri tanis1 almis hastalar ile saglikli kadinlardan olusan kontrol grubu
arasinda yapildi. Hasta grubunun; yas, ¢ocuk sayisi, dogum sayisi, emzirme durumu ve
emzirme siiresi, menopoz durumu, aile hikayesi, sigara-alkol kullanimi, ek hastalik
(Hipertansiyon-Diabetes Mellitus, HT-DM), memenin konumu (sag-sol), histolojik
tanisi, TNM evresi (erken evre: I-II, ileri evre: 1ll), ER, PR ve HER2 parametreleri
kaydedildi (Tablo 4-1, Tablo 4-2). 60 kadindan olusan hasta grubun yas ortalamasi
55.68+13.25 olarak hesaplandi. 20 kadindan olusan kontrol grubunun yas ortalamasi
51.10+8.71 olarak hesaplandi.

Tablo 4-1: Hasta grubuna ait yas, ¢cocuk sayisi, dogum sayisi ve emzirme siiresi ile ilgili
bilgilerin dagilimlari

Hasta Grup Min-Max  x+sd (medyan)
Yas 23-81 55.68+13.25
Cocuk sayis1 0-5 2.03£1.25 (2)
Dogum sayisi 0-5 2.03+£1.25 (2)
Emzirme siiresi (ay) 0-48 14.5£11.77 (15)

Tablo 4-2: Hasta grubuna ait diger genel bilgilerin dagilim

Hasta grubu n %
Menopoz Pre 18 30
Post 42 70
Cocuk Yok 9 15
Var 51 85
Dogum Yok 9 15
Var 51 85
Emzirme Yok 16 26.7
Var 44 73.3
Aile hikayesi Yok 40 66.7
Var 20 33.3

Sigara-alkol Yok 55 91.7



Var 5 8.3

Ek hastalik Yok 46 76.7
Var 14 23.3
Meme Sol 31 38.8
Sag 28 35.0
Bilateral 1 1.3
Histolojik tan1 Invaziv duktal karsinom 42 70
Invaziv lobiiler karsinom 17 28.3
Invaziv tiibiiler karsinom 1 1.7
TNM Evre Erken evre 50 83.3
Ileri evre 10 16.7
ER Durumu ER (-) 11 18.3
ER (+) 49 81.7
PR Durumu PR (-) 15 25
PR (+) 45 75
HER2 Durumu HER2 (-) 47 78.3
HER2 (+) 13 21.7

Hasta grubuna ait biyokimyasal belirteglerin sonuglar1 Tablo 4-3’te gosterilmistir.

Tablo 4-3: Hasta grubuna ait rutin belirte¢lerin sonuclar:

Hasta Grubu Min-Max x+sd (medyan)
ER 0-100 72.5+£37.46 (90)
PR 0-95 49.08+36.72 (60)
CEA ng/mL 0-16.7 1.64+2.98 (1.28)
CA12-5 U/mL 0-867  17.14+111.68 (12.3)
CA15.3 U/mL 0-849 28.43+109.08 (11.8)

Tablo 4-4’te belirtildigi gibi, gruplarin yas ve menopoz ortalamalar1 agisindan istatistiksel
bir anlamlilik tespit edilemedi (p>0.05).



Tablo 4-4: Gruplarin yas ve menopoz a¢isindan karsilastirilmasi

Hasta (n=60) Kontrol (n=20) p
Yas orss 55.68+13.25 51.10+8.71 10.083
Menopoz n )
Pre 18 (%30) 9 (%45) 20.339
Post 42 (%70) 11 (%55)
Student t test 2Continuity (yates) diizeltmesi

Tablo 4-5 ve Sekil 4-1°de ifade edildigi gibi; hasta grubun TRPM4 gen ekspresyon
seviyesi, kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p:0.001; p<0.05).
Tablo 4-5: Gruplarin TRPM4 gen ekspresyonu ve protein diizeyleri agisindan aritmetik

ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m), minimum (min), maksimum (max)
degerleri ile birlikte istatistiksel anlamhiliklarinin (p degerleri) karsilastirilmasi

Hasta (n=60) Kontrol (n=20)
x+sd (medyan x+sd (medyan p
TRPM4 _( yan) _( yan)
(Min-Max) (Min-Max)
7.42+12.83 (3.21) 1.78+2.21 (0.87)
Gen ekspresyonu 0.001*
(0.24-75.09) (0.12-9.80)
, . 1.89+1.49 (1.36) 1.26+0.80 (1.34)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.163
(0.14-7) (0.04-2.46)

Mann Whitney U test *p<0.05
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Sekil 4-2: Meme kanserli hastalarin ve saghikli kontrollerin TRPM4 protein diizeyleri
dagilim grafigi

Iki grup arasinda, TRPM4 protein diizeyleri arasinda bir anlamlilik saptanmadi

(Sekil 4-2).

