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OZET

“Meme Kanseri Modeli Olarak MCF-7 Hiicre Hattinda Iyot Uygulamasimin Hiicre Cogalmasi
Uzerine Etkisi”, Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali,
Yiksek Lisans Tezi, Edirne, 2024.

Giris ve Amag¢: Meme kanseri, giiniimiizde kadinlarda siklig1 ve 6liim oranlariyla ilk siradaki
kanser tliriidiir. Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve akilli ilag tedavileri uygulansa da halen
alternatif tedavilere ihtiyag vardir. Artan vakalar, koruyucu oldugu disiiniilen takviye
besinlerin, vitaminlerin, eser elementlerin ve birtakim bitkisel tirtinlerin kullanimini arttirmastir.
Iyotlu iiriinler de bunlardan bazlaridir. Iyot kullanimi ve meme kanseri insidansindaki
arasindaki baglant1 ilk olarak epidemiyolojik ¢alismalarda fark edilmis, ardindan hayvan ve
hiicre ¢aligsmalari ile desteklenmistir. Calismamizda da, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda,
iyot uygulamalarinin ¢ogalma davranigina etkisini belirlemeyi, homeopatik amagla alinan
iyotlu tiriinlerin, farkinda olunmayan bir tiimore etkisini in vitroda simiile etmeyi amagladik.
Gereg ve Yontemler: MCF-7 hiicrelerinde degisen dozlarda (1, 2 ve 3 mM) iyot (I2) ve 1>+KI
uygulamalariyla, cogalma davranist MTT, koloni formasyon, 3D sferoid kiiltiir ve migrasyon
deneyleri ile kalitatif olarak incelendi. Hiicre ¢ogalma belirteci olan Ki-67 molekiiliiniin immiin
floresan boyama ile pozitiflik oranlar1 degerlendirildi.

Bulgular: MTT deney sonuglarina gore, en diisiik dozda her iki iyot grubunda canli hiicre
sayisinda anlamli bir azalma olmadigi, 2 mM dozda I> nin, hiicre canliliginda 48 saatte %20°1ik
bir diisiis sagladigi, I>+Kl nin canli hiicre sayisini 24 saatte %85’e, 48 saatte %74 e diisiirdiigi
belirlendi. En yiiksek dozda 24 saatte I, %61’e, 12+KI %45’e, 48 saatte 1> %31’e, I>+KI1 %21°e
diisirdii. Migrasyon deneyi ile, yiiksek doz iyot gruplarinda ¢izim kenarlarindaki yogun
diizensizlesmeler olgiimlerin saglikli yapilmasini engelledi. Analizler degerlendirme dist
birakildi. Koloni formasyon deneyi ile 3 mM I>’de canli kalan hiicreler gozlense de koloni
olusumu saptanmadi. Diger gruplarda koloni formasyon belirlendi. I,+K1’da hiicrelerin her {i¢
dozda da kontrol grubuna oranla daha ¢ok koloni olusturdugu gozlendi. 3D kiiltiirlerde I2’nin 2
mM ve 3 mM dozlarinda, 1>+KlI’nin sadece 3 mM dozunda kontrole kiyasla sferoid alaninda
anlamli bir artig goriildii. 12’nin 2 mM ve 3 mM dozlarinda ve I,+KI’nin sadece 1 mM dozunda
sferoid yogunlugunda anlamli degisiklik gozlendi. Ki-67 skorlamasi, Ki-67 pozitif boyanan
hiicrelerin 3 mM I>+KI disindaki gruplarda aritmetik olarak birbirine yakin oldugu, 3 mM
I2+K1’de ise diger gruplardan %28,5-%8,3 oraninda daha diisiik pozitiflik gézlenmistir.

Vii



Sonug: |2 ve I2+KI uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde doza ve siireye bagli olarak canlilig
azalttig1 gosterilmistir. Migrasyon deneyleri degerlendirme dis1 birakilmistir. Farkli formlarda
uygulanan iyot, koloni olusturma kabiliyeti tizerine farkli etkiler gostermistir. Etki, iyot
formlarinin farkli tutulumunun olabilmesine baglanmistir. 3D kiiltiirlerde iyodun hiicrelerarasi
baglantilar1 zayiflattigi, bu durumun hiicreyi apoptoza siiriikleyebilecegi ya da hiicrenin
epitelyal mezenkimal dontisiim gegirebilecegi seklinde yorumlanmustir. Ki-67 sag kalan
hiicrelerde degerlendirildiginden, iyot da ileri seviyede hiicre kaybina yol a¢tigindan, MCF-7

hiicrelerinde, in vitroda Ki-67’nin verimli bir belirteg olmadigini diistiniilmiistir.
Anahtar kelimeler: MCF-7, Meme Kanseri, Iyot, Ki-67, Proliferasyon

Destekleyen Kurum: Bu ¢alisma, TUBAP Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 2022/153
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ABSTRACT

“The Effect of Iodine on Cell Proliferation in the MCF-7 Cell Line as a Breast Cancer Model”,
Trakya University Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology, Master's
Thesis, Edirne, 2024.

Introduction and Purpose: Breast cancer is the first cancer type in women today in terms of
frequency and mortality rates. Although surgery, radiotherapy, chemotherapy and smart drug
treatments are used, alternative treatmentsare still needed. Increasing cases have increased the
use of nutritional supplements, vitamins, trace elements and some herbal products thought to
be protective. lodine products are some of them. The link between iodine use and breast cancer
incidence was first recognized in epidemiological studies and subsequently supported by animal
and cell studies. In our study, we aimed to determine the effect of iodine treatments on the
proliferation behaviour of the MCF-7 breast cancer cell line and to simulate the effect of iodine
products taken for homoeopathic purposes on an unknown tumour in vitro.

Materials and Methods: Proliferation behavior was qualitatively examined by MTT, colony
formation, 3D spheroid culture and migration experiments in MCF-7 cells with varying doses
(1, 2 and 3 mM) of molecular iodine (I2) and 12+KI. Positivity rates of Ki-67 molecule, a cell
proliferation marker, were evaluated with immunofluorescent staining.

Results: According to the MTT experiment results, there was no significant decrease in the
number of viable cells in both iodine groups at the lowest dose, I, at a dose of 2 mM caused a
20% decrease in cell viability in 48 hours, and I2+KI increased the number of viable cells by 24
hours. It was determined that it decreased to 85% in an hour and to 74% in 48 hours. At the
highest dose, I decreased to 61%, 1>+KI to 45% in 24 hours, 12 to 31% and I>+KI to 21% in 48
hours. With the migration experiment, intense irregularities at the edges of the drawings in the
high-dose iodine groups prevented accurate measurements. Analyzes were excluded from the
evaluation. Although cells surviving in 3 mM I, were observed with the colony formation assay,
no colony formation was detected. Colony formation was determined in other groups. It was
observed that the cells formed more colonies in I>+KI than in the control group at all three
doses. In 3D cultures, a significant increase in spheroid area was observed at 2 mM and 3 mM
doses of I, and only at 3 mM dose of I,+KI compared to the control. A significant change in
spheroid density was observed at 2 mM and 3 mM doses of I> and only at 1 mM dose of 1>+KI.

Ki-67 scoring showed that Ki-67 positive stained cells were arithmetically close to each other



in groups other than 3 mM 1+KI, while 28.5%-8.3% lower positivity was observed in 3 mM
I,+KI than other groups.

Conclusion: It has been shown that I> and 1>+KI1 treatments reduce the viability of MCF-7 cells
depending on dose and time. Migration experiments were excluded from the evaluation. lodine
applied in different forms showed different effects on colony formation ability. The effect is
attributed to the different retention of iodine forms. It has been interpreted that iodine weakens
intercellular connections in 3D cultures, and this may lead the cell to apoptosis or undergo
epithelial-mesenchymal transformation. Since Ki-67 was evaluated in surviving cells and
iodine causes advanced cell loss, it was thought that Ki-67 was not a productive marker in vitro
in MCF-7 cells.

Key words: MCF-7, breast cancer, iodine, Ki-67, proliferation
Supporting Institution: This study was supported by TUBAP Scientific Research Projects
Commission. Project Number: 2022/153



1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde sanayilesmenin artisiyla beraber pek ¢ok kanser tiiriiniin gézlenme siklig1 da artis
gostermektedir. Meme kanseri de gozlenme siklig1 artan kanser tiirlerinden birisidir. Bu kanser,
diinya genelinde kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir.

Kanser sikliklarinda gozlenen artiglar, kanserden koruyucu oldugu diistiniilen alternatif
takviye besinlerin, vitaminlerin, eser elementlerin ve birtakim bitkisel kaynakli iirlinlerin
kullanimini arttirmigtir. Bunlardan bazilar1 da homeopatik tedavide kullanilan iyotlu tiriinlerdir.

Iyot ve meme kanseri arasinda iliski olabilecegi fikri ilk olarak, Asya kokenli kadinlarin
diger toplumlara nazaran daha az meme kanserine yakalandiginin fark edilmesiyle 6ne
siriilmiis, diyetlerinin yiliksek miktarda deniz iirlinii icermesinin buna etken olabilecegi
diisiinceleri yogunlagmastir.

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda iyot¢a zengin beslenen toplumlarda gorece diisiik
meme kanseri insidansi1 saptanmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak; projemizde iyot
uygulamalarinin meme kanseri hiicrelerinde ¢ogalma davranigini nasil etkiledigini, hiicre
proliferasyon deneyleri ile kalitatif olarak ve meme kanserinde bir hiicre ¢ogalmasi belirteci
olarak kabul edilen Ki-67 molekiiliiniin protein seviyelerine bakarak molekiiler diizeyde
incelemeyi amacladik.

Projemizin hedefleri de iyot uygulamasinin bir hiicre proliferasyon belirteci olan Ki-67
seviyeleri lizerine etkisini immiin floresan boyama ile kalitatif olarak belirlemek ve MTT
deneyi, koloni formasyon deneyi, 3D kiiltiir ve migrasyon deneyi ile hiicrelerin ¢ogalma

davranisini ¢esitli agilardan analiz etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Saghkh Meme Dokusu

Anatomik olarak memeler gogiis kafesinin 6n yiiziinde ve sternumun her iki yaninda ana gogiis
kas1 olan pektoralis major kasina dayali bulunan, eriskin kadinlarda dogumdan sonra siit
tiretiminde gorevli ekzokrin bezlerdir. Meme dokusu baslica cilt, destek elemanlar1 (Yag
dokusu ve fibréz bag dokusu) duktuslar, lobiiller ve meme basi (Areola) kompleksinden olusur.

Normal erigskin kadin meme dokusunda epitelyal ve stromal bilesenler bulunur,
Epitelyal bilesenler, dallanan duktus yapilari ile birlesen loblarin yapisinda bulunurken, degisik
oranlardaki adipoz ve fibroz bag doku (Kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler) stromal
bilesenleri olusturur (1). Memede kas dokusu bulunmaz, ancak bir yag tabakasi bezleri ¢evreler

(2). Yag dokusu miktari memenin asil biiyiikliigiinii belirleyen temel faktordiir (1).

= ylizeyel pektoral fasya
AN

derin pektoral fasya

. kos! SN N\
- O\
interkostal \ 8
damar-sinir —
\

subkutan yag doku

pektoralis major kast

Vil kosta

Sekil 2.1. Meme anatomisi (1)

Meme yerlesim olarak yiizeyel fasya icerisinde yer alir. Memenin parankimal dokulari
hem 6n hem de arka fasyal tabaka ile sarilmis durumdadir. Yiizeyel fasyanin subkutan tabakasi
hemen dermisin altinda bulunur. Bu tabakadan baglayan fibroz lifler deriye ve meme basina
kadar uzanir ve memenin st kisminda daha fazla gelismis olup fibréz yapidaki Cooper

ligamentlerini olusturur. Bu yapilar memenin siit iireten birimlerini birbirine baglar. Cooper
2


https://api.seer.cancer.gov/rest/glossary/latest/id/55a2f6a5e4b05cd0cdd944ea
https://api.seer.cancer.gov/rest/glossary/latest/id/55a2f6a5e4b05cd0cdd944ea
https://api.seer.cancer.gov/rest/glossary/latest/id/55a2f6f8e4b05cd0cdd94531

ligametleri malign tiimorlerle infiltre oldugunda veya herhangi bir sebeple fibrozis gelisimi
durumlarinda kisalarak meme basi derisinde karakteristik olarak igeri ¢ekilmeye (Portakal
kabugu goriiniimii) sebebiyet verir (3).

Meme basi laktiferoz kanallarin agildigit meme ucundaki ¢ikintidir. Meme ucunu
cevreleyen pigmentli alana areola denir. Ergenlikte meme ucu ve areolanin pigmentasyonu
artar, gebelik doneminde ise areola biiylir ve ikinci ayindan itibaren pigmentasyonu daha da
artar. Areolada ter bezleri ve yag bezleri bulunur. Memenin ug¢ kismi ¢ok sayida duyu sinirleri
ve dokunma duyusunu alan Meissner cisimciklerini igerir (4).

Memenin sekil, biiyiikliik ve durumu hayat boyunca siirekli degisim gosterir. Irk ve yas
faktorleri, dogum, menstruasyon, gebelik, emzirme ve menOpoz gibi cesitli faktdrlerden
etkilenmektedir. Dogumda ve ¢ocukluk doneminde memede sadece rudimenter duktuslar
bulunurken, puberte doneminde laktojenik hormonlar (Folikiiler Stimiilan Hormon (FSH)
Liiteinizan Hormon (LH)) ve 6strojen ve progesteron gibi steroid hormonlara yanit olarak bag
dokusu kitlesi igerisinde terminal duktuslarda artma, lobiil sistemlerinin gelismesi, meme

bezlerinin biiyiimesi ve yag dokusu birikimi gergeklesir (5).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusunu meydana getiren hiicrelerden kdken alan malignensilerin ortak
adidir. M.O. 3000 yilinda Edwin Smith papiriisinde meme kanseri ile ilgili ilk kayitlara
rastlanmustir. Bu tibbi papiriiste meme tiimorii olan 8 vaka tanimlanmaktadir (6). Siklikla meme
kanallarin1 doseyen epitel dokudan ya da meme parankiminden koken alan meme kanseri
cogunlukla meme dokusunda bir kitle meydana gelmesiyle fark edilir. Tedavi edilmezse hizla
¢ogalmaya devam eden kanser hiicreleri genellikle kendi gevrelerinde yer alan dokulara ve belli

uzak dokulara yayilma egilimi gosterirler (7).



2.3.

Meme kanseri diinya genelinde kadimlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. DSO (Diinya
Saglik Orgiitii) verilerine gore, 2020 yili meme kanseri goriilme sikligi 7.790.717 (Sekil 2.2)

vaka iken, meme kanserine bagli 684.996 6liim bildirilmistir (Sekil 2.3) ve kadinlar arasinda

Meme Kanseri Epidemiyolojisi

kanserden olimlerin ilk nedenidir(8).

Digerleri

9 222 896 (35.9%)

Ovaryum
823 315(3.2%)

Akciger
1 025 591 (4%)

Korpus Uteri

1415213 (5.5%)

Meme
7790 717 (30.3%)

Kolorektal
2 402 656 (9.3%)

1546 208 (6%)

Serviks Uteri
1495 211 (5.8%)

Total : 25 721 807

Sekil 2.2. Diinya genelinde her yastan kadinlar icin, 2020 yili kanser goriilme sikhg (8)

Digerleri

1637 669 (37%)

Pankreas
219163 (4.9%)

Karaciger

252 658 (5.7%)

Meme
684 996 (15.5%)

Akciger
607 465 (13.7%)

Kolorektal
419 536 (9.5%)

Serviks Uteri
341 831 (7.7%)

Mide
266 005 (6%)
Total : 4 429 323

Sekil 2.3. Diinya genelinde her yastan kadinlar i¢in, 2020 yili kanserden 6liim sayilar: (8)




2.4. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri etiyolojisi multifaktoriyeldir. Etiyolojik faktorler arasinda hormonal risk
faktorleri basi cekmektedir. Erken menars, ge¢ menopoz, dogum yapmama, gec ilk dogum yasi
ve hormon replasman tedavisi meme kanseri riskini arttiran baglica faktorler olarak karsimiza
cikmaktadir. Emzirme, en az 3 dogum yapmak (Belli kanser tiirlerine kars1) ise meme kanseri
riskini diisliren durumlar olarak belirtilmektedir. Obezite, alkol ve sigara kullanimi ve
radyasyon da hormonal olmayan etiyolojik faktorlerdir (9).

Meme kanserlerinin sadece %10' undan azi kalitsal bir genetik mutasyona baglanmaktadir.

Potansiyel olarak degistirilebilen ¢evresel, tireme ve yasam tarzi faktorleri ile daha sik iligkilidir

(10).
faile Gykisti

Demografik Uzun siireli o
ozellikler Ostrojen maruziyeti el e Yasam tarzi

= =

Kadin olmak meme kanseri igin en gliglii risk faktoriidiir (12). Tiim meme kanserlerinin

Sekil 2.4. Meme kanseri risk faktorleri (11)

2.4.1. Cinsiyet:

%]1'inden az1 erkeklerde gozlenmektedir. Kadinlarda yiiksek prevelansin esas nedeni yiiksek
Ostrojen ve progesteron stimiilasyonu olarak gosterilmektedir. Ayrica hem menopoz 6ncesi hem
de menopoz sonrast kadinlar, erkeklere kiyasla yasamlari boyunca daha fazla seks hormonu
seviyesi degisikligi yasarlar ve bu meme kanseri riskini arttirmaktadir (13). Meme kanseri
kadinlarda en sik erken premenapozal donemde goriilmesine karsin erkeklerde yas ile sikligi
artmaktadir. Erkek meme kanserinin etiyolojisi belirsizdir ancak hormon diizeylerinin
hastaligin gelisiminde etkili oldugu diistiniilmektedir. Risk faktorleri; ileri yas, artan Ostrojen

etkisi veya androjen/ostrojen iliskisindeki dengesizlikler, gogiis duvari 1sin tedavisi, aile



Oykiisii, BRCAL1/2 gen mutasyonu, eksojen Ostrojen maruziyeti, karaciger sirozu,

hiperprolaktinemi ve Klinefelter sendromu olarak bildirilmistir (14).

