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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve kanserden 6liimlerin
akciger kanserinden sonraki ikinci en sik nedenidir. Birinci derece akrabada meme
kanseri aile 0ykiisii, erken menars (<12 yas), ge¢c menopoz (>55 yas), nulliparite
veya gec ilk gebelik (>35 yas), fibrokistik hastalik 6zge¢cmisi, oral kontraseptif
kullanimi, postmenopozal donemde Ostrojen takviye tedavisi uygulanmasi ve 30
yasindan Once radyasyon almak meme kanseri i¢in risk faktorleridir.
Ozge¢misinde in-situ veya invaziv meme kanseri bulunan kadmlar diger bir
yiiksek risk grubunu olustururlar. Mastektomi sonrasi diger memede kanser
olusma riski yilda %0.5-1.0°dir. Meme kanseri duktus ya da lobulus epitelinden
kaynaklanmasina gore duktal ve lobuler olarak ikiye ayrilir. Ayrica dokudaki
yayilimina gore in-situ ve invaziv kanser olarak da smiflandirilabilir. In-situ
kanser, invaziv kanserin Onciisii olarak kabul edilir. En sik goriilen histolojik tip
infiltratif duktal kanserdir (1,2).

Autotaxin (ATX) 125 kDa molekiil agirhginda bir glikoproteindir.
Autotaxin, timor hiicresi motilite uyarict faktér olarak A2058 melanoma hiicre
dizisinden izole edilmistir. Autotaxin ekto-niikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz
(ENPP) ailesinden ENPP2°dir. Lizofosfatidil kolin (LPC)’den, biyoaktif
fosfolipid mediator lizofosfatidik asit (LPA) iiretimini katalizleyen lizofosfolipaz
D (LysoPLD) ile 6zdes oldugu bildirilmistir (3). Autotaxin'in, LPA {iretimi
yoluyla tiimdr progresyonunu, tiimor hiicresinin motilitesini ve anjiyogenezi
stimiile ettigi gosterilmistir (4,5).

Lizofosfatidik asit ve ATX’in neoplastik ve non-neoplastik hiicrelerde,
hiicre motilitesini 6zellikle LPA1 reseptorii lizerinden Racl aktivasyonuyla
stimiile ettigi gosterilmistir (6).

Autotaxin iiretiminin ya da aktivitesinin inhibe edilmesiyle, LPC’in LPA
reseptorleri lizerinden gosterdigi meme ve melanoma hiicre dizilerinde hiicre
migrasyonunu indiikleyici etkisinin bloke oldugu gosterilmistir (7).

Cesitli meme kanseri hiicre dizilerinde, autotaxin ekspresyonu ile meme
kanser hiicrelerinin agresifligi arasinda iliski gozlenmistir. Normal duktal epitel

hiicreleri anti-ATX antikoru ile hi¢ veya ¢ok az pozitif cevap verirken, birkac



istisna diginda meme kanseri hiicrelerinin giliglii pozitif cevap verdigi
gosterilmistir. Bu bilgi, ATX ekspresyonunun normal epitelin tiimorojenik
potansiyeliyle veya kanser hiicrelerinin agresifligi ile iliskili olabilecegini
disiindiirmektedir (8).

Lizofosfatidik asit, multifonksiyonel fosfolipid mediatordiir. Cesitli hayvan
hiicrelerinde proliferasyonu indiiklemesi ilgi ¢ekici bir durumdur. Lizofosfatidik
asit, fosfolipid sekillenmesi sirasinda ardisik intraselliiler reaksiyonlarla tiretilir ve
ekstraselliiller alana salinir. Bununla birlikte, 6zellesmis bir mekanizma olarak
sekretuar lysoPLD tarafindan ekstraselliiler LPA iiretimi oldugu da bilinmektedir
9).

Lizofosfatidik asidin etkileri genis doku dagilimi gdsteren LPA reseptdrleri
ve bunlarin eslestigi ti¢ farkli G proteini (Gag/11, Gi/o, G12/13) iizerinden
gerceklesir. Lizofosfatidik asidin G proteini ile eslenik alt1 tane reseptorii vardir.
I1k {icii endotelyal hiicre diferansiasyon gen (EDG, endothelial cell differantiation
gene) ailesine aitken, diger reseptorler non-EDG’dir (10).

Lizofosfatidik asidin ¢esitli hiicre tiplerinde in vitro migrasyonu stimiile
ettigi  gosterilmistir. Lizofosfatidik asit sinyalizasyonun kanser hiicre
migrasyonundaki rolii, LPA i¢in major biyosentetik enzim olan ve daha 6nceden
neoplastik invazyon ve metastazla iliskili oldugu saptanan autotaxin'in
tanimlanmasiyla kabul edilmistir (3).

Literatilir taramasi1 sirasinda autotaxin ve lizofosfatidik asit diizeylerinin
meme kanseri tanili hastalarin serumlarinda 6l¢iildiigi herhangi bir caligmaya
rastlanamamistir. Ayrica, meme dokusunda lizofosfatidik asit reseptdrlerinin
(LPA1/EDG2 ve LPA2/EDG4) ekspresyonunu gdosteren calisma da
bulunamamaistir. Bu nedenlerden dolayi, ¢alismamizda normal ve meme kanseri
dokusunda LPA1 ve LPA2 reseptorlerinin ekspresyonu ile serum autotaxin ve
lizofosfatidik asit diizeyleri arasindaki iliskiden yola ¢ikarak meme kanserinde

lizofosfatidik asidin 6neminin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Memenin anatomisi

Meme, gogilis 6n duvarindaki regio pektoraliste bulunan bir ¢ift organdir.
Musculus pectoralis major ve cevresini saran diger kaslarla baglantili olan
stiperfisyal fasya i¢cinde yerlesmistir. Yukarida ikinci kosta, asagida altinci kosta,
medialde sternumun lateral kenar1 ve lateralde orta aksiler ¢izgi arasinda
uzanmaktadir. Erigkin kadinlarda aksillaya dogru uzanan bir kuyrugu (Spence
kuyrugu) bulunmaktadir (11,12).

Meme dokusunun komponentleri; meme bezi, bag dokusu ve bagh
bulundugu deridir. Meme bezi, sayilar1 15-20 arasinda degisen sekretuvar
lobiilden olusur. Bu lobiiller, ductus lactiferi olarak adlandirilan kanallar ile
papilla mammaria’ya agilirlar. Papilla mammaria, areola mammae denilen
pigmente olmus bir deri bolgesi ile ¢evrilidir. Lobiillerin ve kanallarin ¢evresi bag
dokusu ile ¢cevrelenmistir. Bazi bolgelerde, bag dokusunun kalinlagsmasi ile dermis
tabakasmin devami seklinde liggamentum suspensoria mammaria’lar olusur.
Meme kanseri, bu ligamentlerde gerilme yaparak derinin ¢ukurlasmasina sebep
olur (11,12).

Arteryel beslenme: Lateralde; a. axillaris, a. thoracica superior, a.
thoracoacromialis, a. thoracica lateralis ve a. subscapularis ile, medialde; a.
thoracica interna ile ve II. ve IV. interkostal arterler aracilig1 ile beslenir.

Venoz drenaj: Arterlerine paralel olarak v. axillaris, vv. thoracicae internae
ve vv. intercostales anteriores’lere direne olur.

Innervasyonu: Nn. Intercostales II ve VI’nin dallar1 olan r. cutaneus anterior
pectoralis ve r. cutaneus lateralis pectoralis ile saglanir.

Lenfatik drenaj: %75’1 nodi lymphoidei axillares’e drene olurken, geri

kalani nodi parasternales’e ve nodi intercostales’e direne olur (11,12).



2.1.2. Meme kanseri i¢in risk faktorleri

Meme kanseri gelismesi riskini artiran bir¢ok faktor bulunmaktadir. Meme
kanseri 30 yas alti kadinlarda son derece seyrek goriilirken, 50 yas iizeri
kadinlarda siklig1 artmaktadir. Bu durum, artan yas ile meme kanseri riskinin de
arttigin1 gostermektedir (13,14).

Meme dokusu, over kaynakli hormonlarin kontrolii altinda gelismekte ve
bunu izleyen reprodiiktif donemde aylik menstriiel periyotlarda prolifere
olmaktadir. Bu nedenle uzun siire bu hormonlara maruz kalmak meme kanseri
riskini de artirmaktadir. Erken yasta menarsin (12 yas Oncesi) ve ileri yasta
menopozun (55 yas sonrasi) artmis meme kanseri riski ile iligskili oldugu
gosterilmistir. Kirk bes yasindan once bilateral ooferektomi uygulanan hastalarin,
elli bes yasinda dogal olarak menopoza giren kadinlara gére meme kanseri
riskinin yaklagik olarak yar1 yariya azaldigi1 gosterilmistir (13,14).

Hi¢ dogum yapmamis kadinlar, bir ya da daha fazla sayida dogum yapmis
kadinlara gére daha yiiksek meme kanseri riski tasimaktadir. Ozelikle otuz bes
yasindan Once gerceklesen gebeliklerin, meme kanseri riskini azalttigi
gosterilmistir. Emzirme de meme kanseri riskini azaltmaktadir. 30 lilkede yapilan
50 calismanimn analizinde 12 ay emzirmenin, meme kanseri riskini %4 azalttig1
gosterilmistir. Gebelik siiresince, laktasyona hazirlik icin meme bezinin epitel
hiicreleri farklilagir ve hiicre siklusu siiresi uzar. Hiicrenin G1 fazinda daha uzun
siire vakit harcamast DNA tamirine de izin verir. Bu mekanizma ile gebelik ve
laktasyonun meme kanseri riskinde azalma yarattig1 diisiiniilmektedir (13,14).

Oral kontraseptifler (OK), icinde belli dozlarda estrogen ve progestin
bulunan preparatlardir. OK i¢indeki estrogenler etinil estradiol veya mestranol
cinsidir. Giiniimiizde ¢ogunlukla etinil estradiol kullanilmaktadir. OK i¢indeki
progestagenler ise ya estran ya da gonan grubuna aittir. OK kullanimi1 ile meme
kanseri arasindaki iligkinin varligi uzun siireli tartiymalara neden olmustur. Konu
halen de tartigmalidir. Birgok epidemiyolojik calisma, OK kullananlar ile
kullanmayanlar arasinda meme kanseri oranlar1 agisindan bir farkin olmadigi
yoniindedir. Bazi otorler erken premenopozal meme kanserinde artis oldugunu
ileri1 siirerlerken, bazi otorler de bunun tam tersine premenopozal donemde meme

kanserinde bir artisin olmadigmi iddia etmektedirler. Ancak ilging bir bulgu



olarak 40 yasimmdan once meme kanseri olan kadinlarm daha uzun siireli OK
kullandiklar1 tespit edilmistir. Ozellikle ilk gebeligini dogumla tamamlamadan
uzun stireli OK kullanmanin premenopozal meme kanserini arttirdigi ileri
stiriilmiistiir. 20 yasindan 6nce OK kullanmaya baglayan kadmnlarda %20 oraninda
meme kanseri riskinde artis bulunmustur. OK kestikten sonra 10 yil ge¢mis ise
pratik olarak meme kanseri riski yoktur. Sonug¢ olarak halen OK kullanim1 veya
son zamanlarda OK kullanimi ile daha lokalize premenopozal meme kanserleri
goriilmektedir. Daha o6nce OK kullanimi metastatik meme kanseri riskini
azaltmaktadir. OK kullanimi, aile anamnezi olan ve benign mastopatisi olan
kadinlarda meme kanseri riskini daha da arttirmaz. OK kullanirken aile 6ykiisii,
alkol alimi, emzirme gibi diger meme kanseri risk faktorleri géz Oniinde
bulundurulmalidir (13,14).

Postmenopozal kadinlarin semptomlar: i¢in kullanilan hormon replasman
tedavisinin (HRT) meme kanseri yapip yapmadigi halen tartisilmaya devam
etmektedir. Ancak postmenopozal bir kadinda semptomlarin tedavisi i¢in hala en
gecerli yolun HRT oldugu ve HRT’nin kisisellestirilmesi gerektigi belirtilmistir.
HRT’nin miimkiin olan en kisa siire ve en az doz kullanilmasi {izerinde
durulmustur. Calismalarin ¢ogu 5 yil ve iizerinde kullanimda postmenopozal
kadinlarda meme kanseri riskini arttirdigini belirtmislerdir. Dahast meme kanseri
risk oranlarmin HRT’ nin siiresinin artmasi ile daha da arttig1 iddia edilmistir.
Daha sonra yapilan bir calismada meme kanseri riskindeki artisin invazif meme
kanserinde oldugu, insitu meme kanserinde olmadigi gosterilmistir. Diger bir
deyisle HRT var olan bir meme kanserinin gelisimini uyarmakta, ama yoktan bir
kanser olusumuna sebebiyet vermemektedir (13,14).

Diyetsel faktorler: Diyetle yiiksek miktarda yag alimi meme kanseri riskini
artirmaktadir. Diyetteki satiire yaglarin, monoansatiire yaglar ile degistirilmesinin
bu riski azaltacagi diistiniilmekedir. Yiiksek lif iceren diyet ile beslenmenin meme
kanseri riskini azalttig1 hipotezi bulunmaktadir. A vitamininde bulunan retinoliin
in vitro olarak meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir.
Rodentlerde, bir diger antioksidan vitamin olan E vitamini, meme kanseri
gelisimini inhibe etmistir. Alkol tiiketimi ile meme kanseri riski arasinda pozitif

ilisk1 gosterilmistir. Premenopozal donemde viicut agirligi ile meme kanseri riski



arasinda iligki gozlenmezken, postmenopozal donemde viicut agirhigi artist ile
meme kanseri gelisme riski de artmaktadir. Diizenli fiziksel aktivitenin de meme
kanserine karst koruyucu oldugu hipotezi bulunmaktadir. Genis prospektif bir
calismada, aktif ya da pasif sigara igmek ile meme kanseri riski arasinda iligki

bulunamamistir (13,14).

2.1.3. Meme kanserinin patolojisi

Meme malign tiimorlerinin 6nemli boliimii adenokarsinomlardir. Skuamoz
hiicreli karsinom, phyllodes tiimor, sarkom ve lenfoma gibi adenokarsinom dis1
diger malign tiimorler ise %5’den az bir grubu olusturmaktadir (15,16).

Meme kanserinin morfolojik incelenmesinde iki ana tanimlama vardir:

1. Timdrin dokunun epitelyal komponentine sinirli olmast (in situ
karsinom) ya da stromay1 invaze etmesi (invaziv karsinom).
2. Tiumorin duktal ya da lobuler kaynakli olmasi.

In situ karsinomda malign epitelyal hiicreler bazal membranla ¢evrili duktus
ve asinuslar icinde smirlh iken, invaziv karsinomda neoplastik hiicreler bazal
membran1 asarak stromaya invazyon goOstermektedir. Bu nedenle invaziv
karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarmi invaze ederek bolgesel lenf diigiimlerine
ve uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir. Invaziv karsinoma
degisik oranlarda in situ komponent eslik edebilmektedir. Bu iki komponentin
morfolojik 6zellikleri her zaman birbiri ile paralellik géstermeyeceginden invaziv

komponentin tip tayini in situ komponentten bagimsiz olarak yapilmalidir
(15,16).

Glinlimiizde meme karsinomlarinin histolojik smiflamasinda en ¢ok
kullanilan Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan &nerilen siniflamadir.

Meme kanserinin histolojik siniflamasi (WHO smiflamasi) (17):

1. In situ karsinom

a. In situ duktal karsinom

b. In situ lobuler karsinom
2. Invaziv karsinom

a. Invaziv duktal karsinom

b. Invaziv lobuler karsinom



c. Tubuler karsinom

¢. Invaziv kribriform karsinom
d. Mediilller karsinom

e. Miisindz karsinom

f. Invaziv papiller karsinom

g. Invaziv mikropapiller karsinom
h. Apokrin karsinom

1. Sekretuar (juvenil) karsinom
1.Adenoid kistik karsinom

J- Metaplastik karsinom

k. Noroendokrin karsinom

1. Inflamatuar karsinom

2.1.3.1. In situ karsinom

2.1.3.1.1. Duktal karsinoma in situ (DCIS): Duktus sistemi i¢inde sinirh
kalmis, invazyon gdstermeyen malign epitelyal hiicre proliferasyonunu ifade
etmektedir. Mammografinin tarama amag¢li kullanimindan 6nce DCIS meme
karsinomlarinin ancak %0,8-5'ini olustururken, bugilin siklig1 %15-20'lere
ulasmistir. DCIS'da bilateralite %6,2-22; multisentrisite ise %64-80 gibi degisken
oranlarda  bildirilmektedir. ~ Duktal karsinoma in situ’nun, papiller,
komedokarsinom, solid, cribriform, mikropapiller, kistik hipersekretuvar gibi bir
cok morfolojik varyanti bulunmaktadir. DCIS'lar, komedokarsinomlar diginda
kural  olarak  makroskopik  spesifik  bir  gérinim  olusturmazlar.
Komedokarsinomda tiimér, normal parankim arasinda kalin duvarl kanallardan
kiimeler olusturmaktadir. Kanallar sikistigi zaman nekrotik tiimér dokusu bu
kanallardan ekstude olur. DCIS'larda bir¢ok mikroskopik patern tanimlanmistir.
Bunlarin arasinda komedokarsinom intraluminal nekrozu ve sitolojik atipisi ile en
kolay taninabilen varyanttr. DCIS'nun non-nekrotik varyantlar1 mikropapiller,
kribriform ve stratifiye spindle hiicreli paternde olanlardir (15,16).

2.1.3.1.2. Lobuler Karsinoma In Situ (LCIS): Lobuler neoplazi olarak da
bilinir. Lobiiler neoplazi, tiim biopsilerin yaklasik %1 'ini olusturan nadir bir

lezyondur. Genellikle makroskopik bir lezyon olusturmayip, baska bir nedenle



eksize edilen meme biopsilerinde tani alirlar. Ayni sekilde mammografik olarak
da 0Ozel bir goriintiileri yoktur. Lobiiler neoplazi, terminal duktal lobuler unit
icinde prolifere olarak bu {initeyi dolduran ya da distorsiyona ugratan uniform
hiicrelerden olusmaktadr. Hiicreler, kiiciik boyutlu olup, diizgiin yuvarlak
niiveleri ve dar bir sitoplazmalar1 vardir. Niikleol belirsiz ya da kiiciiktiir. Bazen
intrasitoplazmik liimen varhgi goriilebilir. Lobiiler neoplazi fibroadenom, radial
skar ve sklerozan adenozis gibi bazi benign meme lezyonlarmin icinde de
goriilebilmektedir. In situ lobiiler karsinomun en énemli ayirici tanis1 intraduktal
karsinomun lobiiler tutulumu ile yapilmalidr. In situ lobiiler karsinom duktuslara
yayilirken genelde pagetoid bir goriiniim sergiler ve lobulosentriktir. Intraduktal
karsinomun 6zellikle kiiciik hiicrelerden olusan solid tipi in situ lobiiler karsinom
ile karisabilmektedir. Intraduktal karsinomlarin biiyiik hiicrelerden olusan
tiplerinde niive sitoplazma orani, hiicre boyutu, mitoz, nekroz gibi 6zellikler

dikkate alinarak ayrim yapmak daha kolaydir (15,16).

2.1.3.2. invaziv karsinom

2.1.3.2.1. Invaziv duktal karsinom (spesifik olmayan tip): Invaziv meme
karsinomlarmin en sik goriilen tipidir (%70-80) ve diger alt tiplerden herhangi
birine ait spesifik Ozellikleri tasimayan genis bir grubu olusturmaktadir.
Makroskopik olarak olgularin ¢ogu sert kivamli ve diizensiz smirhidir. Kesit
ylizeyi sarimsi-gri renkte ve kumlu goriiniimde olup ¢evre meme dokusuna dogru
yildizs1 uzantilar gostermektedir. Kitlenin santral boéliimiinde elastotik stromanin
olusturdugu beyaz renkli noktavi odaklar veya ¢izgiler bulunabilir. Ozellikle
biiylik boyutlu tiimdrlerde nekroz, kanama ve kistik dejenerasyon goriilebilir. Bu
tiimorlerin  mikroskopik oOzellikleri oldukga degiskenlik gostermektedir. Iyi
diferansiye tiimorler minimal hiicresel atipi gosteren tubuler yapilardan olugsmakta
ve bu nedenle sklerozan adenozis, radial skar gibi benign psodoinfiltratif
lezyonlar ile aywric1 tani giigliigii olusturabilmektedir. Bu tiir invaziv duktal
karsinomlar tipik olarak dstrojen ve progesteron reseptorii pozitif olup HER-2/neu
(c-erbB-2) overekspresyonu gostermezler. Az diferansiye invaziv duktal
karsinomlar ise, biiylik-pleomorfik hiicrelerden olusan irili ufakli kitleler

seklindedir ve hormon reseptor ekspresyonu daha az, buna karsin HER-2/neu



overekspresyonu daha fazladir. Invaziv duktal karsinomlarm ¢ogu bu iki grup
arasinda kalan orta derecede diferansiye formlardir (15,16).

2.1.3.2.2. Invaziv lobuler karsinom: Tiim invaziv meme karsinomlarinin
%35-15"1n1 olusturmaktadir ve hormon replasman tedavisi alan kadinlarda daha sik
goriilmektedir. Diger tip invaziv meme karsinomlarina gore daha yiiksek oranda
bilateral ve multifokal olurlar. Makroskopik olarak sert kivamli diizensiz simirl
kitle olusturabildikleri gibi, bazen de belirgin bir kitle olmaksizin sinirlar1 belirsiz
bir indiirasyon seklinde goriilebilirler. Invaziv lobuler karsinomun klasik tipinde
kohezyon yetenekleri az olan kiigiik, dar sitoplazmali uniform hiicreler tek sirali
hiicre dizileri olusturmakta ve normal duktuslar cevresinde targetoid tarzda
konsantrik dizilim gostermektedir. Solid tip invaziv lobuler karsinomda yukarida
tanimlanan tipik lobuler karsinom hiicreleri diffuz iireyis gosterirken, alveolar
tipte ise 20 veya daha fazla hiicreden olusan yuvarlak hiicre kiimeleri
olusturmaktadir. Tubulolobuler varyant invaziv lobuler karsinomun iyi diferansiye
formudur ve klasik invaziv lobuler karsinom alanlar1 yani sira mikrotubuler
yapilar da igermektedir. Pleomofik tip invaziv lobuler karsinomda klasik
infiltrasyon paternini olusturan hiicreler iri ve pleomorfiktir (15,16).

2.1.3.2.3. Tubuler karsinom: Meme karsinomlarmin %?2’sini olusturmaktadir.
%10-56’s1 ayn1 memede multifokal, %9-38’1 bilateraldir. Makroskopik olarak
diizensiz sinirli, ¢cevreye dogru yildizsi uzantilar1 olan sert kivamli kitle olusturur
ve ¢ogunun c¢apt 1 cm’nin altindadir. Histopatolojik incelemede selliiler stroma
icinde kiiciik, uniform hiicrelerin olusturdugu tubul yapilar1 goriiliir ve bu nedenle
sklerozan adenozis ve radial skar gibi benign lezyonlar ile ayirici tam giigliigii
olusturabilir. Ancak tubuler karsinomdaki bu tubuler yapilar myoepitelyal hiicre
icermediginden ayirici tani giigliigii ¢ekilen olgularda myoepitelyal belirleyiciler
(smooth muscle actin gibi) ile yapilacak immunhistokimyasal boyama ile benign
sklerozan lezyonlardan ayurt edilmeleri miimkiindiir (15,16).

2.1.3.2.4. Invaziv kribriform karsinom: Invaziv karsinomlarin nadir goriilen
bir tipi olup tubuler karsinom gibi ¢ok 1yi prognoza sahiptir. Tiimdral kitle 1-3 cm
capinda, sert kivamli, diizensiz sinirhidir ve c¢evreye dogru yildizsi uzantilari
vardir. Mikroskopik incelemede hafif ya da orta derecede pleomorfizm gosteren

hiicrelerin olusturdugu kribriform yapilar goriiliir. Olgularin %80’inde kribriform



paternde in situ duktal karsinom tiimore eslik etmektedir. Genellikle dstrojen ve
progesteron reseptorii pozitif, HER-2/neu negatiftir (15,16).

2.1.3.2.5. Mediiller karsinom: Meme karsinomlarinin %1-5’ini olusturur.
Mediiller karsinom daha c¢ok 50 yas altindaki kadinlarda ve BRCAI1 genini
tastyanlarda goriiliir. Iyi sinirli, yumusak kivaml kitle olusturur ve bu nedenle
klinik ve radyolojik olarak fibroadenom gibi benign meme lezyonu olarak
yorumlanabilir. Mediiller karsinom tanist i¢in iri, vezikiiler ve pleomorfik
nukleuslu, belirgin nukleollii tiimor hiicrelerinin olusturdugu sinsisyal biiylime
paterninin tiimoriin  %75’inden fazlasin1 olusturmast gereklidir. Tiimdrde
desmoplazi, glandiiler yapilanma ve in situ karsinom yoktur veya minimaldir.
Tiimor iginde ve gevresinde yogun lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonu izlenir ve
timor ¢evre meme dokusu ile ekspansif bir siir olusturur. Yiiksek niikleer grade,
artmig mitotik aktivite ve hormon reseptdr ekspresyonunun yokluguna karsin
mediiller karsinom invaziv duktal karsinoma gore biraz daha iyi prognoza
sahiptir. HER-2/neu overekspresyonu genellikle yoktur (15,16).

2.1.3.2.6. Miisindz (kolloidal) karsinom: Az goriilen bir tip olup meme
karsinomlarmmm %1-6’sm1 olusturur. Daha cok ileri yas kadinlarda goriiliir ve
prognozu iyidir. Makroskopik olarak yumusak kivamli ve iyi smirhdir, kesit
yiizeyi parlak ve jelatindz goriiniimdedir. Iyi smirli olmalar1 nedeni ile klinik,
radyolojik ve makroskopik olarak benign meme lezyonlarmi taklit edebilirler.
Histopatolojik incelemede genis ekstraselliiler miisin golleri i¢inde yiizen uniform
hiicrelerden olusan kiigiik hiicre adalar1 ve glandiiler yapilar goriilir. Hormon
reseptorleri genellikle pozitif, HER-2/neu negatiftir (15,16).

2.1.3.2.7. Invaziv papiller karsinom: Invaziv meme karsinomlarmm nadir
gortilen bir tipidir. Makroskopik olarak genellikle 1y1 simirlidir. Fibrovaskiiler koru
olan papiller yapilarmm varlig1 karakteristik mikroskopik 6zelligidir. Prognozu
genellikle 1yidir (15,16).

