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ÖZET 

 

          Üçlü negatif meme karsinomu (ÜNMK), sınırlı tedavi seçenekleri olan ve 

neoadjuvan kemoterapi (NAKT)’ye en yüksek oranda patolojik tam yanıt (pTY) 

görülen heterojen bir meme kanseri alt tipidir. NAKT yanıtı ve prognoz üzerinde 

etkisi olan klinikopatolojik özelliklerin ve tedavi hedefi olabilecek potansiyel 

moleküler belirteçlerin araştırılması ÜNMK hastalarında alternatif tedavi ve takip 

protokolleri geliştirilmesini sağlayabilecektir. Bu çalışmada, ÜNMK tanısı alan ve 

NAKT sonrası opere edilen 31 hastaya ait tümör DNA’sında BRCA1, BRCA2, TP53, 

PIK3CA, AKT1, NRAS, EGFR, CHEK2, MET, PTEN, PALB2, CDH1, KRAS, 

PIK3R1, STK11 genlerinden oluşan bir panelde yeni nesil dizileme (NGS) yöntemi 

ile somatik mutasyonların araştırılması amaçlandı. Olası moleküler belirteçler ve 

klinikopatolojik özellikler ile NAKT yanıtı ve prognoz arasındaki ilişki araştırıldı. 

Vakaların ortalama yaşı 54,55 (29-78) idi. pTY oranının eksizyonel biyopsi ile tanı 

konulan, lenfatik invazyon ve aksiller metastaz olmayan olgularda anlamlı derecede 

daha yüksek olduğu bulundu (p<0,05). Ek olarak, BRCA2 mutant olan tümörlerde 

pTY oranı anlamlı bir şekilde yüksek bulunmuştur. TP53 mutasyonu varlığı ile daha 

iyi genel sağkalım ve EGFR mutasyonu ile daha kısa sağkalım arasında anlamlı ilişki 

tespit edildi (p<0,05). TP53, BRCA1 ve BRCA2 başta olmak üzere, ÜNMK’de sık 

görülen somatik mutasyonların gelişebildiği genlerin bulunduğu hedefli NGS 



v 
 

yaklaşımları ile ÜNMK’lerde alternatif tedavi hedefleri ortaya koyabilmek mümkün 

olabilecektir.  
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MOLECULAR MARKERS WITH PROGNOSTIC, PREDICTIVE VALUE IN 

TRIPLE-NEGATIVE BREAST CARCINOMA 

 

PhD Thesis 

 

   Kemal Kürşat BOZKURT 

 

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE 

Department of Molecular Pathology  

 

ABSTRACT 

 

          Triple-negative breast carcinoma (TNBC) is a heterogeneous breast cancer 

subtype with limited treatment options and the highest rate of pathological complete 

response (pCR) to neoadjuvant chemotherapy (NACT). Investigation of 

clinicopathological features that have an effect on NACT response and prognosis and 

potential molecular markers that may be treatment targets may enable the 

development of alternative treatment and follow-up protocols in TNBC patients. In 

this study, it was aimed to investigate somatic mutations in a panel consisting of 

BRCA1, BRCA2, TP53, PIK3CA, AKT1, NRAS, EGFR, CHEK2, MET, PTEN, 

PALB2, CDH1, KRAS, PIK3R1, STK11 genes in tumor DNA of 31 patients, 

diagnosed as TNBC and operated after NACT, by using next generation sequencing 

(NGS). The relationship between possible molecular markers and clinicopathological 

features with NACT response and prognosis was investigated. The mean age of the 

cases was 54.55 (29-78). The pCR rate was found to be significantly higher in cases 

diagnosed by excisional biopsy, and in cases without lymphatic invasion and axillary 

metastasis (p<0.05). In addition, the pCR rate was found to be significantly higher in 

BRCA2 mutant tumors. A significant association was found between the presence of 

TP53 mutation and better overall survival. EGFR mutation was associated with 

shorter overall survival (p<0.05). It can be possible to develop alternative treatment 
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targets in TNBC with targeted NGS approaches, by using panels which include 

frequently mutated genes, such as TP53, BRCA1 and BRCA2. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

          Meme kanseri, tüm dünya genelinde en sık görülen kadın neoplazisi olup, 2023 

yılı verilerine göre yeni kanser vakalarının %15'ini ve kansere bağlı ölümlerin %7'sini 

oluşturmaktadır (1). İstatistiksel analizler, 2040 yılı itibarı ile meme kanseri vakalarında 

%45’in üzerinde bir artış öngörmektedir (2). Meme kanseri, genetik düzeyde moleküler 

alterasyonların çeşitliliğiyle bilinen heterojen bir kanser grubudur (3). Doğal bir sonuç 

olarak, bu heterojenite nedeniyle hastalığın seyri ve hastaların tedaviye verdiği yanıt 

önemli farklılıklar göstermektedir. Son yıllarda, tedavi ve takip protokolleri bu heterojen 

yapıyı dikkate alacak şekilde kişiselleştirilmiş ve hedefe yönelik yaklaşımlar 

geliştirilmiştir. Bu yaklaşımların geliştirilebilmesi için ise moleküler patolojik çalışmalar 

yapılarak hedef olabilecek potansiyel biyobelirteçlerin tanımlanması büyük önem 

kazanmaktadır.  

          Üçlü-negatif meme karsinomları (ÜNMK), östrojen reseptör (ER), progesteron 

reseptör (PgR) ve human epidermal growth faktör reseptör-2 (HER2) ile negatif olan, 

çoğunlukla agresif davranışlı bir tümör grubudur. Kendi içinde de heterojen ve tedavi 

seçenekleri en kısıtlı olan bu tümör grubu, tüm meme kanserlerinin yaklaşık %15-20’sini 

oluşturmaktadır (4-6). Bazal fenotip gösteren ya da BRCA1 ilişkili ÜNMK’lerin kötü 

prognozlu olmasına karşın, medüller özellikler gösteren karsinomlar, adenoid kistik 

karsinom, sekretuar karsinom ve müsinöz kistadenokarsinom gibi ÜNMK alt tipleri daha 

iyi klinik seyir göstermekte ve daha uzun sağkalım süreleri elde edilebilmektedir. 

Heterojen klinik davranış gösteren bu tümör grubunda cerrahi, standart adjuvan ya da 

neoadjuvan kemoterapi ve radyoterapi uygulanmakla birlikte, hedefe yönelik tedavilerin 

geliştirilmesi ve yaygınlaştırılmasına ihtiyaç vardır. 

          Lokal ileri ve metastatik meme karsinomlarında yaygın olarak kullanılan 

neoadjuvan tedavi, ÜNMK’lerde de yaygın olarak başvurulan bir tedavi yöntemidir. Tüm 

meme karsinomları içerisinde neoadjuvan tedaviye yaklaşık %35-45 ile en çok patolojik 

tam yanıt (pTY) verdiği bildirilen alt tip ÜNMK’lerdir (7, 8). Neoadjuvan tedaviye tam 

yanıt gösteren kanserler daha iyi klinik seyir göstermekteyken, kısmi yanıt ya da yanıt 

olmamasının kötü sağkalım ile ilişkili olduğu bilinmektedir (9-14). 
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          Meme kanserlerinde neoadjuvan tedavi yanıtını değerlendirmek için kullanılan 

birkaç sistem geliştirilmiştir (15-17). Tedavi yanıtının tam olmadığı tümörlerde bu 

sistemler kullanılarak histopatolojik yanıt derecesi değerlendirilebilmektedir. Neoadjuvan 

tedavi yanıtının tam olduğu tümörler ile kötü yanıt veren tümörlerin moleküler yöntemler 

kullanılarak karşılaştırılması ve tedavi yanıtının derecesinin farklı olmasını 

açıklayabilecek olası somatik mutasyonların tanımlanması, yeni tedavi stratejilerinin 

geliştirilebilmesi için literatüre katkı sağlayacaktır. 

          Dizileme, giderek gelişen farklı uygulama yöntemleri ve kullanım alanları ile 

deoksiribonükleik asit (DNA) dizisinin tümünün ya da seçilen bölümlerinin okunmasını 

sağlayan moleküler patolojik bir yöntemdir. Son 15 - 20 yılda geliştirilmiş olan ve insan 

genomunda aynı anda çoklu hedeflerin dizilenebilmesini sağlayan yeni nesil dizileme 

(NGS), paralel / derin dizileme olarak da bilinen etkili bir yöntemdir. Yaşanan teknolojik 

gelişmeler ile birlikte, NGS birçok kanser türünde olduğu gibi meme kanseri hastalarının 

yönetiminde de klinik bir araç olarak yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır (18). 

Özellikle, hedefli NGS yaklaşımı ile belirli kanser türleri ile ilişkili olduğu daha önce 

tespit edilen genlerden oluşan paneller kullanılarak çok sayıda örnek aynı anda 

dizilenebilmekte ve somatik mutasyonlar tespit edilebilmektedir (19). 

          Neticede, ÜNMK karmaşık biyolojisinin etkisi ile tedavi edilmesi zor ve diğer 

meme kanseri alt tipleriyle karşılaştırıldığında en kötü klinik gidişe sahip olan meme 

kanseri grubudur. Bu nedenle, ÜNMK'li hastalar için etkili hedefe yönelik tedavi 

geliştirmek, sağkalımlarını iyileştirmek için kritik öneme sahiptir. Bu araştırmada, 

ÜNMK tanısı aldıktan sonra neoadjuvan tedavi uygulanan hastalarda, klinikopatolojik 

özelliklerin yanı sıra NGS yöntemiyle BRCA1, BRCA2, TP53, PIK3CA, AKT1, NRAS, 

EGFR, CHEK2, MET, PTEN, PALB2, CDH1, KRAS, PIK3R1, STK11 genlerinde tespit 

edilebilecek somatik mutasyonların neoadjuvan tedavi yanıtı ve prognoz üzerine etkisinin 

araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. İnvaziv Meme Kanseri ve Neoadjuvan Tedavi 

          İnvaziv meme kanseri, 2022 yılında yayınlanan GLOBOCAN verilerine göre 

dünya genelinde kadınlarda en sık görülen malignitedir. Mortalite oranlarına göz 

atıldığında ise kansere bağlı ölüm nedenleri arasında dördüncü sırada yer almaktadır 

(20). Benzer şekilde, Türkiye’de de kadınlarda en sık görülen malignite olan invaziv 

meme kanseri, son yıllarda tedavi seçeneklerinin gelişmesine bağlı olarak azalma 

görülse de kanser ilişkili mortalitenin en önemli nedenlerinden birisidir (21). 

          Meme kanseri, diğer birçok kanser türü gibi multifaktöriyel bir etiyolojiye sahiptir 

ve karsinogenezinin büyük oranda aydınlatılmış olduğu düşünülmektedir. Tüm meme 

kanserlerinin %90’ından fazlasının sporadik olarak geliştiği bilinmekte olup, bunların 

çoğunluğu ileri yaşta ortaya çıkan östrojen maruziyeti ile ilişkili kanserlerdir. Bunun 

yanında, %10’dan az bir kısmı da kalıtımsal kanser sendromları ile ilişkili 

mutasyonlarından kaynaklanmaktadır (22). 

          Günümüzde, meme kanseri tanısı için ideal histopatolojik yöntem insizyonel 

biyopsi (ideal olarak tru-cut ya da vakum asiste kor biyopsi) ile örneklenen tümör 

dokusunda histopatolojik tanı, histolojik derece ve prediktif belirteçlerin 

raporlanmasıdır. Bu yaklaşım, ameliyat ya da neoadjuvan tedavi öncesi klinisyenler 

açısından yol göstericidir (23). Ancak, mükerrer tru-cut ve/veya insizyonel biyopsi ile 

sonuç alınamayan hastalarda tanısal amaçlı eksizyonel biyopsilere de başvurulmaktadır.  

