T.C.
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

UCLU-NEGATIF MEME KARSINOMUNDA PROGNOSTIK,
PREDIKTIiF DEGERI OLAN MOLEKULER BELIRTECLER

Kemal Kiirsat BOZKURT
ORCID: 0000-0003-1522-9388

MOLEKULER PATOLOJi ANABILIM DALI

Molekiiler Patoloji Doktora Programm

DOKTORA TEZi

iZMiR
TEMMUZ 2025

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD - 2020970039



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

UCLU-NEGATIF MEME KARSINOMUNDA PROGNOSTIK,
PREDIKTIiF DEGERI OLAN MOLEKULER BELIRTECLER

Kemal Kiirsat BOZKURT
ORCID: 0000-0003-1522-9388

MOLEKULER PATOLOJI ANABILIM DALI
Molekiiler Patoloji Doktora Programm

DOKTORA TEZi

Tez Danismani: Prof. Dr. Merih GURAY DURAK
ORCID: 0000-0003-3516-952X

iZMiR
TEMMUZ 2025



TEZ KABUL ONAYI

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Patoloji
Anabilim Dali Molekiiler Patoloji Doktora Programi o6grencisi Kemal Kiirsat
BOZKURT tarafindan hazirlanan “Uglii-Negatif Meme Karsinomlarinda Prognostik,
Prediktif Degeri Olan Molekiiler Belirtegler” baslikli tez calismasi 10/07/2025

tarihinde 10:00 — 11:00 saatleri arasinda yapilan tez savunma sinavinda asagidaki jiiri

tarafindan OY BIRLIGI ile DOKTORA tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Baskani:

Prof. Dr. Safiye AKTAS

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Molekiiler Patoloji Anabilim Dal1
Tezi onayltyorum

Orcid: 0000-0002-7658-5565

Imza:

Uye:

Prof. Dr. Banu LEBE

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Molekiiler Patoloji Anabilim Dali
Tezi onayliyorum

Orcid: 0000-0003-2520-2664

Imza:

Uye:

Prof. Dr. Ibrahim Halil ERDOGDU
Aydin Adnan Menderes
Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal1

Universitesi  Tip

Tezi onayliyorum
Orcid: 0000-0002-5445-2649

Imza:

Danisman:

Prof. Dr. Merih GURAY DURAK

Dokuz Eyliill Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisti Molekiiler Patoloji Anabilim Dali

Oy kullanmiyor

Orcid: 0000-0003-3516-952X

Imza:

Uye:

Prof. Dr. Ali Ibrahim SEVINC

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dal1

Tezi onayliyorum

Orcid: 0000-0002-7810-7604

Imza:

Uye:

Dog. Dr. Ayca TAN

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
T1bbi Patoloji Anabilim Dal1

Tezi onayliyorum

Orcid: 0000-0003-4450-5425

Imza:



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi ENSTIiTUSU MUDURLUGUNE

ETiK BEYANI

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina
uygun olarak hazirlaylp, sundugum “Uclii-Negatif Meme Karsinomlarinda
Prognostik, Prediktif Degeri Olan Molekdiler Belirtecler” baslikli Doktora tezim
icin elde ettigim verileri, bilgileri, belgeleri akademik ve etik kurallar ¢ercevesinde
elde ettigimi, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, tezimde yararlandigim eserlere bilimsel kurallara uygun atifta
bulunarak kaynak gosterdigimi, tezimin 06zgun oldugunu, tezimin c¢alisma ve
yaziminda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, aksi bir

durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

Imza:
Kemal Kiirsat BOZKURT

Tarih: 10 Temmuz 2025



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca her zaman yanimda olan, her tiirlii destegi veren ve
birlikte ¢alismaktan onur duydugum damisman hocam Prof. Dr. Merih GURAY

DURAK’a siikranlarimi sunarim.

