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OZET

Bifosfonatlar, meme kanserine bagli kemik metestazlarinin tedavisinde
kullanilan ajanlardir. Son ¢alismalarda bu bilesiklerin kemik meteastazi gelisimini
onlemede de etkili oldugunu gosterilmistir. Calismamizda MCF-7 meme kanseri
hiicre serilerinden 24, 48, 72. saatlerde incelenmek iizere ajan verilmeyen kontrol
grubu, zoledronik asid 1, 10, 100 uM/L, tamoksifen 10, 100 nM/L konsantrasyonlar1
ile zoledronik asid ve tamoksifen kombinasyonlarinin verildigi gruplar olusturuldu.
Zoledronik asid ve tamoksifen ile kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre
serileri lizerine olabilecek etkileri inverted mikroskop yardimiyla hiicrelerin sayisi
tespit edilerek belirlendi.

Zoledronik aside maruziyet MCF-7 hiicre sayilar1 iizerinde ilk 24 saatte
yeterli ve anlamli bir azalmaya neden olmadi. Fakat MCF-7 meme kanseri hiicre
serilerinde 10 uM zoledronik asid konsantrasyonu ile 48 ve 72. saatlerde sirasiyla
hiicrelerin % 13 ve % 25’ 1 6liirken, 100 uM konsantrasyonda bu oranlar % 16 ve %
52 idi. Zoledronik asid doz ve zaman bagimli olarak hiicre sayilarinda azalmaya
neden oldu. MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde zoledronik asidin 100 uM/L ve
tamoksifenin 100 nM/L konsantrasyonlardaki kombinasyonu 48 ve 72. saatlerde
hiicre sayilarinda sirasiyla % 28 ve % 63 azalmaya neden oldu (p=0.0000007).

Bu calisma zoledronik asidin invitro olarak MCF-7 meme kanseri hiicre
serileri iizerine antitimor etkinligi oldugunu ve yaygmm kullanilmakta olan
antineoplastik  ajanlardan  tamoksifenin  antitimor  etkinligini  arttirdigini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, zoledronik asid, tamoksifen.



ABSTRACT

Bisphosphonates are well established in the management of breast-cancer
induced bone disease. Recent studies have suggested that these compounds are
effective in preventing the development of bone metastases. In this study using
substance 1, 10, 100 puM/L concentration of zoledronic acid, 10, 100 nM/L
concentration of tamoxifen and zoledronic tamoxifen combinations groups were
established out of MCF-7 cell line to be examined at 24th, 48th and 72nd hours. The
effects of zoledronic acid, tamoxifen and combinations were determined by assessing
cell number using a inverted microscopy.

Zoledronic acid was not sufficient to cause a significant reduction in cell
number in 24 hours. At 10 uM/L concentration of zoledronic acid decrease in cell
number 13 % and 25 % of cells after 48 and 72 hours of incubation respectively
whereas these rates were 16 % and 52 % at 100 uM/L concentration of zoledronic
acid respectively. The cytotoxic effect of zoledronic acid increases with dose and
incubation time. Combination with 100 uM/L concentration of zoledronic acid and
100 nM/L concentrations of tamoxifen decrease in cell number 28 % and 63 % after
48 and 72 hours of incubation respectively (p=0.0000007).

These data suggest that zoledronic acid has a direct anti-tumour activity on
breast cancer cells in vitro and potentiates the anti-tumour effects of commonly used

antineoplastic agent tamoxifen.

Keywords: breast cancer; zoledronic acid; tamoxifen.
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KISALTMALAR
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DNA: Deoksiriboniikleik asid
EC: Epirubisin, Siklofosfamid
EGF: Epidermal Biiylime Faktor
EGFR: Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii
FAC: Fluorourasil, Doksorubisin, Siklofosfamid
FDA: Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
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NPI: Nottingham Prognostik Indeksi
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PBS: Fosfat Buffer Soliisyonu
WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en yaygin goriilen kanserdir (1, 2). Meme kanseri
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin dortte birinden sorumludur. Kadinlarda kansere
bagl 6liimlerde akciger kanseri ve kolorektal kanserlerden sonra tigiincii siray1 alir
(2, 3). Normal meme dokusunun biiyiime ve ¢ogalmasi genel olarak Ostrojen ve
prolaktin hormonlar1 tarafindan diizenlenmektedir. Meme kanserinin ortaya
¢ikmasindan ve ilerlemesinden 6ncelikle dstrojenler sorumludur (4). Ostrojen hiicre
icine girdikten sonra c¢ekirdekteki Gstrojen reseptoriine baglanir. Bunun sonucunda
cesitli biiyiime faktorleri yapilir (5). Epidermal biiyiime faktér (EGF) ve transforme
edici biiyiime faktorii o (TGF a), epidermal biliyiime faktor reseptorii (EGFR) ile
etkilesip tirozin kinazi aktive ederek meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna
neden olur. Meme kanserinde 6nemli olan iki biiylime faktorii; TGF a ve B’ dir. TGF
B meme kanseri serilerinde inhibitor etkiye sahiptir. Ostrojen, dstrojen reseptdrii (+)
hiicrelerde biliylimeyi uyaran faktdrlerin yapimini artirirken TGF B gibi biiylimeyi
baskilayan faktorlerin yapimini azaltir. Antidstrojenler ise uyarict biiylime
faktorlerini azaltip TGF B’ y1 arttirirlar (5).

Tamoksifen, nonsteroidal antidstrojen grubu bir ilag olup Ostrojen reseptoriine
baglanir ve dstrojenin baglanmasini yarisma yolu ile engeller. Tamoksifen-reseptor
bilesigi niikleusa tasmarak niikleik asid fonksiyonlarini etkiler. Timoér DNA sentezi
yavaglar ve tiimor tarafindan sekrete edilen gesitli biiylime faktorleri azalir, hiicre
proliferasyonu inhibe olur (6, 7). Meme kanserinde endokrin tedavinin temel prensibi
timor hiicresinin Ostrojenlerin biiyiimeyi uyaran etkisinden yoksun birakilmasidir
(3). Meme kanserinde endokrin tedaviye cevap alinabileceginin en dnemli gostergesi
tiimdrde Ostrojen ve progesteron reseptdrlerinin varligidir. Ileri evre hastahikta
endokrin tedaviye cevap orani, bir hormon reseptorii pozitif olan olgularda %33, her
iki reseptoriide pozitif olan olgularda ise % 50-70° tir (8). Endokrin tedaviye cevabi
belirleyen diger faktorler endokrin tedaviye dnceden alinan cevap durumu, yumusak
doku ve kemik metastaz1 varligi, uzun hastaliksiz sag kalim siiresi, ileri yas, 1yi
diferansiye tiimor ve HER-2/neu negatifligidir (9). Cok sayidaki calisma ile
tamoksifenin meme kanser tekrarmni, diger memede karsinomu ve Olim riskini

azalttig1, kiiciik primer nod negatif hastaliktan metastatik hastaliga kadar meme
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kanserinin cesitli evrelerindeki olgularda hastaliksiz sagkalim siiresini arttirdigi
gosterilmistir (10).

Ileri evre meme kanserli olgularin % 80’ den fazlasinda kemik metastazlari
gelismektedir (11). Osteoklast aracili ostolizisin  kuvvetli inhibitérleri olan
bifosfonatlar kemik metastazlarmin tedavisinde kullanilmaktadir (12-14).
Bifosfonatlarin apopitotik ve antiproliferatif etkileri bazi tiimor hiicrelerinde
gosterilmistir (15). Klinik uygulamalarda bifosfonatlar metastatik kemik hastaliginin
tedavisinde endokrin ajanlarla siklikla kombine olarak kullamlmaktadir (16). Invitro
isobologram caligmalariyla zoledronik asidin gemsitabin ve fluvastatinin sitotoksik
etkilerini arttirdig1 kanitlanmistir (17). Potent bir antiresorbtif ilag olan zoledronik
asidin invitro olarak kemik metastazi olmayan meme kanserli fare modellerinde
kemoterapi ajanlarindan doksorubisinin antitiimor etkinligini arttirdigr (18), kemik
metastazli meme kanseri olan fare modellerinde ise bifosfonatlarin kemikte tiimor
gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (19). MCF 7 meme kanseri hiicre serilerinde
zoledronik asid ve paklitaksel kombinasyonunun meme kanseri hiicrelerinde
apoptozisi 4-5 kat arttirdigi ve isobologram analizi ile zoledronik asid ve
paklitakselin sinerjistik etki olusturdugu gosterilmistir (20).

MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde invitro olarak tamoksifenin,
hiicrelerin G0-G1 fazinda akiimiilasyonuna, G2-S ve M fazinda ise azalmaya yol
acarak etki ettigi gosterilmistir (21-24). Tamoksifenin bu etkisi Ostrojen reseptorii
pozitif MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde daha belirgindir (23).

Literatiirde tamoksifen ve zoledronik asidin meme kanser hiicrelerine in vitro
olarak nasil bir etkisinin oldugunu degerlendiren bir c¢alisma yapilmamustir.
Tamoksifen ve zoledronik asidin dstrojen reseptorii pozitif MCF-7 meme kanseri
hiicre serilerinde antineoplastik etkinliginin sinerjistik ve/veya additif bir etkisinin
olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda tamoksifen ve zoledronik asidin Ostrojen reseptorii pozitif
MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde antineoplastik etkinliginin degerlendirilmesi

amaglandu.
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1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kadmlarda kansere bagli
Oliimlerinin % 14.1° inden sorumludur. Tiim diinyada tahmini yeni olgu sayis1 2007’
de 1.3 milyondur. Olgularin yaridan fazlasi endiistrilesmis tilkelerdedir. 2007 de tiim
diinyada yaklasik 465.000 kansere bagli 6liim ortaya ¢ikmustir. 2010 yilinda tiim
diinyada 1.35 milyon yeni olgu beklenmektedir. 99/100.000 orani ile en yiiksek
insidans Kuzey Amerika’ dadir. Meme kanseri Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’ da
Asya ve Afrika’ ya gore 4-5 kat daha fazladir (2).

Amerika Birlesik Devletleri’ nde kadinlarda 2008 yilinda 182.460 meme
kanseri olgusu bildirilmis ve tiim kanserler icerisinde %26 orani ile kadinlarda en sik
goriilen kanser olmustur. 2008 yilinda 40.480 6lim ve % 15 oraniyla akciger
kanserlerinden sonra ikinci en sik, 20-59 yas aras1 kadinlarda ise en sik 6liime neden
olan kanser olmustur (25).

Ulkemizde mevcut kayit sisteminin yeterli olmamasi nedeniyle kanser
insidans1 hakkinda yeterli bilgi olmamakla birlikte, T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine
gore iilkemizde de % 24.1 orani ile kadinlarda goriilen kanserler arasinda ilk sirada
yer almaktadir (26).

1.1.2. Etyoloji

Meme kanseri olan kadmlarin % 66’ sinda bilinen higbir risk faktorii yoktur
(27). Cogu olguda meme kanserinin etyolojisi bilinmez ancak pek ¢ok predispozan
faktor ileri stirilmistiir.

1.1.2.1. Genetik Faktorler

Tim meme kanserlerinin % 5-10° u kalitimsaldir. Kalitimsal meme
kanserlerinin tiimii otozomal dominant ve cogu bilateraldir (28). Meme kanserli
olgularin ailesinde sik olarak baska kanser olgularina rastlanir. Meme kanserli bir
kadinin kiz kardesi yada kizi hastalik agisindan {i¢ kat fazla risk tagimaktadir. Hem
annesi hem kizkardesi meme kanseri olan bir kadinda ise risk 10 kat artmustir.
Annesinde menapoz Oncesi bilateral meme kanseri goriilen kadinlarin ortalama %50’
sinde meme kanseri gelisme riski vardir (29). Meme kanseri kadinlarda erkeklere

kiyasla 135 kat fazla goriilmektedir (30).
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Li-Fraumeni, Peutz-Jeghers, Cowden, Muir Torre, Ataksi Telenjiektazi
sendromlarinda meme kanseri riski artmaktadir (31-33). Tim meme kanserli
olgularin yaklasik yarisinda EGFR’ nin asir1 iiretimi saptanir (34). EGFR
ekspresyonunu 6zellikle invazif lobular karsinomlu olgularda belirgindir ve bu tip
icin prognostik belirte¢ olabilecegi vurgulanmstir (35).