          Meme malignitelerinin yaklaşık %95’i terminal duktal lobüler ünite kaynaklı 

epitelyal kanserlerdir (karsinomlar) ve meme kanseri terminolojisi ile büyük oranda bu 

alt grup ifade edilmektedir. Karsinomların %85-90’ı invaziv, %10-15’i ise in situ 

karsinomdur. İnvaziv meme karsinomu grubunun büyük bir çoğunluğunu (%80-85), 

diğer alt tiplerin özellikleri ile örtüşmeyen ve temel olarak bir dışlama tanısı olan 

“İnvaziv Meme Karsinomu, Özel Tip Olmayan (İMK, NST)” oluşturur. Diğer alt tipler 

arasında farklı morfolojik görünümleri ile lobüler karsinom, tübüler karsinom, 

kribriform karsinom, müsinöz karsinom, mikropapiller karsinom, müsinöz 

kistadenokarsinom ve metaplastik karsinom yer alır. Tüm invaziv meme karsinomları, 
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tübül oluşumu, mitoz sayısı ve nükleer pleomorfizm göz önünde bulundurularak 

histolojik olarak derecelendirilir (24).  

          Meme kanseri için iyi bilinen prognostik faktörler evre, yaş, histolojik tümör tipi, 

histolojik tümör derecesi, lenfovasküler invazyon, steroid hormon reseptörü (ERve PgR) 

durumu, HER2 ve Ki67 ekspresyonları gibi özellikleri içermektedir. Genç hastalarda (35 

yaş öncesi) ortaya çıkan meme kanseri nadir olup, sıklıkla kalıtsal meme kanseriyle 

ilişkilidir. Bu tümörler daha agresif bir seyir göstermektedir. Diğer yandan, ileri yaş 

hastalarda (75 yaş üzeri), genç hastalara göre daha yüksek oranda mortalite 

yaşanmaktadır (25). 

          Görüntüleme yöntemlerinin ve tarama programlarının yaygınlaşmasıyla in situ 

aşamada yakalanan karsinomların oranı artmış, hastalar daha erken evrelerde tanı 

almaya başlamış ve buna bağlı olarak meme kanserinin prognostik faktörleri daha çok 

tedaviye yönelik potansiyel hedefler çerçevesinde ele alınmaya başlanmıştır. Bu nedenle 

klasik prognostik faktörlerin yanına moleküler alt tiplendirme eklenmiştir. Meme 

kanserinin daha sonra bahsedilecek olan dört moleküler alt tipi klinik açıdan değerlidir 

ve farklı tedavi yaklaşımları gerektirmektedir. Luminal tiplerde hormon tedavisi ön 

plana çıkarken HER2 pozitif kanserlerde anti-HER2 tedavi yaklaşımları ön plandadır. 

Ancak, ÜNMK’lerin bulunduğu bazal benzeri alt tipte spesifik bir tedavisi olmaması 

sebebiyle bazı istisnalar dışında prognoz kötüdür (26). 

          Non-metastatik erken evre meme kanserinde, genel olarak neodjuvan bir tedavi 

olmaksızın cerrahi tedavi uygulanmaktadır. Bununla birlikte, ÜNMK’ler başta olmak 

üzere tümör yükünün azaltılmasının tercih edildiği seçili vakalarda neoadjuvan tedavi 

yaklaşımı yaygınlaşmaktadır. Nüks riski yüksek olan tümörlerde cerrahi sonrası sistemik 

tedavi (adjuvan) verilmektedir. Ek olarak, lumpektomi olan vakalarda, şüpheli aksiller 

lenf nodu tutulumu olan hastalarda ve ileri evre metastatik hastalık gibi durumlarda 

radyoterapi seçeneği de değerlendirilmektedir (27, 28).  

          Klasik kemoterapi, ÜNMK hastaları için günümüzde genellikle tek silahtır. 

Ancak, BRCA mutasyon durumuna göre PARP inhibitörleri, immünhistokimyasal PDL1 

ekspresyon durumuna göre immünoterapi potansiyel tedavi yaklaşımlarını gündeme 

getirir (29). Ek olarak, tüm moleküler alt gruplarda ileri evre hastalık durumunda 
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moleküler profil belirleme gerekmektedir. CDK4/6, VEGF, homolog rekombinasyon 

eksikliği (HRD) gibi moleküler hedefler potansiyel tedavi seçenekleri sunmaktadır (29).  

          Günümüzde, ÜNMK ve HER2 pozitif meme kanseri hastalarında ameliyat öncesi 

(neoadjuvan) kemoterapi (NAKT) ile tedavi yaklaşımı daha olasıdır. Bu yaklaşımın 

amacı, tümör boyutunu küçültmek ya da tamamen yok etmek, daha iyi kozmetik sonuç 

elde etmek ve daha da önemlisi daha uzun sağkalım elde etmektir. Meme operasyon 

materyalinde NAKT'ye yanıtı değerlendirmek için; varsa rezidüel tümör yatağının iki 

boyutlu çapı, rezidüel invaziv karsinomun hücreselliği ve lenf nodu durumu göz önünde 

bulundurulur. Ameliyat sırasında meme ve lenf nodlarında rezidüel invaziv karsinom 

olmaması pTY olarak adlandırılır. İn situ rezidüel karsinom da patolojik tam yanıt 

kategorisinde değerlendirilir. Meme ve lenf nodlarında rezidüel kanser yükü tespit 

edilmesi ya da lenfovasküler invazyon (LVİ) varlığı parsiyel yanıt olarak tanımlanmıştır 

(30). Hem pTY hem de minimal rezidüel invaziv karsinom tespit edilen hastalar 

genellikle iyi prognoza sahiptir (13, 31). 

 

2.2. Meme Kanserinin Moleküler Alt Tipleri ve Üçlü-Negatif Meme Kanseri 

          Meme kanserinin moleküler olarak sınıflandırılması tedavi ve prognoz açısından 

çok önemlidir. İnvaziv meme kanserinin farklı klinik seyir ve tedavi yanıtlarına sahip 

çeşitli biyolojik alt tipleri içeren heterojen bir hastalık grubu olması bu sınıflamayı 

zorunlu kılmıştır. Gen ekspresyonu profilleme tekniklerindeki ilerlemeler ile bu alt 

tipleri ayırt eden genler listelenmiş ve klinik yansıması olan dört temel moleküler alt tip 

tanımlanmıştır (32) (Şekil 1). 

          Luminal A alt tipi, ER ve/veya PgR pozitif olan, HER2 negatif olan ve Ki67 

proliferatif aktivite indeksi düşük tümörleri kapsar. Nüks riski düşük ve endokrin 

tedaviye daha iyi yanıt veren kanserler olup, çok iyi bir prognoza sahip olma 

eğilimindedir (34). Luminal B alt tipi, ER pozitif, PgR pozitif veya negatif, HER2 

pozitif veya negatif, Ki67 indeksi yüksek olan karsinomları içerir. Luminal B tümörler 

endokrin tedaviye yanıt vermesine rağmen daha agresif bir klinik seyir gösterir. Bu 

nedenle, daha agresif bir tedavi yaklaşımı gerektirebilir (34). HER2 pozitif meme 

kanseri, invaziv karsinom hücrelerinde HER2 protein aşırı ekspresyonu / HER2 gen 
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amplifikasyonu ile karakterize olup, hormon reseptörleri negatiftir. Normal hücrede 

hücre büyümesi ve bölünmesini düzenlemekle görevli olan HER2 proteini, hücre 

membranında aşırı eksprese olduğu neoplastik hücrelerin proliferasyonuna ve 

yayılmasına neden olabilmektedir. HER2 pozitif meme kanseri Luminal tiplere göre 

daha agresif bir türdür ve hızlı büyüme eğilimindedir. Diğer yandan, bu tümör grubu için 

geliştirilen hedefe yönelik anti-HER2 tedavi ajanları prognozu önemli ölçüde 

iyileştirmiştir (34). 

 

 

Şekil 1. İnvaziv meme karsinomunun moleküler alt tipleri ve klinik yansımaları (33). 

 

          Üçlü-negatif meme kanseri, negatif ER, negatif PR, HER2 protein aşırı 

ekspresyonu / HER2 gen amplifikasyonu olmaması ile karakterize edilen klinik bir 

sınıflamadır (Şekil 2, Şekil 3, Şekil 4). Bazal benzeri meme kanseri alt tipi ise, gen 

ekspresyon profiline dayanan gerçek bir moleküler alt tiptir (32). Bazal benzeri meme 

kanserleri, artmış bazal tip sitokeratin ekspresyonuna (CK5, 6 ve 17) sahiptir ve TP53 

mutasyonu sıklığı artmıştır (Şekil 5). BRCA gen mutasyonu ile ilişkili meme 

kanserlerinin çoğu bazal benzeri alt tiptir (35). Bazal benzeri alt tipte yer alan 
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karsinomların çoğu klinik olarak ÜNMK'dir, ancak örtüşme %100 değildir. ÜNMK'lerin 

yaklaşık %50-80'i bazal benzeri alt tiple örtüşmekteyken, %10-30'u HER2 pozitif ve az 

sayıda ÜNMK de Luminal alt tipler ile örtüşmektedir (36, 37). 

 

 

Şekil 2. İnvaziv meme karsinomunda immünhistokimyasal ER negatifliği (x200). 

 

 

Şekil 3. İnvaziv meme karsinomunda immünhistokimyasal PgR negatifliği (x200). 
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Şekil 4. İnvaziv meme karsinomunda immünhistokimyasal HER2 negatifliği (x200). 

 

 

Şekil 5. Bazal benzeri ÜNMK’de immünhistokimyasal CK5/6 pozitifliği (x100). 
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2.3. Üçlü-Negatif Meme Kanserinin Histopatolojik Özellikleri 

          Histopatolojik olarak, ÜNMK yüksek dereceli ve düşük dereceli tümörlerden 

oluşan geniş bir morfolojik spektruma sahiptir (38). Tüm ÜNMK vakalarının büyük 

çoğunluğu (yaklaşık %90) İMK, NST’dir. Bunların da büyük çoğunluğu derece 3 ve 

kötü diferansiye karsinomlardır (39, 40). Düşük dereceli histolojik tipler; adenoid kistik 

karsinom, sekretuar karsinom, fibromatozis benzeri metaplastik karsinom, düşük 

dereceli adenoskuamöz karsinom, ters polarizasyonlu uzun hücreli karsinomdur. Diğer 

yüksek dereceli histolojik tipler ise; skuamöz hücreli karsinom, iğsi hücreli karsinom, 

heterolog elemanlı karsinom, müsinöz kistadenokarsinom ve medüller özelliklere sahip 

karsinomdur. 

          Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 2003 Meme Tümörleri Sınıflamasında medüller 

karsinom, “yetersiz stromalı, belirgin lenfoid infiltrasyonu olan ve kötü diferansiye 

hücrelerden oluşan iyi sınırlı karsinom” olarak tanımlanmıştır (41) (Şekil 6). Klasik 

morfolojik özellikler arasında; iyi sınırlı tümör, düzgün, yuvarlak, iter tarzda tümör 

sınırları, tümörün %75'inden daha fazlasında sinsityal büyüme paterni, tümör içerisinde 

ve tümör periferinin %75’inden fazlasında yaygın lenfoplazmasitik infiltrasyon, yüksek 

derecede nükleer pleomorfizm, belirgin nükleoller ve yoğun mitotik aktivite vardır. Bu 

antite, DSÖ sınıflamasının 2012 baskısında, medüller özellikler gösteren invaziv duktal 

karsinom olarak revize edilmiştir. Bu terim, medüller karsinomun tüm tanı kriterlerini 

karşılamayan atipik medüller karsinomu da kapsamaktadır (42). Aynı antite, 2019 DSÖ 

Meme Tümörleri Sınıflamasında, klinik amaçlarla “medüller benzeri ya da bazal benzeri 

özellikler içeren” tanımlayıcı ifadeleri eklenerek İMK, NST olarak sınıflandırılmıştır 

(24). Medüller özellikler gösteren İMK, NST yüksek dereceli morfolojisine rağmen üçlü 

negatiflik gösteren karsinomların iyi prognoza sahip ayrı bir alt grubu olarak kabul 

edilmiştir. Bununla birlikte, bu tümörün iyi prognozunu predikte edebilmek amacıyla 

morfolojik tanı kriterlerine tam olarak uymak gerekir (43-45). 