2.4.2. Yas:

Yas, meme kanseri i¢cin 6nemli risk faktorlerinden bir digeridir. Meme kanseri erken yaslarda
ortaya ¢ikabilse de genel olarak bir yaslanma hastaligidir (15). Ilerleyen yasla birlikte artan
meme kanseri insidansi, yasa bagli artan karsinojen maruziyetine ve zaman iginde biriken DNA
hasarina baglanmaktadir (16). Otuz yasinda bir kadinin gelecek 10 yil iginde meme kanserine
yakalanma olasilig1 1/250 iken, bu oran 70 yasindaki bir kadin i¢in 10 kat artmakta ve 1/27’e
yiikselmektedir (17) Amerika kaynakli daha yakin tarihli bir bagka yayinda da meme
kanserinden 6liim sikliginin yasa bagli olarak arttigi bildirilmektedir (18).

2.4.3. Pozitif Aile Oykiisii:

Birinci derece aile yakinlarinda meme kanseri 0ykiisii, meme kanseri riskini 6nemli 6lgiide
arttirmaktadir. Arastirma verileri birinci derece akrabasinda meme kanseri Oykiisii olan
kadinlarda, meme kanseri riskinin iki kat arttigin1 gostermektedir (19). Etkilenen birinci derece
akraba sayisi arttikca risk artmaktadir (11).

Bireyin meme kanserine yakalanma riski ile aile dykiisii arasinda iligkiyi inceleyen bir
meta analiz ¢aligmasinda, bireyin herhangi bir akrabasinda meme kanseri dykiisti bulunmasi
riskin 1.9, birinci derece akrabasinda 2.1, annesinde 2, kiz kardesinde 2.3, anne ve kiz

kardesinde birlikte olma durumda 3.6 kat arttig1 gosterilmistir (20).

2.4.4. Genetik Yatkinhk:

Pozitif aile dykiisii, meme kanseri riskini arttiran bir faktordiir ve bu hasta kusaklarin yeni gen
anomalilerine sahip olmasi ve bunu bir sonraki nesle aktarmasi ile baglantilidir. DNA tamir
yolaklarinda gorevli (BRCA1 (Meme kanseri 1), BRCA2 (Meme kanseri 2), p53 (Timor
protein 53), PTEN (Protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu), APEX1 (APE1 endoniikleaz),
CDH1 (E-kaderin), ATM (Ataxia-telangiectasia mutated), PALB2 (Partner and Localizer of
BRCA2), CHEK2 (Checkpoint kinaz 2), STK11 (Serin-tireonin kinaz 11), XPD (Kseroderma
pigmentosum grup D) genlerdeki bazi mutasyonlar cesitli meme kanseri vakalarinda rol
oynamaktadir (21).

Kalitsal meme kanseri ile iligkili en iyi bilinen mutasyonlar, DNA tamir
mekanizmasinda gorevli BRCA1 ve BRCA2 genlerinde bulunur (22). BRCA1 veya BRCA2
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mutasyonu tagtyan kadinlarin yasam boyu meme kanserine yakalanma riski %50-%85 arasinda
degismektedir (23). Bu sebeple anne tarafindan akrabalarinda meme kanseri Oykiisii olan

kadinlarda gen taramasi yapilmasi 6nerilmektedir (24).

2.4.5. Hormonal Degisimler, Ureme ve Emzirme Dénemleri:

Meme kanseri gelisiminde Ostrojen hormonu 6nemli bir rol oynar. Meme kanseri, yiiksek
endojen ve eksojen Ostrojen seviyeleri ile iliskili hormona bagimli bir malignensi olarak kabul
edilir (25). Riski, endojen ostrojene maruz kalma siiresi, ilk adet kanamasinin yasi, dogum
yapip yapmama, ilk gebeligin yasi, gebeligin ve emzirmenin etkisi, menopoz baslangic ve
sonlanma yas1 gibi parametreler belirlemektedir (26).

Menstriiasyonun erken baglamasi (12 yas) ve ge¢c menopoz (50 yas), gec adet gormeye
baslama (15 yas) ve erken menopoza girme (40 yas) durumlarina gére meme kanseri riski
artmaktadir (27). Bir grup arastirmacit ge¢ baslangigli menopozda meme kanseri riskinin,
menopoz baslangicina eklenen her yil i¢in 1,029 kat arttigin1 bildirmislerdir (28).

Dogum yapmamis kadinlar ve 30 yasindan sonra ilk kez hamile kalanlarda meme
kanseri riski 2-5 kat daha fazladir (29).

Birden fazla ¢alismada hem dogum sayisinin fazlaliginin hem de emzirmenin meme
kanserine karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. ABD ‘deki Black 22 S. S.
Coughlin ve Y. Cypel Kadin Sagligi Calismasinda, daha yiiksek parite (dogum sayis1), dstrojen
reseptori (ER)/ progesteron reseptoric (PR) (+/+) meme kanseri riskinin azalmasiyla
iligkilendirilmistir (30). 30 iilkede 47 epidemiyolojik calismadan elde edilen verilere gore,
meme kanserine yakalanan kadinlarin ortak 6zelliginin gorece az dogum sayis1 ve kisa stireli
emzirme Oykiisii oldugu belirtilmistir (31).Bu bulgular birbirini destekler niteliktedir.

Hamilelik siirecinin ve emzirmenin tam agiklanamayan bir sebeple meme dokusunda
DNA tamirini daha aktif hale getirdigini ve farklilasma ile ilgili genlerin ekspresyon
paternlerinde meydana gelen degisiklikler sayesinde meme kanseri riskinde azalma oldugu
bildirilmistir (32). Bu da bize tamamlanmis bir hamileligin ve yeteri uzunlukta bir emzirme
stiresinin meme kanserinden korumadaki etkinligini daha net gostermektedir.

Ekzojen Ostrojenin en onemli kaynagi oral kontraseptifler ve hormon replasman
tedavisidir. Ekzojen 6strojenin meme kanseri {izerindeki etkisi tartismali bir konudur ve ¢ok
sayida calismaya konu olmaya devam etmektedir. Caligmalardan elde edilen sonuglar,
menopozdan sonra hormon replasman tedavisinin (HRT) meme kanseri riskini artirdigini

gostermektedir (33).



Ban ve Godellas ¢alismalarinda, HRT’nin meme kanseri riski iizerine etkisinin
tedavinin siiresi ile de iliskili oldugunu belirtmis ve 5 yillik tedavide %15, 10 yillik tedavide
ise %34 oraninda meme kanseri riskini artirdigini vurgulamislardir. Riskin temel nedeni steroid
reseptorlerinin ifadesi ile de iliskilendirilmektedir (34). ABD, Kanada ve Avrupa iilkelerinde
meme kanseri insidansi ¢alismalari, 2002'den sonra hormon tedavisi kullanimindaki azalmanin
ardindan insidansta %5-10'luk bir diisiis oldugunu gostermistir (35).

Oral kontraseptif kullanimi ile meme kanseri riski iligkisini inceleyen Merch ve ark.’nin
prospektif bir kohort ¢alismada oral kontraseptif kullanim siiresi uzadikga riskin arttigi ve ek
olarak uzun siire (>5 yil) oral kontraseptif alan kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin
kullanimin birakilmasindan sonra hala yiiksek oldugunu gostermistir (36).

Epidemiyolojik calismalarin sonuglari, kadinlarda yasam boyu dstrojen maruziyetinin

ozellikle ER+ meme kanserleri i¢in 6nemli bir risk faktorii olduguna isaret etmektedir (37).

2.4.6. lyonizan Radyasyon Tedavisi:

Meme kanseri gelisiminde bir diger faktor, iyonizan radyasyona (IR), maruz kalmaktir.
Genellikle doz artigiyla artan DNA hasari, epigenetik degisikliklere ve meme kanserine yol
acan mutasyonlara neden olur (38). 2007'de John ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada kanser
tedavisinin bir parcasi olarak IR tedavisi goérmiis kadinlarda meme kanseri riskinin arttigi
gosterilmistir (39). Radyasyon tedavisinin neden oldugu kanser bireyin yasiyla ve aldigi dozla
iligkilidir. Otuz yasindan 6nce radyasyon tedavisi alan hastalarda meme kanseri riski daha
fazladir (40). Iyonizan radyasyona maruziyet sayisi fazla olan hastalarda da meme kanseri

gelisme riskinin yiiksek oldugu belirtilmistir (38).

2.4.7. Obezite:

Obezite, genel olarak meme kanseri riskini arttiran bir faktordiir. Viicut Kitle indeksinin (VKI)
yiiksek olmasi dncelikle ER+ postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskini arttirmaktadir
(41). Ayrica arastirmacilar, VKI yiiksek hastalarda lenf nodu metastaz1 yiizdesinin, timor
boyutunun daha yiiksek oldugunu ve tiimoriin daha agresif biyolojik 6zellikler gosterdigini
bildirmislerdir. Obezite, 6zellikle menopoz 6ncesi kadinlarda daha yiiksek 6liim oranlarinin ve

daha yiiksek kanser niiks olasiliginin bir nedeni olabilir (42, 43)



2.4.8. Beslenme:

Beslenme ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda diyetle alinan yag, kirmizi et, islenmis gidalar,
fitoostrojen, beta-karoten ve diger karotenoidler ile C, D ve E vitaminleri meme kanseriyle
iligskilendirilen beslenme risk faktorleri olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Menopoz sonrasi kadinlar iizerinde yapilan 20 yillik randomize kontrollii bir ¢aligma,
diisiik yagl bir diyetin meme kanserinde sagkalim oranini arttirdigini gostermistir (44). Yaglar
ile ilgili bir galismada da, Omega 3 PUFA'nin (Poly unsaturated fatty acid -Coklu doymamis
yag asidi) (Balik, kuruyemis ve yesil yaprakli sebzelerde bulunur.) beslenmedeki oraninin
omega-6 PUFA'ya (Rafine bitkisel yaglarda ve doymus yaglarda bulunur.) gore diisiik olmasi
ile meme kanseri riskinin arttigi rapor edilmistir (45).

Et tiiketimi ile meme kanseri riski tiiketilen etin tiirii, pisme yontemi ve derecesi ile
iliskilendirilmistir. Etlerin pisirilmesi esnasinda ortaya ¢ikan Heterosiklik aminler (HCA'lar) ve
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar) gibi et kaynakli mutajenlerin hayvan
modellerinde meme bezi tiimorlerinin gelisimini indiikledigi gosterilmistir (46).

Islenmis gidalar sodyum, yag ve seker acisindan zengindir ve bu da daha sonra meme
kanseri riskinin bagka bir faktorii olan obeziteye zemin hazirlar. Diyette islenmis gidalarin %10
artistyla meme kanseri riskinin %11 arttigi goézlemlenmistir (47). Aksine, sebze, meyve,
baklagiller, tam tahillar ve yagsiz protein agisindan zengin bir beslenme, meme kanseri riskinin
azalmastyla iligkilidir.

Birkag prospektif kohort ¢alismasinin meta-analizi, yiiksek diyet lifi alimmm meme
kanseri i¢in koruyucu bir faktér oldugunu gostermistir. Diyet lifi alimindaki her 10 gr/giin artis
ile meme kanseri riskinde %7'lik bir azalma gézlenmistir (48).

Fitoostrojenler grubundan izoflavonlar soya iiriinlerinde bulunur (49). Gozlemsel
calismalarin bir meta-analizi, izoflavon aliminin meme kanseri riskinin azalmasiyla iliskili
olabilecegini bildirmistir (50).

Yiiksek serum 25-hidroksivitamin D diizeylerinin menopoz 6ncesi ve menopoz sonrasi
kadinlarda (51-53), yiiksek beta-karotenin menopoz oncesi kadinlarda, yiiksek E vitamininin
menopoz sonrast kadinlarda meme kanser riskini azalttigi gosterilmistir (54). (55). Ayrica
derlenen calismalardan elde edilen veriler E vitamini tiiketiminin meme kanseri gelisimini
azalttigini gostermistir (56, 57)

C vitamininin meme kanseri riski ve mortalite ile iligkisini inceleyen goézlemsel
calismalarin meta-analizinde yiiksek C vitamini aliminin, azalan meme kanseri insidansi ve

mortalitesi ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu gosterilmektedir (58). Menopoz sonrasi kadinlarda
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diyetle yiiksek seviyede C vitamini alimi ile meme kanseri riskinin azalmasina karsin ilging
olarak yiiksek C vitamini igeren diyete ek olarak C vitamini takviyesi kullanan kadinlarda

meme kanseri riskinin arttigin1 gésteren bir ¢alisma da bulunmaktadir (59).

2.4.9. Alkol Tiiketimi:

Caligmalar, alkol tiikketimi ile meme kanseri riski arasinda dogrusal bir doz-yanit iligkisi
oldugunu gostermistir. Olas1  biyolojik nedenlerinden ilki alkoliin karacigerdeki
metabolizmasinin bozulmasi ve androjenlerin Ostrojenlere doniisiimiinii yogunlastirarak
kandaki Ostrojen konsantrasyonunun artmasina katkida bulunmasi, ikincisi bagisiklik sistemi
ve DNA onarim siiregleri iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip olmasi, sonuncusu alkol
metabolitlerinin kanserojen bilesikler olmasidir (60).

100'den fazla galismay1 inceleyen bir meta-analizde, meme kanseri ile diisiik alkol
tiketimi (Haftada <3-4 igki) ve yiiksek alkol tiiketimi (Haftada> 20 igki) arasinda hi¢ alkol
tiketmemeye kiyasla pozitif bir iliski oldugunu bildirilmistir (61).

2.4.10. Sigara Kullanimi:

Sigara igmenin artmis meme kanseri riski ile iliskili oldugu bircok calisma ile gosterilmistir.
Bir meta-analiz ¢alismasina gore, meme kanseri riskinin sigara igme Oykiisii olan kadinlarda
daha yiiksek oldugu saptanmustir (62).100.000'den fazla kadinin katildig1 bir kohort ¢aligmada,
ozellikle sigaraya ergenlik ¢aginda baslayan kadinlarda meme kanseri riskinde %5'lik bir artiga

neden oldugu goriilmiistiir (63).

2.4.11. Cevresel Etmenler:

Kadinlar, ¢evre ve gidalar yoluyla ekzojen endokrin etkiler olusturabilen ksenobiyotiklere
maruz kalmaktadir. Bu endokrin bozucular, dstrojenler, androjenler ve tiroid hormonlar1 gibi
dogal hormonlart taklit ederek endokrin sistem fonksiyonunun bozulmasina neden olur.
Bisfenoller, fitalatlar, PCB (Poliklorlu bifenil), DDT (Diklorodifeniltrikloroetan), gibi strojen
benzeri etkiler gosteren bu endokrin bozucular, meme kanseri riskini etkileyebilir (64).

Bu maddelerden bisfenoller konserve ve gida ambalajlarinda ve plastik esyalarda
bulunur. Bisfenol grubu kimyasallar: Bisfenol-A (BPA), Bisfenol-AF (BPAF), Bisfenol-F
(BPF) ve Bisfenol-S (BPS)’ dir (64). Calismalar bisfenollerin, ¢esitli yolaklar {izerinden ve
direkt olarak Ostrojen reseptorlerine baglanarak hiicre proliferasyonunu ve meme kanseri ile

iligkili genlerin ekspresyonunu aktive ettigini gostermektedir (64-67)
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Fitalatlar tibbi malzemeler, gida kaplari, kozmetikler ve oyuncaklarda bulunur. Aynm
zamanda farmasdtik kapsiillerde gecikmeli veya uzun siireli salinim 6zellikleri kazandirmak
icin de kullanilir (68). Fitalatlar diger bilesenlere kovalent olarak baglanmazlar ve iiriinden
kolaylikla sizarak insanlarda maruziyete yol agarlar (69). Dietil fitalat (DEP), di-izobiitil fitalat
(DBP), biitil benzil fitalat (BBP) ve dioktil fitalat (DOP), dietilheksil fitalat (DEHP) bu gruba
tiyedir. DBP maruziyeti Ostradiolii taklit eder ve meme kanserini tesvik edebilir (70). Bir
calismada menopoz Oncesi ve sonrasi kadinlarda DBP maruziyetinin ER+ meme kanseri
insidansini arttirdigr gézlenmistir (71). Deneysel aragtirmalar, DBP’nin ER’ye bagimlit MCF-7
meme kanseri hiicre hattinda proliferasyonu ve canlilig arttirdigini gostermektedir (72-74)

Poliklorlu bifeniller, plastik, yalittm malzemeleri, boyalar, kagit endiistrisi ve diger
iiriinlerde yaygin olarak kullanilan genis bir kimyasal gruptur. Bir meta-analiz ¢alismasinin
sonuglarmma goére PCB maruziyetinin menopoz sonrasi kadinlarda meme kanseri riskini
arttirdig1 bildirilmistir (75)

Pestisitlerin bir tiirli olan DDT, bir¢ok iilkede yasaklanana kadar diinya ¢apinda bocek
Oldiiriicti olarak kullanilan organik bir kirleticidir (76). Bu kimyasala gen¢ yaslarda maruz
kalmanin meme bezlerinin gelisimini bozdugu ve meme kanseri i¢in bir risk faktorii olabilecegi
iler1 siirtilmektedir (77).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlara, sentetik liflere, organik ¢oziiciilere, yag buharina
ve bocek oldiirticiilere artan maruz kalma durumunda da meme kanseri riski arasinda potansiyel
bir iliski gézlemlenmistir (78).