HER2/Neu (cErb2, p185) onkogonenin kopya sayismin yiiksek bulunusu
timor siddeti ile dogru orantihidir (36, 37). Meme kanserlerinin iigte biri c-myc
onkojeni tasir (38). H-ras gen mutasyonlar1 nadir olmakla birlikte meme kanserinde
%70’ lik bir risk nedenidir (39, 40).

Apoptoz genleri olan Bcl-2 asir1  ekspresyonunun duktal meme
karsinomlarinda hastaligin ilerlemesi ile yakin iliskisi saptanmistir (41). BRCA1 ve
BRCA2 gen mutasyonlar1 tiimor baskilayici proteinlerin ve diger genom koruyucu
rolii olan proteinlerinde inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi tiimdr olusumuna
gotliriirler (42, 43).

1.1.2.2. Edinsel Faktorler

Nulliparite (30), uzun siire kesintisiz menstural siklus, erken menars, gec
menapoz, ilk menstriiel donemin 1. yilinda diizenli menstriiel sikluslarin ortaya
cikmasi (44), menstrual siklus diizensizligi (45), hormon replasman tedavisi (46, 47)
gibi hormonal faktorler meme kanseri riskini arttirir.

Ozellikle erken yaslarda iyonizan radyasyona maruziyet meme kanseri riskini
arttirirken 40 yasin iizerindeki maruziyetlerde risk artig1 goriilmez (48). Yiiksek alkol
bagimliligi da meme kanseri riskini artirir (49, 50). Ozellikle aile 6ykiisii olanlarda
daha belirgin bir artis s6zkonusudur (51).

1.1.2.3. Diger Risk Faktorleri

Normal popiilasyonla karsilastirildiginda yiiksek mammografik dansite
oranna sahip kadinlarda meme kanseri riski 4 kat artmustir (52). Atipik hiperplazi,
ozellikle 1. derece akraba aile dykiisli olanlarda riski dort kat arttirir. Eger 1. derece
akrabada meme kanseri Oykiisiide varsa riski 8-12 kat arttrrmaktadir (53).
Endometriyal ya da over karsinomu Oykiisii olan kadinlarda oykiisii olmayan
kadinlara gore meme kanseri riski 2 kat artmustur.

Daha o6nce meme kanseri Oykiisii olanlar normal popiilasyonla

karsilastirildiginda meme kanseri riski 5 kat artmistir. Geng yasta primer lezyon
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tanist ailede bilateral meme kanseri ve kalitimsal meme kanseri 0ykiisii olanlarda
diger memede kanser geligsme riski artmustir (53).

1.1.3. Meme Kanserinde Evreleme

Meme Kanserinde TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir (Tablo 1) (54).

TNM evreleme sisteminde tiimorleri siiflamak i¢in kullanilan kriterler

T: Timor boyutu

N: Aksiller lenf nodlarina yayilim

M: Uzak bdlgelere yayilimi ifade etmektedir.

Daha 6nceden tanimlanan kriterlere gore bu ii¢ 6zellik belirlenip kombine
edilerek TNM evresi hesaplanir. Timor evresi meme kanserli olgularda tedaviye yon
veren onemli bir faktordiir. American Joint Committee on Cancer (AJCC) periyodik

olarak evreleme standartlarini giincellemektedir.

Tablo 1. Meme Kanserinde Cerrahi TNM Evreleme Sistemi

T: Primer tiimor boyutu (en biiyiik ¢ap)

TX: Primer tiimor saptanamamaktadir
TO: Primer timdr bulgusu yok
Tis: Karsinoma in situ
Tis(DCIS): Duktal
Tis(LCIS): Lobuler
Tis (Paget): Meme basinin kitlesiz Paget hastaligi
T1: Timoriin en biiyiik boyutu <2 cm
T1mic: mikroinvazyon < 0.1 cm
T1a: 0.1-0.5 cm tiimor
T1b: 0.5-1 cm timor
Tlc: 1-2 cm timér
T2: 2-5 cm timor
T3: Tiimor > 5 cm
T4: Herhangi bir boyutta ancak (a) gégiis duvarma veya (b) cilde direkt yayilim
T4a: Pektoral kasa ulasmamug gégiis duvari yayilimi
T4b: Meme cildinde 6dem (peau d’orange da dahil) iilserasyon veya ayni memede
satellit deri nodiilleri
T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: Enflamatuar karsinom
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Tablo 1. Meme Kanserinde Cerrahi TNM Evreleme Sistemi (devanm)

N: Bolgesel Lenf Nodiilleri (klinik)

NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
NO: Bolgesel LN metastazi yok
N1: ipsilateral fikse olmayan LN metastazi
N2: Fikse veya gruplasmis ipsilateral aksiller LN metastazi veya klinik olarak belirgin
aksiller LN metastazi olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammarian LN metastazi
N2a: Birbirlerine veya ¢evre dokulara fikse ipsilateral aksiller LN metastazi
N2b: Klinik olarak aksiller LN metastazi yoklugunda klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammarian LN metastazi
N3: Aksiller LN tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral infraklavikular LN metastaz1 veya
klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammarian ve aksiller LN metastazi veya aksiller
ya da internal mammarian LN metastazi olsun yada olmasin ipsilateral supraklavikular LN
metastazi
N3a: ipsilateral infraklavikular LN metastazi
N3b: ipsilateral internal mammarian veya aksiller LN metastazi
N3c: Ipsilateral supraklavikiiler LN metastaz
pN: Bolgesel Lenf Nodiilleri (patolojik)
pNX: Bolgesel lenf nodlar1 saptanamamakta
pNO: Histolojik olarak bdlgesel LN metastaz1 yok, ITH i¢in ek inceleme yok
pNO(i -): Histolojik bolgesel LN metastazi yok, negatif IHK
pNO(i +): Histolojik bolgesel LN metastazi yok, pozitif IHK, 0.2 mm den genis IHK
kiimesi yok
pNO(mol -): Histolojik bolgesel LN metastazi yok, negatif molekiiler bulgular RT-
PCR ile negatif
pNO(mol +): Histolojik bolgesel LN metastazi yok, pozitif molekiiler bulgular RT-
PCR ile pozitif
pN1: Klinik olarak belirgin olmayip sentinel LN diseksiyonunun mikroskobik incelemesi ile
tespit edilen 1-3 aksiller ve/veya internal mammarian LN metastazi
pN1mi: Mikrometastaz ( 0.2 mm.den genis, 2.0 mm den genis degil)
pN1a: 1-3 adet aksiller lenf LN metastaz
pN1b: Klinik olarak belirgin olmayan sentinel LN diseksiyonunun mikroskobik

incelemesinde saptanan internal mammarian LN metastazi
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Tablo 1. Meme Kanserinde Cerrahi TNM Evreleme Sistemi (devanm)

pNlc: Klinik olarak belirgin olmayip sentinel LN diseksiyonunun mikroskobik
incelemesinde 1-3 adet aksiller LN ve internal mammarian LN metastazi
pN2: 4-9 aksiller LN metastaz1 veya aksiller LN metastazi yoklugunda internal mammarian
lenf nodunda klinik olarak belirgin metastaz
pN2a: 4-9 aksiller LN metastazi (timdr boyutu > 2 mm)
pN2b: Aksiller LN metastazi yoklugunda klinik olarak belirgin internal mammarian
LN metastazi
pN3: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda veya infraklavikiiler lenf nodlarinda veya 1
yada daha fazla aksiller LN pozitif oldugunda klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammarian LN metastazi veya internal mammarian lenf nodlarinda klinik olarak negatif
mikroskopik metastazla birlikte 3’ ten daha fazla aksiller LN metastazi veya ipsilateral
supraklavikiiler LN metastazi
pN3a: 10 veya daha fazla aksiller LN metastazi (timor boyutu > 2mm) veya infraklavikiiler
LN metastazi
pN3b: 1 veya daha fazla porzitif aksiller LN varliginda klinik olarak belirgin ipsilateral
internal mammarian LN metastaz1 veya klinik olarak belirgin olmayan ancak sentinel LN
diseksiyonuyla saptanan mikroskopik diizeyde 3 veya daha fazla aksiller LN veya internal
mammarian LN metastazi
pN3c: ipsilateral supraklavikiiler LN metastaz
Uzak Metastaz (M)
MX: Uzak metastaz bulunamiyor
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz var (Timoriin oldugu tarafta supraklavikiiler lenf nodlar1 ve karsi

memenin bolgesel lenf nodlarina metastazlar dahil)

LN: Lenf nodu

ITH: izole tiimér hiicreleri

IHK: immiinohistokimyasal

RT-PCR: Ters transkriptaz/ polimeraz zincir reaksiyonu

Klinik olarak belirgin: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiileme metodlar1 veya muayene ile
saptanan metastazlar

Klinik olarak belirgin olmayan: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiileme metodlar1 veya muayene
ile saptanamayan metastazlar
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Tablo 2. Meme Kanseri Klinik TNM Evreleme Sistemi

Tiimériin Evresi Kapsadig gruplar  Ozellikleri
Evre 0: Tis NO MO Insitu Duktal Karsinom
Evre 1: T1NO MO Timor <2 cm LN (-)
Evre I1A: TONI1 MO Timor 2-5 cm

T1 N1 MO Aksiller LN (+)

T2 NO MO
Evre IIB: T2 N1 MO

T3 NO MO
Evre 111 Lokal ileri evre hastalik

Fikse tiim tiimorler
Timor 5 cm, internal mammarian LN (+)
Cild metastazi
Evre IIIA: TO N2 MO Teknik olarak opere edilebilir
T1 N2 MO Timor > 5 cm ve palpable aksiller LN
T2 N2 MO Herhangi boyutta tiimér ve fikse aksiller LN

T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre I11B: T4 NO MO Inoperabl
T4 N1 MO Gogiis duvari yada cild invazyonu
T4 N2 MO Internal mammarian LN metastazi
Evre IIIC: Herhangi T, N3, M0
EvreIV: Herhangi T/N, M1 Uzak metastaz

Gogiis duvari invazyonu

LN: Lenf Nodu

1.1.4. Meme Kanserinin Dogal Seyri

Meme kanseri %39.5 oraninda olmak iizere en sik iist-dis kadrandan
kaynaklanir. Meme kanserinin palpe edilebilir bir biiylikliige ulagmasi i¢in (yaklasik
10 mm) ya da mammografik olarak saptanabilmesi i¢in (yaklagik 3-5 mm) gecen
siirede tiimor ekspansiyonel boliinmektedir. Tiimor 1mm?” lLiik hacme ulastiginda
timor hiicrelerinin hematojen yolla yayillmaya baslar (55). Meme kanserinde timor
boyutunun iki kat artmasi i¢in gegen silire 50 giinden kisa veya 500 glinden uzun
olabilmektedir. Erken olarak saptandigi diisliniilen tiimorlerin bile ortalama 6-10

yillik bir gegmise sahip oldugu bilinmektedir (56).
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1.1.5. Meme Kanseri Yayihm Yollan

1.1.5.1. Lenfatik Yayihm

Cogu tiimor duktuslardan kaynaklanir, duktuslar ve fasya boyunca yayilarak
meme yag dokusuna ulasir. Lenfatik kanallar yoluyla da periferal lenfatiklere yayilir.
Dermisin derin lenfatiklerinin i¢ine yayilabilir ve bdylece deri 6demi meydana
gelebilir. Ust-dis kadran tiimérleri aksiller nodlar1 daha ¢ok invaze eder. Tiimor ne
kadar biiyiikse aksiller tutulum insidansi o kadar yiiksektir. Aksiller tutulum orani ne
kadar yliksek ise prognozda o kadar kétiidiir. Palpabl aksiller lenf nodu varliginda
alt-i¢ kadran tiimorlerinin internal mammarian lenf nodunu tutma ihtimali oldukg¢a
yiiksektir.