Tablo 4-6’ya gore; hasta ve kontrol grubunda TRPM4 gen ekspresyonu ve protein

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05).



Tablo 4-6: Hasta ve kontrol grubunun TRPM4 gen ekspresyonu ve protein diizeylerinin
korelasyonu

TRPM4
Gen Ekspresyonu - Protein Diizeyi (ng/mL)

r p
Hasta 0.127 0.593
Kontrol 0.104 0.427

Spearman’s rho korelasyon testi

Gen ekspresyonu degerleri i¢in Egri Altinda Kalan Alan (Area Under Curve/AUC), ROC
(Receiver Operating Characteristic) analizi ile tespit edildi.

TRPM4’iin gen ekspresyon seviyesine bakildiginda ROC egrisi altinda kalan alan 0.774,
standart hatas1 0.06 olarak bulundu. ROC egrisi altinda kalan alan 0.5’ten anlamli bir
diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p:0.001; p<0.05). Bu degerin duyarliligi %385,
ozgilligh ise %65 olarak hesaplandi (Tablo 4-7) (Sekil 4-3).

TRPM4 protein diizeyine bakildiginda ROC egrisi altinda kalan alan 0.605, standart
hatas1 0.07 olarak belirlendi. ROC egrisi altinda kalan alan 0.5’ten anlamli diizeyde
yiiksek olmadigi icin TRPM4 protein diizeyi i¢in cut off hesaplanamadi (p:0.144; p>0.05)
(Tablo 4-7) (Sekil 4-4).

Tablo 4-7: TRPM4’iin gen ekspresyonu ve protein diizeyi icin ROC analizi sonuclari

Cut  Off L o

TRPM4 AUC S.E. %95 Cl p ] Sensitivity  Specificity
Point

Gen

0.774 0.06  0.667-0.860  0.001* >1.4 85.0 65.0

Ekpresyonu

Protein

Diizeyi 0.605 0.07 0.489-0.712  0.144 - - -

(ng/mL)

AUC: Egri Altinda Kalan Alan SE: Standart Hata CI: Giiven Araligi Cut Off Point:  Kesim

Noktasi (Area Under Curve)
Sensitivity: Duyarlilik Sensitivity: Ozgiilliik



PCR TRPM4

100

80

60

40

20

0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Sekil 4-3: Gen ekspresyon diizeyi icin ROC egrisi

Elisa TRPM4
100}

80}
60f
40t

zo:

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Sekil 4-4: Protein diizeyi degerleri icin ROC egrisi

Tablo 4-8’e goriildiigii gibi; hasta ve kontrol grubunda TRPM4 gen ekspresyonu-protein

diizeyi ile yas arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki saptanmadi (p>0.05).



Tablo 4-8: Meme kanserli hastalarin ve saghkl kontrollerin yas ile TRPM4 gen

ekspresyonu ve protein diizeyi korelasyonu

Yas
r p
Hasta TRPM4 Gen Ekspresyonu -0.071 0.587
TRPM4 Protein Diizeyi (ng/mL) -0.294 0.208
Kontrol TRPM4 Gen Ekspresyonu 0.257 0.274
TRPM4 Protein Diizeyi (ng/mL) 0.133 0.311

Pearson korelasyon testi

Hasta ve kontrol grubunda premenopoz ve postmenopoz donemleri arasinda TRPM4 gen

ekspresyonu ve protein diizeyi agisindan anlamlilik tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 4-

9).

Tablo 4-9: Gruplarin menopoz durumuna gére TRPM4 gen ekspresyonu-protein diizeyleri
acisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m), minimum
(min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel anlamhlhiklarinin (p

degerleri) karsilastirilmasi

Pre Menopoz

Post Menopoz

xxsd (medyan) xxsd (medyan) p
TRPM4 _ _
(Min-Max) (Min-Max)
Gen 7.32+13.77 (2.82)  7.47+12.59 (3.47)
Hasta 0.711
ekspresyonu (0.39-60.76) (0.24-75.09)
Protein
. 1.62+1.34 (1.5) 2.01+1.54 (1.3)
diizeyi 0.420
(0.14-5.68) (0.29-7)
(ng/mL)
Gen 2.63+2.88 (1.96) 1.09+1.23 (0.48)
Kontrol 0.063
ekspresyonu (0.61-9.8) (0.12-3.76)
Protein
, 1.38+0.76 (1.3) 1.67+0.84 (1.4)
diizeyi 0.569
(0.33-2.46) (0.04-2.23)
(ng/mL)

Mann Whitney U test



Tablo 4-10’da emzirme siiresi ile TRPM4 gen ekspresyonu-protein diizeyine bakildiginda

anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05).