          Yüksek dereceli veya üçlü negatiflik gösteren, belirgin tümörü infiltre eden 

lenfositler (TİL) içeren invaziv meme karsinomlarının daha iyi prognozlu olduğu ve 

NAKT’ye daha iyi yanıt verdiği bildirilmiştir (46-48). Bu tümöre sahip hastaların 
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göreceli iyi klinik gidişinin, doğal olarak görülen bir iyi prognoz yerine belirgin TİL 

içermelerinden kaynaklandığı düşünülmektedir. 

 

 
 

Şekil 6. Medüller özellikler gösteren invaziv meme karsinomu (H&E, x100). 

 

2.4. Üçlü-Negatif Meme Kanserinin Moleküler Alt Tipleri 

          Bazal benzeri tümörlerin çoğunda üçlü negatif immünfenotip bulunmaktadır. Daha 

ileri çalışmalarda, ÜNMK’lerin homojen bir hastalık grubu olmadığını bulmuştur. Gen 

profilleme ile ÜNMK'lerde altı moleküler alt tip belirlemiştir (49). Bunlar; bazal benzeri 

1 ve 2 (BL1 ve BL2), immünmodülatör (İM), mezenkimal (M), mezenkimal kök benzeri 

(MSL) ve luminal androjen reseptörü (LAR) alt tipleridir. Daha sonraki yıllarda lazer 

yakalama mikrodiseksiyon çalışmaları ile İM ve MSL alt tiplerindeki gen kopyalarının 

TİL ve peritümöral stromal hücrelerden kontaminasyonlardan kaynaklandığı 

bulunmuştur. Bu nedenle, ÜNMK'nin alt tipleri, altıdan dörde rafine edilmiştir. LAR alt 

tipi, intrensek luminal gen imzasına ve daha yüksek AR ekspresyonu ile düşük Ki67 
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indeksine sahiptir. Çoğu BL1 ve bazı BL2 meme kanserleri, bazal benzeri alt tip ile 

benzer gen imzasını paylaşır ve BRCA mutasyonları ile ilişkilidir. Farklı ÜNMK alt 

tiplerinin klinik seyirleri de farklıdır (49-51). Masuda ve arkadaşları, neoadjuvan 

kemoterapi ile tedavi edildiğinde BL1 alt tipinin en yüksek patolojik tam yanıt oranına 

(%52) sahip olduğunu göstermiştir. En iyi sağkalıma sahip olan LAR, düşük bir patolojik 

tam yanıt oranına (%10) sahiptir. En kötü sağkalım oranı M alt tipindedir (51).  

          Sahip olduğu bu karmaşık biyoloji nedeniyle ÜNMK, günümüzde halen tedavi 

edilmesi zor ve diğer meme kanseri alt tipleriyle karşılaştırıldığında en kötü klinik gidişe 

sahip olan meme kanseri grubudur. Bu nedenle, ÜNMK'li hastalar için etkili hedefe 

yönelik tedavi geliştirmek, sağkalımlarını iyileştirmek için kritik öneme sahiptir. 

Terapötik hedeflerin olmaması, hastalığın klinik seyrini iyileştirmek amacıyla ÜNMK’de 

belirli moleküler belirteçlerle karakterize etmek için hastalığın genetik temeline 

odaklanmak gerekmektedir. 

          BRCA proteinleri tümör baskılama özelliğine sahiptir. Beklendiği üzere, BRCA 

genlerindeki delesyonlar ve/veya fonksiyon kayıpları, DNA onarımının azalmasına ve 

tümör baskılayıcı etkinin azalmasına yol açmaktadır (52). Özellikle, medüller özellikler 

gösteren tümörler sıklıkla BRCA1 mutasyonları (tümörlerin yaklaşık %60'ı) ile 

ilişkiliyken, BRCA2 mutasyonları ile daha az sıklıkta ilişkilidir. Ayrıca medüller 

özellikler gösteren karsinomlar, klasik İMK, NST’den daha sık genomik instabilite, 

anöploidi / poliploidi ve TP53 mutasyonları içermektedir (42). 

          En önemli tümör baskılayıcı gen olan TP53 genindeki inaktive edici mutasyonlar 

meme kanseri dahil olmak üzere birçok malignitede sıklıkla tespit edilmektedir. 

Germline TP53 mutasyonları meme kanseri vakalarının %1'den azından sorumlu 

olabilirken, somatik mutasyonlar daha sık rapor edilmektedir (53). Tüm genomik 

alterasyonlar arasında ÜNMK’de en sık mutasyona uğrayan gen yaklaşık %80 ile 

TP53’tür (54). 

          PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim yolağı, meme kanserinde en sık mutasyona 

uğrayan onkogenik akstır ve bu yolakta en sık PIK3CA mutasyonları 

gözlemlenmektedir. Somatik PIK3CA mutasyonları ilk olarak 2004'te rapor edilmiştir. 

Gen amplifikasyonu ya da nokta mutasyonu şeklinde PIK3CA alterasyonları ÜNMK’ler 
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de dahil olmak üzere meme kanseri vakalarının yaklaşık %10'unda tespit edilmiştir (55). 

Bu yolaktaki PIK3CA mutasyonlarına ek olarak PTEN fonksiyon kaybı ve AKT1 aktive 

edici mutasyon gibi başka birçok onkogenik mekanizma vardır. Aynı yolakta yer 

almaları nedeniyle PIK3CA, PTEN, AKT1 ve PIK3R1 mutasyonlarının birbirini dışladığı 

bildirilmektedir (56). 

          Kontrol noktası kinaz 2, DNA hasarı üzerine aktive olan ve DNA onarımının 

yönetilmesinde önemli görevi olan bir serin kinazdır. DNA hasarına yanıt olarak hücre 

döngüsünü durdurarak, apoptoza yönlendirir. Aynı adlı serin kinazı eksprese eden 

CHEK2 genindeki mutasyon nedeniyle kinaz fonksiyonunun kaybı, meme kanserinin de 

dahil olduğu farklı kanser türleri ile ilişkilidir (57). 

          Bir yüzey adezyon molekülü olan E-cadherin’i kodlayan CDH1 geni diffüz tip 

mide kanserinden sonra özellikle invaziv lobüler karsinom başta olmak üzere en çok 

meme kanseri ile ilişkilidir. Ancak, ÜNMK’ler de dahil olmak üzere PARP inhibitörleri 

için hedef teşkil edebilecek HRD ilişkili genlerden birisi olan PALB2 gibi meme kanseri 

NGS panellerinde sıklıkla yer almaktadır (58). 

          Tirozin kinaz reseptörü olan EGFR, ÜNMK’lerde sıklıkla kopya sayısı artışı ve 

aşırı ekspresyon şeklindeki alterasyonlar ile karşımıza çıkmakta olsa da yaklaşık %10 

oranında nokta mutasyonu bildirilmiştir (54). Bu nedenle, tirozin kinaz inhibitörü 

tedavisinin etkinliğini predikte etmek açısından sıklıkla araştırılmaktadır. 

          Özellikle BL1 alt tipteki ÜNMK’lerde RAS/RAF/MAPK yolağı alterasyonları ile 

karşılaşılabilmektedir. Bu nedenle, KRAS ve NRAS gibi önemli genler, ÜNMK’lerde 

potansiyel tedavi hedefi olarak araştırılmaktadır (54, 59). 

 

2.5. In Silico (Hesaplamalı) Analiz 

          Biyoinformatik veri tabanları kullanılarak, hesaplamalı (in silico) analiz 

yöntemiyle yapılan araştırmalar, hastalıkların moleküler patolojik özelliklerinin ve 

potansiyel moleküler belirteçlerin klinikopatolojik özellikler ile ilişkisinin 

anlaşılabilmesi için kullanılan alternatif bir yöntemdir. In vitro çalışmalar öncesinde 

yapılan in silico analizler, laboratuvar aşaması öncesinde çalışmalar için yol gösterici 

olabilen düşük maliyetli ve etkin bir araştırma yöntemidir.  
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          Diğer kanser türlerinde olduğu gibi ÜNMK’lerde tanımlanan, prognostik ve 

prediktif önemi olabilecek moleküler belirteçlerin in silico yöntemle araştırılması, in 

vitro araştırmalar kadar değerlidir. Açık erişimli cBioPortal for Cancer Genomics 

(cBioPortal), OncoKB ve benzeri biyoinformatik veri tabanları kullanılarak, 

ÜNMK’lerde en sık mutasyona uğrayan ve kanser ilişkili olduğu tespit edilmiş genler 

incelenebilmekte, prognoz ve klinikopatolojik özellikler ile ilişkileri analiz 

edilebilmektedir. In silico analiz yöntemi, ÜNMK’lerde prognostik ve prediktif değer 

taşıyan belirteçlerin saptanabilmesi için başvurulabilecek bir yöntemdir (60, 61). 

          Literatürde, in silico yöntemle yapılan çalışmalarda ÜNMK’ler ile ilgili çok 

önemli bilgilere ulaşıldığı görülmektedir. Otofaji ile ilişkili genler (EIF4EBP1 ve 

NPAS3), ÜNMK’de hastalık progresyonunu ve sağkalımı öngörmede bağımsız 

prognostik faktörler olarak belirlenmiştir. Bu genlerin ekspresyon düzeyleri, hastalığın 

ilerlemesi ve ilaç duyarlılığı ile ilişkilidir (62). CXCL8’in yüksek ekspresyonu, 

ÜNMK’de lenfatik metastazı artırmakta ve kötü prognozla ilişkilendirilmektedir (63). 

          Dolaşımdaki tümör DNA’sı (ctDNA) ve serum analizleri, tedaviye yanıtı ve 

hastalık nüksünü öngörmede kullanılmaktadır. In silico analizlerde, özellikle neoadjuvan 

kemoterapi sonrası ctDNA’nın saptanması, rezidüel hastalık ve kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu saptanmıştır (64, 65). Bir diğer analizde, immünmodülatör gen ağları ve 

poligenik skorların, pTY ve sağkalım tahmininde yüksek doğruluk sunduğu saptanmıştır 

(66). 

          Moleküler ÜNMK alt tiplerinin, hastalığın seyri boyunca büyük oranda stabil 

kaldığı, ancak mezankimal benzeri (M) alt tipte değişim ve beyin metastazı eğilimi 

gözlendiği de in silico yöntemle analiz edilmiştir (67). Sonuç olarak, in silico analizler, 

ÜNMK’de biyobelirteçlerin, tedavi yanıtının ve hastalık seyrinin öngörülmesinde güçlü 

araçlardır. Bu yaklaşımlar, kişiselleştirilmiş tedavi ve takip stratejilerinin geliştirilmesine 

katkı sağlamaktadır. Bulguların klinik uygulamaya geçmesi için ise ek doğrulama 

çalışmaları gereklidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Araştırmanın Tipi, Yeri, Zamanı ve Takvimi 

          Kesitsel tip çalışma yapılmıştır. Araştırmaya dahil edilen hastalara ait tümör 

içeren parafin doku blokları Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji 

Anabilim Dalı arşivi kullanılarak elde edilmiştir. Dizileme işlemi, Süleyman Demirel 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim Dalı bünyesinde bulunan moleküler 

patoloji laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızın Haziran 2022 – Haziran 2024 

arasında yapılması planlanmış olup, öngörülen takvime genel olarak uyulmakla birlikte, 

kitlerin temini ve laboratuvar aşamasında gecikmeler yaşanmıştır (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Öngörülen çalışma takvimi. 