1.1.5.2. Hematojen Yayilim

Sik goriilen bir yayilim sekli olup siklikla iskelet sistemi, akciger, karaciger,
beyin, overler, bobrekiistii ve hipofiz bezlerine metastaz yapar. Pek ¢ok olguda tani
aninda subklinik lokal ve sistemik yayilim mevcuttur. Primer timor biiyiikligi,
tutulan aksiller lenf nodu sayis1 ve diger biyolojik 6zellikler g6z Oniine almarak
mikroskopik uzak metastaz riski biiyiik oranda hesaplanabilir (29).

Uzak organ tutulumu siklik srrasina gore iskelet sistemi, akciger ve
karacigerde olmaktadir (57). Lobiiler tipler serozal yiizeylere yayilir (58). HER-2/neu
pozitif tlimorler i¢ organlara ve santral sinir sistemine yayilma egilimindedir (59).
Hormon reseptorleri pozitif olanlar ise daha siklikla iskelet sistemine yayilim
gostermektedir (60). Uzak metastazin erken tanist genel sagkalimi arttirmaz ancak
morbiditeyi azaltacagi i¢in olgulara herhangi bir yakinmasi oldugunda bagvurmalar1
sOylenmelidir (61-64).

1.1.6. Klinik

Meme kanseri en yavas biiyiiyen tiimorlerdendir. Olgular arasinda belirgin
farkliliklar gozlenir. Teshis oncesi preklinik donem, baslangi¢ tedavisinden sonraki
klinik donem ve hatta metastazin gelismesi bazi olgularda yillar igerisinde olurken
bazi olgularda bu donem oldukga kisadir. T1 -T2 olgularin cogu agrisiz meme kitlesi
ile ya da tarama mammografisindeki anormallikle bazende memede hassasiyet, cild
degisiklikleri, kanli meme bas1 akintist memenin konveksitesi veya biiyiikliiglinde

degisme ile hekime miiracat ederler (25).
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1.1.7. Meme Kanserinin Tanisi

Olgular genellikle kendi kendilerine tespit ettikleri veya hekimin yaptig: rutin
sistemik muayene sirasinda tesbit edilen kitle ile bagvururlar. Olgu klinige geldiginde
oturur ve yatar pozisyonda inspeksiyonla birlikte tiim kadranlarm palpasyonu ile
meme muayenesi yapilmalidir. Her iki meme arasindaki biiyiikliik farki, asimetri,
pigmentasyon, meme basi akintis1 yada pullanma ve hamile olmayan bir kadinda
vendz dilatasyon veya oOdem olup olmadigir dikkatle incelenmelidir. Meme
muayenesi ile ayn1 zamanda aksilla ve supraklavikiiler bolgede muayene edilmeli ve
tespit edilen lenf bezi sayisi, yapisi, mobilitesi ve biiyilikliigii not edilmelidir.

1.1.7.1. Radyolojik Tan1 ve Degerlendirme

Meme kanserinin erken teshisinde olgunun kendi kendini muayenesi, doktor
tarafindan muayenesi ve mammografi ile tarama 6nemli yer tutar (25). Buna karsin
meme kanseri olgularinin %70’ 1 palpe edilebilir olmakla birlikte 0.6-2.0 cm
boyutlarindaki tiimorlerin ancak % 50’ si klinik muayene ile tespit edilebilmektedir.

Mammografi

Mammografi asemptomatik kadinlar1 taramada kullanilan ve erken evrede
meme kanserini saptayabilen yontemdir (65). Yogun meme dokusuna sahip olgular,
onceden cerrahi yada radyoterapi uygulanmis olgular ve mammoplasti uygulanmis
olgularda benign lezyonlarmm malign lezyonlardan ayirt etmede mammografinin
duyarlilign ve oOzgilligii dustktir (66). Palpe edilebilir lezyonlarm %10° u
mammografide tespit edilememektedir (67).

Amerikan Radyoloji Birligi, Ulusal Kanser Ensitiisii gibi organizasyonlarin
resmi Onerilerine gore 40 yas lizeri kadinlarda fizik muayene ile birlikte her yil
mammografi Onerilmektedir. BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyon tastyicilar1 gibi
yiiksek riskli gruplarda tarama 25 yasinda veya ailede meme kanseri goriildiigii en
erken yastan 5-10 yi1l erken baslanmalidir (68). Son yillarda meme kanseri insidansi
devamli olarak artis gostermekle birlikte tarama programlar: ile tiim diinyada
mortalitede % 25-30 diisiis saglanmstir (69).

Ultrasonografi

Palpabl kitlesi olan 30 yas iizerindeki kisilerde ilk tercih edilecek

goriintiileme yontemi mammografi iken 30 yas altindakilerde ultrasonografidir (70).
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Ultrasonografi ile lezyonlarin i¢c yapist1 degerlendirilerek %96-100 oraninda
dogrulukla kistik/solid ayirim1 yapilabilir (71).

Renkli Doppler Ultrasonografi

Genel olarak malign tiimorler benign tiimorlerden daha fazla damar
icermektedir. Malign tiimorlerin iki Onemli O6zelligi kontrol dis1 biiylime ve
invazyona egilimleridir. Renkli doppler ultrasonografi benign solid kitleleri malign
kitlelerden ayirmada ultrasonografiye yardimci bir inceleme yontemidir (72).

Manyetik Rezonans Gortintiileme

Morfolojik bulgularla fonksiyonel bilgileri birlestirir ve invazif meme kanseri
icin en duyarli goriintilleme teknigidir. Mammografik olarak parankim dansitesi
yilksek olan ve meme koruyucu cerrrahi diisliniilen olgularda, non palpable
lezyonlarmn tespitinde, diger memedeki tiimor varligini gdéstermede, konvansiyonel
yontemlere oranla daha iistiin bir yontemdir (73, 74).

Dijital Mammografi

Goriintiiyli  depolama, diizeltme ve isleme avantajlar1 bulunmaktadir.
Bilgisayar tarafindan farkedilen anormal alanlar1 isaretleyerek radyologun bu
alanlara tekrar bakmasmi saglayarak tarama mammografilerindeki yanlis negatif
orani diisiirmeyi amaglamaktadir (75). Yiiksek maliyeti dezavantajidir.

Sintigrafi

Genel olarak yalnizca fizik muayene veya mammografi ile saptanmis 1 cm’
den biiyiik meme lezyonu olan kadinlarda istenmelidir. Malign-benign ayrimi
yapilamayan meme lezyonu, radyoterapi sonrasi saptanan slipheli mammografi
bulgusu olanlarda, meme implantlarinda, neoadjuvan kemoterapi yanit
degerlendirilmesinde kullanilabilir. Duyarlilig1 % 85 ve 6zgiilliigii % 89’ dur (76).

Pozitron Emisyon Tomografisi

Yalnizca primer tiimorii tanimlamakla kalmayip ayni zamanda bolgesel lenf
nodu tutulumu ve uzak metastaz varligin1 da gdsterebilmektedir. Diger goriintiileme
metodlar1 ile karsilastirildiginda bolgesel lenf nodu tutulumunun tespitinde en yiiksek
tanisal duyarliligi gosteren yontemdir. Meme kanserlerinin kemoterapiye yanitinin

degerlendirilmesinde de kullanilabilir (77).
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1.1.7.2. Taniya Yonelik invaziv Girisimler

Meme kanserinin tedavi oncesi histolojik tanist sarttir. Genellikle ince igne
aspirasyon biyopsisi, smirli insizyonel biyopsi yada genis lokal eksizyon
tekniklerinden bir veya birkac1 kullanilir.

1.1.7.3. Tanida Yardimeci Diger Yontemler

Tam kan saymmi, karaciger fonksiyon testleri, 5 niikleotidaz, karsino
embriyonik antijen Ozellikle ilerlemis vakalarda rekiirrens ve metastazlarin erken
tespitinde Onemlidir. Kanser antijen 15-3, karsino embriyonik antijenden daha
spesifik ama daha az sensitif bir monoklonal antikor yontemi olup rekiirrens,
metastaz, regresyonu yada progresyonu degerlendirmede yararlanilan bir timor
belirleyicisidir.

1.1.8. Meme Kanseri Alt Tipleri

Meme tiimorlerinin histolojik smiflamas1 1982 yilinda Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) tarafindan yapilmistir. WHO 2003 yilinda yeni bir smiflama yaymlamistir
(Tablo 3) (78).

Tablo 3. Meme Kanseri Histopatolojik Siniflamasi1 (WHO)

Sik Goriilen Histolojik Tipler

Lobiiler karsinoma in situ Miisindz karsinom

Duktal karsinoma in situ Mediiller karsinom
Mikroinvaziv karsinom Invaziv papiller karsinom
Invaziv duktal karsinom Invaziv kribriform karsinom
Invaziv lobiiler karsinom Tagh yiiziik hiicreli karsinom

Tubuler karsinom

Seyrek Goriilen Histolojik Tipler

Noroendokrin tiimorler Sekretuar karsinom
Apokrin karsinom Onkositik karsinom
Metaplastik karsinom Adenoid kistik karsinom

Lipidden zengin karsinom

1.1.8.1. invaziv duktal karsinom
Invaziv meme karsinomlarinm en sik goriilen tipidir (79). Diger alt tiplerden

herhangi birine ait spesifik Ozellikleri tasimayan genis bir grubu olusturmaktadir.
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Makroskopik olarak olgularin ¢ogu sert kivamli ve diizensiz sinirlidir. Mikroskobik
olarak siklikla tiibiil olusumunun eslik ettigi degisen kalinlikta serit yapilari, genelde
grade II-11I niikleus, bazen solid nodiilleri, santral nekroz, siklikla da nekroz igeren
duktal karsinoma insitu ile karakterizedir. Lezyonun % 90’ inda duktal patern
olmalidir. Palpasyonda tas sertligindedir. Kesitte iri kumlu bir gériiniim mevcuttur bu
nedenle daha &nceleri ‘skiroz’ olarak isimlendirilmistir. Ozellikle yildiz seklinde
olup fokal nekroz iceren tiimorler kotii prognozludur (80).

1.1.8.2. invaziv lobuler karsinom

Hormon replasman tedavisi alan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Diger tip
invaziv meme karsinomlarma gore daha yiiksek oranda bilateral ve multifokal olma
egilimindedir. Lokal rekiirrens orani yiiksektir (81). Duktal lobuler varyant % 7,
invaziv lobuler tip % 8 oraninda goriiliir (Tablo 4) (79). Pleomorfik tip hiicreler iri
pleomorfik ve agresif seyirli varyantidir (82).

Tablo 4. Histolojik Tiplere Gore Goriilme Sikhgi

Histolojik Tip Sikhg1 %
Infiltratif Duktal Tip 76
Invaziv Lobiiler Tip 8
Duktal/Lobiiler Tip 7
Musindz (kolloid) tip 2.4
Tubuler Tip 1.5
Meduller Tip 1.2
Papiller Tip 1
Diger Tipler <5

1.1.9. Meme Karsinomunda Prognostik Faktorler

1.1.9.1. Lenf Nodu Metastaz

Lenf nodu metastazi en onemli prognostik faktordiir. Meme kanser tanili 202
olgu iizerinde yapilan prospektif bir calismada lenf nodu tutulumu olan olgularin 112
aylik izleminde mortalite oran1 %42 olarak saptanirken lenf nodu tutulumu olmayan
olgularda bu oran 168 aylik izlem doneminde sadece % 11 olarak belirlenmistir (83).

1.1.9.2. Tiimor Boyutu

Bagimsiz bir prognostik faktordiir. Timor boyutu arttikca aksiller lenf nodu

metastazi artmakta ve sagkalim orani diismektedir (84).
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1.1.9.3. Histolojik Grade

Giliniimiizde morfolojik tipine bakilmaksizin invaziv karsinomlarm tiimiiniin

gradelenmesi Onerilmektedir ve en c¢ok kullanilan gradeleme sistemi modifiye

Bloom-Richardson sistemidir. 10 yillik sagkalim orami grade 1 tiimorler icin %85,

grade II tiimorlerde %60, grade I1I tlimorlerde ise %15°dir (Tablo 5) (85).