Tablo 4-10: Emzirme siiresi (ay) ile TRPM4’iin gen ekspresyon ve protein diizeyinin
korelasyonu

Emzirme Siiresi

r p
Gen ekspresyonu -0.041 0.756
Protein diizeyi (ng/mL) 0.179 0.172

Spearman’s rho korelasyon testi

Emziren ve emzirmeyen hastalar arasinda TRPM4 gen ekspresyonu ve protein

diizeylerine bakildiginda istatistiksel yonden bir farklilik bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4-

11).

Tablo 4-11: Gruplarin emzirme durumuna géore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri acisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m),

minimum (min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel
anlamhliklarinin (p degerleri) karsilastirilmasi

Emzirme Yok Emzirme Var
xxsd (medyan xxsd (medyan p
TRPM4 ( yan) _( yan)
(Min-Max) (Min-Max)
11.72422.33 (2.5) 5.86+6.54 (3.5)
Gen ekspresyonu 0.676
(0.24-75.09) (0.32-28.59)
, . 1.92+1.89 (1.3) 1.88+1.34 (1.4)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.542
(0.42-7) (0.14-5.6)

Mann Whitney U test

Tablo 4-12’de gorildiigi gibi; ek hastaligi (HT+DM) olan ve olmayan hastalara
bakildiginda, TRPM4 gen ekspresyonu ile protein diizeyleri arasinda bir anlamlilik
hesaplanmadi (p>0.05).



Tablo 4-12: Gruplarin ek hastalik varhgina gore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri acisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m),
minimum (min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel
anlamhhliklarinin (p degerleri) karsilastirilmasi

Ek Hastalk Yok Ek Hastahk Var

x+sd (medyan) x+sd (medyan) p
TRPM4 ) )
(Min-Max) (Min-Max)
8.11+14.30 (3.2) 5.17+5.76 (3.6)
Gen ekspresyonu 0.675
(0.24-75.09) (0.32-22.17)
_ 1.76+1.32 (1.3) 2.33+1.92 (1.7)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.416
(0.14-5.68) (0.43-7)

Mann Whitney U test

Memenin konumuna gore bakildiginda; bilateral meme kanseri olan tek bir hasta
oldugundan karsilastirmaya dahil edilmedi. Sag ve sol meme arasinda TRPM4’iin gen
ekspresyonu ve protein diizeyleri incelendiginde istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 4-13).

Tablo 4-13: Gruplarin memenin konumuna gore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri acisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m),
minimum (min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel
anlamhliklarinin (p degerleri)karsilastirilmasi

Sol Meme Sag Meme
x+sd (medyan x+sd (medyan p
TRPMA4 (medyan) (medyan)
(Min-Max) (Min-Max)
8.71+12.25 (3.7) 6.21£13.73 (2.8)
Gen ekspresyonu 0.202
(0.24-60.76) (0.44-75.09)
1.59+1.04 (1.3) 2.26£1.82 (1.7)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.219
(0.14-4.1) (0.14-7)

Mann Whitney U test

Tablo 4-14’te invaziv tiibiiler karsinom olan tek bir hasta oldugundan karsilastirmaya

dahil edilmedi. Invaziv duktal karsinom ve lobiiler karsinom arasinda TRPM4’iin gen



ekspresyonu ve protein diizeyleri karsilastirildiginda; herhangi bir anlamlilik saptanmadi
(p>0.05).

Tablo 4-14: Gruplarin histolojik taniya gore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein diizeyleri
acisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m), minimum (min),
maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel anlamhhiklarimin (p degerleri)
karsilastirilmasi

invaziv Duktal invaziv Lobiiler
Karsinom Karsinom
p
x£sd (medyan x+sd (medyan
TRPM4 ( yan) _( yan)
(Min-Max) (Min-Max)
7.46+10.78 (3.6) 7.65+17.54 (2.9)
Gen ekspresyonu 0.422
(0.39-60.76) (0.24-75.09)
, ‘ 2.02+1.56 (1.6) 1.65+1.30 (1.3)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.384
(0.14-7) (0.17-5.5)

Mann Whitney U test

Erken evre ve ileri evre hasta grubu arasinda TRPM4’iin gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 4-15).

