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KISALTMALAR

AJCC: Amerikan Kanser Komitesi (American Joint Committee on Cancer)
ASCO/CAP: Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi ve Amerikan Patologlar
Dernegi (American Society of Clinical Oncology and College of American
Pathologists)

BER: Baz kesip ¢ikarma (base-excision repair)

UNMK: Uglii negatif meme karsinomu

BL 1: Bazal benzeri 1

BL 2: Bazal benzeri 2

BRCAL: Breast cancer 1, early onset geni

BRCA 2: Breast cancer 2, early onset geni

DKIS: Duktal karsinoma in situ

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

ER: Ostrojen reseptorii

EUTF: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi

HER?2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii 2 (Human epidermal growth
factor receptor 2)

HR: Homolog rekombinasyon

IDK, NOS: invaziv duktal karsinom, baska tiirlii siniflandirilamayan

[HK: immunohistokimya

IM: immunomodulator

LAR: Luminal androjen reseptor

LKIS: Lobuler karsinoma in situ

LNM: Lenf nodu metastazi

LVi: Lenfovaskiiler invazyon

M: Mezenkimal

MBRD: Modifiye Bloom Richardson Derecesi

MMG: Mamografi

MSL : Mezenkimal kok hiicre benzeri
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MTOR: Rapamisinin memelilerdeki hedefi (mammalian target of rapamycin)
OKS: Oral kontraseptifler

PARP1: Poli ADP riboz polimeraz-1

PDGF: Platelet kokenli biiytime faktorii (Platelet-derived growth factor)
PI3K: Fosfotidilinositol 3 kinaz

PIBK/AKT/mTOR: Fosfatidilinositol 3-kinaz

PR: Progesteron reseptorii

RB: Retinoblastom

SLN: Sentinel lenf nodu

TDLU: Terminal duktal lobiiler iinite

TiL: Tiimér infiltre eden lenfositler (Tumor-infiltrating lymphocytes)
USG: Ultrasonografi
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OZET

Ucglii negatif meme karsinomlar: (UNMK) immunohistokimyasal olarak ER,
PR, HER2 negatif tiimorler olup tiim meme kanserlerinin ortalama %10-
20’sini olustururlar. UNMK ’lar1 icerisinde en biiyiik grubu bazal benzeri grup
olusturmaktadir. Bazal benzeri meme tiimorleri, bazal sitokeratin ekspresyonu
gosteren, yliksek proliferatif aktiviteye ve kotii klinik gidise sahip tiimorlerdir.
UNMK larinin, hormonoterapi ve transtuzumab tedavilerinden yoksun
kalmalar1 hedefe yonelik tedavi ajanlarmin arastirilmasina neden olmaktadir.

Bu ajanlardan giincel olan iki tanesi PARP1 ve p-mTOR inhibitorleridir.

Bu calismada UNMK’lar1 igin tedavi kilavuzlarina girmeye baslayan
PARP1 ve p-mTOR’un immunohistokimyasal ekspresyonunun
degerlendirilmesi ile birlikte bazal benzeri grubu ayirt edebilmek igin
sitokeratin 5/6 ve sitokeratin 14 ekspresyonlarinin degerlendirilmesi
amaglandi. 2005 ile 2010 yillar1 arasinda, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Patoloji Anabilim Dali’'nda immunohistokimyasal olarak ER, PR, HER2
negatif olan 82 meme karsinomu olgusu calismaya dahil edildi. Olgularin
timiinde PARP1, p-mTOR, sitokeratin 5/6, sitokeratin14 ekspresyonunun,
morfolojik parametreler ve sagkalim analizlerine gore karsilastirmali

degerlendirmesi yapildu.

Caligmamizda sitokeratin 5/6 ekspresyonu 59 (%72) olguda saptanirken, 23
(%28) olguda ekspresyon izlenmedi. Sitokeratin 14, ise 31 (%37,8) olguda
pozitif bulunurken, 51 olguda (%62,2) negatif olarak degerlendirildi.
Olgularimizin %14,6’s1 (n=12) PARPI ile giiclii pozitiflik; %56,1°1 (n=46)
zayif-orta kuvvette pozitiflik gosterirken, 24 olguda (%29,3) PARP1 ile
boyanma goriilmedi. Calisma grubu igerisindeki 34 olgu (%41,5) nihai p-
mTOR ekspresyonu agisindan negatif kabul edildi, 48 olgunun (%58,5) ise p-
MTOR ekspresyonunun pozitif oldugu goriildi.

Bazal benzeri gruptaki vaka sayis1 64 (%78) iken bazal benzeri olmayan

gruptaki olgu sayis1 18 (%22)’di. Bazal benzeri grupta niikleer derecenin daha
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yiikksek oldugu goriildii, ancak diger morfolojik parametreler ve sagkalim

acisindan bazal benzeri olmayan grupla fark saptanmadi.

PARP1 ve sitokeratin 5/6 pozitif saptanan vakalarin yiiksek dereceli
timorler oldugu ve proliferasyon kapasitelerinin yiiksek oldugu goriildii ve bu
bulgular istatistiksel olarak anlamli saptandi. MBRD’si 3 olan olgularin
PARP1 boyanma yiizdesi %26,16; PARP1 boyanma skoru ise 4,9 olarak
saptandi (p=0,033/ p=0,035). Ayrica yiksek PARP1 ekspresyonu olan
timorlerin artmis mitotik indekse sahip olduklar1 dikkati g¢ekti (p=0,044).
Yiiksek PARP1 ekspresyonu saptanan olgularin  Ongoriilen ortalama
sagkalimlar1 106,1 ay bulundu, diisiik PARP1 ekspresyonu saptanan olgularda
ise bu ortalamanin 78,4 ay oldugu goriildi. Sagkalim siiresi ile PARP1
ekspresyonu arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli olmasa da dikkat
¢ekiciydi (p=0,706).

Bulgularimiz 6zellikle, PARP1 ve sitokeratin 5/6 ekspresyonu igin literatiir
ile uyumlu bulundu. Ancak p-mTOR ve sitokeratin 14 ekspresyonlarinin
etkisini arastirmak i¢in standart bir degerlendirme sistemi gerekli goriildi ve
bunun igin yapilacak genis Ol¢ekli ¢alisma serilerine ihtiya¢ duyuldugu

diistinildii.

Anahtar kelimeler: Uglii negatif meme karsinomu, bazal benzeri meme
karsinomu, PARP1, p-mTOR, sitokeratin 5/6, sitokeratin 14
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ABSTRACT

Triple negative breast carcinomas (TNBCs) are immunohistochemically
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and c-erbB2 negative
tumors constituting 10-20% of breast carcinomas. Majority of TNBCs are
basal-like tumors with basal cytokeratin expression, high proliferative activity
and are associated with aggressive behavior. Targeted therapies, including
PARP1 and mTOR inhibitors, have been investigated in treatment of TNBCs,
as those patients cannot benefit from hormonotherapy and transtuzumab
therapy. We aimed to evaluate immunohistochemical expression of PARP1
and p-mTOR in TNBCs as well as immunohistochemical expression of

cytokeratin 5/6 and 14 in basal-like subtype.

Eighty-two TNBC cases diagnosed in our center between 2005 and 2010
were included in the study. Expressions of PARP1, p-mTOR, cytokeratin 5/6
and 14, morphological parameters and survival analyses were performed.

We observed cytokeratin 5/6 expression in 59 patients (72%) and
cytokeratin 14 expression in 31 patients (37,8%). Of 82, 14,6% (n=12) showed
strong PARP1 positivity, 56,1% (n=46) showed weak-moderate PARP1
positivity as 24 cases (29,3%) did not express PARP1. More than half of the
cases (58,5%; n=48) were considered positive for overall p-mTOR expression
and 41,5% (n=34) were considered negative for overall p-mTOR expression.

Sixty-four (78%) cases were classified as basal-like carcinoma. Nuclear
grade was higher in basal-like tumors, compared to non-basal-like tumors.
However, no significant statistical difference was found between two groups

regarding other morphological parameters and survival.

PARP1 and cytokeratin 5/6 positive tumors were high-grade tumors with
high proliferative activity. PARP1 staining ratio was 26,16%, staining score
was 4,9 among grade 3 tumors (p=0,033/ p=0,035). Also, tumors with high
PARP1 expression had high mitotic index (p=0,044). Average expected

survival was 106,1 months and 78,4 months for cases with high and low



PARP1 expression, respectively. The association between survival and PARP1
expression was notable, however, no statistical significance was found
(p=0,706).

Our findings, particularly on PARP1 and cytokeratin 5/6 expression, appear
to be consistent with literature. However, standard criteria should be
established in large study groups to evaluate the effects of p-mTOR and
cytokeratin 14 expressions.

Key words: triple negative breast carcinomas, basal-like breast carcinoma,
PARP1, p-mTOR, cytokeratin 5/6, cytokeratin 14
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1. Giris

Meme kanseri, genellikle duktal lobuler tinitten kéken alan heterojen bir
hastalik grubudur. Insidans: tiim kanserler i¢inde %23 diir [1]. Her y1l diinyada
1.300.000°den fazla yeni olgu ve 450.000 &lime neden olmaktadir [2].
Etiyolojide diyet (yiiksek kalorili beslenme), fiziksel aktiviteden yoksunluk,
reprodiiktif faktorler (erken menars, ge¢ menapoz, nulliparite, infertilite),
hormonlar, ¢evresel faktorler (radyasyon) ve genetik yatkinlik (BRCAL ve
BRCAZ2) gibi bir ¢ok faktor rol oynamaktadir [1].

Timor derecesi (histolojik ve niikleer derece, mitotik aktivite durumu)
onemli bir prognostik faktor olarak kabul edilmektedir [1]. TNM evreleme
sistemi (timor boyutu, deri veya gogiis duvari invazyonu, lenf nodu invazyonu
ve uzak metastaz), dstrojen reseptorii (ER) ile progesteron reseptorii (PR)’niin
durumu ve insan epidermal biliylime faktorii reseptorii 2 (“Human epidermal
growth factor receptor 2”, HER2) ekspresyonu, Ki67 proliferasyon indeksi,

p53 pozitifligi prognozda ve tedavi modelinin belirlenmesinde 6nemlidir.

Meme kanseri morfolojik, immunohistokimyasal ve klinik agidan ¢esitlilik
gostermektedir ve gen ekspresyon analizleri ile ¢esitli alt tiplere ayrilmaktadir.
Bu gruplar ER pozitif tipler (Luminal A ve Luminal B), ER negatif tipler
(HER2 pozitif, Uglii negatif, Normal meme benzeri) olarak sekillenmektedir

3].

Uclii negatif meme karsinomlart (UNMK) immunohistokimyasal olarak ER,
PR, HER2 negatif tiimorlerdir ve tim meme kanserlerinin ortalama %10-
20’sini olustururlar [4, 5]. UNMK’lar1 daha geng¢ yasta goriiliirler, hizh
progresyon ve kisa sagkalima sahip, agresif tiimorlerdir. Lehmann ve
arkadaslari, 2011 yilinda {iclii negatif meme tiimoriine sahip genis bir hasta
grubunda yaptiklar1 arastirmada, bu tiimorleri farkli gen ekspresyonlarina ve
farkli prognozlara sahip 6 alt gruba ayirdilar. Bu alt tipler; bazal benzeri 1
(BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immunomodulatér (IM), mezenkimal (M),



mezenkimal kdok hiicre benzeri (MSL), luminal androjen reseptér (LAR) alt

gruplaridir [5, 6].

UNMK larinin yaklasik %75’ini bazal benzeri grup olusturur [2]. Bazal
benzeri grup, bazal sitokeratinler (sitokeratin 5/6, sitokeratin 14, sitokeratin 17)
ve epidermal biiyiime faktor reseptorii (“epidermal growth factor receptor”,
EGFR) ile pozitiflik gosterir [7]. Alt tiplendirmenin yapilmasi hastalarin tedavi
yaklagimi ve takibinde Onem tasimaktadir. Bu nedenle alt tipin en azindan

bazal benzeri grup ve bazal benzeri dis1 olarak belirtilmesi 6nemlidir.

UNMK lar1 giiniimiizde hormonoterapi ve transtuzumab tedavilerinden
yoksun kalmaktadir. Bu tiimor grubunda yeni hedefe yonelik tedavi ajanlarinin
arastirilmasi icin dikkatler hiicre biiylimesi, invazyon ve metastaz i¢in gerekli
hiicre i¢i sinyal yolaklar tizerine ¢ekildi. Bu yolaklardan biri membran tirozin
kinaz reseptorleri ile aktive olan PI3K/AKT/mTOR yolagidir. Rapamisinin
memelilerdeki hedefi (“mammalian target of rapamycin”, mTOR),
Fosfoinositol 3 kinaz (PI3K) yologinin anahtar bilesenlerinden biri olup, timor
doniisimii ve ilerlemesinden sorumlu bir serin/ tireonin kinazdir [8]. mTOR,
PI3K kinaz/AKT yolaginda Ser2448 bolgesinden fosforilize olarak ya da
Ser2481’den otofosforilizasyon ile aktive olur. Ribozomal p70 S6 kinaz
(S6K1) ve okayotik translasyon baglatma faktorii 4E baglayict protein (4E-
BP1) mTOR’un ana iki mesajcisidir. Bu mesajcilar mTOR etkisiyle aktive
oldugunda RNA translasyonu artar, bunun sonucu olarak protein sentezi, hiicre
biiylimesi ve g¢ogalmasi gergeklesir [8]. Bu roliinden otiiri mTOR’a karst

hedefe yonelik tedavi modelleri gelistirilmeye caligilmaktadir.

Fosforilize mTOR (p-mTOR) niikleer seviyede tespit edilen, mTOR’un
aktive formudur. Literatiirde p-mTOR ekspresyonu olan meme karsinomlari
lenf nodu metastazi, kotii sagkalim ve hastalik tekrari ile iligkili bulundu [9,
10]. UNMK larinin iiglii negatif olmayan gruba gore p-mTOR ekpresyonu
daha fazladir [11], ancak literatirde UNMK grubunda p-mTOR ekspresyonunu
arastiran c¢alisma sayis1 azdir. Fosforilize mTOR’un diger meme karsinomu
tiplerine gore UNMK grubunda daha fazla énemi oldugu diisiiniilmekte ve bu

gruba yonelik tedavi ajalar gelistirilmeye caligilmaktadir.



Hedefe yonelik tedavi ajani arastiritlmasinda dikkat ¢eken konulardan biri de
Poli ADP riboz polimeraz-1 (PARP1)’dir. PARP1, DNA hasariyla aktive olan,
transkripsiyon, hiicre siklusu, tiimorogenezis ve DNA tamirinde rol alan
kromatin iliskili, O6nemli bir enzimdir [12]. PARP1 aktive oldugunda
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’1 substrat olarak kullanarak Poli ADP-
riboz (PAR) sentezler ve PAR’1 kovalent olarak niikleer proteinlere
(nukleozomal kor histonlar1, topoizomeraz I-1I, yiiksek degisken grup
proteinleri, p53) transfer eder [13]. PARP1 bagimli baz kesip ¢ikarma onarimi
bozuldugunda DNA tek zincir kiriklar1 olusur. Homolog rekombinasyonun
bozuk oldugu BRCA mutasyonu olan tiimdrlerde biriken tek zincir kiriklar ¢ift
zincir kiriklarina ve takiben replikasyon c¢atalinin ¢okmesine neden olur. Bu
yiizden BRCA iligkili ve {iglii negatif timorlerde PARP inhibitorleri kullanimi,
PARP1 aktivitesinin kaybina ve tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir.
BRCA iliskili meme tiimoérleri homolog rekombinasyon nedeniyle PARPI
inhibitorlerine daha duyarlidir [12, 13]. Literatiirde, quantitative real-time
multiplex polymerase zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile PARP1’in
UNMK ’larinda reseptor pozitif gruba gore daha ¢ok arttig1 belirtilmektedir. Bu
nedenle UNMK ’lar1 ve reseptor pozitif gruba yonelik PARP inhibitdrlerinin

kullanim1 denenmektedir.

Bu ¢alisgmada boliimiimiizde 2005-2010 yillar1 arasinda meme karsinomu
tanis1 almig ve ER, PR, HER2 negatif toplam 82 olguda, immunohistokimyasal
yontemle hedefe yonelik tedavilerde arastirilan PARP-1, p-mTOR ekspresyon
diizeylerinin degerlendirilmesi, karsilastirilmasi, yorumlanmasit ve varsa
prognoz iizerine etkisinin arastirilmasi planlandi. Ayrica UNMK ’lar1 igerisinde
daha sik goriilen ve daha kotii klinik gidise sahip oldugu bildirilen bazal
benzeri grubun, yiiksek molekiil agirlikli sitokeratinler olan sitokeratin 5/6 ve

sitokeratin 14 ile immunohistokimyasal olarak belirlenmesi amagland.



2. Genel Bilgiler

2.1. Meme Anatomisi ve Histolojisi

Eriskin meme dokusu, gogiis 6n duvarinda vertikal olarak 2. ve 7. Kkotlar
arasinda, yatay olarak ise sternumun sonlandigi yerden orta aksiller ¢izgiye
uzanan hatta yerlesmistir. Agirligi ortalama 30g ile 1000g arasinda olup kisiye,
yasa, menstiirel siklusa ve gebelige bagli olarak degismektedir [14].

Memenin kanlanmasi baslica internal mammaryan arter ve lateral torasik
arterler yoluyla saglanir. Lenfatik damarlar1 %75 oraninda ipsilateral aksiller
lenf nodlarina, daha az oranda ise parasternal ve abdominal lenf nodlarina

agilir.