Son yillarda geceleri mavi 1518a maruziyetin artmasi ile meme kanseri riskinin artigi
iliskilendirilmistir. Muhtemel neden, bozulmus diurnal ritim dolayisiyla viicutta melatonin

dengesinin bozulmasi ve meydana gelen epigenetik degisiklikler olabilir (79)
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2.5. Meme Kanseri Gelisimi

Meme tiimorleri genellikle duktus ya da lobiillerde hiperproliferasyon ile baslamakta ve daha
sonra cesitli kanserojen faktorlerle devamli uyarilma sonucunda insitu, invaziv ve metastatik
karsinomlara dogru ilerlemektedir. Tiimoér mikro ¢evresi de meme kanseri baslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (80). Tiimor mikro ¢evresi, tiimoriin etkilesim i¢inde
bulundugu ortamdir. Bu ortam kanser hiicrelerini, stromal dokuyu (Bagisiklik hiicreleri,
miyofibroblastlar, fibroblastlar, vaskiiler doku) ve hiicre dis1 matriksi (Ekstraselliiler matriks-
ECM) igerir. Ayn1 zamanda igerisinde normal ECM’ de bulunmayan ¢esitli proteazlar gozlenir.
Bu mikro ¢evre sayesinde tiimor hiicrelerine bagisiklik hiicrelerinden kagabilecegi ve
cogalmayi tesvik edebilen bir ortam olugsmaktadir. (81).

Meme kanseri baslangici ve ilerlemesi igin iki teori vardir: Bunlar kanser kok hiicre
teorisi ve stokastik teoridir:

Kanser kok hiicre teorisi, tiim tiimor alt tiplerinin ayn1 kok hiicrelerden veya progenitor
hiicrelerden tiiredigini one siirer. Kok hiicrelerde veya progenitor hiicrelerde kazanilmis genetik
veya epigenetik mutasyonlar farkli tiimor fenotiplerine yol agar.

Stokastik teoride ise, her bir tiimor alt tipinin tek bir hiicre tipinden (Kok hiicre,
progenitor hiicre veya farklilagsmis hiicreden) basladigi savunulur. Rastgele mutasyonlar,
herhangi bir meme hiicresinde agsamali olarak birikebilir ve yeterli birikim timor hiicrelerine

dontismelerine yol acar (82).(83)

A Kok meme Kanseri alt
hiicre,progenitor  Meme kanseri tipleri
hilcre veya "'kdk hiicreler" 9 bazal benzeri timdrler
farkllagms ® @ Ex.rPR.HER
hiicreler
) ——fe— . { ° \ig« luminal timdrler
i p ° ER', PR'\HHER2
' O kR Gmireri
— ‘ ) ERS, PR, HER2®
W
" &
»
= - - Bazal benzeri timorler
® —X— @ @  ER.PR.HERY
& g . * ° \9 Luminal timdrler
o SO — “ ER', PR', HER2"
@ + (&3] ‘\!,-‘ HER? timarleri
e 7 @ ) ER.PR.HERY
e Rastgele mnuswnlar\k.rglngjm farktsrler oY genctik ve epigenctik
degisimler

Sekil 2.5. Meme kanserinin baslangi¢ ve ilerlemesini agiklayan iki teori (83)
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2.6. Meme Kanseri Siniflamasi

Meme kanseri kendine 6zgii klinik, histopatolojik ve molekiiler 6zelliklere sahip bir grup
hastaligin genel adidir. Giiniimiizde meme kanserinin siniflamasinda gesitli yaklagimlar vardir.
Bunlar TNM smiflamasi, histolojik ve yerlesim bdlgesine gore siniflama, molekiiler

tiplendirmedir.

2.6.1. TNM Simiflamasi:

Giiniimiizde evreleme sistemlerinden en yaygin olarak kullanilani AJCC (Amerikan Joint
Committee on Cancer, Amerikan Kanser Komitesi) tarafindan hazirlanmis TNM evreleme
sistemidir. TNM (Timor boyutu (T), lenf nodlarma yayilim (N) ve metastaz (M))
siniflamasinda tiimor, tiimoriin boyutlari, etrafindaki lenf nodlarina invaze olmasi ve metastaz
yapmasina gore skorlanir. Daha dnceden tanimlanmis kriterlere gore bu ii¢ 6zellik belirlenip
kombine edilerek, timor i¢in son TNM evresi hesaplanir. Tiimor bes asamadan (0, I, I, III ve
IV) birine siniflandirilir (84).

Tiimor evresi meme kanserli hastalarda tedaviye yon veren onemli bir prognostik
faktordiir (85). AJCC tarafindan yayinlanan en son baskida (AJCC-TNMS8), derece, ER, PR ve
HER-2 (Insan epidermal biiyiime reseptdrii-2) hakkindaki bilgiler de prognostik evrelemeyi
olusturmak {tizere birlestirilmistir. Bu prognostik evreleme, tek basina hastaligin anatomik

yayginliginin degerlendirilmesi sinirlamasini ortadan kaldirir (86).

Tablo 2.1. Primer tiimor (T) (87)

T T kriteri
TX Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO Primer tiimdre ait bulgu yok

Tis(DCIS) | Duktal karinoma in situ

Tis Meme baginin, altta yatan meme dokusunun invaziv karsinomu ve/veya karsinoma in situ
(Paget) (DCIS) ile iliskili olmayan Paget hastaligi. Paget hastalig: ile iliskili meme parankim

karsinomlar1 siniflandirilirken parankimal hastaligin karakteristik 6zelligi ve boyutu baz
alinmalidir. Paget hastaliginin varligi belirtilmelidir.

T1 Timor en bilyiik boyutu < 20 mm

T1mi Timor en biiyiik boyutu < 1 mm (Mikroinvaziv karsinom)
Tla Timor en bilyiik boyutu> 1 mm fakat <5 mm

Tlb Tiimor en biiyiik boyutu> 5 mm fakat < 10 mm

Tlc Timor en biiyiik boyutu> 10 mm fakat <20 mm

T2 Timor en biiyiik boyutu> 20 mm fakat <50 mm

T3 Timér en bilyiik boyutu> 50 mm
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T4 Herhangi bir boyuttaki tiimériin direkt gdgiis duvari ve /veya cilt tutulumu (Ulserasyon
veya makroskopik nodiiller) Tek basina dermis invazyonu T4 olarak nitelendirilmez

T4a Gogiis duvar tutulumu
Gogiis duvart invazyonu olmadan pektoral kasa invazyon veya adhezyon T4 olarak
nitelendirilmez

T4b Inflamatuar karsinom igin gerekli 6zellikleri karsilamayan, cilt iilserasyonu ve /veya
ipsilateral makroskopik satellit nodiilleri ve/veya ddemi

T4c Hem T4a hem de T4b varlig1

Tad Inflamatuar karsinom

Tablo 2.2. Bolgesel lenf nodlari klinik siniflamasi (cN) (87)

cN CcN kriteri

CcNx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor (Onceden ¢ikarilmis, vs.)

cNO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

cN1 Ipsilateral mobil seviye I, 11 aksiller lenf nod (Lar)a metastaz

cN1mi* | Mikrometastaz (Yaklasik 200 hiicre, 0.2 mm’den biiyiik, fakat 2.0mm’ den biiyiik degil)

cN2 Ipsilateral klinik olarak fikse veya y1gin yapmus seviye I, 11 aksiller lenf nodu metastazi veya
aksiller lenf nodu metastazi olmadan ipsilateral internal mammarian nodlarina metastaz

cN2a Ipsilateral birbirine veya diger yapilara fikse seviye I, 11 aksiller lenf nodlarina metastaz

cN2b Aksiller lenf nodu metastazi olmadan ipsilateral internal mammarian nodlarina metastaz

cN3 Level I, II aksiller lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin ipsilateral infraklavikiiler (seviye
11 aksiller) lenf nod (lar)a metastaz veya seviye I, II aksiller lenf nodu metastazi ile
ipsilateral internal mammarian lenf nod (lar)a metastaz veya aksiller veya internal
mammarian lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lar)
a 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

14



Tablo 2.3. Uzak metastaz (M) (87)

M M kriteri
cMO0 Uzak metastaza ait klinik ya da radyolojik bulgu yok
cMO(i+) | Uzak metastaza ait klinik ya da radyolojik bulgu yok Uzak metastaza ait semptom veya
bulgusu olmayan hastada kanda, kemik iliginde veya bolgesel olmayan lenf nodlarinda
mikroskobik ya da molekiiler tekniklerle saptanmig 0.2mm’den biiyilk olmayan timor
hiicreleri veya depozitleri
cM1 Klinik ve radyolojik olarak saptanmis uzak metastaz
Tablo 2.4. Giincel TNM Siniflandirmas: (87)
EVRE T N M
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB TO N1mi MO
T1 Nimi MO
1A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
HIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
1c Herhangi T N3 MO
v Herhangi T Herhangi N M1

2.6.2. Histolojik Siniflama:

Meme kanserinin histolojik siiflamasinda ise tiimor Kitlesinin lokalizasyonu ve boyanma
paterni dikkate alinir (Sekil 2.8). Kanser hiicreleri siit kanallarinda lokalize ise duktal,
lobiillerde ise lobiiller, medullada ise medullar meme kanseri ismini alir. Eger tiimor hiicreleri
olustuklar1 yerle sinirli kalirlarsa insitu, ¢cevre veya uzak dokulara yayilma egilimi gosterirlerse
invaziv meme kanseri olarak adlandirilirlar (7) (Sekil 2.6).

Histopatolojik degerlendirmede kullanilan bu kavramlar birlikte de kullanilarak
tiimoriin yerlesim yeri ve kokeni hakkinda bize daha detayl1 bir kategorizasyon saglayabilirler.

Ornegin, Duktal karsinoma in situ (DCIS) tiimé&riin duktal yerlesimli insitu evresinde oldugunu
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belirtir. Ayn1 sekilde lobiiler karsinoma insitu (LCIS) lobiiler yerlesimli insitu evrede bir

tiimori ifade eder (88).

Kanal

Meme ucu
areola

Bag dokusu

/ 4\'7"5
‘):: L:;ﬁt"" :

< .
OO
i 0
N .
e .
e 4
Duktal Invaziv Duktal
Normal 2 i
-y Karsinoma Karsinoma
Insitu (DCIS) (IDC)

h- &
L

Lobtler
Normal :
Lobiil Karsinoma
Insitu (LCIS)

Invaziv Lobiler
Karsinoma
(ILC)

Sekil 2.6. DCIS, LCIS, IDC ve ILC’ nin meme dokusundaki yerlesimi (89)

Duktal karsinoma insitu (DCIS), lobiiler karsinoma insitu (LCIS) dan daha yaygin bir

timdr tipidir. Heniiz kanal disina ¢ikmamis bu evre meme kanserinin en erken evresidir ve

timor hiicreleri kanal disinda bulunmadigi igin baska bir doku ya da organa yayilma s6z konusu

degildir (90).

Duktal karsinoma insitu, geleneksel olarak tiimdoriin histolojik boyanma o6zelliklerine

dayali olarak alt siniflara ayrilmistir: Komedo, Kribriform, Mikropapiller, Papiller ve Solid

(Sekil 2.7). Bu siniflandirma semasi degerli bir arag¢ olsa da kanitlanmis bir prognostik 6nemi

olan daha yeni molekiiler belirtegler kullanilmadan yalnizca histolojiye dayanmaktadir. LCIS’

in DCIS kadar morfolojisi belli olan histolojik bir siniflamas1 yapilmamuistir (91).
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Sekil 2.7. In Situ duktal karsinomunun (DCIS) temsili morfolojik varyantlari: Komedo
(A), Kribriform (B), Solid (C), Mikropapiller (D) ve Papiller (E) alt tiplerini icerir.
Bununla birlikte, DCIS' nin biiyiik bir kismi, kategorize edilmesi zor olan karmasik
biiyiime modelleri (F) karisimlari gosterir (91).

Invaziv meme kanserinin ise 10 ana histolojik alt tipi belirlenmistir (Sekil 2.8). En sik
goriilen alt tip (%70-80), invaziv duktal karsinomdur (IDC). ikinci en yaygin histolojik alt tip,
invaziv lobiiler meme karsinomudur (ILC). Bu 2 alt tipin yani sira, 0rnegin miisindz
adenokarsinom ve memenin invaziv mikropapiller karsinomu gibi spesifik histolojik 6zelliklere
sahip birkag alt tip de mevcuttur (92).

Invaziv veya infiltratif karsinom, meme dokusunda bulundugu lokalizasyondan komsu
dokulara da yayilan neoplastik hiicrelerin malign proliferasyonunu ifade eder (93). Invaziv
meme kanseri, timdr hiicreleri normal gogiis lobiil ve kanallarinin etrafina yayilarak gogiis

stromal dokusuna dogru biiylime gerceklestirirler. Metastaz olusturma egilimindedirler.
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Sekil 2.8. Meme kanseri histolojik simiflandirilmasi (94)

Invaziv meme kanserinin molekiiler alt tipleri kanser hiicrelerinin ifade ettigi ve

hiicrelerin nasil davrandigini gosteren genlere dayanir. Meme kanserinde tedavi kararlar1 ve

prognoz hem evre (Tiimor boyutu, timoriin yayilimi ve lenf nodu tutulumu) hem de molekiiler

alt tiple yakindan iligkilidir.

Dordiincii evre olarak da bilinen metastatik meme kanserleri diger viicut bolgelerine

yayillmis ileri evre kanserlerdir. Metastazlar karaciger, koltuk alti lenf diiglimleri, kemik,

akciger ve beyin gibi bolgelerde siklikla gézlenmektedir. Timor ¢ikarilsa bile metastatik

hiicreler viicutta kalarak kanserin tekrarlamasina ve yayilmasina neden olabilmektedir. Meme

kanserinin metastazinda pek ¢ok molekiiler faktor sorumlu tutulmaktadir (95).
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Sekil 2.9. Invaziv meme karsinomunu
() Invaziv karsinom NST, (b) Klasik lobiiler karsinom, (c) Tiibiiler karsinom, (d) Miisindz karsinom, (e)
Invaziv mikropapiller karsinom (f) Pleomorfik lobiiler karsinom, (g) Mediiller karsinom, (h) Metaplastik
karsinom, (i) Adenoid kistik karsinom (96)

2.6.3. Molekiiler Siniflama:

Histolojik smiflama yontemiyle meme kanserlerinin biyolojik farkliliklart tam olarak ayirt
edilemediginden siniflamanin daha genis cergevede degerlendirmesi énemli bir gerekliliktir.
Meme kanserinde “Molekiiler Siniflama” terminolojisi, ilk olarak 2000 yilinda Perou ve Sorlie’
nin (97) gen ekspresyon farkliliklarin1 gosteren ¢alismasinda onerilmistir.

Calismada 42 hastadan alinan 65 adet meme tiimorii 6rneginin CONA mikroarray analizi
ile 500°den fazla 6zgiin gen ekspresyonu tanimlamasi yapilmigtir. Fakat kiigiik degisikliklerin
alt tiplerin siniflamasinda farkli sonuglara neden olacagi gozlenmistir. Yiizlerce gen kullanimi
yerine, yalnizca ER ve HER-2 fenotipleri ile iliskili genlerle ti¢ temel alt tipin tanimlanmasi
yapilmustir. Bu subtipler; ER-/HER2- (Bazal benzeri), HER2+ ve ER+/HER2- (Luminal A ve
B).

e Luminal (Siklikla iki ya da {i¢ alt gruba farklilasan; ER, ER diizenleyici genlerin ve
normalde luminal epitelyal hiicrelerden eksprese edilen genlerin ifadesinde degisiklik
gobzlenir.)

e HER-2+ (ERBB2/ HER-2 gen ifadesinde artis ve gen amplifikasyonu gozlenir.)
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o Uclii Negatif (ER, PR ve HER-2 i¢in negatif olan ve memenin bazal ve miyoepitel
hiicreleri tarafindan eksprese edilen genlerin ifadesinde degisiklik gozlenir.)

Bu ¢alisma ile meme kanserinin gen ifadesine dayali olarak molekiiler alt tipler halinde
siiflandirilabilecegi aciklanmistir. Bu yaklagim giliniimiiz siniflandirmasinin  temelini
olusturmaktadir.

Bu tig alt tipe birgok tiimor tipi dahil oldugu i¢in daha fazla alt grup belirteci tanimlamak
gerekmistir. ER, PR, HER-2, Ki-67, Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR) ve bazal
sitokeratinleri (CK14 ve CK5/6 gibi) igeren immiinhistokimyasal belirtegler, luminal, HER2+
ve Triple negatif tiimor alt tiplerini ayirt etmek i¢in kullanilmaya baglanmistir. Bazal benzeri
tiimorleri tanimlayan belirteglerde fikir birligi yoktur, ancak EGFR ve CK5/6 kullaniminin, bu
alt tipi tanimlama ve prognoz tahmini saglayacagi diistiniilmektedir.

Giliniimiizde meme kanserinin molekiiler tiplendirmesinde kullanilan temel belirtegler
sunlardir: ER, PR, HER2, PDL-1(Programli 6liim ligandi 1), Androjen reseptorii (AR), Ki-67,
klaudin, sitokeratinler. Bu belirtegler rutin tanida kullanilan baslica molekiillerdir (98). Bu
molekiiler belirteclere gore meme kanseri farkli alt gruplara ayrilmaktadir (99). Meme
kanserinin molekiiler tipleri ve hangi genlerin bu tiplerde eksprese edildigi asagidaki tabloda
topluca verilmistir. (Tablo 2.5.)