Tablo 5. Modifiye Bloom-Richardson Sistemi

Tiimériin Ozellikleri Skor (puan)
Tubulus yapim

Tiimoriin biiylik kisminda (>75) 1
Orta derecede (%10-75) 2
Minimal veya hi¢ yok (<10) 3
Niikleus ozellikleri

Kiigiik, uniform hiicreler 1
Orta derecede boyut ve sekil farki, niikleol varligi 2
Belirgin boyut ve sekil farki, siklikla ¢ok sayida niikleol 3
Mitoz sayisi (x25, alan ¢ap1 0.59 mm-10 alan)

0-9 1
10-19 2

> 20 3
Toplam skor; 3-5: Grade I, 6-7: Grade II, 8-9: Grade III

1.1.9.4. 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 kotiidiir (86).

1.1.9.5 Lenfovaskiiler Invazyon

Timor cevresi lenfatik ve kan damarlar1 limeninde tiimér hiicrelerinin

goriilmesi durumunda lenf nodu metastazi olasilig1 yiiksektir. Lenf nodu metastazi

goriilmese de lenfovaskiiler invazyon varligi kotii bir prognostik faktordiir (87).

1.1.9.6. Nottingham Prognostik indeksi

Timor boyutu, lenf nodu durumu ve histolojik grade gibi 6nemli prognostik

parametreler degerlendirilerek prognostik bir indeks olusturulmustur (88, 89).
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Nottingham Prognostik Indeksi = {tiimdr ¢ap1 (cm)x0.2}+{lenf nodu stage
(1-3)}+{grade (1-3)}

Tablo 6. Nottingham Prognostik indeksine Gore Prognostik Gruplar

Prognostik grup Skor
Iyi <34
Orta 3.4-5.4
Kaotii >54

1.1.9.7. Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri

Meme kanserinde Ostrojen reseptorii erken niilks acisindan bagimsiz
prognostik faktordiir. Daha uzun takipli biiyiik calismalarda 6strojen reseptorii pozitif
olgularda sagkalimin daha uzun oldugu gosterilmis olup San Antonio ve “National
Surgical Adjuvant Breast Cancer Project” (NSABP) verilerine gore sagkalim avantaji
5 yilda %10°dur (90).

1.1.9.8. HER2/neu (cErbB2, p185)

HER-2/neu asir1 ekspresyonu kotii prognostik faktordiir ve tedaviye cevabi
belirlemede Onemlidir. HER-2/neu asir1 ekspresyonu genellikle histolojik grade
yiiksek, lenf nodu metastazi olan ve hormon reseptorleri negatif tiimorlerde
goriilmektedir (91, 92).

1.1.9.9. Bcl-2

Mitokondriyum, endoplazmik retikulum ve niikleus membranina yerlesik bir
proteindir ve apoptotik hiicre 6liimi ile iligkilidir. Duktal meme karsinomlarinda
apoptoz kaybi ile iligkili Bel-2 asir1 ekspresyonunun p53 negatif tiimorler arasinda
hastaligin ilerlemesi ile yakin iligkisinin oldugu bildirilmistir (93). Bcl-2 lenf nodu ve
timor biiylikliiglinden bagimsiz bir prognostik faktordiir (94).

1.1.9.10. Yas

Geng yas, konservatif cerrahi ve radyoterapi uygulanan olgular i¢in bir risk
faktoriidiir. Lokoregional rekiirrens agisindan geng¢ olgularm riski daha yiiksektir
(95). 35 yasindan 65 yasma ilerlerken meme kanserinde 6 kat artis olmaktadir. 60
yasinda her 1000 kadindan yaklasik 17° sinde 5 yil icerisinde meme kanseri
gelismesi beklenmektedir (32).

27



1.1.10. Meme Kanseri Tedavisi

Timor histolojisi, primer tiimoriin klinik ve patolojik 6zellikleri, aksiller lenf
nodu durumu, tiimoriin hormon reseptorii icerigi, HER2/neu diizeyi, saptanabilir
metastatik hastalik durumu olgunun komorbid hastaliklari, yasi1 ve menopoz durumu
tedavi seciminde 6nemli parametreleri olusturmaktadir. Meme kanserli erkek olgular
postmenopozal kadmlara benzer sekilde tedavi edilmelidir. Ancak testikiiler
steroidogenezin eszamanli baskilanmamasi durumunda aromataz inhibitorlerinin

kullanim etkisiz kalmaktadir (96).
1.1.10.1. Evre L, TIA, IIB, T3N1MO invazif Meme Kanseri Lokal Tedavi

Erken evre meme kanserinde genellikle ilk tedavi cerrahidir. Cerrahi girisim
meme koruyucu veya modifiye radikal mastektomi seklinde yapilabilir. Evre I ve evre
I meme kanserli olgularda mastektomi veya meme koruyucu tedavi ile birlikte
uygulanan aksiller lenf nodu diseksiyonu, tiim meme radyoterapisiyle birlikte meme
koruyucu tedavi ve aksiler lenf nodu diseksiyonu tibbi olarak esdeger primer tedavi
secenekleridir (97-100). Aksiller lenf nodu diseksiyonu veya aksiller lenf nodu
radyoterapisi uygulanmayan kadinlarda ipsilateral lenf nodu rekiirensi artmaktadir
(101).

Modifiye Radikal Mastektomi Sonrast Radyoterapi

Dort ya da daha fazla sayida pozitif aksiller lenf nodu tutulumu olan
kadinlarda mastektomi ve kemoterapi sonrasi toraks duvari ve bolgesel lenf nodu
radyoterapisi Onerilmektedir. Toraks duvarina radyoterapi uygulamasi lokal rekiirens
riskini 6nemli 6l¢ilide azaltmaktadir (98).

Sistemik Tedavi

Ik tetkikler swrasinda nod-negatif meme kanseri olgularinda prognoz
hakkinda bilgi edinmek i¢cin HER2/neu ekspresyonunun belirlenmesi 6nerilmektedir
(102). Yapilan ¢alismalar tiimoriin HER2/ neu ekspresyonunun asir1 oldugu olgularda
doksorubisin bazli adjuvan tedavinin, doksorubisin icermeyen adjuvan kemoterapiye
istiin olabilecegini gostermektedir (103, 104). HER2/neu ekspresyonunun
trastuzumab tedavisinin kullanilip kullanilmayacagina karar verirken goz Oniine

alinmasi gereken baslangic bilgisini saglamaktadir (105).
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Adjuvan Endokrin Tedavi

Ostrojen ve/veya progesteron reseptorii pozitif olan invazif meme kanserli
olgularda olgunun yasindan, lenf nodu durumundan veya adjuvan kemoterapi
uygulanacak olup olmamasindan bagimsiz olarak adjuvan endokrin tedavi
disiiniilmelidir (10).

Prospektif, randomize ¢aligsmalara goére tamoksifenin optimum kullanim
siiresi 5 yi1l olarak goziikmektedir (106). Tek basina veya birlikte arimidex, tamoksifen
caligmas1 (ATAC: Arimidex and tamoxifen alone or in combination) anastrozoliin,
hormon reseptorii pozitif meme kanserli postmenopozal kadmlarin adjuvan endokrin
tedavisinde, tamoksifene veya tamoksifen ve anastrozol kombinasyonuna iistiin
oldugunu gostermistir (107, 108). Sagkalim yoniinden bir fark gozlenmemistir. ATAC
caligmasi alt protokolleri tamoksifene kiyasla anastrozoliin yasam kalitesi {izerinde
olumsuz etkisi bulunmadigini ve Onemi anlagilamamis, kiiclik capta bir
farmakokinetik etkilesmeye yol actigini (109) endometriyal dokuda daha az etkisi
oldugunu (107) gdostermektedir. Aromataz inhibitorleri overleri islevsel olan
kadinlarda etkin degildir, bu nedenle adjuvan tedavide menopoz dncesi donemde

kullanimi1 6nerilmez.
Adjuvan Sitotoksik Kemoterapi Rejimleri
Fluorourasil, doksorubisin ve siklofosfamid (FAC/CAF)
Siklofosfamid, epirubisin ve fluorourasil (CEF)
Siklofosfamid, metotreksat ve fluorourasil (CMF)
Doksorubisin veya epirubisin ve siklofosfamid (AC/EC)
Ardisik paklitaksel ile birlikte AC
Doksorubisin, paklitaksel, siklofosfamid

Fluorourasil, epirubisin, siklofosfamid (FEC) sonrasinda dosetaksel

Erken  evre meme kanseri  arastirmacilarinin  polikemoterapi
degerlendirmesinde antrasiklin igeren rejimlerin CMF ile karsilastirilmasi, antrasiklin
iceren rejimlerde yillik rekiirens olasihiginda ek %12 ve yillik 6liim olasiliginda ek
%11°lik bir azalma saglandigmni gostermistir (110). Bu verileri temel alarak nod

pozitif olgularda antrasiklin i¢eren rejimlerin tercih edilmesi uygundur.
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Dort  siklus doksorubisin  ve siklofosfamid kemoterapisi randomize
calismalarda arastirilmis relapssiz ve genel sagkalimda CMF kemoterapisine esdeger
bulunmustur (111, 112).

TAC ile FAC kemoterapilerinin karsilastirildigi randomize bir ¢aligmada,
aksiller lenf nodu pozitif meme kanseri olgularinda TAC’mn FAC’ tan iistlin oldugunu
gostermektedir (113).

CEF ve CMF kemoterapisinin karsilastirildig: aksiller lenf nodu pozitif meme
kanserli kadinlarda, hem 10 yillik relapssiz sagkalim hem de genel sagkalim hizlari
CEF kolu lehinedir (114).

Aksiller lenf nodu pozitif olan meme kanserli kadinlarda ardisik paklitaksel
iceren veya paklitakselsiz AC kemoterapilerini karsilagtiran iki randomize ¢alismanin
sonuclari, paklitaksel eklenmesiyle hastaliksiz sagkalim hizlarinda iyilesme ve
bunlardan birinin sonuglarma gore genel sagkalimda iyilesme oldugunu gostermistir
(115, 116).

Adjuvan Trastuzumab Tedavisi

Trastuzumab asir1 HER2 ekspresyonunda etkili olan bir antikordur. HERA
calismasinda, lokal terapiden ve cesitli standart kemoterapi rejimlerinden sonra bir
yada iki il siireyle verilen trastuzumab, trastuzumab verilmemesiyle
karsilastirilmistir. Medyan bir yil stiren izlemden sonra, 1 yil silireyle trastuzumab
verilen grupla trastuzumab verilmeyen grup karsilastirildiginda, trastuzumabla
rekiirrens riskinde % 46 azalma oldugu goriiliitken genel sagkalimda bir fark

saptanmamis ve kardiyak toksisite kabul edilebilir diizeyde bulunmustur (117).
1.1.10.2. Evre 1IA, IIB, T3NIMO Tiimorlerde Preoperatif Kemoterapi

Timori biiylik olan olgularda meme koruyucu tedavi kriterlerine uyan kadinlar
icin preoperatif kemoterapi disiiniilmelidir. NSABP B-18 calismast preoperatif
kemoterapi sonrasinda meme koruyucu cerrahi yapilma oranlarmin daha yiiksek
oldugunu gostermistir (118). Bununla birlikte preoperatif kemoterapi evre 11 tiimori
olan olgularda sagkalim avantaji saglamamistir. NSABP B-27, 4 siklus AC
sonrasinda 4 siklus dosetaksel ile tedavi edilenlerde cerrahi swrasinda tam patolojik
yanit oraninin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Hastaliksiz sagkalim ve genel
sagkalimim daha iyi oldugu gosterilememistir. Preoperatif ve postoperatif dosetaksel

karsilastirildiginda klinik sonug¢ yoniinden herhangi bir fark bildirilmemistir (119).
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1.1.10.3. Evre III invazif Meme Kanseri

Evre IIIA olgularda primer tedavi olarak sistemik ila¢ tedavisi Onerilir.
Baslangi¢ tedavisi olarak Oncelikle cerrahi Onerilebilecek hasta gruplari ¢ok acik
degildir. Neoadjuvan tedavi uygulanamiyacak bazi olgularda cerrahi primer tedavi
olabilir. Baslangi¢ tedavisi olarak cerrahi yapilmis Evre IIIA meme kanserinin sistemik

adjuvan tedavisi Evre II hastaligina benzer sekilde uygulanir.
Premenapozal Evre 1114

Bu olgularda cerrahi tedavi sonrasi en az 6 siklus kemoterapi uygulanmalidir.
Kemoterapilerin bitiminde radyoterapi uygulanir. Hormon reseptor pozitif olgulara
tamoksifen kemoterapi bitiminde hemen sonra baslanir.