Gogus duvari

Pektoral kaslar

Lobiiller

Ampulla

Areola

Laktiferz duktus

Cooper ligamani ‘

SEKIL 1: Meme anatomisi

Meme dokusu dallanan tubuloalveolar glandlardan meydana gelen 15-20
adet lobdan olusur. Fibroz bag dokusu loblar1 birbirine baglar. Her lob 20-40
lobiile ayrilir. Dermisle yiizeyel fasyanin derin tabakasi arasinda, memenin

iskeletini olusturan fibréz bantlar uzanir (Cooper ligamani) (Sekil 1).



Memeyi olusturan ve sekresyonu saglayan temel yapisal birim terminal
duktal lobiiler iinitedir (TDLU). TDLU, asiniisler ile intralobiiler terminal
duktuslardan olusan lobiil ve bunlarin agildig1 ekstralobiiler terminal duktustan
olusur (Sekil 2). TDLU’nun histolojik yapis1 incelendiginde dis tarafta
yerlesmis myoepitelyal hiicreler ile icteki sekretuar luminal hiicrelerden
olustugu goriiliir. Luminal (sekretuar) hiicreler kiibik ya da prizmatik sekilli,
soluk eozinofilik sitoplazmali, oval uniform ¢ekirdekli hiicrelerdir.
Myoepitelyal hiicreler ise genelde yassi ¢ekirdekli, berrak belirgin sitoplazmali
epiteloid ya da diiz kasa benzer morfolojide igsi hiicreler seklinde goriiliirler.
Myoepitelyal hiicre tabakasinin diginda tip IV kollagen ve laminin i¢eren bazal
lamina bulunur. Ayrica liminal yiizde glandiiler veya Oncii myoepitelyal

hiicrelere diferansiye olabilen {i¢iincii bir hiicre tipi olan kok hiicre bulunur.

Intralobuler
terminal duktus

Segmental duktus Duktilis

Laktiferoz
duktus

Ekstralobuler Lobdil
terminal
| duktus )

I

Terminal duktal lobuler Gnit
(TDLU)

SEKIL 2: Memenin tubuloalveolar yapisi ve TDLU

Meme kanserinin ¢ogu TDLU’den koken alir. Bu yapisal birimin
hiicrelerinin  immunohistokimyasal fenotip olarak farkliliklar gosterdigi

bilinmektedir ve bu farklar da prognozu etkilemektedir.



2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Invaziv meme karsinomlari, kadinlarda en sik gériilen tiimér olup, kadin
kanserlerinin %22’sini, gelismis {ilkelerde ise %26’sin1 olusturur. Riskin
yiiksek oldugu Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’da kadinlarin %6’sinda
75 yasindan 6nce meme karsinomu gelisir. Bu oran, Japonya’nin da iginde
bulundugu Giiney ve Dogu Asya ile Sahraalti Afrika, gibi gelismekte olan
ilkelerde gelismis iilkelerin 1/3’1 kadardir. Bu bolgelerdeki iilkelerden sadece
Japonya gelismis bir iilke olmasina karsin buradaki insidans halen diisiik

seviyededir [1].

Meme kanserli hastalarda tim evrelere gore 5 yillik sagkalim orani,
gelismis iilkelerde %83 iken, gelismekte olan iilkelerde %53 olarak
bildirilmektedir. Aradaki bu o©nemli fark, gelismis {lkelerde tarama
programlar1 sayesinde erken tani oraninin daha yiiksek olmasi ve daha iyi

tedavi olanaklarina atfedilmektedir [15].

2.3. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir ve olgularin ¢ogunda kanser

gelisiminde birden fazla faktor rol almaktadir.
. Yas: Meme kanseri siklig1 cogu epitelyal timor gibi yasla artmaktadir.

. Diyet ve yasam tarzi: Yiiksek kalorili beslenme, yetersiz fiziksel

aktivite, alkol ve sigara kullanimi meme kanseri riskini arttirir.

. Hormonal durum ve reprodiiktif faktorler: Erken menars (<12 yas),
diizensiz ve anovulatuar adet sikluslari, ge¢ dogum yapma (>30 yas), hic
dogum yapmamis olma, ge¢ yasta menopoz (>55 yas), oral kontraseptifler
(OKS), postmenapozal hormon replasman tedavisi ve karsilanmamis Ostrojen

tedavisi meme kanseri riskini arttirir.



. Iyonizan radyasyon: Tiim kanser tiplerinde oldugu gibi, meme kanseri

riskini de arttirir.

. Ailede meme kanseri oykiisii: Tiim meme kanserlerinin sadece %10-
15'1 kalitsaldir. Ailede meme kanseri Oykiisii olmasi, BRCA-1 ve BRCA-2
genlerinde ve P53 geninde mutasyon olmast meme kanseri riskini
artirmaktadir. Bu genlerin disinda meme kanseri ile iligkili oldugu bildirilen

15’ten fazla gen bulunmaktadir [1].

2.4. Klinik Bulgular

Memede kitle, en sik bagvuru sikayetidir. Yeni fark edilen kitle haricinde
daha once var olan kitlede degisiklik, menstiirasyon sonrasi devam eden
nodiilarite, antibiyotik kullanimi ile gegmeyen meme inflamasyonu ve rekiirren
kistler Oykiide timorii akla getiren bulgulardir. Daha az goriilen ancak
goriildiigiinde ¢ogunlukla tiimorii diislindiiren, meme bas1 akintisi, meme basi
retraksiyonu, meme kontiiriinde degisiklik, meme bas1 derisinde ekzematize

goriiniim gibi bulgular izlenebilir.

2.5. Goriintiileme

o Mamografi (MMG): Ug boyutlu meme yapilarinin X 1sin1 kullanarak
iki boyutlu (kraniokaudal ve lateral) goriintiilenmesi esasina dayanir. Memede
ele gelen lezyonlara gore ¢cok daha erken bir evrede olan, klinik olarak gizli
durumdaki, palpe edilemeyen meme kanserlerini agiga ¢ikarir. Memede
kuskulu kitleler MMG’ye diizensiz smirli, mikrokalsifikasyonlar iceren

goriintiiler seklinde yansimaktadir.



o Ultrasonografi (USG): Kirk yasindan gen¢ kadinlarda meme
goriintiilemesinde USG kullanilmaktadir. Premenopozal donemde meme
yogunlugu fazla oldugundan kitlenin biiyiikliigii ve sinirlarini belirlemek igin

MMG ile birlikte USG degerlendirme yapilabilir.

2.6. Evreleme

Evreleme, hastanin prognozunu 6n gérmede ve hasta i¢in en uygun tedavi
modelinin  olusturulabilmesi i¢in Onem tasimaktadir. Meme kanseri
evrelemesinde Amerikan Kanser Komitesi’nin (AJCC) 6nerdigi, 2009 yilinda

son glincellemesi yapilan TNM sistemi kullanilmaktadir.

TABLO 1: Meme tiimorlerinde TNM evrelemesi

T (Timor)

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimdr bulgusu yok

Tis (DCIS) Duktal karsinoma in situ

Tis (LCIS) Lobiiler karsinoma in situ

Tis (Paget) Meme baginin Paget Hastaligi1 +/- invaziv/in situ
karsinom

Timi <1 mm (mikroinvazyon)

Tla >] mm <5 mm

T1b >5 mm <10 mm

Tlc >10 mm <20mm

T2 >20 mm <50 mm

T3 >50 mm

T4a Gogilis  duvarma invazyon (Sadece pektoral kas
invazyonu yeterli degil)

T4b Ulserasyon ve/veya satellit nodiil ve/veya ddem

T4c T4a+T4b

T4d Inflamatuar karsinom




N (Bolgesel Lenf Nodlari) (Klinik)

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ipsilateral seviye I, II lenf nodu metastaz (fikse degil)

N2a Fikse ya da grup olusturmus ipsilateral aksiller lenf
nodlarinda metastaz

N2b Klinik olarak asikar aksiller lenf nodu metastazi olmadig:

durumlarda klinik olarak saptanmis ipsilateral internal
mammaryan lenf nodu metastazi

N3a Ipsilateral infraklavikuler lenf nodu metastazi

N3b Ipsilateral aksiller ve internal mammaryan lenf nodu
metastazi

N3c Ipsilateral supraklavikuler lenf nodu metastaz

pNX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

pNO(i-) Histolojik ve immunohistokimyasal olarak negatif

PNO(i+) Histolojik ve immunohistokimyasal olarak saptanmis

izole timor hiicreleri

pNO(mol—) Histolojik olarak metastaz yok, molekiiler bulgu (RT-
PCR*) yok

pNO(mol+) Pozitif molekiiler bulgular (RT-PCR*) var, histolojik ya
da immunohistokimyasal bulgusu yok

pN1mi Mikrometastaz (>0,2mm <2 mm)

pNla 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz

pN1b Internal mammaryan lenf nodunda makro ya da
mikrometastaz

pN1lc pNla+pN1lb

pN2a 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz

pN2b Aksiller lenf nodu metastazi olmaksizin klinik olarak
saptanmis internal mammaryan lenf nodu metastazi

pN3a 10 ya da daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz ya da
infraklavikiiler (seviye III) lenf nodlarina metastaz

pN3b Bir ya da daha fazla metastatik aksiller lenf nodu

varliginda klinik olarak agikar ipsilateral internal
mammaryan lenf nodu metastazi ya da {igten fazla
aksiller lenf nodunda metastaz ve internal mammaryan
lenf nodlarinda sentinel lenf nodu biyopsisi ile saptanan
mikrometastaz ya da makrometastaz

pN3c Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastaz




M(Uzak Metastaz) |

MO Uzak metastaz yok

cMO(i+) Klinik ve radyolojik bulgu olmaksizin kemik iligi, uzak
organ, lenf nodlar1 ve kanda dolasan <0,2 mm tiimor
hiicreleri

M1 Uzak metastaz var

*: RT-PCR: real time polimeraz zincir reaksiyonu

TABLO 2: Meme kanserinde evreleme

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre 1B T0, T1 Nmi MO
Evre 2A TO, T1 N1 MO

T2 NO MO
Evre 2B T2 N1 MO

T3 NO MO
Evre 3A TO,T1,T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
Evre 3B T4 NO, N1, N2 MO
Evre 3C Herhangi bir T N3 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.7. Prognostik Faktorler

2.7.1. Aksiller Lenf Nodu Durumu

Giliniimiizde meme kanserinin prognozunu belirleyen en 6nemli faktor,
aksiller lenf nodu metastazinin varhigidir. Hastaliksiz ve toplam sagkalim
stireleriyle dogrudan iliskilidir. Meme kanseri tanis1 alan, o6zellikle ilk 5 yil
igerisinde lenf nodu tutulumu olmayan, 1-3 metastatik lenf nodu olan ve 4’ten

fazla metastatik lenf nodu olan olgularda sagkalim oranlar1 agisindan anlaml
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fark oldugu saptandi [16] . Aksiller lenf nodu metastazinin varligr 5 yillik
toplam sagkalimi %40°’a kadar indirebilmektedir [17].

Aksilladan diseke edilmesi gereken lenf nodu sayisi AJCC tarafindan
minimum 6 olarak tanimlandi.

Giiniimiizde aksiller lenf nodu diseksiyonunun neden oldugu morbiditeyi
azaltmak i¢in aksiller lenf nodlari korunmaya calisilmaktadir. Bu nedenle de
sentinel lenf nodu biyopsisi (SLNB) yapilmakta ve sonuca gore aksiller
diseksiyon karar1 verilmektedir. Sentinel lenf nodu (SLN), timoriin direne
oldugu ilk lenf nodudur. SLN isaretlemelerinde radyoaktif izotoplar ya da mavi
boya kullanilmaktadir.

Aksiller lenf nodu metastazi; makrometastaz (> 2 mm), mikrometastaz (< 2
mm, > 0,2 mm) ve izole tiimdr hiicreleri/submikrometastaz (tek hiicreler veya
boyutu 0,2 mm’yi ge¢meyen, en fazla 200 hiicreden olusan kiiglik tiimoral
hiicre gruplar1) seklinde gruplandirilmaktadir. Makrometastazlarin prognozla
iligkisi net olarak  bilinmekle birlikte  submikrometastazlar ve

mikrometastazlarin prognozla iliskisi net olarak bilinmemektedir [18].

2.7.2. Tiimor Boyutu

Oncelikle invaziv komponentin biiyiikliigii olmak {izere tiimor ¢ap1, aksiller
lenf nodu tutulumunu 6ngdren 6nemli bir prognostik faktordiir [19] . Timor
capi arttikca sagkalim siiresi azalmakta ve aksiller lenf nodu tutulumu olasilig
artmaktadir [20]. Boyutu 1 cm’nin altinda olan tiimorlerde 10 yillik sagkalim
%90’1in lizerindeyken, 2 cm’den biiyiik tiimorlerde bu oran %77’ye

diismektedir [21].
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2.7.3. Tiimor Derecesi

Tiimdr derecesi nemli prognostik faktdrlerden biridir. Invaziv meme
karsinomlar1 tubuler/glanduler diferansiasyon durumu, niikleer pleomorfizm ve
mitotik aktivite indeksine gore derecelendirilmektedir. Modifiye Bloom
Richardson Derecesi (MBRD) giiniimiizde meme kanserinin derecesini
belirtmede kullanilmaktadir. MBRD’ye gore 3, 4 ve 5 olarak skorlanan olgular
derece 1; 6 ve 7 olarak skorlanan olgular derece 2; 8 ve 9 olarak skorlanan

olgular derece 3 tiimdrlerdir.

TABLO 3: MBRD derecelendirme sistemi

Puan
Tubiil Olusumu
>%75 1
%10-75 2
Minimal veya hi¢ yok (<10) 3
Niikleus o6zellikleri
Kiiciik niikleus, diizgiin sinirlar, iniform kromatin paterni 1
Normalden biiyiik, vezikiiler niikleuslu, niikleoli
secilebilen, 1liml1 boyut ve sekil farki gosteren hiicreler 2
Vezikiiler niikleus, belirgin niikleol, belirgin boyut ve sekil
farki gosteren hiicreler 3
Mitoz sayis1 (x25, alan ¢ap> 0.59 mm-10 alan)
0-9 1
10-19 2
>20 3

2.74. Histolojik Tip

En sik goriilen meme karsinom tipi invaziv duktal karsinom (IDK), baska
tiirlii siniflandirilamayan (“not otherwise specified”, NOS)’dur ve yayinlardaki
siklig1 %40 ile %75 arasinda degismektedir [1]. IDK, NOS grubundan sonra

12



gelen grup invaziv lobuler karsinom (ILK)’dur ve sikligi %5-15 arasinda
bildirilmektedir. Daha az oranda goriilen invaziv kribriform, tubiiler,
tubiilolobiiler gibi daha diisiik dereceli tiimorlerde sagkalim beklentisi daha

yiiksek olup 10 yillik sagkalim %80’in tizerindedir [22].

2.7.5. Lenfovaskiiler Invazyon

Ozellikle T1, nod negatif hastalarda 6nemli bir bagimsiz prognostik
faktordiir. LVI’nin lenf nodu tutulum oranm arttirdign gdsterilmektedir. Erken

lokal rekiirrens riskinde 3 kat artis ve uzak metastaz ile de iliskilidir [23, 24].

2.7.6. Tiimor Infiltre Eden Lenfositler (TIL)

Neoplastik gelisim dokularin yapisal diizenini bozarak immun yanit1 aktive
eder ve aktive olan immun sistem tiimorii ortadan kaldirmaya calisir. Solid
tiimorlerde spesifik immun sistem hiicreleri ve klinik yanit arasinda iligkinin
bulundugu birgok arastirmada gosterildi [25]. Ozellikle HER2 (+) ve
UNMK larnda TIL degerlendirmesi prediktif ve prognostik éneme sahiptir.
UNMK ’larinda biiyiik serilerde yapilan galigmalarda, tan1 aninda yogun TiL

varligi kemoterapi sonrasi sagkalimi arttirmaktadir [26, 27].

2.7.7. P53

P53 bir timor supresor gendir ve ‘genomun bekgisi’ olarak
tanimlanmaktadir. P53 mutasyonu sporadik ve ailesel sendromlar seklinde

karsimiza ¢ikarak pek ¢ok kansere neden olabilmektedir. Meme karsinomunda
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%23 oraninda p53 mutasyonu bildirilmektedir [28]. P53 durumu, rutin patoloji
uygulamasinda {HK ile degerlendirilmektedir. IHK ydntem ile mutasyon
analizlerinin uyumlulugunu degerlendiren calismalarda yogun, asir1 p53
ekspresyonu varliginda ve p53 ekspresyonunun tamamen kaybolmus oldugu
durumlarda mutasyon saptandigi, buna karsilik daha seyrek IHK boyanmalarin
gosteren vakalarda mutasyon goriilmedigi dikkati ¢ekmektedir [28, 29]. Meme
karsinomlarinda p53 pozitifligi kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir [30].

2.7.8. Proliferasyon indeksi

Ki67, mitoz boliinmenin G1, S, G2 ve M fazlarinda sentezlenir. Dinlenme
faz1 olan G0’da Ki-67 protein ekspresyonu olmaz [31]. G1 ve S fazlarinda
diisiik miktarlardayken, mitoz fazi sirasinda maksimum degerine ulasir ve
mitozun son asamalarinda hizla azalir. Ki67, timoriin mitotik aktivitesi
hakkinda fikir vermekte ve proliferasyon aktivitesini gostermek igin
kullanilmaktadir. IHK yontemle niikleer boyanma yiizdesi hesaplanarak
belirlenmektedir. Erken evre meme kanserinde Onemli bir prognostik
parametre olarak kabul edilmektedir [32]. Ki67 ayrica Luminal A ve B gruplart
arasindaki ayrimi yapabilmek amaciyla da kullanilmaktadir. Buna goére ER
pozitif tiimdrlerin Ki67 proliferasyon indeksi %14 ve lizerinde oldugunda

Luminal B olarak degerlendirilmektedir.