Ostrojen reseptorii ve/veya PR eksprese eden tiimorler, hormon reseptérii pozitif meme
kanserleri olarak kabul edilirken, ER, PR veya HER2 eksprese etmeyen tiimérler, Triple negatif
meme kanseri (TNBC) olarak isimlendirilmektedir. Ayrica Klaudin-diisiik timorler de triple-
negatif fenotipi altinda siniflandirilmistir (100).

Su anda klinikte, histolojik ve molekiiler 6zelliklere dayali, gen ekspresyonu profilleme
caligmalar1 temel alinarak meme kanserleri igin alt tipi tanimlayan bir siniflandirma kullanilir
(101). Bu kapsamda, meme kanserinin molekiiler alt tipileri, Luminal A, Luminal B, HER-2+
ve TNBC olarak tanimlanmistir (Tablo 2.5). Bu smiflandirma, meme kanserinin klinik

yonetimini tiimor yiikiine dayali olmaktan ¢ikarip biyoloji merkezli yaklasimlara kaydirmistir.

2.6.3.1. Luminal-A:

En yaygin alt tiptir ve tiim meme kanserlerinin %50-60"1 bu tipe aittir. Iimmiinohistokimya ile
ER+ velveya PR+, HER-2 negatif ve diisikk Ki-67 indeksine (<%20) sahip tiimoérler olarak
tanmimlanir (102). Bu tiimorler, klinik olarak diisiik dereceli, yavas gelisen ve en iyi prognoza
sahip tiimorlerdir. Ayn1 zamanda sagkalim orani yiiksek ve tekrarlama olasiligi diisiiktiir.

Gozlenen histolojik tipleri tiibiiler, invaziv kribriform, miisindz ve lobiiler tiplerdir (Carey,
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Winer et al. 2010). Hormon tedavisine (Tamoksifen ya da aromataz inhibitorleri) iyi yanit
verirler. (Yersal and Barutca 2014).

2.6.3.2. Luminal-B:

Meme kanserlerinin %15-20'si bu tipe aittir. Daha agresif bir fenotipe, daha yiiksek histolojik
dereceye, proliferatif indekse ve daha kotii bir prognoza sahiptir. Luminal-A’ ya gore daha
yuksek niiks oran1 ve niikks sonrasi daha diisiik sagkalim oranlarina sahiptir.
Immiinohistokimyasal acidan ER+, PR +/- , HER2-negatif ve Ki-67 yiiksek (>%30) tiimorler
olarak tanimlanir (103).

2.6.3.3. HER2-pozitif:

Meme kanseri alt tiplerinin yaklasik %10-15" i bu alt tipe aittir. HER2 pozitifligi daha agresif
biyolojik ve klinik davranisg gosterir. HER2 geninin ve yerlesik oldugu lokustaki (17912)
baglantili diger genlerin yiiksek ifadesi ile karakterizedir. ER ve PR g¢ogunlukla negatiftir.
Histolojik olarak 2 alt tipi gozlenir: Luminal HER2 (ER+, PR+, HER2+ ve Ki-67 skoru (%15-
30)) ve HER2-zengin (HER2+, ER-, PR- ve Ki-67 skoru (>%30)). HER2 pozitif meme
kanserlerinin yaklasik yarist ER i¢in pozitiftir. Ancak genellikle ER ifade seviyeleri daha
distiktiir (102). Yiizde 40'tan fazlasinda p53 mutasyonlar1 gozlenir. Bu tiimorler HER2 hedefli

tedavilere genellikle iyi yanit verirler (104).

2.6.3.4. Triple Negatif Meme Kanseri:

Uclii negatif meme kanserinde ER, PR ve HER2 gen ifadeleri gozlenmez. TNBC' deki bu gen
ifade eksikligi, etkili terapotik hedefleri (PR, ER ve HER2) ortadan kaldirdigi igin tan1 ve tedavi
lizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Hedeflenebilecek bir molekiiliin olmamast TNBC' nin en
agresif meme kanseri alt tipi olmasina, yiiksek metastaz oranlarina ve genel olarak da
sagkalim oranlarmin diismesine neden olur (105). Bu kanser tiirii i¢in farkli siniflama onerileri
mevcuttur. Biz burada Lehmann (106) tarafindan yapilan siiflamay1 temel aldik. Lehmann’in
simiflamasina gére TNBC; Bazal benzeri (BL1 ve BL2), Mezenkimal (M), Mezenkimal kok
benzeri (MES), Luminal androjen reseptdrii (LAR) ve Immiinomodiilatédr tiptir (IM). 11k ikisi
en sik goriilenlerdir. Sirasiyla TNBC vakalariin %50-70'i ve %20-30'u bu alt tiplerde gozlenir.
BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda TNBC goriilme sikligi daha yiiksektir (107).

TNBC’de tedaviyi yonlendiren cesitli belirte¢ler vardir. Bunlar; klaudin, kaderin,
sitokeratinler, EGFR, PDL-1, p53 gibi molekiillerdir (108).
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Tablo 2.5. Meme kanserlerinin molekiiler tiplendirmesi, genetik ozellikleri ve
ilerlemesi (109)

x x & S Diger Biyobelirtecler flerleme
T XY
< Iyi
= Luminal sitokeratin 8/18+ prognoz
= + + - | Diisiik FOXAl+
= ADHIB yiiksek Diisiik
| niiks skoru
m Orta
T Luminal sitokeratin 8/18+ prognoz
= + | + | +- | Yiksek | Tp53-, FGFR1 e ZIC3 amp.
€ ADHIB diisiik Yiiksek
- niiks skoru
& - | - | + | Yiksek Tp53- Koti
Py GRB?7 yiiksek prognoz
I
BRCAL1-
Tp53-
- - - | Yiksek Sitokeratin 5/6+/14+ [17+ Koti
CDKN2A yiiksek prognoz
RBI diisiik
“— FGFR2 amp.
© EMT belirtegleri+
o STAT] yiiksek
< SP110 yiiksek
= GATA3 diizenleyici genler ve
= hiicre-hiicre adezyon genleri
[ P
diisiik
Klaudin disiik
CDH1 diisiik
PIK3CA-
AKT-
KRAS-




2.7. MCF-7 Hiicre Hatt1

MCEF-7 hiicreleri ilk kez metastatik meme kanseri olan 69 yasinda bir hastanin plevral
eflizyonundan Dr. Soule tarafindan ¢ogaltilmistir (110). Admi Michigan Cancer
Foundation’dan (MCF-7) almaktadir. Diinyada en ¢ok ¢alisilmis meme kanseri hiicre hatti olma
Ozelligine sahiptir (111). Hiicre hatt1, strojen reseptdrii alfa’ya (ER- o)) sahip olan nadir meme
kanseri tiplerindendir. MCF-7 hiicreleri agresif olmayan ve metastaz potansiyeli diisiik bir

yapiya sahiptirler. Luminal A tip meme kanseri grubunda siiflandirilmistir (112).

2.8. Tyot

Iyot elementi, insan viicudunda pek cok siirecte etkisi olan, tiroid hormonlarinin yapiminda
kullanilan eser bir elementtir. Tiroid bezi ise iyodun viicutta islenmesinden sorumlu, boyun
bolgesinde yerlesik kelebek seklinde olan ve sahip oldugumuz en biiyiik endokrin bezdir. Temel
islevi iyodu kullanarak tiroid hormonlari tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) Giretmektir (113).

Iyot, gebeligin olustugu andan, bebek diinyaya gelinceye kadar ve daha sonra da tiim
yasam boyu ¢ok 6nemli bir besin dgesidir (114). Normal tiroid fonksiyonlarinin karsilanmasi
i¢in tavsiye edilen giinliik iyot miktari; bebeklerde 90 pug/giin, 6-12 yas cocuklarda 120 pg/giin,
yetigkinlerde 150 pg/giin, gebelik ve siit verme durumunda ise 250 pg/gindir. Gelismis
tilkelerde sofra tuzuna iyot eklenmesi ile giinliik alinan miktar 500 pg’a kadar ¢ikmistir (115).

Insanlar giinliik iyot ihtiyaglarmin yaklasik %90' 11 gidalardan, geri kalanini ise sudan
saglamaktadir. Iyodun besinsel kaynaklar1 arasinda iyotlu tuz, deniz iiriinleri, siit iiriinleri,
yumurta, tahillar, patates ve bazi ilaclar (Amiodaron ve mineral tabletleri) sayilabilir. Deniz
boriilcesi gibi deniz kiyis1 bitkileri de zengin iyot kaynaklaridir. Bir deniz yosunu tiirii olan kelp
en yiiksek iyot miktarina sahip deniz iiriiniidiir (116). Uretim sirasinda kalsiyum iyodat ve
potasyum iyodat gibi katki maddeleri eklenirse sofra tuzu da 6nemli bir iyot kaynag1 olmaktadir
(117).

Yiiksek iyot iceren besinler oldugu gibi, iyotun kullanimini engelleyen bazi besinler de
bulunmaktadir. Lahana, karnabahar ve turp gibi bazi sebzeler, potansiyel guatrojenler olan
glukozinolatlar (tiogluozitler) igerirler. Bu besinlerden ¢ok fazla tiiketilmesi iyot alinmasini
engeller ve dolayisiyla guatr gelisimine yol agabilir (118).

Iyot eksikligi fetal ddnemden yetiskinlige kadar her dsnemde insan sagligii olumsuz
etkileyebilir. Fetal donemdeki iyot eksikligi temelde annedeki iyot eksikliginden kaynaklanip
plasenta dekolmani, preeklampsi, erken dogum yenidoganda konjenital hipotiroidizm gibi

komplikasyonlara neden olabilir. Konjenital hipotiroidizmin siddetli bir formu kretenizme yol
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acabilir. Kretenizmin klinik tablosu, ciddi zihinsel ve fiziksel gerilik, sagirlik, konusamama ve
motor spastisiteyi igerir (119).

Cocuklarda ve ergenlerde iyot eksikligi siklikla guatra yol agar. Guatrin gériilme sikligi
ergenlikte pik yapar ve kizlarda erkeklere gore daha sik goriiliir. Iyot eksikligi (Idrarla iyot
atilim1 100 pg/giin' den az), ¢ocuklukta potansiyel olarak dnlenebilir zeka geriliginin ana nedeni
olarak bilinmektedir (120). Siddetli iyot eksikliginden etkilenen bolgelerde yasayan ¢ocuklarda,
iyot eksikligi olmayan bolgelerdeki yasitlarina gore zeka katsayilarinin (IQ) yaklasik 13,5 puan
daha diisiik olabilecegi bildirilmistir. Bu zihinsel yetersizlik, ¢ocugun 6grenme kapasitesi,
topluluklarin yasam kalitesi ve ekonomik fiiretkenlik iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir
(121).

Yetersiz iyot alimi yetiskinlerde de guatr ve hipotiroidizme neden olabilir.
Hipotiroidizm yetigkinlerde beyin tizerinde ¢ocuklara nazaran daha az etkiye sahiptir. Ancak
arastirmalar, hipotiroidizmin egitilebilirlikte ve is verimliliginde diismelere, sosyal ve
ekonomik basarisizliklara yol agtigimi gostermektedir (122). Bu kadar ciddi bireysel ve
toplumsal etkilere sahip iyot eksikligi, dnlenmesi en kolay ve en ucuz hastaliklar arasindadir.
Insanlarin her giin tiikettigi tuza, sabit miktarda iyot ilavesi yeterlidir.

1994 yilinda DSO, UNICEF (Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu) ve ICCIDD
(Uluslararas Iyot Eksikligi Bozukluklarinin Kontrolii Konseyi) is birligi icinde iyot eksikligi
bozukluklar1 igin ana stratejiyi, yani Evrensel Tuz lIyotlandirmasini &nermistir (123).
Polonya'da 1996'da yeni bir iyot profilaksisi modeli tanitilmistir; model ev tipi tuzlara, yeni
dogan formiil mamalarina zorunlu olarak iyot eklenmesini ve hamile ve emziren annelere ek
iyot takviyesi verilmesini igermektedir. Bu model, okul ¢agindaki ¢ocuklarda endemik guatrin,

daglik alanlarda kretenizmin ortadan kaldirilmasina yardimci olmustur (124).

2.9. Iyot Metabolizmasi

Yetiskinlerde normal tiroid islevlerinin stirdiiriilmesi i¢in diyetle giinliik en az 150 pg iyot
alinmalidir. Ana iyot kaynaklarindan biri olan sofra tuzunun iyotlanmasi i¢in kullanilan iyodat
tuzlar1 (I03) emilmeden 6nce bagirsakta iyodiire (I) indirgenir. Iyodiiriin biyoyararlanimi
%90°’dan fazladir (125) (126). Diyetle alinan giinliik yaklasik 500 pg iyotun emilimi
gastorintestinal (Mide ve duedonum) sistemde gergeklesir (127). Bagirsak emilimine ek olarak,
tiroid bezi ve periferal dokularda (Toplam iyotun yaklasik %20-30’u ) tiroit hormonlarinin (T4
ve T3) deiyodinasyonu ile agiga ¢ikan iyot da kan dolagiminda mevcut olan iyodiir seviyesine

katkida bulunmaktadir (128). Insan viicudunda iyot, I, I, triiyodiir (I3), 10" hipoiyoddz asit
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(HIO), iyot anyonu (HI20"), ve iyot baglayan tiroid hormonlar1 ve iyodolipidler gibi formlarda
bulunur (129)

Emilen iyot inorganik iyodiir tuzu formundadir. Hemen hemen tamamen (>%90)
emilim gergeklesir ve bir saatte tamamlanir (127). Daha sonra kan damarlar1 yoluyla plazma
inorganik iyot havuzuna gonderilir. Plazma iyodunun yarilanma omrii 8-10 saattir (130).
Plazma inorganik iyot miktari 0,8-6 pg/L’dir. Idrardaki iyot miktar1 da plazma ile uyumludur.
Diyetle alinan iyotun %90'mdan fazlasi 24-48 saat i¢inde idrarla atildigindan bir
poplilasyondaki iyot yetersizligi durumunun belirlenmesi gerekiyorsa, idrar iyot diizeyleri (spot

veya 24 saatlik) eksikligin saptanmasi i¢in uygun ve kolay bir yontemdir (131).

’ Diyet kaynakl iyot ‘
EEE— | GIsemilimi |
Tiroid bezi l/}
( Plazma iyot B Kanidol g
¢ havu_zu
|7+ Tyrosine ‘_@—* Bobrek atilimi
Plazma tiroid T
hermonlan =~~~ | Deiyodinasyon ve
¢ / doku yikilimi
Periferal metabolizma

Sekil 2.11. Viicutta iyodun islenmesi (132)

Plazma iyodu, baslica tiroid hormonu (Triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4)), yapiminda

kullanmak amaciyla tiroid bezi tarafindan tutulmaktadir. 6-12 mg’a kadar olabilen total viicut
iyodunun % 90 kadarini tiroit igindeki iyot olusturur (133).
Dolasimdaki iyodiiriin 4/5°1 bobrekler tarafindan hizla atilirken, 1/5°1 ise tiroid hormonlarinin
yapiminda kullanilir. Tiroid hormonlarinin normal hizda yapimi ve salgilanmasi i¢in tiroide her
giin yaklasik 120 pg iyot girer. Tiroid 80 pg iyodu hormon yapiminda kullanir, 40 pg iyot
dolasima geri donmektedir. Dolasimdaki T3 ve T4 karaciger ve diger dokularda metabolize
edilir, bu yolla giinde 60 pg iyot geri kazanilir. Ayrica idrarla atimindan sonra bir kisim iyot da
bobrekler tarafindan sisteme geri dondiiriiliir. Bazi tiroid hormon tiirevleri safrada atilir ve
iclerindeki bir miktar geri emilse de digki ile 20 pg iyot kayb1 olur. Hiicre dis1 sivilara katilan
toplam iyot miktarinin (600 pg) %20’si tiroide girerken %80°1 idrarla atilir (4).
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Sekil 2.12. iyodun viicudumuzda giinliik hareketi (4)

Kan damarlar yoluyla tiroide gelen iyot, tiroid hormon sentezinde kullanilmak ve
kolloid sivida depolanmak iizere dnce hiicre i¢ine sonra da folikiil liimenine tasinmaktadir.
Tasinma NIS (/SLC5A5) ve anyon degistirici pendrin ((PDS)/SLC26A4) molekiilleri sayesinde
iki adiml1 transport sistemi ile saglanir.

1. Plazmadan folikiil hiicrelerine iyodiir ge¢mesini saglayan folikiiler epitel

hiicrelerinin bazolateral membranin da bulunan NIS tasima sistemi

Iyodiiriin NIS tarafindan zar boyunca tasinmasi, Na+/K+ ATPaz tarafindan gergeklesen,
hiicre disindan hiicre igine bir elektrokimyasal sodyum gradyani gerektirir. Bu aktif tagima
mekanizmasina “iyodiir pompasi” denir. NIS aktivasyonu tiroid stimiilan hormon (TSH) ile
arttirilir ve tiroit hormonlarinin sentezinde hiz sinirlayici basamaktir.