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Patoloji
Anabilim Dal1 i¢in ¢ok biiyiik emekler veren ve sahsimin bu nadide programa dahil
olmasina vesile olan Prof. Dr. Sillen SARIOGLU’na, destegi ve rehberligi icin
Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr. Safiye AKTAS’a, kendilerinden ¢ok sey
ogrendigim ve Ogrencileri olmaktan onur duydugum tim Molekuler Patoloji

Anabilim Dali 6gretim {iyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Tum akademik kariyerim boyunca oldugu gibi zorlu doktora egitim siirecimde
de her zaman yanimda olan ve bana sabir gosteren esim Uzm. Dr. Hale Gil
BOZKURT ve sevgili ¢cocuklarim Duru ile Fatih Emre’ye fedakarliklar igin tesekkiir

ederim.

Doktora egitimim siiresince birlikte galisma firsati buldugum degerli donem
arkadaslarim Dr. Yasemin CAKIR, Dr. Sibel Demir KECECI, Dr. Onur ERTUNC,
Dr. Rafet Giines OZTURK, Dr. Zeynep SAGNAK YILMAZ ve Dr. Ayca TAN’a

tesekkiir ederim.

Kemal Kiirsat BOZKURT



ICINDEKILER

TABLOLAR DiZiNi

SEKILLER DiZiNi

SIMGELER VE KISALTMALAR
OZET

ABSTRACT

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Invaziv Meme Kanseri ve Neoadjuvan Tedavi

2.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri ve Ucliu-Negatif Meme Kanseri

2.3. Ugli-Negatif Meme Kanserinin Histopatolojik Ozellikleri
2.4. Ugli-Negatif Meme Kanserinin Molekiler Alt Tipleri
2.5. In Silico (Hesaplamali) Analiz

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Aragtirmanin Tipi, Yeri, Zamani ve Takvimi

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

3.3. Calisma Materyali

3.4. Arastirmanin Degiskenleri

3.5. Veri Toplama Araglar1 ve Arastirma Plani

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

3.7. Arastirmanin Kisithiliklari

3.8. Etik Kurul Onay1

4. BULGULAR

4.1. Klinikopatolojik Bulgular

4.2. In Silico (Hesaplamal1) Analiz Sonuglari

4.3. Molekiler Patolojik Bulgular (Somatik Mutasyon Profili)
4.4. Klinikopatolojik ve Molekiler Ozelliklerin NAKT Yanit: ile liskisi
4.5, Sagkalim Analizi

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR

8. EKLER

© O W W =

10

14
14
14
15
15
15
19
20
20
21
21
21
24
25
27
33
41
42
52



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Ongoriilen galisma takvimi.
Tablo 2. Kullanilan kanser iliskili Qiagen™ NGS gen paneli.

Tablo 3. Olgularin tam anindaki klinikopatolojik 6zellikleri ve NAKT yanit
durumlar.

Tablo 4. Otuz bir UNMK olgusunda patojenik / olas1 patojenik varyant tespit edilen
genler.

Tablo 5. Klinikopatolojik 6zelliklerin NAKT yanit durumu ile iligkisi.

14
15

22

25

26



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

SEKILLER DiZiNi

Invaziv meme karsinomunun molekiiler alt tipleri ve klinik yansimalari
Invaziv meme karsinomunda immiinhistokimyasal ER negatifligi (x200).
Invaziv meme karsinomunda immiinhistokimyasal PgR negatifligi (x200).
Invaziv meme karsinomunda immiinhistokimyasal HER2 negatifligi (x200).
Bazal benzeri UNMK’de immiinhistokimyasal CK5/6 pozitifligi (x100).
Mediiller 6zellikler gosteren invaziv meme karsinomu (H&E, x100).

In silico analizde TP53 mutant ve wild type timorlerde timor mutasyon

yiikii karsilagtirmasi.

Sekil 8.
karsilast
Sekil 9.

In silico analizde TP53 mutant ve wild type tiimdrlerde histolojik derece
1rmasi.

In silico analizde PIK3CA mutant ve wild type tiimérlerin genel sagkalimlari

ile hastaliksiz sagkalimlarinin karsilagtirmasi.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.

40 yas alti UNMK ’de istatistiksel olarak anlamli daha kisa genel sagkalim.
Aksiller metastaz ile daha kisa genel sagkalim arasinda anlamli iligki.

LVI varhg ile daha kisa genel sagkalim arasmda anlamli iliski.