2.7.9. Hormon Reseptorleri

Ostrojen 18 karbonlu steroid yapida seks hormonudur. Progesteron ise,
temel sentez yeri korpus luteum olan, steroid yapida ve 21 karbon atomu igeren
bir hormondur. Ostrojen ve progesteron, niikleustaki reseptdrlerine baglanarak
transkripsiyon kaskadi tiizerinden etki gosterirler. Bu hormonlarin meme

kanseri olusumunda mutajenik etki yaptiklar1 bilinmektedir.
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Ostrojen (ER) ve progesteron reseptdr (PR) durumu tedaviyi belirlemede
onemli role sahiptirler ve adjuvan tamoksifene yanit1 6ngdérmede kullanilirlar.
ER(+)/PR(+) tiimorlerde bu tedaviye yanmit oranmi %60-70, ER(-)/PR(-)
tiimdrlerde %10 oranindadir. ER(+)/PR(-) tiimoérlerde ise oran %40’ tir. Meme
karsinomlarinin %60’1 ER sentezler ve bu tiimorlerin daha iyi prognoza sahip
olduklar1 digiiniiliir. Bu tiimdrler daha yavas biiylimekle birlikte metastaz

yapma potansiyelleri ayni oranda diisiik degildir [1].

ER ve PR, rutin uygulamada IHK yontemiyle degerlendirilir ve niikleer
boyanma pozitif kabul edilir. Boyanma yiizdesi ve siddeti dikkate alinmaktadir.
Siddet zayif (1+), orta (2+) ve kuvvetli (3+) boyanma olarak ifade

edilmektedir. Degerlendirme i¢in mutlaka internal kontrol bulunmalidir.

2.7.10. HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2)

HER2, 17q12’de yerlesmis olan ERBB2 geni tarafindan kodlanir, 185 kD
agirhginda olup tirozin kinaz aktivitesi gostermektedir. HER2 normal hiicre
gelisim ve proliferasyonunda gorevlidir ve pek cok epitel hiicresinde diisiik
diizeyde eksprese edilir. Bu protein membrandz yerlesimli olup, hiicre
membraninin  dis kisminda, transmembrandz ve hiicre membraninin ig
kisminda yerlesmis olan ii¢ pargadan olusmaktadir. Lenf nodu metastazi olan
meme kanseri olgularinda kotii prognoz icin bagimsiz bir faktdr oldugu

gosterildi [33].

I[HK sonu¢ degerlendirmesi ASCO/CAP  onerileri dogrultusunda
membranéz boyanma skorlanarak yapilmaktadir [34]. Bu skorlamaya gore
invaziv timor hiicrelerinin >%10’unda tiniform, yogun, komplet membrandz
boyanma (3+) olarak kabul edilmekte; tiimor hiicrelerinin >%10’unda asikar
sitkumferansiyel dagilim gosteren non-iiniform ya da zayif komplet
membrandz boyanma ise (2+) olarak degerlendirilmektedir. Zayif, inkomplet

membrandz boyanma (1+), timor hiicrelerinde hi¢ boyanma olmamasi (0)

15



olarak kabul edilmektedir. (2+) olarak raporlanan olgularin bir kismi yanlis
pozitif oldugundan bu olgularda yine ASCO/CAP onerileri dogrultusunda
FISH yontemiyle amplifikasyon degerlendirilerek dogrulama testi
yapilmaktadir. FISH ydntemiyle negatif sonug¢ alnan (2+) olgular ile, IHK
yontemle (1+) ve (0) degerlendirilen olgular HER2 amplifikasyonu agisindan
negatif kabul edilmektedir.

2.8. Meme Kanserinde Molekiiler Siniflama

Meme kanserinin dogasi, tedavi cevaplarinin birbirinden farkli olmasi,
molekiiler durumunu anlayabilmek ve fenotipini belirleyebilmek icin gen

ekspresyon profili analizlerinin hiz kazanmasina neden oldu [24, 30].

Insan meme dokusu bazal (ve/veya myoepitelyal) epitelyal hiicreleri ve
luminal epitelyal hiicreleri igermektedir [35, 36]. iki hiicre tipi de birbirinden
oldukca farkli IHK ’sal fenotip gdstermektedirler. Bazal hiicreler sitokeratin 5/6
gibi keratinler (sitokeratin 5, sitokeratin 6a, sitokeratin 6b, sitokeratin 14,
sitokeratin 16, sitokeratin 17) ile boyanma gosterirken, luminal epitelyal
hiicreler sitokeratin 7, sitokeratin 8, sitokeratin 18, sitokeratin 19 ile pozitiflik
gostermektedir. Ayrica bu iki hiicre tipinde bir ¢cok gen eksprese olmaktadir
ancak bu genler de birbirinden farklidir. Bazal hiicrelerde keratin 5, keratin 17,
keratin 14, integrin B4 ve laminin gen ekspresyonu olurken; luminal hiicrelerde
ER transkripsiyon faktoriinli de iceren bir dizi gen ekspresyonu

gerceklesmektedir [35].

Immunohistokimyasal olarak bazal ve luminal sitokeratinler ile boyanma,
oldukca degiskenlik gosterebilmekte ise de invaziv meme karsinomunu alt
tiplere ayirmaya yardimci olabilmektedir [37]. Ancak bazal sitokeratinler,
bazal benzeri grubun tamaminda eksprese edilmemektedir, bu yiizden farkl

belirteglere ihtiyag duyulmaktadir [38].
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Sorlie ve Perou, farkli gen ekspresyon paternleri gosteren dort ana
molekiiler grup tanimladi ve meme karsinomu molekiiler alt gruplari, ER+/
luminal benzeri, bazal benzeri, HER2 pozitif, normal meme benzeri seklinde
smiflandirild: [3]. Bu ¢alismaya gore klinik olarak ER negatif olarak ifade
edilen grup, bazal benzeri ve HER2 + gruplarin1 igermektedir. Son yillarda
mesajct RNA ekspresyon analizlerine goére yapilan farkli caligmalarda ise
luminal A, luminal B, bazal benzeri, Her2 zengin, klaudin diisiik gruplar
olmak {iizere bes intirinsik molekiiler gruba ayrildi [39]. Bu gruplamalar

temelde meme karsinomlarinin sitokeratin gen ekspresyonlarina gore yapildi.

. Luminal A; Tim meme karsinomlarinin yaklasik %40’ 1 olusturur ve
en sik izlenen alt tiptir. Genelde diisiik dereceli tiimorler olup belirgin olarak en
iyi prognozlu grubu olusturur [30, 40]. Memenin luminal epiteline benzerlik
gosteren, ER pozitif kanserlerin ¢ogu bu gruptadir. ER ve PR iliskili diger

genlerin aktivasyonu sonucu gelisir, HER2 negatiftir.

o Luminal B; ER (+) olan ancak Luminal A’ya goére proliferatif
aktivitesi daha yiiksek tiimorlerdir ve Ki67 proliferasyon indeksi %14’lin
iistiinde beklenmektedir. Tiim meme kanserlerinin %20’sini olusturur. Luminal
A’ya gore gorece diisik ER ekspresyonu, artmis HER2 ekspresyonu ve
proliferatif aktivite nedeniyle prognozu Luminal A’ya gore daha kotidiir [41,
42].

o HER?2 pozitif; HER2 amplifikasyonu olan, genellikle ER, PR negatif
timorleri igerir. Meme kanserlerinin %10-15’ini  olusturur. HER2 ve
proliferasyon gen kiimelerinin yiiksek ekspresyonu ile luminal ve bazal gen

kiimelerinin diisiik ekspresyonu s6z konusudur [3].

° Klaudin-diisiik; Hiicreler arast adezyon molekiilleri olan klaudin 3, 4,
e-kadherin ve luminal yiizey belirteglerinin diisikk ekspresyonu goriiliir [39].
Ucglii negatif meme kanserine ve meme kok hiicrelerine benzer tiimér hiicreleri
ile karakterizedir [43]. Meme karsinomlarinin %5-10"unu temsil eder. Bazal

benzeri tiimorlere gore daha yavas biiylime potansiyeline sahiptir.
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. Normal benzeri; Normal meme dokusu ile ayni gen ekspresyonuna
sahip oldugu gorilmiistiir. Bu lezyonlarin ayri bir grup mu oldugu yoksa
incelenen Ornekte tiimor dokusunun az olmasina bagli bir sonu¢ mu oldugu

tartismalidir [43].

. Bazal benzeri; Bazal benzeri meme Kkanseri tim meme kanserlerinin
%10-25’ini olusturur. Koti klinik gidise sahiptir ve sagkalimi diisliktiir. ER,
PR negatif, Her2 amplifikasyonu olmayan tiimoérlerdir ve tipik olarak bazal tip
sitokeratinler eksprese ederek myoepitelyal hiicrelerin 6zelliklerini tasirlar
[38]. Alt tipler i¢inde en yiiksek proliferatif aktiviteye sahip gruptur. Artmis
proliferasyon, hiicre siklusunda kilit rol oynayan Retinoblastom (RB) protein
fonksiyon kaybina baglh gibi goriinmektedir [44]. Ayrica bu grubun %50’den
fazlasinda p53 mutasyonu saptandi. Tim bu etkenler tiimoriin hizh
progresyonunda etkili olmaktadir. Bazal sitokeratin ekspresyonlar ile yiiksek
timdr derecesi ve kotii prognoz arasindaki iligki bir ¢ok c¢aligmada ortaya
kondu [45, 46] ve prognozu diger gruplara kiyasla belirgin derecede kotii
oladugu saptandi.

2.8.1. Uclii Negatif Meme Karsinomlart (UNMK) ve Molekiiler
Swniflama

DNA mikroarray ve gen ekspresyon profillerinin arastirllmasi meme
karsinomunda degisik alt gruplarin ortaya ¢ikmasinda neden olmustur [44].
UNMK lari; tespit edilebilen ER, PR ekspresyonu ve HER2 gen
amplifikasyonu yoklugu olarak tanmimlanmaktadir [47] ve iyi taninmis
molekiiler hedeflerden yoksundur [48].

Tiim meme kanserlerinin %10-20 kadarin1 olusturmaktadir. UNMK ’lar1
biiylik boyutlu, yiiksek dereceli, genellikle tan1 aninda lenf nodu metastazina
sahip, kotii klinik gidis gosteren tiimorlerdir [49]. Diger meme kanseri alt
tiplerine gore daha sik hastalik rekiirrensi ve kotii sagkalim ile iliskilidir [49,
50]. Tedavi modelinin temelini olusturan adjuvan kemoterapiye ragmen

hastalarin ancak %30 unun sagkalimi ortalama 5 yila ulasabilmektedir [50].
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Bu agresif tip meme kanserine karst farkli tedavi ajanlarinin
gelistirilebilmesi i¢in genis genomik, molekiiler ve biyolojik analizlere ihtiyag
duyuldu. Lehmann [5], yaptig1 ¢calismada bazal benzeri-1 (BL1); bazal benzeri-
2 (BL2); immunmodulator (IM); mezenkimal (M); mezenkimal kok hiicre
benzeri (MSL); luminal androjen reseptor (LAR); olmak {izere alt1 alt grup

tanimladi.

>  Bazal benzeri 1 (BL1) ve Bazal benzeri 2 (BL2) alt tipleri : BL1 alt
grubunun gen analizleri sonuglari, hiicre siklusu, DNA replikasyonu, G2
yollagi, RNA polimeraz, ATR/BRCA yolagi, G1-S gegisi olmak iizere hiicre
siklusu ve hiicre boliinmesinin yolaklarinda yogunlastigini gosterdi [5].
Proliferasyon genleri ekspresyonunda artma, Ki67 proliferasyon indeksinde
artmaya neden olmaktadir. Bu nedenle bazal benzeri grubun Ki67
proliferasyon indeksi diger alt tiplere gore anlamli derecede yiiksek bulundu
[5]. Bu artmis proliferasyon, taksanlar gibi antimitotik kemoterapotik ajanlara
yanit1 arttirmaktadir [51]. Proliferasyonun artmasi ve hiicre siklusunun kontrol
noktalarinin kaybi, DNA hasarindan sorumlu genlerin ekspresyonunda artisa

neden olmaktadir.

BRCA, DNA cift zincir kiriklarinin tamirinde ve DNA stabilizasyonunda
gorevlidir [52]. BRCAL germ-line mutasyonlari ile bazal benzeri grup arasinda
iliski mevcuttur. BRCA1 iliskili meme kanserlerinin {igte biri bazal benzeri
mikroarrey ve IHK profili sergilemektedir [30]. BRCA genetik testine
yonlendirilen hastalar arasinda yapilan ¢alismalarda, BRCA1 mutasyonu
gdsteren %57 hasta, BRCA2 mutasyonu gosteren %23 hasta UNMK tanisi ald1
[53]. BRCA1 ve BRCA2 mutant tiimorlerin de bazal benzeri alt tipe uyan gen
ekspresyonu ve fenotip sergiledigi bilinmektedir [54].

BL2 alt tipi, biiytime faktor sinyal yolaklarinda (EGF yolagi, NGF yolagi,
MET yolagi, Wnt/B-katenin, ve IGFIR yolagi), glikoliz ve glikoneogenez gibi
asamalarda etkili farkli gen profiline sahiptir. Bu alt tip bazal/myoepitelyal

hiicre diferansiasyonunu belirten yiiksek P63 ve CD10 ekspresyonu gosterirler

[5].
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>  Immunmodulator (IM) alt tipi : Immun sistem hiicre sinyal yolaklar
(Th1/Th2 yolagi, NK hiicre yolagi, B hiicre sinyal yolagi, T hiicre reseptor
sinyal iletimi), sitokin sinyalleri (sitokin yolaklari, IL-12 ve IL-7 yolaklar1),
antijen isleme-antijen sunumu ve immun sinyal iletim yollar1 (NFKB, TNF ve
JAK/STAT sinyalleri) gibi immun yanitta gorevli olan belirgin bir gen
profiline sahiptir. Morfolojik olarak degerlendirildiginde bu grubun mediiller
meme kanseriyle oOrtiistiigii ve yliksek histolojik derecesine ragmen diger
UNMK ’larindan farkli olarak daha iyi prognoza sahip oldugu bildirildi [55].
Bu grubun histolojik incelemesinde tumér infiltre eden lenfositlerin (TIL)
yogun bir sekilde goriildiigii ve iyi prognozla iliskili oldugu iki adjuvan faz I11
caligmada gosterildi [27].

»  Mezenkimal ve Mezenkimal kok hiicre benzeri (M ve MSL) alt
tipleri: Mezenkimal alt tipi, tipik olarak hiicre motilitesi, ekstraseliiler matriks
ile etkilesim reseptorleri ve hiicre diferansiasyon yolaklarinda (WNT, ALK,
TGF-B) etkili gen profiline sahiptir.

MSL alt tipi de M alt tipine benzer biyolojik islevi bulunan gen profiline
sahip olmakla birlikte EGFR, PDGF, kalsiyum sinyal iletimi, G protein iliskili
reseptor, ERK1-2 sinyal yolagi gibi biliylime faktor reseptorleri iligkili gen
ekspresyonlarinda gorev alir. Ayni1 zamanda klaudinlerin (3, 4, 7) az miktarda
ekspresyonu mevcuttur. M alt tipine gore proliferasyon gen ekspresyonlarinda

azalma s6z konusudur [5, 6].

M ve MSL alt tipleri morfolojik olarak metaplastik (mezenkimal/
sarkomatoid veya skuaméz Ozellikler gosteren) meme karsinomuna

benzemektedir ve bu tiimorler kemoterapiye direnglidir.

>  Luminal androjen reseptér (LAR) alt tipi: UNMK’lar1 icinde en
diferansiye gruptur. ER negatif olmakla birlikte steroid sentezi, porfirin
metabolizmasi, androjen/Ostrojen metabolizmas1 olmak {izere hormonal
diizenleyici yolaklarda etkili gen ekspresyonu goriiliir. Androjen reseptorii(AR)
MRNA ve IHK sal olarak niikleer AR boyanmasi ve yogunlugu diger alt tiplere

gore belirgin olarak artmaktadir. Bazal sitokeratin ekspresyonu yok/azalmig
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olmasma karsin liiminal sitokeratinlerin (FOXALl and XBP1l) artmis

ekspresyonu goriiliir.

UNMK ’larinin bazal benzeri grupla esdeger oldugu diisiiniilmekle birlikte
386 UNMK olgusunda yapilan gen ekspresyon set analizleri daha 6nce tarif
edilen bes molekiiler alt tipe uyumluluk gostermektedir [56]. Bu analiz
sonuclarina gore UNMK ’larinda 188 olgu (%49) bazal benzeri; 54 olgu (%14)
luminal A; 42 olgu (%12) normal meme benzeri; 31 olgu (%8) luminal B; 19
olgu (%5) HER2 + olarak smiflandirildi. Vakalarin %13 ‘4 (n=52)
smiflandirilamadi. Bu analiz UNMK ’larmin ¢ogunlugunun bazal benzeri alt

gruptan olustugunu gosterdi.