Hastaların belirlenmesi Haziran 2022 – Temmuz 2022 

Hastaların tümörlü preparatlarının incelenmesi ve uygun 

parafin blokların belirlenmesi 

Temmuz 2022 – Ağustos 2022 

Hastalara ait klinikopatolojik verilerin toplanması Ağustos 2022 – Eylül 2022 

Yeni Nesil Dizileme testinin uygulanması Eylül 2022 – Ekim 2023 

Sonuçların istatistiksel analizi Ekim 2023 – Kasım 2023 

Verilerin dökümante edilmesi Kasım 2023 – Haziran 2024 

 

3.2. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi  

          Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim Dalı arşivi 

kullanılarak, 2010 – 2021 yılları arasında tanı amaçlı biyopsi ile meme kanseri tanısı 

koyulan tüm olgular taranmıştır. Bu olgular arasından ÜNMK tanısı alan, neoadjuvan 

tedavi uygulanan ve ardından cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilen, klinik izlem bilgisi 

bulunan otuz bir (31) ardışık invaziv meme kanseri hastası belirlenmiş ve çalışmaya 

dahil edilmiştir. 
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3.3. Çalışma Materyali 

          Daha önce tanı almış ÜNMK hastalarına ait parafin doku blokları kullanılmıştır. 

Olgulara ait hematoksilen-eozin boyalı kesitler ve bu kesitlere ait parafin bloklar 

arşivden çıkarılmıştır. Tüm olgulara ait kesitler, Olympus BX53 ışık mikroskobu ile 

yeniden değerlendirilmiş ve NGS işlemi için en az %40 tümör içeren parafin bloklar 

belirlenmiştir. Parafin bloklarında istenen miktarda tümör bulunmayan ya da tek parafin 

bloğu olan dört olgu tümör yüzdelik oranı en az %20 olduğundan çalışmaya dahil 

edilmiştir. 

 

3.4. Araştırmanın Değişkenleri 

          Çalışmamızın bağımsız ve bağımlı değişkenleri aşağıdaki gibi belirlenmiştir: 

          Bağımsız değişkenler: yaş, cinsiyet, tümör boyutu, tümörün histolojik türü, 

lenfovasküler invazyon, mutasyon türü ve sıklığı. 

          Bağımlı değişkenler: hastalıksız ve genel sağkalım süreleri, aksiller lenf nodu 

metastazı, lokal nüks, uzak metastaz, neoadjuvan tedavi yanıtının histopatolojik 

derecesi. 

 

3.5. Veri Toplama Araçları ve Araştırma Planı  

          Klinik ve patolojik bilgilerin elde edilmesi için, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hastanesi Bilgi İşlem Sistemi aracılığı ile hasta dosyaları ve patoloji raporları 

incelenmiştir. Hastalara ait tümörlü doku bloklarından DNA izolasyonu ile elde edilen 

materyal kullanılarak, çalışma için oluşturulan panelde yer alan genlerdeki somatik 

tümör mutasyonları NGS yöntemi ile araştırılmıştır (Tablo 2). Ek olarak açık erişimli 

veri tabanları kullanılarak in silico analiz yapılmıştır. 

Tablo 2. Kullanılan kanser ilişkili Qiagen™ NGS gen paneli. 

BRCA1 BRCA2 TP53 PIK3CA AKT1 

NRAS EGFR CHEK2 MET PTEN 

PALB2 CDH1 KRAS PIK3R1 STK11 
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          Yeni nesil dizilime çalışma yöntemi için, doku örneklerinden tümör DNA'sının 

izole edilmesi gerekmektedir. Bu DNA örneklerinin kalitesi ve miktarı uygun 

olduğunda, belirli hedef bölgeler zenginleştirilmekte ve ardından çalışma kütüphaneleri 

oluşturulmaktadır. Sonrasında, NGS teknikleri kullanılarak bu kütüphanelerde primer 

analiz yapılmaktadır. Veri analizi aşamasında, çalışmanın kalitesi değerlendirilmekte ve 

hastaların klinik geçmişlerine dayanarak varyant analizi gerçekleştirilmektedir. 

Ardından, tespit edilen varyantlar biyoinformatik yöntemlerle değerlendirilmektedir. 

Çalışmada, hasta örneklerinin yüklendiği "kartuş ve flowcell" sistemleri kullanılarak 

gerçekleştirilen NGS yöntemi, gen paneline özgü formalin fikse edilmiş parafine gömülü 

(FFPE) materyallerle uyumlu olarak tasarlanmıştır. 

          Parafin doku bloğundan DNA izolasyonu için, 4 adet 10 mikron kalınlığında kesit 

alınarak, 2 ml'lik ependorf tüplere yerleştirilmiştir. Her bir tüpe, örneklerin homojen bir 

şekilde karıştırılmasını sağlamak üzere 1 ml ksilen eklenmiş ve yüksek hızda 2 dakika 

santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Altta biriken pellet kısmına zarar vermemek için, 

üstteki sıvı faz dikkatlice alınıp atılmış ve bu işlem iki kez tekrar edilmiştir. Sonrasında, 

1 ml saf alkol eklenerek benzer işlemler tekrar edilmiştir. Tüm işlemlerden sonra tüpler, 

alkolün tamamen buharlaşması için 56°C sıcaklıkta 10 dakika süreyle ısıtıldıktan sonra, 

alkol buharlaşınca tüplere Buffer ATL (180 µl) ve Proteinaz K (20 µl) ilave edilerek, 

vorteks ve spin işlemleri gerçekleştirilmiştir. Örnekler, gece boyunca 56°C'de 

bekletilecek şekilde inkübasyona alınmıştır. 

          Gece inkübasyona bırakılan örnekler, 90°C ısıda 1 saat tekrar inkübe edildikten 

sonra santrifüj işleminden geçirilerek 5 dakika oda sıcaklığında tutulmuştur. Her bir 

örneğe önce Buffer AL (200 µl) sonra alkol (300 µl) eklenerek, karışım vorteks işlemine 

tabi tutularak tekar santrifüjlenmiştir. Bu işlem sonrası elde edilen ürün, sarı renkli spin 

kolonlarına taşınmıştır. Bu kolonlar 9000 rpm'de 2 dakika döndürüldükten sonra, 

içindekiler bir başka 2 ml’lik tüpe boşaltılmıştır. Yeni tüplere buffer-AW1 (500 µl) 

eklenerek tekrar santrifüj uygulanmıştır. Bu işlem sonrası, elde edilen ürün yeni bir 2 

ml’lik tüpe transfer edilmiştir. Ardından kolonlara buffer-AW2 (500 µl) ilave edilerek 

işlem sürdürülmüştür. Spin kolonlar iki dakika döndürülerek santrifüj (9000 rpm) 

edilmiş ve sonrasında ürün yeni bir tüpe taşınarak üç dakika boyunca tekrar santrifüj 
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(14000 rpm) edilmiştir. Spin kolonları hastaların kimlik numaralarının yazılı olduğu 

daha küçük (1,5 ml) tüplere transfer edilmiştir. Kolonların merkezine ATE solüsyonu 

(40 µl) ilave edilerek, solüsyonun kolonda bir dakika süreyle emilim sağlaması 

beklenmiş ve sonra tekrar santrifüj (14000 rpm) yapılmıştır. 

          Fragmentasyon öncesinde konsantrasyon ölçümü için Qubit fluorometer 

kullanılmıştır.  Ardından fragmentasyon işlemi için protokole başlamadan önce, 

thermalcycler soğutulmuştur (4ºC). Fragmantasyon, uç düzeltilmesi ve A ekleme 

işlemlerini içeren miks, 7-8 kez pipetlenerek düzgün bir şekilde karıştırılmış ve kısa bir 

santrifüj işlemi uygulanmıştır. Bu işlemler soğuk bir blok veya buz üzerinde 

gerçekleştirilerek örneklerin sıcaklığının düşük tutulması sağlanmıştır. Her reaksiyon 

tüpüne Mix-Enzyme (Fragmentation-5 μl) eklenerek, karışım 7-8 kez pipetlenip 

homojenleştirilmiştir. Polymerase Chain Reaction (PCR) programı başlatılıp 4ºC'ye 

ulaştığında bir süre durdurulmuş ve sonrasında örnekler cihaza yerleştirilip program 

devam ettirilerek fragmantasyon işlemi tamamlanmıştır. 

          Adaptör ligasyonu için, reaksiyon miksi hazırlanmış ve tüm içerik 10-12 kez 

yavaşça pipetaj yapılarak karıştırılmıştır. Ardından, thermal cycler kullanılarak inkübe 

(20ºC, 15 dk) edilmiştir. 

          Adaptöre bağlanmış DNA’nın QIAseq boncuklarla temizlenme aşamasında, 

ligasyon reaksiyonundan elde edilen örnekler lobind tüpe aktarılmış ve 100 μl olacak 

şekilde 50 μl nukleaz free su ilave edilmiştir. FFPE DNA çalışması olduğu için üzerine 

100 μl QIAseq Beads eklenerek, birkaç defa pipetaj yapılmıştır. Oda ısısında 5 dakika 

inkübasyon sonrası manyetik rack üzerine alınan örnekte 10 dakika boyunca boncukların 

süpernatanttan ayrılması beklenmiştir. Solüsyon berraklaştıktan sonra, dikkatlice 

süpernatant uzaklaştırılmıştır. Üzerine 200 μl taze hazırlanmış %80 etanol eklenen 

örnekten tekrar dikkatli bir şekilde süpernatant uzaklaştırılmıştır. Etil alkol ile yıkama 

aşaması tekrarlandıktan sonra etanol uzaklaştırılmış ve boncukların 10 dakika iyice 

kuruması beklenmiştir. Manyetik rack dışında, DNA hedef boncukları 52 μl nuclease-

free su ile elue edilmiştir. İyice pipetaj yapılan solüsyon berraklaşıncaya kadar manyetik 

rack üzerine alınmıştır. 50 μl süpernatant, temiz bir 1,5 μl lobind tüpe aktarılmıştır. 
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QIAseq Beads 50 μl DNA solüsyonu üzerine eklenip, birkaç defa pipetaj yapılmıştır. 

Oda sıcaklığında 5 dakika inkübasyon sonrası manyetik rack üzerine alınan örnekte 5 

dakika boncukların süpernatanttan ayrılması beklenmiştir. Solüsyon berraklaşınca 

dikkatlice süpernatant uzaklaştırılarak 200 μl taze hazırlanmış %80 etanol ilave 

edilmiştir. Dikkatli bir şekilde süpernatant tekrar uzaklaştırılmış ve etil alkol ile yıkama 

aşaması bir defa daha tekrarlanmıştır. Bead’ler manyetik racktan çıkartılarak DNA hedef 

boncukları 12 μl nuclease-free su ile elue edilmiştir. Hacmi 9,4 μl olan süpernatant temiz 

bir PCR tüpüne aktarılıp, hedef zenginleştirme PCR kurulumuna geçilmiştir. Hedef 

zenginleştirme aşamasında panele özgü primerler kullanılarak ilgili genlerin exonları ve 

exon/intron kavşakları çoğaltılmıştır. 