Yiksek Ki67 indeksi gosteren tiimorlerde izlenen daha iyi genel sagkalim.
Immiinhistokimyasal yiiksek Ki67 ekspresyonu (x100).

NAKT’ye pTY veren tiimérlerde izlenen daha iyi genel sagkalim.

TP53 mutasyonu varliginin daha uzun genel sagkalim ile iliskisi.

EGFR mutasyonlu tumdérlerde izlenen daha kisa genel sagkalim.

O 00 N N O

10

23

24

27
28
28
29
30
30
31
31



SIMGELER VE KISALTMALAR

UNMK: Uglii-negatif meme karsinomu

ER: Ostrojen reseptor

PgR: Progesteron reseptor

HER2: Human epidermal growth faktor reseptor-2
pTY: Patolojik tam yanit

DNA: Deoksiribontkleik asit

NGS: Yeni nesil dizileme

IMK, NST: Invaziv Meme Karsinomu, Ozel Tip Olmayan
NAKT: Neoadjuvan kemoterapi

LVI: Lenfovaskiiler invazyon

DSO: Diinya Saglik Orgiitii
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UCLU-NEGATIF MEME KARSINOMUNDA PROGNOSTIK, PREDIKTIF
DEGERi OLAN MOLEKULER BELIiRTECLER

Doktora Tezi

Kemal Kiirsat BOZKURT
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OZET

Uclii negatif meme karsinomu (UNMK), sinirhi tedavi segenekleri olan ve
neoadjuvan kemoterapi (NAKT)’ye en yiksek oranda patolojik tam yanit (pTY)
gorilen heterojen bir meme kanseri alt tipidir. NAKT yanit1 ve prognoz iizerinde
etkisi olan klinikopatolojik 6zelliklerin ve tedavi hedefi olabilecek potansiyel
molekiiler belirteclerin arastiriimast UNMK hastalarinda alternatif tedavi ve takip
protokolleri gelistirilmesini saglayabilecektir. Bu ¢alismada, UNMK tanis1 alan ve
NAKT sonrasi opere edilen 31 hastaya ait tiimor DNA’sinda BRCA1, BRCA2, TP53,
PIK3CA, AKT1, NRAS, EGFR, CHEK2, MET, PTEN, PALB2, CDH1, KRAS,
PIK3R1, STK11 genlerinden olusan bir panelde yeni nesil dizileme (NGS) yontemi
ile somatik mutasyonlarin arastirilmasi amaglandi. Olas1 molekiiler belirtecler ve
Klinikopatolojik Ozellikler ile NAKT yanit1 ve prognoz arasindaki iligki arastirildi.
Vakalarm ortalama yasi 54,55 (29-78) idi. pTY oraninin eksizyonel biyopsi ile tani
konulan, lenfatik invazyon ve aksiller metastaz olmayan olgularda anlamli derecede
daha yiiksek oldugu bulundu (p<0,05). Ek olarak, BRCA2 mutant olan timorlerde
pTY orani anlamli bir sekilde yliksek bulunmustur. TP53 mutasyonu varligi ile daha
iyi genel sagkalim ve EGFR mutasyonu ile daha kisa sagkalim arasinda anlamlr iligki
tespit edildi (p<0,05). TP53, BRCAL ve BRCA2 basta olmak iizere, UNMK’de sik

gorulen somatik mutasyonlarin gelisebildigi genlerin bulundugu hedefli NGS



yaklasimlar1 ile UNMK ’lerde alternatif tedavi hedefleri ortaya koyabilmek miimkiin

olabilecektir.

Anahtar Sozcukler: Uclu-negatif meme kanseri, yeni nesil dizileme, prognoz,

neoadjuvan tedavi yaniti
Tezin sayfa adedi: 85
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MOLECULAR MARKERS WITH PROGNOSTIC, PREDICTIVE VALUE IN
TRIPLE-NEGATIVE BREAST CARCINOMA
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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
BRCAL, BRCA2, TP53, PIK3CA, AKT1, NRAS, EGFR, CHEK2, MET, PTEN,
PALB2, CDH1, KRAS, PIK3R1, STK11l 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, BRCAL and BRCAZ2.