BL1 alt grubu bazal benzeri intrinsik molekiiler siniflama ile gii¢lii sekilde
ilintili iken; BL2, IM, M alt tipleri ihml1 derecede bazal benzeri molekiiler
grupla iligkili gortinmektedir [5]. Genel olarak alt grublar incelendiginde BL1,
BL2, IM, M alt tipleri bazal benzeri grubu olusturken, MSL ve LAR alt tipleri
luminal ve HER?2 alt tiplerini olusturuyor gibi goriinmektedir [6]. Ancak BL2,
IM, ve M alt tiplerinin bir kismi siniflandirilamamakla birlikte M ve MSL
gruplarmin bir kismi1 da normal meme benzeri grupta smiflandirildi. Bu
nedenle BL2, M, MSL alt tipleri intrinsik siniflamanin bir ¢ok grubunu
igermektedir ve karakteristik bir alt tipe uymamaktadir. UNMK ’lar1 igersindeki
LAR grubu luminal A ya da luminal B olarak siniflanabilmektedir ve bu grup
icerisinde bazal benzeri sinif yer almamaktadir. Diger bir alt grup olan klaudin
diisiik grup da epitelyal-mezenkimal gecis, immiin yanit ve kanser kok hiicre
gen ekspresyon 6zelliginden dolayt M ve MSL alt tipleri i¢inde yer almaktadir.
Tiim bu verilerin 15183inda UNMK ’larin1 bazal ve bazal olmayan olarak
gruplamak miimkiin géziikmektedir [47]. Bazal olmayan grubun ¢ogunlugunu
LAR ve MSL alt tipleri olusturmaktadir.
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2.8.2. UNMK ’nda Tedavi

UNMK larinin ER, PR ve HER2 negatif olmasi iyi bilinen hormonoterapi
ve transtuzumab gibi tedavi modellerinden yoksun kalmasina neden
olmaktadir. Bu tiimér grubunun 6zellikle proliferasyon kapasitesi yiiksek olan
tipleri, taksanlar gibi antimitotik kemoterapi ajanlarindan fayda gormekle
birlikte, kemoterapi sonrasi kalinti hastalik bulunmasi durumunda g yil

icindeki relaps artisi ve kotii sagkalim oraniinda artma bildirildi [57].

UNMK ’lar1 igerisinde gen ekspresyon diizeylerine gore yapilan siniflama ile
HER2 zengin gruba girenler fenotipik olarak HER2 negatif olmalarina ragmen

transtuzumab tedavisine yanit verebilmektedir.

Tedavi ajanlarma farkli yamittan UNMK lerinin heterojen alt guplardan
olugmasi sorumludur. Klinik arastirmalar sonucu farkli hedefe yonelik tedavi
modelleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Bunlardan bazilar1t PARP, AR, SRC
ve PIBK/mTOR yolaklarini hedef almaktadir.

Hiicre siklusu ve DNA hasarindan sorumlu genlerin ekspresyonlar1 BL1 ve
BL2 alt tiplerine artis gostermektedir. Daha 6nce PARP inhibitorleri ve
sisplatinle yapilmis klinik ¢alismalar sonucuna goére DNA hasar1 onarim
mekanizmas1 bozuklugu goriilen BL1 ve BL2 alt tiplerinde hiicre

yasayabilirligini azaltmakta oldugu saptandi [58, 59].

2.8.2.1. PARP1 inhibisyonu

Normal hiicrelerde DNA hasar tamiri, baz kesip ¢ikarma (“base-excision
repair”, BER) ve homolog rekombinasyon (HR, DNA c¢ift zincir hasar1 tamiri)
ile gerceklestirilir. BRCA mutant olgularda HR fonksiyonu ortadan kalkar ve
PARP1 inhibisyonu ile de DNA tek zincir kiriklar1 birikmeye baglar. BER ve

HR’nin ikisinin birden kaybi, hiicrede DNA hasar onarimin1 miimkiin
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kilmamaktadir ve bu hiicre 6limiine neden olmaktadir. Bu nedenle hedefe
yonelik tedavi ajani arastirilmasinda dikkat ¢eken konulardan biri Poli ADP
riboz polimeraz-1 (PARP1)’dir. PARP1, PARP ailesinin en biiyiik grubudur ve
ilgili gen bolgesi 1941-42 “de lokalizedir. PARP1 DNA hasariyla aktive olan,
transkripsiyon, hiicre siklusu, tiimdrogenezis ve DNA tamirinde rol alan
kromatin iligkili 6nemli bir enzimdir [12]. PARP proteini direkt olarak hasarl

DNA bolgesine baglanir diger DNA tamir enzimlerini aktifler (Sekil 3).

PARP1 aktive oldugunda nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’i substrat
olarak kullanarak, Poli ADP-riboz (PAR) sentezler ve PAR’1 kovalent olarak
niikleer proteinlere (nukleozomal kor histonlari, topoizomeraz I-1I, yiiksek
degisken grup proteinleri, p53) transfer eder [13]. PARP1 bagimli baz kesip

¢ikarma onarimi bozuldugunda DNA tek zincir kiriklar1 olusmaktadir.

7 PAPR1 DNA zincir kirigim
NN tespit eder
.‘n__,l/® PAPR1 DNA zincir king
YNNI A bélgesine baglanir

ADP-ribose NAD* FAMP + PP
PARG ARP Jaeennss I PARP
ARH3 Nicotinamide 7 *o. ATP + pree NI
O

Na
A
J

VIR NS PARP1 Poly(ADP-ribozil)asyonu

V

Cesitli ptoreinlerin kovalent ve non-kovalent

modifikasyonu ile gecici kurtarma
/1 | v\ N\

XRCC1 Histone HI E:,;lg:{f;sku% ATM MRETI Topoisomerase | Diger hedefler
} } ; bl l
TZK** onarm  Kromatin  GZK* CFK* tamiri  HRve Genom onarimi
(XRCC1, DNA ligaz ~ baglanma  tamiri (HR replikasyon
i, ser)  dedisikligi kontrol nokta  ¢atal
: aktivasyonu) ~ onarimi TZK**: tek zincir kirig

CZK*: gifk zincir king

SEKIL 3: PARP sinyal yolag:
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Kanserlerin ¢ogu kromozomun sayisal ve yapisal degiskenliginden
kaynaklanan genomik instabilite icermektedir. Homolog rekombinasyonun
bozuk oldugu BRCA mutasyonu olan tiimorlerde biriken tek zincir kiriklari,
¢ift zincir kiriklarina ve takiben replikasyon c¢atalinin ¢okmesine neden olur.
Bu yiizden BRCA iligkili ve {iglii negatif tiimorler PARP inhibitorleri
kullanimiyla PARP1 aktivitesinin kaybi tiimor hiicrelerinin Sliimiinii
artirmaktadir. BRCA iliskili meme tiimoérleri homolog rekombinasyon

nedeniyle PARP1 inhibit6rlerine daha duyarhidir.

Se¢ilmemis hasta gruplarinda, tek ajan PARP inhibitorleriyle yapilan
caligmalarda ¢ok cesitli sonuglar ortaya ¢iktigi gosterildi. Ancak PARP
inhibitorlerinin kemoterapi ile kombine edildiginde iyi tolare edildigi [60],
BRCA1/2 mutant tiimorlerde de gemsitabin, karboplatin ile kombine
edildiginde genel sagkalimi %32-52 oraninda arttirdig1 gosterildi [61].

Kanser hiicreleri hayatta kalabilmek i¢in DNA hasar tamir mekanizmalarina
bagimhdir ve oldiriicii seviyede DNA hasarindan kag¢inmaktadirlar [62].
PARP1’in mRNA ve protein diizeyinde artmis ekspresyonu bir ¢ok kanser
tipinde bildirildi ve bu artmis ekspresyon kotii klinik gidis ile iliskilendirildi
[63]. Timor hiicrelerindeki artmis PARP1 ekspresyonunun anormal DNA

hasarin1 kompanse etmek icin gergeklestigi diisiiniilmektedir.

PARP1 mRNA ekspresyonunun, yiiksek timor derecesi, mediiller histolojik
tip, timor boyutu, kotii hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim ile orantili
oldugu gortildii [64]. Baska galismalarda PARP1 ekspresyonunun neoadjuvant
kemoterapiye yanit ile dogru orantili oldugu saptandi. PARP proteininin
[HK’sal olarak gosterildigi ¢alismalarda da benzer sonuclar elde edildi.
Gongalves ve arkadaslar1 [64], 2485 adet meme kanseri igeren metaanalizde,
PARP1 protein mRNA ekspresyonu, tim meme kanser alt tiplerinde izlendi
ancak UNMK ’lar1 ve HER2 (+) grupta daha sik olarak saptandi. Ayn1 zamanda
kotii timdor diferansiasyonu, non-lobuler histolojik tip ve hormon reseptor
negativitesi ile iliskili bulundu. Tim bu veriler 1518inda PARP1’in prognostik

bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir.
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2.8.2.2. PI3K/AKT/mTOR yolagi inhibisyonu

PISBK/AKT/mTOR yolagi hiicre metabolizmasi, proliferasyonu, motilitesi,
migrasyonu, invazyonu gibi bir¢ok hiicresel aktiviteden ve anjiogenezden
sorumludur [65]. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (“epidermal growth
factor receptor”, EGFR) ailesi biiyiime faktorii reseptorleri, insiilin benzeri
bliylime faktorii reseptorii ve ERa gibi farkli membran iligkili kinazlar ile

aktive olur.

Bir tiimor supresor gen olan fosfataz-tensin (PTEN) defosforilizasyonu ile
fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) yolagi inhibe olur. Timor hiicrelerinde PTEN
fonksiyon kaybi veya azalmasi, PI3K yolaginin hiperaktive olmasina ve
kontrolsiizce bir dizi kinaz aktivasyonuna yol agar. Bu kinazlardan biri de
rapamisinin memelilerdeki hedefi (“mammalian target of rapamycin”, mTOR)

“dir.

mTOR, Fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K) yologmin anahtar bilesenlerinden
biridir ve tlimor doniisiimii, ilerlemesinden sorumlu bir serin/ tireonin kinazdir
[8]. mTOR PI3K kinaz/AKT yolaginda Ser2448 bolgesinden fosforilize olarak
ya da Ser2481°den otofosforilizasyon ile aktive olur. Ribozomal p70 S6 kinaz
(S6K1) ve okaryotik translasyon baglatma faktorii 4E baglayici protein (4E-
BP1) mTOR’un iki ana mesajcisidir. Bu mesajcilar mTOR etkisiyle aktive
oldugunda RNA translasyonu artar, bu nedenle de protein sentezi, hiicre

biiylimesi ve ¢ogalmasi gergeklesir [8] (Sekil 4).
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SEKIL 4: p-mTOR sinyal yolag1

Fosforilize mTOR (p-mTOR) niikleer seviyede tespit edilen, mTOR’un
aktive formudur. Vazquez-Martin, p-mTOR’un niikleer  birikimini
proliferasyon kapasitesi ile korele buldu [66]. Literatirde p-mTOR
ekspresyonu olan meme karsinomlari lenf nodu metastazi, kotii sagkalim ve
hastalik tekrari ile iligkili bulundu [9,10]. Bose ve arkadaslari [9], yaptigi
calismada p-mTOR yiiksek dereceli tiimorlerde artmis olarak tespit edilirken,
Zhou ve arkadaslar1 yaptig1 ¢aligmada p-mTOR ve tiimor derecesi arasinda
iliski bulamadi [67]. UNMK larin %36’sinda artmis p-mTOR ekspresyonu
saptandi ve bu oranmn tglii negatif olmayan gruba gore daha fazla oldugu
bildirilmektedir [11].

MTOR aktivasyonu, PTEN mutasyonu ya da AKT asir1 ekspresyonundan
bagimsiz olarak mTOR inhibitorlerine duyarhidir bu nedenle mTOR’a kars1

hedefe yonelik tedavi modeli gelistirme ¢alismalar1 hiz kazanda.

Tiim bu verilerin 15131nda bu ¢alismada merkezimizde tan1 almis 82 UNMK

olgusunun IHK’sal olarak PARP1 ve p-mTOR ekspresyon diizeyleri
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aragtirilarak, histomorfolojik  parametreler ve sagkalim ile iliskisi
degerlendirildi. Ayrica IHK yontemle sitokeratin 5/6 ve sitokeratin 14
ekspresyonuna gore bazal benzeri grup ayirt edilmeye c¢alisildi. Boylece daha
kot klinik gidis potansiyeline sahip alt tip ayrimi yapildi ve bazal benzeri

olmayan grupla karsilastirilda.
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3. Gerec ve Yontem

3.1. Olgu Se¢im Kriterleri

Calismaya 2005-2010 yillar1 arasinda EUTF Patoloji Anabilim dalinda
parsiyel/total mastektomi materyalleri ve/veya timor eksizyon materyalleri ile
incelenen ve THK yontemle ER, PR, HER2 negatif (-) olarak veya ER, PR
negatif (-) HER2 durumu (2+) olarak rapor edilen ve FISH uygulanip sonucu
negatif (-) olarak degerlendirilen vakalar dahil edildi. Bu kriterlere uyan toplam
155 vaka icerisinden 65 adet konsiiltasyon vakasi arsivimizde bloklarina
ulasilamadig igin ¢aligmaya dahil edilmedi. Bloklarinda yeterli tiimor dokusu
kalmayan bes vaka ile tekrarlayan THK kesitlerinde doku elde edilemeyen iKi
vaka calisma disi birakildi. Ayrica bir adet mikroinvaziv meme karsinomu
calismaya dahil edilmedi. Nihai olarak ¢alismaya alinan 82 vaka detayli olarak

incelendi.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calismamiza Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’ndan 14-9.1/3 karar numarast ile etik kurul onayi alindu.

3.3. Klinik Verilerin Toplanmasi

Olgularm genel bilgileri ve laboratuvar sonuglarina Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali ve Medikal Onkoloji

Anabilim Dali hasta dosya kayitlarindan ve meme konseyi hasta kartlarindan
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ulasildi. Hasta bilgileri, patoloji rapor verileri, klinik bilgiler Microsoft Excel

2013 programina kaydedildi.

3.4. Histopatolojik Inceleme

3.4.1. Histolojik Tip ve Derece

Olgularin arsivde bulunan H&E boyali preparatlari tekrar degerlendirildi.
Tiimériin histolojik tipi i¢in DSO 2012 &lgiitleri, derecesi igin ise MBRD

sistemi temel alindi.

3.4.2. Diger Histopatolojik Degerlendirme Olgiitleri

3.4.2.1. Immiinohistokimyasal Inceleme

Arsivde yer alan preparatlarda meme karsinomu olgularmin rutin
histopatolojik incelemesinde kullanilan ER (Estrogen Receptor, Clone 1D5,
diliisyon 1:50, Dako / Clone 6F11, diliisyon 1:50, Novacastra / Clone SP1,
dilisyon 1:400, NeoMarkers), PR (Monoclonal Mouse Anti-Human
Progesterone Receptor, Clone PgR 636, diliisyon 1:150, Dako / Clone SP2,
diliisyon 1/400, NeoMarkers), HER2 (C-erbB-2/ HER2/ neu oncoprotein Ab-
17, Clone=e2-4001 + 3B5, Mouse Monoclonal Antibody, 1:400, NeoMarkers /
poliklonal, diliisyon 1:300, Dako / Clone CB11, diliisyon 1:100, Thermo), P53
(Clone DO7+ BP53-12, diliisyon 1:150, NeomMrkers) ve Ki67 (Monoclonal
Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1, Dako) IHK sonuglari
kaydedildi.
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Olgulara ait arsivimizde bulunan formalin tespitli parafine goémiilii doku
bloklarindan hazirlanan 3 mikron kalinhgindaki kesitlere, IHKsal olarak p-
MTOR (p-FRAP clone Ser 2448, diliisyon 1:20, Santa Cruz), PARP1 (Clone
F2, diliisyon 1:200, Santa Cruz), Sitokeratin 14 (Clone LLO01, diliisyon 1:20,
Santa Cruz), Sitokeratin 5/6 (clone D5/16 B4, diliisyon 1:50, Millipore)

antikorlar1 uygulandi.

3.4.2.2. Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Immiinohistokimyasal boyama ydntemi olarak biyotinsiz, HRP multimer
bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3, 3’ diaminabenzidin tetrahidroklorit
(DAB) kromojeni iceren hazir kit (ultraViewTM Universal DAB Detection
Kit, Catalog number 760-500, Ventana) ve tam otomatik immunohistokimyasal
boyama cihazi (Ventana BenchMark XT, Ventana Medical Systems, Inc)
kullanildi. Doku kesitleri elektrostatik  yiiklii lamlara (ISOTERM,
ca.75x25mm/ 3x1 inch, positive charged, LOT: 20110601) alinip, 60°C’de en
az iki saat tutuldu. Deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma islemleri de dahil
olmak iizere tiim immunohistokimyasal boyama siireci BenchMark XT
(Ventana Medical Systems, Inc) tam otomatik immunohistokimyasal boyama
cthazinda gerceklestirildi. Cihazda zit boyamasi hematoksilen ve mavilestirici
solisyon ile tamamlanan kesitlerin dehidratasyonu ve ksilen ile
seffaflandirilmasi elle; lamel kapatilmasi asamasi ise otomatik olarak (Dako
CoverStainer, CS100-10073) yapilarak islem sonlandirildi.
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3.4.2.3. Immiinohistokimyasal incelemede pozitif ve negatif

kontrol secimi

PARP-1 icin pozitif kontrol 6rnegi olarak testis dokusu, p-mTOR ig¢in
pozitif kontrol olarak ise bobrek adenokarsinomu kullanildi. Sitokeratin 5/6 ve
sitokeratin 14 antikorlarmin her ikisi i¢in de deri ve prostat dokusu pozitif
kontrol olarak calisildi. Pozitif kontrol i¢in seg¢ilen ancak primer antikorun

damlatilmadigi 6rnekler ise negatif kontrol olarak kabul edildi.