Tablo 4-15: Gruplarin evreye gore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein diizeyleri
agisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m), minimum
(min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel anlamliliklarimin (p
degerleri) karsilastirilmasi

Erken Evre(l-11) ileri Evre (111)
x&sd (medyan x+sd (medyan p
TRPM4 (medyan) (medyan)
(Min-Max) (Min-Max)
6.80+11.70 (2.9) 10.54+11.95 (6.2)
Gen ekspresyonu 0.416
(0.24-75.09) (0.44-60.76)
1.77£1.29 (1.4) 2.46+2.24 (1.6)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.634
(0.14-5.7) (0.43-7)

Mann Whitney U test

Tablo 4-16’ya gore ER ile TRPM4’iin gen ekspresyonu-protein diizeyi arasinda
istatistiksel yonden anlamlilik hesaplanamadi (p>0.05). PR’ye bakildiginda TRPM4’iin



gen ekspresyon diizeyi arasinda ters yonlii, zayif diizeyli (%29.2) ve istatistiksel yonden
anlaml1 bir iligki tespit edildi (p:0.023; p<0.05). PR diizeyi ve TRPM4’iin protein diizeyi
karsilastirildiginda istatistiksel agidan bir iliski bulunamadi (p>0.05).

Tablo 4-16: ER ve PR ile TRPM4’iin gen ekspresyonu- protein diizeyi korelasyonu

ER
r p
TRPM4 Gen
-0.180 0.169
ekspresyonu
TRPM4 Protein diizeyi
-0.149 0.256
(ng/mL)
Spearman’s rho korelasyon testi
PR
r p
Gen eskpresyonu
-0.292 0.023*
TRPM4
Protein diizeyi TRPM4
-0.218 0.094
(ng/mL)
Spearman’s rho korelasyon testi *p<0.05

HER?2 pozitif ve negatif olan hastalar arasinda TRPM4’iin gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri degerlendirildiginde istatistiksel yonden bir farklilik tespit edilemedi (p>0.05)
(Tablo 4-17).



Tablo 4-17: Gruplarin HER2 durumuna gore TRPM4 gen ekspresyonu ve protein diizeyleri
agisindan aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), medyan (m), minimum
(min), maksimum (max) degerleri ile birlikte istatistiksel anlamhliklarimin (p
degerleri) karsilastirilmasi

HER2 (-) HER2 (+)
x&sd (medyan x+sd (medyan p
TRPMA4 (medyan) (medyan)
(Min-Max) (Min-Max)
8.60+14.25 (3.7) 3.18+2.69 (2.23)
Gen ekspresyonu 0.097
(0.24-75.09) (0.32-8.78)
1.91+1.54 (1.4) 1.81+1.33 (1.3)
Protein diizeyi (ng/mL) 0.879
(0.14-7) (0.65-5.5)

Mann Whitney U test

TRPM4 gen ekspresyon diizeyi ile tiimor belirtegleri karsilastirildiginda anlamli bir sonug
elde edilemedi (p>0.05). TRPM4 protein diizeyi ile CA125 arasinda ters yonlii, orta
diizeyli (9%32.7) ve istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski saptand1 (p:0.011; p<0.05).
TRPM4 protein diizeyi ile CEA ve CA15-3 arasinda bir farklilik tespit edilemedi (p>0.05)
(Tablo 4-18).

Tablo 4-18: TRPM4’iin gen ekspresyonu ve protein diizeyleri ile tiimor belirteclerinin
korelasyonu

Protein
Gen diizeyi

ekspresyonu (ng/mL)

CEA r 0.016 -0.003

p 0.902 0.979
CA125 r -0.080 -0.327
p 0.545 0.011*
CA15-3 r 0.075 0.047
p 0.570 0.721