Keywords: triple-negative breast cancer, next generation sequencing, prognosis,

neoadjuvant treatment response
Page number: 85
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, tim diinya genelinde en sik goriilen kadin neoplazisi olup, 2023
yili verilerine gore yeni kanser vakalarinin %15'ini ve kansere bagli 6limlerin %7'sini
olusturmaktadir (1). Istatistiksel analizler, 2040 y1l1 itibar1 ile meme kanseri vakalarinda
%45’in lizerinde bir artig ongormektedir (2). Meme kanseri, genetik duzeyde molekuler
alterasyonlarm ¢esitliligiyle bilinen heterojen bir kanser grubudur (3). Dogal bir sonug
olarak, bu heterojenite nedeniyle hastaligin seyri ve hastalarm tedaviye verdigi yanit
onemli farkliliklar gostermektedir. Son yillarda, tedavi ve takip protokolleri bu heterojen
yaptyr dikkate alacak sekilde kisisellestirilmis ve hedefe yonelik yaklasimlar
gelistirilmistir. Bu yaklagimlarin gelistirilebilmesi i¢in ise molekiiler patolojik ¢alismalar
yapilarak hedef olabilecek potansiyel biyobelirteglerin tanimlanmasi biiylik 6nem
kazanmaktadir.

Uclii-negatif meme karsinomlar1 (UNMK), Gstrojen reseptor (ER), progesteron
reseptor (PgR) ve human epidermal growth faktor reseptor-2 (HER2) ile negatif olan,
cogunlukla agresif davranigh bir timoér grubudur. Kendi icinde de heterojen ve tedavi
secenekleri en kisithi olan bu timoér grubu, tim meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sini
olusturmaktadir (4-6). Bazal fenotip gosteren ya da BRCA1 iliskili UNMK lerin kotii
prognozlu olmasma karsin, mediiller Ozellikler gosteren karsinomlar, adenoid Kistik
karsinom, sekretuar karsinom ve miisinz kistadenokarsinom gibi UNMK alt tipleri daha
iyl klinik seyir gostermekte ve daha uzun sagkalim siireleri elde edilebilmektedir.
Heterojen klinik davranig gésteren bu tiimor grubunda cerrahi, standart adjuvan ya da
neoadjuvan kemoterapi ve radyoterapi uygulanmakla birlikte, hedefe yonelik tedavilerin

gelistirilmesi ve yayginlastirilmasina ihtiyag vardir.

Lokal ileri ve metastatik meme karsinomlarinda yaygin olarak kullanilan
neoadjuvan tedavi, UNMK lerde de yaygin olarak bagvurulan bir tedavi yontemidir. Tiim
meme karsinomlari igerisinde neoadjuvan tedaviye yaklasik %35-45 ile en ¢ok patolojik
tam yamt (pTY) verdigi bildirilen alt tip UNMK ’lerdir (7, 8). Neoadjuvan tedaviye tam
yanit gosteren kanserler daha iyi klinik seyir gostermekteyken, kismi yanit ya da yanit

olmamasmin kotii sagkalim ile iliskili oldugu bilinmektedir (9-14).



Meme kanserlerinde neoadjuvan tedavi yanitin1 degerlendirmek i¢in kullanilan
birka¢ sistem gelistirilmistir (15-17). Tedavi yanitinin tam olmadigi tiimdrlerde bu
sistemler kullanilarak histopatolojik yanit derecesi degerlendirilebilmektedir. Neoadjuvan
tedavi yanitinin tam oldugu tiimorler ile kotii yanit veren tiimdrlerin molekiiler yontemler
kullanilarak  karsilastirilmast  ve tedavi yanitinin  derecesinin  farkli  olmasini
aciklayabilecek olas1i somatik mutasyonlarm tanimlanmasi, yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilebilmesi i¢in literatiire katki saglayacaktir.