3.4.2.4. Immiinohistokimyasal incelemede PAPR1 ve p-
MTOR degerlendirme kriterleri

PARP1 i¢in niikleer boyanma pozitif kabul edildi. Ekspresyonu
degerlendirmek i¢in boyanma yogunlugu ve boyanma yiizdesini kullanarak
elde edilen garpimsal bir skorlama sistemi (“Quiscore method”, QS) kullanildi
[68-70] (Tablo 4) (Sekil 5). Bu sisteme gore yiizde skoru ve yogunluk skoru
carpimi 0-9 arasinda ise diisilk, 10-18 arasinda ise yiiksek olarak

degerlendirildi.

TABLO 4: PARP1 ekspresyon degerlendirmesinde QS sistemi

1-4 1 Boyanma yok 0
5-19 2 Zayif 1
20-39 3 Orta 2
40-59 4 Giiclii 3
60-79

80-100 6
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SEKIL 5: PARP1 boyanma giicleri (PARP1x400); negatif (A), zayif pozitiflik (B), orta giigte
pozitiflik (C), giiclii pozitiflik (D).

p-mTOR igin non-neoplastik dokulardan daha yogun niikleer ve sitoplazmik
boyanma, belirgin boyanma olarak degerlendirildi ve %10’ nun altinda belirgin
boyanma skor 0; %10-50 arasi belirgin boyanma skor 1; %50°den fazla
belirgin boyanma ise skor 2 olarak siiflandi (Sekil 6). Skor 1 ve 2 p-mTOR
igin pozitif boyanma olarak degerlendirildi [71, 72] (Tablo 5).

TABLO 5: p-mTOR ekspresyonu skorlama sistemi

Boyanan hiicre Skor
yiizdesi (%)
<% 10 0
% 10-50 1
> % 50 2
Skor 0> negatif
Skor 1-2-> pozitif
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SEKIL 6: p-mTOR boyanma yiizdeleri (p-mTORx400): < %10 (A), %10-50 arasi (B), >%50 (C,
D).

3.4.25. Sitokeratin  5/6, sitokeratin 14 ekspresyonunun

degerlendirilmesi

Sitokeratin 5/6 ve sitokeratin 14 i¢in herhangi zayif veya gii¢lii, sitoplazmik
ve/veya membrandz boyanma pozitif olarak kabul edildi [73-75] (Sekil 7-8).

Herhangi bir sitokeratin ekspresyonu varliginda olgu bazal benzeri meme

karsinomu olarak gruplandirild: [7].
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SEKIL 7: Sitokeratin 5/6 ekspresyon paternleri (sitokeratin 5/6x400): sitoplazmik pozitiflik
(A), Sitoplazmik ve membranéz pozitiflik (B), membranoéz pozitiflik (C), giiclii membranéz
pozitiflik (D).

SEKIL 8: Sitokeratin 14 ekspresyon paternleri (sitokeratin 14x400): sitoplazmik pozitiflik
(A), membranéz pozitiflik (B).
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3.4.2.6. P53 ve Ki67 ekspresyonularinin degerlendirilmesi

p53 ile hi¢ boyanma olmamasi durumu (%0) ve asir1 ekspresyon bulunmasi
(>%50) mutasyon varliginin kabul edildigi grup olarak degerlendirildi [28, 29].
Arada kalan %1-50 arasinda boyanma gosteren grup ise p53 mutasyonu

acisindan negatif kabul edildi.

Ki67 proliferasyon indeksi i¢in, niikleer boyanma 1000 hiicrede sayilarak

yiizde cinsinden degeri verildi.

3.4.3. Tiimor infiltre eden lenfositler (TIL)

TIL degerlendirmesi, TIL Calisma Grubu tarafindan 2014 yilinda
belirlenmis kriterlere uygun olarak, standart 4-5 pm kalinliginda,
hematoksilen-eozin (H&E) boyali kesitlerde 200-400x’liik biiyiitme ile yapildi
[76] (Tablo 6).

TABLO 6: Tavsiye edilen TiL degerlendirme Kriterleri

TIL stromal komponentte arastirilmal (stromal TIL/ stromal doku) (Sekil 9).

TIL invaziv timér smirlar igerisinde arastirilmals.

Tiimor smirlart disinda kalan, in situ ve normal doku ¢evresi alanlar digslanmali

Ezilme artefakti, nekroz, regresif hyalinizasyon, oOnceki biyopsi sahasi
dislanmal1

Mononiikleer hiicreler (lenfosit, plama hiicresi) skorlanmali; polimorfoniikleer
l6kositler diglanmali

Tiim tiimor saha ortalamasi kullanilmali; yogun odaklara siirli kalinmamali.

TIL yiizdesi miimkiin oldugunca detayli verilmeli, aralik verilmekten
kagiilmali
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SEKIL 9: Tiimér infiltre eden lenfositleri hesaplamak icin sematize edilmis H&E goriintiisii
(H&E x 100); hesaplama sahasi (siyah y1ldiz), tiimo6r adalari sahaya dahil edilmemeli (siyah
ok).

Timor igerisindeki lenfostlerin timor stromasina orani alinarak hesaplanan
TIL yiizdesi <%60 olanlar lenfosit fakir; >%60 olanlar lenfosit zengin olacak
sekilde iki gruba ayrilarak incelendi [77] (Sekil 10).

SEKIL 10: TiL gruplarinin morfolojik gériiniimii (H&Ex200). Lenfosit fakir tiimér érnegi (TiL
< %©60) (A), Lenfosit zengin tiimér 6rnegi (TiL 2%60) (B).
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3.5. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz yontemleri PC ortaminda calisan SPSS programinin 20.0
stirimii kullanilarak yapildi. Calismamizda "Kruskall-Wallis" testi, "Mann-
Whitney" testi, "Person Ki-Kare" testi, Fisher's Exact Testi ve Kaplan-Merier
analizi kullanildi. Ttm analizler i¢in p degeri 0,05’in altinda olanlar anlaml

kabul edildi.
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4. Bulgular

4.1. Cinsiyet-Yas Dagilimi, Lokalizasyon ve Takip Siiresi

Olgularin tamami kadinlardan olusmaktadir. Olgularimizin genel yas
ortalamasi 51,2+12,2 (min:27, max:81) olarak bulundu. Hastalarin yas dagilim
incelendiginde 42 olgunun (%51,2) 50 yas tistii, 40 olgunun da (%48,8) 50 yas
altinda oldugu goriildii (Grafik 1).

499, 50 yas alti
50 yas uistii

GRAFIK 1:0lgularin genel yas dagilim

Olgular igerisindeki bazal benzeri grubun yas ortalamasi 50,9+12,6 iken
bazal benzeri olmayan grubun yas ortalamast 52,4+11,1 olarak bulundu ve iki

grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,618).

PARP1 ekspresyonu diisiik olarak saptanan hastalarin yas ortalamasi
52,5£11,8 iken vyiikksek PARP1 ekspresyonu saptanan hastalarin yas
ortalamasinin 46,1+12,9 oldugu goriildii ve aralarindaki fark istatiktiksel olarak
anlamlisiz saptandi (p=0,067). p-mTOR pozitif gruptaki yas ortalamasi
52,5+30,8 iken; p-mTOR negatif grupta ortalama 49,4+30,4 olarak izlendi
(p=0,197). Ayrica 50 yas iistii hasta grubunda p-mTOR ekspresyon sonucu
pozitif degerlendirilen hastalar %69 iken ayni yas grubunda p-mTOR sonucu
negatif degerlendirilen hastalarin oran1 %31 olarak bulundu ancak istatistiksel

olarak anlamli bulunmad: (p=0,072).
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Vakalarin 35 tanesi sag meme, 47 vaka ise sol meme yerlesimlidir. Ayrica 4

vakada multifokal timor izlendi.

Tiim olgularin ortalama takip siiresi en az 1 ay, en ¢ok 120 ay (ort. 50,9)’dur.
Seri i¢inde 3 hastaya ait higbir takip kaydi bulunamadi.

4.2. Tiimor Tipi

Morfolojik olarak vakalarin %86,6’sina (n=71) invaziv duktal karsinom
tanis1 verilmis olup, %13,4 (n=11)’4 farkli morfolojik tipleri icerdigi igin
‘diger meme karsinomlar’ tani grubu i¢inde incelendi. Diger meme
karsinomlar1 tan1 grubu igerisinde; 5 adet invaziv mikropapiller karsinom, 2
adet IDK+LK, birer adet pleomorfik ILK, mikst miisinoz karsinom, mediiller
karsinom, papiller karsinom bulunmaktadir. IDK tamisi alan vakalarin
%54,5’inde lenf nodu metastaz1 gorildi, diger meme karsinomlar: tani
grubunun ise tamaminda (%100, n=8) lenf nodu metastazi saptandi. Morfolojik
tipler arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,018). Benzer
sekilde morfolojik tipler ile pN arasindaki iliski de anlamli bulundu (p=0,010).
IDK tanis1 alan olgularin %45,5’i (n=30) pNO, %28,8’i (n=19) pN1, %10,6’s1
(n=7) pN2, %15,2 (n=10) pN3 saptandi. Diger meme karsinomu olgularinin
%37,5’1 (n=3) pNI1, %50’si (n=4) pN2, %12,5’i (n=1) pN3 olarak bulundu
(Grafik 2).

35
30
25
EpNO
20 P
15 EpN1
10
N2
5 p
0 mpN3
Invaziv duktal Diger meme
karsinom grubu karsinom grubu

GRAFIK 2: invaziv duktal karsinom grubu ve diger morfolojik meme karsinomlarinin pN
evresine gore dagilimi
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4.3. Tiimor Boyutu

Tiiméor boyutu toplamda 80 vakada degerlendirilebildi. Iki vakaya ait timor
boyutuna ulagilamadi. Ortalama tiimér boyutu 30,6+£17,9 (min:7, max:110)
mm’dir. Bazal benzeri grupta ortalama tiimér boyutu 31,6+18,9 mm iken bazal

benzeri olmayan grupta 27,2+14,2 olarak bulundu (p=0,435).

Hastalarin yas1 ile tiimor boyutu arasinda ters oranti oldugu saptandi
(korelasyon katsayisi=-240, p=0,032). Tiimér boyutu ile hastadan diseke edilen
toplam lenf nodiilii sayis1 dogru orantili bulundu (korelasyon katsayisi=283),
p=0,015). Ayrica, timdr boyutu arttikga Ki67 proliferasyon indeksinin de
arttig1 saptandi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (korelasyon
katsay1s1=289, p=0,009).

Niiks ve/veya metastaz, pT4 kabul edilen 3 vakanin tamaminda izlendi. pT1

olgularin %36’sinda (n=9) goriildii. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0,036).

4.4. Lenfovaskiiler invazyon (LVI)

Genel olarak, 56 (%68,3) vakada LVI izlendi, 26 vakada (%31,7) LVIi
saptanmadi. LVI goriilen vakalarin %83,9’u bazal benzeri grupta, %16,1
bazal benzeri olmayan grupta yer aldigi goriildii ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,085).

LVI goriilen 56 vakanm %72’sinde lenf nodu metastazi (LNM) saptandi,
%28’inde LNM goriilmedi. LNM saptanan hastalarin %81,8’inde LVI mevcut
iken, %18,2’sinde LVI goriilmedi. Bu iliski istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,002). Benzer iliski LVI ve pN arasinda da saptandi. Buna gére pNO
vakalarda %46,7; pN1 olgularda %72,7; pN2 olgularda %81,8 oraninda LVI
saptanirken, pN3 olgularda LVI %100 olarak bulundu ve sonucun istatistiksel
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olarak anlamli oldugu goériildii (p=0,006). Benzer sekilde, evre | vakalarin
%87,7’sinde (n=7) LVI gériilemedi, evre IV vakalarin tamaminda (n=4) LVI
saptandi. Evre ve LVI arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001).

4.5. Lenf nodu metastazi

Klinik hasta dosyasi, radyoloji ve patoloji raporlart incelenen toplam 8
vakanin (%9,8) lenf nodu durumu hakkinda bilgiye ulagilamadi. Vakalardan

ortalama 15,4 (min=0, max=41) lenf nodiilii diseke edildi.

Lenf nodiilii durumuna ulasilabilen 74 hastanin 44’tinde (%53,7) LNM
mevcut olup, 30 vakada (%36,6) lenf nodiillerinde metastaz goriilmedi. En
bliylik metastatik lenf nodiili boyutu ortalama 20,6 mm (min:1mm,
max:55mm)’dir. pN evrelemesi pNO’da 30 vaka (%36,6), pN1’de 22 vaka
(%26,8), pN2‘de 11 vaka (%13.4) ve pN3’de 11 vaka (13,4) olacak sekilde
dagilim gostermekte idi. LNM olan 44 hastanin 19’unda ekstrakapsiiler

yayilim izlendi.

Metastatik lenf nodiilii sayis1 ve metastatik lenf nodiilii ¢ap1 arasindaki iliski

istatistiksel olarak dogru orantili bulundu (korelasyon katsayisi=519, p=0,001).

4.6. Evre ve MBRD

Evresi hesaplanabilen 75 olgu; evre I’de 8 olgu, evre II’de 41 olgu, evre
III’de 22 olgu ve evre IV’de 4 olgu olacak sekilde dagilim gosterdi. Evrelerin
genel dagilimlar Grafik 3’de verildi.
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GRAFIK 3: Vakalarin evrelere gore dagilimi

Evre I’de %28,6 niiks ve/veya metastaz goriiliirken, evre II’de %22,5, evre
[II’de %45.,5, evre IV’de %100 oraninda goriildii ve evre ile niiks/metastaz
varhigr arasindaki iligki istatiksel olarak anlamli bulundu (p=0,009). Benzer
sekilde, 6liim bilgisine ulasilabilen 6 vakanin 5 tanesinin (%83,3) evre IlI, 1
vakanin (%16,7) ise evre I oldugu goriildii (p=0,031).

Tiim timorler MBRD’e gore yeniden degerlendirildi. Sonug olarak 38 olgu
MBRD I, 44 olgu MBRD Il olarak gruplandi. Vakalar igerisinde MBRD |

olgu bulunmamaktadir.

4.7. Ki67 proliferasyon indeksi ve p53

Ki67 proliferasyon indeksi ortalama %351,6+24,5 olarak saptandi. Bazal
benzeri grupta Ki67 proliferasyon indeksi ortalama %43,9 iken bazal benzeri
olmayan grupta ortalama %32,7 olarak bulundu. Bazal benzeri grubun Ki67
proliferasyon indeksi daha yiiksek olma egilimde goriilmekle birlikte

istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,075).

P53 mutasyonu agisindan negatif kabul edilen 8 olgu (%9,8) mevcut iken
pozitif kabul edilen 74 (%90,2) olgu saptandi. Niiks/metastaz saptanan 27
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olgunun tamamiin p53 mutasyonu pozitif kabul edilen grup icerisinde yer
aldig1 goriildii (p=0,089). Benzer sekilde 6liim bilgisine ulagilan 8 vakanin
tamaminin p53 mutasyonu agisindan pozitif kabul edilen grup igerisinde yer

aldig1 gortldi ancak istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p=0,1).

Bazal benzeri grupta p53 mutasyonu agisindan pozitiflik %92,2 goriiliirken
bazal benzeri olmayan grupta %83,3 oraninda gériildii. istatistiksel olarak p53

ile alt gruplar arasinda anlamli iliski bulunamadi (p=0,364).

pS3 ile PARP1 boyanma ylizdesi ve skoru arasinda istatistiksel olarak dogru
orantt bulundu (korelasyon katsayisi=224, p=0,043) ancak sonu¢ PARP1
ekspresyonu ile p53 ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamadi
(p=0,183). Diger IHK ’sal belirtecimiz olan p-mTOR ile p53 pozitifligi arasinda
da anlaml iliski saptanmadi (p=0,713).

4.8. Tumor infiltre eden lenfositler (TIL)

Vakalarin ortalama TiL degeri 31,3+26,2 olup en diisiik %1, en yiiksek %90
olarak degerlendirildi. TIL skoru <%60 olan 61 olgu (%74,4), TIL skoru >%60
olan 21 olgu (%25,6) saptandi. Bazal benzeri gruptaki 15 olgu (%23,4) ile
bazal benzeri olmayan grupta yer alan 6 olgu (%33,3) lenfositten zengin TIL
grubunda yer aldi. Alt gruplar ile TIL gruplari arasmda anlamli farklilik
saptanmadi (p=0,541).

Lenfosit fakir olan 61 olgunun 46’sinda (%75,4) LVI goriildii. Lenfositten
zengin olan 21 olgunun ise 11’inde (%52,4) LVI goriilmedi. Bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,029). Lenfosit fakir grupta LNM
varligr %62,5 (n=35) iken, lenfosit zengin grupta %50 (n=9) oldugu goriildii.

Bu oran istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p=0,413).

Tiimér diferansiasyonunu derecesi (T) 2 olan tiimérlerde ortalama TIL % 21

bulundu, T3 tiimoérlerde bu ortalamanin %33,7 oldugu gorildi. Timor
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diferansiasyonu azaldik¢a TIL yiizdesi artma egiliminde olmakla birlikte bu

fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,094).

Tiimdri infiltre eden lenfositler ile proliferasyon indeksi arasindaki iliski
arastirildiginda, lenfositten fakir olgularin Ki67 proliferasyon indeksi %48,2,
lenfositten zengin olgularin Ki67 proliferasyon indeksi %61,4 olarak bulundu.
Bu analize gore, lenfositten zengin grupta proliferasyon indeksi anlamli olarak
daha yiiksekti (p=0,045).