          Hedef zenginleştirme PCR ürününün QIAseq boncuklarla temizlenmesi için, PCR 

reaksiyonundan elde edilen 20 μl örnek, 1,5ml’lik lobind tüpe aktarılmıştır. Üzerine 100 

μl‘ye ulaşacak şekilde, 80 μl nuclease-free su eklenmiştir. 100 μl (1,0x hacim) QIAseq 

Beads 100 μl dilue PCR solüsyonuna eklenmiştir. Birkaç defa pipetaj yapıldıktan sonra 

oda ısısında 5 dakika inkübasyon yapılmıştır. Örnek manyetik rack üzerine alınıp, 

yaklaşık 5 dakika boncukların süpernatanttan ayrılması beklenmiştir. Solüsyon berrak 

gözüktükten sonra, dikkatlice süpernatant uzaklaştırılmıştır. Üzerine 200 μl taze 

hazırlanmış %80 etanol eklenmiştir. Dikkatli bir şekilde süpernatantı uzaklaştırılan 

örnekte etil alkol ile yıkama aşaması bir kez daha tekrarlanmıştır. Hala manyetik rack 

üzerindeyken boncuklar 10 dakika kurutulmuştur. DNA boncukları 16 μl nuclease-free 

su ile elue edilmiştir. Pipetaj ile iyice karıştırılan solüsyon şeffaflaşıncaya kadar rack 

üzerinde tutulmuştur. 13,4 μl süpernatant temiz bir PCR tüpüne aktarılmış ve Universal 

PCR amplifikasyon kurulumuna geçilmiştir. Daha sonra thermalcycler cihazı 

kurulmuştur. 20 μl PCR reaksiyonu 1,5ml’lik lobind tüpe aktarılarak, üzerine 80 μl 

Nucleaz içermeyen su eklenmiştir. Birkaç defa pipetaj yapılarak iyice karıştırıldıktan 

sonra oda ısısında 5 dakika inkübe edilmiştir. Manyetik rack üzerine alınıp, 5 dakika 

boncukların süpernatanttan ayrılması beklenmiştir. Solüsyon berraklaştıktan sonra, 

dikkatlice süpernatant uzaklaştırılmıştır. 200 μl taze hazırlanmış %80 etanol eklenip, etil 

alkol ile yıkama aşaması tekrarlanmıştır. 

          Final kütüphane oluşturma aşamasında, manyetik rack dışında DNA kitaplık 
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boncukları 30 μl nuclease içermeyen su veya uygun buffer ile elue edilmiştir. Pipetaj 

sonrası solüsyon berraklaşıncaya kadar tekrar manyetik rack üzerine alınmıştır. Hacmi 

28 μl olan supernatant temiz bir 200 μl PCR tüp içerisine hastaların biyopsi numaraları 

yazılarak aktarılmış ve bu şekilde kitaplık ürünleri oluşturulmuştur. Ardından, 

hazırlanan kütüphane ürünleri Qubit fluorometre ile ölçülerek konsantrasyonları 

belirlenmiş ve normalizasyon yapılmıştır. 

          NGS primer analiz aşamasında, yeterli DNA konsantrasyonun sahip olan örnekler 

AVITI ELEMENT™ cihazına yüklenmiş ve yaklaşık 30 saat sonra ham veriler 

(FASTQ) elde edilmiştir. 

 

3.6. Verilerin Değerlendirilmesi 

          Data analizi ve varyant tespitinde çalışmaya ait ham veriler, önceden veri 

güvenliği amacıyla kurulmuş server ağı üzerinden FASTQ dosyaları halinde CLC 

Genomic Workbench (GWB) analiz programı içine aktarıldı. Veriler, CLC GWB 

çalışma istasyonu tarafından FASTQ formatından VCF formatına dönüştürüldü. 

Ardından Qiagen QCI-Interpret yazılımına yüklenen verilerde varyant analizi yapılarak, 

raporlama işlemi gerçekleştirildi. 

          Biyoinformatik analiz için, kullanılan hedefli gen paneli somatik varyantların 

prognostik olarak önemli olduğu veya tedaviye verilen yanıtın predikte edilebildiği 

kanserle ilgili genleri içermektedir. Seçili varyantlar, biyoinformatik veri tabanları ile 

karşılaştırılarak analiz edilmiştir. Bu karşılaştırma sonucu bulunan varyantlar patojenik, 

olası patojenik, anlamı belirsiz, olası benign ve benign gruplara ayrılırken klinik etki ve 

tedavi hedefi olma potansiyelleri açısından uluslararası kılavuzlara göre kategorize 

edilmiştir. Analiz sonucunda, literatür ve veri tabanlarına göre kanser ile ilişkisi net 

tanımlanmış genomik değişiklikler olan patojenik varyantlar ve %90'ın üzerinde bir 

olasılıkla hastalık nedeni olarak kabul edilen olası patojenik varyantlar raporlanmıştır  

(allel frekansı > %3). Anlamı belirsiz varyantlar ise kanser üzerine etkileri henüz net 

bilinmeyen veya şüpheli etkilere sahip genomik değişiklikler olduğundan rapor 

edilmemiştir. 
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          İstatistiksel analiz için, IBM SPSS for Windows 18.0 yazılımı (IBM Corp., 

Armonk, NY, ABD) kullanılmıştır. Tüm analizlerde anlamlılık düzeyi p≤0,05 olarak 

kabul edilmiştir. Betimsel bir analiz yapılmış ve kategorik değişkenler frekanslar olarak 

tanımlanmıştır. Korelasyon analizleri için Spearman korelasyon testi, kategorik 

değişkenler için Ki-kare veya Fisher's exact testi kullanılmıştır. Patojenik ve olası 

patojenik varyantların ve diğer klinikopatolojik özelliklerin sağkalım üzerine etkisi, 

Kaplan-Meier analizi ile değerlendirilmiştir. 

 

3.7. Araştırmanın Kısıtlılıkları 

          Tespit edilebilen olgu sayısının yaklaşık 30 civarında olması, NGS çalışması için 

DNA elde etmek amacı ile arşivde saklanan parafin doku bloklarının kullanılacak 

olması, özellikle beş yıldan daha eski parafin bloklarda DNA kalitesinin düşük olması 

araştırmanın kısıtlılıklarını oluşturmaktadır. 

 

3.8. Etik Kurul Onayı 

          Çalışmamız, 05/01/2022 tarihli ve 2022/01-03 sayılı karar ile Dokuz Eylül 

Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu tarafından onaylanmıştır (Ek 

1). Çalışmanın yürütülmesi esnasında kişisel verilerin korunması bağlamında gerek 

ulusal gerekse uluslararası kanun ve yönetmelikler dikkate alınmıştır (68-70). 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Klinikopatolojik Bulgular 

          Otuz bir ÜNMK olgusunun yaş ortalaması 54,55 (29-78) olup, 23 (%74,2) olguya 

insizyonel/tru-cut, 8 (%25,8) olguya eksizyonel biyopsiyle tanı verilmiştir. Neoadjuvan 

tedavi sonunda 14 (%45,2) olguda pTY ve 11 (%35,5) olguda kısmi yanıt varken, 6 

(%19,4) olguda tedavi yanıtı izlenmemiştir. Tedaviye kısmi yanıt veren olguların 1'inde 

sadece LVİ, 1'inde tümörün hücreselliğinde azalma, 8'inde tümör boyutunda küçülme 

saptanmıştır. Neoadjuvan tedaviye pTY verdiği tespit edilen olguların aksiller lenf 

nodlarında da tam yanıt izlenmiştir. Çalışma sonu itibarı ile 8 olguda (%25,8) hastalığa 

bağlı ölüm ve aynı şekilde 8 olguda da (%25,8) progresyon geliştiği tespit edilmiştir. 

Ortalama takip süresi 75,65 aydır. Tüm klinikopatolojik özellikler ve NAKT yanıt 

durumları Tablo 3’te özetlenmiştir. 

 

4.2. In Silico (Hesaplamalı) Analiz Sonuçları 

          cBioPortal veri tabanında kayıtlı meme kanseri çalışmaları seçilip, 466 ÜNMK 

olgusu tespit edilmiştir. cBioPortal ve OncoKB’ye göre bilinen kanser genleri içerisinde 

en çok görülen ilk 5 mutasyon sırasıyla TP53 (%76,1), PIK3CA (%15,7), KMT2D 

(%6,9), KMT2C (%6,7), BRCA1 (%6,5) olarak saptanmıştır. İyi bilinen bir kanser geni 

olan TP53’te mutasyon olan ÜNMK’lerde, TP53 wild type olanlara göre tümör mutasyon 

yükü (TMB) ve histolojik derece anlamlı olarak yüksek saptanmıştır (Şekil 7 ve 8) (Ki-

kare ve Wilcoxon testleri, q<0,001). TP53 (q=0,794) ile sağ kalım arasında anlamlı ilişki 

tespit edilmemiştir. PIK3CA mutasyonu olan tümörlerde ise genel (Log Rank Test 

q<0,001) ve hastalıksız sağ kalım (Log Rank Test q=0,017) anlamlı bir şekilde daha kısa 

olarak saptanmıştır (Şekil 9). KMT2D mutasyonu olan olgularda metastaz oranı anlamlı 

olarak daha düşük bulunmuştur (q<0,001). ÜNMK’lerde tedavi hedefi olarak 

araştırılmakta olan BRCA1 mutasyonu (Log Rank Test q=0,745) ile KMT2C 

mutasyonunun (Log Rank Test q=0,439) genel ve hastalıksız sağkalımla ilişkisi 

bulunmamıştır. BRCA1 geninin diğer klinikopatolojik özelliklerle de ilişkisi 

bulunmamıştır. 
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Tablo 3. Olguların tanı anındaki klinikopatolojik özellikleri ve NAKT yanıt durumları. 

Ortalama yaş 54,55 yıl Yaş aralığı 29 – 78 yaş 

Ortalama takip süresi 75,65 ay Takip süresi aralığı 27 – 126 ay 

Ortalama progresyon süresi 18,5 ay Progresyon gelişme aralığı 8 – 38 ay 

Hastalığa bağlı ölüm N (%) Progresyon N (%) 

     Yok 23 (%74,2)      Yok 23 (%74,2) 

     Var 8 (%25,8)      Var 8 (%25,8) 

Menopozal durum N (%) 40 yaş altı kanser  

     Premenopozal 15 (%48,4)      Yok 26 (%83,9) 

     Postmenopozal 16 (%51,6)      Var 5 (%16,1) 

Lateralite  Multifokalite N (%) 

     Sağ meme 15 (%48,4)      Yok 27 (%87,1) 

     Sol meme 16 (%51,6)      Var 3 (%9,7) 

Tanısal biyopsi türü  Tümör çapı  

     İnsizyonel / kor biyopsi 23 (%74,2)      ≤50 mm 25 (%80,6) 

     Eksizyonel biyopsi 8 (%25,8)      >50 mm 5 (%16,1) 

Histolojik tip  Histologic derece  

     İMK, NST / medüller 23 (%74,2)      Grade 2 9 (%29) 

     Diğer  8 (%25,8)      Grade 3 21 (%67,7) 

LVİ  Ki67 ekspresyonu  

     Yok 18 (%58,1)      ≤%30 6 (%19,4) 

     Var 12 (%38,7)      >%30 23 (%74,2) 

Aksiller metastaz  pTY  

     Yok 20 (%64,5)      Yok 17 (%54,8) 

     Var 11 (%35,5)      Var 14 (%45,2) 

TİL  Evre  

     Yok  22 (%70,9)      I 5 (%16,1) 

     Hafif 2 (%6,5)      II  17 (%54,8) 

     Orta şiddette 3 (%9,7)      III 7 (%22,6) 

     Belirgin 4 (%12,9)      IV 2 (%6,5) 
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Şekil 7. In silico analizde TP53 mutant ve wild type tümörlerde tümör mutasyon yükü 

karşılaştırması. 

 

Şekil 8. In silico analizde TP53 mutant ve wild type tümörlerde histolojik derece karşılaştırması. 
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Şekil 9. In silico analizde PIK3CA mutant ve wild type tümörlerin genel sağkalımları ile 

hastalıksız sağkalımlarının karşılaştırması. 