Dizileme, giderek gelisen farkli uygulama yontemleri ve kullanim alanlar1 ile
deoksiribonukleik asit (DNA) dizisinin timinin ya da segilen boliimlerinin okunmasini
saglayan molekiler patolojik bir yontemdir. Son 15 - 20 yilda gelistirilmis olan ve insan
genomunda ayni anda c¢oklu hedeflerin dizilenebilmesini saglayan yeni nesil dizileme
(NGS), paralel / derin dizileme olarak da bilinen etkili bir yontemdir. Yasanan teknolojik
gelismeler ile birlikte, NGS bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanseri hastalarinin
yonetiminde de klinik bir arag olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir (18).
Ozellikle, hedefli NGS yaklasimi ile belirli kanser tiirleri ile iliskili oldugu daha dnce
tespit edilen genlerden olusan paneller kullanilarak ¢ok sayida ornek aymi anda

dizilenebilmekte ve somatik mutasyonlar tespit edilebilmektedir (19).

Neticede, UNMK karmasik biyolojisinin etkisi ile tedavi edilmesi zor ve diger
meme kanseri alt tipleriyle karsilastirildiginda en koti klinik gidise sahip olan meme
kanseri grubudur. Bu nedenle, UNMK'li hastalar icin etkili hedefe yonelik tedavi
gelistirmek, sagkalimlarini iyilestirmek i¢in kritik Oneme sahiptir. Bu arastirmada,
UNMK tanis1 aldiktan sonra neoadjuvan tedavi uygulanan hastalarda, klinikopatolojik
Ozelliklerin yan1 sira NGS yontemiyle BRCA1, BRCA2, TP53, PIK3CA, AKT1, NRAS,
EGFR, CHEK2, MET, PTEN, PALB2, CDH1, KRAS, PIK3R1, STK11 genlerinde tespit
edilebilecek somatik mutasyonlarin neoadjuvan tedavi yanit1 ve prognoz tizerine etkisinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. invaziv Meme Kanseri ve Neoadjuvan Tedavi

Invaziv meme kanseri, 2022 yilinda yaymlanan GLOBOCAN verilerine gore
dinya genelinde kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Mortalite oranlarina g6z
atildiginda ise kansere bagli 6lim nedenleri arasinda dordiincii sirada yer almaktadir
(20). Benzer sekilde, Turkiye’de de kadinlarda en sik goriilen malignite olan invaziv
meme kanseri, son yillarda tedavi seceneklerinin gelismesine baglh olarak azalma
goriilse de kanser iligkili mortalitenin en 6nemli nedenlerinden birisidir (21).

Meme kanseri, diger birgok kanser turt gibi multifaktoriyel bir etiyolojiye sahiptir
ve karsinogenezinin biylk oranda aydinlatilmis oldugu diisiiniilmektedir. TUm meme
kanserlerinin %90’indan fazlasinin sporadik olarak gelistigi bilinmekte olup, bunlarin
cogunlugu ileri yasta ortaya ¢ikan Ostrojen maruziyeti ile iligkili kanserlerdir. Bunun
yaninda, %10°dan az bir kismu da kalitimsal kanser sendromlar1 ile iliskili
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (22).

Gunidmuizde, meme kanseri tanisi i¢in ideal histopatolojik ydntem insizyonel
biyopsi (ideal olarak tru-cut ya da vakum asiste kor biyopsi) ile 6rneklenen timor
dokusunda histopatolojik tani, histolojik derece ve prediktif belirteglerin
raporlanmasidir. Bu yaklasim, ameliyat ya da neoadjuvan tedavi Oncesi klinisyenler
acisindan yol gostericidir (23). Ancak, mukerrer tru-cut ve/veya insizyonel biyopsi ile
sonug almamayan hastalarda tanisal amacli eksizyonel biyopsilere de basvurulmaktadir.

Meme malignitelerinin yaklasik %95°1 terminal duktal lobiiler Unite kaynakli
epitelyal kanserlerdir (karsinomlar) ve meme kanseri terminolojisi ile biyuk oranda bu
alt grup ifade edilmektedir. Karsinomlarin %85-90’1 invaziv, %10-15’i ise in situ
karsinomdur. Invaziv meme karsinomu grubunun biiyiik bir cogunlugunu (%80-85),
diger alt tiplerin Ozellikleri ile oOrtiismeyen ve temel olarak bir dislama tanisi olan
“Invaziv Meme Karsinomu, Ozel Tip Olmayan (IMK, NST)” olusturur. Diger alt tipler
arasinda farkli morfolojik goriiniimleri ile lobiiler karsinom, tiibiiler karsinom,
kribriform  karsinom, misin6z karsinom, mikropapiller karsinom, misindz

kistadenokarsinom ve metaplastik karsinom yer alir. Tiim invaziv meme karsinomlari,
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tibiil olusumu, mitoz sayis1 ve niikleer pleomorfizm g6z Onlnde bulundurularak
histolojik olarak derecelendirilir (24).