Lenfositten fakir grubun hastaliksiz sagkalimlart Kaplan-Merier analizine
gore 79,6+7,1 ay olup, lenfositten zengin grupta bu ortalamanin 72,7+8,2 ay
oldugu goriildii. Sonug¢ olarak hastaliksiz sagkalim ile lenfositten fakir ve

lenfositten zengin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,696).

Lenfositten fakir grubun genel sag kalimlar1 Kaplan-Merier analizine gore
103,2+5,7 ay, lenfositten zengin grupta ise 102+4,8 ay olarak saptandi. Gruplar
arasindaki genel sagkalim degerlendirmesi de istatistiksel olarak anlamli
bulunmad: (p=0,266) (Grafik 4).
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GRAFIK 4: Lenfosit fakir ve zengin tiimérlerin hastaliksiz ve genel sagkalim egrileri

44



4.9. Sitokeratin 5/6 ve Sitokeratin 14 ekspresyonu

Sitokeratin 5/6 ekspresyonu 59 (%72) olguda saptanirken, 23 (%28) olguda
ekspresyon izlenmedi. Sitokeratin 14 ise 31 (%37,8) olguda pozitif bulunurken,
51 olguda (%62,2) negatif olarak degerlendirildi.

Sitokeratin 5/6 pozitif iken sitokeratin 14 negatif olan 33 olgu saptandi,
sitokeratin 14 pozitif iken sitokeratin 5/6 negatif 5 olgu oldugu goriildii. Her iki
bazal sitokeratinin de pozitif oldugu 26 vaka tespit edildi (Sekil 11).

Sitokeratinlerden herhangi bir tanesinin pozitifligi hesaplanarak olusturulan
bazal benzeri gruptaki vaka sayis1 64 (%78) olarak belirlendi. Higbir
sitokeratin ekspresyonu gostermeyen 18 (%22) vaka bazal benzeri olmayan

grup baslig altinda toplandi.

SEKIL 11: Bazal benzeri grupta simiflanan vakaya ait H&E goriintiisii (A, H&Ex200). Aymi
vakaya ait sitokeratin pozitiflikleri (B, Sitokeratin 5/6 x200; C, Sitokeratin 14x400)
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Elli yas ve altinda sitokeratin 5/6 pozitifligi % 77,5 oraninda , sitokeratin 14
pozitifligi %35 oraninda goriildii. Sitokeratin 5/6 ile bu yas grubunda yiiksek
oranda pozitiflik goriilmesine karsin istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,330).

Sitokeratin 5/6 negatif olgularin Ki67 proliferasyon indeksi ortalamasi
%41,4; pozitif olgularin ortalamasi ise %55,5 olarak hesaplandi. Sitokeratin
5/6 pozitif grupta proliferasyon indeksinin daha yiiksek oldugu sonucu
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,035) (Sekil 12). Ancak benzer iliski
sitokeratin 14 ekspresyonu ve Ki67 proliferasyon indeksi arasinda bulunmadi
(p=0,765). Ayn1 sekilde bazal benzeri grupta Ki67 ortalamas: %54,3; bazal
benzeri olmayan grupta %41,8 olarak hesaplandi. Bazal benzeri grupta Ki67
proliferasyon indeksi daha yiiksek goriinmekle birlikte istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,075).

Niikleer derece (N) ile sitokeratin 5/6 ekspresyonu arasindaki iliski anlamli
bulundu (p=0,013) (Sekil 12). Bu analize gore sitokeratin 5/6 negatif olan
olgularin %65,2’si N2; sitokeratin 5/6 ekpresyonu olan olgularin %66,1’inde
N3 saptandi. Benzer sekilde alt gruplar (bazal benzeri ve bazal benzeri
olmayan grup) ile niikleer derece arasinda da istatiksel olarak anlamli sonug
elde edildi (p=0,030). Bazal benzeri grupta %64,1 oraninda N3 olan tiimorler
goriiliirken, bazal benzeri olmayan grupta bu oran %33,3 olup, N2 tiimoérlerin
%66,7’sini olusturdugu izlendi. Farkli olarak sitokeratin 14 ekspresyonu ile

niikleer derece arasinda anlamli bir iligki goriilmedi (p=0,361).
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SEKIL 12: Yiiksek niikleer dereceli vakaya ait genel goriiniim (A, H&Ex400), ayn1 vakanin
sitokeratin 5/6 pozitifligi (B, sitokeratin 5/6x400) ve yiiksek Ki67 proliferasyon indeksi (C,
Ki67x400)

Bazal benzeri grupta %73,4 (n=47) oraninda LVI mevcut iken, %26,6
(n=17) olguda LVI gériilmedi. Bazal benzeri olmayan grupta LVI gériilen ve
goriilmeyen olgular birbirine esitti (n=9, n=9). Ancak aradaki iliski istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0,085).

Sitokeratin 5/6 pozitif vakalarin 6ngoriilen hastaliksiz ve genel sagkalimlar
sirasiyla 79,9 ve 111,1 ay; sitokeratin 5/6 negatif vakalarin ortalama hastaliksiz
ve genel sagkalimlar1 sirasiyla 71,1 ve 85,5 ay olarak bulundu. Bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,822, p=0,232). Sitokeratin 14 ve alt
gruplar (Grafik 5) i¢in yapilan analizler de benzer sekilde istatistiksel olarak
anlamli degildi (Tablo 7).
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TABLO 7: Sitokeratin ekpresyonlari ve alt gruplarin Kaplan-Merier sag kalim analizi

Hastaliksiz Toplam
sagkalim sagkalim
Sitokeratin 5/6 - 71,1+8.8 85,5+6,5
p=0,822 p=0,232
Sitokeratin 5/6 + 79,9+7 111,1+4,2
Sitokeratin 14 - 65,5+6,2 95,3+4,8
p=0,277 p=0,921
Sitokeratin 14 + 89,5+9 108,1+6.,4
Bazal benzeri grup 83,4+6,5 110,144,1
p=0,373 p=0,266
Non-bazal benzeri grup  61,2+10,6 82,848,2
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GRAFIK 5: Alt gruplarin é6ngériilen hastaliksiz ve genel sagkalim egrileri
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4.10. PARP1 ekspresyonu

Olgularimizin %14,6’s1 (n=12) PARP1 ile gii¢lii pozitiflik, %56,1°1 (n=46)
zayif-orta kuvvette pozitiflik gosterirken, 24 olguda (%29,3) PARP1 ile
boyanma goriilmedi. PARP1 boyanma yiizdesi ortalama %21,3 olarak bulundu.
Sonug olarak vakalar PARP1 ekspresyonlarina gore iki gruba ayrildi. Buna
gore 66 (%80,5) vaka diisik PARP1 ekspresyonu sergiledi, 16 (%19,5) vaka
ise yiikksek PARP1 ekspresyonu gosterdi.

Kuvvetli PARP1 boyanma paterni gosteren vakalarin yas ortalamasi
43,25411,7 bulundu ve genel yas ortalamasindan (51,2+12,2) belirgin olarak
daha diisiik oldugu goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmadi
(p=0,063). Benzer sonu¢ PARP1 sonucu ile yas arasinda da goriildii. Buna gére
yilksek PARP1 ekspresyonu gosteren vakalarin yas ortalamas: 46,1+£12,9
olarak saptandi. Bu deger de istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,067).

Diger meme karsinomu tan1 grubu icerisindeki vakalarin %18,2’sinde (n=2)
PARPL1 ile boyanma goriillmezken, % 81,8’inde (n=9) zayif niikleer boyanma
izlendi, orta ve giiclii pozitif boyanma goriilmedi. IDK tanis1 almis vakalar
icerisinde ise 22 vakada (%31) PARP1 negatif, 27 vakada (%38) zayif pozitif
olarak bulundu. Toplam 22 vakada (%31) da orta ve giiglii boyanma elde
edildi. Sonu¢ olarak IDK tanisi alan olgularda her tip PARP1 boyanma
yogunlugu izlenir iken, diger tan1 grubunda orta ve gii¢lii PARP1 boyanmasi
izlenmedi. Tani ile PARP1 boyanma giicii arasindaki bu iligki istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,044). Ancak bu iligski nihai PARP1 ekspresyonu

ve tan1 arasinda saptanmadi (p=0,111).

pT1 tiimorlerin PARP1 ile boyanma yiizdesi ortalama %21,4 bulundu. pT2,
pT3 ve pT4 tiimérlerin ortalamalar sirasiyla: %17,3; %47; %50 bulundu. Tim
vakalardaki PARP1 boyanma yiizdesiyle karsilagtirildiginda, pT artikca
PARP1 yiizdesi artmakla birlikte aradaki iliski anlamli bulunmadi (p=0,080).

49



PARPI1 negatif olgularin %66,7’si (n=16) MBRD 2 olan vakalar iken,
PARP1 giiglii pozitif olgularn %75’ (n=9) MBRD 3 olan vakalar oldugu
izlendi. MBRD derecesi ile PARP1 boyanma giiciiniin arasindaki bu iliski
istatistiksel olarak anlamli saptanmakla birlikte (p=0,071), PARP1 boyanma
yiizdesi ve PARP1 skoru ile MBRD arasinda da istatistiksel olarak anlam
bulundu (p=0,033 / p=0,035) (Tablo 8).

TABLO 8: MBRD ile PARP1 boyanma yiizdesi ve skoru ortalamalari

PARP1 PARP1
MBRD boyanma | boyanma

yiizdesi skoru
2 15,74423,4 | 2,97+4.3
3 26,16+30,1 4,9+5,7

P=0,033 P=0,035

PARP1 boyanma skoru ile niikleer derece arasinda istatistiksel olarak
anlamli sonu¢ bulundu (p=0,043), buna gore N2 vakalarin PARP1 skoru
ortalama 2,7 iken, N3 olgularin 4,9 oldugu goriildi. PARP1 boyanma yiizdesi
ve skoru ile mitoz derecesi (M) arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edildi (p<0,001) (Tablo 9, Sekil 13). Elde edilen sonug iistiinden yapilan
Mann-Whitney testi analizlerine gére M1 grubundaki vakalarin ortalamasinin
diger gruplardan anlamli sekilde diisiik oldugu goriildii (p<0,001). Buna ek
olarak, sonu¢ PARPI1 ekspresyonu yiiksek olarak degerlendirilen 16 vakanimn
10 tanesi (%62,5) mitoz derecesi (M) 3; 5 tanesi (%31,3) M2; 1 tanesi ise
(%6,3) M1 olarak saptandi. Yiiksek PARP1 ekspresyonu ve artmis mitoz

derecesi arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu (p=0,044).
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TABLO 9: PARP1 boyanma yiizdesi ve skoru ile M derecesi iliskisi

ML (n=17) | M2 (n=35) | M3 (n=30)

PARP1 yiizdesi %7 %19,3 %31,8 P<0,001

PARP1 skoru 1,5 3,4 6,1 P<0,001

SEKIL 13: Yiiksek niikleer dereceye sahip vaka ve PARP1 boyanmasi: 1BBA’mindaki 3
mitotik figiir goriilen, yiiksek niikleer dereceli vakaya ait goriiniim (A, H&Ex400), aym
vakaya ait PARP1 boyanmasi (B, PARP1x400)

PARP1 ekspresyonu diisiik olan vakalarin % 75,8’1 (n=50) sitokeratin 5/6
ile pozitif saptandi, PARP1 ekspresyonu yiiksek olan vakalarin %56,3’linde
(n=9) sitokeratin 5/6 pozitif bulundu. PARP1 ekspresyonu diisiik olan
vakalarda sitokeratin 5/6 pozitifligi daha fazla bulunmakla birlikte anlaml
degildi (p=0,133). Farkli olarak, PARP1 ekspresyonu yiiksek olan 16 olgudan
9’unda (%56,3) sitokeratin 14 pozitifken, PARP1 ekspresyonu diisiik olan 51
olgunun 22’si (%33,3) sitokeratin 14 pozitif bulundu. PARP1 ekspresyonu
yiiksek olan vakalarda sitokeratin 14 pozitiftigi daha ¢ok goriilmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,149).

Bazal benzeri grupta yer alan 64 vakanin 53 tanesi (%82,8) ve bazal benzeri
olmayan grupta yer alan 18 olgunun 13 tanesinde (%72,2) PARP1 ekspresyonu
diisiik bulundu ve istatistiksel agidan anlamli degildi (p=0,327).

51




PARP1 boyanmasi gostermeyen vakalarda tahmini hastaliksiz sagkalim
58,7 ay iken PARP1 ile zayif boyanma oldugunda ortalama 79,6 ay bulundu;
orta ve giiglii PARP1 boyanmalarinda ise 65,7-67,8 ay olarak bulundu. PARP1
boyanma siddeti ile hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli iliski saptanmadi
(p=0,216) (Grafik 6). Benzer sekilde genel sagkalim ile de anlamli bir iligki
olmadigi goriildi (p=0,209) (Grafik 6).

Sonu¢ olarak PARP1 ekspresyonu diisiik bulunan vakalarin 6ngoriilen
ortalama hastaliksiz sagkalimi1 76,9 ay olurken, PARP1 ekspresyonu yiiksek
olan grubun ortalamast 68,6 ay olarak bulundu (p=0,205) (Grafik 7).
Ongoriilen genel sagkalim ortalamalarma baktigimiz da ise sirasiyla 106,1 ay
ve 78,4 ay oldugu goriildii (p=0,706) (Grafik 7). Tiim bu verilere gore PARP1
ekspresyonu yiiksek grupta sagkalim ortalamalar1 daha kisa beklenmekle

birlikte istatistiksel olarak anlam bulunmada.
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GRAFIK 6: PARP1 boyanma giicii ile éngoriilen hastaliksiz ve genel sagkalim egrileri
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GRAFIK 7: PARP1 ekpresyonu ile 6ngériilen hastaliksiz ve genel sagkalim egrileri

4.11.p-mTOR ekspresyonu

p-mTOR boyanmasi 2 olgu (%2,4)’da goriilmedi, 80 olguda en az %1
boyanma goriildii. Tiim vakalarin p-mTOR boyanma yiizdesi ortalama %25,3
bulundu, en diisiik %0, en yiiksek %95 olarak degerlendirildi. p-mTOR
boyanmasi <%10 olan 34 olgu (tim vakalarin %41,5’1), sonu¢ p-mTOR
ekspresyonu agisindan negatif kabul edildi. Boyanan hiicre oran1 %10-50
arasinda olan 31 olgu (%37,8) ve oram1 >%50 olan 17 olgu (%20,7) saptand,
bu hastalar da p-mTOR ekspresyonu pozitif vakalar (toplam 48 olgu, %58,5)

olarak degerlendirildi.

Elli yas ustii grupta p-mTOR boyanmasi ortalama %?29,4; elli yas ve alt1
grubunda ortalama %21 bulundu. Boyanma yiizdeleri agisindan iki yas grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,09). Ayrica elli yas iistii hasta grubunda
29 tiimorde (%69) p-mTOR sonucu pozitif iken, elli ve alt1 yas grubunda 19
timorde (%47,5) p-mTOR pozitif olarak degerlendirildi. Ileri yastaki hasta
grubunda p-mTOR’un pozitifligi daha fazla saptanmakla birlikte anlaml
bulunmad: (p=0,072).
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IDK tanist almis 71 olgunun p-mTOR boyanmasi ortalama %27,3; diger
meme karsinom tani grubundaki 11 olgunun ortalama degeri %12 bulundu.
IDK olgularinda p-mTOR boyanmasi daha yiiksek oranlarda goriilmekle
birlikte anlaml1 bir sonug elde edilmedi (p=0,065).

LVI saptanan olgularda p-mTOR %21,9 oraninda boyanma gdsterirken,
LVI bulunmayan olgularda ortalama %32,5 oraninda gériildii. Buna gére p-
mTOR boyanma yiizdesi LVI bulunmayan olgularda daha yiiksek oranlarda
saptanmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,058).

Lenf nodu metastaz1 mevcut olgularda p-mTOR boyanma yiizdesi ortalama
% 20,4 iken lenf nodu metastazi bulunmayan olgularda %34,9 olarak saptandi.
Lenf nodu metastazinda p-mTOR boyanma yiizdesinin azalmasi istatistiksel
olarak da anlamli bulundu (p=0,015). Ayrica p-mTOR yiizdesi arttik¢a
metastatik lenf nodiilii sayisinda azalma oldugu goriildii ve bu istatistiksel

olarak anlamli saptandi (p=0,021).

PNO olgularda p-mTOR boyanma yiizdesi ortalama %34,9; pN1 olgularda
%24,3; pN2 olgularda %14,9; pN3 olgularda ise %18,3 olarak bulundu, ancak
bu veriler anlamli degildi (p=0,093).

P-mTOR sonucu ile lenf nodu metastazi, LVI ve pN arasinda iliski
saptanmadi (p=0,153/p=0,231/p=0,456).

Sitokeratin 5/6 pozitif olan 59 olgunun 33’iinde (%55,9), sitokeratin 5/6
negatif olan 23 olgunun 15’inde (%65,2) p-mTOR pozitif saptanirken
(p=0,468); sitokeratin 14 pozitif olan 31 olgunun 17’sinde (%54,8); sitokeratin
14 negatif 51 olgunun 31’inde (%60,8) p-mTOR pozitif saptandi (p=0,648).

Her iki sitokeratin ve p-mTOR arasinda anlamli iligki saptanmada.