Postmenapozal Evre 1114

Bu olgularda cerrahi tedavi sonrasi en az 6 siklus kemoterapi uygulanir.
Kemoterapilerin bitiminde radyoterapi uygulanir. Hormon reseptorii pozitif olgulara
tamoksifen kemoterapi bitiminde hemen sonra baslanir. Aromataz inhibitorleri

tamoksifene alternatif diger bir tedavi segenegidir.

1.1.10.4. Baslangic Tedavisi Olarak inoperable Olgular (T3N1MO0 hari¢
Klinik ITIA, ITIIB veya inflamatuar)

Lokal olarak ilerlemis inoperable kanser ile gelen olgularda preoperatif
kemoterapi kullanim1 standart tedavidir. Preoperatif tedavi sonras1 modifiye radikal
mastektomi veya lumpektomi ve aksiller diseksiyon uygulanir (120). Preoperatif
kemoterapiden sonra meme ve bdlgesel lenf noduna yiliksek dozda radyoterapi
secilmis olgularda uygulanabilir (121). Hormon reseptdr pozitif olan premenopozal
olgularda kemoterapi bitiminde tamoksifen bagslanir. Postmenopozal olgularda
aromataz inhibitorleri tamoksifene alternatif tedavi secenegidir. Premenopozal
hormon reseptorii pozitif tiimorlii olgularda over ablasyonu/supresyonu tedaviye
eklenir.

Neoadjuvan Endokrin Tedavi

Performans durumu uygun olmayan veya kemoterapi almak istemeyen
postmenopozal olgularda hormon reseptorii pozitif ise aromataz inhibitorleri
baglanabilir. Progrese olan veya yanit alinamayan olgular lokal tedavi igin

degerlendirilmelidir. Yanit alinan ve yanit1 devam eden olgular ise 3-4 ay sonra

31



opere edilebilir. Opere edilemeyecek olgulara 3-4 ay sonunda radyoterapi
uygulanmalidir. Yanit aliman olgularda endokrin tedavi lokal tedavi sirasinda ve
sonrasinda devam etmelidir. Hormon tedavisi ve kemoterapi birlikte verilecek
olgularda bu tedaviler birlikte degil ardisik verilmelidir. Adjuvan kemoterapi
endikasyonu varsa kemoterapi tamamlandiktan sonra radyoterapi uygulanmalidir
(122).

1.1.10.5. Metastatik Meme Kanseri Tedavisi

Hormon reseptorii (123), Bcl-2 ekspresyonu (124), hastaliksiz sagkalim
aralig1 (125), tutulum bolgesi (126) ve performans durumu (127) gibi faktorler
sagkalimi etkilemektedir. Metastatik meme kanserinin daha onceki yillarda tedavi
yaklagimlarinda temel amac palyasyon saglanmasi iken gilinlimiizde sagkalimin
uzatilmas1 hedeflenmistir. Ozellikle trastuzumab, aromataz inhibitdrleri ve taksanlar
gibi yeni sistemik ajanlarin kullanima girmesi ile bu hedef bir olciide
gerceklestirilmistir.  Metastatik meme kanserinde temel tedavi sistemik ilag
uygulamasidir. Bu tedavi endokrin tedavi, kemoterapi veya biyolojik ila¢ tedavilerini
icerir (128).

Endokrin Tedavi

Ostrojen ve/veya progesteron reseptorii pozitif olgularda verilmelidir.
Premenapozal olgularda luteinizing hormone-releasing hormon agonisti ile
tamoksifen birlikte verilmelidir. Postmenapozal olgularda yapilan ¢alismalarda daha
once antiostrojen tedavi almamis veya onceki endokrin tedavi {izerinden 1 yildan
uzun siire gegmis olgularda aromataz inhibitorlerinin {istiinliigli gosterilmis olmakla
birlikte (129, 130) aromataz inhibitorleri veya tamoksifen uygun secenek olarak
goziikmektedir. Ozellikle trombotik 6ykiisii olanlarda aromataz inhibitorleri tercih
edilmelidir. Daha 6nce antidstrojen tedavi almis ve tekrarlayan hastalikta aromataz
inhibitorleri uygun secenektir (131, 132).

Sistemik Kemoterapi

Hayati organ metastazi olup hormon reseptorii negatif olgularda sistemik
kemoterapi uygulanmalidir. Kemoterapi, tek ajan veya kombine kemoterapi seklinde
uygulanabilir. Tek ajan olarak doksorubusin, epirubisin, dosetaksel, vinorelbin ve

gemsitabin veya FAC/ CAF, FEC, AC/ EC, CMF kombinasyonlar1 verilebilir.
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Asirt HER2/ neu ekspresyonu olan metastatik veya tekrarlayan meme kanseri
olanlarda trastuzumab tek basina veya kemoterapi ajanlariyla kombine verilmelidir
(133). Vaskiiler endotel biliytime faktor reseptoriine karsi gelistirilen bir monoklonal
antikor olan bevasizumab, yineleyen meme kanserli kadinlarda ilk sira kemoterapi
olarak paklitakselle kombine olarak diisiiniilebilir (134).

Palyatif Radyoterapi

Metastatik meme kanserli olgularda semptomlarin giderilmesinde radyoterapi
onemli bir tedavi secenegidir. Kemik metastazli olgularda agr1 palyasyonu sagladigi
gibi vertebral kolon ya da femur boynu gibi yiik tasiyan kemiklerdeki metastazlarda
patolojik fraktiir riskini azaltir. Tek fraksiyon isinlama ile daha uzun siireli
fraksiyone 1sinlama arasindan agri cevabi agisindan fark bulunamamistir ancak tek
fraksiyon uygulanan olgularda tekrar radyoterapi ihtiyaci gelisebilir (135, 136).

Cerrahi tedavi uygulanabilen soliter beyin metastazli olgularda anlamli bir
sagkalim artig1 gosterilmistir ve bu olgularda medyan sagkalim 10-12 ay olup, %12
olguda 5 yildan daha uzun yasam bildirilmistir. Birden fazla nodiilii olan olgularda
en biliyiikk lezyonun c¢ikarilmasi semptomatik rahatlama saglasa da standart bir
uygulama degildir. Cerrahi sonrasi tiim beyin 1sinlamasi Onerilmektedir (137).
Cerrahi tedaviye uygun olmayan tek lezyonlarda ve birden fazla beyin metastazinin
palyatif tedavisi standart olarak radyoterapidir.

Kemik Metastazinda Bifosfonatlar

Ileri evre meme kanserli olgularin % 80’ den fazlasinda kemik metastazlar
gelismektedir (16). Ozellikle litik lezyonu olan kemik metastazli olgularda kreatinin
diizeyi 3 mg/dL’ nin altinda ve beklenen yasam siiresi 3 ay veya daha uzun ise
bifosfonatlar kalsiyum sitrat ve D vitamini ile birlikte verilmelidir (138).
Bifosfonatlar kemoterapi veya endokrin tedaviyle birlikte sistemik tedavi devam
ettigi siirece verilebilir.

1.1.10.6. Zoledronik Asid

Bifosfonatlar kemik rezorpsiyonunu inhibe etmekte ve tiim diinyada primer
ve sekonder osteoporoz tedavisinde kullanilmaktadir (139).

Bifosfonatlar genel olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir

1. kusak bifosfonatlar; etidronate, clodronate, tilutronate

2. kusak bifosfonatlar; alendronate, ibandronate, pamidronate

33



3. kusak bifosfonatlar; risedronate, zoledronik asid

Bifosfonatlar 2 fosfanat grubunun tek karbon atomuna baglanmasiyla P-C-P
yapisini olustururlar. 3.kusak bifosfonat zoledronik asid 1.kusak etidronata gore
10.000 kez daha aktiftir (139).

Zoledronik asid imidazol halkali yan zinciri olan heterosiklik azot igeren bir
bifosfonattir. Zoledronik asid kimyasal olarak bifosfonik asid monohidrat (1 hidroksi
2 imidazol-1-yl-fosfono etil) olarak adlandirilir. Diger bifosfonatlardan farki halka
yapisinda ikinci azot atomunun bulunmasidir. Osteoklast aracili ostolizisin kuvvetli
inhibitorleri olan bisfosfonatlar kemik metastazlarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(12-14). Klinik wuygulamalarda bifosfonatlar metastatik kemik hastaliginin
tedavisinde endokrin ajanlarla siklikla kombine olarak kullanilmaktadir (16).

Zoledronik Asidin Etki Mekanizmasi

Zoledronik asid mevolanat sentez yolundaki anahtar enzim olan farnezil
pirofosfat1 inhibe eder. Sonu¢ olarak Ras, Rapl, Rho ve Rab gibi G proteinlerinin
prenilasyonunu dnleyerek osteoklastik aktiviteyi inhibe eder (140, 141). Zoledronik
asid gibi nitrogen igerikli bifosfonatlar ile bu etkinin sadece osteoklastlarla smnirli
olmadig: invitro olarak insan multiple myelom hiicre serilerinde gosterilmistir (142,
143). Bifosfonatlar meme kanser hiicrelerinin kemik matriksine invazyonunu inhibe
eder ve antineoplastik ajanlarin kanser hiicrelerinin invazyonunu inhibe etme
ozelligini invitro olarak arttir (144-146).

Zoledronik asid kanser hiicrelerine karst 6nemli rol oynayan dogustan
immuniteye sahip gama delta T hiicrelerinin salinimini stimiile eder. Ayn1 zamanda
kuvvetli bir angiogenez inhibitérii olan zoledronik asid bu etkisini muhtemelen
endotel hiicrelerdeki anjiogenik 6zellikleri diizenleyerek yapar (147). Osteoklastlar
tarafindan olusturulan kemik rezorpsiyonunu pamidronata goére 850 kat daha fazla
inhibe eder (148).

Invitro isobologram c¢alismalariyla zoledronik asidin gemsitabin ve
fluvastatinin sitotoksik etkilerini arttirdig1 kanitlanmistir (17). Potent bir antiresorbtif
ila¢c olan zoledronik asidin invitro olarak kemik metastazi olmayan meme kanserli
fare modellerinde doksorubusinin antitiimor etkinligini arttirdigr (18), kemik
metastazli meme kanseri olan fare modellerinde ise bifosfonatlarin kemikte timor

gelisimini inhibe ettikleri gosterilmistir (19). MCF 7 meme kanseri hiicre serilerinde
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zoledronik asid ve paklitaksel kombinasyonunun apoptozisi 4-5 kat arttirdigr ve
isobologram analizi ile zoledronik asid ve paklitakselin sinerjistik etki olusturdugu
gosterilmistir (20).