Spearman’s rho korelasyon testi *p<0.05



Istatistiksel Incelemeler

Calismada elde edilen veriler iizerinde yapilan istatistiksel analizler i¢in IBM
SPSS Statistics 22 yazilimi kullanilmistir. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilks testleri ile kontrol edilmistir. Veriler
degerlendirilirken, tanimlayici istatistiksel yontemler (minimum, maksimum, ortalama,
standart sapma, medyan, frekans) kullanilmis; niceliksel verilerin karsilagtirilmasinda,
normal dagilim gosteren parametreler i¢in iki grup arasindaki farklar Student t testi ile,
normal dagilim goéstermeyen parametreler i¢in ise Mann Whitney U testi ile analiz
edilmigtir. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda Continuity (Yates) Diizeltmesi
uygulanmistir. Normal dagilima uygun olan parametreler arasindaki iligskiler Pearson
korelasyon analizi ile, uygun olmayan parametreler arasindaki iliskiler ise Spearman’s
rho korelasyon analizi ile incelenmistir. En uygun kesim noktasi, ROC egrisi analizine

dayanarak belirlenmigtir. Anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.



5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlar arasinda sik rastlanilan kanser olmakla beraber diisiik-
orta gelirli lilkelerde ciddi bir saglik sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Erken teshis ve etkili
tedaviye erisimdeki sinirlamalar, kanserin daha ileri evrelerde saptanmasina yol agarak
oliim oranlarmni artirmaktadir. Diinya Saglhk Orgiitii'niin (DSO) Kiiresel Meme Kanseri
Inisiyatifi (KMKI) birimi, bu siirlamalar1 gidermek amaciyla, 2021 yilinda meme
kanseri kaynakli 6liimleri 2040 yilina kadar 2,5 milyon azaltmay1 hedeflemistir. Diistik
gelirli iilkelerde bes yillik sagkalim oran1 %40°a kadar azalirken, yiiksek gelirli tilkelerde
bu oran %90'in izerindedir. Bu farkin giderilmesi i¢in dzellikle gelismekte olan tilkelerde

meme kanseri ¢aligmalarinin giiglendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (114).

Her gegen giin meme kanseri lizerine daha fazla yapilan arastirmalar arasinda,
iyon kanallar1 da tedavi hedeflerinde 6nemli bir yer tutar ve insan ilag hedefli proteinlerin
yaklasik beste birini olusturur. TRPM4 kanal proteininin Ca*2 baglantili sinyal iletiminde
onemli bir rolii oldugu ve kanser gelisiminde hiicre hareketliligi, proliferasyon, apoptoz
ve metastaz gibi siirecleri etkiledigi gosterilmistir. Arastirmalar, TRPM4'iin meme
kanseri hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilmesinin hiicre i¢i Ca*? dengesini bozarak
kanser hiicrelerinin yasam dongiisiinii ve yayillma kapasitesini artirabilecegini
gostermektedir. TRPM4’{i hedefleyen tedavilerin, 6zellikle agresif tiimorlerin bitylime

hizin1 azaltmada yararli olabilecegi 6ngoriilmektedir (99,100).

Yapilan bir ¢alisma, TRPM4 proteinin diisiik diizeyde ifadesinin, rahim agzi
kanseri kaynakli HeLa hiicre hattinin ¢ogalmasini engelledigini bildirmistir. Bu
hiicrelerde, TRPM4'iin baskilanmasi, B-kateninin GSK-3b tarafindan pargalanmasini
artirarak, B-katenin/Tcf/Lef sistemine bagl olan transkripsiyon siirecini diisiirmektedir.
Kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda, TRPM4’lin azalmasi, S fazindaki hiicre
sayisinda bir azalma ve Gl fazindaki hiicre sayisinda bir artis ile iliskilendirilmistir.
TRPM4'in baskilanmasi, survivin ve siklin DI1'in ifade seviyelerini azaltirken,
TRPM4'lin agir1 ifadesi, yiiksek B-katenin seviyeleri ve artan hiicre ¢cogalmasina yol

acmaktadir (115).

Endometrium kanseri hastalarinin dokularinda yapilan bagka bir calismada arastirmacilar,
TRPM4 ekspresyonunun azalmasinin genel sagkalim (p<0.001) ve niikssiiz sagkalim
(p=0.002) ile iliskisini tespit etmislerdir. Bu bulgular, The Cancer Genome Atlas (TCGA)



veri setleri {izerinden mRNA seviyesinde analiz edilmistir. Calismanin in Vvitro
sonuclarina gore; TRPM4'in susturulmasi, EC hiicrelerinde belirgin bir sekilde hiicre
cogalmas1 ve go¢ yeteneginde artisa yol agmistir. TRPM4 ekspresyonunun ostrojen
tarafindan modiile edildigini ve bu regiilasyonun 6strojen antagonistleri ile baskilandigi
bildirilmistir. TRPM4'iin susturulmasi, p53 protein seviyelerinde azalmaya ve EMT
ile PIBK/AKT/mTOR sinyal yolunun asir1 aktivasyonuna neden olmustur. Son olarak,
TRPM4’iin aym1 zamanda EC tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak da
diistiniilebilecegi bildirilmistir. (113).