Bazal benzeri grupta 64 olgunun 37’°si (%57,8) ve bazal benzeri olmayan
grupta yer alan 18 olgunun 11 tanesi (%61,1) p-mTOR pozitif bulundu. iki alt
grup arasinda istatistiksel olarak p-mTOR ekspresyonu agisindan fark
bulunmadi (p=1,000).
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p-mTOR negatif olgularin %82,4’tinde ve p-mTOR pozitif olgularin
%79,2’sinde PARP1 ekspresyonu diisiik bulundu, iki IHK inceleme arasinda
anlamli iliski bulunmadi (p=0,784).

p-mTOR boyanmast <%10 olan olgularin 6ngoriilen hastaliksiz ortalama
sagkalimlar1 66,2 ay; boyanma orani %10-50 arasi olgularin 69,2 ay;
>%50°den fazla boyanma goriilen olgularda ise 80,9 ay olarak bulundu. Ayni
gruplarin 6ngoriilen genel sagkalimlarinin da sirasiyla 99,5 ay, 95,6 ay ve
101,9 ay oldugu goriildii. Her iki sagkalim analizi de p-mTOR boyanma
ytizdesi ile anlaml1 bir iligki saptanmadi (p=0,380/p=0,633).

Ongoriilen hastaliksiz sagkalim ortalamalar1 p-mTOR negatif grup igin 66,2
ay, pozitif grup icin 84,3 ay olarak bulundu; bu gruplar i¢in ongoriilen genel
sagkalimlar sirastyla 99,5 ay ve 106 ay olarak saptandi. Sonug olarak p-mTOR
negatif ve pozitif hastalarin hastaliksiz ve genel sagkalimlari arasinda da

anlamli iliski gériilmedi (p=0,575/p=0,871) (Grafik 8).
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TABLO 10: PARP1, p-mTOR, sitokeratin 5/6, sitokeratin 14 ekspresyonu, alt guplar ve

tiimor infiltre eden lenfositlerin Kaplan-Merier analizine gére dngoriilen ortalama

hastaliksiz ve genel sagkalimlari

Hastaliksiz sagkalim (ay)

Genel sagkalim (ay)

Ortalama - p Ortalama . p
sapma sapma
PARP1 sonuc
diustk 76,9 6,7 0,205 106,1 4,8 0,706
yuksek 68,6 7,3 78,4 4,3
p-mTOR sonuc
negatif 66,2 7,3 0,575 99,5 51 0,871
pozitif 84,3 7,7 106 5,7
Sitokeratin 5/6
negatif 71,1 8,8 0,822 85,1 6,5 0,232
pozitif 79,9 7 111,1 4,2
Sitokeratin 14
negatif 65,5 6,2 0,277 95,3 4,8 0,921
pozitif 89,5 9 108,1 6,4
Alt grup
Bazal benzeri 83,4 6,5 110,1 4,1
Bazal benzeri ' : 0,373 ’ ' 0,266
61,2 10,6 82,8 8,2
olmayan
TiL grup
Lenfosit fakir 79,6 7,1 0,696 103,2 5,7 0,266
Lenfosit zengin 72,7 8,2 102 4,8
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TABLO 11: Vakalarin genel ve yapilan alt gruplara gore klinik ve histopatolojik 6zellikleri

Klinik ve Uclii negatif meme Bazal benzeri alt Bazal benzeri
histopatolojik tiitmorleri tip olmayan alt tip
ozellikler (N /%) (N /%) (N /%)
<50 40/ (%48,8) 32/ (%50) 8/ (%44,4)
42/ (%51,2) 32/ (%50) 10 / (%55,6)
38/ (%46,3) 27 [ (%42,2) 11/ (%61,1)
44 | (%53,7) 37/ (%57,8) 7/ (%38,9)
26/ (%31,7) 19/ (%30,6) 7/ (%38,9)
46 / (%56,1) 37/ (%59,7) 9/ (%50)
5/ (%6,1) 5/ (%8,1) 0
3/ (%3,7) 1/ (%1,6) 2/(%11,1)
8/(%9,8) 6/(%10,3) 2/ (%11,8)
41/ (%50) 32/ (%55,2) 9/ (%52,9)
22/ (%26,8) 18 / (%31) 4/ (%23,5)
4/ (%4,9) 2/ (%3,4) 2/(%11,8)
44 ] (%53,7) 34/ (%58,6) 10/ (%62,5)
30/ (%36,6) 24 ] (%41,4) 6/ (%37,5)
Lenfosit fakir 61/ (%74,4) 49/ (%76,6) 12 / (%66,7)
Lenfosit zengin 21/ (%25,6) 15/ (%23,4) 6/ (%33,3)
Diisiik 66 / (%80,5) 53/ (%82,8) 13/ (%72,2)
Yiiksek 16 / (%19,5) 11/ (%17,2) 5/ (%27,8)
Negatif 34/ (%41,5) 27/ (%42,2) 7/ (%38,9)
Pozitif 48 / (%58,5) 37/ (%57,8) 11/ (%61,1)
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5. Tartisma

Meme kanseri, Saglik Bakanligi verilerine gore iilkemizdeki kadinlarda
goriilen kanser tiirleri arasinda %:22,9’luk insidans1 ile birinci sirada yer
almaktadir [78]. ER, PR ve HER2 negatif grubu olusturan UNMK lar1 ise
meme kanserlerinin %10-20’sini olusturmaktadir [4, 5]. UNMK ’lar1 daha geng
yaslarda goriilen, hizli progresyona ve kisa sagkalima sahip agresif tiimorlerdir.
Iyi bilinen hormonoterapi ve transtuzumab gibi tedavilerden yoksun kalmalari
yanisira kemoterapi ajanlarina farkli yanitlar gostermeleri, bu heterojen grubun
alt tiplere ayristirilmasina ve hedefe yonelik tedavi ajanlarinin aragtirilmasina

neden olmaktadir.

Calismamizda, UNMK’lar1 ic¢in hedefe yonelik tedavide one c¢ikan
molekiillerden PARP1 ve p-mTOR’un immunohistokimyasal ekspresyonlari,
meme kanseri raporlamasinda kullanilan parametreler ve klinik verilerle
birlikte degerlendirilmeye caligildi ve saptanabilen belirgin o6zellikler ile
literatiir aras1 uyum degerlendirildi. Ayrica UNMK larmin biiyiik kismini
olusturan bazal benzeri grup, sitokeratin 5/6 ve sitokeratin 14 ekspresyonu ile

saptanmaya ve degerlendirilmeye calisildi.

UNMK lar1 daha sik olarak 50 yas altindaki ve premenapozal dénemdeki
kadinlan etkilemektedir [7, 79]. Kirk yasin altindaki insidansinin t¢lii negatif
olmayan gruba gore 1.53 kat daha fazla oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur
[80]. Rao ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada yas ortalamasi 46,8 bulundu [73],
baska bir ¢alismada ise tan1 anindaki ortalama yas 55 olarak saptandi [81].
Bizim ¢alismamizdaki genel yas ortalamasi 51,2 olarak bulundu ve literatiir ile

uyumluydu.

Invaziv duktal karsinom, NOS, meme karsinom siniflamasinda en genis
grubu olusturmaktadir ve yapilan caligmalarda sikligi %40-75 dolayinda
bildirilmektedir [1]. UNMK ’larinin da igerisindeki en biiyiik morfolojik grubu
IDK, NOS grubu olusturmaktadir [73]. Dogu ve arkadaslari, yaptiklari
calismada, UNMK igerindeki IDK sikligim % 86,7 idi [82]. UNMK lar
icerisinde yapilan baska bir ¢alismada ise, IDK oran1 %88 idi [73]. Bu
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ortalamalar, calisma grubumuz igerisindeki IDK sikligiyla (%86,6) benzerlik

gostermektedir.

Calismamizda tiimér tipleri ile lenf nodu metastazi ve pN evreleri arasindaki
iliskiler anlaml1 bulundu. IDK grubu disinda kalan, diger meme karsinom tanili
olgular pleomorfik lobiiler karsinom, invaziv mikropapiller karsinom, mikst
miisindz karsinom gibi tiimor morfolojilerini igermektedir. Bu morfolojik tipler
sik LVI ve LNM yapan tiimérler olarak bilinmektedir [1]. Bu bulgulara gore,
literatlirle uyumlu olarak diger meme karsinomu tani grubundaki olgularda
IDK grubuna gore daha fazla oranda lenf nodu metastazi goriildii ve pN

evreleri daha ileri bulundu.

Bazal benzeri grup, UNMK larinin %50-75 kadarmi olusturmaktadir [44,
74, 83]. Bazi yayinlarda bu prevelansin %70-90’a kadar ¢iktig1 bildirilmektedir
[84]. Bazal benzeri grubu belirlemek i¢in kullanilan altin standart yontemin
gen analizi oldugu bilinmektedir. Ancak genis vaka gruplarinda
uygulanabilirlik i¢in, arastirmacilar tarafindan gesitli immunohistokimyasal
panellerin  uyumlulugu arastirnllmaktadir. EGFR ve sitokeratin  5/6
immunohistokimyasal boyama yonteminin gen mikroarray analizi ile
karsilagtirildiginda, bazal grubu belirlemedeki ozgilligi %100 iken,
duyarlililigi %76 olarak bulundu [79]. Ancak aragtirmacilar, bazal benzeri
grubu belirlemek i¢in farkli immunohistokimyasal belirtegler kullanmaktadir.
Nielsen ve arkadaslar1 bazal benzeri grubu belirlemek i¢in sitokeratin 5/6 ve
EGFR igeren panelden en az bir tanesinin ekspresyonunun gosterilmesi
gerektigini belirtir iken [79], farkli yayinlarda yiiksek molekiiler agirlikli
sitokeratinlerden (sitokeratin 5, sitokeratin 14, sitokeratin 17) bir tanesinin

ekspresyonunun gosterilmesini yeterli bulmaktadir [85].

Calismamizdaki bazal benzeri grubun UNMK ’larmin %78’ini olusturdugu
goriildii. Mrklic ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada UNMK ’lar1 igerisindeki
bazal benzeri grubu %66,3 olarak buldu [86]. Sonug olarak ortaya g¢ikan
oransal farkligin, bazal benzeri grubu belirlemede kullanilan sitokeratin
panelinin, uluslararast bir standardizasyonunun olmamasindan ve bazal grubu

belirlemede kullanilan kriterlerindeki degiskenlikten kaynaklandig diistiniildii.
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Caligmamizda, sitokeratin 5/6 pozitifligi %72 iken, sitokeratin 14 pozitifligi
%37,8 olarak bulundu. Her iki bazal sitokeratin ekspresyonu gosteren 26 olgu
(%31,7) tespit edildi. Literatiirde sitokeratin ekspresyonlart oldukga
degiskenlik gostermektedir. Bir ¢alismada sitokeratin 14 pozitifligi %91,1;
sitokeratin 5/6 %46,7 oraninda saptanirken [87], baska bir ¢alismada ise
sitokeratin 5/6 %50,5; sitokeratin 14 % 24,2 olarindan pozitiflik gostermekte
idi [46]. Yaymnlar arasindaki bu gesitlilige sebep olarak, farkli pozitiflik
kriterlerinin kullanilmas1 gosterilebilir. Literatiirde bazi calismalarda, %1
timor hiicresinin boyanmasi pozitiflik icin yeterli sayilmakta iken [73, 79]; bu
oran, bazi yayimlarda %10 olarak kabul gérmektedir [82, 88].

Literatiirde, sitokeratin 14 ekSpresyonu, yiiksek mitotik indeks ile iliskili
bulundu ancak histoloji tip, derece ve LVI arasinda iliski bulunamad.
Sitokeratin 5/6 ekspresyonu gosteren tiimorlerin ise yiiksek dereceli tlimorler
oldugu ve belirgin pleomorfizm gosterdigi saptandi, LVI ve yiiksek mitotik
derece ile iliskilendirildi [46, 87]. Bizim c¢alismamizda da benzer olarak
sitokeratin 5/6 pozitifligi, yiikksek niikleer derece ile iliskili bulundu. Ancak
sitokeratin 14 ile diger histomorfolojik parametreler arasinda bir anlam

goriilmedi.

Meme tiimdrleri i¢in yaygin olarak kullanilan derecelendirme yontemi
MBRD sistemidir ve tiimor derecesi onemli prognostik faktorlerden biri olarak
kabul edilmektedir. Literatiirde sadece bir ¢alismada UNMK grubu icerisinde
%10 oraninda MBRD 1 tiimér goriildii [50]. Diger yaymlarda ise UNMK ’lar1
ve bazal benzeri tlimorlerin belirgin olarak yiiksek dereceye sahip olduklar
belirtilmektedir [83]. Calismamizda degerlendirdigimiz 82 vakanin %53,7’si
derece 3 morfolojiye sahip olup, geri kalan vakalarin tamami derece 2’dir.
Calisma grubumuz igerisinde derece 1 vaka bulunmamaktadir. Bu bulgu

literatiir ile uyumlu goziikmektedir.

Alt gruplar icerisinde, bazal benzeri grupta ¢cogunlukla derece 3 morfoloji
(%57,8) goriildl, bazal benzeri olmayan grupta ise %61,1 oraninda derece 2
morfoloji izlendi ancak, iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Genel

tiimor derecelendirme sistemi igerisinde yer alan niikleer derecelendirmeye
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gore bakildiginda ise, bazal benzeri grupta anlamli olarak derece 3 niikleer
Ozelliklerin daha fazla goriildiigii saptandi. Bulgularimiza benzer olarak, Kim
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, bazal ve bazal olmayan gruplar igerisinde,
histolojik derece agisindan fark bulunamadi ancak niikleer pleomorfizim bazal

benzeri grupta belirgin olarak daha fazla saptandi [89].

Meme karsinomlarinda  prediktif ve prognostik Oneme  sahip
parametrelerden biri de Ki67 proliferasyon indeksidir [90]. Ki67 proliferasyon
indeksi %14’iin tlizerinde olan vakalar prognoz beklentisi agisindan yiiksek
riskli hasta grubunu olusturmaktadir. UNMK lar1 biyolojisinde barindirdig1
gen mutasyonlar1 nedeniyle yiiksek proliferatif aktiviteye sahiptir.
Calismamizda Ki67 proliferasyon indeksi ortalama %51,6 olarak saptandi.
Ayrica ¢alismamizda genel tiimor boyutu ortalama 30,6 mm olarak saptandi ve
Ki67 proliferasyon indeksi ile dogru orantili olarak artis gosterdigi belirlendi.
Bu bulgular literatiir ile ortiismekte olup yiliksek proliferatif aktiviteye sahip
timorlerin daha biiyiik boyutlara ulasabildiginin gostergesi olarak kabul edildi
[91].

Immiin sistemin kanser progresyonunda énemli rol oynadig bilinmektedir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda TiL’lerin lokal immiin yanitta anahtar rol
oynayabilecegi disiiniilmektedir [92]. Over ve kolon kanserlerinde yapilan
caligmalarda, yogun timdr infiltre eden lenfositlerin varliginin daha iyi
sagkalim ile iligkili oldugu bildirilmektedir [92, 93]. Meme kanserlerinde
yapitlan bazi c¢aligmalarda da inflamasyon ve sitotoksik lenfosit
infiltrasyonunun daha iyi sagkalimla iliskisi oldugu goriisii mevcutken [94],
bazi calismalarda da yogun lenfosit infiltrasyonunun genel sagkalimi koti
etkiledigi bildirilmektedir [95]. Lui ve arkadaslarinin yaptigi 4000 meme
kanseri olgusuna sahip genis seride, tedavi oncesi tiimér infiltre eden lenfosit
varhginin, UNMK’larinda sagkalimi arttiran bagimsiz prognostik faktor
oldugu ve bazal benzeri meme tiimérlerinde sagkalimi belirgin olarak arttirdigi
saptandi [96]. Ancak bu pozitif etkiyi, bazal belirte¢lerin yoklugunda
saptayamadiklarini belirttiler.
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Bazal benzeri gruptaki bazal sitokeratin ve EGFR gibi protein
ekspresyonlarinin bu grubu daha immunolojik hale getirdigi ve lenfosit
yanitinin olugsmasina neden oldugu diistiniilmektedir. Ayrica kotii prognoza
sahip olan bu grubun kemoterapiye kismen iyi yanit vermesinin hiicrelerin
yikimiyla ortaya ¢ikan bu immunolojik kirintilariin da etkisi oldugu hipotezi
mevcuttur. Calismamizda ise; lenfositten fakir grup ve lenfositten zengin grup
arasinda hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim agisindan anlamh farklilik
bulunmadi. Ancak genel sagkalimda, lenfositten fakir grupta daha belirgin olan
kotiiye gidis dikkati ¢ekmektedir. Bu farkin anlamli ¢ikmamasinda etken
olarak degerlendirmeye alinan vaka sayisinin iki grup i¢indeki dagilimlarinin

benzer olmamasi ve sagkalim verilerindeki kismi yetersizlik sayilabilir.

LVI, ana tiiméral kitle disinda kalan alandaki (timér periferinde), damarlar
i¢cerisindeki tiimor hiicre kiimeleri olarak tanimlanmaktadir ve niiks/ metastaz
varhig1 igin bagimsiz prognostik faktordiir. Ayrica LVI'nun, UNMK ’lar1 ve nod
negatif, ER negatif meme kanserlerinde kotii klinik gidisle iliskili bagimsiz
prognostik faktor oldugu bilinmektedir [97]. Calismamizda lenfositten fakir
grupta %75,4 oraninda saptanan LVI, istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
yiiksek bulundu. Literatiirde bununla ilgili bir veri bulunmamakla birlikte,
yogun lenfosit infiltrasyonunun metastaz i¢in koruyucu bir faktér oldugunu
saptayan ¢alismalar mevcuttur [98] ve immunolojik yanit olusturmayan timor

hiicrelerinin LVI ve uzak metaztaz yapma ihtimalinin daha fazla oldugu

bildirilmektedir.