Meme kanseri icin iyi bilinen prognostik faktorler evre, yas, histolojik timor tipi,
histolojik timor derecesi, lenfovaskiler invazyon, steroid hormon reseptorii (ERve PgR)
durumu, HER2 ve Ki67 ekspresyonlar1 gibi 6zellikleri icermektedir. Geng hastalarda (35
yas Oncesi) ortaya ¢ikan meme kanseri nadir olup, siklikla kalitsal meme kanseriyle
iliskilidir. Bu tiimorler daha agresif bir seyir gostermektedir. Diger yandan, ileri yas
hastalarda (75 vyas Uzeri), gen¢ hastalara gore daha yiksek oranda mortalite
yasanmaktadir (25).

Goriintilleme yontemlerinin ve tarama programlarmin yaygimlagsmasiyla in situ
asamada yakalanan karsinomlarm orani artmig, hastalar daha erken evrelerde tani
almaya baglamis ve buna bagl olarak meme kanserinin prognostik faktorleri daha ¢ok
tedaviye yonelik potansiyel hedefler cercevesinde ele alinmaya baglanmistir. Bu nedenle
klasik prognostik faktorlerin yanma molekiiler alt tiplendirme eklenmistir. Meme
kanserinin daha sonra bahsedilecek olan dort molekiiler alt tipi klinik agidan degerlidir
ve farkli tedavi yaklasimlar1 gerektirmektedir. Luminal tiplerde hormon tedavisi 6n
plana ¢ikarken HER2 pozitif kanserlerde anti-HER2 tedavi yaklagimlar1 6n plandadir.
Ancak, UNMK ’lerin bulundugu bazal benzeri alt tipte spesifik bir tedavisi olmamasi
sebebiyle bazi istisnalar disinda prognoz kétudur (26).

Non-metastatik erken evre meme kanserinde, genel olarak neodjuvan bir tedavi
olmaksizin cerrahi tedavi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, UNMK ’ler basta olmak
Uzere timor yiikiiniin azaltilmasinmn tercih edildigi secili vakalarda neoadjuvan tedavi
yaklagimi yayginlagmaktadir. NUKs riski yiiksek olan tiimérlerde cerrahi sonrasi sistemik
tedavi (adjuvan) verilmektedir. Ek olarak, lumpektomi olan vakalarda, siipheli aksiller
lenf nodu tutulumu olan hastalarda ve ileri evre metastatik hastalik gibi durumlarda
radyoterapi segenegi de degerlendirilmektedir (27, 28).

Klasik kemoterapi, UNMK hastalar1 igin giiniimiizde genellikle tek silahtir.
Ancak, BRCA mutasyon durumuna gére PARP inhibitérleri, immunhistokimyasal PDL1
ekspresyon durumuna gdére imminoterapi potansiyel tedavi yaklagimlarini giindeme

getirir (29). Ek olarak, tum molekiler alt gruplarda ileri evre hastalik durumunda
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molekiler profil belirleme gerekmektedir. CDK4/6, VEGF, homolog rekombinasyon
eksikligi (HRD) gibi molekuler hedefler potansiyel tedavi segenekleri sunmaktadir (29).