2.1.3.2.8. Invaziv mikropapiller karsinom: Piir formu invaziv meme
karsinomlarinin %1-2’sini olusturur. Daha fazla siklikta mikst tipte invaziv
karsinomlarda, 6zellikle invaziv duktal karsinoma eslik eden ikinci bir komponent

seklindedir. Histopatolojik incelemede lenfatik benzeri bosluklar i¢inde yer alan
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kiigiik papiller yapilar goriilmektedir. Bu tiimorlerde lenfatik invazyon, lenf nodu
metastazi ve multifokalite sik oldugundan prognozlar1 kétiidiir (15,16).

2.1.3.2.9. Apokrin karsinom: Nadir goriilen tiimoér grubudur. Tumor
hiicreleri iri, genifl eozinofilik graniiler sitoplazmali, belirgin nukleollii olup
tubuler yapilar ve kordonlar olusturmakta ya da solid treyis gostermektedir.
Olgularin ¢cogunda “gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15)” pozitiftir.
Ancak apokrin karsinom digindaki diger malign meme tiimorlerinde de GCDFP-
15 pozitifligi goriilebilir. Prognozu ayni grade ve evredeki invaziv duktal
karsinomlar ile aynidir. Ostrojen ve progesteron reseptorleri genellikle negatif,
buna karsm androjen reseptorleri pozitiftir. Olgularin yarisinda HER-2/neu
overekspresyonu vardir (15,16).

2.1.3.2.10. Sekretuar (jiivenil) karsinom: Nadirdir ve genellikle 30 yas
altindaki kadinlarda goriiliir. Genellikle iy1 sl kitle olustururlar. Mikroskopik
olarak, sitoplazmasinda PAS pozitif eozinofilik materyal bulunan vakuollii
sitoplazmal1 hiicrelerin olusturdugu tubuloalveoler, papiller ve solid yapilardan
olugmaktadir. Prognozu oldukg¢a iyidir (15,16).

2.1.3.2.11. Adenoid kistik karsinom: Tim meme kanserli hastalarin
%0.1’inden daha azmi olusturmaktadir. Adenoid kistik karsinom morfolojik
olarak proliferatif bezler (adenoid kisim) ve stromal elemanlarin (psédoglandiiler
kisim) bilesiminden olusmaktadir. Prognozu iyi olan bu tiimorler ¢gogunlukla lenf
nodu metastaz yapmazlar (15,16).

2.1.3.2.12. Metaplastik karsinom: Adenokarsinom ile birlikte sarkoma
benzer igsi hiicreli alanlar, skuaméz diferansiasyon, kondroid ve ossedz
diferansiasyon alanlar1 iceren tiimdér grubudur. Bazen pilir skuamdz hiicreli
karsinom seklinde de goriilebilir. Nadir bir tiimor olup prognozu kotiidiir (15,16).

2.1.3.2.13. Noroendokrin karsinom: Meme karsinomlarmin %2-5’ini
olusturur. Genellikle ileri yas kadinlarda gorilir. Bu grup tiimorler
gastrointestinal sistem ve akcigerdeki noroendokrin tiimorlere benzer morfolojik
ozellikler gosterirler. Timor hiicrelerinin %50’sinden fazlasi noéroendokrin
belirleyicileri eksprese etmektedir (15,16).

2.1.3.2.14. inflamatuar karsinom: invaziv meme karsinomlarmm 6zel bir

klinik prezentasyonudur. Yaygm dermal lenfatik invazyon sonucunda lenfatik
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drenaj bozulur ve deride 6dem yanisira eritem, indurasyon, hassasiyet ve portakal
kabugu goriiniimii vardir. inflamatuar bir durumu taklit etmesi nedeniyle bu isim
verilmistir. Mikroskopik olarak herhangi bir inflamatuar tablo yoktur. Altta yatan

invaziv karsinom genellikle ytliksek grade’li invaziv duktal karsinomdur (15, 16).

2.1.4. Meme kanseri i¢in tiimor nod metastaz (TNM) evrelemesi

Timor evreleme sistemleri kanserin yayilimi1 ve ciddiyeti hakkinda belli
standartlara gore bilgi edinilmesini saglar. Tiimor nod metastaz (TNM) evreleme
sistemi’nde tlimorleri smiflamak i¢in kullanilan kriterler; tiimoér boyutu (T),
aksiller lenf nodlarma yayilim (N) ve uzak boélgelere yayilimdir (M). Daha
onceden tanimlanmis kriterlere gore bu ilic 6zellik belirlenip kombine edilerek,
timor i¢in son TNM evresi hesaplanir. Tiimor evresi, meme kanserli hastalarda
tedaviye yon veren onemli bir prognostik faktordiir. Yeni teknikler gelistikge
kanser evrelemesinde dogruluk artar ve hastaligin genisligi daha dogru olarak

belirlenebilir (18).

Cizelge 2.1. Tiimor nod metastaz evrelemesi (18).

Evre T N M
0 Tis NO MO
1A Tl NO MO
TO N1
IB T1 NI MO
TO N1
A Tl N1 MO
T2 NO
T2 N1
11B T3 NO MO
TO N2
Tl N2
1A T2 N2 MO
T3 N1
T3 N2
I11B T4 NO-2 MO
HIC Herhangi bir T N3 MO
v Herhangi bir T Herhangi bir N Ml
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Cizelge 2.1.’de gosterilen ve tiimdr nod metastaz evrelemesinde kullanilan

simgelerin agiklamasi asagidaki gibidir:

T : Primer timor boyutu

TX : Primer timor degerlendirilemiyor

TO : Primer tiimor kanit1 yok

Tis : Karsinoma in situ

T1 : Tiimoriin en biiylik ¢cap1 20mm’den kiigiik

T2 : Tiimoriin en biiylik ¢ap1 20 — 50 mm arasinda

T3 : Tiimoriin en biiylik ¢ap1 SO0mm’den biiyiik

T4 : Timor ¢apma bakilmaksizin cilt ya da gogiis duvari tutulumu olmasi

N : Rejyonel lenf nodu tutulumu

Klinik siniflandirma (N)

NX : Rejyonel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

NO : Rejyoner lenf nodu tutulumu yok

N1 : Ipsilateral aksiler lenf nodlarina hareketli metastaz

N2 : Ipsilateral aksiler lenf nodlarina sabit metastaz ya da internal
mammaryan lenf nodlarma metastaz

N3 : Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodlarina metastaz

Patolojik siniflandirma (pN)

pNX : Rejyonel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

pNO : Rejyoner lenf nodu tutulumu yok

pN1 : 1-3 ipsilateral aksiller lenf noduna metastaz ve/veya klinik olarak
gozlenmeksizin ipsilateral internal mammaryan lenf nodlarina mikrometastaz

pN2 : 4-9 ipsilateral aksiller lenf noduna metastaz ya da aksiler lenf nodu
metastazi olmaksizin klinik olarak ipsilateral internal mammaryan lenf nodlarina
metastaz

pN3 : 10 ve lizeri ipsilateral aksiler lenf nodu metastazi1 ya da aksiller lenf
nodu metastaz1 varliginda klinik olarak internal mammaryan lenf nodu metastazi
ya da infraklavikuler lenf nodu metastazi ya da ipsilateral supraklavikuler lenf
nodu metastazi

M : Uzak metastaz

MO : Klinik ve radyolojik olarak uzak metastaz yok

M1 : Klinik ve radyolojik olarak uzak metastaz var (18).
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2.1.5. Meme kanserinin epidemiyolojisi

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlar i¢in 6nemli bir halk saglig1 sorunudur.
Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagl
oliimlerin ikinci en sik sebebidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin bir boliimii olan
‘International Agency for Research on Cancer’in verilerine gore 2008 yilinda
diinyada 12.662.554 vaka kanser tanis1 almistir. Bunlarin 6.044.710 kadindir ve
1.384.155’s1 meme kanseridir. Meme kanseri, kadmlarda invaziv kanserlerin
%22.9’unu ve tim kanserlerin %16’sm1 olusturmaktadir. Yine 2008 yilinda
kadinlar arasinda 3.345.176 kansere baglh 6lim gerceklesmistir ve bu 6liimlerin
458.503’1 meme kanserine baghdir. Kansere bagli 6liimlerin kadinlarda %13.7’s1
ve tiim toplumda %6.0’s1 meme kanserine baghdir (19).

Meme kanseri insidanst diinyada bolgelere gore gore degisiklik
gostermektedir. Gelismis lilkelerde daha sik, az gelismis iilkelerde daha nadir
goriilmektedir. Bolgelere gore meme kanseri insidansi soyledir: 100.000 kadin
icin; Dogu Asya’da 18; Gliney-Orta Asya’da 22; Sahra-alt1 Afrika’da 22; Giiney-
Dogu Asya’da 26; Kuzey Afrika ve Bat1 Asya’da 28; Giiney ve Orta Amerika’da
42; Dogu Avrupa’da 49; Giliney Avrupa’da 56; Kuzey Avrupa’da 73,
Okyanusya’da 74; Bat1 Avrupa’da 78 ve Kuzey Amerika'da 90 (19).

T.C. Saghk Bakanhigr'nmn 2008 yilinda yaymladigi Saglik Istatistikleri
Yilligr'na gore Tiirkiye’de kadinlarda kanser insidansi 2004 yilinda
236,3/100.000, 2005 yilinda 246,5/100.000 ve 2006 yilinda 256,4/100.000 olarak
bildirilmistir. Bu sonuclar kanser insidansmin bir artis egilimi i¢inde oldugunu
gostermektedir. 2006 yilinda kadinlar arasinda kanser insidansi 256,4/100.000
iken meme kanseri insidansi ise 37,6/100.000°dir. Tiirkiye’de de tiim diinyada
oldugu gibi meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. 2008 yilinda
hastane Oliimlerinin dagilimima bakildiginda, genel popiilasyonda kansere bagli
oliimler %15,3 ile, kardiyovaskiiler nedenlere bagli 6liimlerden sonra ikinci siray1

almaktadir (20).
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2.1.6. Meme kanserinde prognostik faktorler

Lenf nodlarmin durumu, tiimér ¢ap, histolojik tip ve histolojik grade meme
karsinomu i¢in bilinen en 6nemli prognostik parametrelerdir. Bunun yani sira
steroid hormon reseptorleri (Ostrojen ve progesteron reseptorii), onkogenler
(HER-2/neu), tiimdr supresor genler (p53), proliferasyon belirleyicileri (Ki-67),
anjiogenez ve proteazlar da meme karsinomu prognozu lizerine etkilidir (21).

2.1.6.1. Lenf nodu metastazi: En 6nemli prognostik parametredir. Aksiller
lenf nodlar1 negatif hastalarda 10 yillik yasam %75 iken, nod-pozitif hastalarda bu
oran %25-30’a diismektedir. Metastatik lenf nodlarinin seviyesi, sayist ve
biiytikligli, perinodal yag dokusuna invazyon durumu da prognoz agisindan
onemlidir. Lenf nodundaki metastaz alanmmin boyutu 0.2-2 mm ise
“mikrometastaz”, daha kiiclik boyutta ise “izole tiimor hiicreleri-submikro-
metastaz” olarak degerlendirilmektedir. Lenf nodundaki mikrometastazlarin klinik
onemi tartigmali olmakla birlikte, hastaliksiz ve toplam sagkalimda az da olsa
anlaml bir azalmaya neden olduklarini gésteren ¢alismalar mevcuttur (21).

2.1.6.2. Timor boyutu: Bagimsiz bir prognostik parametredir. Tiimor boyutu
arttikca aksiller lenf nodu metastaz1 artmakta ve sagkalim orani diismektedir.
Evrelemede patolog tarafindan 6lgiilen tiimor ¢ap1 géz Oniine alinmalidir. Yaygin
in situ komponent iceren tiimorlerde, ayr1 olarak secilebiliyor ise, mikroskopik
olarak lam tizerinde yapilacak 6l¢lim ile invaziv tiimor alaninin ¢apinin ayri olarak
verilmesi ve evrelemenin invaziv alanin ¢apima gore yapilmasi gereklidir (21).

2.1.6.3. Tiimoriin histolojik tipi: Tubuler karsinom, invaziv kribriform
karsinom, sekretuar karsinom ve invaziv lobuler karsinomun tubulolobuler
varyantinin prognozu iyidir. Buna karsin metaplastik karsinom, invaziv lobuler
karsinomun pleomorfik ve solid tiplerinin, invaziv mikropapiller karsinomun ve
inflamatuar karsinomun prognozu koétiidiir. Mediiller karsinomun prognozu
tartismali olmakla birlikte, invaziv duktal karsinoma gore daha iyi prognoz
gosterdigi bir¢ok arastiric: tarafindan kabul edilmektedir (21).

2.1.6.4. Histolojik grade: Giiniimiizde morfolojik tipine bakilmaksizin
invaziv karsinomlarin tiimiiniin grade’lenmesi 6nerilmektedir ve en ¢ok kullanilan
grade’leme sistemi modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu grade’leme

sisteminde tiimOr hiicrelerinin niikleer Ozellikleri, olusturduklar1 tubulus

15



yapilarinin orani ve mitoz sayisi ayr1 ayri skorlanarak elde edilen toplam skora
gore grade belirlenmektedir. 10 yillik sagkalim orani grade I tiimorler i¢in %85,
grade II i¢in %60, grade I1I i¢in %15°dir (21).

2.1.6.5. Lenfovaskiiler invazyon: Timor c¢evresindeki lenfatik ve kan
damarlarmin limeninde tiimor hiicrelerinin goriilmesi durumunda lenf nodu
metastazi olasiig1 yiiksektir. Lenf nodu metastazi goriilmese de lenfovaskiiler
invazyon varligi kotii prognostik parametredir (21).

2.1.6.6. Ostrojen ve progesteron reseptdrleri: Giiniimiizde, meme
karsinomlarinda  immunhistokimyasal yontemle hormon reseptdrlerinin
arastirilmasi tedavinin belirlenebilmesi i¢in yapilan rutin bir uygulamadir. Primer
ve metastatikk meme karsinomlarmmda %45-65 oraninda Ostrojen reseptorii
pozitifligi vardir. Reseptor pozitif tlimorler hormonal tedaviye daha iyi cevap
vermekte ve daha iyi prognoz gostermektedir. Ancak uzun siireli izlemde niiks ve
metastaz agisindan reseptor pozitifliginin O6neminin olmadigi gosterilmistir.
Tiimorde Ostrojen reseptOrii yanisira progesteron reseptoriiniin de pozitif olmasi
hormonal tedaviye cevabi arttirmaktadir. Ostrojen reseptdrii ekspresyonu ile
meme karsinomunun histolojik tipi ve grade arasinda anlamli bir iligki vardir.
Grade arttik¢a ekspresyon azalmaktadir (21).

2.1.6.7. HER-2/neu: Epidermal growth faktor reseptdr ailesinden bir
protoonkogendir. Meme karsinomlarmin %10-30’unda FISH (fluorescent in situ
hybridization) ile = saptanan = HER-2/neu  gen  amplifikasyonu  ve
immunhistokimyasal yontemle saptanan protein overekspresyonu vardir. HER-
2/neu overekspresyonu kotii prognostik parametredir ve genellikle histolojik
grade’i yiiksek, lenf nodu metastazi olan ve hormon reseptorleri negatif

tiimorlerde gorilmektedir (21).

2.1.7. Meme kanserinin genetigi

Meme kanseri, diger maligniteler gibi hiicre biiyiimesi ve gelisimine katilan
onemli hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir dizi igslem
sonucu ortaya c¢ikar. Genetik degisimler, normal islevlere sahip proto-
onkogenlerin belli 6zel degisimleri ile olusan onkogenler ile iliskili bulunmustur.

Proto-onkogenler normal hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi i¢in 6nemli olan bazi
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proteinlere ait kodlar icerirler. Eger bir mutasyon sonucu proto-onkogenin yapisi
degisirse olusan hasar, genin dolayisi ile gen {iriiniin yapisinin degismesine neden
olur ve gesitli yollarla hiicre boliinmesinin kontrolii ortadan kalkar ve malignite
ortaya cikar. Kanser olusumunda, onkogenlerden baska Onemli ikinci bir gen
grubu da tiimor-baskilayici genlerdir. Bu iki gen grubu kanserogenezde birbiriyle
z1t etkilidir. Onkogenler malign transformasyona neden olurken tiimor baskilayici
genler, hiicre biiylimesinde islev goren genleri kontrol ederek tiimdr olusumunu
engellerler. Eger bu tiimor baskilayict genlerde bir hasar olursa biiylime kontrolii
ortadan kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar (22,23).

Meme kanserinin ortaya ¢ikigina, ilerlemesine ve metastazina katilan bir ¢ok
faktoriin varligr bilinmektedir. Cok adimli tlimorogenez hipotezinin benzeri bir
model meme kanserleri i¢in de diisiiniilebilir. Bu modele gore onkogenlerdeki
degisimler daha siklikla tiimor invazyonu veya metastaz ile iligkili olabilirler.
Meme kanserinin gelisiminde yliksek riske sahip hastalarda baglant1 analizlerine
dayanan calismalar onkogenlerin ailesel meme kanserlerinde primer lezyonlarda
yeri olmadigi, fakat tiimor baskilayict genlerdeki resesif degisimlerin primer
lezyon olusumuna katildigmi gosteren caligmalar vardir. Meme i¢in ayirici
ozellikler tasiyan onkogenler vardir. Hem normal hem de kanserli meme
dokularinda ¢ogunlukla saptanan bu 6zel onkogenler ras, myc ve cerbB-2 (veya
HER2/neu) olarak siralanabilir (22,23).

CerbB-2 (HER2/Neu): HER-2/Neu, diger ad1 ile cerbB-2 veya p185 olarak
isimlendirilen bu onkogen 17. kromozomda q12’ye yerlesmistir ve protein iiriini
hiicre boliinmesi ve farklilagmasmna katilir. Gen amplifikasyonu ve asiri
ekspresyon nedeniyle kanser patogenezine katilan bu onkogen, meme kanserleri
icin Onemli bir prognostik belirteg olarak kabul edilmektedir. CerbB-2
onkoproteini, plazma membranma yerlesmis EGFR’ne benzer bir membran
reseptordiir. CerbB-2, meme kanseri arastirmalarinda ve tedavisinde en yogun
calisilan onkogenlerden biridir. HER2 ve diger tiyeler (HER1, HER3 veya HER4)
arasindaki liganda bagli bir heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler.
CerbB-2 geninin amplifikasyonu veya proteinin asir1 ekspresyonu meme
kanserlerindeki neoplastik hiicrelerin %10-40’mnda gdsterilmistir. Bu onkogonenin

kopya sayilarinin yiiksek bulunusu, timor siddeti ile dogru orantili olarak
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saptanmistir. Erken donem meme kanserinde cerbB-2 gen amplifikasyonu koti
prognoz ile yakim iliskili bulunmustur. Cok sayidaki calisma ile cerbB-2
amplifikasyonunun diger kotii prognostik faktorlerin varligi, tedaviye diisiik cevap
ve lenf nodu pozitif meme kanserlerinde hastalarin yasam stireleriyle iliskili
oldugu, tek basma bir prognostik faktér olabilecegi desteklenmistir. CerbB-2
ekspresyonu ile ilgili verilerin ¢ogu lenf nodu pozitif hastalardan elde edilmesine
ragmen uzun streli takip sonrasinda lenf nodu negatif hastalarda da cerbB-2
amplifikasyonu olanlarin daha kotii prognoza sahip olduklar1 gozlenir. Invazif
meme kanserlerinin alt tipleri arasinda sadece invazif duktal karsinomlarda cerbB-
2 amplifikasyonu gosterilmistir. Genellikle invazif lobular karsinomlarda cerbB-2
aktivasyonu goriilmez. In situ lobuler karsinomlarda da asir1 {iretime
rastlanmamistir. Buna karsilik in situ duktal karsinomlarin alt tipi olan komedo
tipte cerbB2 asir1 iretiminin prevalansi %90’in {izerindedir. Bu tipteki
karsinomlarda bu proteinin ¢ok miktardaki iiretimi ile gen amplikasyonu arasinda
baglant1 oldugu ve gen amplifikasyonunun meme kanserinin komedo tipi icin
erken bir genetik bulgu oldugu gosterilmistir (22,23).

Ras: Ras proteinleri 21 kD’dur (p21) ve G proteinleri ailesinden olup
guanosin nukleosidlerini baglama yetenegindedir. Sinyal iletiminde onemli bir
aract molekiildir. Genellikle plazma membranindaki biiyiime faktori
reseptorlerinin sitoplazmik parcalarina yakin bdlgeye yerlesirler ve GTP ile
aktiflenir ve protein kinazlar ile iliskiye girerek mitozun aktiflesmesinde rol
alirlar. Ras’in  onkogenik 0Ozellik kazanmasi nokta mutasyonu veya gen
ekspresyonunun artis1 ile olur. Mutasyonlarin ve amplifikasyonun nadiren
gozlenmesi ras gen aktivasyonunun diger mutasyon mekanizmalar1 tarafindan
etkilendigini gosterir. Meme kanserlerinde ras onkogenlerinde en sik rastlanan
mutasyon asirt ekspresyondur. H-ras’in artmis ekspresyonu lenf nodu
metastazlarinda ve ileri histolojik dereceye sahip tiimorlerde goriilmiistiir. Selim
fibrokistik, fibroadenom ve karsinomlu kisilerde yapilan ¢calismada c-myc, H-ras,
K-ras ve N-ras ekspresyon seviyelerinin selim meme dokularindan c¢ok
karsinomlarda daha yiiksek olduklar1 bildirilmistir. H-rasl allel kaybinin
histolojik grade-III tiimorlerde, Ostrojen ve/veya progesteron reseptor kaybi ve

kot klinik gelisime sahip hastalar ile O6nemli derecede iliskili oldugu
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gosterilmistir. Boylece H-rasl lokusunun genotipik analizi meme kanser riski
tastyan hastalarin tayininde prognostik bir deger olabilecegi ileri stiriilmiistiir. p21
in seviyelerinin, hormona cevap veren meme kanser vakalarinin her birinde
yiiksek bulunmasma ragmen hormon ile iliskisiz tiimor vakalarinda da
saptanmistir.  Ras’mm  yiiksek  seviyeleri  hiperplastik  lezyonlar ile
karsilastirildiginda invazif meme karsinomlarinda daha yiiksek bulunmustur.
Postmenoposal hastalarda yiiksek seviyelerde p21 ekspresyonuna egilim vardir.
H-ras gen mutasyonlar1 nadir olmakla birlikte meme kanserinde %70’lik bir risk
nedenidir (22,23).

c-Myc: c-myc geni kromozom 8q24’e yerlesmistir. c-myc proteini hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmas1 ve apoptoz 1ile iligkili genlerin
transkripsiyonlarini diizenleyen bir fosfoproteindir. c-myc’in gen amplifikasyonu
ise hiicre dongiisiiniin bozulmasma neden olur ve p53’e baglh yoldan hiicrenin
apoptoza gonderilmesinde rol oynar. c-myc geninin asir1 iretimi veya gen
yapisindaki degisiklikler meme kanserine neden olmaktadir. Karsinomlarin
%32’sinde myc proto-onkogeninin 2-15 kat amplifiye oldugu invazif duktal
karsinomlarda ise myc geninin yapisal degisiklikler tasidigi gosterilmistir. Bazen
kotl prognoz ve agressif klinik gidise neden olan tiimérlerde myc amplifikasyonu
gosterilmistir. Ancak myc’in tiimdriin histolojik tipi ve derecesi ile ayrica dstrojen
reseptor statiisii ile iliskisi gosterilmemistir. Myc ekspresyonu tek basina meme
karsinogenezi i¢in yeterli olabilir. Hatta myc’in hormona yanit vermemede veya
kemoterapiye direncten sorumlu oldugu ileri siiriiliir. Ileri yash kadinlarda meme
kanseri ile c-myc proto-onkogeni arasinda yakin bir iliski bulunmustur. c-myc gen
amplifikasyonu meme kanserindeki en sik rastlanan genetik degisikliklerden
biridir. Meme kanserlerinin 1/3’1 bu genetik degisikligi tasir (22, 23).

Meme kanseri gelisiminde etkili tiimdr baskilayici genler ise baslica p53 ve
ATM dir.

P 53: P53 geni 17. kromozomun pl3-1 bandma yerlesmistir ve molekiil
agirhigt 53 kD olan nuklear bir proteini kodlar. UV 151k, karsinojenler ve
sitostatiklerin DNA’da olusturduklar1 hasar1 ortadan kaldiwrmak tizere aktiflesir.
Hasar diizeltilemez ise hiicre apoptoza yonlendirilir. P53 geninin her iki alleldeki

kaybi (heterozigotluk kayb1) veya nokta mutasyonlari ¢esitli tiimorlerde ve meme
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kanserlerinde gdsterilmistir. Meme kanserlerinde asir1 p53 protein iiretimi koti
prognoz i¢in bir indikatdrdiir. Dokuda mutant p53 pozitifliginin tespiti %80-90
oraninda meme kanserlerini dogrular. Teshis sirasinda lenf nodu metastazina
sahip olanlar kadar genelde tiim hastalarda kisa yasam siliresi ve hastaligin
gozlenmedigi araliklar ile p53 ekspresyonu arasinda prognostik bir anlamlilik
bulunmustur. Meme kanserlerinin %20-30’unda p53 inaktivasyonu gozlenir. P53
mutasyonlarmin tespiti in situ’dan invazif karsinomaya ge¢is i¢in bir marker
olarak kullanilabilir. In situ duktal karsinomlar da p53 mutasyonu gozlenmedigi,
buna karsilik meme karsinogenezinin erken devrelerinde p53’iin mutasyona
ugradig: bildirilmistir (22,23).

ATM geni (Mutant ataxia-telengiectasia): ATM resesif olarak kalitilr.
Kromozom 11°de yerlesmistir. ATM geni ¢ok uzun ve komplekstir, cok sayida
cesitli ve mutasyonlar gdzlenir. Iki mutant allel hastalik gelisimine neden olur. Bir
mutant allel tasiyanlarda ise meme kanseri riskinin ¢ok yiikksek oldugu
gosterilmistir. ATM tasiyicilart oldukca yaygindir. 1/200 ila 1/100 kadinda bu
mutasyon orta derecede artmus genetik risk olarak kalitilir. Toplumdaki meme

kanserinin %2-7’sinden bu gen sorumludur (22,23).