1.1.10.7. Tamoksifen

Tamoksifen nonsteroidal antidstrojenler grubundan bir ilagtir. Ostrojen
reseptorlerine baglanir ve Ostrojenin baglanmasini yarisma yonii ile engeller.
Tamoksifen-reseptor bilesigi niikleusa tagmarak niikleik asid fonksiyonlarini etkiler.
Tiimor DNA sentezi yavaglar ve timor tarafindan sekrete edilen cesitli biiyiime
faktorleri azalir. Hiicre proliferasyonu inhibe olur (6, 7). Tamoksifenin cis ve trans
izomerleri mevcuttur. Trans izomeri antidstrojenik, cis izomeri dstrojenik aktiviteye
sahiptir. Tamoksifen zayif Ostrojenik etkiye sahip bir bilesiktir. Tamoksifenin
Ostrojen agonistik ve antagonistik etkileri hormonal ortama baglhidir. Premenapozal
kadinlarda Ostrojenik etkilerini hipofiz bezinde gostererek plazma Ostrojen
diizeylerini artirip gonodotropin diizeylerini etkilemezken postmenapozal kadinlarda
ise gonodatropin diizeylerini diisiiriir (149, 150). Ileri evre hastalikta endokrin
tedaviye cevap orani, bir hormon reseptorii pozitif olan olgularda %33, her iki
reseptoriide pozitif olan olgularda % 50-70’ tir (8).

Tamoksifenin Ostrojenler, androjenler, progestinler, aminoglutetimid ile
karsilastirildigi ramdomize ¢alismalarda cevap oranlariin ayni veya daha iyi olmasi
ve yan etkilerinin ¢ok az olmasi nedeniyle metastatik meme kanseri tedavisinde
birinci secenek tedavi olarak son yillara kadar kabul gérmiistiir. Giintimiizde ise
aromataz inhibitorleri ilk secenek olarak kullanilmaktadir. Tamoksifen ve kemoterapi
kombinasyonunun lokal, ipsilateral, bolgesel ve uzak rekiirrens riskini oldugu kadar
kontralateral meme kanseri insidansini da azalttig1 gosterilmistir (151).

Tamoksifenin plazma lipidleri tizerine Ostrojenik etkisi vardir. Tamoksifenin
bu etkileri klinige koroner kalp hastalig1 riskinde belirgin bir azalma olarak yansir.
Kemik {izerine dstrojenik etki gosterir ve 5 yillik kullanim sonucunda kemik mineral
dansitesinde anlamli artisa neden olur (152).

NSABP B-14 c¢alismasinin sonuglar1 tamoksifen kullanan kadimnlarda
endometrium kanseri riskinde anlamli bir artis oldugunu géstermektedir. Tamoksifen
alan meme kanserli olgularda yilda bir kez pelvik muayene ve PAP smear testi

yapilmalidir (153).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Serileri

Calismamizda kullanilan MCF-7 meme kanseri hiicre serileri DMSZ
(Almanya Hiicre Havuzu, Braunschweig, Almanya) firmasidan temin edildi.

2.1.2. Kimyasal Maddeler

Zoledronik asid (Mustafa Nevzat A.S.)

Tamoksifen (Sigma)

DMF (Dimethylformamide) (Sigma)

Amfoterisin—B (Biochrom)

Tripsin from bovine pancreas (Sigma)

Newborn Calf serum, heat inactivated, cell culture tested (Sigma)

Trypan blue soliisyon (Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco)

Bovine Insiilin (Sigma)

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Ambresco)

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Biochrom )

Non-Essential Amino Acid (Sigma)

L-glutamine (Biological Industries)

Etanol %100 (Riedel-de Haen)

2.1.3. Malzemeler

Filtre (150x0,22 um milipor) (Orange Scientific)

Inkubatdr dezenfektani (Biological Industries)

Mikropipet ucu (10ul- 100 ul) (96x10) (Corning )

Mikropipet ucu (silikonlu 1, 200, 1000 ml) (Neptune)

Sik1 kapakli besiyeri tiipti

Steril kiiltiir tiipi

Vidali Kapakli Kiiltiir Flask1

Sik1 kapakli besiyeri tiipii

Steril kiiltiir tiipi

Steril plastik pipet (Sml-10ml)

24 whell plate
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2.1.4. Aygitlar

Class II Laminair Flow (Biolaf, Ankara)

%35 CO; - %95 O, inkiibatorii (Nuaire, Playmouth, MN, ABD)

Inverted mikroskop (Soif Optical Inc., Cin)

Otoklav (Niive, Ankara, Turkiye)

Floresan Atagsmanli Inverted mikroskop, (Nikon TE2000 S)

CCD kamera (Orca 285, Hamamatsu, Japonya)

sPCI (Yazilim programi)

LB-2 Filtre siiriiciisii (Sutter Instruments)

Hassas terazi

Cesitli capta otomatik pipetler,

Pipet uglar1

Buzdolabi1 (Beko)

Derin dondurucu (-20° C) (Bosch)

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hiicre
Kiiltiirti ve Elektrofizyoloji Laboratuarinda yapilda.

2.2. YONTEM

2.2.1. Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan tiim malzeme ve ajanlar Frrat
Universitesi T1p Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde bulunan Niive marka
(Ankara, Tiirkiye) bir otoklavda 121 °C’de steril edilerek kullanildi. Stv1 ajanlar por
biiyiikliigii 0.22 um olan mikrobiyolojik filtreden gecilerek sterilize edildi. Pipet ve
uclar kromat ¢ozeltisinde bekletilerek sterilize edildi. Zefiran, %75 alkol ve 6zel
dezenfektanlarla calisma ortami ve steril kabinin temizligi yapildi. Steril kabine
almacak malzemeler %70 alkolle silindi. Tim islemler sirasinda steril eldiven
kullanilda.

2.2.2. Hiicre Kiltiiri

Calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre serisi kullanildi. Donmus halde
temin edilen hiicre siispansiyonu 37 °C’ deki su banyosunda yaklasik 2 dakika

bekletilerek sivi hale gelmesi sagland:.
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2.2.3. Medyum ve Diger Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.2.3.1. Kiiltiir Medyumunun (DCs) Hazirlanmasi
50 ml Bovine Calf Serum
10 ml Penicillin/Streptomycin
10 ml Non-Essential Amino Acid
10 ml L-glutamine

1 ml Insulin

1000 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) igerisine ilave
edildi ve filtre edilerek steril hale getirildi. Hiicrelerin beslenme islemleri bu
medyum kullanilarak gerceklestirildi.

2.2.3.2. Tripsin Hazirlanmasi (% 0.05)

05¢g Trypsin

025¢ EDTA

1000 ml Ca™/Mg-free Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS) igerisinde ¢ozdiiriildii
ve filtrasyonla steril edildi. Bu ¢ozelti hiicreleri yapistiklart yerden (flasklarin
tabanindan) s6kmek i¢in kullanildi.

2.2.3.3. Fosfat Buffer Soliisyonu Hazirlanmasi:

7.20 g NaCl, 1.48 g Na2HPO4, 0.43 g NaH2PO4 tartildiktan sonra 0.5 ml
tween 20 eklenerek distile su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

2.2.4. MCF-7 Hiicre Serilerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi,
Beslenmesi ve Boliinmesi

Donmus haldeki MCF-7 meme kanseri hiicre serileri oda sicakliginda
¢Ozdiriilerek 75 ml flask icerisine aktarildi. Flaskin igerisine daha oOnceden
hazirlanmis olan DCs (25 ml) ilave edildi ve flasklar Nuaire marka %5 CO, -%95 O,
inkiibatoriine (Playmouth, MN, ABD) 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda hiicrelerin kontamine olup olmadig1 Soif marka (Soif Optical Inc., Cin)
inverted mikroskopta incelendi. 48 saat sonra da hiicre yogunlugu ayn1 mikroskopta
kontrol edildi. Ugiincii giiniin sonunda flasklarda bulunan DCs gekilerek tazesiyle
degistirildi. Bu islem ii¢ giin araliklarla siirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini1 tamamen kaplayarak

iist liste tabakalar olusturmaya basladilar. 15. gliniin sonunda flasklardaki medyum
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tek kullanimlik steril pipet yardimiyla cekildi ve yerine 3 ml tripsin ilave edilerek
inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafifce sallanarak hiicrelerin
yapistiklar1 yilizeyden ayrilmalar1 saglandi. Tim hiicreler flaskin yiizeyinden
ayrildiktan sonra flasklarin igerisine 12 ml DCs ilave edildi ve dikkatli sekilde
triturasyon (siispansiyonun pipet igerisine cekilip bosaltilarak yapilan ayristirma
islemi) yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmasi saglandi.

Hiicreler hemositometre kullanilarak sayildi. Her flaska 5x10° hiicre olacak
sekilde hiicre slispansiyonu konulup iizerlerine toplam hacim 25 ml olacak sekilde
DCs ilave edildi. Tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri,
beslenmeleri ve deneyler steril olacak sekilde Class II Laminair Flow (Biolaf,
Ankara) igerisinde gergeklestirildi.

2.2.5. Hiicrelerin Test Edilecek Ajanlar i¢cin Hazirlanmasi

MCF-7 meme kanseri hiicre serileri flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden
sOkiildii ve hiicre slispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edildi. Tiiplerdeki
tripsin-medyum karisimi alinarak yerine DCs ilave edildi ve triturasyon ile hiicrelerin
single cell suspension haline gelmeleri saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler
sayild1 ve hiicre sayisi deney icin gerekli olan 4x10°/ ml hiicreye ayarlandi. Hiicre
saymmi sirasinda hiicre canliligini saptamak i¢in %0.4’ lik tripan blue soliisyonu
kullanildi. Tripan blue boyama yontemi hiicre sayimi i¢in dnerilen canli hiicrelerin
boyanmadigi 6lii hiicrelerin boyandigi bir yontemdir.

2.2.6. Deney Diizeneginin Olusturulmasi

Test edecegimiz ajanlardan tamoksifen % 100 etanol igerisinde zoledronik
asid ise DMF igerisinde ¢ozdiiriildii ve elde edilen karisim kullannmdan hemen 6nce
DCs kiiltir medyumu kullanilarak diliie edildi. Her iki test ajanmin ¢oziici
maddelerinin final konsantrasyonlar1 % 0.1° in altindaydi. Test ajanlarini ¢6zmek
icin kullandigimiz etanol ve DMF’ nin MCF-7 hiicre serileri lizerine olan olas1
etkilerini kontrol etmek icin ¢ozeltideki final konsantrasyonu olan etanol i¢in 2 pL,
DMF icin 10 pL olacak sekilde MCF-7 hiicre serileri lizerine uygulandigi ve higbir
test ajaninin uygulanmadigi kontrol gruplar1 olusturuldu.

Hiicre siispansiyonlar1 24 whell plateler’ e yogunlugu 4x10°/ml olacak
sekilde birer mL ekildi. Zoledronik asidin ve tamoksifenin MCF-7 meme kanseri

hiicre serileri {izerine toksik etkilerini belirlemek icin 1, 10 ve 100 pM/L
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konsantrasyonlarinda zoledronik asid ile 10 ve 100 nM/L konsantrasyonlarinda
tamoksifen ve ayni1 dozlarin kombinasyonlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca hiicre serileri
ile 24 kuyucuklu plate icerisinde inkiibasyona birakildi. 24 whell plate’ ler araciligi
ile kontrol, DMF, etanol, test edilen ajanlar ve kombinasyonlarindan gruplar
olusturuldu.

Ayni diizenek olusabilecek olasi bir kontaminasyonu engellemek igin test
ajanlarmin etkisinin gozlemlenecegi her saat i¢in ayri1 ayri hazirlandi. Deney icin
hazirlanmis olan 24 whell plateler inkiibatore yerlestirildi. 24 saat sonra
degerlendirilecek plate inkiibatorden ¢ikarildi. Kiiltiir esnasinda ve deney
gergeklestirilirken hiicre morfolojilerinin goriintiilenmesi ters mikroskop (Nikon TE
2000 S) ve imaj sistemi (Hamamatsu Orca sogutmali CCD kamera (Japonya) ve
sPCI yazilim programi, Compix, ABD) yardimi ile gerceklestirildi. 24, 48 ve 72.
saatlerde test ajanlarmnin ¢oziiciileri, test edecegimiz ajanlar ve kombinasyonlarindan
olusan gruplardan elde edilen goriintiilerdeki hiicre sayilar1 tespit edilerek kontrol
gruplarindaki hiicre sayilar1 ile karsilastirilarak test ajanlarinin ve kullanilan
coziiclilerin hiicre sayilar1 iizerine olan etkileri gézlendi.