Gunimizde, UNMK ve HER2 pozitif meme kanseri hastalarinda ameliyat 6ncesi
(neoadjuvan) kemoterapi (NAKT) ile tedavi yaklasimi daha olasidir. Bu yaklagimin
amaci, tumor boyutunu kictltmek ya da tamamen yok etmek, daha iyi kozmetik sonug
elde etmek ve daha da 6nemlisi daha uzun sagkalim elde etmektir. Meme operasyon
materyalinde NAKT'ye yanit1 degerlendirmek icgin; varsa rezidiel timor yataginm iki
boyutlu ¢api, rezidiiel invaziv karsinomun hiicreselligi ve lenf nodu durumu g6z 6niinde
bulundurulur. Ameliyat sirasinda meme ve lenf nodlarinda rezidiiel invaziv karsinom
olmamas: pTY olarak adlandirilir. In situ rezidiiel karsinom da patolojik tam yamit
kategorisinde degerlendirilir. Meme ve lenf nodlarinda rezidiiel kanser yiikii tespit
edilmesi ya da lenfovaskiiler invazyon (LVI) varhigi parsiyel yanit olarak tanimlanmistir
(30). Hem pTY hem de minimal rezidiel invaziv karsinom tespit edilen hastalar
genellikle iyi prognoza sahiptir (13, 31).

2.2. Meme Kanserinin Molekuiler Alt Tipleri ve Ucli-Negatif Meme Kanseri

Meme kanserinin molekiiler olarak siniflandirilmasi tedavi ve prognoz agisindan
cok énemlidir. Invaziv meme kanserinin farkli klinik seyir ve tedavi yamitlarma sahip
cesitli biyolojik alt tipleri igeren heterojen bir hastalik grubu olmasi bu smiflamay1
zorunlu kilmistir. Gen ekspresyonu profilleme tekniklerindeki ilerlemeler ile bu alt
tipleri ayirt eden genler listelenmis ve klinik yansimasi olan dort temel molekiiler alt tip
tamimlanmustir (32) (Sekil 1).

Luminal A alt tipi, ER ve/veya PgR pozitif olan, HER2 negatif olan ve Ki67
proliferatif aktivite indeksi diisiik tUmorleri kapsar. NuUks riski diisiik ve endokrin
tedaviye daha iyi yanit veren kanserler olup, cok iyi bir prognoza sahip olma
egilimindedir (34). Luminal B alt tipi, ER pozitif, PgR pozitif veya negatif, HER2
pozitif veya negatif, Ki67 indeksi yiiksek olan karsinomlar igerir. Luminal B timdrler
endokrin tedaviye yanit vermesine ragmen daha agresif bir klinik seyir gdsterir. Bu
nedenle, daha agresif bir tedavi yaklasimi gerektirebilir (34). HER2 pozitif meme

kanseri, invaziv karsinom hiicrelerinde HER2 protein asir1 ekspresyonu / HER2 gen
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amplifikasyonu ile karakterize olup, hormon reseptorleri negatiftir. Normal hiicrede
hicre blyumesi ve bolinmesini dizenlemekle gorevli olan HER2 proteini, hcre
membraninda asir1 eksprese oldugu neoplastik hiicrelerin proliferasyonuna ve
yayilmasina neden olabilmektedir. HER2 pozitif meme kanseri Luminal tiplere gore
daha agresif bir tiirdiir ve hizli biiyiime egilimindedir. Diger yandan, bu timor grubu igin
gelistirilen hedefe yonelik anti-HER2 tedavi ajanlar1 prognozu ©Onemli Olcude

iyilestirmistir (34).
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Sekil 1. Invaziv meme karsinomunun molekiler alt tipleri ve klinik yansimalari (33).

Ugli-negatif meme kanseri, negatif ER, negatif PR, HER2 protein asir1
ekspresyonu / HER2 gen amplifikasyonu olmamasi ile karakterize edilen klinik bir
smiflamadir (Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4). Bazal benzeri meme kanseri alt tipi ise, gen
ekspresyon profiline dayanan gercek bir molekiler alt tiptir (32). Bazal benzeri meme
kanserleri, artmis bazal tip sitokeratin ekspresyonuna (CKS5, 6 ve 17) sahiptir ve TP53
mutasyonu sikligr artmistir (Sekil 5). BRCA gen mutasyonu ile iligkili meme

kanserlerinin gogu bazal benzeri alt tiptir (35). Bazal benzeri alt tipte yer alan
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karsinomlarm ¢ogu klinik olarak UNMK 'dir, ancak &rtiisme %100 degildir. UNMK 'lerin
yaklasik %50-80'i bazal benzeri alt tiple ortiismekteyken, %10-30'u HER2 pozitif ve az
sayirda UNMK de Luminal alt tipler ile &rtiismektedir (36, 37).
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Sekil 2. invaziv meme karsinomunda 1mm1'inhlstok1myasal ER negat1ﬂ1g1 (x200).
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Sekll 3. Invaziv meme karsinomunda 1mmﬁnhlst0k1myasa1 PgR negatifligi (x200).
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Sekil 5. Bazal benzeri UNMK’de immiinhistokimyasal CK5/6 pozitifligi (x100).