2.1.7.1. Ailesel meme kanseri ve iliskili genler

Meme kanserinin biliyiilk cogunlugu sporadik vakalar olmasma ragmen
yaklagik %5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ¢ikmaktadir.
Meme kanseri olusumuna bir¢cok gen karisir ancak kalitsal meme kanserlerinden
sorumlu olarak, ozellikle genom devamliligmin koruyuculugunda is goren
proteinleri {ireten bazi genlerin germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 gosterilmistir.
Kalitsal meme kanserinde nadir goézlenen yliksek penetransa sahip meme
kanserine yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur. Bu
genlerdeki germ hiicre soyu mutasyonlarini igeren kadinlarin yasamlarinin bir
doneminde meme kanseri gelistirme riski %50-80 arasinda degismektedir.
BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germ soyu mutasyonlari, yiiksek penetransa
sahip ve hastalik i¢cin yliksek risk olusturan faktorler olarak bir¢ok caligmada
gosterilmistir.  Bu iki kansere yatkinlik genlerinin germ hiicrelerindeki

mutasyonlar1 ovaryum kanserlerinde %10, meme kanserlerinde %7 oraninda
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dominant olarak kalitim gosterir. Halen ailesel meme kanseri i¢cin en siddetli
etkiye sahip mutasyonlar1 tasiyan bu iki gen, meme kanseri risk tespitinde
mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6n sirada yer almaktadir (22,23).

BRCAI1 ve BRCA2 genleri: BRCAI geni, kromozom 17q21°e, BRCA2 ise
kromozom 13q12’e yerlesik bir gendir. BRCA1 geni 1863 amino asitlik, BRCA2
geni ise 3418 aminoaistlik bir proteini kodlar. Her iki protein de hiicrenin diger
baz1 proteinleri ile baglanarak islev goriir. BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin
hiicre proliferasyonunun kontroliinde tiimdr baskilayicit proteinler ile, DNA
hasarina ve tamirine katilan proteinler ile, transkripsiyonun diizenlenmesinde rol
alan proteinler ile, hiicre siklusunun kontrol noktalarinin énemli proteinleri ile ve
DNA’da rekombinasyonda is goren proteinler ile yakin iligkileri gosterilmistir.
BRCA1 ve BRCA2’deki mutasyonlar ve BRCA proteinlerinin inaktivasyonu
tiimor baskilayici proteinlerin ve diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerinde

inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi timor olusumuna gotiiriirler (22,23).

2.1.8. Meme kanserinde tiimor belirtecleri

Timor belirtecleri, tiimor mevcudiyetinde var olan herhangi bir biyolojik
sinyaldir. Ttimore eslik eden antijenler, enzimler, onkofetal antijenler, hiicre
ylizey antijenleri, hormonlar marker olarak kullanilabilir. Tiimoér belirtegleri
hiicresel ve hormonal olarak smiflandirilabilirler. ideal tiimdr belirteci, saglhikl
bireylerde ve selim hastalig1 olanlarda belirlenmemelidir, birka¢ kanser hiicresi
varliginda bile belirlenmelidir, organa spesifik olmalidir, tiimor kitlesinin boyutu,
tiimoriin evresi ve prognoz ile korelasyon gostermelidir. Hi¢ bir kanser tiirtinde ve
ozellikle meme kanserinde boyle bir belirte¢ yoktur. Tiimor belirtegleri, tarama,
lokalizasyonu belirleme, prognoz gostergesi, tedaviye cevabi izleme ve niiksleri

belirleme amacl kullanilabilir (24).

2.1.8.1. Meme kanserinde enzim belirtecler

Aril siilfataz B (25), kreatin kinaz BB (26), asetil kolin esteraz (27), siyalil
transferaz (28) ve telomeraz (29) meme kanserinde arastirilan enzim belirteclerdir.
Bu enzimler sadece meme kanserine spesifik olmayip, kolon ve akciger

kanserlerinde de artarlar. Metastazin Ozellikle de kemik metastazinin
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belirlenmesinde alkalen fosfatazin total ya da spesifik izoenzimlerinin 6l¢iimiiniin

yararli olabilecegi gosterilmistir (30).

2.1.8.2. Meme kanserinde hormon belirtecler

Insan plasental laktojeni ve paratiroid hormon iliskili peptid meme
kanserinde kullanilan hormon belirteclerdir. Bu hormonlarin meme dis1 dokularda
(akciger, gonadlar) olusan kanser tiirlerinde de seviyeleri degisir (31,32). Meme
dokusunun  neoplastik  progresyonunda insan  biliyiime  hormonunun

ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (33).

2.1.8.3. Meme kanserinde onkofetal antijenler

Karsino Embriyonik Antijen (CEA) ve Doku Polipeptid Antijen (TPA)
meme kanserinde kullanilan onkofetal antijenlerdir.

CEA: Meme (%40 artar) disinda; kolerektal, gastrointestinal (%50 artar) ve
akciger kanserlerinde de (%45 artar) gostergedir. Molekiil agirligmin %45-551
karbohidrat olan glikoproteindir. CEA diizeylerinin siroz, pulmoner amfizem,
selim meme hastaligi, rektal polip gibi selim hastaliklarda da arttigi
unutulmamalidir. Diger doku kanserleri ve bu hastaliklara bagli yanlis pozitif
sonuglar, CEA olusturmayan tiimorler nedeni ile yanlis negatif sonuclar elde
edilebildiginden tarama amacgli kullanilamaz (34).

TPA: Sitokeratin 8, 18, 19 igeren sitokeratin kompleksidir. Keratinler,
hiicreye internal stabilite saglayan sitoskeletonun 6nemli bileseni olan ara filaman
proteinlerinin bir grubudur. Yaklasik 45.000 kDa agirliginda bir molekiildiir.
Epitelyal hiicrelerle ilgilidir. Inflamatuar hastaliklarda degeri yiikselebilir.
Serumda artan degerleri; tedavi siiresince, hastaligin seyrini izlemede CEA ve CA
15-3’ten daha hizli azalir. Timor kitlesinden ziyade proliferasyonu yansitir.

Progresyonun ¢ok duyarl bir gostergesi oldugu kabul edilir (34).

2.1.8.4. Meme kanserinde karbonhidrat iceren belirtecler
Bunlar ya tiimor hiicresi yiizeyindeki antijenlerdir veya tiimor hiicresinden
salinirlar. Musin tiirii veya kan grubu antijenleri tliriidiirler. Tiimdr belirteglerinin

yeni jenerasyonudurlar. Enzim ve hormonlardan daha spesifiktirler. Karbohidrat

22



antijenleri CA olarak kisaltilirlar. Miisin tiirleri; CA 15-3, CA 549, CA 27.29,
MCA(mucin-like carcinoma associated antigen)’dir. Kan grubu antijen tiirii ise
CA 72-4’tiir. Bunlara kars1 antikorlar gelistirilmistir (35,36).

CA 15-3: Diger isimleri; kanser antijen 15-3, karbohidrat antijen 15-3,
polimorfik epitelyal musin, MUC 1°dir. Serum plazma, serebrosinal sivi, plevral
eksiida ve asid mayiinde Glgiilebilir. Referans araligi 6l¢lim yontemine ve serum
veya plazmada Ol¢iime gore degisir. Meme kanserinin selim ve habis olusuna,
evresine, metastaz durumuna gore duyarlilik %16-91 arasinda degisir. Bu
nedenlerle erken tan1 - tedavi, teshis, tarama ve evre belirleme amagh kullanimi
tavsiye edilmez. Relapsi, niiksii, metastazi belirlemede kullanilir. Tedaviye cevabi
izlemede de sadece CA15-3 kullanimi 6nerilmemekle beraber, yiiksek CA15-3
seviyesinin tedavinin yetersizliginin gostergesi oldugu kabul edilmektedir (35,36).

CA 549: Asidik bir glikoproteindir. 400 ve 512 kDa agirliginda iki tipi vardir.
Metastazi olan meme kanserli hastalarin izlenmesinde kullanilir. Sensitivite ve
spesifite diisiikliigii nedeni ile tarama ve teshiste kullanilmaz. Diger miisin
marker’larda oldugu gibi farkli marker’lar ile birlikte kullanilmalidir (35,36).

CA 27.29: Breast carcinoma associated antijen, cancer antijen 27.29 isimleri
ile de bilinir. Meme kanseri niikslerini belirlemede kullanilir. MUC geni
tarafindan kodlanan ve meme kanserinde ortaya ¢ikan musin proteini ¢ekirdeginde
spesifik antikorlar ile tanimlanabilen antijendir. Serumda 6l¢iiliir. Evre II veya 111
meme kanserli olgularda niiksii belirlemek i¢in yararli olan CA 27.29, tarama ve
rutin izlemede Onerilmemektedir (35,36).

MCA: Metastatik meme kanserli hastalarda, hastaligin seyrini izlemede
kullanilir. Serum, serebrosipinal sivi, plevral eksuda ve asid mayiinde Olgtilebilir.
MUC -1 antijen ailesi (musin marker)’ne aittir. Yiiksek mol agwlhkl bir
glikoproteindir.

CA 72-4: TAG -72 olarak da bilinir. Meme kanseri disinda, over ve
gastrointestinal sistem kanserlerinin de belirtecidir. Primer meme karsinomlu
hastalarda seri Olglimlerle hesaplanan TAG -72 klerensi tiimor kalintilart
hesaplanmasinda kullanilabilir. Ciinkii tiimoriin ¢ikarilmasimi takiben 4 kU/L’ye

inmesi i¢in gereken siire ortalama 23 giindiir (35,36).

23



2.1.8.5. Meme kanserinde tiimor belirteci olarak reseptorler

Ostrojen ve progesteron reseptdrleri meme kanserinde ¢ok ©Onemli
prognostik ve prediktif bilgi verirler. Meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu
biiylik oranda Ostrojene baghdir. Riskli gruplarda anti Ostrojenlerin koruyucu
etkisi gosterilmistir. Postmenapozda Ostrojen reseptdr seviyeleri daha yiiksektir.
Ostrojen ve progesteron reseptorleri meme kanserinin hormonal tedavisinde
belirte¢c olarak kullanilmaktadir. Reseptorler negatif ise kemoterapi ve benzeri

tedaviler uygulanir. Reseptor pozitif olanlar ise hormon ile tedavi edilirler (37).

2.1.9. Meme kanserinin tedavisi

Meme kanseri halen diinyadaki en yaygin kanserlerden biridir ve tedavisinde
cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve hormonoterapi kullanilmaktadir. Cerrahi
tedavi, tedavinin temel tagimi olusturmaktadir. Son 20 yilda erken evre meme
kanserinin tedavisinde oldukg¢a biiylik degisiklikler olmustur. Modifiye radikal
mastektominin yerini meme koruyucu cerrahi almistir. Yirmi yildan fazla takip
siiresi olan calismalar sonucunda meme koruyucu cerrahinin mastektomiye
esdeger sagkalim sagladigi gosterilmistir. Ayrica, sentinel lenf diiglimii
biyopsisinin kullanimi ile birlikte aksiller kiiraj sayisindaki azalma cerrahinin
morbiditesinde azalmayla sonu¢lanmistir (38).

T1 ve 3 cm’den kiiclik T2 tiimorii olan pek c¢ok kadin meme koruyucu
cerrahi i¢in uygun adaydwr. Daha biiylik tiimorii olan se¢ilmis hastalara
meme/tiimdr oran1 goz Oniine almarak meme koruyucu cerrahi uygulanabilir. Ama
genel olarak prensip Scm {izerindeki tiimorlere meme koruyucu cerrahi
uygulamamak yoOniindedir. Fikirbirligi saglanan konulardan bir tanesi cerrahi
sonrasinda mikroskopik smirlarin temiz olmasidir. Temiz cerrahi sinirin ne kadar
olmas1 gerektigi ise tartisma konusudur. On milimetrelik temiz cerrahi smir ideal
olarak kabul edilirken, 1 mm’lik cerrahi smir da yeterli sayilmaktadir. Palpabl
olmayan tiimorlerde geleneksellesen yontem tel ile isaretleme ve genis lokal
eksizyondur. Ancak, son zamanlarda yayginlasan bir diger yontem de ROLL
(radyoaktif madde ile okkiilt lezyon lokalizasyon) teknigidir. Her iki durumda
ama¢ lezyonun temiz cerrahi sinirlar ile biitiin olarak ¢ikarilmasi, dogru alanin

cikarildiginin teyit edilmesidir. Birbirinden uzak yerlesimli ve ¢ok odakli tiimorler
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genel olarak meme koruyucu cerrahi i¢in sorun olusturmakta ve tercih mastektomi
olmaktadir. Meme koruyucu cerrahi ile tedavi edilen erken evre meme kanserinde
5 yil sonra %5 ve 10 yil sonra %10 niiks ihtimali vardir. Niikslerin %95°1 ayni1
memede ve tiimdr yataginda olmaktadir. 6 yildan sonra memenin diger
taraflarindaki niiks oraninda artis olmaktadwr. Memenin diger yerlerindeki
tiimorlerin yeni primer olarak degerlendirilmesi uygundur. Meme koruyucu
cerrahi sonrasindaki niiks veya ikinci tiimorlerde standart tedavi mastektomidir.
Ancak bazi hastalarda ikinci kez meme koruyucu cerrahi uygulanabilir. Kiiciik,
noninvaziv veya diisilk grade’li niiks tiimorlerde meme biyiikliigli uygunsa
mastektomi yapilmayabilir (38).

Erken evre meme kanserli hastalarda teshis esnasinda mikrometastatik
olarak yayilmis olan tiimor hiicrelerinin olabileceginin gosterilmesi ve primer
lokal cerrahi ve radyoterapiye sistemik kemoterapi ve hormonal tedavilerin
eklenmesinin niiks riskini azalttigiin ve sagkalimi uzattigimnin gosterilmesi meme
kanserinde adjuvan sistemik tedavilerin temelini olusturmustur. Erken evre meme
kanserinde adjuvan kemoterapi meme kanseri niiksiinii ve meme kanserinden
Oliim riskini etkin bir bi¢imde azaltmaktadir. Aksiler lenf bezi tutulumu olan
erken evre meme kanseri hastalarma, 6zel bir kontrendikasyon olmadigi
durumlarda adjuvan sistemik tedavi verilmelidir. Lenf nodu pozitifligi olmayan
hastalarda ise tiimor ¢ap1 en 6nemli faktor olmakla birlikte, hastanin yasi, tiimoriin
histolojik tipi, hormon reseptor durumu, tiimoriin grade’i, her-2 neu durumu gibi
diger prognostik faktorler géz Oniine almnarak karar verilebilir. Lenf nodu
tutulumu olmadig1 i¢in daha iy1 bir prognoza sahip olan bu grup hastalarda bile
cerrahi ve radyoterapi sonrast %30-50’lere varan niiks oranlarmin oldugu ve ilk
jenerasyon olarak uygulanan adjuvan kemoterapi rejimleri ile niiks oranlarmin
yaklagik iicte bir oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Son 30 yilda yapilan kontrollii
calismalarda lenf nodu pozitif saptanmis meme kanserli hastalarda adjuvan
sistemik kemoterapi ve hormonal tedavinin yarar1 gosterilmistir. Hormon
reseptorii negatif olan olgularda kemoterapi standart adjuvan tedavidir. Geng
hastalarin adjuvan kemoterapiden elde edecegi yarar daha fazla olmakla birlikte
69 yasma kadar hastalarda anlamli bir niiks ve 6liim riski azalmasi saglanmaistir.

Evre III meme kanserinde preoperatif donemde uygulanacak neoadjuvan
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kemoterapi  tiimorde  “downstaging”i  saglayarak cerrahi  miidahaleyi
kolaylastirmaktadir. Operabl lokal ileri meme kanserinde ama¢ meme koruyucu
cerrahi oranm arttirarak mastektomiyi azaltmak, boylece meme korunmasini
saglamaktir. Bu evredeki olgularda uygulanan neoadjuvan kemoterapinin
sagkalima katkis1 yoktur. Inoperabl olgularda ise rezeksiyonu miimkiin olmayan
memeyi rezektabl hale getirmek temel hedeftir (38).

Radyoterapi (RT) meme kanserinin tedavisinde cerrahi ve sistemik tedavi ile
birlikte tedavinin 6nemli bir modelini olugturmaktadir. Hastaligin evresine bagl
olarak radyoterapi bolgesel yineleme riskini azaltir, sagkalimi artirir ve semptom
palyasyonu saglar. Erken eve meme kanserinde meme koruyucu cerrahi sonrasi
RT, tedavinin mutlak bir komponenti kabul edilmektedir. Daha ileri evre
olgularda adjuvan RT’nin lokal yineleme riskini azalttig1 ve aksilla metastazi
yapmis olgularda sagkalimi artirdigi gosterilmistir. Lokal ileri hastalikta ise
neoadjuvan sistemik tedavi sonrasi lokal kontroliin saglanmasi icin modifiye
radikal mastektomi ile birlikte RT’ye mutlak ihtiyag duyulur. Tiim bunlarin
disinda oOzellikle kemik ve beyin metastazlarinda hastanin yakimalarmin
azaltilmasinda RT 6nemli bir aragtir. Yine lokal-bdlgesel yinelemelerde RT den
yararlanilmaktadir. Meme koruyucu cerrahi sonrasi standart olarak tiim meme
ismlamast gerekmektedir. Mastektomi sonrasi ise aksiller lenf bezi tutulumu
varliginda ya da aksilla tutulumu olmayan olgularda daha baska olumsuz
faktorlerin varliginda 1sinlama yapilmaktadir. Randomize ¢alismalar, mastektomi
ile meme koruyucu cerrahi ardindan RT uygulanan olgular arasinda hastaliksiz
sagkalim ve genel sagkalim agisindan fark olmadigini gostermistir (38).

Meme kanserinde en sik goriilen uzak metastazlar sirasiyla kemik, akciger,
beyin, karaciger ve siirrenal bez metastazlaridir. Nadir olarak gastrointestinal
sistem metastazlarina da rastlanmaktadir. 15-20 yil oOncesine kadar uzak
metastazlarda cerrahi tedavi hi¢ diisliniilmez veya c¢ok 6zel durumlarda
uygulanmakta iken, giinimiizde metastazektomi islemleri daha ¢ok uygulama
alan1 bulmaktadir. Akciger, beyin, siirrenal gland ve karacigerdeki meme kanseri
metastazlarmm bir boliimiiniin, baz1 kriterlere uymak kosuluyla, cerrahi olarak
cikarilmast mortalite ve morbiditeyi etkilemektedir. Ancak, radyoterapinin ¢ok

etkili oldugu kemik metastazlari bu kavramin diginda tutulmalhidir (38).
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2.2. Autotaxin

Autotaxin (ATX), plazma lizofosfolipaz D (LysoPLD) ile 6zdes sekretuvar
bir enzimdir. Autotaxin, ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz ailesinin bir
iiyesidir. Autotaxin LysoPLD, ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz 2
(ENPP2), niikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz 2 (NPP2), fosfodiesteraz/niikleotid
pirofosfataz 2 (PDNP2) ve fosfodiesteraz 1 alpha (PD-la) olarak da
isimlendirilmektedir. Enzim komisyonu autotaxin’e EC 3.1.4.39 numarasini
vermistir. EC numarasi enzimlerin katalizledikleri kimyasal reaksiyona bagl bir
numaralandirma sistemidir. Bu numaralardan 3 hidrolazlari, 1 ester bagini kiran
enzimleri, 4 fosforik diester hidrolazlar1 ve 39 alkilgliserofosfoetanolamin
fosfodiesterazi gosterir. (39).

Ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz (ENPP) ailesi omurgalilarda
bulunan ektoenzimlerden olusur. Bu ektoenzimler, lizofosfolipidler ve
niikleotidler gibi c¢esitli hiicre dis1 bilesiklerin pirofosfat veya fosfodiester
baglarmi hidrolize ederler. Memelilerde ENPP ailesinin yedi liyesi tanimlanmistir
ve bunlar domain yapilarma gore iki alt gruba ayrilmistir. Autotaxin sekretuvar bir
glikoproteindir. Ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz ailesinin diger iiyeleri
ise transmembran ya da glikozilfosfatidilinozitol-bagli proteinlerdir. Ektontiikleotid
pirofosfataz/fosfodiesteraz 1-3 1iki N-terminal somatomedin B (SMB)-like
domain, katalitik domain ve niikleaz-like domain icerirken, ENPP4-7 katalitik
domain icerir ve SMB-like ve niikleaz-like domainlerden yoksundur. ENPP
ailesinin tiim tiiyeleri alkalin fosfataz siiperailesine ait benzer ‘katalitik domain’e
sahip olsalar da, farkli substrat spesifitelerine bagh olarak cok cesitli fizyolojik
siireclerde yer alirlar. Ozellikle ATX, ENPP ailesinin lysoPLD aktivitesi gdsteren
tek tiyesidir (39).

Autotaxin 1992°de ‘tumor cell motility stimulating factor’ olarak A2058
melanoma hiicre siipernatantindan izole edildiginde, LysoPLD aktivitesine sahip
oldugu bilinmemekteydi. Daha sonra 2002°’de ATX’in lizofosfatidil kolini potent
biyoaktif fosfolipid mediator lizofosfatidik aside c¢eviren LysoPLD ile o6zdes
oldugu bulunmustur (39).

Autotaxin, albumine bagl ya da membran kaynakl lizofosfatidil kolinden

lizofosfatidik asit (LPA) ve kolin iireten sekretuvar lysoPLD’dir. Lizofosfatidik
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asit, G proteini ile eslenik spesifik reseptorleri lizerinden etki ederek, hiicre
sagkalimi, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonu gibi c¢esitli hiicresel
cevaplar1 uyarir. Bu nedenle ATX, vaskiiler ve noral gelisim ve lenfosit
hareketleri gibi bir ¢ok fizyolojik siirecin yani sira noropatik agri, yara iyilesmesi
ve kanser gibi bir ¢ok patolojik siirecte de rol oynamaktadir (40).

Normal olmayan ATX ekspresyonu meme kanseri, bobrek kanseri, hodgkin
lenfoma, hepatoseliiler karsinoma, folikiiler lenfoma, glioblastoma ve fibrosis gibi
cesitli insan hastaliklariyla iligkili bulunmustur. Bu nedenle, ATX cekici bir
terapotik hedef durumuna gelmis ve selektif potent ATX inhibitorii gelistirme

umudu ile ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (40).

2.2.1. Autotaxin’in sentezi

Autotaxin’in molekiil agirhgr 125 kDa’dur. Autotaxin, insanda 8.
kromozomun 8q24.1 lokusunda bulunan ENPP2 geni tarafindan kodlanir. ENPP2
geni 27 eksondan olusur. Alternatif eklemeler sonucu ii¢ degisik ATX izoformu
olusur. Autotaxint (ATXt) teratokarsinom izoformudur. Autotaxint yaygin olarak
exprese edilir ve 863 amino asitden olugmaktadir. Autotaxinm (ATXm)
melanoma izoformudur. Autotaxinm katalitik domainde 52 amino asitlik
insersiyon icerir ve 915 amino asitden olusur. Brain specific isoform (PD-1alpha)
NUC domainden 6nce 25 amino asitlik insersiyona sahiptir ve 888 amino asitden
olusur. Autotaxin’i kodlayan genin expresyonu Hoxal3, NFAT-1 ve oncogenic v-
Jun gibi c¢esitli transkripsiyon faktorleri ile kontrol altindadir. Autotaxin
ekspresyonunu FGF, EGF, BMP2 ve Wnt-1 indiiklerken, TGF-f3 ve bazi sitokinler
(IL-1, IL-4, IFN) inhibe ederler (41).

Autotaxin preproenzim olarak sentezlenir. Sinyal peptidden yariklanmay1
izleyerek Furin tip proteaz ile islenir ve klasik sekretuvar yol ile glikozile protein
olarak ekstraseliiler alana sekrete edilir. U¢ bdlgede N-glikozile olur (N52, N410,
N524). Mutagenez calismalar1 N524 glikozilasyonun ATX’in aktivitesi i¢in
kesinlikle gerekli oldugunu gdstermistir (41).

Autotaxin yaygin olarak eksprese edilir ve plazmada da bulunur. Plazmadaki
ATX’in baslica kaynaklar1 lenfatik endotelyal veniiller ve adipoz doku gibi

goriinmektedir. Ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz 2’nin adipoz spesifik
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delesyonunda plazma LPA diizeyi diismektedir. Autotaxin genis doku dagilimi
gosterir. Yiikksek mRNA diizeyleri beyin, over, akciger, barsak ve bdbrekte
saptanmistir. Erigkin beyninde oligodendrositlerde ve koroid plexus sekretuvar
epitelinde yliksek ATX diizeyleri bulunmustur. Ayrica, leptomeningeal hiicrelerde

ve kraniyal sinir sisteminin vaskiiler hiicrelerinde exprese edilir (41).

2.2.2. Autotaxin’in yapisi

Autotaxin, iki N-terminal somatomedin B (SMB)-like domain, santral
katalitik fosfodiester (PDE) domain ve C-terminal niikleaz (NUC)-like domain
icerir. Autotaxin’in kristal yapismin ¢oziimlenmesi katalitik domain’in bir tarafta
SMB-like domain ile, bir tarafta NUC-like domain ile komsu oldugunu ortaya
koymustur. Katalitik ve NUC-like domainler lyso PLD aktivitesi i¢in kritik olan
N-bagli glikan ve disiilfit bagi ile stabilize olmaktadir. Katalitik domain, kement
benzeri konformasyon ile NUC-like domain’e baglanir (Sekil 2.1.) (39).

Sinyal
SMB1 SMB2 Katalitik Domain Nukleaz-like Domain

sekansi

Sekil 2.1. Autotaxinin domain organizasyonu (39)

(SMB1: Somatomedin B-like domain 1, SMB2: Somatomedin B-like domain 2).

Ayr ayri incelenecek olursa, domainlerin kristal striiktiirii bilindigi gibi
katlantilar icermektedir. SMB-like domain, dort adet intramolekiiler disiilfid bag1
tarafindan stabilize edilmis bir disiilfid diigiimi seklindedir (Sekil 2.2.). Katalitik
domain, korunmus aspartat (Aspl71, Asp311 ve Asp358) ve histidin (His315,
His359 ve His474) rezidiileriyle koordine iki adet ¢inko iyonu ile birlikte alkalen
fosfataz siiperailesi katlantis1 igerir. Katalitik treonin rezidiisii (Thr209) iki ¢inko
iyonuna yakin olarak yerlesmistir. Bu katalitik bolgeler ENPP ailesinde oldukga
korunmustur ve ATX’in lysoPLD aktivitesi i¢in esansiyeldir. NUC-like domain
bakteriyel nonspesifik endoniikleazlar ile yapisal olarak benzerdir. Autotaxin’de
NUC-like domainin katalitik bolgeleri [1e640 ve Lys705’dir. Lizofosfolipaz D
aktivitesi i¢in gerekli olan C-terminal Lys848 amino asiti ile Glu826 ve Asp832
aminoasitleri arasinda tuz kopriileri bulunmaktadir. NUC-like domain katalitik

domain ile etkilesime katkida bulunmak i¢in kalsiyum ve sodyum iyonlarini
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baglar. EF hand-like motifteki Asp735 kalsiyumu baglar ve katalitik domaindeki
Lys430 ile etkilesir. Insanda EF hand-like motif mutasyonu lysoPLD aktivitesinde
azalma ile sonuc¢lanir. Sodyum iyonu, domainler arasi disiilfid baginin olugmasi
icin esansiyel olan Cys801°1 barindiran doniis konformasyonunu stabilize eder. Bu
gozlemler lysoPLD aktivitesi i¢in katalitik ve NUC-like domainler arasindaki
etkilesimin fonksiyonel Onemini vurgulamaktadir. Ayrica, katalitik domain’de
‘hidrofobik bolge’ olarak adlandirilan bolgeye LPA’in agil zinciri yerlesir ki bu
bolge diger ENPP’larda bulunmaz. Bu durum, ATX’in diger ENPP ailesi

iiyelerinden farkli olarak lysoLPD aktivitesi gdstermesini agiklamaktadir (39).