 

4.3. Moleküler Patolojik Bulgular (Somatik Mutasyon Profili) 

          Çalışmaya dahil edilen örneklerin 3’ünde (%9,7) yeterli miktarda tümör DNA’sı 

elde edilemediği için NGS çalışması yapılamamıştır. Kalan 28 (%90,3) olguya ait 

örnekler ise NGS yöntemi ile dizilenerek analiz edilmiştir. Bu olgulara ait tümör 

DNA’ları ile gerçekleştirilen NGS çalışmasında ortalama okuma sayısı 79 ile 1623 

arasında değişkenlik göstermekle birlikte, sadece 7 (%22,6) olguda somatik mutasyon 

analizi için ideal okuma sayısına (>300) ulaşılamamıştır. Hedefli NGS çalışmasında 

hedeflenen gen bölgelerinin kapsama genişliği değerleri 100x’te yaklaşık %24 ila %99 

arasında değişkenlik gösterirken 15 (%48,4) olguda %90’ın üzerinde kapsama genişliği 

değerlerine ulaşılmıştır. Sadece 7 (%22,6) olguda kapsama genişliği %60’ın altında 

kalmıştır. Biyoinformatik analizde allelik frekansı >%3 olan patojenik / olası patojenik 

varyantlar rapor edilmiş ve istatistiksel analiz için kullanılmıştır (Tablo 4). AKT1, NRAS 

ve CHEK2 genlerinde patojenik / olası patojenik bir varyant tespit edilmemiştir. 

          En çok mutasyona uğradığı tespit edilen gen TP53’tür. Mutasyona uğradığı tespit 

edilen genlerdeki varyantlara göz atıldığında TP53’te 23 nokta mutasyonu, 1 

duplikasyon; BRCA2’de 8 nokta mutasyonu, 2 delesyon; BRCA1’de 3 nokta mutasyonu, 

2 delesyon; PALB2’de 1 nokta mutasyonu, 1 insersiyon, 1 delesyon, 2 duplikasyon; 

PIK3CA’da 4 nokta mutasyonu, 1 delesyon; PIK3R1’de 2 nokta mutasyonu, 1 delesyon, 

1 duplikasyon; EGFR’de 2 nokta mutasyonu; STK11’de 2 nokta mutasyonu; CDH1’de 1 
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nokta mutasyonu, 1 delesyon; KRAS’de 1 nokta mutasyonu; MET’te 1 nokta mutasyonu; 

PTEN’de 1 delesyon tespit edilmiştir. 

 

Tablo 4. Otuz bir ÜNMK olgusunda patojenik / olası patojenik varyant tespit edilen genler. 

Gen adı N (%) Gen adı N (%) 

BRCA1  CDH1  

     Wild type 23 (%74,2)      Wild type 26 (%83,9) 

     Mutant 5 (%16,1)      Mutant 2 (%6,5) 

BRCA2  PALB2   

     Wild type 18 (%58,1)      Wild type 23 (%74,2) 

     Mutant 10 (%32,3)      Mutant 5 (%16,1) 

TP53  PTEN  

     Wild type 4 (%12,9)      Wild type 27 (87,1) 

     Mutant 24 (%77,4)      Mutant 1 (3,2) 

PIK3CA  MET  

     Wild type 23 (%74,2)      Wild type 27 (87,1) 

     Mutant 5 (%16,1)      Mutant 1 (3,2) 

KRAS  EGFR  

     Wild type 27 (87,1)      Wild type 26 (%83,9) 

     Mutant 1 (3,2)      Mutant 2 (%6,5) 

STK11  PIK3R1  

     Wild type 26 (%83,9)      Wild type 24 (%77,4) 

     Mutant 2 (%6,5)      Mutant 4 (%12,9) 

 

4.4. Klinikopatolojik ve Moleküler Özelliklerin NAKT Yanıtı ile İlişkisi 

          İleri yaş ve postmenopozal hastalarda, multifokal olmayan karsinomlarda, 

histolojik derece 3 olan tümörlerde, Ki67>%30 olan, düşük evre ve belirgin TİL içeren 

karsinomlarda pTY oranı daha yüksek bulunmuş olmakla birlikte, bu parametrelerin p 

değeri >0,05 olarak saptanmıştır. Eksizyonel biyopsi ile tanı verilen olgularda (p=0,049), 

LVİ olmayanlarda (p=0,048), aksiller metastazı olmayanlarda (p=0,000) pTY oranı 

anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (Tablo 5). 
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Tablo 5. Klinikopatolojik özelliklerin NAKT yanıt durumu ile ilişkisi. 

Klinikopatolojik özellik NAKT yanıt durumu N (%) p değeri 

Menopozal durum Yok / parsiyel pTY  

     Premenopozal 9 (%60) 6 (%40) 0,576 

     Postmenopozal 8 (%50) 8 (%50)  

Tanısal biyopsi türü    

     İnsizyonel / kor biyopsi 15 (%65,2) 8 (%34,8) 0,049 

     Eksizyonel biyopsi 2 (%25) 6 (%75)  

Histolojik tip    

     İMK, NST / medüller 12 (%52,2) 11 (%47,8) 0,893 

     Diğer  5 (%62,5) 3 (%37,5)  

Histologic derece    

     Grade 2 7 (%77,8) 2 (%22,2) 0,127 

     Grade 3 10 (%47,6) 11 (%52,4)  

LVİ    

     Yok 7 (%38,9) 11 (%61,1) 0,048 

     Var 9 (%75) 3 (%25)  

TİL    

     Yok / hafif - orta şiddette  15 (%55,6) 12 (%44,4) 0,973 

     Belirgin 2 (%50) 2 (%50)  

Multifokalite    

     Yok 15 (%55,6) 12 (%44,4) 0,713 

     Var 2 (%66,7) 1 (%33,3)  

Aksiller metastaz    

     Yok 6 (%30) 14 (%70) 0,000 

     Var 11 (%100) 0 (%0)  

Evre    

     I – II 10 (%45,5) 12 (%54,5) 0,179 

     III – IV 7 (%77,8) 2 (%22,2)  

Ki67 ekspresyonu    

    ≤30% 5 (%83,3) 1 (%16,7) 0,119 

     >30% 11 (%47,8) 12 (%52,2)  
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          Tespit edilen somatik mutasyonlar ile NAKT yanıtının ilişkisi incelendiğinde, 

sadece BRCA2 mutant olan olgularda pTY oranı anlamlı oranda yüksek bulunmuştur 

(p=0,031). Analiz edilen diğer genler ile pTY oranı arasında anlamlı ilişki yoktur.  

 

4.5. Sağkalım Analizi 

          Klinikopatolojik özellikler ile genel ve hastalıksız sağkalım arasındaki ilişki 

incelendiğinde 40 yaş altı (genç hasta) ÜNMK hastalarının prognozunun anlamlı olarak 

daha kötü olduğu saptanmıştır (p=0,035, Log Rank, Şekil 10). Aynı hasta grubunun daha 

kısa hastalıksız sağkalım ile de sınırda anlamlı bir ilişki gösterdiği görülmüştür 

(p=0,057, Log Rank). Grade 2 tümörü olan hastalarda grade 3 tümörlü hastalara göre 

anlamlı oranda daha kısa genel sağkalım tespit edilirken (p=0,040, Log Rank), 

progresyonsuz sağkalımlarının sınırda anlamlı olsa da daha uzun olduğu görülmüştür 

(p=0,080, Log Rank). 

 

Şekil 10. 40 yaş altı ÜNMK’de istatistiksel olarak anlamlı daha kısa genel sağkalım. 
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          Bunların yanında, lenf nodu metastazı olmayan (p=0,000, Log Rank, Şekil 11), 

lenfovasküler invazyonu olmayan (p=0,012, Log Rank, Şekil 12), Ki67 proliferatif 

aktivite indeksi yüksek olan (p=0,006, Log Rank, Şekil 13, Şekil 14), NAKT’ye pTY 

alınan (p=0,004, Log Rank, Şekil 15) ve progresyon gelişmeyen (p=0,000, Log Rank) 

hastalarda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha iyi prognoz izlenmiştir. 

 

 

Şekil 11. Aksiller metastaz ile daha kısa genel sağkalım arasında anlamlı ilişki. 

 

 

Şekil 12. LVİ varlığı ile daha kısa genel sağkalım arasında anlamlı ilişki. 
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           Diğer klinikopatolojik özelliklerden evre ile genel sağkalım arasında, her ne 

kadar evre IV hastalarda sağkalım süresi daha kısa olsa da, istatistiksel olarak anlamlı 

bir ilişki bulunmamıştır. Ancak, evre III ve IV hastalarda hastalıksız sağkalım anlamlı 

oranda daha kısa olarak izlenmiştir (p=0,012, Log Rank). Menopozal durum ve genel 

sağkalım arasında anlamlı ilişki tespit edilmemiştir. Ancak premenopozal hastaların 

progresyonsuz sağkalım süresinin anlamlı oranda daha kısa olduğu saptanmıştır 

(p=0,013, Log Rank).  

 

Şekil 13. Yüksek Ki67 indeksi gösteren tümörlerde izlenen daha iyi genel sağkalım. 

 

          Apokrin ve lobüler morfolojiye sahip tümörlerin hastalıksız sağkalımının anlamlı 

oranda daha uzun olduğu görülmüştür (p=0,025, Log Rank), ancak histolojik tip ile 

genel sağkalım arasında ilişki görülmemiştir. Multifokalite ile ne genel ne de hastalıksız 

sağkalım arasında ilişki izlenmemiştir. Belirgin TİL olan hastalarda daha uzun sağkalım 

izlense de TİL varlığı ve şiddeti ile prognoz arasında anlamlı ilişki izlenmemiştir. 
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Şekil 14. İmmünhistokimyasal yüksek Ki67 ekspresyonu (x100). 

 

 

Şekil 15. NAKT’ye pTY veren tümörlerde izlenen daha iyi genel sağkalım. 
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          Somatik mutasyonlar ile prognoz ilişkisi incelendiğinde TP53 mutasyonu olan 

hastaların istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha uzun sağkalım süresine sahip 

olduğu görülmüştür (p=0,014, Log Rank, Şekil 16). Diğer yandan EGFR mutasyonlu 

olguların (p=0,020, Log Rank, Şekil 17) ve PALB2 mutasyonlu olguların (p=0,009, Log 

Rank) genel sağkalım süreleri anlamlı bir şekilde daha kısa olarak tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 16. TP53 mutasyonu varlığının daha uzun genel sağkalım ile ilişkisi. 

 

Şekil 17. EGFR mutasyonlu tümörlerde izlenen daha kısa genel sağkalım. 
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          BRCA1, BRCA2, PIK3CA, MET, PTEN, CDH1, KRAS, PIK3R1 ve STK11 

mutasyonları ile genel sağkalım arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. Ayrıca, 

araştırılan NGS panelinde yer alan genlerin hiçbirinin hastalıksız sağkalım ile anlamlı 

bir ilişki göstermediği saptanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

5. TARTIŞMA 

 

          Üçlü-negatif meme karsinomu, tüm meme kanserleri içinde yaklaşık %15-20'lik 

bir oranı temsil etmesine rağmen, agresif seyri, sınırlı hedefe yönelik tedavi seçenekleri 

ve kötü prognozu ile klinisyenler için en zorlu alt tiplerden birini oluşturmaktadır (71). 

Bu heterojen hastalık grubunda, NAKT tümör yükünü azaltarak cerrahiye uygunluğu 

artırmak ve en önemlisi, tedaviye verilen yanıtı in vivo olarak değerlendirerek 

prognostik bilgi sağlamak amacıyla standart bir tedavi yaklaşımı haline gelmiştir (72, 

73). NAKT'ye pTY elde edilmesi, ÜNMK'de hastalıksız ve genel sağkalım açısından en 

güçlü olumlu prognostik göstergelerden biri olarak kabul edilmektedir (74, 75). 