2. lyodiiriin folikiil liimenine gegmesini saglayan Kloriir/Iyodiir Antiporter sistemi

Epitel hiicresine alman iyodun tiroid folikiiler hiicresinin apikal membranint gecerek
kolloide girmesini saglayan pasif tagima sistemidir. Bu tasinma islemi Pendrin olarak

isimlendirilen bir "CI" /I" " degistirici bir protein araciligi ile gergeklesir (134).
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Sekil 2.13. Sodyum /iyodiir Simporter ve Kloriir /fyodiir Antiporter sistemi (135)

2.9.1. Tiroit Hormon Sentezinde Iyot

Na+K+-ATPaz tarafindan olusturulan sodyum gradyani, NIS'in iki sodyum iyonunu bir
tyodiirle birlikte tiroid folikiiler hiicrelerine aktif olarak tasimasina olanak tanir. Hiicrelerin
icinde sikisan iyodiir, Pendrin tarafindan tiroid folikiiliiniin kolloidine taginir. Tiroglobulin
(TG), tiroid hiicrelerinde {iretilir ve endoplazmik retikulum graniillerinin ekzositozu ile kolloide
aktarilir. Tirositin apikal ylizeyinde, tiroid peroksidaz (TPO), ikili oksidaz 2 (DUOX2)
tarafindan tiretilen hidrojen peroksit (H20>) ile aktif hale gelir ve iyodiirii (I') oksitler (Sekil
1.13.) ve onu tiroid hormon iiretimi i¢in matriks glikoproteini olan TG iizerindeki tirozin

kalintilarina baglar.

Iyodiiriin TG yiizeyindeki mono ve di-iyodotirozin kalintilarma (MIT, DIT) dahil
edilmesini ve bunlarin tiroid hormonlar1 T3 ve T4 olusturmak {izere birlesmesini i¢eren bu
baglanma reaksiyonlarna TG’in  “organifikasyonu” adi verilir (133) Baglanma
reaksiyonlarindan elde edilen ilk iiriin monoiyodotirozindir (MIT). MIT daha sonra karbon 5
pozisyonundan iyotlanarak diiyodotirozin (DIT) olusturur. T3, bir DIT ve bir MIT’ in
birlesmesi ile T4 ise iki DIT molekiiliiniin ile birlestirilmesiyle iiretilir (136). Iyodotirozin
dehalojenaz (I'YD), deiyodinasyonla tirozin kalintilarina bagh kullanilmayan iyodiir parcalarini

geri dontstiirtir (137).
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Sekil 2.14.Tiroid hormon sentezinde gorevli enzimlerin sematik gosterimi (138)

Tiroid hormonlar1 ve TG, makro ve mikropinositoz yoluyla tiroid folikiiler hiicreleri
tarafindan endositozla alinana ve lizozomlarda sindirilene kadar kolloidde depolanir. Ihtiyag
halinde tirositlerin bazolateral yilizeylerinde bulunan tiroid stimiilan hormon reseptorii (TSHR)
araciligryla hipofizden TSH salgisi uyarilir (139). Lizozomal enzimler TG’den T4 ve T3’i
ayirir ve hiicrelere tasimak lizere kan dolasimina salinir (140). Tiroid hormonlari kan
dolagimina monokarboksilat tasiyict 8 (MCTS) tarafindan verilir. Bu hormonlar dolagimda

biiyiik oranda TG, albiimin, transtiretin ve lipoproteinlere baglanarak tasinirlar (139).

28


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lysosome

Tirold ol Wicres oo oncpogRoob
(D) Troglobulia sentealend|bien sona -l\ "
Q folikal G nindeld kollode gecer
Kical Damar ~ P
Folikal ll.m!m‘n (0
o iyot kelloide girec
tirogloboknin yapsindati
dirozine baglany
‘e DITve M clogur
— 4 _: i ,
lyor- Biyortotvioms @ lodun  Atfiflesmis o | [ [Tioslobulia
(attd 'trlurw'u oksidasyonu iyet . / DIT (Tz) MIT (Tq
vo “ gy @ olla bagenan ficozinler
..‘____“ - - birleserel T2 ve TY'3
To ol glarer
< ® Tiroglobulin endositoa
“e—T4 3' enzii ler lizozoma baglanr
®ticoglobulinden TAve T3 q, 1
aywr ve hiaelere fanamat
ﬁroﬁharnmm 2ere kgn dolagiming sshav

Sekil 2.15. Tiroid hormonu sentezi, iyodiir alimindan kan dolasimina serbest tiroid
hormonlarimin salinmasina kadar sematik gosterimi (141) makaleden uyarlanmistir.

T3 ve T4 hormonlar1 Tiroglobulin tarafindan 2-3 ay yetecek kadar folikiilde depo
edebilir. Bu nedenle hormon sentezi durdugu zaman, yetersizlik belirtileri ilk birkag ay

gbzlenmez (142) Insan tiroidi giinde 80 ug T4, 4 pg T3 ve 2 pg RT3 (Reverse T3) salgilar (143).

2.10. Meme Dokusu ve Iyot iliskisi

Tiroit disinda laktasyondaki meme bezleri, mide mukozasi, serviks, tiikiiriik bezleri, koroid
pleksus, sinir sistemi, goziin siliyer tabakasi, gozyasi bezleri, timus, deri, plasenta, over, uterus,
prostat ve pankreas gibi iyodu kullanan ve konsantre eden dokular da bulunur (142).

Iyot birikimi, emziren meme bezinde tiroide kiyasla ¢ok daha hizlidir. 2000 yilinda
Tazebay ve ark. tarafindan bu iyodiir birikiminin emziren meme bezinde eksprese edilen NIS
proteini ile iligkili oldugu gosterilmistir (144).

Normal meme dokusunda NIS gen ifadesi, tiroid bezindeki devamli NIS gen ifadesinin
aksine, yalnizca gebeligin sonlarinda ve emzirme déneminde gozlenir. Memede iyot birikimi,
emzirme déneminde ve neonatal gelisimde 6nemli rol oynamaktadir. De la Vieja’ nin derleme
caligmas1 rehberliginde, bu konu ile ilgili diger yayinlar gozden gegirildiginde meme
dokusunun epitel hiicrelerinde de tipki tiroid epitel hiicreleri gibi iyot biriktigi gorilmektedir.
Laktasyondaki meme dokusunda kandan hiicre igine ve siit salgisina iyot transferi NIS ve

Pendrine ek olarak anoktamin 1 (ANOI), kistik fibroz transmembran iletkenlik diizenleyici
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(CFTR) ve sodyum multivitamin tastyict (SMVT) proteinlerin dogrudan katilimi ile
gerceklesmektedir (145) (146).

Siite tasinan iyot (1Y), laktoperoksidaz (LPO) adi verilen spesifik bir peroksidaz
araciligiyla alinir; bu peroksidaz sayesinde oksitlenir ve serbest iyotla birlikte siite salgilanan
laktoprotein kazeine baglanir (144). Ek olarak, LPO, ksantin oksidaz (XO) tarafindan {iretilen
H.0, 'yi kullanarak meme ve bebek enfeksiyonlarim &nlemek icin hipoiyodit (107 ve
hipotiyosiyanit (OSCN” iiretir (147).

Laktasyondaki Meme Bezi

Meme bezi

Epital siit
salgilayan
hiicreler

Sekil 2.16. Emziren meme bezinde I'metabolizmasina sematik genel bakis (148)

2.11. lyot ve Meme Hastahklarmn iliskisi

Iyot ve meme dokusu arasinda iliski olabilecegi fikri ilk olarak, Asya kdkenli kadinlarin diger
toplumlara nazaran daha az meme kanserine yakalanmastyla 6ne siiriilmiis, diyetlerinin ytiksek
miktarda deniz {irlinli igermesinin buna etken olabilecegi diislinceleri yogunlagsmistir. Yapilan
epidemiyolojik c¢aligmalarda iyotca zengin (Bati'dakinden 25 kat daha fazla) beslenen
toplumlarda gorece diisitk meme kanseri gozlendigi teorisi daha da kuvvet kazanmistir (149).
ABD'ye gelen Japon go¢menlerde, ardisik nesillerde goriilen meme kanseri insidansindaki
kademeli yiikselmenin, ABD'deki beyaz kadinlarinkine benzerlik gostermesi diyet baglantisina
dair kanitlart kuvvetlendirmistir (150).

Iyot igerigi yiiksek Gim (Porphyrasp) ve Miyeok (Undaria pinnatifida) (Koreliler
tarafindan en ¢ok tiiketilen deniz yosunlari) tiiketiminin de meme kanseri riskinde azalmaya
neden oldugu bir vaka kontrol ¢alismasiyla gosterilmistir (151). Bu toplumlarin zaman iginde
g0¢ etmesi ve bat1 diyetini benimsemesi ile ileri kusaklarda meme kanseri oranlarinda yiikselme
gozlenmistir (152). Bu veriler meme kanserine yakalanmada iyot zengin beslenmenin koruyucu

bir etkisi olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
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Iyodun normal meme bezinin biitiinliigiine, biiyiimesi ve gelismesine katkida bulunan
bir molekiil oldugu bilinmektedir. Ornegin meme bezi embriyogenik olarak ilkel iyodiir
konsantre ektodermden koken almistir (153).Ayrica emziren kadinlarin meme dokusunda
iyodun taginmasindan sorumlu NIS ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (154-156) Ayrica
patolojik olarak, meme kanseri olan hastalarin meme dokusunda, emzirmeyen saglikli
bireylerin meme dokusuna kiyasla NIS ekspresyonun arttig1 belirtilmistir (144, 157)

Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalardan birinde ratlarda diyet veya farmakolojik
olarak iyot eksikliginin meme dokusunda atipi ve displaziye neden oldugu gézlemlenmistir.
Ayrica erken donem iyot tedavisi ile de iyot eksikliginden kaynaklanan displazinin tersine
cevrilebildigi saptanmistir (158).

Cesitli hayvan ¢alismalarinda da, kimyasal olarak indiiklenen meme tiimérlerinde ve
meme kanseri hiicre hatlarinda iyot ve iyot iceren cesitli bilesiklerin antineoplastik etkiler
gosterdigi, proliferasyon hizini azalttigi ve invazyon belirteglerinin seviyelerinde azalmalara
neden oldugu, apoptozu indiikledigi gosterilmistir (159) (160) (161).

Iyodun meme dokusundaki antiproliferatif etkisine ek olarak lipoperoksidasyonda da
onemli bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Iyot, tiroidde iyodolakton adi verilen
iyodolipidlere baglanir. Bu molekiiller meme bezinin proliferatif kontroliinde rol
oynamaktadirlar (162).

Bu veriler, son yillarda 6zellikle daha saglikli bir yasami hedefleyen insanlarin odak
noktasindaki homeopatik tedavi uygulamalarinda iyot kullanimmin 6ne ¢ikmasi ile iyodun
insan meme kanseri hiicreleri tizerinde indiikleyici ya da baskilayici etkisini aragtirmak igin bir

¢ikis noktasi olmustur.

2.12. Ki-67 ve Meme Kanseri Iliskisi

Ki-67, patolojide, pek ¢ok tiimoriin tanisinda varhigi ve diizeyi proliferasyon belirteci olarak
incelenen bir proteindir. Sadece ¢cogalan hiicrelerde bulunan bu protein, niikleer bir protein olup
ilk olarak 1983 yilinda Gerdes tarafindan Hodgkin lenfoma hiicre ¢ekirdeklerinde
tanimlanmustir (163).

Insanlarda MKI67 geni tarafindan kodlanan Ki-67 proteininin 320 ve 359 kDa
agirhiginda iki izoformu vardir (164). Gen bolgesinin varyantlart MK167-201 (11417 bp, 2896
aa) ve MKI167-202"dir (12716 bp, 3256 aa) (165)

K-67 hiicre dongiisiiniin Go faz1 harig, her fazinda (Gy, S, G2 ve M) degisen miktarlarda

ifade edilmektedir. Go’da ifade edilmeyen Ki-67’nin, hiicre interfaza girdiginde G1 fazinin ilk
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donemlerinde minimal diizeyde ifade edildigi, G1’in sonlarina dogru énce mRNA diizeyinde
ardindan protein diizeyinde ifadenin hizli bir sekilde arttig1 gosterilmistir (Sekil 2.17.) (166)
Ki-67, hiicrelerin boliinme siirecinde gézlenen bir protein olsa da son genetik ¢alismalar
Ki-67 kaybinin hiicre proliferasyonu tizerinde ¢ok az veya hig etkisi olmadigini savunmaktadir.
Bu calismalarin bulgularina gore, Ki-67 nin fonksiyonlar1 hiicre boliinmesinde kromatin
yapmin saglam bir sekilde boliinme evresine uygun davranmasini organize etmek (167),
kromozomlarin mitotik ige baglanmasi ve bireysel kromozom hareketleri, niikleer zarfin
parcalanmasindan sonra mitotik kromozomlar1 birbirinden ayr1 tutan yiizey aktif (Surfaktan)
bir madde gibi davranmak, protein fosfataz 1’e baglanarak perikromozomal protein bélmesinin

olusumu (166) ve ribozomal biyogenezdir (168, 169).
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Sekil 2.17. Ki-67’nin hiicre dongiisiinde mRNA ve protein ifadesi (170)

Hiicre dongiisii boyunca takip edildiginde, Ki-67 hiicre ¢ekirdeginde hiicrenin oldugu
faza gore farkli kiimelenme paternleri gostermektedir. Mitozda proteinin ¢ogu kromozomlarin
ylizeyine taginmakta ve anafaz ve telofaz sirasinda 6nemli 6lgiide azalmaktadir (171, 172)
Proteinin yart omrii 90 dakikadir (173). O yiizden protein sentezinin 60 dk. siireyle

baskilanmasi Ki-67 seviyelerinde anlamli bir diigmeye neden olur (174).
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Sekil 2.18. Ki-67 proteinin hiicre dongiisiiniin farkh evrelerinde goriiniimii (175)

DAPI
Ki-67

Mitosis —» EarlyG1 —» Mid G1 —» Late G1
Sekil 2.19. Ki-67 proteinin hiicre dongiisiiniin G1 ve M evrelerinde goriiniimii (176)

Rutin laboratuvarda immiinohistokimyasal yontemlerle boyanarak skorlanan Ki-67’nin,
tiimdr hiicre popiilasyonu icindeki oran1 degerlendirilerek tiimoér tani ve takibinde kullanilir
(Sekil 2.20). Ki-67 analizi i¢in gelistirilen alternatif gorsel ve otomatize metotlarin ¢ogunun
temelinde Ki-67 pozitif hiicrelerin timor kitlesi (Hot spot) igindeki orani dikkate alinir.
IKWG’nin (International Ki-67 in Breast Cancer Working Group) Onerisine gore klinik
anlamlilik olarak da %5’in alt1 ve %30’un tizerindeki degerler klinik karar verilirken anlamli

kabul edilir (177). Asagida Ki-67 pozitif hiicrelerin bir skorlama 6rnegi goriilmektedir.
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Sekil 2.20. Cesitli tiimor dokularinda Ki-67(IHC) skorlarinin yorumlanmasi.

(A) Servikal CIN 11l ( Ki-67 pozitif oram %90, (B), Mozaik tipte bir doku 6rnegi (infiltratif duktal meme
karsinomu)(Ostrojen reseptorii pozitif oram1 %90, (C) Gastrik tiibiiler adenokarsinom (Ki-67 pozitif oram
%70), (D) Mezenkimal bir doku (Farklilasmamis sarkom) (Ki67 pozitif oram %70) (178)

2.13.  Ki-67’nin Meme Kanseri Klinigindeki Onemi

Ki-67’nin genel olarak meme kanseri tani ve takibinde nasil kullanilabilecegi, teknigin
sinirlamalari ve testin degerlendirilmesi IKWG tarafindan sdyle degerlendirilmistir:

1) Daha fazla adjuvan kemoterapinin gerekli olup olmadigina iliskin erken evre
hastalikta prognozu tahmin etmek,

2) Kemoterapinin aktif olup olmayacagini tahmin etmek,

3) Neoadjuvan endokrin veya kemoterapi sirasinda veya sonrasinda hastalari izlemek
ve secilen rejimin ise yaraylp yaramadigini veya bir alternatifin diisiiniilmesi gerekip
gerekmedigini belirlemek (177)

Ki-67 seviyelerinin 6nemsendigi diger konular da rekiirrens ve sagkalim siiresidir.
Yapilan bir korelasyon caligmasinda, Ki-67 seviyelerinin %15°ten yiiksek oldugu vakalarda
hastalarin %30-40’1nda niiks gozlendigi, Ki-67, %]15’in altinda olan hastalarda sagkalim
stiresinin uzadig bildirilmistir (179).

Bir diger ¢alismada Luminal A tipi tiimérlerin ortanca Ki-67 indeksi %17, luminal B

tipi tlimorlerin ortanca degeri ise %29 bulunmustur. HER2 tiimérlerinin Ki-67 indeksi %40,
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ticlii negatif tiimdrlerinki ise %50 olarak bildirilmistir. Daha ytiksek Ki-67 indeksi, daha ytiksek
bir malignite derecesi ile iligskilendirilmistir. Ki-67 indeksi daha yiliksek olan hastalarda
hastaliksiz sagkalim (DFS) ve genel sagkalim oranlar1 ise anlamli derecede diisiik tespit
edilmistir. Ustelik rekiirrens siiresinde de énemli bir fark oldugu bildirilmistir (180).

Ki-67 indeksinin tiimoriin boyutu ve lenf nodu metastazi ile iligskilendirildigi dolayisiyla
prognozun gidisatin1 degerlendiren bir ¢alismada da pozitif bir korelasyon bulunmustur (181).