Esansiyel 2xZn2*
Nav distifidbaglan  so,2|  Hidrofobik bsige

2+ n
Esansiyel Hidrofobik
Asn524-glikan kanal

Asn410-glikan

Nukleaz-like domain Katalitik Domain

Sekil 2.2. Autotaxinin serit goriiniimii (39).

(SMBI1-like domain turuncu, SMB2-like domain kahverengi, katalitik domain mavi,
NUC-like domain mor, L1 bej, L2 acik yesil ve EF hand-like motif pembe ile
gosterilmistir.) (SMB1: Somatomedin B-like domain 1, SMB2: Somatomedin B-like
domain 2, SO4*: Siilfat iyonu, Zn”": Cinko iyonu, Ca*": Kalsiyum iyonu)

Autotaxin’in bir bagka ilgi ¢ekici yapisal 6zelligi de SMB-like domain ile
katalitik domain arasinda ‘hidrofobik kanal’ bulunmasidir. Hidrofobik kanal, aktif
bolge ile hidrofobik bdlge arasinda T-junction seklinde bir yol olusturur.
Hidrofobik kanal, ATX’in essiz bir yapisal 6zelligidir. Hidrofobik kanalin oklize
oldugu ATX mutantlarinda LysoPLD aktivitesi bir miktar azalmis olmakla
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birlikte, gbzlenmeye devam etmesi hidrofobik kanalin lysoPLD aktivitesi i¢in
gerekli olmadigmi gostermektedir. Hem hidrofobik bdlge mutantlarinin, hem de
hidrofobik kanal mutantlarmin hiicre motilitesini stimiile edici aktivitesi
bozulmustur. Autotaxin, hiicre motilitesini stimiile edici etkisini LPA iiretimi
iizerinden gosterdigi icin, hidrofobik kanal mutantlarinda LPA {iretimi devam
ettigi halde, etkisinin azalmasi hidrofobik kanalin LPA’in hedef reseptore

tasinmasinda etkili oldugunu diisiindiirmektedir (39).

2.2.3. Autotaxin’in substratlan

Autotaxin, lizofosfolipidlere karsi LysoPLD aktivitesi gosterir. Diagil
fosfolipidler ATX tarafindan hidroliz edilemezler. Autotaxin daha once karakterize
edilen fosfolipazlar ile de homoloji gdstermemektedir. Klasik fosfolipazlarin
katalitik merkezinde bulunan HKD motifi (HxK(x)sD(x)sSxN sekansi, x herhangi
bir amino asit olabilir, fosfolipazlarin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir) ATX de
bulunmamaktadir. Ornegin iki acil zinciri tasiyan fosfatidilkolini hidrolize
edemez. Autotaxin, lizo- formdaki fosfolipidlere selektiftir. Bu 6zelligi ATX’1
diger fosfolipazlardan ayirmaktadir. Autotaxin lizofosfatidil kolin, lizofosfatidil
etanolamin ve lizofosfatidil serin gibi lizofosfolipidleri hidrolize eder.
Lizofosfatidil kolin’den ATX etkisi ile lizofosfatidik asit ve kolin olusumu Sekil
2.3.’de gosterilmistir (42, 43).

o] Cf V
Wﬁ\/\qx

Lizofosfatidil kolin

Lizofosfatidik asit

Sekil 2.3. Autotaxin reaksiyonu (44) (ATX: Autotaxin).
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Autotaxin, aynt zamanda sfingozilfosforilkolin’e etki ederek sfingozin-1-
fosfat olusturabilir (42, 43).

Autotaxin diger NPP ailesi {iyelerine benzer sekilde ATP ve ADP gibi
niikleotidleri hidrolize ederek niikleotid 5’-monofosfat olusturabilmektedir. Bununla
birlikte, Autotaxin hiicre motilitesini stimiile edici etkisini katalitik aktivitesi ile
saglamaktadir. Katalitik bdlgedeki treonin rezidiisiiniin alanin rezidiisii ile yer
degistirdigi NPP ailesinin diger iiyeleri hiicre motilitesini stimiile edememektedirler.
Autotaxin’in  niikleotid substratlar1 adenozin-5'-trifosfat (ATP), diadenozin
polifosfatlar, tiridin difosfat glukoz (UDP-glukoz), nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD+) ve 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosiilfat’tir. Bu niikleotid substratlarin ATX aracili
hidrolizinin fizyolojik 6nemi hala agiklanamamustir (42,43).

Autotaxin’in LPC i¢in Km degeri 250 uM iken, niileotid substratlar icin Km
degeri 14.1 mM’dir. Bu durum ATX’in LPC’e kars1 afinitesinin niikleotidlerden
daha yiiksek oldugunu ve ATX’in etkilerini lysoPLD aktivitesi ile LPC’den LPA
ireterek gergeklestirdigini  gostermektedir. Dolasimda LPC birkag yiiz
mikromolar konsantrasyonda bulunur. Tiim bu bilgiler, giiclii bir sekilde LPC’in
ATX i¢in fizyolojik substrat olarak hizmet ettigini gdstermektedir (42,43).

Autotaxin’in major substrati lizofosfatidil kolin’dir. Lizofosfatidil kolin’den
ATX etkisi ile lizofosfatidik asit olusur. Dolasimda meydana gelen bu reaksiyon
ekstraseliiler LPA {iretiminin baslica yolagidir. Bu yolak periferik dokulara
devamli olarak LPA saglamaktadir. Autotaxin etkilerini LPA iiretimi {izerinden

gerceklestirmektedir (42,43).

2.2.4. Autotaxin’in patofizyolojik rolii

Autotaxin’in hiicre motilitesini stimiile ettigi gosterilmistir. Treonin rezidiisii
(thr210) alanin ile yer degistirilerek olusturulan mutant ATX, katalitik olarak
inaktiftir ve LPA sentezleyemez. Inaktif mutant ATX hiicre motilitesini stimiile
edememektedir (45). Lizofosfatidik asit 1 reseptorii knock-out farelerden iiretilen
fibroblastlar da ATX’e migratuvar cevap gosterememektedirler (46). Bu
nedenlerle ATX’in hiicre motilitesini stimiile edici etkisini LPA {iretimi ile LPA1

reseptorii lizerinden gergeklestirdigi gosterilmistir (Sekil 2.4.) (47).
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Sekil 2.4. Autotaxin-lizofosfatidik asit reseptor sinyalizasyonu (59).
(LPC: Lizofosfatidil kolin, LPA: Lizofosfatidik asit)

Autotaxin kan damar1 olusumunda rol almaktadir. Autotaxin knock-out
fareler uygun kan damarlanmalar1 olusmadig1 i¢in embriyonik 10.5’inci giinde
Olmektedirler (48,49).

Lenf nodlarindaki lenfosit trafiginde de ATX 6nemli bir rol lstlenmistir.
ATX lenfositleri yakalayan endotelyal hiicrelerde yiiksek oranda eksprese
edilmektedir. Kemokinler tarafindan aktive edilen lenfositler, membranlarinda
bulunan integrinleri ile endotelyal hiicrelerden sekrete edilen ATX’i baglarlar.
Lokal olarak ATX ile iretilen LPA’in T lenfositlerde kemokinetik etkiler
olusturdugu gosterilmistir. Ayrica, LPA’in lenfositlerde morfolojik degisiklikler
olusturdugu ve lenfositlerin endotelyal hiicrelere adhezyonunu artirdigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, ATX’in LPA iizerinden lenfoid organlara lenfosit
girisini uyardig: fikrini desteklemektedir (50, 51).

Autotaxin diizeyi c¢esitli hastaliklarin olusturdugu bir ¢ok patofizyolojik
durumdan etkileniyor gibi goriinmektedir. Kronik karaciger hastalarinda serum
ATX konsantrasyon ve aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (52). Buna zit olarak,

prostat kanseri hastalarinda serum ATX konsantrasyonu postoperatif azalma
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egilimindedir (53). Nefroz hastalarinin serum ATX diizeylerinde degisiklik
saptanmamis olmakla birlikte, idrarlarinda ATX saptanmustir (54). ATX over
kanseri, dermoid kist ve miisindz kistadenomlu hastalarin peritoneal sivilarinda
yiiksek olarak olglilmiistiir (55).

Lizofosfatidik asit demiyelinizasyon, noropatik agri ve agri ile iligkili
proteinlerin ekspresyon degisikliklerini indiiklemektedir (56). Autotaxin hetero
knock-out farelerde vahsi tip farelere gore sinir yaralanmasmin indiikledigi
noropatik agrinin %50 daha fazla iyilestigi gosterilmistir (57). Lizofosfatidil
kolin’in noropatik agriyr indiikledigi yillardr bilinmektedir. Lizofosfatidil
kolin’in indiikledigi noropatik agri ATX hetero knock-out farelerde kismen
azalmistir (58).

Pre-adipositler ATX ve LPA sentezlemezken, adipositler hem ATX hem de
LPA sentezleyebilmektedirler. Adiposit kosullu medyumdan ATX piirifiye
edilebilmistir. Bu durum ATX’in adiposit iiretim siirecinde pozitif veya negatif bir
diizenleyici olarak rol oynadigini, obezite ve diyabet ile iligkili olabilecegini
disiindiirmektedir (59, 60).

Autotaxinin meme kanseri (61), bobrek kanseri (62), hogkin lenfoma (63),
glioblastoma (64) ve hepatoseliiler karsinom (65) gibi malign tiimorlerde
overeksprese olmasi tiimOr hiicrelerinin invazyon ve metastaz siirecinde roli
oldugunu diisiindiirmektedir. Autotaxin’in, LPA iizerinden LPAR1 bagimli olarak
insan kanser hiicrelerinde migrasyonu indiikledigi gosterilmistir. Insan kanser
hiicrelerinin LPA bagimli motilite yetenegi ile LPAI reseptdr ekspresyonu
arasinda korelasyon gosterilmistir (46). Autotaxin’in ve LPA reseptorlerinin
meme epitelinde transgenik ekspresyonunun, ge¢ baslangigli, Ostrojen reseptorii
pozitif, invazif ve metastatik meme kanseri sikligin1 artirmak icin yeterli oldugu
gosterilmistir (66).

Autotaxin’in over-ekspresyonu ras (67), jun (68), rhoC (69), myc (70) ve
fyn (71) gibi onkogenler ve wnt-1 (72) veya integrinler (73) gibi proto-onkogenler
tarafindan indiiklenebilmektedir.

Tim bu calismalar, ATX antagonistlerini ve LPA reseptor inhibitorlerini

anti-kanser ila¢ arastirmalarinda hedef haline getirmistir (74).
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2.3. Lizofosfatidik Asit

Lizofosfatidik asit (LPA) en kiiciik ve yapisal olarak en basit
gliserofosfolipiddir. Molekiil agirlig1 430 - 480 Dalton’dur. Bir gliserol, bir fosfat
bas grubu ve bir yag asidi icerir. Fosfat bas grubunun hidrofilik, yag asidi
kuyrugunun lipofilik olmas1 lizofosfatidik aside amfipatik Ozellik kazandirir.
Lizofosfatidik asit amfipatik 6zelligi ile hiicre membranmin ¢ift tabakali yapisina
katilmaktadir (Sekil 2.5.). Bunun yanisira, giliniimiizde bircok biyolojik
fonksiyonda rol oynadigi kanitlanmistir (75).

Lizofosfatidik asit
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Sekil 2.5. Hiicre membrani ve lizofosfatidik asit (76).

Onceleri sadece dkaryotik ve prokaryotik hiicrelerde lipid biyosentezinde bir
prekiirsor oldugu diisiiniilen LPA’in, bugiin bircok hiicresel etkileri oldugu
bilinmektedir. Lizofosfatidik asit icin spesifik heptahelikal reseptorlerin
tanimlanmasiyla hormon ve bliyiime faktorii benzeri etkileri de aydmlatilmistir.
Lizofosfatidik asit, G proteini ile eslenik reseptorler (GPCR) iizerinden etkilerini
gosteren prototipik bir lipid mediyatordiir. Lizofosfatidik asit, hiicrede morfolojik
ve proliferatif etkiler1 indiiklemektedir. Lizofosfatidik asit ndrogenez,
myelinizasyon, angiogenez, yara iyilesmesi ve kanserogenez gibi dnemli birgok
biyolojik proseste rol oynamaktadir. Ayrica, membran fosfolipidlerinin sentezinde
gorev alir. Tiim hiicreler az miktarda da olsa LPA igerir ve serumda da anlamli

miktarda LPA bulunmaktadir (77).
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2.3.1. Lizofosfatidik asidin kimyasal yapisi

Lizofosfatidik asit biyokimyada mono-agil-gliserol-3-fosfat seklinde ifade
edilir (Sekil 2.6.). Gliserol iizerine yag asidi zinciri, birinci veya ikinci
pozisyonlardan baglanabilir. Ayrica, yag asidi zinciri ¢esitli kimyasal baglarla
gliserole baglanabilir. Birinci pozisyonda agil, alkil ve alkenil baglari
olusturulabilirken, ikinci pozisyonda acil bagi olusturulabilmektedir. Yag acil
zinciri degisebilecegi i¢in LPA bircok farkli molekiiler bicimde bulunabilmektedir.
Eger aksi belirtilmemisse, LPA denilince s6zii edilen agil bagli, 18 karbonlu, tek
cift bagli doymamis yag asidi (oleik asit) zinciri tagiyan formdur. Bu forma oleil-
LPA veya 18:1 LPA da denmektedir. Bu form serbest hidroksil ve fosfata sahip
oldugu i¢in suda daha iyi ¢oziiniir. Insan serumunda 18:1 LPA’in yanisira, 16:0,

18:0, 18:2 ve 20:4 LPA’ler de saptanmustir (78).
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Sekil 2.6. Lizofosfatidik asit (1-agil-2-hidroksi-sn-glisero-3-fosfat) (LPA).

Lizofosfatidik asit ekstraselliiler olarak saliva, folikiiler sivi ve seminal
plazma gibi biyolojik sivilarda ve serumda mikromolar konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. ilging olarak plazmada, serum diizeylerinden ¢ok daha diisiik
diizeylerde Olciilmiistiir. Bu nedenle serumdaki ekstraseliiler LPA’in bir kisminin
kan koagililasyonunun sonucu olarak trombositler tarafindan {retildigi
disiiniilmektedir (79).

Saglikli kadmlarin serum LPA konsantrasyonu 1.57+/-0.56 uM, saglikli
erkeklerde ise 0.85+/-0.22 uM olarak saptanmistir. Kadinlarda serum LPA diizeyi
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erkeklerden daha yliksektir. Gebelik durumunda serum LPA diizeyi daha da
yiikselmektedir (80).

Lizofosfatidik asit kanda albumine bagl olarak tasinir. Albiimin mol basma
3 mol LPA baglayabilmektedir. Hiicre icinde ise LPA karaciger yag asiti baglayan
protein (Liver Fatty Acid Binding Protein, LFABP)’e bagh olarak tasmmaktadir.
LFABP molekiil basmna iki LPA baglayici bolge icermektedir. 1979°da
intraselliiler aktin baglayici protein olarak kesfedilen gelsolinin sekretuvar formu
olan ve plazmada bulunan gelsolin de monomerik ve filament6z aktinin yanisira,

LPA’1 de baglamaktadir (81).

2.3.2. Lizofosfatidik asidin sentezi

Lizofosfatidik asidin hiicre i¢cindeki baglica sentez yolag: fosfatidik asit (PA)
iizerinden gergeklesmektedir. Gliserofosfolipid metabolizmasi sirasinda fosfolipaz
D ya da diagilgliserol kinaz ile sentezlenen fosfatidik asidin 1. pozisyonundan
fosfolipaz A1 (PLAI) enzimiyle ya da 2. pozisyonundan fosfolipaz A2 (PLA2)
enzimiyle hidrolizi LPA sentezlenmesine yol agmaktadir (Sekil 2.7.) (82, 83).

PLA1

0]
S A A A

0 HC-0-CANAAAS
n | H
Ho-ll’-o H2
o PA
PLA2
0
H2C- OH Hc-0- A ANV VAV
0 HC-0-CAMAANNS o He-oH
Il I
HO—';'—OCHZ Ho-lljl-UGHz
o &
2-agil-1-LPA 1-acil-2-LPA

Sekil 2.7. Fosfatidik asitden lizofosfatidik asit sentezi (83).
(PLALI: Fosfolipaz Al, PLA2: Fosfolipaz A2, PA: Fosfatidik asit, LPA: Lizofosfatidik asit)
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Ekstraselliiler lizofosfatidik asit iretimi lizofosfolipidler iizerinden
gerceklesmektedir (Sekil 2.8.). Lizofosfolipidlerin Lyso PLD ile karboksilik ester
baglarinin hidrolizi sonucu LPA sentezlenmektedir. Lizofosfolipaz D, baska bir
deyisle lipid fosfodiesteraz olarak fonksiyon gostermektedir. Lizofosfatidik asidin
LysoPLD aracili iiretimi enzim ve substratinin her ikisini de hiicre disinda
bulunmasi nedeniyle essizdir. Bu yolak periferik dokulara devamli LPA saglar

(82, 83).
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Sekil 2.8. Lizofosfolipidlerden lizofosfatidik asit (LPA) sentezi (83).

Kompleks lipidlerin sentez yolagindaki ara basamaklarda da LPA
sentezlenebilir. Gliserol-3-fosfatin uzun zincirli bir yag asiti ile esterifikasyonu
sonucu LPA sentezi gerceklesebilmektedir. Bu reaksiyon gliserofosfat agil

transferaz ile katalizlenirken, yag acil grubu a¢il-KoA’dan transfer edilir (82, 83).

2.3.3. Lizofosfatidik asidin yikilmasi

Lizofosfatidik asit, ii¢ sekilde yikilabilmektedir.

1. Lizofosfatidik asit ekstraselliiler olarak lipid fosfat fosfohidrolaz ile
defosforile olarak monoagil gliserole doniisebilmektedir (Sekil 2.9.) (83).
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Sekil 2.9. Lizofosfatidik asidin fosfatazlarla yikilmasi (41).

2. Lizofosfatidik asit 1-agilgliserol-3-fosfat acil transferaz enzimi ile
fosfatidik asit (PA) olusturarak da yikilabilmektedir (Sekil 2.10.). Bu enzime
lizofosfatidik asit agil transferaz da denilmektedir. Bu enzim PA olusturmak i¢in

acil-KoA’daki agil grubunu LPA’e transfer eder (83).
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Sekil 2.10. Lizofosfatidik asidin lizofosfatidik asit agil transferaz ile yikilmasi (84).

3. Lizofosfatidik asidin yikiminda bir baska yol da, lizofosfolipaz ile
hidroliz edilerek agil grubunun uzaklastirilmasi ve gliserol-3-fosfat olusumudur

(83).
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2.3.4. Lizofosfatidik asidin etki mekanizmasi

Lizofosfatidik asit etkilerini G proteinleri ile eslenik, genis doku dagilimi
gosteren LPA reseptorleri izerinden gostermektedir. Lizofosfatidik asit sinyalinin
baslama basamagi olarak heterotrimerik G protein tipleri olan Gq, Gi ve G12/13
kabul edilmistir. Lizofosfatidik asidin G proteini ile eslenik alt1 tane reseptorii
vardir. 11k {i¢ reseptér EDG (endothelial cell differantiation gene) ailesine aitken,
diger reseptorler non-EDG’dir (85).

Lizofosfatidik asit reseptorleri:

e [izofosfatidik asit 1 reseptorii: LPA1 (EDG-2)

e Lizofosfatidik asit 2 reseptorii: LPA2 (EDG-4)

e Lizofosfatidik asit 3 reseptorii: LPA3 (EDG-7)

e Lizofosfatidik asit 4 reseptorii: LPA4 (p2y9/GPR23)
e Lizofosfatidik asit 5 reseptorii: LPAS (GPR92)

e Lizofosfatidik asit 6 reseptorii: LPA6 (p2y5)

Lizofosfatidik asit 1 reseptorii ilk tanimlanan yiiksek afiniteli LPA
reseptoriidiir. Insanlarda LPA1 reseptoriiniin kromozomal lokusu 9q31.3’diir.
Lizofosfatidik asit 1 reseptorii, 41 kDa molekiil agirhiginda ve 364 amino asitden
olusan bir proteindir. Lizofosfatidik asit 2 reseptorii ise, 39 kDa molekiil
agirhiginda ve 348 amino asitden olusan bir proteindir. Lizofosfatidik asit 2
reseptoriiniin amino asitlerinin %60°1 LPA1 reseptorii ile aynidir. Lizofosfatidik
asit 2 reseptoriiniin kromozomal lokusu 19p12°dir. Lizofosfatidik asit 3 reseptorii
40 kDa molekiil agrrligindadir ve kromozomal lokusu 1p22.3-p31.1°dir.
Lizofosfatidik asit 3 reseptoriiniin amino asit sekansinin %50°si LPA1 ve LPA2
reseptorleri ile aymidir. {lk {ic LPA reseptorii klasik LPA reseptorleridir ve daha
yiiksek afinitelidirler. Diger LPA reseptorleri ise yapisal olarak ilk ii¢ reseptorden
farkhidirlar ve P2Y piirinerjik reseptorleri ile iliskilidirler. Lizofosfatidik asit 4
reseptorii. X kromozomunun ql3—q21.1 bdlgesinde yerlesmistir, 370 amino
asitden olusur ve 42 kDa molekiil agirligindadir. Lizofosfatidik asit 5 reseptort,
LPA4 reseptorii ile %35 homoloji gosterir. 372 amino asitden olusan LPARS’in
molekiil agirligi 41 kDa ve kromozomal lokusu 12p13.31°dir. Lizofosfatidik asit 6
reseptorii ise en son tanimlanan disiik afiniteli bir LPA reseptoridiir.

Lizofosfatidik asit 6 reseptorii 344 amino asitden olusur ve 13. kromozomda
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lokalizedir. Lizofosfatidik asit 6 reseptoriiniin sa¢ uzamasi ile iliskili oldugu ve
otozomal resesif hipotrikozis hastaliginda mutasyona ugradig: bildirilmistir. Yeni
tanimlanan LPA reseptorleri p2yl0 ve GPR87 {izerinde caligmalara devam
edilmektedir (85).

Lizofosfatidik asit 1 reseptorii Gai/o, Gag/11 ve Gal2/13 ile esleniktir.
Lizofosfatidik asit 2 reseptori Goaiv/o, Gall/q ve Gal2/13 esleniktir.
Lizofosfatidik asit 3 reseptorii Gai/o ve Goq ile eslenik iken Gal2/13 ile
eslenemez. Klasik LPA reseptorleri Gas ile eslenmezler. Lizofosfatidik asit 4
reseptoric Gal2/13, Gag/11, Gai/o ve Gas ile eslenebilir. Lizofosfatidik asit 5
reseptori ise Gal2/13 ve Gagq ile eslenir (85,86).

Gqg’nun aktivasyonu fosfolipaz C’yi stimiile eder. Fosfolipaz C’nin
stimiilasyonu diagil gliserol (DAG) ve inozitol 3,4,5-trifosfat (IP3) olusumuyla
sonuclanir. Protein kinaz C aktive olur ve intraselliiler kalsiyum mobilizasyonu
gergeklesir. Lizofosfatidik asidin indiikledigi kalsiyum mobilizasyonu hem PTX-
sensitif Gi hem de fosfolipaz C’yi aktive eden PTX-insensitif Gq araciligiyla
gergeklesebilir (Sekil 2.11.) (86).

Pertussis toxin (PTX) duyarli — Gi, mitogen-activated protein kinase (MAPK)
aktivitesini gliclendirir ve hiicrede intraseliiler siklik adenozin monofosfat (cAMP)
seviyelerini azaltir. Lizofosfatidik asidin proliferatif etkileri Gi proteini iizerinden
gerceklesen MAPK aktivitesine baghdir. G proteini ile eslenik reseptor (GPCR) ile
MAPK arasindaki iliski bircok ¢alismada tanimlanmistir. Gi’nin Py dimerik
subiinitinin MAPK’1n aktivasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. o subiinit
ise adenilil siklaz inhibisyonuna aracilik eder (86).

G12/13’lin aktivasyonu aktin aracili sitoskeletal yeniden yapilanmay1
baslatan small GTPase Rho’yu mobilize eder. Lizofosfatidik asit, Rho’yu
Ga12/13 aracili yolakla aktive eder. Rho (Ras-related small GTPase), LPA’in
aktin stres fiber formasyonu, fokal adhezyon komplekslerinin birlestirilmesi ve
noron retraksiyonu gibi etkilerinde aracidir. Ayrica, Rho’nun LPA’in gen
transkripsiyonu ve pH regiilasyonu iizerindeki etkilerinde onemli rolii vardir.
Heterotrimerik G proteini ve Rho arasindaki baglant1 tanimlanmistir. Gal3 ile

Rho arasinda adaptasyon saglayan protein Lsc/pl115RhoGEF’dir. Aktive Gal3,
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GTPase aktive edici faktor olan ve ayni zamanda guanidine niikleotid exchange
faktor olan Lsc/p115RhoGEF’1 direk olarak baglar ve Rho etkinlesir (86).

Hiicre proliferasyonun LPA ile indiikksiyonu Gi ve G12/13 yolaklarinin
koordinasyonuna ihtiya¢ duyar (85-88). Yapilan calismalar, LPA’in epidermal
biiylime faktorii (EGF) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)
reseptorlerinin tirozin fosforilasyonunu indiikledigini gostermistir. Mitojen aktive
protein kinaz, LPA tarafindan indirekt olarak peptid biiyiime faktor reseptorleri
iizerinden de aktive edilebilir. Lizofosfatidik asit aracili hiicresel cevaplarin en
azindan bir boliimii epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ile iliskilidir.
Epidermal biiylime faktorii reseptorii intrinsik protein tirozin kinaz aktivitesine
sahip reseptorler ailesindendir. Epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin tirozin
kinaz aktivitesi, G-proteini ile eslenik reseptorde tirozin fosforilasyonundan
kaynaklanir. Bununla birlikte, src protein tirozin kinazlar gibi hiicresel kinazlar da

EGEFR tirozin fosforilasyonunda artis yapabilir (87).