Prostat kanserli hastalarin dokusu iizerinde yapilan iki caligmada da prostat bezi
hiicrelerinin  TRPM4 ekpresyonunda, boyama yogunlugunun iyi huylu bezlerle
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. TRPM4 ekspresyonu
yiiksek oldugunda cerrahi islem sonrasinda da biyokimyasal niiks riskinin arttigi
belirtilmistir (116,105).

Kolorektal kanser c¢alismalarinda tiimor hiicrelerinin davranislarini incelemek ig¢in
olusturulan HCT116 hiicre hatt1 ile yapilan bir calismada, TRPM4'{in asir1 ifadesi
metastaz ile iliskilendirilmistir. HCT116 hiicrelerinde p53 ifadesi olmadiginda, yiiksek
TRPM4 mRNA ve protein seviyeleri, TRPM4 aracili Na* akimlarinda artisa ve Ca*
sinyalinde azalmaya yol agmistir. HCT116 hiicre hattinda TRPM4’iin susturulmasi, depo-
kaynakl1 Ca*? girisinde artisa; hiicre canlili1, ogalmasi ve invazyonunda azalmaya yol
agcmistir. Ayni hiicre hattinda TRPM4’iin tamamen devre dis1 birakilmasi, hiicre
dongiisiiniin G1 fazina kaymasina neden olmus ve bu kaymanin p53 ifadesine bagl
oldugu gozlemlenmistir. Bu arastirmacilar, p53 kayb1 durumunda TRPM4 aracili hiicre
dongiisii degisiminin ortadan kalktigini da gézlemlemislerdir; bu da TRPM4 ifadesinin
p53 tarafindan baskilandigini gostermektedir (117). Buna kars1 baska bir ¢alismada 93
kolorektal kanser hastasinin doku 6rnekleri incelendiginde TRPM4’{in, MRNA ifadesinin

saglikli kontrollere gore azaldig: bildirilmistir (109,110).

2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, TRPM4 proteininin meme kanserinde, saglikli meme
epitelyal kanallarina gore daha fazla ifade edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada TRPM4
ifadesinin DCIS vakalarinda bulundugu gézlemlenmistir. Bu durum TRPM4 ifadesinin
normalden pre-kanseréz DCIS'e dogru arttigin1 ve DCIS'ten invaziv meme kanserine

doniisen vakalarda da devam edebilecegini diistindiirmektedir. Ancak, bunu kesin olarak



kanitlamak i¢in daha fazla DCIS vakasi ile galisilmas1 gerekmektedir. Calismada ayrica
TRPM4 ifadesinin demografik parametrelerle iliskisi degerlendirildiginde daha yiiksek
TRPM4 ekspresyonu lenf nodu tutulumuyla (N1-N2, NO; p=0.024) ve ileri evreyle (llb-
I11b vs I-11a; p=0.005) anlaml1 bir sekilde iligskilendirilmistir. Bu durum TRPM4'iin meme
kanserinde daha ileri evrelerle baglantili oldugunu ve bunun da koltuk alt1 lenf nodlarina
metastazinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ek olarak, hem TRPM4
ekpresyonu hem de korelasyonu arastirilan tiim patolojik parametrelerle, yani ER, PR,
HER?2 ile iliskilendirilmemistir (118). Bizim ¢alismamizda da hem erken evre (evre | ve
evre II) ve ileri evre (evre III) arasinda hem de hormon reseptorleri ile istatiksel olarak

anlamli bir iligki bulunamamastir.

Verigos ve arkadaslarinin meme kanseri kok hiicrelerinde yaptigi bir ¢alisma sonucunda,
TRPM4'in hiicrelerde kemoterapiye direng, niikks ve metastazda rol oynadigi One
striilmiistir. TRPM4 proteini, meme kanseri kok hiicrelerinde (bCSCs) fazla ifade
edilmistir ve bu proteinin susturulmasi, in vitro olarak bCSCs’lerin kok hiicre 6zelliklerini
dogrudan azaltarak potansiyel antitiimor etkileri gostermistir. Ayrica calismada

TRPM4’#in fazla ifadesinin, agresif meme tiimorleriyle iliskili oldugu bildirilmistir (119).