2.2.7. istatistiksel Degerlendirme

Biitiin hiicre kiiltiirii verileri ortalama+SEM olarak hesaplandi. Test ajanlarin

24, 48 ve 72. saatlerdeki etkileri Pearson Ki Kare Analizi yardimiyla yorumlanda.
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3. BULGULAR

Calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre serisinden olusturulan gruplarda
etken maddeleri ¢cozmek i¢in kullandigimiz etanol, DMF, test edecegimiz ajanlardan
zoledronik asidin 1, 10, 100 uM/L dozlar1 ile tamoksifenin 10, 100 nM/L dozu ve iki
etken maddenin ayn1 dozlardaki kombinasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatlerde MCF-7
meme kanseri hiicre serileri lizerine olan etkileri ters mikroskop (Nikon TE 2000 S)
ve imaj sistemi (Hamamatsu Orca sogutmali CCD kamera ve sPCI yazilim programi)
yardimi ile goriintiilendi (Sekil 1 ve 2) ve kontrol grubu ile kiyaslandi. Caligma

sonucunda elde edilen bulgular sirasiyla Tablo 7 ve Sekil 3” de gosterildi.

Sekil 1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Serilerinin Goriiniimii

Sekil 2. Zoledronik Asidin 100 pM/L Konsantrasyonun 72. saatte MCF-7 Meme

Kanseri Hiicre Serisi Uzerine Etkisi
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Tablo 7. Tamoksifen ve Zoledronik Asidin Farkh Doz ve Kombinasyonlarn ile Coziiciilerinin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Serisi
Uzerine Zaman Bagimh Etkileri

Canh Hiicre Sayilan
Tmx Tmx Zoll+  Zol 10+ Zol100+ Zol1+  Zol10+  Zol100+

Zaman Kontrol Zoll Zol10 Zol100 10 100 Tmx10 Tmx10 Tmx10 Tmx100 Tmx 100 Tmx100 Etanol DMF
24, saat 404 408 394 396 402 400 400 410 396 398 388 336 402 408
48. saat 522 508 344 294 516 510 508 332 296 502 320 242 522 520
72. saat 628 604 294 170 492 408 502 272 168 406 242 122 638 624

Zol 1= Zoledronik asid 1 pM/L, Zol 10= Zoledronik asid 10 uM/L, Zol 100= Zoledronik asid 100 uM/L, Tmx 10= Tamoksifen 10 nM/L, Tmx 100= Tamoksifen 100 nM/L

180

160 - O 24. saat
W 48. saat
O 72. saat

140 -

120

100

80 — - —

60 | - - -

Canh Hiicre sayis1 (%)

40 - - —
20 - - —

AN § A A Q)
’60 4)00 0\ \N
S Q &,
&

Sekil 3. Tamoksifen ve Zoledronik Asidin Farkhh Doz ve Kombinasyonlan ile Céziiciilerinin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Serisi
Uzerine Zaman Bagimh Etkileri
Zol 1= Zoledronik asid 1 pM/L, Zol 10= Zoledronik asid 10 uM/L, Zol 100= Zoledronik asid 100 uM/L, Tmx 10= Tamoksifen 10 nM/L, Tmx 100= Tamoksifen 100 nM/L




3.1 Zoledronik Asidin MCF-7 Meme Kanseri Hiice Serisi Uzerine Etkisi

Tek basma zoledronik asid uygulanan hiicre gruplarinda 10 puM/L
konsantrasyonundaki zoledronik asid kontrol grubu ile kiyaslandiginda MCF-7 hiicre
sayisint  48. saatte % 13, 72. saatte % 25 oraminda azalttigi, 100 pM/L
konsantrasyonundaki zoledronik asidin ise MCF-7 hiicre sayisini 48. saatte % 16, 72.
saatte i1se % 52 oraninda azalttig1 gézlendi.

[k 24 saatte hicbir test ajan1 ve kombinasyonunun etkin olmadig1 gézlendi.

Zoledronik asidin 1 puM/L konsantrasyonun 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre
sayist lizerine etkisi gdozlenmedi.

Zoledronik asidin degisik konsantrasyonlariin 24, 48 ve 72. saatlerde MCF-

7 meme kanseri hiicrelerine olan etkileri Sekil 4° de grafik olarak gdsterilmektedir.
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Sekil 4. Zoledronik Asidin Farkh Konsantrasyonlarimin Zaman Bagimh MCF-7
Hiicre Sayilan Uzerine Etkileri
(canh hiicre/toplam hiicre x 100)

Zol 1= Zoledronik asid 1 uM/L

Zol 10= Zoledronik asid 10 uM/L
Zol 100= Zoledronik asid 100 uM/L
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3.2. Zoledronik asid ve Tamoksifen Kombinasyonunun MCF-7 Meme
Kanseri Hiicre Serisi Uzerine Etkisi

Zoledronik asidin 10 pM/L ile Tamoksifenin 10 nM/L konsantrasyonunun
kombine verildigi hiicre grubunda hiicre sayisinda 48. saatte % 19, 72. saatte % 33
azalma gozlendi. Zoledronik asidin 10 pM/L konsantrasyonu ile tamoksifenin 100
nM/L konsantrasyonunun kombine verildigi hiicre grubunda hiicre sayisinda 48.
saatte % 16, 72. saatte ise % 30 oraninda azalma gozlendi.

Zoledronik asidin 100 pM/L ile tamoksifenin 10 nM/L konsantrasyonunun
kombine verildigi hiicre grubunda hiicre sayisinda 48. saatte % 19, 72. saatte % 54
azalma gozlendi. Zoledronik asidin 100 uM/L konsantrasyonu ile tamoksifenin 100
nM/L konsantrasyonunun kombine verildigi hiicre grubunda hiicre sayisinda 48.
saatte % 28, 72. saatte ise % 63 oraninda azalma gozlendi.

Tamoksifen ve zoledronik asidin farkli kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre

serileri lizerine olan etkileri Sekil 5° de grafik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 5. Tamoksifen ve Zoledronik Asidin Farkh  Dozlardaki
Kombinasyonlarinin MCF-7 Hiicre Serileri Uzerine Olan Etkileri

(canh hiicre/toplam hiicre x 100)
Zol 1=Zoledronik asid 1 pM/L Zol 10=Zoledronik asid 10 uM/L Zol 100=Zoledronik asid 100 uM/L
Tmx 10=Tamoksifen 10 nM/L Tmx 100=Tamoksifen 10 nM/L
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Tamoksifenin tek basma uygulandigr hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ilk 72 saatte hiicre sayilarindaki artisi engellerken hiicre sayisi
iizerine azaltic1 yonde bir etkisi gzlenmedi. Ancak tamoksifenle zoledronik asidin
kombine verildigi hiicre gruplarinda zoledronik asidin tek basma kullanildig: hiicre
gruplarma kiyasla daha fazla etki saptandi. Bu etki 6zellikle 72. saatte 100 nM/L
tamoksifen ve 100 pM/L zoledronik asid kombinasyonunda % 63 oram ile en
belirgindi (x*>=27.4, p=0.0000007).

Zoledronik asidin 1 pM/L ile tamoksifenin 10 ve 100 nM/L
konsantrasyonlarmin kombine edildigi gruplarda MCF-7 hiicre serilerine azaltici
yonde bir etki gdzlenmedi.

Zoledronik asid ve tamoksifen ajanlarmin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre serileri iizerine olan etkinlikleri 48. ve 72.
saatlerde ylizde olarak hesaplandi. Bulunan degerler Pearson Ki Kare analizi ile
degerlendirilerek zoledronik asid ve tamoksifen kombinasyonlarmin en etkin doz ve
zamani hesaplandi. Elde edilen Person Ki Kare (x?) ve p degerleri Tablo 8 de

gosterildi.

Tablo: 8. Zoledronik Asid ve Tamoksifenin Farkh Konsantrasyonlarmn ve
Kombinasyonlarinin MCF-7 Hiicre Serileri Uzerine Olan Etkilerinin Pearson
Ki Kare Analizi ile Degerlendirilmesi

Hiicre Sayisim Azaltma Oram %

48. saat 72. saat x2 p
Zol 10 13 25 4.68 0.03
Zol 100 16 52 28.88 0.0000001
Zol10 + Tmx 10 19 33 5.9 0.02
Zol 100 + Tmx 10 19 54 26.43 0.0000003
Zol 10 + Tmx 100 16 36 10.40 0.0012
Zol 100 + Tmx 100 28 63 27.4 0.0000007
Zol 1=Zoledronik asid 1 uM/L Zol 10=Zoledronik asid 10 pM/L Zol 100=Zoledronik asid 100 uM/L
Tmx 10=Tamoksifen 10 nM/L Tmx 100=Tamoksifen 10 nM/L

Pearson Ki Kare Analizi uygulanilarak yapilan istatistiksel analize gore
zoledronik asidin 10 ve 100 uM/L konsantrasyonlarinin tek basina ve tamoksifenin
10 ile 100 nM/L konsantrasyonlarmnin kombine edildigi gruplardaki hiicre sayilari

uzerine olan azaltict etkinlikleri istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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Zoledronik asid 10 uM/L konsantrasyonun 48. ve 72. saatlerdeki etkinlikleri
kiyaslandiginda 72. saatteki etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu (x*=4.68,
p=0.03).

Zoledronik asid 100 uM/L konsantrasyonun 48. ve 72. saatlerdeki etkinlikleri
kiyaslandiginda 72. saatteki etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu
(x*>=28.88, p=0.0000001).

Zoledronik asid 10 pM/L konsantrasyonun ile tamoksifenin 10 nM/L
dozunun kombine edildigi grubun 48. ve 72. saatleri kiyaslandiginda 72. saatteki
etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu (x*=5.9, p=0.02).

Zoledronik asid 100 pM/L konsantrasyonun ile tamoksifenin 10 nM/L
dozunun kombine edildigi grubun 48. ve 72. saatleri kiyaslandiginda 72. saatteki
etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu (x*=26.43, p=0.0000003).

Zoledronik asid 10 pM/L konsantrasyonun ile tamoksifenin 100 nM/L
dozunun kombine edildigi grubun 48. ve 72. saatleri kiyaslandiginda 72. saatteki
etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu (x*=10.40, p=0.0012).

Zoledronik asid 100 pM/L konsantrasyonun ile tamoksifenin 100 nM/L
dozunun kombine edildigi grubun 48. ve 72. saatleri kiyaslandiginda 72. saatteki
etkisi istatistiksel olarak daha anlamli bulundu (x*=27.4, p=0.0000007).

Zoledronik asidin ¢ozdiiriilmesinde kullandigimiz DMF ile tamoksifenin
cozdiiriilmesinde kullandigimiz etanol ile olusturulan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DMF ve etanoliin MCF-7 hiicre serilerinde hiicre sayilar1 iizerine

bir etkisi gbzlenmedi.
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6. TARTISMA

Zoledronik asidin doz ve zaman bagimli olarak meme kanser hiicre
serilerinde invitro olarak hiicre sayilarimi azalttig1 ispatlanmistir. Hughes ve
arkadaslar1 (140) zoledronik asidin osteoklastik aktiviteyi inhibe ederek osteoklast
sayisinda anlamli bir azalmaya neden oldugunu gostermislerdir. Zoledronik asid ve
incadronate gibi nitrogen icerikli bifosfonatlar ile bu etkinin sadece osteoklastlarla
sinirli olmadigt invitro olarak insan multiple myeloma hiicre serilerinde gosterildi
(142, 143).

Pamidronat, incadronat ve zoledronik asid gibi bifosfonatlarla yapilmis
calismalarla bifosfonatlarin makrofaj (154), osteoklast (140, 155) ve myeloma
hiicrelerinde (142, 143) apopitozise neden oldugu gosterildi.

Thomas ve arkadaslar1 (24) MCF 7 hiicre serilerinde antiprogestin bir ajan
olan RU-486 ve tamoksifen kombinasyonunun ilk 3 giinde sinerjistik etkili oldugunu
gosterdi.