Ras AC Rho F C3
PLC
t ATP cAMP j’
"R BAGHIE MAEE Rho kinasesY’Y727632
PKC Aktivasyonu ||’ [Ca?'] T DNA Sentezi Stres fiber olusumu
4 Hiicresel Proliferasyon Hiicre yuvarlaklasmasi

Sekil 2.11. Lizofosfatidik asidin G proteini ile eslenik sinyal iletim yolagi (87).

(PLC: Fosfolipaz C, PIP2: Fosfatidilinozitol 4,5 bifosfat, DAG: Diagil gliserol,
IP3: Inozitol 3,4,5 trifosfat, MAPK: Mitojen aktive protein kinaz, AC: Adenil
siklaz, ATP: Adenozin trifosfat, cAMP: Siklik adenozin monofosfat, PKC: Protein
kinaz C, PTX: Pertussis toksin)
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2.3.5. Lizofosfatidik asidin hiicresel etkileri

Yakin zamana kadar LPA fosfolipid biyosentezinde bir ara iiriin olarak
bilinmekteyken, gliniimiizde bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik yolakta mediyator
olarak rol aldig1 gosterilmistir. Lizofosfatidik asit bir¢ok hiicre tipinde ¢ok ¢esitli
hiicresel faaliyetleri aktive etmektedir. Membran fosfolipidlerinin de novo
sentezinde rol oynamaktadir. Lizofosfatidik asit ile ilgili calismalar her gegen giin
artmaktadir (88).

Lizofosfatidik asit yara iyilesmesinde stimulator olarak rol oynar.
Mezenkimal ve epitelyal hiicrelerde proliferasyon ve migrasyonu stimiile eder.
Cesitli  proinflamatuvar  sitokinlerin  iretimini  artirir.  Miyofibroblast
kontraksiyonunu baglatan fibronektin baglanmasmi artirir. Erken evre kutandz
yara iyilesmesinde topikal olarak uygulandiginda re-epitelizasyonu artirmaktadir
(89). Intestinal kolitli rat modeline rektal olarak uygulandiginda, intestinal
epiteliyal yara iyilesmesini stimiile ettigi gosterilmistir (90). Tiikriikte diizeyleri
yiikseldiginde st digestif organlarda re-epitelizasyonu arttirabilecegi
disiiniilmektedir (91).

Lizofosfatidik asidin okside LDL ve atherosklerotik lezyonlarin biyoaktif bir
bileseni oldugunun bulunmasiyla atherosklerozda LPA’nmn rol oynadigi
desteklenmistir  (92). Plaklarda bulunan LPA platelet aktivasyonunu
baslatmaktadir (93). Ayrica, rat arter modelinde LPA wvaskiiler diiz kas
hiicrelerinin dediferansiyasyonunu stimiile etmekte ve neointima formasyonunu
baslatmaktadir (94).

Lizofosfatidik asit adipogenezin kontrolii ve obeziteyle de iligkilidir.
Lizofosfatidik asit adiposit kosullu medyumda gozlenmistir ve trigliserit
diizeylerinde azalmaya karsilik preadipositlerin proliferasyonunu stimiile ettigi ve
boylece adiposit matiirasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir (95). Pre-
adiposit/matiir adiposit oranindaki artis kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2
diyabetin bilinen risk faktorii olan obezite ile iliskili olabilir (96).

Lizofosfatidik asit in vitro olarak vaskiiler endotelyal hiicrelerin migrasyon
ve proliferasyonunu indiikler. Heniiz kesin olmamakla birlikte LPA’in in vivo
olarak anjiogenik cevabi indiikleyebildigi belirlenmistir. Ekstraselliiler LPA’in

ana kayna8i olan LysoPLD’den yoksun farelerde cesitli vaskiiler defektler
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gozlenmekle birlikte, LPA’i, VEGF, FGF, TGFbeta ve angiopoietin gibi bir
anjiogenik faktor olarak tanimlamak i¢in erkendir (97).

Lizofosfatidik asit ndronal ve glial hiicrelerde carpict morfolojik etkiler
gostermektedir. NoOrit retraksiyonu gelismesinde potent indiikleyicidir (98).
Serebral korteksin ex vivo LPA maruziyeti normalde fare beyninde bulunmayan
girusa benzeyen katlanmalarin olusmasina yol acarken, LPA1/LPA2 double-null
farelerde giruslar bulunmaz (99). Glioma kaynakli hiicre dizilerinde ve
astrositlerde LPA stellasyon tersinmesine neden olur (100). Intratekal LPA
uygulamasiyla noropatik agrinin baslamasinda LPA sinyalizasyonun rolii yakin
zamanlarda gosterilmistir. LPA uygulanmasi dorsal ¢ikintilarda demiyelinizasyon
esliginde agriya uzamis sensivite olusturur. Uzun donem etkileri LPA’in schwann
hiicrelerinin miyelinizasyonuna direkt etkisine dayandirilmaktadir (101).

Saglikli kadin bireylerde, ekstraselliiler LPA’nin ana kaynagi olan serum
lysoPLD aktivitesi saglikli erkek bireylerden daha yiiksek bulunmustur. Saglikli
gebelerde {iciincii trimesterde ve preterm eylem riski bulunan gebelerde serum
lysoPLD diizeylerinin yiikseldigi gdsterilmistir. Bu durum dogum indiiksiyonunda
rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (80). Evre IV over karsinomlu olgularin
serum lysoPLD diizeyleri, saglikli kontrol grubundan ve erken evre over kanserli
olgulardan daha yiiksek bulunmustur. Tim bunlar lysoPLD ve {iriinii olan
LPA’nin kadin reprodiiktif biyolojisi ile iligkisi olabilecegini diisiindiirmektedir
(102).

2.3.6. Lizofosfatidik asit ve kanser iliskisi

Kanserde LPA’in klinik Onemi hala arastirilmakla birlikte, LPA
sinyalizasyonunun kanserin progresyonunda protiimorojenik bir rolii oldugunu
gosteren bir cok ¢alisma bulunmaktadir. Kanser ve LPA iligkisi, ilk olarak 1964
yilinda LPA’in Onciisii olan lizofosfatidil kolin’in over kanseri hastalarmin
serumlarinda anlamli olarak yiiksek bulunmasiyla arastirilmaya baslanmistir.
Daha sonra kanser hiicreleri i¢in motilite stimiile edici faktér olarak ATX’in
tanimlanmasiyla bir sonraki adim atilmustir. Ilging olarak, bu tanimlama sirasinda

ATX’in enzimatik fonksiyonu bilinmemekteydi. Bu siiregte LPA’in rolii, 2002
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yilida ATX’in LysoPLD aktivitesine sahip oldugunun tanimlanmasmna kadar
kesfedilememistir (102).

Lizofosfatidik asidin in vitro olarak akciger kanseri hiicrelerinin
invazivligini artirdigmin gozlenmesiyle, 6zellikle kanser agresifligini artirdigi
yoniindeki arastirmalar baslamistir. Bu zamandan beri over kanseri ve diger
jinekolojik kanserlerde LPA sinyalizasyonu vurgulanmistir. Lizofosfatidik asitin
over kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir ve over kanseri
aktive edici faktor olarak over kanserli hastalarm malign asit sivisinda
tanimlanmigtir (102).

Lizofosfatidik asit, in vitro olarak bir ¢ok hiicre tipinde hiicresel migrasyonu
stimiile eder. Fizyolojik ve patolojik kosullarda hiicresel migrasyonda potansiyel
rol oynar. Lizofosfatidik asit sinyalizasyonunun kanser hiicre migrasyonundaki
roli ATX’in tanimlanmasiyla desteklenmistir. Autotaxin, ‘tumor cell motility
stimulating factor’ olarak melanoma hiicre siipernatantindan izole edilmistir.
Autotaxin’in lizofosfotidilkolini potent biyoaktif fosfolipid mediatdr lizofostfatidik
asite ¢eviren lizofosfolipaz D ile 6zdes oldugu saptanmustir. Autotaix tarafindan
LPA’in otokrin veya parakrin liretiminin artmasi tiimor hiicre motilitesine katkida
bulunur. Lizofosfatidik asit ve ATX, lizofosfatidk asit 1 reseptorii yoluyla hiicre
motilitesini stimiile eden aktivite gosterirler. Bir¢ok kanser hiicresinde ve
fibroblastlarda Lizofosfatidik asidin indiikledigi hiicre migrasyonunda dort LPA
reseptorii arasindan LPAI1 reseptorii onemli rol oynar. Lizofosfatidik asidin
indiikledigi migratuar cevap, LPA1 reseptoriiniin kantitatif RT-PCR ile dl¢iilen
mRNA expresyonu ile paralelik gdsterir. Lizofosfatidik asit 1 reseptoriiniin gene-
targeting teknikle ya da reseptor selektif antagonistlerle inaktive edilmesi
migratuvar cevabm kaybiyla sonuglanir. Bu hiicrelerde ATX ile indiiklenen
migratuar cevap da kaybolmustur (103).

Autotaxin expresyonu kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC), meme
kanseri, renal hiicreli kanser, hepatoseliiler karsinom ve tiroid karsinomu gibi
cesitli kanserlerde gosterilmistir. Lizofosfatidik asit reseptorlerinin normal olmayan
ekspresyonu over, kolorektal, prostat ve gastrik kanser gibi ¢esitli insan
malignensilerinde gosterilmistir. Lizofosfatidik asit sinyalizasyonu ve tiimor

progresyonu arasindaki iliski fare modellerinde gorilmiistiir (104).
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Invaziv GBM (glioblastoma multiforme) hiicrelerinde ATX’in up regiile
oldugu gozlenmistir. Bu durum LPAI1 reseptorii ilizerinden rac aktivasyonu ile
glioma invazyon ve motilitesinin artigina neden olmaktadir (105).

B-hiicre neoplazilerinde, 6zellikle de folikiiler lenfomada, serum ATX antijen
diizeyleri saglikli kontrolden yiiksek bulunmustur. Ayrica folikiiler lenfomada
serum ATX antijen diizeyleri ile tiimor yikii ve klinik seyir paralellik
gostermektedir (106).

Cesitli meme kanseri hiicre dizilerinde, autotaxin expresyonu ile meme
kanser hiicrelerinin agresifligi arasinda iliski gozlenmistir. Bu bilgi, autotaxin
expresyonunun normal epitelin tiimorojenik potansiyeliyle veya kanser hiicrelerinin
agresifligi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (107).

MDA-MB-231 meme karsinoma hiicrelerinde, LPAl reseptoriiniin
indiiklenebilir overekspresyonu subkutandz xenograft gelisimini artirir ve osteolitik
kemik metastazmni ilerletirken, LPA1 reseptdriiniin bulunmayis1 ya da farmakolojik
inhibisyonu metastaz progresyonunu anlamli olarak azaltmaktadir (108).

Meme kanseri hiicrelerinin baslica LPA1 ve LPA2 reseptorlerini eksprese
ettigi ve ATX aktivitesi ile olusan LPA’in bu reseptdrler iizerinden etki ederek
migrasyonu stimiile edici etkisini olusturdugu gosterilmistir. Bu reseptorlerin
blokaj1 ile ya da ATX aktivitesinin veya tiiretiminin inhibisyonu ile hiicre
migrasyonunun bloke edilebilecegi gosterilmistir (109). Ayrica, LPA’nin meme
kanseri tedavisinde kullanilan taxol’u baglandig1 yerden uzaklastirarak, taxolun
olusturdugu mitotik arestten hiicreleri kurtardigi ve bdylece kemorezistansa yol

actig1 gosterilmistir (110).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1.1. Gruplarin belirlenmesi

Bu calismada hasta ve kontrol grubu olmak {izere iki grup olusturuldu.

1. Hasta Grubu: Hasta grubu Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi
Genel Cerrahi ve Tibbi Onkoloji Kliniklerine 2009-2012 yillar1 arasinda bagvuran
ve meme kanseri tanisi alan kadin hastalardan olusturuldu. Hasta grubu da kendi
icinde erken evre ve ileri evre olmak tizere iki gruba ayrildi. Hem erken evre hasta
grubu, hem de ileri evre hasta grubu yeni meme kanseri tanis1 almis ve herhangi
bir tedavi uygulanmamus kisilerden olusturuldu.

1.1. Erken Evre Hasta Grubu: Erken evre hasta grubu memeye smnirl
hastaligi bulunan, klinik ve patolojik olarak lenf nodu metastazi olmayan meme
kanseri hastalarindan olustu.

1.2. lleri Evre Hasta Grubu: ileri evre hasta grubu, hastaligi memeye sinirli
kalmayip lenf nodu metastazi da bulunan hastalardan olustu. Bu gruptaki
hastalarin lenf nodu metastazlari oldugu patolojik olarak tespit edildi.

2. Kontrol Grubu: Kontrol grubu, Akdeniz Univesitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Klinigine 2009-2012 yillar1 arasinda
basvuran, herhangi bir saglik problemi olmayan ve kozmetik nedenlerle meme
kiiciiltme operasyonu uygulanan kadmlardan olustu. Kontrol grubundaki

hastalarin meme kanseri olmadig1 patolojik olarak teyit edildi.

3.1.2. Orneklerin elde edilmesi

3.1.2.1. Kan 6rneklerinin alinmasi

Erken ve ileri evre hasta gruplarina ait kan ornekleri, yeni meme kanseri
tanis1 almis hastalardan, hastalar medikal ve cerrahi tedavilerini almadan 6nce
alindi. Kontrol grubuna ait kan 6rnekleri de cerrahi miidahale uygulanmadan 6nce
alimdi. Kontrol ve hasta gruplarmin kan Ornekleri, 12 saat aghigi takiben
antekubital venden enjektor yardimiyla sari1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine

alimdilar. Alinan kan 6rnekleri pihtilasmanin gerceklesmesi i¢in 30 dakika oda
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1sisinda bekletildi. Daha sonra tiim numuneler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildiler. Serumlar ayrilarak uygun tiiplere kiigiik kisimlar halinde boliindiiler ve

deneyler yapilincaya kadar -80°C’de saklandilar.

3.1.2.2. Doku orneklerinin elde edilmesi

Genel Cerrahi ve Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Birimlerinde ameliyat
sirasinda ¢ikarilan meme dokusu formalin ile fikse edildi. Formalin ile fikse
edilmis dokular, Patoloji laboratuarinda makroskopik degerlendirmeleri
yapildiktan sonra parafine gomiildiiler. Parafine gomiilii doku bloklarindan 5
mikron kalmliginda kesitler alindi. Alinan kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile
boyanarak 15tk mikroskobunda degerlendirildi. Kontrol grubuna ait 6rneklerde
malignite olmadig1 patolojik olarak teyit edildi. Hasta gruplarma ait 6rneklerin
patolojik degerlendirmesi yapildi. Hasta gruplarmin tiimor tipleri ve evreleri
patolojik olarak belirlendi. Dokular immiinhistokimya deneyinde kullanilmak

iizere caligma tarihine kadar parafine gomiilii olarak saklandilar.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kan orneklerinde élciillen parametreler

3.2.1.1. Serumda biyokimyasal parametrelerin ol¢ciilmesi

Glukoz hekzokinaz yontemi ile fotometrik olarak 6lgiildii [Roche/Hitachi
cobas 8000 cihazinda, Roche Glucose HK Gen.3 kiti (Kat No: 05168791 190)].

BUN iireaz yontemi ile fotometrik olarak o6l¢iildii [Roche/Hitachi cobas
8000 cihazinda, Roche Urea/BUN kiti (Kat. No: 05171873 190)].

Kreatinin jaffe yontemi ile kolorimetrik olarak 6lgiildii [Roche/Hitachi cobas
8000 cihazinda, Roche Creatinin Jaffe Gen.2 kiti (Kat No: 04810716 190)].

ALT [Roche Alanine Aminotransferase acc. to IFCC without pyridoxal
phosphate activation kiti (Kat. No: 05850797 190)] ve AST [Roche Aspartate
Aminotransferase acc. to IFCC without pyridoksal phosphate activation kiti (Kat.
No: 05850819 190)] IFCC’nin Onerilerine uygun olarak NADH yiikseltgenmesi
reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak Ol¢iildii (Roche/Hitachi Cobas 8000

cthazinda).
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GGT kolorimetrik enzim testi ile Olgiildii [Roche/Hitachi cobas 8000
cithazinda, Roche Gama Glutamyltransferase ver.2 kiti (Kat. No: 05168775 190)].

LDH, LDH varliginda NAD’den NADH olusum reaksiyonu ile fotometrik
olarak olgiildii [Roche/Hitachi cobas 8000 cihazinda, Roche Lactate
Dehydrogenase acc. to IFCC ver.2 kiti (Kat. No: 05169330 190)].

Sodyum, potasyum ve klor dl¢iimii iyon segici elektrod (ISE) yontemi ile
yapild1 (Roche/Hitachi cobas 8000 cihazinda, Roche ISE indirect Na, K, Cl for
Gen.2 kiti).

Kalsiyum, o-krezolftalein kompleks yontemi ile fotometrik olarak olciildi
[Roche/Hitachi cobas 8000 cihazinda, Roche Calcium kiti (Kat. No: 20763128
322)].

Total kolesterol [Roche Cholesterol Gen.2 kiti (Kat No: 05168538 190)],
HDL [Roche HDL-Cholesterol plus 3rd generation kiti (Kat. No: 05168805 190)],
LDL [ Roche LDL-Cholesterol plus 2nd generation kiti (Kat No: 05171369 190)],
ve trigliserit [Roche Triglycerides kiti (Kat. No: 05171407 190)] Roche/Hitachi
Cobas 8000 cihazinda enzimatik kolorimetrik yontemle olgiildii. VLDL ise
trigliserit/5 formiilii ile heasplandi.

CA 15-3[Roche Cancer Antigen 15-3 kiti (Kat No: 03045838 122)] ve CEA
[Roche carcinoembryonic antigen kiti (Kat. No: 04491777 190)] Roche/Hitachi

E170 cihazinda elektro kemiliiminesans immiin 61l¢iim yontemiyle 6l¢iildii.

3.2.1.2. Tam kanda hematolojik parametrelerin dlciilmesi
Hemoglobin, hematokrit, 16kosit, eritrosit ve trombosit Siemens Advia 21201

cihazinda olgtildii.

3.2.1.3. Serum autotaxin (ATX) diizeyinin 6lciilmesi

Serum autotaxin diizeyinin Olgiilmesi i¢in Enzyme-linked Immunosorbent
Assay Kit (Uscn Life Science Inc., Katolog no: E92323Hu) kullanildi. Bu kit
insan serum, plazma ve biyolojik sivilarinda sandvi¢ enzim immiin 6l¢iim teknigi

ile ATX in kantitatif 6l¢limii i¢in gelistirilmistir.
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Prensip

Kit ile temin edilen plate 6nceden ATX antikoru ile kaplanmistir. Standartlar
ve numuneler kuyucuklara eklenir. Standart ve numunelerdeki ATX solid faza
sabitlenmis antikor ile baglanir. Sonra biyotin konjuge-ATX poliklonal antikor
eklenir. Biyotin konjuge-ATX poliklonal antikor, solid faza sabitlenmis antikora
bagl olan ATX’in farkli bir epitopuna baglanir ve sandvi¢ olusur. Sonra avidin
konjuge horseradish peroksidaz (HRP) eklenir ve inkiibe edilir. Biyotin konjuge-
ATX poliklonal antikordaki biyotin ile avidin konjuge HRP’daki avidin baglanir.
Antikor-ATX-antikor kompleksi HRP enzimi ile isaretlenmis olur. Sonra
kuyucuklara TMB (tetra metil benzidin) substrat soliisyonu eklenir. Horseradish
peroksidaz enzimi, TMB substratini oksitler. Reaksiyon stilfiirik asit eklenmesiyle
sonlandirilir. Renk degisikligi spektrofotometrik olarak 450 nm’de Olgiiliir.

Numunelerin ATX konsantrasyonu standart grafiginden hesaplanir.

Kit Komponenetleri

1. 96 kuyucuklu 6nceden antikor ile kaplanmis plate
. Plate banti

. Standart

. Standart diliienti

. Deteksiyon reaktifi A

. Deteksiyon reaktifi B

. Ol¢iim diliienti A

. Ol¢iim diliienti B

. TMB substrat1

O 00 3 N WD B~ W

10. Stop soliisyonu

11. Yikama tamponu

Aywraglar

a) 6 mL konsantre (2x) 6l¢iim diliienti A, 6 mL distile su ile diliie edildi ve
12 mL diliient A hazirlandi.

b) 6 mL konsantre (2x) 6l¢iim diliienti B, 6 mL distile su ile diliie edildi ve
12 mL diliient B hazirlanda.
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¢) Kullanmadan 6nce stok deteksiyon reaktifi A ve B santrifiij edildi. Stok
deteksiyon reaktifi A ve B 1:100’liik ¢alisma konsantrasyonuna 6l¢ctim
diliienti A ve B ile diliie edildi.

d) 600 mL 1x yikama soliisyonu hazirlamak i¢in, 20 mL konsantre yikama

soliisyonu (30x) 580 mL distile su ile diliie edildi.

Standart Hazirlanmast

Stok standart (6000 pg/mL) 1.0 mL standart diluenti ile ¢oziildi, 10 dakika
oda sicakliginda bekletildi ve yavasca kopiik olusturmadan karistirildi. Caligma
standartlarin1 hazirlamak ic¢in 0.5 mL standart diliienti iceren 6 tane tiip hazirlandu.
Standart soliisyonu kullanilarak Sekil 3.1.’e gdre uygun diliisyonlar yapilarak
calisma standartlar1 (3000 pg/mL, 1500 pg/mL, 750 pg/mL, 375 pg/mL, 187.5
pg/mL ve 93.75 pg/mL) hazirlandi. Hazirlanan ¢alisma standartlar1 (3000 pg/mL,
1500 pg/mL, 750 pg/mL, 375 pg/mL, 187.5 pg/mL ve 93.75 pg/mL) kullanilarak
yontem (sayfa 54) kisminda belirtildigi gibi calisildi1 ve standart grafigi ¢izildi.

500uL 500uL 500pL 500uL 500uL 500pL

A

Stock 5
Standard St

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
pg/mL 6,000 3,000 1,500 750 375 187.5 93.75 0

Sekil 3.1. Autotaxin (ATX) standartlarinin hazirlanmasu.

Numune Hazirlanmasi

Serum numuneleri 0.02 mol/L PBS (pH: 7.0-7.2) ile 4000 kat diliie edildi.

Yontem

1. Standartlar, kor ve numuneler i¢in kuyucuklar belirlendi. Kuyucuklara
100’er uL standart, kor ve numune eklendi. Bantla kapatildi. 37°C’de 2
saat inkiibe edildi.

2. Kuyucuklardaki sivilar uzaklastirild.
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. Kuyucuklara 100 puL deteksiyon reaktifi A eklendi. Bantla kapatildi ve 1

saat 37°C’de inkiibe edildi.

. Kuyucuklardaki soliisyon aspire edildi ve kuyucuklar 350 pL 1x yikama

soliisyonu ile 3 kez yikandi. Plate ters cevrilip kurutma kagidinda

kurutuldu.

. Kuyucuklara 100 pL deteksiyon reaktifi B eklendi. Bant ile kapatildi. 30

dakika 37°C’de inkiibe edildi.
350 pL Ix yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

. Her kuyucuga 90 pL substrat soliisyonu eklendi. Bant ile kapatildi. 20

dakika karanlikta 37°C’de inkiibe edildi.

. Her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi ve karistirildi. Plate’ten

su damlaciklar1 ve parmak izleri temizlendi. Hava kabarciklari

uzaklastirildi. Hemen 450 nm’de okuma yapild:.

Hesaplama

GraphPad Prism 5 programi kullanilarak Y eksenine ATX konsantrasyonu,

X eksenine absorbans degerleri yazilarak standart grafigi (Sekil 3.2.) cizildi.

Standart

grafiginden yararlanilarak numunelerin ATX konsantrasyonlar1

hesaplandi. Numuneler diliie edildigi i¢in, standart grafiginden elde edilen ATX

konsantrasyonlar1 diliisyon faktorii ile ¢arpildi.

ATX konsantrasyonu (pg/mL)

3500 -

3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Absorbans (450 nm)

Sekil 3.2. Autotaxin (ATX) standart grafigi.
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3.2.1.4. Serum lizofosfatidik asit (LPA) diizeyinin dl¢iilmesi

Serum LPA diizeyinin 6l¢iilmesinde Lysophosphatidic Acid Assay Kit 11
(Echelon Biosciences Inc. Katolog no: K-2800S) kullanildi. Bu kit 96 kuyucuklu
platede yarismali ELISA yOontemini kullanarak serum LPA miktarmin tayini i¢in

tasarlanmis bir kittir.

Prensip

Kit ile temin edilen plate onceden anti-LPA antikoru ile kaplanmistir.
Numuneler diliie edildikten sonra biyotinli anti-LPA antikoru ile kombinlenir.
Numune-antikor karigimi kuyucuklara pipetlenir ve inkiibe edilir. Antikor-LPA-
biyotinli antikor kompleksi olusur. Sonra streptavidin HRP konjugat1 eklenir ve
inkiibe edilir. Biyotinli antikor HRP enzimi ile baglanir ve isaretlenir. Substrat
soliisyonu eklenir. Horseradish peroksidaz substrati oksitler ve renk degisikligi
gozlenir. Reaksiyon stop soliisyonu ile durdurulur ve 450 nm’de absorbans
okumasi yapilir. Lizofosfatidik asit standart grafigi olusturulur. Numunelerin LPA

konsantrasyonu grafik yardimyla hesaplanir.

Kit Komponentleri

. Biotinli Anti-LPA antikoru

. Lizofosfatidik asit standard1

. Lizofosfatidik asit deteksiyon plate’i
. Streptavidin HRP

. Sample diluent

. 10X PBS-T tampon

. TMB substrat

. Siilfuirik asit

. Microtiter plate banti

O 0 3 N N b~ W N =

Ayraglar

1. 10X PBS-T tamponunu (20mL) 180 mL deiyonize su ile diliie ederek
PBST (yikama tamponu ve Streptavidin-HRP diliienti) hazirland:.

2. Biotinli Anti-LPA Antikoru sisesine 7 mL PBST eklenerek ¢alisma
konsantrasyonunda biyotinli anti-LPA antikoru hazirland1.

3. 60 pL streptavidin HRP 12 mL PBST ile dilie edildi ve c¢alisma
konsantrasyonunda (1:200 diliisyon) streptavidin HRP hazirlandi.
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Standart Hazirlanmast

1000 uM LPA stok standart soliisyonunu hazirlamak igin, LPA stok
standard1 50 pL. PBST ile ¢6ziildii, vortexlendi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Hazirlanan 1000 pM LPA stok standart soliisyonu kullanilarak 200 uM,
40 uM, 8 uM, 1.6 uM, 0.32 uM ve 0.064 uM’lik LPA caligma standartlari
hazirlandi.