2020 yilinda yapilan baska bir ¢aligmada, K kanal tetramerizasyon alani1 5 (KCTD5)
proteininin, TRPM4 aktivitesinin pozitif bir diizenleyicisi oldugu ve KCTD5'in TRPM4'ii
diizenleyerek hiicre gociinii artirdigir bildirilmistir. Bu c¢alismada, saghkli meme
dokularinda ve meme kanseri vakalarinda, TRPM4 ekspresyonunun ileri evre hastalarda
onemli dl¢lide daha yiiksek oldugu gosterilmistir; bu da bizim ¢alismamizdaki sonuglarla
uyumludur. Ayrica, TRPM4 gen ekspresyonunun, saglikli meme dokularina kiyasla ti¢lii

negatif meme kanseri (TNBC) vakalarinda 6nemli 6lcilide artmis oldugu rapor edilmistir
(120).

2024 yilinda yapilan bir caligmada, laksatif olarak kullanilan Acetalax’in ve onun analogu
Dulcolax’in (bisakodil), TNBC hiicre hatlarinda giiglii antiproliferatif aktivite sergiledigi
ve ATP tikenmesi ile bagisiklik ve inflamatuar yanitlarin artmasma yol actigi
bildirilmistir. Bu ¢aligmada, MDA-MB231, MDA-MB436, MDA-MB468, BT549 ve
HS578T hiicreler kiiltiire edilmistir. Endojen TRPM4 ekspresyonu olmayan MDA-
MB231 ve MDA-MB436 hiicreleri ile TRPM4’ii genetik olarak devre dis1 birakilmis
(knock out) TNBC hiicreleri, Acetalax ve bisakodil'e direngli bulunmustur. Buna karsilik,



TRPM4'iin ektopik ekspresyonu, MDA-MB231 ve MDA-MB436 hiicrelerini Acetalax'a
duyarli hale getirmistir. MDA-MB468, BT549 ve HS578T hiicre hatlarinda TRPM4’iin
susturulmasi, acetalax ve bisakodilin etkisini artirirken, TRPM4 tagimayan hiicrelerin bu
ilaglara diren¢li oldugu belirtilmistir. Bu bulgulara gore arastirmacilar, TRPM4'in
Acetalax ve bisakodil'in daha Once bilinmeyen bir hedefi oldugunu ve kanser
hiicrelerindeki TRPM4 ekspresyonunun, Acetalax ve bisakodil'in etkinliginin bir
gostergesi  olabilecegini, dolayisiyla bu ilaglarin  antikanser ajanlar olarak

gelistirilmesinde kullanilabilecegini savunmuslardir (121).

Ozetle TRPM4 protein aktivasyonu, hiicrelerin iyon dengesi ve kalsiyum
sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu proteinin ¢esitli kanser tiirlerinde ve 6zellikle
de meme kanserinde asir1 ifade edilmesi hiicrelerin kalsiyum dengesini bozarak kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi, biiylimesi, hareketliligi ve metastazi gibi 6zelliklerini

etkilemektedir.

Calismamizda meme kanserli hastalarin ve saglikli kontrol grubunun serum 6rneklerinde,
TRPM4 gen ekspresyonu seviyeleri karsilastirildiginda hasta 6rneklerinin seviyesi daha
yiiksek bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p:0.001,;
p<0.05).

Her iki grup arasinda serum protein diizeylerine bakildiginda bir anlamlilik
bulunamamistir (p>0.05). Hem hasta hem de kontrol grubu arasinda, TRPM4’ iin gen
ekspresyonu ve protein diizeyi ile bir korelasyon saptanmamustir. Ayrica istatistiksel
yonden degerlendirildiginde anlamli bir iligski bulunamamistir (p>0.05).

Hastalarin yas, menopoz, ek hastaliklar, histolojik tani, evrelemeye gore TRPM4’iin gen
ekspresyonu ve protein diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel bir anlamlilik
saptanmamustir (p>0.05). Bizim c¢alismamizda erken evre ve ileri evre arasinda
istatistiksel bir anlamlilik saptanmasa da TRPM4 gen ekspresyonu ileri evrede daha
yikksek bulunmustur. Calismamizin negatif yonii de dordiincii evre hastamizin
bulunmamasidir.

Hastalarin ER ve HER2 durumuna gére TRPM4’iin gen ekspresyonu ve protein diizeyleri
karsilagtirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05).
Fakat PR diizeyi ile gen ekspresyon diizeyi arasinda ters yonlii, zayif diizeyli (%29.2) ve
anlaml bir iligki tespit edilmistir (p:0.023; p<0.05).