Calismamizda, lenfosit zengin grupta Ki67 proliferasyon indeksi ortalama
%50,4 ile anlamli olarak daha fazla bulundu. Bu bulgu, bazal benzeri gruptaki
sitokeratin ekspresyonlarinin neden oldugun lenfosit yaniti ve yine ayni grubun
sahip oldugu proliferasyon genlerindeki artis nedeniyle saptanan yiiksek Ki67

proliferasyon indeksinin birlikteligi seklinde yorumlandi.

Literatiirde yapilan g¢aligmalarda tiim bazal sitokeratinlerin Ki67, p53,
BRCAT1 gibi proliferasyon ve hiicre siklusu kontrol meraknizmalariyla iligki
oldugu belirtilmektedir [46]. Bizim bulgularimizda sadece sitokeratin 5/6 ile

Ki67 arasinda anlamli bir iliski saptandi ve sitokeratin 5/6 pozitif vakalarin
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Ki67 proliferasyon indeksi %55,9; negatif olan vakalarda ise ortalama %41,4
olarak bulundu. Ancak sitokeratin 5/6 ve sitokeratin 14 pozitifligi ile p53

pozitifligi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi.

P53 mutasyonu meme karsinomlarinda en sik saptanan genetik degisikliktir
[99]. Literatiirde bazal benzeri grup igerisindeki p53 pozitifligi %50-60 olarak
bildirilmekle birlikte [7, 100], Langerod ve arkadaslari, p53 mutasyonu %83
oraninda buldular [101]. Calismamizdaki bazal benzeri grup igerisinde bulunan
64 vakanin %92,2’sinde p53 mutasyonu pozitif saptandi. Bu oranin bazal
benzeri olmayan vakalar icerisinde %83,3 oldugu goriildii (p=0,364). IHK
yontem ile yapilan calismalarda elde edilen genis p53 mutasyon araliginin,
pozitiflik i¢in kullanilan 6l¢iitiin farkli olmasinin neden oldugu disiinildii.
Mevcut c¢aligmamizda kullanmis oldugumuz kriterler uygulanarak yapilan
benzer yayinlardaki oranlar ile elde ettigimiz sonuglarin uyumlu oldugu

goriildii [28, 29].

Calismamizda niiks/metastaz ve 6liimle sonuglanan olgularin tamamini P53
mutasyonu oldugu kabul edilen grup olusturmaktadir. Literatiirde yapilan
calisma sonuglarinda p53 mutasyonu saptanan olgularin hastaliksiz sagkalim
ve genel sagkalimlarinin daha diisiik oldugunu gosterdi [102]. Buna neden
olarak, p53 mutasyonu olan tiimoérlerin genelde daha biiyiik boyutlu, daha kéti
diferasiye tiimorler oldugu ve bu kotii diferansiasyon 6zelliklerine ek olarak

bazi kemoterapi ajanlarina karsi olan direncin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

PARP1 biitiin okaryotik hiicrelerde bulunmakla birlikte proliferasyonu
yiiksek tiimorlerde daha ¢ok eksprese edilmektedir [103]. Artmis PARP1
aktivitesi, tiimor hiicrelerini genotoksik streslere daha dayanikli hale
getirmekte ve DNA hasarlayan ajanlara kars1 dirence neden olmaktadir [104].
Literatiirde PARP1’in artmis ekspresyonunu bir c¢ok kanser tipinde kotii
sagkalimla iliskili oldugu bildirilmektedir [63, 105].

Meme kanserleri, UNMK’lar1 ve bazal benzeri gruplar iginde yapilan
arastirma sonuglarinda yliksek PARP1 ekspresyonu sirastyla; %91,2; %97,3 ve

%96,9 saptandi [69]. Yapilan meta-analizler sonucunda, bazal meme
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karsinomlarinda PARPI1 aktivitesinin diger gruplara gore daha yiiksek
oldugunu ortaya koydu ve yiiksek timor derecesi, mediiller histolojik tip,
timor boyutu, kotii hastaliksiz ve genel sagkalim ile iligskili bulundu [64].
Ayrica adjuvan kemoterapi verilmeyen hastalarda PAPR1’in hastaliksiz
sagkalim acisindan bagimsiz prognostik degere sahip oldugu gorildii.
Calismamizda PARP1 aktivitesi 16 vakada (%19,5) yiiksek olarak

degerlendirildi, bu oran bazal benzeri grup igerisinde %17,2 olarak saptandi.

Calismamizdaki MBRD 3 olan tiimorlerde PARP1 boyanma yiizdesi ve
skoru, derece 2 tiimoérlere gore anlamli olarak daha fazla bulundu. Benzer
sekilde, niikleer derece PARP1 skoru ile iligkili bulundu. Ayrica, mitotik
derecesi 1 olan olgularda anlamli olarak PARP1 ekspresyonu diisiik seviyede
saptandi. Yiiksek dereceli ve mitotik aktif timorlerde PARP1 ekspresyonunun
yiiksek saptanmasi literatiir ile uyumlu géziikmektedir. Ancak yiiksek PARP1
ekspresyon orani gerek ¢alismamizin genel grubunda gerekse alt gruplarinda
goriillme oranmi literatiire gore daha diisik bulundu. Bunun da PARP1
degerlendirmesinde kullanilan kriterlerin standardizasyonunun olmamasindan

kaynaklandig: diistiniildii.

Serimizdeki IDK olgularinda PARP1 boyanma siddeti difer meme
karsinom grubuna gore anlamli olarak daha fazla bulundu. Bununla ilgili
literatiirde degisik sonuglar mevcuttur. Bir c¢alismada, en fazla PARP1
ekspresyonunun mediiller karsinomda oldugu, lobiiler karsinomda ise en diisiik
seviyede oldugu belirtilmekte iken [64], farkli bir ¢alismada ise histolojik tip
ile PARP1 ekspresyonu arasinda iligki Saptanmadigi goriildii [12].

Literatiirde, lenfomalarda PARPI boyanma siddeti Ki67 proliferasyon
indeksi ile iligkili bulundu [106]. Meme tiimérlerinde yapilan calismalarda,
PARP1 ekspresyonunun, proliferatif belirtecler ve p53 ile pozitif korelasyonu
bulundugu belirtilmektedir [12]. Calismamizda PARP1 ekspresyonu ile Ki67
proliferasyon indeksi arasinda iligki saptanmadi. Ancak literatiir ile uyumlu
olarak PARP1 boyanma yiizdesi ve skoru ile p53 arasinda istatistiksel olarak

dogru orant1 oldugu goriildi. Bu birliktelik, PARP proteinleri ile p53°tiin DNA

64



hasarmma yanitta ve genom stabilizasyonunda sinerjik etki gostermeleriyle

iliskilendirilmektedir.

Daha once de belirtildigi gibi, yapilan c¢alismalarda yiiksek PARP1
ekspresyonu kotii hastaliksiz ve genel sagkalimla iliskilendirilmektedir [64].
Bizim ¢alismamizda, yiiksek PARP1 ekspresyonu gosteren vakalarda tahmini
hastaliksiz ve genel sagkalim daha kisa bulunmakla birlikte, istatistiksel olarak
anlamli saptanmadi. Ancak bulgularimizin literatiirdeki PARP1-sagkalim

egilimi ile ortiismekte oldugu gorildi.

Literatiirde, meme karsinomlarinin %24’tinde mTOR ekspresyonunda artma
bulundu [9]. UNMK larmin %36’simnda p-mTOR ekspresyonundaki artisin,
Ucli negatif olmayan gruba goére anlamli olarak daha fazla bulundugu
belirtilmektedir [11]. Calismamizda; UNMK ’lerinde p-mTOR pozitifligi
%58,5 olarak bulundu, bazal benzeri gruptaki oran: ise %57,8 olarak saptand.

UNMK grubumuz icerisinde ve bazal benzeri grup icerisinde tiimor
derecesi, histolojik tipi, proliferasyon indeksi, mitotik aktivitesi, boyutu ve
evresi gibi histolojik parametrelerde anlamli bir iliski goriilmedi. Bose ve
arkadaglart ¢alismasinda [9], p-mTOR ekspresyonunu yiiksek dereceli
timorlerde artmis olarak tespit ederken, Zhou ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada,
p-mTOR ve tiimor derecesi arasinda iliski bulmadi [67]. Baska bir ¢alismada
ise p-mTOR pozitifligi ile timor boyutu, derecesi ve evreyle ilgili iligki
bulunmadi [10]. Vazquez-Martin ve arkadaslari, p-mTOR’un niikleer

birikimini proliferasyon kapasitesi ile korele buldu [66].

Literatiirde p-mTOR ekspresyonu olan meme karsinomlari, lenf nodu
metastazi, kotii sagkalim ve hastalik tekrari ile iligkili bulundu [9, 10, 67]
Calismamizda p-mTOR pozitifligi ile hastaliksiz ve genel sagkalimlar
acisindan anlaml farklilik saptanmadi. Ayrica, literatiirden farkli olarak, p-

mTOR boyanma yiizdesi fazla saptanan vakalarda, LNM daha az goriildii.

Literatiirdeki sonuglarin kendi igerisindeki ve c¢alismamiz ile olan
uyumsuzluklarina, p-mTOR ekspresyonunun degerlendirilmesindeki ¢esitli

fakliliklarm neden oldugu diisiiniildii. Ornek olarak; Ueng ve arkadaslarinin
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[107], niikleer ve sitoplazmik %5’den fazla orta-giiclii boyanmay1 pozitif
olarak kabul etmesi; Walsh ve arkadaslarinin [11] ise, pozitiflik icin %20

oranini kabul etmesi gosterilebilir.

UNMK ’larinin heterojen yapisi igerisinde barindirdig: alt tipler, genomik ve
molekiiler 6zellikler nedeniyle farkli tedavi cevabina ve sagkalim degerlerine
sahip olmaktadir. Bazal benzeri grubun, UNMK ’lar1 igerisinde genis bir grubu
olusturdugu ve yliksek proliferatif aktivitesi nedeniyle daha koti hastaliksiz
sagkalima sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu olgularin tespiti, yakin

tedavi ve takibi zorunlu gortinmektedir.

Calismamizda PARP1 ve sitokeratin 5/6 ekspresyonlari, literatiir ile uyumlu
olarak, proliferasyon kapasitesi yiiksek olan ve diferansiyasyon derecesi kotii
olan tiimorlerde daha fazla saptandi. PARP1 ekspresyonunun, hastaliksiz ve
genel sagkalimi kot etkiledigi goriilmekle birlikte sonuglar anlaml
bulunmadi. Sitokeratin 5/6 igin ise sagkalim analizlerinin literatiir ile uyumsuz
oldugu goriildii. Bu daha genis vaka serilerine ve daha nitelikli hasta takip

sistemine ihtiya¢ duyulmasi seklinde yorumlandi.

Calismamizda incelenen diger belirtecler olan sitokeratin 14 ve p-mTOR
ekspresyonlarinin morfolojik parametreler ile sagkalim analizleri iizerinde
anlamli bir etkisi gosterilemedi. Bunun sebebi olarak, antikorlarin standart
kabul edilmis bir klonunun bulunmamasi ve degerlendirmedeki c¢esitli

yontemlerin varligi goriilmektedir.

Genel olarak, ¢alismamizda kullanilan belirtegler ile ilgili uluslararasi kabul
goren bir degerlendirme sisteminin bulunmamasi, literatiirde de farkli sonuglar
elde edilmesine sebep olmaktadir. Literatiirde bu analizlerin altin standart
olarak molekiiler diizeyde yapildigi belirtilmektedir. Ancak gerek maaliyet,
gerekse kolay ve hizli bir sekilde giivenilir sonuca ulasabilmek adina, hedefe
yonelik tedavi sansina sahip hasta grubunun belirlenmesi ve prognostik 6ngorii
acisindan immiinohistokimyasal olarak her bir parametrenin standardizasyonu
gerekli goriilmektedir. Ayn1 zamanda laboratuvarlar aras1 farki azaltmak ve

gercege en yakin sonuca ulasabilmek icin doku fiksasyonu dahil diger
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asamalarin da, optimum diizeyde tutulmasi olgular igin hayati 6nem teskil

etmektedir.

PARP1 ve p-mTOR inhbitorleri, giincel tedavi kilavuzlarina yer almaya
basladi ve yapilan ¢alismalar umut vericidir. PARP1 ve p-mTOR’un molekiiler
ve immunohistokimyasal tespiti ile tedavi yanmiti arasindaki Kkorelasyonlar
dikkat ¢ekmektedir. Daha pratik ve ucuz yontem olan IHK yéntemin, her iki
molekiile de standart bir sekilde uygulanip degerlendirilebilmesi igin, yapilan
ve yapilacak olan ¢aligmalarda farkliliklarin net bir sekilde ortaya konulup
belirlenmesi, sonu¢ olarak da uluslararasi bir degerlendirme sisteminin
benimsenmesi gerekli goriilmektedir. Calismamizdaki verilerin de bu amagla

literatiire kaynak olusturacagi diistintilmektedir.
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6.  Sonuclar

Calismamiz, 2005-2010 yillar1 arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’nda meme karsinomu tanis1 alan ve IHK ydntemle
ER, PR, HERZ2 negatif olarak raporlanmis 82 vaka ile yapildi.

Tiim vakalarin ortalama takip siiresi 50,9 ay (minl, max120) dir.

Olgularin genel yas ortalamasi 51,2+12,2 (min:27, max:81) olarak bulundu.
Olgularin 42 tanesi (%51,2) 50 yas {istii, 40 tanesinin de (%48,8) 50 yas
altinda oldugu goriildii.

Calisma grubu icerisinde MBRD I olgu bulunmamaktadir. MBRD II olan
38 olgu, MBRD III olan 44 olgu bulunmaktadir.

Diger meme karsinomu tanili olgu grubunda anlamli olarak daha fazla lenf
nodu metastazi goriildii (p=0,018), ayrica pN evresi daha ileri oldugu tespit
edildi (p=0,010).

Tiimor boyutu arttik¢a Ki67 proliferasyon indeksinin de arttig1 saptandi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (korelasyon katsay1s1=289, p=0,009).
Yiksek pT evresine sahip tiimorlerde ve ileri evrelerde niiks/metastaz orani
anlamli olarak daha fazla bulundu (p=0,036/p=0,009).

LNM saptanan hastalarin %81,8’inde LVI goriildi. LNM saptanan
olgularda LVI anlamli olarak daha fazla bulundu (p=0,002). pN evresi
yiiksek olan (p=0,006) ve ileri evre (p<0,001) vakalarda LVI anlaml1 olarak
daha fazla saptandi. Metastatik lenf nodiilii sayis1 ve metastatik lenf nodiilii
cap1 arasindaki iliski istatistiksel olarak dogru orantili bulundu (korelasyon
katsay1s1=519, p=0,001).

p53 ile PARP1 boyanma yilizdesi ve skoru arasinda istatistiksel olarak
dogru orant1 bulundu (korelasyon katsayisi=224, p=0,043) ancak sonug
PARP1 ekspresyonu ile p53 ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki
bulunmadi (p=0,095).

Lenfositten fakir grupta anlamli olarak daha fazla LVI saptandi (p=0,029).
Tiimor diferansiasyonu azaldikga TIL yiizdesi artma egiliminde oldugu

goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,094).
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Lenfositten zengin grupta proliferasyon indeksi anlamli olarak daha ytiksek
bulundu (p=0,045).

Lenfositten fakir ve lenfositten zengin gruplar arasinda hastaliksiz
(p=0,696) ve genel sagkalimlar (p=0,266) agisindan istatistiksel fark
saptanmadi.

Sitokeratin 5/6 pozitif grupta proliferasyon indeksi ve niikleer derece
anlamli olarak daha fazla saptandi (p=0,035/p=0,013). Sitokeratin 14
ekspresyonu ve Ki67 proliferasyon indeksi arasinda iliski bulunmadi
(p=0,765).

Bazal benzeri grup ile bazal benzeri olmayan grup arasinda hastaliksiz
sagkalim (p=0,373) ve genel sagkalim (p=0,266) agisindan anlamli farklilik
olmadig goriildii.

PARP1 boyanma yiizdesi ve PARP1 skorunun artmasi ile MBRD artmasi
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulundu (p=0,033 / p=0,035).

N 3 olgularin PARP1 boyanma skoru istatistiksel olarak daha fazla oldugu
goriildi (p=0,043).

PARP1 boyanma yilizdesi ve skoru ile mitoz derecesi (M) arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (p<0,001). M1 grubundaki
vakalarin ortalmasinin diger gruplardan anlamli sekilde diisiik oldugu
goriildi (p<0,001). Yiiksek PARP1 ekspresyonu ve artmis mitoz derecesi
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu (p=0,044).
PARP1 ekspresyonu yiiksek grupta sagkalim ortalamalar1 daha kisa olarak
bulundu ancak istatistiksel olarak anlam gortilmedi (p=0,205/ p=0,706).
p-mTOR boyanma yiizdesi LVI bulunmayan olgularda daha yiiksek
oranlarda saptanmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,058). Lenf nodu metastazinda p-mTOR boyanma yiizdesinin azalmasi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,015). P-mTOR sonucu ile lenf
nodu metastazi, LVI ve pN arasmnda iliski  saptanmadi
(p=0,153/p=0,231/p=0,456).

p-mTOR negatif ve pozitif hastalarin hastaliksiz ve genel sagkalimlari

arasinda da anlaml iligki goriilmedi (p=0,575/p=0,871).
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