200 pM ¢aligma standardini hazirlamak icin, 20 pL stok standardi alinip
iizerine 80 pL PBST eklendi ve karistirildi.

40 uM c¢alisma standardini hazirlamak i¢in, 20 pL 200 uM LPA standardi
almip tizerine 80 uLL PBST eklendi ve karistirildi.

8 uM calisma standardii hazirlamak i¢in, 20 pL 40 uM LPA standard:
almip tizerine 80 uLL PBST eklendi ve karistirildi.

1.6 uM ¢aligma standardimi hazrrlamak i¢in, 20 pL 8 uM LPA standardi
alinip lizerine 80 pL PBST eklendi ve karistirildi.

0.32 uM c¢alisma standardini hazirlamak i¢in, 20 pL 1.6 uM LPA standard1
alinip lizerine 80 pL PBST eklendi ve karistirildi.

0.064 uM calisma standardin1 hazirlamak i¢in, 20 pL 0.32 pM LPA
standardi alinip lizerine 80 pL PBST eklendi ve karistirildi.

Yontem
1. 1.5 mL polipropilen tiipler kullanilarak LPA standartlar1 ve numuneler
daha 6nce hazirlanan biotinli anti-LPA antikoruyla kombinlendi ve sample diluent
ile diliie edildiler:
a. Her bir tiipe 135 pL anti-LPA antibody koyuldu. Negatif kontrol igin
135 pL 1X PBST koyuldu.
b. Tiplere 15 pL LPA standartlar1 ve numuneler koyuldu. Pozitif ve
negatif kontroller i¢in 15 pL. 1X PBST koyuldu.
c. Her bir tiipe 150 pL sample diluent eklendi. Numuneler arasindaki
capraz kontaminasyonu engellemek i¢in pipet ucunun numunelerle
temas ettirilmemesine dikkat edildi.

d. Her tiip 1-2 saniye vortexlenerek karistirildi.
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2. LPA Deteksiyon Plate (K-2807S) plastik torbasindan ¢ikarildi
Standartlar, kontroller ve numuneler LPA deteksiyon plate’e 100’er pL transfer
edildiler. Plate bant ile kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra standartlar, kontroller ve numuneler plate’den
uzaklastirildi. Kuyucuklar 200 pL. 1X PBST ile iic kez yikandi. Bir sonraki
basamaga gegmeden dnce yikama tamponunun tiimii uzaklastirildi.

4. Plate’teki her bir kuyucuga 100 pL streptavidin HRP eklendi. Plate bant
ile kapatild1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra streptavidin HRP soliisyonu plate’den uzaklastirilds.
Her kuyucuk 200 pL. 1X PBST ile 3 kez yikandi.

6. Her kuyucuga 100 pnL TMB substrat eklendi. Plate’in iizeri kapatilmadan
karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edidi.

7. Reaksiyonu durdurmak i¢in kuyucuklara 50 pL H,SO4 eklendi.
Absorbans okumalar1 450 nm’de yapildi.

Hesaplama

LPA standart grafigi (Sekil 3.3.) GraphPad Prism 5 programu ile non-lineer
regresyon analizi uygulanarak log-log formatinda X ekseninde LPA
konsantrasyonu, Y ekseninde absorbans olacak sekilde ¢izildi. Standart grafiginden

yararlanilarak numunelerin absorbans degerlerinden konsantrasyonlar1 hesaplandi.

N

-
=
1

Absorbans (450 nm)
(=]
i

\\‘\

0.01 0.1 1 10 100 1000

0.0

Lizofosfatidik asid konsantrasyonu (puM)

Sekil 3.3. Lizofosfatidik asit (LPA) standart grafigi.
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3.2.2. Dokuda yapilan deneyler

3.2.2.1. Dokularin patolojik degerlendirmesi

Parafin bloklardan 5 mikron kalinlikta aliman kesitler deparafinizasyon ve
hidrasyon islemleri sonrasi hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi. Kesitler 151k
mikroskobunda incelenerek WHO’nun 2003 yilinda Onerdigi sisteme gore
patolojik siniflandirma yapild: (111).

Histolojik gradeleme modifiye Bloom-Richardson sistemine gore yapildi
(112). Bu gradeleme sisteminde tiimor hiicrelerinin niikleer 6zellikleri,
olusturduklar1 tubulus yapilarinin oran1 ve mitoz sayisi ayr1 ayri skorlanarak elde

edilen toplam skora gore grade belirlenmektedir

Cizelge 3.1. Meme kanserinin modifiye Bloom-Richardson sistemine gore
histolojik gradelemesi (112).

Tiibiil formasyonu

1 puan Tiimoriin %75 inde fazlasinda tiibiil formasyonu
2 puan Tiimoérde %10-75 arasinda tiibiil formasyonu
3 puan Tiimériin %10’dan azinda tiibiil formasyonu

Niikleer pleomorfizm

1 puan Kiigiik, regiiler uniform hiicreler
2 puan Orta derecede boyut artis1 ve degiskenlik
3 puan Belirgin degiskenlik
Mitoz sayisi
1 puan 0-5 mitoz / 10 BBA
2 puan 6-10 mitoz / 10 BBA
3 puan >11 mitoz / 10 BBA
Grade
I 3,4,5 puan
II 6,7 puan
1 8,9 puan

(BBA: Biiyiik biiyiitme alani)
(Grade 1: iyi diferensiye, grade 2: orta diferensiye, grade 3: kotii diferensiye)
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Ostrojen  reseptorii, progesteron reseptdrii ve c-erb  B2’nin
immiinhistokimyasal boyamalar1 i¢in erken evre ve ileri evre gruplarindaki
hastalarin dokularindan birer parafin blok se¢ildi. Secilen parafin bloklardan
lizinli lam {izerine 4-5 mikron kalmhginda kesitler alindi. Ostrojen reseptorii
icin Monoclonal Rabbit Anti-human Estrogen Recertor o (Dako, Kat. No:
M3643, diliisyon: 1/10), progesteron reseptdrii icin Mouse Monoclonal
Antibody Progesterone Receptor (Novocastra, Kat. No: NCL-L-PGR-312,
diliisyon: 1/200) ve c-erb B2 i¢in Rabbit Anti-human c-erb B2 Monoklonal
antibody (Spring Bioscience, Kat. No: M3039, diliisyon: 1/100) antikorlar1
kullanildi. Immiinhistokimyasal boyama islemi Ventana BenchMark XT
otomatik immiinhistokimya cihazinda yapildi. Ostrojen reseptdrii ve progesteron
reseptoril i¢cin niikleer boyanma, CerbB-2 i¢cin membrandz boyanma paternleri
dikkate alindi. Degerlendirmede Gstrojen reseptdrii ve progesteron reseptorii igin
boyanmasit %]1’den az olanlar negatif, %1°’den fazla olanlar pozitif olarak
degerlendirildi. c-erb B2 i¢in tiimor hiicrelerinin en az %30’unda tiim
sitoplazmik membran1 ¢evreleyen uniform tarzda immiin boyanma 3+ olarak

degerlendirildi.

3.2.2.2. Lizofosfatidik asit reseptor 1 (EDG2) VE 2 (EDG4)’nin

immiinhistokimyasal analizi

Lizofosfatidik asit reseptor 1 (EDG2) ve 2 (EDG4)’ nin immiinhistokimyasal
analizinde, LPAI reseptorii icin Rabbit Anti-EDG2/LPA1 Polyclonal Antibody-
Unconjugated (Bioss inc., katolog no: bs-2880R) ve LPA2 reseptorii i¢cin Rabbit
Anti-EDG4/LPA2 Polyclonal Antibody-Unconjugated (Bioss inc., Katolog no:
bs-2881R) antikorlar1 kullanild1.

Her olgu i¢in secilen parafin bloga asagida ayrmtilar1 ile anlatilan
immiinhistokimyasal boyama islemi uyguland:.
1. Her bir olguya ait uygun parafin bloktan 5 mikronluk kesitler pozitif
sarjli lama almdi. Alinan kesitler 1 gece 50 °C de bekletildi.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.

20.

Iki seri ksilolde 10°ar dakika, %100 alkolde 5 dakika, %85’lik alkolde 5
dakika ve %75°lik alkolde 5 dakika bekletilerek deparafinizasyon islemi
yapild1.

Kesitler, distile suda yikandi.

Kesitler, 90°’ye kadar 1sitilmis uygun antijen retrieval soliisyonda once
20 dakika sonra iki defa 5’er dakika stire ile kaynatildi.

Kesitler kaynatma isleminden sonra 30 dakika sogutulmaya birakildi.
Distile su ve PBS soliisyonunda yikama yapild.

Hidrojen peroksit (H,O;) soliisyonunda 10 dakika bekletilerek endojen
peroksit blokaji yapildi.

Stire sonunda distile su ve PBS soliisyonu ile yikama yapild.
Kullanilacak olan primer antikorlar uygun diliisyon oranlarinda diliie
edildi.

Uygun oranlarda diliie edilen primer antikorlar, kesitler {izerine
damlatildi. Nemli ortamda 1 saat inkiibasyon yapildi.

Stire sonunda kesitler tizerine sekonder antibodi damlatild1 ve 10 dakika
bekletildi.

Stire sonunda distile su ve PBS ile yikama yapild.

Kesitler iizerine HRP (Streptavidin Peroksidaz) damlatilarak 10 dakika
bekletildi.

Siire sonunda distile su ve PBS ile yikama yapildi

Kesitler tlizerine diamino benzidine (DAB) soliisyonu damlatilarak 2
dakika bekletildi.

Stire sonunda distile su ve PBS ile yikama yapildi

Kesitler sale igine alinarak hematoksilen soliisyonunda 2 dakika
bekletildi.

Siire sonunda ¢cesme suyunda yikama yapildi.

%80 alkolde 5 dakika, %96 alkolde 5 dakika, %100 alkolde 5 dakika ve
iki seri ksilolde 5’er dakika bekletilerek dehidratasyon islemi yapildu.
Kesitler entellan ile kapatilarak 151tk mikroskobunda analiz edilerek her

bir antikorun skorlanmasi yapildi.
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3.3. istatistiksel Analizler

Veri analizleri SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows)
18.0 paket programi kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenler arasi iliskilerde
beklenen degeri 5’den kiiciik olan 2x2 tablolarda Fisher’in Kesin Testi, diger
durumlarda Pearson ki-kare testi kullanildi. Gruplarin Sl¢limleri arasindaki
farkliliklarin tespitinde kullanilacak istatistiksel testlerin se¢iminde normallik
testleri yapildi. Ornek sayis1 50°den kiigiik olan gruplarm parametrelerinin normal
dagilimi icin Shapiro Wilks testi, 50 ve daha biiyiik 6rnek sayisina sahip gruplarin
normallik testine Kolmogorov Smirnov testiyle bakildi. Normal dagilima uyan {i¢
grubun Ol¢iim farklar1 ANOVA testi, ANOVA testi sonucu anlamli ¢ikan
durumlarda ikili karsilastirmalarda post hoc testlerden Tukey testi kullanildi. Ug
gruptan en az biri normal dagilima uymadiginda Kruskal Wallis testi yapildi.
Anlamli ¢ikan durumda ikili karsilagtirmalar i¢in Mann Whitney U testi yapildi.
Ikili karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmeli alfa degeri kullanildi. Buna gére,
alfa degeri ikili karsilastirma sayis1 olan 3’e boliindii ve 0,016 olarak alindi, p
degeri bu degerle karsilastirildi. iki grup karsilastirmalarinda normal dagilima
uygun bulunan durumda student t testi, uygun bulunmadigi durumda Mann
Whitney U testi kullanildi. Olgiimler arasindaki korelasyonlarin analizinde
Spearman testi yapildi. Tanimlayict istatistikler kategorik degiskenler i¢in sayisal
deger ve yilizde, niimerik degiskenler i¢in ortalama + SEM olarak verildi. p

degerlerinin 0,05°den kiigiik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada kontrol, erken evre ve ileri evre olmak {izere ii¢ grup
olusturuldu. Kontrol grubunda 35, erken evre grubunda 56 ve ileri evre grubunda
52 kadin bulunmaktadir.

Kontrol grubunun yas ortalamasi 41.09 + 1.97 yil (ort £ SEM), erken evre
hasta grubunun yas ortalamas1 51.71 = 1.48 yil (ort £ SEM) ve ileri evre hasta
grubunun yas ortalamasi 51.60 £ 1.57 yil (ort £ SEM) olarak bulundu (Cizelge
4.1). Erken evre hasta grubunun yas ortalamasi kontrol grubunun yas
ortalamasindan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.0001). Ileri evre hasta
grubunun yas ortalamasi kontrol grubunun yas ortalamasindan anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0.0001) (Cizelge 4.2).

Calismaya katilan kadinlarin boy ortalamalar1 kontrol grubunda 1.62 £+ 0.01
m (ort £ SEM), erken evre hasta grubunda 1.60 = 0.01 m (ort £ SEM) ve ileri evre
hasta grubunda 1.60 £ 0.01 m (ort = SEM) olarak hesaplandi (Cizelge 4.1).

Calismaya katilan kadmlarin kilo ortalamalar1 kontrol grubunda 68.25 + 3.08
kg (ort £ SEM), erken evre hasta grubunda 75.98 + 1.81 kg (ort £ SEM) ve ileri
evre hasta grubunda 74.38 + 1.82 kg (ort = SEM) olarak hesapland1 (Cizelge 4.1).

Calismaya katilan kadinlari viicut-kitle indeksleri (BMI) kontrol grubunda
25.89 + 1.06 kg/m” (ort + SEM), erken evre hasta grubunda 29.46 + 0.72 kg/m’
(ort £ SEM) ve ileri evre hasta grubunda 28.96 + 0.71 kg/m® (ort £ SEM) olarak
hesapland1 (Cizelge 4.1). Erken evre hasta grubunun BMI’1 kontrol grubundan
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05) (Cizelge 4.2).

Calismaya katilan kadinlari reprodiiktif durumlarinin degerlendirilmesinde
kontrol grubundaki kadmlarin 27’sinin (%77.1) premenopozal, 8’inin (%22.9)
postmenopozal donemde oldugu belirlendi. Erken evre hasta grubundaki
kadinlarin 28’inin (%50) premenopozal, 28’inin (%50) postmenopozal donemde
oldugu belirlendi. Ileri evre hasta grubundaki kadnlarm 26’sinmn (%50)

premenopozal ve 26’smin (%50) postmenopozal donemde oldugu belirlendi

(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin demografik
verileri.

Kontrol Erken Evre ileri Evre
(n=35) (n=56) (n=52)

Yas (y1l)
Ort + SEM 41.09 £1.97 51.71 £1.48 51.60 £ 1.57
Median (min-max) 41 (22-65) 52 (28-72) 52.5 (29-75)
Boy (m) 1.62 £0.01 1.60 £ 0.01 1.60 £ 0.01
Kilo (kg) 68.25 £ 3.08 75.98 £ 1.81 74.38 £1.82
BMI (kg/m’) 25.89 £ 1.06 29.46 £0.72 28.96 £0.71
Menopoz Durumu
Premenopoz 27 (%77.1) 28 (%50) 26 (%50)
Postmenopoz 8 (%22.9) 28 (%50) 26 (%50)

(Degerler ort + SEM olarak verilmistir)

Cizelge 4.2. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin demografik
verilerinin karsilagtirmasi.

\‘ Erken - Kontrol Ileri - Kontrol Ileri - Erken

Yas 0.000 0.000 0.99

BMI 0.038 0.91 0.87

(Bu gizelgedeki veriler p degerlerini gostermektedir.)

Calismaya katilan kadmlarm biyokimyasal parametreleri Cizelge 4.3’de
gosterildi. Gruplarin biyokimyasal parametrelerinin karsilagtirmast sonucunda
glukoz, GGT ve kalsiyum degerleri anlamli olarak farkli bulundu. Glukoz
konsantrasyonlar1 erken (p<0.01) ve iler1 (p<0.0001) evre hasta gruplarinda,
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. GGT diizeyleri ileri evre
hasta grubunda, kontrol (p<0.05) ve erken evre hasta (p<0.05) gruplarma goére
anlamli olarak yiiksek bulundu. Kalsiyum diizeyleri erken (p<0.01) ve ileri
(p<0.01) evre hasta gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek

bulundu Diger biyokimyasal parametrelerde gruplar arasinda anlamli farklilik
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saptanmadi. Gruplarin biyokimyasal parametrelerine iliskin p degerleri Cizelge

4.4°de gosterildi.

Cizelge 4.3. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarmin biyokimyasal
parametreleri.

\‘ Kontrol Erken Evre ileri Evre
(n=35) (n=56) (n=52)

Glukoz (mg/dL) 92.68 £3.57 105.51 £3.27 112.92 +4.91
BUN (mg/dL) 11.93 £0.54 13.35+0.71 12.51 £0.58
Kreatinin (mg/dL) 0.68 £0.02 0.72 £0.02 0.72 £0.02
ALT (U/L) 1932 £1.74 20.27+1.29 21.06 £1.49
AST (U/L) 20.00 £ 1.15 20.39 £0.71 21.60 £1.38
GGT (U/L) 18.00 +2.24 2032+ 1.62 27,00 +2.89
LDH (U/L) 395.20+£57.69 | 287.74+17.07 | 278.79£22.49
Na (mEq/L) 141.22 £ 0.37 142.13 £ 0.25 141.66 + 0.34
K (mEq/L) 4.53 £0.06 4.65+0.07 4.60 = 0.05
Cl (mEqg/L) 104.56 + 0.53 104,08 + 0.40 103.72 £ 0.48
Ca (mg/dL) 9.40 £0.12 9.81 £0.09 9.68 £ 0.06

(Degerler ort + SEM olarak verilmistir)

Cizelge 4.4. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalariin biyokimyasal
verilerinin karsilagtirilmasi.

ileri - Erken

ileri - Kontrol

Erken - Kontrol

Glukoz 0.001 0.000 0.234
GGT 0.349 0.015 0.028
Kalsiyum 0.008 0.009 0.374

(Bu gizelgedeki veriler p degerlerini gostermektedir.)
Calismaya katilan kadinlarin hematolojik parametreleri Cizelge 4.5°de

gosterildi. Hematolojik parametreler incelendiginde, gruplar arasinda anlamli

farklilik olmadig1 goriildii.
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Cizelge 4.5. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin hematolojik

parametreleri.

\‘ Kontrol Erken Evre Ileri Evre

(n=35) (n=56) (n=52)

Hemoglobin (g/dL) 12.84 £0.23 12.51£0.16 12.27 £0.17
Hematokrit (%) 38.25+0.63 37.67+£0.49 37.40 £ 0.49
Lokosit (bin/mm’) 8.38 £0.41 7.67 £0.29 7.25 £0.37
Eritrosit (milyon/mm®) 4.56 £0.06 4.45+0.05 4.4 +£0.06
Trombosit (bin/mm’) 279.46 £ 9.23 316.07+£12.93 | 327.31£16.13

(Degerler ort + SEM olarak verilmistir)

Caligmaya katilan kadmlarin lipit degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.1°de

gosterildi. Gruplarm lipit profilleri arasinda anlaml farklilik saptanmada.

Cizelge 4.6. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin lipit profilleri.

I

Kontrol

Erken Evre

ileri Evre

(n=35)

(n=56)

(n=52)

Total kolesterol (mg/dL) 199.20 £10.34 | 201.63+7.49 240.00 £ 27.69
HDL (mg/dL) 51.00 £3.70 48.75+£2.62 53.00 £ 3.61
LDL (mg/dL) 122.45+11.24 | 120.73 £5.93 117.88 £ 9.62
VLDL (mg/dL) 27.84+7.25 34.27+£4.39 64.28 £34.61
Trigliserit (mg/dL) 130.38 £ 22.31 | 183.08 £22.39 | 258.76 £ 103.96

(Degerler ort + SEM olarak verilmistir)
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200
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Total HDL LDL VLDL
kolesterol

Trigliserit

Sekil 4.1. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin lipit degerleri.
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Serum tiimor belirteclerinin 6l¢iimii sadece hasta gruplarinda yapildi. Serum
CEA diizeyi erken evre hasta grubunda 2.12 + 0.27 ng/mL, ileri evre hasta
grubunda 2.50 £ 0.34 ng/mL olarak bulundu. Serum CA 15-3 diizeyi ise erken
evre hasta grubunda 21.00 = 1.77 IU/mL ve ileri evre hasta grubunda 27.75 + 2.83
IU/mL olarak bulundu. Serum tiimor belirtegleri bakimindan gruplar arasinda

anlaml farklilik saptanmadi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Erken evre ve ileri evre meme kanseri hastalarinin serum timor
belirtegleri.

M Erken Evre | fleri Evre

CEA (ng/mL) 2.12£0.27 2.50 +0.34
CA 15-3 (IU/mL) 21.00 £ 1.77 27.75 £2.83

(Degerler ort = SEM olarak verilmistir.)

Serum ATX diizeyleri kontrol grubunda 0.97 + 0.06 mg/L, erken evre hasta
grubunda 0.70 = 0.04 mg/L ve ileri evre hasta grubunda ise 0.68 + 0.05 olarak
bulundu (Cizelge 4.8) (Sekil 4.2).

Cizelge 4.8. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarmin autotaxin
(ATX) degerleri.

Kontrol Erken Evre ileri Evre

(n=35) (n=56) (n=52)
ATX (mg/L) 0.97 +0.06 0.70 +£0.04 0.68 +0.05

Autotaxin (ATX) konsantrasyonu (mg/L)

Kontrol Erken Evre ileri Evre

Sekil 4.2. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarmin autotaxin (ATX)
konsantrasyonlari.

64



Gruplar aras1 ikili karsilastrmada serum ATX diizeyi erken evre hasta
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi (p<0.0001). Serum
ATX diizeyi ileri evre hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
saptand1 (p<0.01). Serum ATX diizeyi bakimindan erken ve ileri evre hasta

gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarmin serum
autotaxin (ATX) diizeylerinin ikili karsilastirmasi.

\‘ Erken - Kontrol ileri - Kontrol ileri - Erken

ATX 0.000 0.001 0.742

(Bu gizelgedeki veriler p degerlerini gostermektedir.)

Serum LPA diizeyleri kontrol grubunda 30.11 + 2.49 uM, erken evre hasta
grubunda 45.42 + 2.04 uM ve ileri evre hasta grubunda ise 53.58 = 2.49 uM
olarak bulundu (Cizelge 4.10) (Sekil 4.3).

Cizelge 4.10. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin lizofosfatidik
asit (LPA) degerleri.

Kontrol ileri Evre
(n=35) (n=52)

LPA (uM) 30.11 £2.49 45.42 +2.04 53.58 £2.49

(Degerler ort + SEM olarak verilmistir)
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Lizofosfatidik asit (LPA) konsantrasyonu ( pM)

Kontrol Erken Evre lleri Evre

Sekil 4.3. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin lizofosfatidik asit
(LPA) konsantrasyonlari.
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Serum LPA diizeyi erken evre hasta grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek saptandi (p<0.0001). Serum LPA diizeyi ileri evre hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.0001). Serum LPA
diizeyi ileri evre hasta grubunda, erken evre hasta grubuna gore anlamli olarak

yiiksek saptandi (p<0.05) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Kontrol, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin serum
lizofosfatidik asit (LPA) diizeylerinin ikili karsilastirmast.

\‘ Erken - Kontrol Ileri - Kontrol Ileri - Erken

LPA 0.000 0.000 0.017

(Bu gizelgedeki veriler p degerlerini gostermektedir.)

Meme kanseri i¢cin bagimsiz risk faktorleri olarak diisiiniilen ATX ve LPA
icin lojistik regresyon analizi yapildi. Analiz sonucunda, kontrol grubundan hasta
grubunu (erken ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan grubu) ayirt
etmede LPA’nin anlamli Ol¢iide bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulundu
[p=0.000, OR=1.098, CI %95 (1.048-1.149)]. Kontrol grubundan hasta grubunu
ayirt etmede ATX anlamli gibi goriinse de giiven aralifinin genis olmasi
nedeniyle yeterli bulunmadi [p=0.001, OR=0.035, CI %95 (0.005-0.254)]
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Kontrol ve hasta gruplar1 (erken + ileri evre) i¢in yapilan lojistik
regresyon analizi sonuglari.

| p | OR | CI %95

ATX 0.001 0.035 0.005 - 0.254
LPA 0.000 1.098 1.048 - 1.149

Autotaxin, erken ve ileri evre [p=0.896, OR=1.109, CI %95 (0.234 - 5.251)]
hasta gruplarin1 ayirt etmede yeterli degilken, LPA’in erken ve ileri evre
[p=0.013, OR=1.038, %95 CI (1.008-1.070)] hasta gruplarin1 aymrt edebilecegi
bulundu (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Erken ve ileri evre hasta gruplar1 icin yapilan lojistik regresyon
analizi sonuglar1.

| P OR | CI %95
ATX 0.896 1109 0.234 - 5.251
LPA 0.013 1038 1.008 - 1.070

Kontrol ve erken evre hasta gruplarini aywt etmede ATX [p=0.003,
OR=0.045, CI %95 (0.006 - 0.345)] ve LPA’nm [p=0.002, OR=1.079, CI %95
(1.029 - 1.132)] erken evre i¢in risk faktorii olabilecegi bulundu (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Kontrol ve erken evre hasta gruplari i¢cin yapilan lojistik regresyon
analizi sonuglar1.

p OR CI %95
ATX 0.003 0.045 0.006 - 0.345
LPA 0.002 1.079 1.029 - 1.132

Kontrol ve ileri evre hasta gruplarmi ayirt etmede ATX [p=0.01, OR=0.030,
CI %95 (0.002 - 0.433)] ve LPA’nin [p=0.000, OR=1.104, CI %95 (1.047 -
1.163)] ileri evre i¢in risk faktorii olabilecegi bulundu (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Kontrol ve ileri evre hasta gruplari i¢in yapilan lojistik regresyon
analizi sonuglar1.

| p | OR | c1%9s
ATX 0.01 0.030 0.002 - 0.433
LPA 0.000 1104 1.047 - 1.163

Yapilan spearman korelasyon analizi sonucunda, kontrol grubunda serum
LPA diizeyi ile kilo (p=0.017, r=0.585), GGT (p=0.04, r=0.57) ve kalsiyum
diizeyleri (p=0.003, r=0.747) arasinda ve serum ATX diizeyi ile LDH diizeyi
(p=0.037, 1=0.90) ve HDL kolesterol diizeyi (p=0.037, r=0.90) arasinda pozitif
korelasyon saptandi (Cizelge 4.16).