Calismamizda kullanilan MCF-7 hiicre hattinda Ki-67 pozitifligi %90 civarinda
bildirilmistir (182).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu ¢aligmada meme kanseri modeli olarak, ticari satis1 yapilan MCF-7 (ATCC Kat No.HTB-
22) hiicre hatti kullanildi. Tibbi Biyoloji A.D. stoklarinda, s1v1 azotta (-196°C) depolanan MCF-
7 hiicreleri hizla 37°C’de ¢dzdiiriilerek dnceden 1sitilmig tam medyum (Dulbecco'nun Modifiye
Eagle’'s Medyumu (DMEM) + %10 fetal sigir serumu (FBS) + %1 Penisilin—streptomisin)
cozeltisine alind1. Hiicreler %5 karbondioksitli (COz) inkiibatorde, 37°C' de 4 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda flasktaki DMSO (Dimetil siilfoksit) iceren medyum uzaklagtirilip yerine
taze 1sitilmis medyum eklenerek, hiicreler cogalmak {izere inkiibatore geri konuldu. MCF-7
hiicreleri hiicre kiiltiirii ile cogaltilarak, ardisik pasajlar1 deneylerde kullanilda.

Hiicreler diizenli olarak belli araliklarla invert mikroskopta (Olympus, Tokyo, Japonya)
cogalma ve kontaminasyon i¢in takip edildi. Hiicrelerin canlilik ve ¢ogalma durumuna
bakilarak ortalama 2 giinliik araliklarla medyum degisimi ve haftada 1 kez pasaj yapildi.

Hiicrelerin  T75 flaskin dibinden kaldirilmas: i¢in  %0,25’lik  Tripsin-EDTA
soliisyonundan 3 ml eklendi ve 8-10 dakika kadar 37° C’de inkiibatdrde bekletildi. Mikroskopta
hiicrelerin ylizeyden ayrildiklar1 ve hiicre kiimelerinin dagildigi gézlendiginde taze 1sitilmig tam
medyum (1 ml tripsin i¢in en az 5 ml medyum) eklenip, tripsinin etkisi inhibe edildi. Hiicre
cozeltisi yeni flasklara porsiyonlanip, iizerlerine son hacim 10-12 ml olacak sekilde taze
medyum eklendi. Hiicreler mikroskop ile kontrol edildi. Kiiltiir flasklar1 iizerine hiicre tipi,

pasaj sayis1 ve tarih yazilarak, 37°C’ye CO:’li inkiibatore kaldirildi.

3.2. Calisma Gruplari
Calismada iyot uygulama gruplari ile birlikte 8 grup belirlenmis ve asagida verilmistir:

Grup 1: Kontrol grubu
Grup 2: Alkol grubu (Final konsantrasyonu % 1,2)
Grup 3: 1 mM Iz grubu
Grup 4: 2 mM |2 grubu

Grup 5: 3mM Iz grubu
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Grup 6: 1 mM I>+KI grubu
Grup 7: 2 mM I2+Kl grubu

Grup 8: 3 mM I+KI grubu

3.3.  lyot Uygulamalar:

Proje teklifi verildiginde iyodun iki formunun kullanilacag: bildirilmistir. Iyodiir (I2) ve lo+
Potasyum lyodiir (KI) karigimi.

Proje teklifinde verilen iyot dozlart 10-20 mmol/L= 10-20 mM dir.

[lk MTT denemelerinde yukaridaki iyot dozlar1 uygulanmis ancak ¢ok yiiksek oranda hiicre

6liimiine sebep oldugu i¢in daha diisiik dozlarla MTT deneyleri tekrar edilmistir.

e Iyodun kiitle numaras1 126,90477 g/mol, molekiiler agirhg: (I2) ise 253,81 dir.

e | stok ¢ozeltisi 250 mM olarak etanolde ¢oziilerek hazirlandi.

e Potasyum Iyodiir (KI) molekiiler agirligi 166,00 dur.
o KI stok ¢ozeltisi 250 mM olarak distile suda hazirlandi.

Calismamizda I>+KI uygulanacak kuyucuklara yukarida verilen iyot ve potasyum
tyodiir c¢ozeltilerinden esit miktarlarda konularak hedeflenen konsantrasyon elde edilmeye

calisildi.

3.4.MTT

MTT deneyi, MTT (3-(4,5-dimetil tiazol-2-yl)-difeniltetrazolyum bromid) bilesiginin
tetrazolyum halkasin1 parcalayabilmesi 6zelligine dayanir. MTT canli hiicreler tarafindan
absorbe edilir ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor
renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Bu reaksiyon yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde gerceklesir. Bu da hiire canliliginin bir belirteci olarak kabul edilir
ve olusan renk spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda o6lgiilerek yasayan hiicre sayisi ile
iliskilendirilir. MTT deneyi i¢in kullanilan 96 kuyucuklu kiiltiir plaginin numaralandirilmasi

(Sekil 3.1) asagida verilmistir.
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Sekil 3.1. MTT deneyinde kullanilan 96 kuyucuklu kiiltiir plagimin numaralandirilmasi

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler

1. MTT (PBS (Phosphate buffered saline) i¢inde 5 mg/ml) Final Kons.0,5 mg/ml
2. DMSO
3. Glisin Tamponu
NaCl molekiil agirligt 58,443 g/mol
Glisin molekiil agirligi 75,07 g/mol
¢ NaCl ve Glisin final kons.100 mM olarak distile suda ¢6ziildii.

pH:10,5 olacak sekilde NaOH eklenerek final hacmi 10 ml ye tamamlandi.

Calismada iyot uygulamasi biten hiicre kiiltiir plaklarinda her kuyucuga 110 uLL MTT
(10 uL MTT + 100 pL Tam Medyum) ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich M2128, ABD), eklenerek 2
saat siireyle CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda MTT ¢odzeltisi
kuyucuklardan aspire edilerek yerine 200 uL DMSO ve 25 uL glisin tampon ¢ozeltisi eklendi.
Kuyucuklarin optik dansisiteleri (OD) mikroplaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD)
570 nm dalga boyunda okutuldu. Hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiile gore
hesaplandi.
Hiicre Proliferasyonu= OD test-OD Blank/OD Kontrol-OD Blank)*100
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3.5. Migrasyon Deneyi

Iyot ve I2+KI’m hiicre migrasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in wound healing (yara
iyilesme) deneyi kullanildi. Bu amagla, MCF-7 hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir plaklara ekildi
ve kuyucuklarin %90-95'lik doluluk oranina ulasmasi beklendi. Daha sonra kuyucuklardan
medyumlar aspire edilerek steril 200 pL'lik bir pipet ucu ile kuyucuklar dikey olarak ¢izildi.
Hiicre artiklarini uzaklastirmak amaciyla kuyucuklar steril ve 1sitilmis PBS ile yikandi. Kontrol
grubu i¢in normal tam medyum, diger kuyucuklar i¢in de 1, 2 ve 3 mM iyot ¢ozeltileri i¢eren
medyum ilave edilerek, kuyucuklarin 0.saat mikroskop goriintiileri alindi. Hiicreler 24 saat
boyunca iyot ¢ozeltilerine maruz birakildi. 24. saat goriintiileri alinirken iyot gruplarinda
yiiksek oranda hiicre kayb1 gozlendiginden deney 24. saatte sonlandirildi ve 24. saat goriintiileri

alindi. Cizim alanlarinda ImagelJ.1.47 goriintiilleme programi ile 6l¢iim yapilarak sonuglar
kaydedildi.

3.6 Koloni Formasyon Deneyi

Koloni formasyon deneyi i¢in kullanilan 6 kuyucuklu plakanin numaralandirilmasi asagida

verilmistir. (Sekil 3.2)

000
000

Sekil 3.2. 6 kuyucuklu deney plakasi
Kristal Viyole ¢6zeltisi (%0.5°1ik)
1. Kiristal viyole 0,5 g. (Sigma Aldrich)
2. Metil alkol (% 96) 20 mL.
3. Distile su 80 mL.

Her deney grubu i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarina, her kuyuya yaklasik 50 hiicre/ml olacak

sekilde hiicre ekildikten sonra 1 gece stire ile hiicrelerin yapismasi beklendi. Stire sonunda 1, 2
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ve 3 mM Iz ve I2+KI uygulamalart yapildi. Hiicreler 48 saat siire ile 37°C de inkiibe edildi. 48
saat sonunda iyotlu medyumlar aspire edilerek kuyucuklara taze medyum eklendi. 14 giin
boyunca hiicrelerin 3 giinde bir besiyerleri degistirilerek inkiibe edildi. On dort giiniin sonunda
kontrol kuyucuklarindaki koloniler degerlendirilebilir hacme ulasinca tim kiltiirler
sonlandirildi. Kolonilerin boyanmasi i¢in kuyucuklar 1X PBS ile 3 kez yikandi. Devaminda
fiksasyon ig¢in hiicreler -20°C’de sogutulmus 1:3 oraninda asetik asit-metanol ¢ozeltisi ile 20
dakika muamele edildi. Fiksasyon uygulamasi bittikten sonra kuyucuklara 1 ml %0,5’lik kristal
viyole ¢ozeltisi eklendi. 15 dakika boyunca karigimda tutulan hiicreler, su ile yavasga yikandi
ve kurumaya birakildi. Minimum elli hiicreden olusan gruplar koloni olarak kabul edildi ve

mikroskopta sayimlar1 gerceklestirildi.

3.7. 3D Sferoid Kiiltiirii

3D kiiltiirtin ilk denemesinde 24 saatlik drop kiiltiir yapildi. Proje teklifinde verilen ilk
iyot dozlar1 (10 mmol/L ve 20 mmol/L) kullanildi. Deney sonucunda hiicre agregasyonu yeterli
bulunmadigindan agaroz kaplama yapilarak 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarinda deneyin tekrar
gerceklestirilmesine karar verildi. Her iki dozda da MTT sonuglari ile uyumlu ve hiicre 6liimiine
bagli olarak sferoid olusumunun bozuldugu gozlendi.

Sonraki agsamada MTT sonucunda karar verilen 1, 2 ve 3 mM dozlara gecildi. Bu
deneyde 96 kuyucuklu plaklarda her kuyucuk %0,75 agaroz ile (Kuyu basina 50 uL)
kaplandiktan sonra yarim saat siire ile UV 151k altinda steril edildi. Siire sonunda kuyucuklara
belirlenen dozlarda iyot eklenmis medyumlar iginde hiicre siispansiyonlar1 eklendi. Kiiltiir
plaklart CO2’li inkiibatore kaldirildi. 48. saat sonunda her kuyucuktan goriintii alindi ve

goriintiilerde sferoidin kapladigi alan ve yogunlugu Zen yazilimi yardimiyla hesaplanarak
kaydedildi.
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3.8. Ki-67 immiin floresan Boyama

Immiin floresan bovada kullanilan cozeltiler:

1.

%2’lik PFA (Parafolmaldehit) ¢ozeltisi

Igr PFA 50 ml 1xPBS de ¢oziilerek hazirlandi. (Cozeltide tortu kalmamasi igin 1siticili

manyetik karigtiricida 65-70°C” de ¢ozlinmesi saglandi.)

2.

Permeabilizasyon ¢ozeltisi

%1 BSA (Bovine serum albumin), %0,5 Triton-X 100 igerecek sekilde, 1xPBS ile ¢oziilerek

hazirlandi.

3.

Bloklama ¢ozeltisi

%35 BSA igerecek sekilde, 1xPBS ile ¢oziilerek hazirlandi.

4.

Ki-67 Antikor Alexa Fluor®488, sc-23900AF488 (Santa Cruz)

%5 BSA igerisinde 1:100 oraninda hazirlanarak kullanildi. (Optimizasyon deneyleri

sonucunda bu orana karar verilmistir)

Her deney grubu i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarinin her bir kuyucuguna steril lamel yerlestirilip

Lameller %1 poli-L-lizin ile muamele edildi. Lizin uygulamasindan sonra plakalar UV 151k

altinda tekrar steril edildi. Her kuyucuga hiicre ekimleri yapildiktan sonra hiicreler gogalmak

tizere inkiibatore geri konuldu. Kuyucuklarda %60-70 doluluga ulasildiktan sonra kuyucuklara

belirlenen dozlarda iyot ¢ozeltileri eklenmis medyumlar konuldu. Kiiltiirlere 24 saat iyot

muamelesi yapildi. 24.saat sonunda asagidaki prosediire gore immiin floresan boyama

basamaklar1 gergeklestirildi:

1.

o ~ N

Tiim kuyucuklardan medyumlar uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar 1xPBS ile 3 kez
yikandi, PBS bekletilmeden hemen aspire edildi.

Hiicreler %2’lik PFA ile 20 dk oda 1sisinda muamele edildi.

Ardindan kuyucuklar PBS ile yikandi (3 x5 dk).

Sonrasinda hiicreler 10 dk permeabilizasyon ¢ozeltisinde oda 1sinda bekletildi.
Karigim aspire edildi ve kalintilardan arindirmak amaciyla kuyucuklar (3x5 dk) PBS ile
yikandi.

Bloklama i¢in kuyucuklara %5 BSA eklendi ve 30 dk siire ile oda 1sisinda bekletildi.
Bloklama bitince kuyucuk basia 100 pL diliie edilen antikor eklendi. 3 saat siire ile

karanlik odada kapal1 bir kutu i¢inde bekletildi.
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8. Siire sonunda kuyucuklar 1XPBS ile 2 kez yikand1 ve bekletilmeden aspire edildi.
9. Lameller kurumadan 1 damla (Yaklasitk 20 ul) DAPI damlatilan lamin {izerine
kuyucuklarda bulunan ve iizerinde hiicrelerin yapisik oldugu lameller ters ¢evirilerek

tirnak cilasi ile kenarlar1 kapatildi.

10. Karanlik odada floresan mikroskopta drneklerin goriintiileri kamera yardimi ile alinarak

kaydedildi ve 6rnek basina en az 100-500 hiicre degerlendirildi.

Immiin floresan skorlamada hicbir sekilde boyanmayan (A) hiicre ¢ekirdekleri Ki-67 negatif,
cesitli kompozisyonlarda floresan boyanan (B, C, D, E, F, G, H, 1) hiicre ¢ekirdekleri Ki-67

pozitif olarak degerlendirildi. Asagida 6rnek gorseller verilmistir.

Sekil 3.2. IF skorlama
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Sonuglar iki tekrarin aritmetik ortalamalar1 alinarak verilmistir. Ayrica hiicre sayimlarinda hata
olasiligini en aza indirgenemek i¢in ImagelJ programinda (S$ekil 3.3) hiicreler tek tek sayilarak

hiicre sayilar1 belirlenmistir.

1600x1200 pixels; RGB; 7.3MB

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

OOz o/l &5 N|A oM 4| D= 4

Sekil 3.3. Image J programinda hiicre sayimi
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4. BULGULAR

41.MTT

1tur MTT

MCEF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilerek gece boyunca hiicrelerin yapismasi
icin beklendi. Kiiltiir plaklar1 24 saat ve 48 saat olarak etiketlendi. Projede verilen 10 mmol/L
ve 20 mmol/L denemeleri yapildi. Her iki dozda da hiicre 6liimil yiiksek oranda gézlendi. Deney

gorseli (Sekil 4.1) asagida verilmistir.

Sekil 4.1. MTT 10 mmol/L ve 20 mmol/L deneme (24 saat) Yukaridan Asagi (A. Kontrol,
B. Alkol (%2), C. 10 mmol/L KI, D. 20 mmol/L KI, E.10 mmol/L 12, F. 20 mmol/L 12, G.
10 mmol/L I2+KI, H. 20 mmol/L 12+KI

Ik deneyde yiiksek oranda hiicre 6liimii gdzlendiginden deneyler 100, 200 ve 400 uM
dozlar ile 24 ve 48 saat olmak iizere tekrar yapildi. Deney gorseli asagida verilmistir. (Sekil

4.2)
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B. 48.saate ait MTT deneyi uygulama plakasi

Sekil 4.2. MTT 24 (A) ve 48 saat (B) Soldan saga 1.Kontrol, 2. Alkol (%0,8), 3. 100 pM
12,4.200 pM 12 5. 400 pM 12 6. 100 pM I2+KI1 7. 200 pM 124K 8. 400 pM 12+KI

Bu deney sonucunda da iyot uygulanan kuyucuklarda hiicre sayisinda herhangi bir
azalma gozlenmemesi sebebiyle bu dozlarin hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisinin

olmadigina karar verildi.