          Güncel literatürde, ÜNMK hastalarında pTY oranları %30-50 arasında değişmekte 

ve hastaların önemli bir bölümü rezidüel hastalıkla karşı karşıya kalmaktadır (76, 77). 

Bu durum, tedavi yanıtını ve prognozu belirleyen altta yatan biyolojik faktörlerin 

anlaşılmasını zorunlu kılmaktadır (78). Son yıllarda yapılan çalışmalar, özellikle 

immünoterapi ajanlarının ÜNMK tedavisinde umut verici sonuçlar gösterdiğini, 

pembrolizumab gibi immün kontrol noktası inhibitörlerinin NAKT’ye eklenmesinin 

pTY oranlarını anlamlı şekilde artırdığını ortaya koymuştur (79, 80). 

          Bu çalışma, Türk populasyonunda neoadjuvan tedavi alan 31 ÜNMK hastasından 

oluşan bir kohortta, klinikopatolojik verileri ve NGS ile elde edilen moleküler bulguları 

entegre ederek tedavi yanıtını ve prognozu etkileyen faktörleri derinlemesine 

incelemektedir. Çalışmamızın bulguları, hem literatürdeki mevcut kanıtlarla paralellik 

gösteren hem de dikkate değer çelişkiler barındıran sonuçlar ortaya koymuştur (81, 82). 

Bu bölümde, elde edilen veriler ulusal ve uluslararası literatür ışığında kapsamlı bir 

şekilde irdelenecek, bulguların potansiyel mekanizmaları tartışılacak, çalışmanın güçlü 

yönleri ile kısıtlılıkları ele alınacak ve gelecekteki araştırmalar için bir yol haritası 

çizilecektir. 

          Moleküler patolojik gelişmelerin takip edilmesinin dahi zorlaştığı ve bu alanda 

çok önemli translasyonel çalışmaların yapıldığı günümüzde, klasik klinikopatolojik 

parametreler, meme kanserinde tedavi yanıtını öngörmede ve hastaların risk 

sınıflandırmasında vazgeçilmezliğini korumaktadır (83). Çalışmamızda da bu 
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parametrelerin prognostik ve prediktif değeri ayrıntılı olarak incelenmiştir. 

          Çalışmamızda, 40 yaş altındaki hastalarda genel sağkalımın istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde daha kısa olduğu saptanmıştır (p=0,035). Bu bulgu, literatürde genç 

yaşta (<40 yaş) teşhis edilen ÜNMK'nin daha agresif bir biyolojiye sahip olduğu ve kötü 

prognozla ilişkili olduğuna dair yerleşik kanıyla uyumludur (82, 84). Genç hastalardaki 

bu olumsuz seyir, genellikle daha yüksek histolojik derece, artmış proliferasyon oranları 

ve germline BRCA1 mutasyonlarının daha sık görülmesi gibi faktörlerle 

açıklanmaktadır (81, 85). 

          Yaşın ÜNMK prognozundaki etkisi, geniş populasyon tabanlı çalışmalarda da 

doğrulanmıştır; SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) veri tabanından 

yapılan analizde, 75 yaş üstü hastalarda da prognozun belirgin şekilde kötüleştiği 

gösterilmiştir (84). Ayrıca, çalışmamızda premenopozal hastaların progresyonsuz 

sağkalım süresinin anlamlı oranda daha kısa olması (p=0,013), bu hasta grubunun daha 

yüksek nüks riski taşıdığını göstermektedir. Benzer şekilde, Fas merkezli yapılan bir 

çalışma da premenopozal durumun nükssüz sağkalımı azaltan önemli bir faktör 

olduğunu bildirmiştir (82). Bu veriler, genç ÜNMK hastalarının yönetiminde 

kişiselleştirilmiş ve daha proaktif bir yaklaşımın benimsenmesi gerektiğini 

vurgulamaktadır. 

          Çalışmamızın en dikkat çekici bulgularından biri, tanısal amaçlı eksizyonel 

biyopsi yapılan olgularda pTY oranının, insizyonel/tru-cut biyopsi yapılanlara göre 

anlamlı olarak daha yüksek olmasıdır (p=0,049). Güncel kılavuzlar tanı için tru-cut 

biyopsiyi önerse de, bu bulguyu açıklayabilecek birkaç potansiyel mekanizma mevcuttur 

(77). Birincil hipotez, eksizyonel biyopsinin tümör yükünü (debulking) anlamlı ölçüde 

azaltarak, takip eden NAKT'nin kalan mikroskopik hastalık üzerinde daha etkili olmasını 

sağlamasıdır (86). 

          Son yıllarda yapılan makine öğrenmesi tabanlı çalışmalar, tümör mikroçevresinin 

NAKT yanıtındaki kritik rolünü vurgulamaktadır (77). Tümör yükünün azalması, sadece 

mekanik bir debulking etkisi yaratmaz, aynı zamanda tümör mikroçevresindeki immün 

hücre infiltrasyonunu da etkileyebilir (87, 88). İkinci bir hipotez ise cerrahi travmanın 
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indüklediği lokal inflamatuar yanıtın, anti-tümör immünitesini güçlendirerek 

kemoterapinin etkinliğini artırması olabilir (89, 90). Ancak bu bulgunun, tümör yükünün 

NAKT yanıtındaki önemini teyit etmekle birlikte, prospektif ve daha büyük ölçekli 

çalışmalarla doğrulanması gerekmektedir. 

          Çalışmamızda, LVİ varlığı ve tanı anındaki aksiller lenf nodu metastazı, hem 

NAKT yanıtını olumsuz etkileyen hem de prognozu kötüleştiren en güçlü faktörler 

olarak öne çıkmıştır. Lenfovasküler invazyon olmayan (p=0,048) ve aksiller metastazı 

bulunmayan (p=0,000) hastalarda pTY oranları anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuştur. Benzer şekilde, hem LVİ varlığı (p=0,012) hem de aksiller metastaz 

(p=0,000) genel sağkalımı anlamlı derecede kısaltmıştır. 

          Bu bulgular, literatürdeki verilerle tamamen tutarlıdır ve başlangıçtaki N evresinin 

sağkalım için bağımsız bir prognostik faktör olduğunu gösteren çalışmalarla 

desteklenmektedir (75, 83). Özellikle, NAKT sonrası pTY elde edilemeyen hastalarda 

“residual cancer burden (RCB)” skorlamasının prognostik öneminin vurgulandığı 

çalışmalarda, yüksek RCB III skorunun (HR, 3,04; 95% CI, 1,09–9,9; p=0,04) bağımsız 

bir kötü prognoz faktörü olduğu gösterilmiştir (75). Bu parametreler, tümörün sistemik 

dolaşıma geçme potansiyelinin en önemli morfolojik göstergeleridir ve adjuvan tedavi 

kararlarında kritik rol oynarlar. 

          Yüksek histolojik derece (Grade 3) ve yüksek Ki67 proliferasyon indeksi 

genellikle kötü prognozla ilişkilendirilse de, ÜNMK gibi kemoterapiye duyarlı alt 

tiplerde bu durum NAKT'ye daha iyi yanıtın bir göstergesi olabilir (74, 76). 

Çalışmamızda, Ki67 ekspresyonu >%30 olan hastalarda hem pTY oranının daha yüksek 

olma eğilimi gözlenmiş (p=0,119) hem de genel sağkalımın anlamlı olarak daha uzun 

olduğu saptanmıştır (p=0,006). 

          Bu durum, hızlı bölünen (yüksek Ki67 indeksine sahip) tümör hücrelerinin, hücre 

döngüsüne spesifik etki eden kemoterapi ajanlarına karşı daha savunmasız olmasıyla 

açıklanabilir ("proliferasyon-kemoterapi duyarlılığı" hipotezi) (73, 74). Literatürde de 

yüksek Ki67 ifadesinin daha yüksek pTY oranları ile ilişkilendirildiği bildirilmiştir (76). 

Özellikle genç hastalarda (50 yaş altı) ve yüksek Ki67 (%20 üzeri) ekspresyonu olan 
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tümörlerde pTY oranlarının anlamlı şekilde daha yüksek olduğu gösterilmiştir (75). Bu 

bulgu, ÜNMK'de Ki67'nin sadece bir prognostik belirteç değil, aynı zamanda NAKT 

yanıtını öngören önemli bir prediktif faktör olduğunu göstermektedir. 

          Son yıllarda yapılan çok sayıda çalışma, özellikle stromal TİL yoğunluğunun 

ÜNMK'de daha yüksek pTY oranları ve daha iyi sağkalımla ilişkili olduğunu 

göstermiştir (76, 87, 88). İmmünfenotiplendirme çalışmaları, TİL'lerin sadece 

yoğunluğunun değil, aynı zamanda dağılımının da NAKT yanıtında kritik rol oynadığını 

ortaya koymuştur (88). Beklentinin aksine, çalışmamızda TİL varlığı ve şiddeti ile pTY 

(p=0,973) veya sağkalım arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanamamıştır. 

          Bu beklenmedik sonucun en olası nedeni, kohortumuzun küçük olması, ağırlıklı 

olarak tru-cut biyopsi ile tanı verilen az miktarda tümör dokusu üzerinde çalışılmış 

olması ve özellikle "belirgin" TİL olarak sınıflandırılan olgu sayısının (n=4) istatistiksel 

analiz için yetersiz kalmasıdır. Diğer olası nedenler arasında TİL değerlendirmesindeki 

değişkenlik ve sadece yoğunluğun değil, TİL alt tiplerinin (örneğin CD8+ sitotoksik T 

hücreleri vs. FoxP3+ regülatuvar T hücreleri) fonksiyonel durumlarının da önemli 

olması sayılabilir (87, 91). Özellikle CXCL9 ekspresyonunun CD8+ T hücre 

infiltrasyonu ile güçlü korelasyon gösterdiği ve iyi prognozla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (87). Bu kısıtlılıklara rağmen, TİL'in ÜNMK'deki önemi yadsınamaz ve bu 

alanda daha kapsamlı analizlere ihtiyaç vardır. 

          Çalışmamızda kullanılan NGS teknolojisi, ÜNMK'nin karmaşık genomik yapısını 

aydınlatarak potansiyel biyobelirteçleri belirleme imkanı sunmaktadır (78, 89). 

Çalışmamızda kullanılan 15 genlik panel, ÜNMK'de sık görülen mutasyonları 

hedeflemiş ve önemli prognostik bulgular ortaya koymuştur. 

          Literatürle uyumlu olarak, çalışmamızdaki en sık saptanan genetik alterasyon 

%77,4 oranıyla TP53 mutasyonudur. TP53 mutasyonları genellikle birçok kanserde kötü 

prognozla ilişkilendirilirken, çalışmamızın en şaşırtıcı bulgularından biri, TP53 

mutasyonu taşıyan hastaların, wild-type TP53'e sahip hastalara göre istatistiksel olarak 

anlamlı şekilde daha uzun bir genel sağkalıma sahip olmasıdır (p=0,014). 

          Bu paradoksal bulgu, TP53 fonksiyonunu kaybetmiş tümör hücrelerinin, DNA 
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hasarını onarma yeteneğini yitirmesi ve bu nedenle DNA'ya hasar veren kemoterapi 

ajanlarına karşı daha savunmasız hale gelmesiyle açıklanabilir (92). Ancak, TP53 ve 

PIK3CA'nın birlikte mutasyona uğradığı durumlarda, daha agresif fenotip ve NAKT'ye 

daha kötü yanıt gözlendiği bildirilmiştir (92). Bu provokatif bulgunun, daha geniş hasta 

serilerinde ve farklı TP53 mutasyon tiplerinin etkilerini de dikkate alan çalışmalarla 

doğrulanması gerekmektedir. 