Erken ve ileri evre hasta gruplar: birlestirilerek olusturulan hasta grubunda
ise, serum LPA diizeyi ile HDL kolesterol diizeyi arasinda (p=0.04, r=0.343)
pozitif korelasyon saptandi. Serum ATX diizeyi ile kreatinin diizeyi (p=0.03,



r=0.303) ve eritrosit sayist (p=0.018, r=0.238) arasinda pozitif, ve iirik asit
seviyesi (p=0.136, r= - 0.234) arasinda negatif korelasyon saptandi (Cizelge 4.16).

Ileri evre hasta grubunda LPA diizeyi ile VLDL kolesterol diizeyi (p=0.038,
r=0.661) ve trigliserit diizeyi (p=0.006, r=0.624) arasinda pozitif korelasyon
saptandi1 (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Kontrol ve hasta gruplarinda yapilan korelasyon analizi sonuglari.

| LPA | ATX

Kilo (p=0.017, r=0.585) B _
Kontrol grubu GGT (p=0.04, r=0.57) IEI]]))IE 83:8833’ i: 8383

Kalsiyum (p=0.003, r=0.747)
Kreatinin (p=0.003, r= 0.303)

HDL (p=0.04, r=0.343) Eritrosit (p=0.018, r= 0.238)
Urik asit (p=0.136, r=-0.234)

Erken + ileri evre
hasta grubu

Ileri evre hasta VLDL (p=0.038, r=0.661)
grubu Trigliserit (p=0.006, r=0.624)

Patolojik degerlendirme sonucunda erken evre ve ileri evre hasta
gruplarindaki kadmnlarin aldigi histopatolojik tanilar Cizelge 4.17°de gosterildi.
Kontrol grubundaki kadinlarin patolojik degerlendirmelerinde tamaminda (%100)

benign meme dokusu ile uyumlu bulgular saptandi.

Cizelge 4.17. Erken ve ileri evre meme kanseri hasta gruplarmin patolojik tanilari.

M Erken evre | Tleri evre

Intraduktal karsinom 18 -
Invaziv duktal karsinom 31 41
Invaziv papiller karsinom 2 2
Berrak hiicreli karsinom 2 4
Invaziv lobiiler karsinom 1 2
Bazal benzeri karsinom 1 1
Malign myoepitelyal karsinom 1 -
Apokrin karsinom - 2
Toplam 56 52
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Calismada yapilan tiimor nod metastaz (TNM) evrelemesi sonucu erken evre
grubunun %60.7’s1 (n=34) evre I, %33.9’u (n=19) evre IIA, %5.4’i (n=3) evre
IIB, ileri evre grubunun %15.4’0 (n=8) evre 1A, %40.4’i (n=21) evre 1IB,
%30.8’1 (n=16) evre IIIA, %1.9’u (n=1) evre IIIB ve %11.5’1 (n=6) evre IIIC
olarak saptandi (Cizelge 4.18).

Calismada yapilan patolojik gradeleme sonucu erken evre grubunun
%21.410 (n=12) grade 1, %42.8’1 (n=24) grade I, %35.8’1 (n= 20) grade III, ileri
evre grubunun %9.6’s1 (n=5) grade I, %55.8’1 (n=29) grade II ve %34.6’s1 (n=18)
grade III olarak saptandi (Cizelge 4.18). Yapilan analizde erken ve ileri evre hasta
gruplarinda gradeler arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.19, x*=3.316).

Timor caplarinin patolojik degerlendirmesinde erken evre grubundaki
hastalarin %60.7’s1 (n=34) T1, %33.9’u (n=19) T2 ve %5.4’ii (n=3) T3, ileri evre
hasta grubunun %26.9’u (n=14) T1, %61.6’s1 (n=32) T2, %9.6’s1 (n=5) T3 ve
%1.9’u (n=1) T4 olarak saptandi (Cizelge 4.18). Yapilan analizde erken evre hasta
grubunda daha c¢ok TI1 goriliirken, ileri evre hasta grubunda daha c¢ok T2
goriildigi saptand1 (p=0.0008, y*=11,208).

Lenf nodu metastazinin patolojik degerlendirmesi sonucunda erken evre
hasta grubunun lenf nodu metastazi bulunmayan hastalardan olustugu goriildii.
Ileri evre hasta grubunda ise hastalarm %59.6’s1 (n=31) N1, %28.9’u (n=15) N2
ve %11.5’1 (n=6) N3 olarak saptandi (Cizelge 4.18).

Erken evre ve iler1 evre hasta grubunun patolojik degerlendirmelerinin
analizi sonucunda, Ostrojen reseptorii erken evre hasta grubunun %80.3’linde
(n=45) pozitif, %19. 7’sinde (n=11) negatif, ileri evre hasta grubunun %76.9’unda
(n=40) pozitif, %23.1’inde (n=12) negatif olarak bulundu. Progesteron reseptorii
erken evre hasta grubunun %69.6’sinda (n=39) pozitif, %30.4’linde (n=17)
negatif, ileri evre hasta grubunun %65.4’linde (n=34) pozitif, %34.6’sinda (n=18)
negatif olarak bulundu. c-erbB2’nin erken evre hasta grubunun %357.1°inde
(n=32) pozitif, %42.9’unda (n=24) negatif, ileri evre hasta grubunun %61.5’inde
(n=32) pozitif, %38.5’inde (n=20) negatif oldugu gorildi (Cizelge 4.18). yapilan
analizde erken ve ileri evre hasta gruplar1 arasinda Ostrojen reseptorii (p=066,
v*=0,19), progesteron reseptorii (p=064, kikare=0.223) ve c-erb B2 (p=0.64,

v*=0.216) arasinda anlaml iliski bulunamadi.
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Cizelge 4.18. Erken ve ileri evre meme kanseri hastalarmin patolojik

degerlendirmesi.
\‘ Erken Evre ‘ Ileri Evre
(n=56) (n=52)
Evre
I 34 (%60.7) -
IIA 19 (%33.9) 8 (%15.4)
1IB 3 (%5.4) 21 (%40.4)
IIIA - 16 (%30.8)
1118 - 1 (%1.9)
11 (@ - 6 (%11.5)
Grade
I 12 (%21.4) 5 (%9.6)
I 24 (%42.8) 29 (%55.8)
111 20 (%35.8) 18(%34.6)

Tiimor Boyutu

Tl 34 (%60.7) 14 (%26.9)
T2 19 (%33.9) 32 (9%61.6)
T3 3 (%5.4) 5 (%9.6)
T4 - 1 (%1.9)
Lenf Nodu
NO 56 (%100) -
N1 - 31 (%59.6)
N2 - 15 (%28.9)
N3 - 6 (%11.5)
Ostrojen Reseptorii
Pozitif 45 (%80.3) 40 (%76.9)
Negatif 11 (%19.7) 12 (%23.1)

Progesteron Reseptorii

Pozitif 39 (%69.6) 34 (%65.4)

Negatif 17 (%30.4) 18 (9%34.6)
c-erb B2 (HER 2/Neu)

Pozitif 32 (%57.1) 32 (%61.5)

Negatif 24 (%42.9) 20 (%38.5)

Lizofosfatidik asit reseptorlerinin immiinohistokimyasal analizi, parafine
gomiilii olarak yeterli miktarda doku numunesi bulunan kontrol grubundan 29,
erken evre grubundan 47 ve ileri evre grubundan 42 hastaya uygulandi. Kontrol
grubunda LPAIT reseptorii 29 kisinin (%100) tiimiinde 3+ boyanirken, LPA2
reseptorii 5 kiside (%17.2) 2+, 24 kiside (%82.8) 3+ boyandi. Erken evre
grubunda LPA1 reseptorii 1 (%2.1) hastada 1+, 6 hastada (%12.8) 2+ ve 40
hastada (%85.1) 3+ boyanirken, LPA2 reseptorii 4 hastada (%8.5) 1+, 10 hastada
(%21.3) 2+ ve 33 hastada (%70.2) 3+ boyandi lleri evre grubunda LPAI
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reseptorii 1 hastada (%2.4) 1+, 5 hastada (%11.9) 2+ ve 36 hastada (%85.7) 3+
boyanirken, LPA2 reseptorii 8 hastada (%19.1) 1+, 13 hastada (%30.9) 2+ ve 21
hastada (%50) 3+ boyand1 (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Lizofosfatidik asit reseptor 1 (EDG2) ve 2 (EDG4)’nin
immiinohistokimyasal analizi sonuglar1.

Kontrol Erken Evre ileri Evre
(n=29) (n=47) (n=42)

LPA1 reseptorii
1+ - 1 (%2.1) 1 (%2.4)
2+ - 6 (%12.8) 5 (%11.9)
3+ 29 (%100) 40 (%85.1) 36 (%85.7)
LPA2 reseptorii
1+ - 4 (%8.5) 8 (%19.1)
2+ 5(%17.2) 10 (%21.3) 13 (%30.9)
3+ 24 (%82.8) 33 (%70.2) 21 (%50)

Lizofosfatidik asit reseptorlerinin immiinhistokimyasal analizinde LPAI
reseptorii kontrol grubunda 29 kiside (%100) +3, erken evre hasta grubunda 1
kiside (%2.1) +1, 6 kiside (%12.8) +2, 40 kiside (%85.1) +3 ve ileri evre hasta
grubunda ise 1 kiside (%2.4) +1, 5 kiside (%11.9) +2, 36 kiside (%85.7) +3
siddetinde boyandi. LPA2 reseptorii ise kontrol grubunda 5 kiside (%17.2) +2, 24
kiside (%82.8) +3, erken evre hasta grubunda 4 kiside (%8.5) +1, 10 kiside
(%21.3) +2, 33 kiside (%70.2) +3 ve ileri evre hasta grubunda ise 8 kiside
(%19.1) +1, 13 kiside (%30.9) +2, 36 kiside (%50) +3 siddetinde boyandi
(Cizelge 4.19).

Yapilan analizde LPA1l reseptdriiniin immiinhistokimyasal boyanma
siddetinde kontrol ve erken evre ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek
olusturulan hasta grubu arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p=0.063,
¥*=4.051). Immiin-histokimyasal olarak LPA2 reseptorii kontrol grubunda daha
cok 3+ siddetinde boyanirken, erken evre ve ileri evre hasta gruplar birlestirilerek
olusturulan hasta grubunda daha az 3+ siddetinde ve daha ¢ok 1+ siddetinde
boyandig1 goriildii (p=0.03, %*=5.035).
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Sekil 4.4. Kontrol grubunda LPA1 reseptoriiniin immiimhistokimyasal analizi,
boyanma siddeti +3, x200.

Sekil 4.5. Kontrol grubunda LPA2 reseptoriiniin immiimhistokimyasal analizi,
boyanma siddeti +3, x100.
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Sekil 4.6. Erken evre hasta grubunda LPA1 reseptoriiniin immiinohistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +1, x400.

Sekil 4.7. Erken evre hasta grubunda LPA1 reseptoriiniin immiinohistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +3, x200.
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Sekil 4.8. Erken evre hasta grubunda LPA2 reseptoriiniin immiinohistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +1, x400.

Sekil 4.9. Erken evre hasta grubunda LPA2 reseptoriiniin immiinohistokimyasal
analizi, boyanma giddeti +3, x200.
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Sekil 4.10. ileri evre hasta grubunda LPAI reseptoriiniin immiinohistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +1, x400.

Sekil 4.11. ileri evre hasta grubunda LPA1 reseptdriiniin immiinhistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +2, x200.
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Sekil 4.12. ileri evre hasta grubunda LPA2 reseptdriiniin immiinhistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +1, x200.

Sekil 4.13. ileri evre hasta grubunda LPA2 reseptdriiniin immiinhistokimyasal
analizi, boyanma siddeti +3, x200.
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5. TARTISMA

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve sikligi
her gegen yil artmaktadir. Kadinlarda kanserden oliimlerin akciger kanserinden
sonraki ikinci en sik nedeni meme kanseridir (113). Gelismis iilkelerde meme
kanserinin siklig1 giderek artmaktayken, meme kanserine bagli 6liim orani ise
azalma egilimindedir. Bu azalma egiliminin, meme kanseri tarama c¢aligmalari ile
erken tani olanaginin artmasma ve tedavide saglanan gelismelere bagli oldugu
disiiniilmektedir (114).

Meme kanseri gelisme riskini artiran bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bunlarin
baslicalari ileri yas, uzun siire endojen dstrojen etkisine maruz kalma, 6nceden var
olan proliferatif meme hastalig1 ve aile oykiistidiir. Diyet, sigara, viicut agirligi ve
fiziksel aktivite etyolojide rol oynadig1 diisiiniilen diger faktorlerdir. Menstriiel
siklusun erken baslamasi, ge¢ menopoz, nulliparite, ge¢ cocuk sahibi olma ve
laktasyon donemlerinin kisa siirmesi gibi durumlar Ostrojenik etki siiresini
artirdig1 i¢in meme kanseri gelisim riskini de artrmaktadir (115).

Amerika Birlesik Devletlerinde 2005-2009 yillar1 arasinda hastalarin meme
kanseri tanist alma median yas1 61°dir. Ayn1 ¢alismaya gore 2005-2009 yillar1
arasinda 20 yas altina meme kanseri tanis1 koyulmazken, meme kanseri tanisi
koyulan hastalarm %1.8’1 20-34 yas grubunda, %9.9’u 35-44 yas grubunda,
%22.5°1 45-54 yas grubunda, %24.8’1 55-64 yas grubunda, %20.2’si 65-74 yas
grubunda, %15.1°1 75-84 yas grubunda ve %35.7°si 85 yas ve iizerindedir (116).
Bizim calismamizda ise medyan yas kontrol grubunda 41, erken evre hasta
grubunda 52 ve ileri evre hasta grubunda 52.5 olarak bulunmustur. Erken ve ileri
evre hasta gruplarinin yas ortalamalari, kontrol grubunun yas ortalamasindan
anlaml olarak yiiksek bulunmustur. Literatiir ile uyumlu olarak ilerleyen yas ile
birlikte meme kanseri gelisme riskinin de arttig1 saptanmaistir.

Lahmann ve arkadaslar1 (117) yaptiklar1 ¢aligmada premenopozal
donemdeki kadinlarda boy, kilo ve BMI ile meme kanseri gelisme riski arasinda
bir iligski bulamazken, hormon kullanmayan postmenopozal donemdeki kadinlarda
boy (p<0.001), kilo (p<0.0001) ve BMI (p=0.002) artis1 ile meme kanseri riskinin

de arttigmi saptamislardir. Bizim ¢alismamizda boy ve kilo ile meme kanseri
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gelisme riski arasinda bir iliski bulunamazken, BMI kontrol grubunda 25.89 +
1.06 kg/m’, erken evre hasta grubunda 29.46 + 0.72 kg/m’ ve ileri evre hasta
grubunda 28.96 + 0.71 kg/m” olarak hesaplanmustir. Erken evre hasta grubunun
BMTI’1 kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu bulgu
bize BMI artis1 ile meme kanseri gelisme riski arasinda pozitif bir iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir. Lahmann ve arkadaslarmin (117) yaptiklari
calisjmada, calismaya dahil edilen meme kanseri hastalarinin  %41.6’s1
premenopozal, %58.4°li postmenopozal donemdedir. Calismamizda ise kontrol
grubundaki kadimlarin 27’si (%77.1) premenopozal, 8’1 (%22.9) postmenopozal,
erken evre hasta grubundaki kadinlarm 28’1 (%50) premenopozal, 28’1 (%50)
postmenopozal ve ileri evre hasta grubundaki kadmlarm 26’s1 (%50)
premenopozal ve 26’st (%50) postmenopozal donemdedir. Gruplar arasinda
menopoz durumu bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamaistir.

Glukoz metabolizmasi bozukluklarinin ¢esitli kanser tiirlerinin gelisiminde
ve prognozunda bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (118). 20
calismanin meta-analizi sonucunda glukoz metabolizmasini etkileyen baslica
hastalik olan diyabet hastaliginda meme kanseri riskinin %20 arttig1 gosterilmistir
(119). Caligmamizda da glukoz konsantrasyonlar1 erken (p<0.01) ve ileri
(p<0.0001) evre hasta gruplarinda, kontrol grubuna gore anlaml olarak ytliksek
bulunmustur.

Gama glutamil transferaz (GGT), glutatyon transportunda goérev aldigi i¢in
oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasinda rol oynar. GGT timor
progresyonunda anahtar bir rol iistlenen oksidatif stresin giivenilir bir belirtecidir
(120). Isve¢ toplumunda yapilan bir calismada, toplum taramas: yapilan kisilerde
normal GGT degerleri ile karsilastirildiginda yiiksek GGT degerlerinin artmis
kanser riski ile iligkili oldugu bulunmustur (121). Yiiksek GGT degerlerine glukoz
degerlerinin yiiksekligi de eslik ediyorsa 6zellikle prostat, meme ve karaciger
kanseri riskinin daha da arttig1 gosterilmistir (121). Calismamizda ileri evre hasta
grubunda GGT diizeyleri kontrol (p<<0.05) ve erken evre hasta (p<0.05) gruplarma
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Meme kanserinin de i¢inde oldugu bazi kanser tiirlerinde kemik metastazi

gelismeksizin, serum kalsiyum diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Bu
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yiiksekligin hiimoral mekanizma ile kanser dokusundan parathormon iligkili
peptid salgilanmasiyla olustugu diistiniilmektedir (122). Bizim ¢aligmamizda da
kalsiyum diizeyleri erken (p<0.01) ve ileri (p<0.01) evre hasta gruplarinda,
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Fakat parat hormon
iliskili peptid diizeyleri ¢aligilmamistir.

Amin ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada serum kreatinin, iirik asit, ALT,
AST ve LDH degerlerini 20 saglikli goniilliiden olusan kontrol grubu ve 40 yeni
tan1 almis meme kanseri hastasinda karsilastirmiglar ve anlamli degisiklik
saptamamiglardir (123). Bizim calismamizda da serum BUN, kreatinin, ALT,
AST ve LDH degerleri i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.

Bir caligmada 120 yeni tan1 almis meme kanseri hastasinin ve 60 saglikli
goniilliiniin serum lipid profilleri karsilastirilmis ve meme kanseri hastalarinin
total kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerinin kontrol grubundan anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bulunmus, HDL kolesterol ve VLDL kolesterol diizeylerinde
anlamli degisiklik saptanmamistir (124). Bizim ¢alismamizda ise gruplarmn lipit
profilleri arasinda anlamli farklilik saptanmamastir.

Bircok kanser tiirlinde serum tiimor belirtegleri hastaligin yonetiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Meme kanserinde ise, hastaligin yonetiminde serum
tiimor belirteclerinin rolii daha azdir. Meme kanserinde en sik kullanilan serum
tiimor belirtecleri CA 15-3 ve karsino embriyonik antijen (CEA)’dir. Daha seyrek
olarak kullanilan diger meme kanseri belirtecleri ise CA 27.29, doku polipeptid
antijen (TPA), doku polipeptid spesifik antijen (TPS) ve HER-2’nin ekstraseliiler
domainidir. Meme kanserinde serum tiimor belirteclerinin potansiyel kullanim
alanlar1 erken tani, prognozun belirlenmesi, spesifik tedavilere cevap veya
direncin tahmin edilmesi, primer cerrahi tedaviden sonra izlem ve ileri evre
hastalarda tedavinin takibidir. Ancak, erken evre hastalik i¢in duyarliligin diisiik
olmas1 ve 6zgiilliiglin olmamasi gibi nedenler serum tiimor belirteglerinin tarama
amaclt kullanimin1 sinirlamaktadir. Giliniimiizde meme kanseri taramasida
mamografi birincil yontemdir (125). CA 15-3’iin meme kanseri hastalarmin
sadece %31’inde ve CEA’nin meme kanseri hastalarmin sadece %?26’sinda
yiikseldigi gosterilmis ve bu nedenle CA 15-3 ve CEA’nin meme kanseri

tanisinda kullanilmak icin yeterli sensiviteye sahip olmadigi bulunmustur (126).
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Kurebayashi ve arkadaslar1 (127) yaptiklar1 bir ¢alismada CA 15-3 diizeylerini
metastazi olmayan meme kanseri kanseri hastalarinda 11.4 = 5. 9 U/ml, metastazi
olan meme kanseri hastalarinda ise 273.0 = 1022.8 U/ml olarak Olgmiislerdir.
Yine ayni calismada CEA diizeylerini metastazi olmayan hastalarda 2.7 £ 7.1
ng/ml ve metastazi olan hastalarda ise 103.7 £ 607.8 ng/ml olarak 6lgmiislerdir
(127). Calismamizda serum CEA diizeyi erken evre hasta grubunda 2.12 + 0.27
ng/mL, ileri evre hasta grubunda 2.50 + 0.34 ng/mL olarak bulunmustur. Serum
CA 15-3 diizeyi ise erken evre hasta grubunda 21.00 = 1.77 IU/mL ve ileri evre
hasta grubunda 27.75 + 2.83 IU/mL olarak bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda da
literatiir ile uyumlu olarak serum tiimor belirtecleri bakimindan erken ve ileri evre
hasta gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.

Autotaxin ve lizofosfatidik asidin fizyolojik ve patolojik durumlardaki
roliinii daha 1iy1 anlayabilmek i¢in biyolojik 6rneklerdeki miktarim tespit etmek
gereklidir. Nakamura ve arkadaslar1 (128) 30 erkek ve 30 kadin saglikli goniilliiler
ile yaptiklar1 bir ¢alismada, serum autotaxin aktivitesini kadmlarda (3.84+0.62
nmol/mL/min) erkeklerden (3.24+0.54 nmol/mL/min) daha yiiksek olarak
bulmuslardir.

Nakamura ve arkadaslar1 (129) kantitatif enzim immiin 6l¢iim yontemini
kullanarak saglikli bireylerde (n=120, 46 kadin ve 74 erkek) serum ATX antijen
konsantrasyonunu 0.468-1.134 mg/L olarak ol¢miislerdir. Saglikli kadinlarda
(n=46) serum ATX konsantrasyonunu (0.625-1.323 mg/L) saglikli erkeklerden
(n=74) (0.438-0.914 mg/L) anlaml olarak daha yiiksek bulmuslardir (p<0.001).

Masuda ve arkadaslar1 (130) serum ATX antijen diizeyini anti-human ATX
monoklonal antikorlar1 kullanarak otomatize immiin Ol¢lim analizériinde
Olemiislerdir. Bu arastirmacilar 120 saghikli goniilliide (74 erkek ve 46 kadm)
yapilan 6lglimde serum ATX antijen diizeyini 0.731 £+ 0.176 mg/L (mean + SD)
olarak bulmuslardir. Saglikli kadinlarda (n=46) serum ATX antijen diizeyini
(0.852 £ 0.184 mg/L) saglikli erkeklerden (n=74) (0.656 + 0.121 mg/L) anlaml
olarak daha yiiksek bulmuslardir (p < 0.001). Aym ¢alismada ¢esitli hematolojik
malignensisi bulunan 161 hastada serum ATX antijen Ol¢limii yapmislar ve
folikiiler lenfoma (1.471 + 0.693 mg/L), kronik lenfositik 16semi (1.037 + 0.355
mg/L), diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (0.936 + 0.387 mg/L) ve hodgkin
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lenfomali (0.952 + 0.273 mg/L) hastalarda saglikli kisilerden (0.731 + 0.176
mg/L) anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir. Ayrica, enzimatik siklik metod
kullanarak kolorimetrik plazma LPA 6l¢iimii yapmislar. Plazma LPA diizeylerinin
serum ATX antijen diizeyleri ile pozitif olarak korele oldugunu bulmuslardir.

Nakai ve arkadaglar1 (131) gastrointestinal sistem kanserlerinde enzimatik
fotometrik yontem ile serum ATX aktivitesini ve siklik enzimatik kolorimetrik
yontem ile plazma LPA diizeyini 6lgmiisler ve pankreatik kanser hastalarinda
(n=103) serum ATX aktivitesini (yaklasik olarak 4 nmol/mL/dak.) benign
pankreatik hastalig1 (yaklasik olarak 3 nmol/mL/dak.) bulunanlara (n=73) gore
anlamli olarak yiiksek saptamislardir. Diger gastrointestinal kanserlerde ise bir
farklilik saptamamislardir. Ayrica, pankreatik kanser hastalarinda serum ATX
aktivitesi ile plazma LPA diizeyleri arasinda pozitif olarak lineer korelasyon
gozlemislerdir

Bizim ¢alismamizda sandvi¢g enzim immiin 6l¢ciim teknigi ile yaptigimiz
Olciim sonucunda serum ATX diizeyleri kontrol grubunda 0.97 £ 0.06 mg/L,
erken evre hasta grubunda 0.70 = 0.04 mg/L ve ileri evre hasta grubunda ise 0.68
+ 0.05 mg/L olarak bulunmustur. Gruplar aras1 ikili karsilastirmada serum ATX
diizeyi erken evre (p<0.0001) ve ileri evre (p<0.01) hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu. Erken ve ileri evre hasta gruplari
arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05).

Baker ve arkadaslar1 (132) LPA miktarminin direkt kantitatif analizi i¢in
stabil-izotop  diliisyon likid kromatografi-kiitle spektrometri ydntemini
gelistirmislerdir. Bu yontem ile EDTA’li plazmada total LPA oOlgmiisler ve
saglikli erkeklerde (n=5) 0.61+/-0.14 uM ve kadinlarda (n=5) 0.74 +/- 0.17 uM
olarak bulmuslardir. Yine ayni yontem ile serumda total LPA OGlgmiisler ve
sagliklt erkeklerde 0.85 +/- 0.22 uM ve kadmlarda 1.57 +/- 0.56 uM olarak
bulmuslardir.

Kishimoto ve arkadaslar1 (133) enzimatik siklik metot kullanarak yaptiklari
kolorimetrik 6l¢iimde serum LPA konsantrasyonunu saglikli erkeklerde (n=15)
0.41+/-0.14 pmol/L ve saglikli kadinlarda (n=5) 0.41+/-0.12 pmol/L olarak

bulmuslardir. Ayni populasyonda yine enzimatik siklik metod kullanilarak yapilan
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kolorimetrik 6l¢iimlerde EDTA’ll plazmada LPA konsantrasyonunu erkeklerde
0.08+/-0.02 umol/L ve kadinlarda 0.09+/-0.02 umol/L olarak bulmuslardir.

Hosogaya ve arkadaglar1 (134) ise yine enzimatik siklik yontemi kullanarak
yaptiklar1 serum LPA konsantrasyonu Olgiimiinde saglikli kadmlarda (n = 47)
0.103 £0.032 umol/L ve saglikl erkeklerde (n = 99) 0.077 £ 0.026 umol/L olarak
bulmuslardir.