TRPM4’lin gen ekspresyon seviyesi ile rutin biyokimyasal belirte¢lerin korelasyonlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir (p>0.05).

Hastalarin TRPM4 protein diizeyleri ve rutin biyokimyasal belirteclerin
korelasyonlar1 karsilastirildiginda; CA125 arasinda ters yonli, orta diizeyli (%32.7) ve
istatistiksel olarak anlamlilik hesaplanmigtir (p:0.011; p<0.05). Fakat CEA ve CA15-3
arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir (p>0.05).

Calismamizda TRPM4’iin protein ve gen ekspresyon diizeyinde kullanilabilme
potansiyellerine bakildiginda; TRPM4’tin gen ekspresyon diizeyinin anlamli sonug

verdigi ve biyobelirteg olarak kullanilabilme ihtimalinin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Sayin goniilli,

Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii'ne meme kanseri tanist konmus hastalar
arasindan rastgele segilecek olan 60 kisi ile “TRPM4 Proteininin Meme Kanserinde
Rolii” adli galisma yapilacaktir. TRPM4’{in molekiiliiniin protein ve mRNA diizeylerine
ait literatiirler incelenmis olup bu proteine ait son yillardaki ¢alismalarin kanserin gelisimi
ile ilgili oldugu fakat meme kanseri ile ilgili yeterli calisma olmadig1 goriilmiistiir. Bu
amagla planlamis oldugumuz c¢alismada meme kanserli hastalarda diagnostik ve
prognostik onemi olabilecegini diisiindiigiimiiz TRPM4 proteinin serum degerleri
belirlenecektir. Amacimiz bu proteininin meme kanserinde ne diizeyde sentezlenip
sentezlenmedigini gostermektir. Literatirde meme kanserinde yapilmis benzer
caligmalarin ¢ok az sayidan olmasi sebebi ile elde edilecek sonuglarin meme kanserli
hastalarin tani1 ve takibinde klinik bulgularla birlikte faydali bir ¢alisma olacagini
diisiinmekteyiz.

Bu ¢aligmaya goniillii olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmis olur (onay) formunu
imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin,
tedaviniz esnasinda doktorunuz tarafindan alinacak 7-10 cc.’lik kan 6rneginiz ile bu
bilimsel caligmaya katilmis olacaksiniz. Kan alma sirasinda kan alinan bdlgede aci,
morarma, kanama ya da diger rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu giicliiklerin en
aza indirilmesi i¢in 6nlemler alinacaktir.

Calismaya katilim, gontilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya katilmay1 kabul eden
herhangi bir kisi, ¢alisma sorumlusu Prof. Dr. Derya Duranyildiz’1 bilgilendirmek
suretiyle istedigi zaman calismadan ¢ikabilir. Calismadan ¢ikmis olan kisinin tedavi
programinda herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Calisma ile ilgili katilimcilardan
herhangi bir tiicret talep edilmeyecegi gibi, katilimcilara herhangi bir 6deme de
yapilmayacaktir. Calismaya katilacak kisilere ait veriler calisma merkezlerinde elektronik
ortamda saklanacak, gerektiginde kimlik bilgileri verilmeden, arastirma amacli olarak
baska zamanlarda da kullanilabilecektir.

Goniillii Beyam

Sayin Prof. Dr. Derya Duranyildiz tarafindan Istanbul Universitesi Onkoloji
Enstitiisii’'nde tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki



bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya “katilime1” (denek)
olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dist
da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli gilivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dog. Dr.
Siileyman Bademler’i 0533 2029255 numarali telefonundan arayabilecegimi biliyorum.
Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi bagima belli
bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arasgtirma projesinde “katilimc1” (denek) olarak
yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik
igerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.



GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyady/ Imzasi/Tarih/ Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Goniillii Vasisinin (gerekiyorsa) Adi-soyadi/ imzasi/Tarih/ Adresi (varsa telefon no.,

faks no,...)

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin

Adi-soyady/ imzasy/ Tarih

Gerekiyorsa olur islemine tamk olan kisinin Adi-soyadi/ imzasy/Tarih/ Adresi (varsa

telefon no., faks no,...)

Gerekiyorsa yasal temsilcisinin Adi-soyad)/ imzasy/Tarih/ Adresi (varsa telefon no.,

faks no,...)
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