Bir sonraki adimda 1, 2 ve 3 mM dozlarin denenmesine geg¢ildi. MCF-7 hiicrelerine final
konsantrasyonu 1, 2 ve 3 mM olan 12 ve I2+Kl iceren medyum eklenip, plaklar 24 saat ve 48

saat inkiibasyona birakildi. Deney gorselleri asagida verilmistir. (Sekil 4.3)
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B. 48.saate ait MTT deneyi uygulama plakasi

Sekil 4.3. MTT 24 (A) ve 48 saat (B) Yukaridan asagiya 1.Kontrol, 2. Alkol (%0,8), 3.
ImM Iz, 4.2mM I2,5.3mM l2,6.1mM I2+KI, 7. 2mM 12+K1,8. 3mM [2+KI

Elisa cihazinda 570 nm’de okutulan kiiltiir plaklarindan elde edilen 6l¢iim sonuglar1 SPSS
programinda Levene testi ile normal dagilima uyup uymadigi analiz edilmis verilerin normal
dagilima uydugu tespit edilmistir (p>0.05). Gruplar arasinda fark olup olmadigi One Way
ANOVA testi ile test edilmis ve POST-HOC analizleri agsagida tablo olarak verilmistir. (Tablo
3.2)
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Tablo 4.1. MTT deneyi 24. ve 48.saat POST-HOC analizleri

24 saat sonuc¢lar 48 saat sonuclar
Karsilastirma Karsilastirma
Deney Grubu Grubu Deney Grubu Grubu
Kontrol Alkol 976 Kontrol Alkol 1,000
1mM Iz ,383 1ImM Iz 1,000
2mM Iz 1,000 2mM Iz 175
3mM Iz ,001 3mM Iz ,000
1 mM I+KI ,996 1 mM I2+KI 1,000
2 mM I2+KI 515 2 mM I2+KI ,005
3mM I+KI ,000 3 mM I2+KI ,000
Alkol 1mM Iz 1,000 Alkol 1mM Iz ,694
2mM Iz 1,000 2mM Iz ,607
3mM Iz ,000 3mM Iz ,000
1 mM I2+KI 1,000 1 mM I+KI 1,000
2 mM I2+KI ,011 2 mM I2+KI ,023
3mM I+KI ,000 3 mM I2+KI ,000
ImM Iz 2mM |z ,750 1mM 12 2mM Iz ,000
3mM Iz ,000 3mM Iz ,000
1 mM I2+KI 1,000 1 mM I2+KI 1,000
2 mM [2+KI ,000 2 mM [2+KI ,000
3mM I+KI ,000 3mM I2+KI ,000
2mM |z 3mM Iz ,000 2mM 12 3mM Iz ,000
1 mM 24Kl 1,000 1 mM I2+KI ,016
2 mM I2+KI 172 2 mM I2+KI 1,000
3 mM [+KI ,000 3 mM I2+KI ,000
3mM Iz 1 mM I2+KI ,000 3mM I2 1 mM I2+KI ,000
2 mM [2+KI ,000 2 mM [2+KI ,000
3 mM I2+KI ,002 3 mM I2+KI 1,000
1 mM 12+KI 2 mM I+KI ,023 1 mM I12+KI 2 mM I2+KI ,000
3 mM [2+KI ,000 3 mM I2+KI ,000
2 mM 12+KI 3mM [2+KI ,000 2 mM 12+KI 3 mM I2+KI ,000
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24. saat sonrasi degerlendirme

Kontrol grubu ile 3 mM |2 ve 3 mM I>+KI gruplar: arasinda anlamli derecede bir fark

bulunmustur. (p<0.05)

Alkol grubu ile 3 mM 12 ve 2,3 mM I>+KI gruplar arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

1 mM Iz grubu ile 3 mM I ve 2,3 mM I2+KI gruplari arasinda anlamli derecede bir fark

bulunmustur. (p<0.05)

2 mM I grubu ile 3 mM Iz ve 3 mM I>+KI gruplar arasinda anlamli derecede bir fark

bulunmustur. (p<0.05)
3 mM lzile diger tiim gruplar arasinda anlamli derecede bir fark bulunmustur. (p<0.05)

1 mM 12+KI grubu ile 3 mM 2 ve 2,3 mM I>+KI gruplari arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

2 mM I>+KI grubu ile alkol, 1,3 mM I ve 1,3 mM I>+KI gruplari arasinda anlamli derecede
bir fark bulunmustur. (p<0.05)

3 mM I+Klile diger tiim gruplar arasinda anlamli derecede bir fark bulunmustur. (p<0.05)

48. saat sonrasi degerlendirme
Kontrol grubu ile 3 mM Iz ve 2,3 mM I>+KI gruplart arasinda anlamli derecede bir fark

bulunmustur. (p<0.05)

Alkol grubu ile 3 mM Iz, 2 mM I>+KI ve 3 mM 12+KI gruplari arasinda anlaml derecede bir
fark bulunmustur. (p<0.05)

1 mM Iz grubu ile 2,3 mM Iz ve 2,3 mM I>+KI grubu arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

2mM Iz grubu ile 1,3 mM I2 ve 1,3 mM I>+KI gruplari arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)
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3 mM Iz ile diger tiim gruplar arasinda anlamli derecede bir fark bulunmustur. (p<0.05)

1 mM 12+KI grubu ile 2,3 mM Iz ve 2,3 mM I>+KI gruplar: arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

2 mM I2+KI grubu ile 2 mM I disindaki tiim gruplar ile arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

3 mM I>+Klgrubu ile 3 mM I, disinda diger tiim gruplar arasinda anlamli derecede bir fark
bulunmustur. (p<0.05)

MTT

=24 saat =48 saat
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120,00

Hiicre proliferasyonu (%)
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™
™~
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—
0

80,00
60,00
40,00

20,00
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Sekil 4.4. MTT deney sonuclarina gore hiicre canlihigi (%) oranlari
Yy g g

MTT analizlerinden elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak, kontrol grubundaki hiicrelerin

canlilik oranlart %100 kabul edildigi bir durumda (24 ve 48 saatler ayr1 ayr

degerlendirilmistir), farkli dozlarda iyot (l> ve l>+KI) uygulanan hiicrelerin verileri kontrol

grubu verileri ile kiyaslanarak elde edilen her bir doza karsilik % hiicre canlilik oranlar1 Sekil

4.4’te sunulmustur.
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4.2.Migrasyon Deneyi

GRUP ADI  0.SAAT 24 SAAT
KONTROL

ALKOL

1mM Iy

2mM I,

Sekil.4.5. 0.saat ve 24.saatte Migrasyon deney plakalarina ait invert mikroskop
goriintiileri
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3mM |2

1 mM I2+KI

2 mM [2+KI

3 mM Ix+KI

O,

Sekil.4.5. (Devam) 0.5
goriintiileri

L) o ?

aat ve 24.saatte Migrasyon deney plakalarina ait invert mikroskop
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Deney gorselleri lizerinde Image J programi kullanilarak gesitli noktalardan 0.saatte iki nokta
aras1 mesafe 6l¢limii yapilmistir. Ayni noktalardan 24.saatte de 6l¢timler yapilmis ancak yiiksek
iyot dozlarinda asir1 diizeyde hiicre kayb1 meydana geldiginden ¢izim alanlarinda, kenarlarda
yogun diizensizlesmeler gozlenmistir. Her noktada esit olmayan bu hiicre kayiplar1 bu analizin
saglikli degerlendirilmesini olanaksiz hale getirmistir. Ancak bu bulgu iyot uygulamasinin
hiicre ¢ogalmasini engelleyerek degil de hiicreleri 6liime siiriikleyerek sayisal bir azalmaya
neden oldugu yoniindeki fikrimizi giiclendirmistir.

Denedigimiz mineralin toksik bir mineral olmasi ve hiicre 6limii gerceklestirmesi
nedeniyle migrasyon deneyinin bu hiicreler ic¢in pratikte kullanmaya uygun bir yontem

olmadigina karar verdik.
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4.3.Koloni Formasyon Deneyi

Sekil.4.6. A1, B1, A3 ve B3 kuyucuklar1 kontrol grubuna, A2 ve B2 kuyucugu alkol
grubuna aittir.

Sekil 4.7. Alve B1 kuyucuklar:1 1ImM I2, A2 ve B2 kuyucuklar:1 2mM I2, A3 ve B3
kuyucuklari 3mM Iz grubuna aittir.

Sekil 4.8. Alve B1 kuyucuklar:1 ImM [2+KI, A2 ve B2 kuyucuklar1 2mM I2+KI, A3 ve B3
kuyucuklar1 3mM I2+KI grubuna aittir.
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KOLONI FORMASYON DENEYI
= KOLONI SAYISI
160
139,5
140 =
_ 120 =
(5]
= 100
> 79,5
280 —
g | =— |
< 60 =
~ | — |
40 ==t
20 = 7,5 0
0 = = = E— = =
0 e o = = & 5
& > S = = 8 Q‘
= < IS 1S 1S s —
e A o « € c
A ~
Dozlar

Sekil 4.9. Koloni formasyon deneyinin sonuclar:

Koloni formasyon deneylerinin sonucunda kontrol grubunda (n=3) ortalama 113 koloni
sayilirken, iyot uygulamalarinda (n=2) doza bagiml bir diisiis gézlenmistir. Ancak 3 mM |2’
de canli kalan hiicreler gozlense de koloni olusumu saptanmamustir. l2+KI deney gruplarinda
(n=2) ise hiicrelerin her ii¢ dozda da kontrol grubuna oranla daha ¢ok koloni olusturdugu
gozlenmistir. Bu durum potasyum iyodiir ile birlikte kullanilan iyodun koloni formasyonda

inhibe edici etkisinin ortadan kayboldugu seklinde degerlendirilmistir.
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4.4. 3D Sferoid Kiiltiirler

Ucg boyutlu sferoid kiiltiirler (3D) kanser arastirmalarinda 3 boyutlu tiimér gelisimini daha iyi
yansittigi i¢in siklikla tercih edilen bir analiz yontemidir. Ciinkii kanser hiicreleri timorii
olustururken {i¢ eksende de ¢cogalma gosterirler. Bizim ¢alismamizda da meme tiimorlerinin {i¢
boyutlu ¢cogalmasini taklit etmek amaciyla MCF-7 hiicrelerinin de 3D kiiltiirleri yapilmigtir. 48
saat iyotlu ¢ozeltiler icinde inkiibe edilen hiicrelerin sferoid olugturma kabiliyetleri, mikroskop

goriintiilerinde sferoidlerin alan ve yogunluklari dl¢iilerek degerlendirilmistir.

Elde edilen 6l¢iim sonuglart SPSS programinda normal dagilima uygunluk agisindan
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi ile analiz edilmistir. Her iki testte de verilerin
genellikle normal dagilima uygun oldugu ancak Kolmogorov-Smirnov testinde sadece
yogunluk o6l¢iimlerinde Kontrol grubunun verilerinde normal dagilim gozlenmedigi tespit
edilmistir. (p=0,008) Shapiro-Wilk testinde alan 6l¢iimlerinde 1 mM Iz (p= 0,043) ve yogunluk
Ol¢iimlerinde Kontrol grubunun (p=0,007) verilerinin normal dagilima uymadigi tespit

edilmistir.

Grup karsilastirmalart i¢in bagimsiz orneklerde Kruskal-Wallis testi yapilmistir.

Sonuglar asagida sirasiyla verilmistir.

Alan 6l¢timleri sonucunda;
Kontrol ile 2 mM I gruplari arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Kontrol ile 3 mM I gruplari arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

Kontrol ile 3 mM I2+KI gruplari arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

Alkol grubu ile 2 mM I, grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Alkol grubu ile 3 mM I grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Alkol grubu ile 3 mM 1>+KI grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

1 mM I2+KIl ile 2 mM |2 gruplari arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
1 mM I2+Kl ile 3 mM Iz gruplart arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
1 mM I2+Kl ile 2 mM 12+KI gruplari arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

1 mM I2+KIl ile 3 mM I2+KI gruplar arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
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Alan o6l¢iimleri i¢in yapilan istatistik test sonuglarina gore molekiiler iyot ve l2+KI
uygulamalarinin 2 mM ve 3 mM dozlarda kontrol grubuna gore sferoid alaninda anlamli
degisiklige yol agtig1 gozlenmistir. Sferoid alanindaki artisin iyot etkisiyle ana timor

kitlesinden kopan hiicrelerin etrafa yayilmasiyla gerceklestigi diistiniilmiistiir.

(oziicti olarak kullanilan alkoliin de kontrol grubuna benzer kiyaslama sonuglar1 verdigi
ve bdylece alkoliin bu deneyde sira dis1 bir molekiiler bir etkisinin olmadigi kanaatine

varilmstir.

Yogunluk dl¢timleri i¢in grup karsilagtirmalari bagimsiz 6rneklerde Kruskal-Wallis testi

ile yapilmistir. Sonuglar asagida sirasiyla verilmistir.
Yogunluk dl¢timleri sonucunda;

Kontrol grubu ile 2 mM |2 grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Kontrol grubu ile 3 mM Iz grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

Kontrol grubu ile 1 mM I>+KI grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

Alkol grubu ile 2 mM Iz grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Alkol grubu ile 3 mM Iz grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Alkol grubu ile 1 mM I>+KI grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
Alkol grubu ile 3 mM I>+KI grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

2 mM I>+Kl ile 2 mM |2 grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
2 mM I2+Kl ile 3 mM |2 grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)
2 mM I>+Kl ile 1 mM I+KI grubu arasinda anlamli derecede fark vardir. (p<0.05)

Yogunluk 6l¢iimleri i¢in yapilan istatistik test sonuglarina goére |, uygulamalarinin 2
mM ve 3 mM dozlarda ve I>+KI uygulamalarinin 1 mM dozunda kontrol grubuna gore sferoid

yogunlugunda degisiklige yol actig1 gézlenmistir.

Coziicii olarak kullanilan alkoliin de kontrol grubuna benzer kiyaslama sonuglar1 verdigi

ve boylece alkoliin bu deneyde sira dis1 bir molekiiler etkisinin olmadig1 kanaatine varilmstir.
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Sferoid goriintiileri kantitatif olarak degerlendirildikten sonra ayrica morfolojik olarak

da incelenmistir. Her iki iyot uygulamasinda da doz arttik¢a sferoid ylizeyinden hiicresel

kopmalar oldugu goézlenmistir. Bu kopmalarin hiicreler arasi baglantilarin zayiflamasi

nedeniyle meydana geldigi diistintilmistiir.

Tablo 4.2. 3D sferoid kiiltiirlerde alan ve yogunluk 6l¢iim analizlerinde istatistiksel

olarak anlamh bulunan gruplar

Yogunluk Ol¢iim Sonuclar:

Alan Olgiim Sonugclar

Karsilastirma

Deney Grubu Grubu

Kontrol 2mM |2 ,000
3mM Iz ,000
3mM I+KI ,000

Alkol 2mM Iz ,000
3mM I ,000
3mM I2+KI ,000

1mM |2 3 mM Ix+KI ,000

1 mM I2+KI 2mM Iz ,000
3mM Iz ,000
2 mM +KI ,001
3mM Ix+KI ,000

Karsilastirma p
Deney Grubu Grubu
Kontrol 2mM Iz ,000
3mM Iz ,000
1 mM I+KI ,000
Alkol 2mM Iz ,000
3mM I ,000
1 mM [+KI ,000
3 mM I+KI ,001
2 mM I2+KI 2mM Iz ,000
3mM Iz ,000
1 mM I+KI ,000
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KONTROL

ALKOL

Sekil 4.10. Iyot uygulamalarimin 3D Sferoid mikroskop goriintiileri (48 saat)
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2mM |z

3mM I

Sekil 4.10. (Devam) Iyot uygulamalariin 3D Sferoid mikroskop goriintiileri (48 saat)
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2 MM I>+KI 1 MM I>+KI

3 mMI »+KI

Sekil 4.10. (Devam) Iyot uygulamalarmin 3D Sferoid mikroskop goriintiileri (48 saat)
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4.5.immiin floresan Boyama

Sekil 4.11.Kontrol grubuna ait immiin floresan boyama gorseli
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Sekil 4.12. Alkol grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri
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Sekil 4.13. 1 mM Iz grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri
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Sekil 4.14. 2 mM lz2grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri
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Sekil 4.15. 3 mM lz2grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri
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Sekil 4.16. 1 mM I2+KI grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri

66



Sekil 4.17. 2 mM I2+KI grubuna ait immiin floresan boyama gorselleri
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Sekil 4.18. 3 mM I2+KI grubuna ait immiin floresan boyama gorseli
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Yukarida immiin floresan Ki-67 (Alexa Fluor®488) probu ile boyanan hiicrelerin

goriintiileri verilmistir.

Tablo 4.2. Immiin floresan boyama skorlama

Sayilan Ki-67 Pozitif Ki-67 Negatif

Grup Toplam Pozitif Hiicre Negatif Hiicre

Hiicre Hiicre (Yiizde) Hiicre (Yiizde)

Kontrol 1082 924 85,39 158 14,60
Alkol 767 671 87,48 96 12,51
1mM I, 974 784 80,49 190 19,50
2mM I, 1278 1062 83,09 216 16.90
3mM I, 1417 1122 79,18 295 20,81

1 mM I+KI 1170 970 82,90 200 17,09
2 mM I»+KI 1563 1293 82,75 270 17,27
3mM I+KI 776 458 59,02 318 40,97

Yapilan skorlama sonucu Ki-67 pozitif boyanan hiicrelerin sadece 3 mM [+KI
uygulamasinda digerlerinden yaklasik %28,5-%8,3 oraninda daha diisiik pozitiflik gosterdigi
tespit edilmistir. Ancak bu grupta skorlanabilen hiicreler diger testlerde goérdiiglimiiz iizere iyot
uygulamasina ragmen sag kalmay1 basarabilen hiicrelerdir. Daha genis tekrar sayisiyla ve
hiicrelerin hangi fazda oldugunu verebilecek bir analizle degerlendirmek gerektiginden bu
sonuglarla iyot uygulamasinin hiicre cogalmasini inhibe edici etkisini degerlendirmek miimkiin

olmamustir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadin sagliginin en 6nemli problemlerinden biridir. Diinya genelinde kadinlarda
en yaygin goriilen kanser tiirii olmakla birlikte DSO (Diinya Saglik Orgiitii) verilerine gore,
bolgeden bolgeye meme kanseri goriilme sikligi degismektedir. Yine ayni verilere gore
sanayilesmis toplumlarda meme kanseri goriilme siklig1 sanayilesmemis toplumlara gore daha
yiiksek goriilmektedir. Meme kanserine bagli kadin 6liimleri kanser sebebiyle 6liimler arasinda
birincidir (8). Yiiksek teknolojiyle gelistirilen tan1 ve tedavi metotlarina ragmen hala alternatif
ya da yardimci tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyan bir hastalik grubudur.