Xu ve arkadaglar1 (135) gaz kromatografisi ile yaptiklar1 6l¢timlerde plazma
LPA diizeyini saglikli goniilliilerde (n=48) 0.6 £ 0.19 umol/L (mean=SEM), stage
I over kanserli hastalarda (n=10) 5.9 £ 2.99 umol/L (meant+SEM), stage 11, Il ve
IV over kanserli hastalarda (n=24) 8.1 + 1.87 umol/L (meantSEM), rekiirren over
kanserli hastalarda 11.5 + 3.16 pmol/L (meantSEM), endometrium kanserli
hastalarda (n=15) 16.9 £ 5.29 pumol/L (meantSEM), serviks kanserli hastalarda
(n=6) 21.9 £ 8.97 umol/L (meantSEM) ve meme kanserli hastalarda (n=11) 0.1
0.03 umol/L (meantSEM) olarak saptamiglardir. Ayn1 arastirmacilar plazma LPA
diizeyini over, endometrium ve serviks kanserli hastalarda saglikli goniilliilerden
anlaml olarak yiiksek bulmuslardir (p<0.001).

Bizim calismamizda yarigmali ELISA yontemi kullanilarak yapilan 6l¢iim
sonucunda serum LPA diizeyleri kontrol grubunda 30.11 + 2.49 uM, erken evre
hasta grubunda 45.42 £+ 2.04 uM ve ileri evre hasta grubunda 53.58 + 2.49 uM
olarak bulunmustur. Serum LPA diizeyi erken evre (p<0.0001) ve ileri evre
(p<0.0001) hasta gruplarinda kontrol grubuna gére ve ileri evre hasta grubunda
erken evre hasta grubuna gore (p<0.05) anlamli olarak ytliksek saptanmistir.

Calismamizda kontrol grubu i¢in buldugumuz ATX ve LPA diizeyleri
literatlirdeki saglikli kadmlar icin bildirilen diizeyler ile uyumludur. Bazi
arastirmacilar tarafindan serum LPA ve ATX konsantrasyonlarinin gesitli kanser
tiirlerinde artis gosterdigi bildirilmistir (130,131,135). Literatiir ile uyumlu olarak
bizim ¢alismamizda da, erken ve ileri evre meme kanseri hastalarinin serum LPA
diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Ancak, serum
ATX diizeyleri erken ve ileri evre hasta gruplarinda kontrol grubundan daha
diisiik olarak saptanmigtir. Erken ve ileri evre hasta gruplarinda enzim
konsantrasyonu azalirken tiirinii olan LPA’nin konsantrasyonunun artmasi bize

aktif enzim miktarinda artig olabilecegini gostermektedir. Fakat enzim aktivitesi
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yerine, enzim konsantrasyonu Ol¢tiiglimiiz i¢in bu artis1  gosteremedik.
Lizofosfatidik asidin hasta gruplarinda artmasi, serumda baslica sentez yolu
olarak bilinen ATX yolagindan bagka yolaklarla da LPA iiretiminin olabilecegini
diistindiirmektedir. Ekstraselliller LPA iiretimi baslica lizofosfolipidlerin Lyso
PLD ile hidrolizi yoluyla ger¢eklesmektedir. Lizofosfatidik asit hiicre i¢inde
baslica fosfatidik asidin 1. pozisyonundan fosfolipaz A1 (PLAI) enzimiyle ya da
2. pozisyonundan fosfolipaz A2 (PLA2) enzimiyle hidrolizi ile sentezlenmektedir.
Gliserol-3-fosfatin uzun zincirli bir yag asiti ile esterifikasyonu sonucunda da
LPA sentezi gerceklesebilmektedir.

ATX i¢in yapilan lojistik regresyon analizi sonucunda, kontrol grubundan
hasta grubunu (erken ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan hasta
grubu) aywrt etmede [p=0.001, OR=0.035, CI %95 (0.005-0.254)], kontrol
grubundan erken evre hasta grubunu ayirt etmede[p=0.003, OR=0.045, CI %95
(0.006 - 0.345)] ve kontrol grubundan ileri evre hasta grubunu ayirt etmede
[p=0.01, OR=0.030, CI %95 (0.002 - 0.433)] ATX anlaml gibi goriinmekle
birlikte gliven aralig1 genis olarak bulunmustur. Autotaxin, erken ve ileri evre
[p=0.896, OR=1.109, CI %95 (0.234 - 5.251)] hasta gruplarin ayirt etmede yeterli
bulunmamastir.

LPA i¢in yapilan lojistik regresyon analizi sonucunda ise kontrol grubundan
hasta grubunu (erken ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan hasta
grubu) aymt etmede LPA’nin anlamli dlgiide bagimsiz bir risk faktorii oldugu
bulunmustur [p=0.000, OR=1.098, CI %95 (1.048-1.149)]. Kontrol ve erken evre
hasta gruplarint ayirt etmede LPA’nin [p=0.002, OR=1.079, CI %95 (1.029 -
1.132)] erken evre i¢in risk faktorii olabilecegi bulunmustur. Kontrol ve ileri evre
hasta gruplarin1 ayirt etmede LPA’nin [p=0.000, OR=1.104, CI %95 (1.047 -
1.163)], ileri evre i¢in risk faktorii olabilecegi bulunmustur. LPA’in erken ve ileri
evre [p=0.013, OR=1.038, %95 CI (1.008-1.070)] hasta gruplarini1 ayirt etmede
kullanilabilecegi bulunmustur.

Yapilan lojistik regresyon analizleri degerlendirildiginde, LPA’nin hem
hastalar1 saglikli bireylerden ayirt edebildigi, hem de hastalik diizeyi ile
korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bu durumda LPA’nin hem tanida hem de

hastaligin takibinde kullanilabilir oldugu diistiniilmektedir. ATX ise sagliklilardan
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hastalar1 ayirt edebiliyor gibi goriinmekle birlikte giiven arali§i genis olarak
bulunmugstur. Ayrica ATX hastalarda, hastaligin diizeyi ile korelasyon
gostermemektedir.

Meme malign tiimorlerinin énemli boliimii adenokarsinomlardir. Skuaméz
hiicreli karsinom, phyllodes tiimor, sarkom ve lenfoma gibi adenokarsinom dis1
diger malign tiimorler ise %5’den az bir grubu olusturmaktadir Giliniimiizde
mamografinin yaygmlasmas: ile inraduktal karsinom sikligi %15- 20’lere
¢ikmustir. Invaziv karsinomlar ise meme kanserlerinin %80-85ini olusturmaktadir.
Invaziv karsinomlar iginde en sik gériilen tip %70-80 ile invaziv duktal
karsinomdur. Bunu %5-15 goriilme siklig1 ile inzaziv lobuler karsinom izler
(136). Bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak her iki hasta grubunda
da en sik goriilen invaziv duktal karsinomdur. Erken evre grubunda bunu
intraduktal karsinom izlerken, ileri evre grubunda berrak hiicreli karsinom takip
etmektedir.

Literatlirde meme kanserinin tani anindaki evresine baktigimizda hastalarin
%62’sinin lokalize, %32’sinin bolgesel lenf nodu metastazli, %35’inin uzak
metastazli ve %2’sinin de evrelendirilememis oldugu goriilmiistiir (137). Bizim
calismamizda ise, erken evre grubunu olusturan hastalarin tiimii lokalize, ileri evre
grubunu olusturan hastalarmn tiimii ise bolgesel lenf nodu metastazi olan
hastalardan olugsmustur. Uzak metastazi olan hasta bulunmamaktadir.

Bloom ve arkadaslar1 (138) 1409 meme kanseri hastasinda yaptiklari
caligmada hastalarin %26’sin1 grade 1, %45’in1 grade II ve %29’unu grade III
olarak bulmuslardir. Ayrica yaptiklar1 15 yillik izlemde yiiksek gradeli tiimorlerin
kotli prognoz ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda erken ve
ileri evre hasta gruplarinda gradelerin dagilimlar1 arasinda anlamh fark
bulunamamustir (p=0.19, %*=3.316).

Meme karsinomu i¢in bilinen en 6nemli prognostik parametreler tiimor
boyutu, lenf nodu metastazi, tiimoriin histolojik tipi ve histolojik grade’i,
lenfovaskiiler invazyon, Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin varhigi ve
onkogenlerin (HER-2/neu) ve tiimdr supresdr genlerin (p53) ekspresyon

paternleridir (139).
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Normal meme dokusunda Ostrojen reseptorii pozitif hiicreler nonproliferatif
hiicrelerdir. Ostrojen reseptdrii pozitif hiicrelerin oran1 normal memede genel
olarak diisiikken (%10-20), diisiik gradeli duktal karsinoma in situ’da (DCIS) artis
olmaktadir. Yiiksek grade’li DCIS’da Ostrojen reseptorii ekspresyonu diisiis
gostermektedir ve invaziv meme karsinomlarinda ise grade arttikga Ostrojen
reseptorii eksprese eden tlimorlerin oran1 azalmaktadir. Tiim meme kanserlerinin
%70-80°1 Ostrojen reseptorii eksprese etmektedir (140). Bizim c¢aligmamizda
Ostrojen reseptorii erken evre hasta grubunun %80.3’linde (n=45) pozitif, %19.
7’sinde (n=11) negatif, ileri evre hasta grubunun %76.9’unda (n=40) pozitif,
%23.1’inde (n=12) negatif olarak bulunmustur.

Normal meme dokusunda luminal epitelyal hiicrelerin niikleuslarinda %15-
30 arasinda degisen progesteron reseptdrii ekspresyonu goriilmektedir. Invaziv
meme kanserlerinin %60°1 progesteron reseptorii eksprese etmektedir. Bu
tiimorler Ostrojen reseptorii eksprese eden tiimorler gibi hormonoterapiye iyi yanit
veren 1y1 prognozlu tiimorlerdir (141). Bizim ¢aligmamizda progesteron reseptorii
erken evre hasta grubunun %69.6’sinda (n=39) pozitif, %30.4’iinde (n=17)
negatif, ileri evre hasta grubunun %65.4’tinde (n=34) pozitif, %34.6’sinda (n=18)
negatif olarak bulunmustur.

c-erb B2 amplifikasyonu ve overekspresyonu meme kanserinde %25-30
oraninda goriilir. Meme kanserlerinde c-erb B2 overekspresyonunun yiiksek
histolojik grade’le iliskili oldugu ve aksiller lenf nodu metastaz1 varliginda kotii
prognoz gostergesi oldugu bilinmektedir (142). Bizim ¢alismamizda c-erb B2
erken evre hasta grubunun %57.1’inde (n=32) pozitif, %42.9’unda (n=24) negatif,
ileri evre hasta grubunun %61.5’inde (n=32) pozitif, %38.5’inde (n=20) negatif
olarak bulunmustur.

Popnikolov ve arkadaglarinin (143) meme kanseri tamili hastalarin
eksizyonel biyopsi ve mastektomi materyallarinden elde ettikleri dokularda
yaptiklar1 ¢caligmada immiinblot ve immiinhistokimya analizlerinde ATX ve LPA3
reseptoriiniin meme kanserli dokuda normal meme dokusundan daha fazla
eksprese oldugu goézlenmistir. Ayrica LPA3 reseptor ekspresyonunun timor
diferansiyasyonu azaldik¢a arttig1 ve LPA3 reseptorii pozitif hastalarda lenf nodu

tutulumunun daha sik oldugu gdsterilmistir.
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Shida ve arkadaslar1 (144) yaptiklar1 bir calismada, kolorektal karsinom
tanist almis 26 olguda ve normal kolon mukozasina sahip 16 olguda real time RT-
PCR yontemi ile LPA1 ve LPA2 mRNA seviyelerine bakmiglar. LPA1 mRNA
seviyesini kanser dokusunda normal dokuya gore daha diisiik (0.3 kat, p<0.05),
tersine LPA2 mRNA seviyesini ise karsinom vakalarinda normal dokuya goére
belirgin derecede yiiksek (3 kat, p<0.05) tespit etmislerdir. Normal kolon
epitelinin LPA1 ve LPA2 reseptorlerini benzer diizeylerde eksprese ettiklerini,
kolorektal kanser dokusunda ise LPA2/LPA1 ekspresyon oraninin 18 kat arttigini
gostermiglerdir. Ardindan LPA2 antikoru ile yaptiklar1 immiinohistokimyasal
analizde normal kolorektal dokuya gore kanser dokusunda daha yogun boyanma
izlenmis.

Kitayama ve arkadaslar1 (145) yaptiklar1 calismada, 25 meme kanseri
hastasindan elde ettikleri invaziv duktal karsinom dokusu ile 6 normal meme
dokusunu real time RT-PCR ile karsilastrmiglar. Kontrole gore oranlandiginda
normal (1438.5 + 425.5) ve meme kanserli (1675.3 £ 299.8) dokularda LPAI
reseptor ekspresyonlarinda anlamli bir farklhilik goézlememislerdir. Ancak LPA2
reseptor ekspresyonunu kontrole gore oranlandiginda kanserli dokuda (3479.0 +
426.6) normal dokudan (1287.3 4+ 466.8) anlaml1 olarak yiiksek saptamiglardir (p<
0.05). ayrica LPA3 reseptoriiniin de hem normal hem de meme kanserli dokuda
zayif olarak eksprese oldugunu gostermislerdir.

Hama ve arkadaglar1 (146) MSF hiicrelerinde yaptiklar1 deneylerde LPA’in
hiicre motilitesini stimiile edici etkisi icin LPA1 reseptoriiniin esansiyel oldugunu
gostermislerdir. Autotaxin’in de hiicre motilitesini stimiile edici etkisini LPA
sentezi araciligiyla gosterdigini saptamiglardir. Yine ayni ¢alismada, kantitatif real
time RT-PCR ile ¢esitli kanser hiicre dizilerinde LPA reseptorlerinin ekspresyon
paternlerini incelemislerdir. Buna gére MDA-MB-231 (breast cancer), PC-3
(prostate cancer), A-2058 (melanoma), A549 (lung cancer), ACHN (renal cancer),
SF295 (glioblastoma) ve SF539 (glioblastoma) hiicre dizileri LPA1 reseptoriinii
endojen olarak eksprese etmektedir ve bu hiicrelerde LPA hiicre migrasyonunu
stimiile etmektedir.

Yang ve arkadaslar1 (147) yaptiklar1 ¢alismada, 6 meme kanseri hastasindan

elde ettikleri dokularim immunohistokimyasal olarak ve RT-PCR ile normal meme
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dokusundan daha fazla ATX eksprese ettigini gostermislerdir. Daha sonra ¢esitli
meme kanseri hiicrelerin ATX ekspresyonlarini karsilastiran arastirmacilar MDA-
MB- 435S hiicrelerinin en fazla ATX eksprese eden meme kanseri hiicresi
oldugunu, MDA-MB-231, HBL-100 ve MCF7 hiicrelerinin ATX eksprese
etmedigini gostermislerdir. Ayrica, MCF7 hiicrelerinin pcDNATX ile transfekte
edildiginde invazyon kabiliyeti kazandigini gostermislerdir. Meme kanseri
hiicrelerinin ATX ekspresyonlar1 ile invazyon yeteneklerinin yakindan iliskili
oldugunu gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda lizofosfatidik asit reseptorlerinin immiinohistokimyasal
analizinde LPAI reseptoriiniin immiinhistokimyasal boyanma siddetinde kontrol
ve erken evre ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan hasta grubu
arasinda anlamli  farkhilik saptanmamustir  (p=0.063, ¥°=4.051). Immiin
histokimyasal olarak LPA2 reseptoriiniin ise kontrol grubunda daha cok 3+
siddetinde boyanirken, erken evre ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek
olusturulan hasta grubunda daha az 3+ siddetinde ve daha ¢ok 1+ siddetinde
boyandig1 gériilmiistiir (p=0.03, ¥*=5.035).

Lizofosfatidik asit reseptorlerinin immiinhistokimyasal boyanma siddetinde
erken ve ileri evre hasta gruplarinda kontrol grubuna gore artis olmamasi,
LPA’nin karsinogenez lizerindeki etkilerinin artan serum LPA diizeyinin mevcut
reseptorler ilizerinden hiicre i¢i sinyal yolagni uyarmasi ile meydana geldigini
disiindiirmektedir. Ayrica, bu ¢alismada LPA reseptorlerinden sadece LPA1 ve
LPA2 reseptorleri ¢alisilmistir. Diger LPA reseptorleri lizerinden de sinyal iletimi
gerceklesebilmektedir.

Bu ¢alismanin sonucunda saglikli kisilerin, erken ve ileri evre meme kanseri
olan hastalarin serumlarinda LPA ve ATX diizeyleri belirlenerek literatiire
kazandirilmistir. Kontrol ve hasta gruplarindan elde edilen veriler incelendiginde,
LPA degerlerinin kontrol ve hasta gruplarini ayirt edebilmesi tanida kullanilabilir
oldugunu gostermektedir. Ayrica, LPA’nin hastaligin evresi ile korelasyon
gostermesi takipte kullanilabilecegini ve hastaligin prognozu ile iliskili oldugunu
diistindiirmektedir.

Bu calismada, normal ve meme kanseri dokularinda LPA reseptorlerinden

LPA1 ve LPA2’nin ekspresyonlar1 arastirilmistir. Hem normal meme dokusunda
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hem de meme kanseri dokusunda LPA1 ve LPA2 reseptorlerinin eksprese oldugu
gosterilmistir.

Erken tan1 ve gelismis tedavi yontemlerinin rolii tam olarak tespit edilemese
de, meme kanseri mortalitesinde anlamli bir gelisme goézlenmektedir. Meme
kanserinde alinan kotii sonuglarda tedaviye direng ve metastaz olusumu iki kritik
noktadir. Bu nedenle, meme kanseri mortalitesini diislirmek i¢in yeni terapotik
hedefler belirlemek gerekmektedir. Calismamizda da gosterdigimiz gibi, meme
kanserinin olusumuna ve ilerlemesine katkida bulunan faktorlerden birisi de
ATX-LPA sinyalizasyon aksidwr. Gilinlimiizde ATX-LPA sinyalizasyon aksimi
engellemek i¢in ATX inhibisyonu ya da LPA reseptor blokaji yapan herhangi bir
kemoterapotik bulunmamaktadir. Tedavide ATX inhibitorlerinin ya da LPA
reseptor blokerlerinin kullanimi giincel arastirma konular1 arasindadir.

Bu calismanin sonuglarma gore erken ve ileri evre meme kanseri
hastalarinin serum LPA diizeyleri kontrol grubundan anlamhi olarak yiiksek
bulunmustur. Serum ATX diizeyleri erken ve ileri evre hasta gruplarinda kontrol
grubundan daha diisiik olarak saptanmistir. Serum LPA diizeyinin hastalik diizeyi
ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. LPA1 ve LPA2 reseptorlerinin hem normal
meme dokusunda hem de meme kanseri dokusunda eksprese oldugu
immiinhistokimyasal olarak gosterilmistir. Ekstraseliiler LPA tiimor olusumu,
biiylimesi, invazyonu ve matastazi iizerine olan etkilerini G proteinleri ile eslenik
reseptorleri lizerinden gerceklestirmektedir. Dolasimda ATX etkisi ile olusan
LPA, hiicre yilizeyindeki spesifik reseptoriine baglanarak hiicre i¢i sinyal
yolaklarmi aktifleyebilmektedir.

Sonug olarak, iilkemizde ilk kez saglikli ve meme kanseri olan bireylerde
LPA ve ATX diizeyleri belirlenmis ve bu degerler literatiire kazandirilmistir.
Meme kanseri tanisinda ve takibinde 6zellikle LPA’nin bir markir olabilecegi
belirlenmistir. Bu ¢alismada kontrol grubunda 35, erken evre hasta grubunda 56
ve ileri evre hasta grubunda 52 kadin bulunmaktadir. Saglikli ve meme kanseri
olan hasta sayilar1 artirilarak daha genis kapsamli molekiiler diizeyde caligmalara

ihtiya¢ vardur.
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6. SONUCLAR

10.

11.

Bu calismada erken evre hasta grubunun BMI’1 kontrol grubundan

anlamli olarak ytliksek bulunmustur.

Glukoz konsantrasyonlar1 erken ve ileri evre hasta gruplarinda, kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

. lleri evre hasta grubunda GGT diizeyleri kontrol ve erken evre hasta

gruplarma gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Kalsiyum diizeyleri erken ve ileri evre hasta gruplarinda, kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Serum tiimor belirtecleri bakimindan erken ve ileri evre hasta gruplari

arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.

Serum ATX diizeyi erken evre ve ileri evre hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamh olarak diisiik bulunmustur. Erken ve ileri evre

hasta gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunmamuistir.

Serum LPA diizeyi erken evre ve ileri evre hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore, ve ileri evre hasta grubunda erken evre hasta grubuna

gore anlamli olarak yiiksek saptanmaistir.

Bu calismanin sonucunda saglikl kisilerin, erken ve ileri evre meme
kanseri olan hastalarin serumlarinda LPA ve ATX dizeyleri

belirlenerek literatiire kazandirilmistir.

Lojistik regresyon analizine gore, kontrol grubundan hasta grubunu
(erken ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan hasta
grubu) ayirt etmede LPA’nin anlaml 6l¢lide bagimsiz bir risk faktorii

oldugu bulunmustur.

Kontrol grubundan hasta grubunu ayirt etmede ATX anlamlh gibi

goriinmekle birlikte giiven aralig1 genis olarak bulunmustur.

Kontrol ve erken evre hasta gruplarini ayirt etmede LPA’nin erken

evre i¢in risk faktorii olabilecegi bulunmustur.
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12. Kontrol ve ileri evre hasta gruplarmi ayirt etmede LPA’nin ileri evre

icin risk faktorii olabilecegi bulunmustur.

13. Autotaxin, erken ve ileri evre hasta gruplarini ayirt etmede yeterli
degilken, LPA’nin erken ve ileri evre hasta gruplarmi ayirt etmede

kullanilabilecegi bulunmustur.

14. Hem normal meme dokusunda hem de meme kanseri dokusunda LPA1
ve LPA2 reseptorlerinin immiinhistokimyasal olarak daha cok +3

siddetinde boyandig1 gosterilmistir.

90



7. OZET

MEME KANSERINDE LiZOFOSFATIDIK ASIiDIN ONEMi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve kanserden 6liimlerin
akciger kanserinden sonraki ikinci en sik nedenidir. Autotaxin lizofosfatidil kolin
(LPC)’den, biyoaktif fosfolipid mediator lizofosfatidik asit (LPA) iiretimini
katalizleyen lizofosfolipaz D (LysoPLD) ile 6zdestir. Autotaxin'in, LPA {iretimi
yoluyla tiimor progresyonunu, tiimor hiicresinin motilitesini ve anjiyogenezi
stimiile ettigi gosterilmistir. Lizofosfatidik asit, multifonksiyonel fosfolipid
mediatordiir. Lizofosfatidik asit etkilerini, genis doku dagilimi gosteren G proteini
ile eslenik LPA reseptorleri lizerinden gergeklestirir. Bu ¢alismanin amaci, serum
LPA ve ATX diizeyleri ile normal ve meme kanseri dokularindaki LPA reseptor
ekspresyonlarin1  degerlendirerek, meme kanserinde LPA’nin  Onemini
arastrmaktir. Calismamizda hasta ve kontrol grubu olmak iizere iki grup
olusturuldu. Hasta grubu da kendi i¢inde erken evre hasta grubu ve ileri evre hasta
grubu olmak iizere iki gruba ayrildi. Kontrol ve hasta gruplarini olusturan
bireylerden tedavi Oncesi alinan serum Orneklerinde autotaxin ve lizofosfatidik
asit diizeyleri 6l¢iildii. Meme kanseri ve normal meme dokularinda lizofosfatidik
asit reseptorlerinin (LPA1 ve LPA2) ekspresyonlar1 immiinohistokimya ile
gosterildi. Erken evre ve ileri evre hasta gruplarmin ATX diizeyleri kontrol
grubuna gore anlaml olarak diisiik bulundu. Erken ve ileri evre hasta gruplarmin
LPA diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu. Ileri evre
hasta grubunun LPA diizeyi erken evre hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu. Lojistik regresyon analizi sonucunda, kontrol grubundan hasta grubunu
(erken ve ileri evre hasta gruplar1 birlestirilerek olusturulan hasta grubunu) ayirt
etmede, LPA’nin bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulunmustur. LPA diizeyi ile
hastaligin evresi arasinda korelasyon oldugu bulunmustur. LPA normal ve meme
kanserli dokularda etkilerini LPAl ve LPA2 reseptorleri iizerinden
gostermektedir. Sonug¢ olarak, bu calismanin sonuglari LPA’nin meme kanseri

tan1 ve takibinde bir markir olarak kullanilabilecegini 6nermektedir.

Anahtar sozciikler: Lizofosfatidik asit, autotaxin, meme kanseri, erken evre

meme kanseri, ileri evre meme kanseri.
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8. ABSTRACT

THE IMPORTANCE OF LYSOPHOSPHATIDIC ACID IN BREAST CANCER

Breast cancer is the most common cancer in women and the second most
common cause of cancer deaths after lung cancer. Autotaxin is identical to
lysophospholipase D which catalyzes the bioactive phospholipid mediator
lysophosphatidic acid production from lysophosphatidyl choline. Autotaxin has
been shown to stimulate tumor progression, tumor cell motility and angiogenesis
through the production of lysophosphatidic acid (LPA). Lysophosphatidic acid is
a multifunctional phospholipid mediator. Lysophosphatidic acid acts through G
protein coupled LPA receptors with a wide tissue distribution. The aim of this
study was to investigate the importance of LPA in breast cancer by considering
the relationship between serum autotaxin and lysophosphatidic acid levels, and
the expression of LPA1 and LPA2 receptors in normal and breast cancer tissues.
In this study, two groups formed: patients and control. Patients were divided into
two groups according to disease staging: patients with early stage breast cancer
and patients with advanced stage breast cancer. Autotaxin and LPA levels were
measured in serum samples of control and patient groups individuals before the
treatment. Lysophosphatidic acid receptors (LPA1 and LPA2) expression in breast
cancer and normal tissues was shown by immunohistochemistry. Autotaxin level
in both patient groups were significantly lower than the control group. Levels of
LPA in patients with early stage and advance stage breast cancer were
significantly higher than the control group. Levels of LPA in patients with
advanced stage breast cancer were significantly higher than in patients with early
stage breast cancer. As a result of logistic regression analysis, to distinguish the
patient groups (early stage and advanced stage breast cancer patients) from the
control group, LPA was found to be an independent risk factor. LPA level was
found to be correlated with stage of disease. LPA acts through LPA1 and LPA2
receptors in normal and breast cancer tissues. In conclusion, results of the present
study suggest that LPA can be used as a marker for breast cancer diagnosis and

follow-up.

Key words: Lysophosphatidic acid, autotaxin, breast cancer, early stage breast

cancer, advanced stage breast cancer.
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