          Çalışmamızda BRCA2 mutasyonu taşıyan hastalarda pTY oranının anlamlı 

derecede yüksek olduğu bulunmuştur (p=0,031). Bu bulgu, literatürdeki güçlü kanıtlarla 

tam olarak örtüşmektedir (85, 93). Homolog rekombinasyon onarım mekanizmasının 

bozuk olması (HRD), bu tümörleri platin ajanları ve PARP inhibitörlerine karşı son 

derece hassas hale getirir (81, 85). GeparQuinto çalışması gibi büyük ölçekli 

araştırmalar, germline BRCA1/2 mutasyonu olan ÜNMK hastalarının pTY oranlarının 

%50'ye varan yüksek değerlere ulaştığını göstermiştir (85). Güncel bir çalışmada, 

BRCA1/2 mutasyonu taşıyan hastalarda pTY oranı %40 ve %26,5 olarak bulunmuş ve 5 

yıllık uzak metastaz oranı anlamlı şekilde düşük saptanmıştır (%4,7’ye karşı %18,2) 

(93). 

          Serimizde BRCA1 mutasyonu saptanmasına rağmen, pTY veya sağkalım ile 

anlamlı bir ilişki göstermemiştir. Bu durum, büyük olasılıkla kohortumuzdaki BRCA1 

mutant olgu sayısının (n=5) istatistiksel analiz için yetersiz olmasından 

kaynaklanmaktadır. Literatürde BRCA1 mutasyonlarının ÜNMK prognozuna etkisi 

konusunda çelişkili sonuçlar mevcuttur; bazı çalışmalar belirgin prognostik fark 

göstermezken (81), diğerleri daha iyi NAKT yanıtı bildirmektedir (74). 

          Çalışmamızda PALB2 mutasyonlarının genel sağkalımı anlamlı derecede 

kısaltması (p=0,009) önemli bir bulgudur. PALB2, BRCA2'nin bir partneri olarak 

homolog rekombinasyon onarımında görev alsa da, bulgumuz bu mutasyonun kötü 

prognozla ilişkili olduğunu göstermektedir. Bu çelişki, tüm HRD ilişkili genlerin aynı 

klinik sonuca yol açmayabileceğini ve PALB2'nin prognostik rolünün daha fazla 

araştırılması gerektiğini göstermesi açısından önemlidir. 

          PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağı, hücre büyümesi, proliferasyonu ve sağkalımında 
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merkezi rol oynayan ve ÜNMK'de önemli terapötik hedef potansiyeli taşıyan bir yolaktır 

(94). Çalışmamızda PIK3CA mutasyon oranı (%16,1) literatürle uyumlu bulunmuştur. In 

silico analizimiz, büyük bir ÜNMK kohortunda PIK3CA mutasyonunun hem genel hem 

de hastalıksız sağkalımı anlamlı şekilde kısalttığını göstermiştir (q<0,001). 

          Özellikle, çalışmamızda sadece bir olguda tespit edilen PIK3CA H1047R 

mutasyonunun ÜNMK'de pTY oranlarını anlamlı şekilde azalttığı (%14,3’e karşı %56,6; 

p=0,047) ve karboplatin içeren rejimlerle tedavi edilen hastalarda da benzer etki 

gösterdiği bildirilmiştir (95, 96). Exon 20'deki mutasyonların anti-HER2 tedaviye direnç 

ile ilişkili olduğu, ancak exon 9 mutasyonlarının daha az etki gösterdiği de rapor 

edilmiştir (96). Ancak, kendi klinik kohortumuzda PIK3CA mutasyonu ile sağkalım 

arasında anlamlı bir ilişki saptanamamıştır, bu durum büyük olasılıkla küçük örneklem 

büyüklüğümüze bağlıdır. 

          Çalışmamızda, EGFR nokta mutasyonu taşıyan (n=2, %6,5) olguların genel 

sağkalım sürelerinin anlamlı bir şekilde daha kısa olduğu tespit edilmiştir (p=0,020). Bu 

bulgu, hasta sayısı az olmasına rağmen, EGFR yolağı aktivasyonunun ÜNMK'de agresif 

bir fenotiple ilişkili olduğunu moleküler düzeyde desteklemektedir. Ek olarak, EGFR 

aşırı ekspresyonu bazal benzeri ÜNMK'lerin karakteristik özelliklerinden biri olup, kötü 

prognoz ile ilişkilidir (78). 

          Çalışmamızda incelenen diğer genler arasında CDH1, KRAS, MET, PTEN ve 

STK11 mutasyonları da yer almaktadır. Her ne kadar bu genlerde mutasyon sıklığı düşük 

olsa da, özellikle liquid biyopsi yaklaşımlarının gelişmesiyle bu mutasyonların izlenmesi 

büyük önem kazanmaktadır (89, 90). Dolaşımdaki tümör DNA'sının (ctDNA) analizi, 

NAKT yanıtını gerçek zamanlı izlemek ve minimal rezidüel hastalığı saptamak için 

umut verici bir yöntem olarak öne çıkmaktadır (89, 90). 

          ÜNMK'de immünoterapi alanındaki son gelişmeler, hastalığın tedavisinde 

paradigma değişimine yol açmaktadır (79, 80). KEYNOTE-522 çalışması, neoadjuvan 

pembrolizumabın kemoterapi ile kombinasyonunun pTY oranlarını anlamlı şekilde 

artırdığını göstermiştir (79). Bu çalışmada, pembrolizumab grubunda pTY oranı 

%64,8’e karşı %51,2 oranı ile daha yüksek bulunmuş ve hastalıksız sağkalımda da 
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anlamlı iyileşme sağlanmıştır (79). 

          İmmün kontrol noktası inhibitörlerinin etkinliğinde PDL1 ekspresyonu önemli bir 

belirleyici faktör olarak öne çıkmaktadır (80, 97). PDL1 pozitifliğinin artmasıyla birlikte 

immünoterapi yanıtının da arttığı, özellikle CPS≥20 olan hastalarda pTY oranının 

%78,9'a kadar yükseldiği bildirilmiştir (97). Meta-analiz sonuçları, NAKT + 

immünoterapinin genel olarak pTY oranını 1,95 kat artırdığını (OR 1,95; 95% CI, 1,27–

2,99) göstermektedir (80). 

          Bu çalışma, Türk populasyonunda NAKT alan ÜNMK hastalarını hem 

klinikopatolojik hem de hedefli NGS verileriyle birlikte inceleyen az sayıdaki 

çalışmadan biridir ve uzun ortalama takip süresi (75,65 ay) sağkalım analizlerinin 

güvenilirliğini artırmaktadır. Ancak çalışmanın en önemli kısıtlılığı, örneklem 

büyüklüğünün küçük olmasıdır (n=31), bu da istatistiksel anlamlılığını azaltmaktadır. 

          Diğer kısıtlılıklar arasında retrospektif tasarım, arşivlenmiş FFPE doku kullanımı 

ve genomun sadece küçük bir kısmını temsil eden 15 genlik bir panelin kullanılması yer 

almaktadır. Modern yaklaşımlar, tüm ekzom dizileme veya kapsamlı genomik 

profilleme gibi daha kapsamlı analizleri önermektedir (78, 98). 

          Bulgularımız, ÜNMK'nin karmaşık biyolojisini anlamada ve kişiselleştirilmiş 

tedavi yaklaşımları geliştirmede önemli ipuçları sunmaktadır. Gelecekteki araştırmalar, 

bulgularımızın daha geniş ve prospektif kohortlarda doğrulanmasına odaklanmalıdır. 

Kapsamlı genomik analizler (tüm ekzom/genom dizileme) ve dolaşımdaki tümör DNA'sı 

(ctDNA) gibi sıvı biyopsi yöntemlerinin rutin çalışmalara ve araştırmalara daha yaygın 

bir şekilde entegrasyonu, tedavi yanıtını izlemek ve direnç mekanizmalarını anlamak 

için büyük potansiyel taşımaktadır (89, 90). 

          Yapay zekâ ve makine öğrenmesi yaklaşımlarının histopatolojik görüntü analizine 

entegrasyonu, NAKT yanıtını daha doğru öngörebilecek prediktif modellerin 

geliştirilmesine olanak sağlamaktadır (77, 98). Özellikle dijital patoloji platformlarının 

gelişmesiyle birlikte, tümör mikroçevresinin analizi de büyük önem kazanmaktadır (88). 

          Klinik uygulamada, tanı anında yapılacak bir NGS paneli çalışmasında, BRCA1/2 

ve potansiyel olarak PALB2 mutasyonları ile PARP inhibitörleri ve platin bazlı 
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kemoterapi seçiminde yol gösterici sonuçlar elde edilebilir (85, 93). Ek olarak, EGFR ve 

PIK3CA gibi genlerdeki mutasyonlar, hastaları farklı klinik yaklaşımlara ve çalışmalara 

yönlendirmek için kullanılabilir (94, 95). 

          Türk populasyonunda elde edilen bulgularımız, etnik farklılıkların ÜNMK 

biyolojisinde önemli rol oynayabileceğini göstermektedir. Farklı etnik gruplarda BRCA 

mutasyon spektrumunun değişkenlik gösterdiği, örneğin Doğu Avrupa 

populasyonlarında belirli “founder” mutasyonların daha sık görüldüğü bilinmektedir 

(81). Ayrıca, ırksal farklılıkların NAKT yanıtında da etkili olduğu, özellikle Afro-

Amerikan hastalarda MAPK yolağı alterasyonlarının daha sık görüldüğü ve bunun da 

tedavi yanıtını etkileyebileceği bildirilmiştir (99). 

          Metabolik sendromun NAKT alan hastalarda prognozu olumsuz etkilediği ve bu 

durumun farklı populasyonlarda değişken prevalansa sahip olduğu da göz önünde 

bulundurulması gereken faktörlerdendir (100). Bu nedenle, populasyon-spesifik 

genomik ve metabolik profillerin anlaşılması, kişiselleştirilmiş tedavi yaklaşımlarının 

geliştirilmesi için kritik önem taşımaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu tez çalışması, neoadjuvan kemoterapi alan bir ÜNMK kohortunda, 

klinikopatolojik ve moleküler faktörlerin tedavi yanıtı ve prognoz üzerindeki 

karmaşık etkileşimini ortaya koymuştur.  

 Eksizyonel biyopsi, LVİ ve aksiller lenf nodu metastazı yokluğu gibi klasik 

faktörlerin yanı sıra, BRCA2 mutasyonunun da pTY için önemli bir prediktif 

belirteç olduğu doğrulanmıştır (85).  

 TP53 mutasyonunun beklenmedik bir şekilde iyi prognozla, EGFR ve PALB2 

mutasyonlarının ise kötü prognozla ilişkili bulunması, ÜNMK'nin moleküler 

heterojenitesinin altını çizmektedir. 

 İmmünoterapi ajanlarının ÜNMK tedavisine entegrasyonu ve yeni 

biyobelirteçlerin keşfi, bu zorlu hastalık grubunun tedavisinde umut verici 

gelişmelere işaret etmektedir (79, 80).  

 Liquid biyopsi, yapay zekâ tabanlı görüntü analizi ve kapsamlı genomik 

profilleme gibi yenilikçi yaklaşımların klinik uygulamaya entegrasyonu, ÜNMK 

hastalarının yönetiminde paradigma değişimine yol açacaktır (77, 89, 90). 

 Bu çalışma, her hastanın tümörünün benzersiz biyolojisine dayanan 

kişiselleştirilmiş tıp yaklaşımlarının, bu zorlu hastalıkla mücadelede başarı 

şansını artırmak için kritik öneme sahip olduğunu güçlü bir şekilde 

vurgulamaktadır (78).  

 Elde edilen veriler, hem Türk populasyonu için değerli bir referans oluşturmakta 

hem de genel olarak literatüre önemli katkılar sunmaktadır. 
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