Flavonoidler, mineraller ve vitaminler gibi pek ¢ok mikro besin molekiiliiniin meme
kanseri iizerinde etkisi incelenmistir ve incelenmeye devam etmektedir (183). Iyot da meme
kanseri iizerinde olumlu etkileri olabilecek esansiyel elementlerden biri kabul edilmektedir.
(184). Bu kan1 Amerika’da yapilan gogmen Cinli, Japon ve Filipinli kadinlari inceleyen bir
calisma sonucunda ortaya ¢ikmistir. Bu kadinlardaki meme kanseri gézlenme sikligindaki artis,
Bati’ya gog ettikten sonra maruz kaldiklari ¢cevresel faktorler ve yasam tarzi degisiklikleri ile
iliskilendirilmistir. Yasam tarzi ile ilgili en 6nemli bilesenlerden biri de memleketlerindeki
deniz iirtinlerinden dolayisiyla iyottan zengin beslenme aligkanligidir (185)

Iyodun meme kanseri ile olasi baglantisini inceleyen ve bu konuya deginen galigmalar
oncelikle epidemiyolojik sonra sirasiyla hayvan ve hiicre ¢aligmalar1 olmak lizere asagida
sirayla gézden ge¢irilmis ve calismamizin metotlari ile benzerlik gdsterenlerin sonuglari, kendi
sonuglarimizi kiyaslamak ve degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Calismamizda MCF-7 hiicrelerine degisen dozlarda iyot uygulamasi yapilmis, hiicre
cogalma davranisi 5 ayr1 deney seti kullanilarak (MTT, Migrasyon deneyi, Koloni formasyon,
3D sferoid kiiltiirler, Ki-67 immiin floresan boyama) analiz edilmistir.

Epidemiyolojik ¢alismalara goz attigimizda, Ziegler’in (185) c¢alismasi disinda az
sayida epidemiyolojik ¢aligma vardir. 1999 da yapilan bir ¢alismada (186) diinya toplumlarinda
kanser insidans ve mortalite oranlar1 incelenmis, Cin, Japonya, diger Dogu Asya iilkeleri ve o
bolgedeki ada iilkelerinde meme kanseri insidansi, Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerine gore
neredeyse licte birinden daha az oranda diisiik gézlenmistir. Bu da iyot¢a zengin deniz iiriinleri
ile beslenmenin meme kanserine karst koruyucu olabilecegi teorisini destekleyen bir bulgu

olarak degerlendirilmistir.
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Toplum bazli bir diger ¢alismanin sonuglar1 da yliksek serum iyot seviyesine sahip
kadinlarin daha diisitk meme kanseri riskine sahip oldugunu bildirmistir (187).

Bu calismalarin sonuglar1 iyodun meme kanserindeki olast koruyucu etkisini ve bu
etkinin meydana gelis sekillerini incelemek i¢in arastirmacilara ve bize bir baslangic noktasi
olmustur.

Hayvan caligmalarindan ilk olarak Funahashi ve ark., ¢alismalarinda DMBA (7,12
Dimetil benz(a)antrasen) ile Sprague-Dawley ratlarda meme tiimorii olusumunu indiiklemisler
ve hayvanlara MPA (Medroksi-progesteroneasetat) ile birlikte 0.25 mg, 0,025 mg, 0,0025 mg
/viicut kiitle/giin dozlarinda molekiiler iyot verdiklerinde en diisiik dozda tiimdr hacminin daha
fazla azaldigini ve tiimor dokusunda iyot konsantrasyonunun diisiik doz verilen ratlarda daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu paradoksal durumu diisiik doz uygulanan ratlarda
iyodun MPA araciligiyla hiicre i¢ine daha kolay girmesine baglamislardir (188).

Ayni arastirmacinin 2001 yilinda bir deniz yosunu ¢esidi olan mekabu ile yaptigi
caligmada, mekabunun iyot igerigi ana eksende olmak iizere bu yosunun Sprague-Dawley
ratlarda meme tiimori gelisimini engelledigi calismamizda kullandigimiz MCF-7 hiicrelerinde
de apoptotik etkiyle tiimor hiicre sayisini azalttigi bildirilmistir. Ancak bu ¢calismada iyot icerigi
one c¢ikarilsa da elde edilen etkinin yosunun igeriginde bulunan diger molekiiller tarafindan
desteklenmis olmasi da yiiksek ihtimaldir (189).

Bir baska hayvan calismasinda ratlarda DMBA ile indiiklenen meme kanseri iizerinde
iyodun cesitli formlarda ve konsantrasyonlarda, (%0.05 Iz, %0.05 KI, %0.07 I2, %0.05 I»
+9%0.05 KI (Miks), %0,1 KI, %0.05 I> + %0.1 KI (Lugol), 3 mg/ml tiroksin (T4), %0.05 MMI
(Metimazol) +3 mg/ml tiriiyodotironin (T3), ve MMI/T3+Miks) etkisi analiz edilmistir.
Sonuglar, her dozda iyot uygulamasinin timor gelisen hayvan sayisinda azalmaya ve tiimor
gelisiminde gecikmeye neden oldugunu géstermistir (161).

Garcia ve ark. yaptig1 caligmada ise, Virgin Sprague-Dawley ratlarda uyguladiklar
deney modelinde MNU (N-metil-N-nitroziire) ile meme tiimérii indiiksiyonu yapmuislar, kisa
stireli proflaktik I> uygulanan grupta iyot kesilince hayvanlarda koruyucu etkinin ¢ok belirgin
olmadigr, MNU indiiksiyonundan sonra iyoda devam edilen grupta ise tiimor gelisiminin
azaldig1 bildirilmistir (190) Buraya kadarki calismalar hayvan galismalar1 olduklari igin
calismamizla bir benzerlikleri yoktur ancak iyot uygulamasimin timor gelisimini azalttigini
gostermek bakimindan iyodun antitiimoral etkilerini degerlendirmek i¢in kiymetlidirler.

Calismamizda uygulama dozlarini tespit edebilmek i¢in yaptigimiz ilk deney olan MTT
deneyinde 6rnek olarak kullandigimiz ¢alismanin dozlar1 (10-20 mM) MCF-7 hiicrelerinde ¢ok

siddetli sitotoksik etki gostererek tiim hiicrelerin 6liimiine neden olmustur. Deney gorselleri
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verilmistir. Daha sonra yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda 1,2 ve 3 mM dozlarla
calismaya devam edilmistir. Kullandigimiz dozlar asagida detaylar1 verilen ¢alismalarin pek
coguna gore oldukca yiiksek dozlardir. (maks. 3000 kat) Bu farkliligin neden kaynaklanmis
olabilecegi disiiniildiigiinde bahsi gecen c¢alismalarin kendi aralarinda da onemli doz
farkliliklar1 oldugu g6z Oniinde oldugu bulundurularak, olasi sebepler su sekilde
stralandirilmistir:

1) Kaullanilan malzemenin kalitesi

2) Hazirlanma sartlar1 ve saklama kosullar1 (Kullanilan ¢oziiciiler, depolama 1sisi,

bekleme stiresi vb.)

3) Hesap hatasi
Asagida hiicre calismalari ve sonuglari verilmistir.

Arroyo ve ark. ¢alismalarinda MCF-7 hiicrelerinde NIS ve pendrin i¢in iyodun iki farkli
kimyasal formunun (2 ve I-) alimini ve antiproliferatif etkisini, proteinlere veya lipitlere iyot
kattlimimi (Organifikasyon) ve IL-6 (Interlokin-6)' min hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisini
analiz etmiglerdir. MCF-7 hiicrelerinde |- aliminin NIS'e bagli ve siirekli oldugunu ancak I»
aliminin NIS, Pendrin ve enerjiden bagimsiz olarak 10 dakikada maksimuma ¢iktigini ve alimin
sadece %10'u kadarinin tutuldugu gostermistir. Dolayisiyla meme kanseri hiicrelerinde I2'nin
kolaylastirilmig bir difiizyon sistemi tarafindan alindigim1 ve daha sonra proliferasyonu
engelleyen lipitlere veya proteinlere kovalent olarak baglandigini 6ne siirmiiglerdir. Calismada
karsilastirma amacgli NIH3T3 (Embriyonik fare fibroblast hiicreleri) hiicrelerinde |- alimi
gozlense de tutulumu olmamistir. Ayni ¢alismada meme kanseri hiicrelerinin Iz, KI (2, 20 ve
100 puM) ve IL-6 (0.1, 0.5 ve 1 uM) ile inkiibasyonu sonucunda l> ve IL-6 nin hiicre
proliferasyonunu doza ve zamana bagl bir sekilde azalttigini, KI uygulamasinin proliferasyonu
azaltmada neredeyse hi¢ etkisi olmadigini bildirmislerdir (191). Bizim ¢alismamizin MTT
sonuglaria gore de I> doza ve siireye bagl hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur ancak
bizim ¢aligmamizda kullandigimiz dozlar (1, 2 ve 3 mM) bu ¢alismanin dozlarina kiyasla en az
500 en ¢ok 1500 kat fazladir.

Bir diger ¢calismada, MCF-7 ve MDA-MB231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda hem
in vitro hem de ratlarda invivo kosullarda (Ksenograft) molekiiler iyodun (I2) etkileri
incelenmistir. Ksenograft deneylerinde, hayvanlarin igme suyuna 0,025% oranda eklenen Iz,
MCF-7 ksenograftlarinda tiimor boyutunda anlamli bir diisiise yol acarken, timor goriilen
hayvan sayisim da %50 azaltmustir. In vitro deneylerde ise MCF-7 hiicre hattinda 200 puM I»
uygulamasinda hiicre sayisinin yaklasik %60, 400 uM da ise yaklasik %25 seviyelerine indigi

gozlenmistir. Ayrica bir hiicre proliferasyon belirteci olan PCNA (Proliferatif hiicre niikleer
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antijeni) seviyelerinin de iyot uygulamasina ve hiicre tipine bagli olarak anlamli sekilde azaldigi
gosterilmistir (160). Bu calismanin dozlar1 da bizim ¢alismamizin dozlarina oranla daha
diisiiktiir. Bizim g¢alismamizda 48 saatlik uygulamalarda 3 mM I> uygulamasinin hiicre
canliligini kontrol grubuna gére %31’ e indirdigini, 2 ve 3 mM I>+KI uygulamalarinin canlilik
tizerinde anlamli diizeyde diismelere sebep oldugunu tespit edildi. Bu ¢alismanin sonuglartyla
kiyaslanabilecek bir bagka verimiz de Ki-67 pozitifligidir. Calismada bir hiicre proliferasyon
belirteci olan PCNA’nin ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Bizde de Ki-67 l2 gruplarinda
pozitiflik oran1 dramatik olarak etkilenmese de, 3 mM I>+KI uygulamasi pozitiflik oranini
%28,5 oraninda azaltmistir. Her ikisi de proliferasyon belirteci olarak kabul edilen iki
molekiiliin iyot uygulamalar1 sonucunda gdézlenen bu etki iyodun apoptotik etkisinin yaninda
hiicre ¢ogalmasini da baskilayabilecek bir potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmiistiir.

Stoddard’in ¢alismasinda, ER (+) MCF-7 hiicrelerinde %5 1> ve %10 KI (Lugol
sollisyonu) ’nin hiicre cogalmasi ve dstrojen ile ilgili yolaklar iizerinde etkisi incelenmis ve ER
metabolizmasinda gorevli bazi genlerin ekspresyonlarinda m-RNA seviyesinde artis ve
azalmalar oldugu gosterilmistir. Sonuglar topluca degerlendirildiginde bu deneydeki iyot
uygulamasinin sitokrom-P450 yolaginda degisiklik yaparak Ostrojenin hiicre metabolizmasi
tizerindeki etkisini baskiladig1 ve o6zellikle Tamoxifen tedavisine direncli tlimorlerde arttigi
gozlenen CCNDI1(Siklin D1)gen ifadesini azalttigi, dolayisiyla iyot tedavisinin Tamoxifen
direncini azaltmada yada direng gelisimini yavaglatmada etkili olabilecegi bildirilmistir (159).
Bu calisma ile bizim c¢alismamizin herhangi bir metodolojik bir benzerligi olmasa da bu
calismanin sonuglarinda da iyot uygulamasinin timor gelisimini dstrojen yolaklari {izerinden
baskilamasi bizim sonug¢larimizi destekler niteliktedir.

Shrivastava ve ark. ¢alismasinda MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 ZR-75-1, T-
47D meme kanseri hiicre hatlarinda molekiiler iyotun sitotoksitesini belirlemek amaciyla iyot
dozlar1 (1,2,3 ve 4 uM) denemislerdir. MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli olarak hiicre sayisinda
azalma oldugunu gostermislerdir. Dozlara bagl canlilik yiizdesinin sirasiyla %85, 60, 40, 10’a
diistiigii goriilmiistiir. [yotun MCF-7 hiicrelerinde Bcl-2’ nin inhibisyonu, Bax'in aktivasyonuna
ve AIF3 (Apopototik Indiikleyici Faktor 3)' {in mitokondriden cekirdege salinmasi yoluyla
zamana ve doza bagl bir sekilde apoptozu indiikledigini ortaya konmustur. Yiiksek doz iyot
uygulamasi sonrasinda hiicre ¢ekirdek yapisinda yogunlagma, hiicre duvarina dogru ¢ekilme ve
fragmentasyon gozlenmistir (192). Bu ¢alismada da bizim ¢alismamizdakinden 250 ila 3000
kat diisik dozlar kullanilmistir.O yilizden calisma sonuglari arasindaki benzerlik yada

farkliliklar tespit etmek miimkiin olamamugtir.
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Rosner ve ark. ¢aligmalarinda ise I2, KI, PVP-1 (Polivinilpirolidon iyodin (povidon
iyot)) ve Lugol ¢ozeltisinin insan karsinoma hiicre hatlarinda (MCF-7, HS-24, H1299, A549,
Capan-2, PaTu 8902) iizerinde sitotoksik etkilerini incelemislerdir. 20 uM I ve 100 uM Kl ve
ikisinin karisimlarin1 denemislerdir. MCF-7 hiicrelerinde Kl tek basina herhangi bir sitotoksik
etki gostermezken, Il ile kombine edildiginde hiicre canliliginmi anlamli diizeyde diistirdiigii
gosterilmigtir. Ayrica bagka bir iyot bilesigi olan PVP-I" 1n kontrole kiyasla hiicre sayisin1 %10’
a kadar azalttigi ve Lugol soliisyonunun hiicre sayilarin1 %40’a kadar bir azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (193). Bu ¢alismanin konsantrasyonlart da bizim ¢alismamiza oranla
diistiktiir.

Elliyanti ve ark. (194) calismasinda, bizim ¢alismamiza benzer olarak I, Lugol ve her
ikisinin kombinasyonu {i¢ farkli tipte meme kanseri hiicre hattinda (MCF7, SKBR3 ve MDA -
MB 213) denenmistir. Iyodun hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini arastiran bu in vitro ¢alismanin
MTT deneyi sonuglarina gore; 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerde sirasiyla 1
uM I uygulamasinin siire uzadikga etkisinin arttigi ve Lugol 10 uM ve 20 uM uygulamasinin,
Lugol 1 uM ile karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 gdzlenmistir.
10 ve 20 uM Lugol ve kombinasyon uygulamalarinda da hiicre canliligi azalmistir. 10 pM'lik
I2 ve Kls'nin 20 uM ile kombinasyon tedavileri arasinda hiicre proliferasyonu iizerinde 6nemli
Olctide farkl bir etki yoktur. Bu ¢calismanin 6ne ¢ikan 6zelligi iyodun hiicre ¢ogalmasi iizerine
etkisinin bazi uygulamalarda dozdan bagimsiz ger¢eklesmesidir. Ayni g¢alismada bizim
calismamiza benzer olarak koloni formasyon deneyi de yapilmistir. Sonuglara gére, MCF-7
hiicrelerinde 1 uM KIz3 haricinde tiim dozlar koloni gelismesini engellemistir. Bu ¢alismanin
dozlart da bizim g¢alismamiza oranla disiiktiir ve c¢alisma sonuglarmin kendi igindeki
tutarsizliklar: sebebiyle kiyaslama yapmak miimkiin olmamuistir.

Sonug olarak I2 ve Iz +KI uygulamalart MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda doza ve
stireye bagimli olarak in vitro sartlarda sayisal bir azalmaya neden olmustur. Bu etkinin
cogalmay1 baskilamak yoluyla degil de daha ¢ok apoptozu indiiklemek yoluyla gergeklestigi
kanaatine varilmistir. Bu kanaatin olugsmasinda MTT sonuglari, Migrasyon deneyinde gézlenen
kayiplar ve 3D kiiltiirde gozlenen sferoid kitlesinden kopan ve hiicrelerarasit baglantilart
kaybettigi diisiiniilen hiicreler etkili olmustur. Koloni formasyon sonuglarina gore, I2’nin 12 +KI
uygulamasina gore koloni olusumunu baskilamakta daha etkili olduguna karar verilmistir. Ki-
67 ise iyodun etkilerini degerlendirmekte, iyot ¢ok ciddi hiicre kaybina neden oldugundan
MCEF-7 hiicreleri i¢in in vitroda verimli bir belirte¢ olmadigi kanaatine varilmistir.

Iyodun anti proliferatif etkisini degerlendirmede bizim sonuglarimizin, invitro sartlarda

elde edildikleri i¢in ger¢ek antitiimoral etkiyi gostermede zayif bir kanmit olarak
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degerlendirilmesi gerektigi, ayrica gézlenen etki organizma i¢in oldukca yiiksek dozlarda elde
edildiginden, ileriye doniik ¢aligmalar i¢in iyodun antitiimoral etkisini arastirirken kullanilan
dozlarin organizmanin biitiinii i¢in toksik potansiyelini gdz oniinde bulundurmak gerektigi

distinilmiistiir.
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