Zoledronik asidin antitimor etkinligini nasil gosterdigi tam olarak
aydmnlatilmamis olmakla birlikte mevolanat sentez yolundaki anahtar enzim olan,
farnezil pirofosfat1 inhibe edip Ras, Rapl, Rho ve Rab gibi G proteinlerin
prenilasyonunu onleyerek bu etkiyi sagladigi diisiintilmektedir (140, 141).

Jagdev ve arkadaglarmin (20) MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde,
zoledronik asid ve paklitaksel kombinasyonunun meme kanseri hiicrelerinde
sinerjistik etki yaptigii gosterdikleri ¢alismada deney ortamima 100 uM mevalonat
yada 50 uM fermasol ilavesi ile zoledronik asidin apopitotik etkisinin dnlenmesi bu
diisiinceyi desteklemektedir.

Zoledronik asid ve paklitaksel kombinasyonunun doz ve zaman bagiml
olarak MCF-7 hiicre serilerinde hiicre sayismi azalttigi gosterildi. 0.1-1 pM/L
zoledronik asidin uygulamasinin MCF 7 hiicre sayilari iizerine anlaml bir etkisinin
olmadigr 10 ve 100 pM/L zoledronik asid konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicre
sayisinda belirgin bir azalmaya neden oldugu ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda
100 uM/L zoledronik asidin meme kanseri hiicrelerini 72. saatte % 63.5, 96. saatte %
87.1 azaltmakta oldugu gosterildi (20).

Calismamizda da Jagdev ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer sekilde 1

uM/L zoledronik asid konsantrasyonu uygulanan hiicre serisinde 24, 48 ve 72. saatte
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hiicre sayis1 iizerine etkisini gézlemlemedik. 100 uM/L zoledronik asid uygulanan
hiicre serisinde kontrol grubuna gore hiicre sayisinda 48. saatte % 16, 72. saatte % 52
azalma gozlemledik.

Fluorescence insitu nick translation metodu kullanarak zoledronik asidin
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerinde apopitozisi uyardigi
gosterilmistir. 0.1-1 uM zoledronik asidin MCF 7 hiicrelerinde apopitozise etkisi az
iken 10 pM zoledronik asid 4 kat, 100 uM zoledronik asid 10 kat daha fazla
apopitozise neden olmaktadir (20). MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerinde
ise 0.1-10 uM konsantrasyondaki zoledronik asidin apopitozis iizerine etkisinin az
oldugu 100 pM konsantarasyondaki zoledronik asidin ise 15 kat daha fazla
apopitozise neden oldugu gosterilmistir (20).

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerinde Fluorescence
insitu nick translation metodu kullanilarak yaptiklar1 analize gore zoledronik asid ve
paklitaksel kombinasyonu tek basmna kullanilmalarma kiyasla 2 kat daha fazla
apopitozise neden olmustur. 2 pM/L paklitaksel ve 10 puM/L zoledronik asid
kombinasyonu zoledronik asidin tek basina kullanimi ile kiyaslandiginda 5 kat,
paklitakselin tek basina kullanimi ile kiyaslandiginda 4 kat daha fazla apopitozise
neden olmustur. Jagdev ve arkadaslarina gore bu etki zoledronik asid ile paklitaksel
arasindaki sinergistik etki sonucu ortaya ¢ikmaktadir (20).

Calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde zoledronik asid ve
tamoksifen kombinasyonunun nasil bir etkisinin olacagi ¢alisildi. Ilk 72 saatte
tamoksifen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ¢ogalmay1 engellerken tek basina
tamoksifen verilen hiicre serileri kontrol gruplar ile kiyaslandiginda hiicre sayilarini
azaltic1 yonde anlamli bir etki gzlenmedi. Ancak 10 pM/L zoledronik asid 10 nM/L
tamoksifenle kombine edildiginde zoledronik asidin ayni konsantrasyonunun tek
basina kullanimi ile kiyaslandiginda hiicre sayisim1 48. saatte % 6, 72. saatte % 8
oraninda daha fazla azalttigi, 10 puM/L zoledronik asid 100 nM/L tamoksifenle
kombine edildiginde zoledronik asidin ayni1 konsantrasyonunun tek basma kullanimi
ile kiyaslandiginda hiicre sayisini 48. saatte % 6, 72. saatte % 29 oraninda daha fazla
azalttigi gozlendi. 100 uM/L zoledronik asid 100 nM/L tamoksifenle kombine
edildiginde zoledronik asidin ayni konsantrasyonunun tek basma kullanimi ile

kiyaslandiginda hiicre sayisini 48. saatte % 12, 72. saatte % 11 oraninda daha fazla
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azalttig1 gozlendi. Bu sinerjistik etki 6zellikle 100 pM/L zoledronik asidin, 100
nM/L tamoksifenle konsantrasyonu ile kombine edilerek uygulanan hiicre grubunda
ve 72. saatte hiicre sayis1 lizerine olan % 63 azaltict etki ile en belirgin olarak
saptandi (x*>=27.4, p=0.0000007).

Thomas ve arkadaslar1 (24) MCF-7 hiicre serilerinde antiprogestin bir ajan
olan RU-486 ve tamoksifen kombinasyonunun ilk 3 giinde sinerjistik etkili oldugunu,
3. giinden sonra ise tamoksifenin tek basma kullanilmasina kiyasla tamoksifen, RU-
486 kombinasyonun bir iistlinliigii olmadigin1 géstermislerdir.

Calismamizda da ayni sekilde ilk 3 giin i¢erisinde 10 ve 100 pM/L zoledronik
asid ile 10, 100 nM/L tamoksifen kombinasyonunun tek basina zoledronik asid ve
tek bagmna tamoksifen uygulamasi ile karsilastirildiginda MCF-7 hiicre sayilarini
azaltic1 etki bakimindan kombine edilen gruplarda hiicre sayilari iizerine olan azaltici
etki daha fazla idi.

Yaptigimiz ¢alismada 10 ve 100 pM/L zoledronik asid konsantrasyonunun
MCF-7 meme kanseri hiicrelerini en fazla 72. saatde azalttig1 tespit edildi. Bununla
birlikte bifosfonatlar mineralize kemige daha yiiksek bir affinite gostermekte ve hizla
kemige lokalize olmakta boylelikle klinik uygulamada primer meme kanseri
hiicreleri veya onun visseral metastazlarindaki kanser hiicreleri ¢ok kisa bir periyotta
bu bilesiklere maruz kalmaktadirlar. Zoledronik asidin serum tepe konsantrasyonu
birkag¢ saat boyunca 1-3 uM seviyelerinde bulunmustur (156). Sato ve arkadaslarinin
(157) alendronate ile kemik metastazi olan ratlar lizerinde yaptiklar1 ¢alismaya gore
bifosfonatlar kemige daha yiiksek affinite gostermekte ve akut etkileri osteoklastlar
iizerinde gozlenmektedir. Bununla birlikte invivo olarak 2-6 ve 12 saat siire
bifosfonat tedavisi osteoklast haricindeki hiicrelerde de bifosfonatlarin etkisini daha
dogru yansitabilir. Calismamiza gére 100 uM zoledronik asid ile MCF-7 hiicrelerinin
tedavisi bu 12 saatlik periyotta hiicre sayilar1 lizerine anlamli bir azaltici etkiye sahip
degildi. Jagdev ve arkadaslar1 (20) MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
serilerinde Fluorescence insitu nick translation metodu kullanarak zoledronik asidin
erken donemde meme kanseri hiicreleri lizerine olan etkilerini saptamaya calismislar
ve ilk 12 saatte ¢ok az apopitozise neden oldugunu gostermislerdir. Caxon ve

arkadaslarinin (158) nitrojen icerikli bifosfonatlarin makrofajlarda zaman bagimli
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olarak apopitozise neden oldugunu gosterdikleri calismada da erken dénemde
zoledronik asidin hiicre morfolojisi lizerine etkisi cok az bulunmustur.

Klinik olarak bifosfonatlar endokrin yada kemoterapdtik ajanlarla kombine
olarak kullanilmaktadir (159). Yoneda T ve arkadaglar1 (160) meme kanserli fare
modellerinde  bifosfonatlarin  kemoterapotik ajanlarmm  antitiimdr  etkinligini
arttirdiklarini gosterdiler. Calismamizda zoledronik asid MCF-7 hiicre sayilarmi doz
ve zaman bagiml olarak azaltmakta, 100 uM/L zoledronik asid ile 100 nM/L
tamoksifen konsantrasyonlar1 kombine edildiginde 72. saatte hiicre sayilarin1 % 63
oraninda azaltmaktadir (p=0.0000007).

Zoledronik asidin meme kanseri hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi agiktir. Bu
etkinin kalsiyumla selat olusturmasinin sonucu olmadig: Jagdev ve arkadaslarmnin
(20) yaptig1 calismada gosterilmistir. Jagdev ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada
ilging olarak MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre serileri tizerinde farkli seviyelerde
zoledronik asid duyarliligi saptanmistir. Bunun kesin nedeni belli degildir. MCF-7
hiicre serileri agresif tip p53 ekspresyonu yaparken MDA MB-231 hiicre serileri
tliml bir p53 ekspresyonu yapmaktadir (161). Bu farklilik apopitozise olan direnci
aciklayabilir. Alternatif olarak MDA MB-231 hiicre serileri bazi sitokinler veya lokal
growth faktorler salgilayarak zoledronik asid tarafindan olusturulan apopitozise karsi
direng gelistirebilirler (162).

Jagdev ve arkadaglar1 (20) zoledronik asidin MCF-7 hiicre serilerinde
apopitozise yol agmalarina ilave olarak mevolanat sentez yolunuda inhibe ettiklerini
gostermislerdir. Bu inhibisyon Lukman ve arkadagslar1 (140, 141) tarafindan
osteoklast hiicrelerinde, Shipman ve arkadaslar1 (142, 143, 155) tarafindan insan
myeloma hiicrelerinde, Rogers ve arkadaslar1 (154) tarafindan makrofaj
hiicrelerindede gosterilmistir. Zoledronik asid ile tedavi edilen meme kanser
hiicrelerine geranilgeraniol ilavesi ile apopitozisin 6nlendigi farnesol ilavesi ile hiicre
Oliimiiniin kismen 6nlendigi gosterilmistir (20). Bifosfonatlar bu yolla osteoklastlarin
yapisint bozabilir ve apopitozise neden olabilir (155). Tersi olarak Roger ve
arkadaslar1 (154) makrofajlarda bifosfonatlarin neden oldugu apopitozisin farnesol
ve geranilgeraniol ilavesi ile diizelmedigini gostermislerdir. Bu ¢alismalar arasindaki

farkli sonuglarin nedeni bilinmemektedir.
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Sonu¢ olarak, zoledronik asid ve tamoksifenin farkli doz wve
kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre serileri iizerine olan etkinliklerini mevcut
laboratuar imkanlarimiz 6lgiisiinde direkt MCF-7 hiicre sayilar1 iizerindeki azaltici
etkiyi saptayarak gosterdik. Bu yontem invitro ilag¢ etkinligini saptamada en gegerli
yontemlerden birisidir. Ancak direkt sitotoksik etkinliklerinin yani sira hiicreyi
Oliime gotiiren apopitozis gibi hiicre morfolojileri {izerine olan etkilerinde saptandigi
(20, 158) benzer caligmalardaki gibi kullandigimiz ajanlarmm MCF-7 meme kanseri
hiicre morfolojileri iizerine olan etkilerinide saptayabilmis olsaydik muhtemelen elde
ettigimiz etkinlik daha yiiksek bulunacakti. Bununla birlikte kullanmis oldugumuz
mevcut teknikle zoledronik asidin MCF-7 meme kanseri hiicre serilerinde doz ve
zaman bagimli olarak hiicre sayisini azalttigmi ve tamoksifen ile kombine

edildiginde bu etkinin doz ve zaman bagimli olarak arttigini gézlemledik.
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