2.3. Uglu-Negatif Meme Kanserinin Histopatolojik Ozellikleri

Histopatolojik olarak, UNMK vyiiksek dereceli ve diisiik dereceli timorlerden
olusan genis bir morfolojik spektruma sahiptir (38). Tiim UNMK vakalarmnin biiyiik
cogunlugu (yaklasik %90) IMK, NST’dir. Bunlarin da biiyiik ¢ogunlugu derece 3 ve
kotu diferansiye karsinomlardir (39, 40). Disiik dereceli histolojik tipler; adenoid kistik
karsinom, sekretuar karsinom, fibromatozis benzeri metaplastik karsinom, diisiik
dereceli adenoskuaméz karsinom, ters polarizasyonlu uzun hicreli karsinomdur. Diger
yuksek dereceli histolojik tipler ise; skuamdz hiicreli karsinom, igsi hiicreli karsinom,
heterolog elemanli karsinom, miisindz kistadenokarsinom ve medller 6zelliklere sahip

karsinomdur.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2003 Meme Tiimérleri Smiflamasinda meduller
karsinom, “yetersiz stromali, belirgin lenfoid infiltrasyonu olan ve kotii diferansiye
hiicrelerden olusan iyi smnirli karsinom” olarak tanimlanmustir (41) (Sekil 6). Klasik
morfolojik Ozellikler arasinda; iyi smirh tiimor, diizgiin, yuvarlak, iter tarzda tumor
siirlari, timoérin %75'inden daha fazlasinda sinsityal biiyiime paterni, tumor icerisinde
ve tiimoOr periferinin %75’ inden fazlasinda yaygim lenfoplazmasitik infiltrasyon, yiiksek
derecede nukleer pleomorfizm, belirgin nikleoller ve yogun mitotik aktivite vardir. Bu
antite, DSO smiflamasmim 2012 baskisinda, mediiller 6zellikler gosteren invaziv duktal
karsinom olarak revize edilmistir. Bu terim, mediiller karsinomun tiim tan1 kriterlerini
karsilamayan atipik mediiller karsinomu da kapsamaktadir (42). Ay antite, 2019 DSO
Meme Timoérleri Smiflamasinda, klinik amaclarla “mediiller benzeri ya da bazal benzeri
ozellikler iceren” tammlayic1 ifadeleri eklenerek IMK, NST olarak smiflandirilmistir
(24). Medller ozellikler gosteren IMK, NST yiiksek dereceli morfolojisine ragmen {iclii
negatiflik gdsteren karsinomlarin iyi prognoza sahip ayri bir alt grubu olarak kabul
edilmistir. Bununla birlikte, bu tiimériin iyi prognozunu predikte edebilmek amaciyla
morfolojik tani kriterlerine tam olarak uymak gerekir (43-45).

Yiksek dereceli veya Ucli negatiflik gdsteren, belirgin tumori infiltre eden
lenfositler (TIL) igeren invaziv meme karsinomlarinin daha iyi prognozlu oldugu ve

NAKT’ye daha iyi yanit verdigi bildirilmistir (46-48). Bu tiimore sahip hastalarin



goreceli iyi klinik gidisinin, dogal olarak gériilen bir iyi prognoz yerine belirgin TIL

icermelerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sekil 6. Meduller 6zellikler gdsteren invaziv meme karsinomu (H&E, x100).

2.4. Uclu-Negatif Meme Kanserinin Molekiler Alt Tipleri

Bazal benzeri tiimorlerin ¢ogunda iiglii negatif immiinfenotip bulunmaktadir. Daha
ileri gahgmalarda, UNMK lerin homojen bir hastalik grubu olmadigini bulmustur. Gen
profilleme ile UNMK'lerde alt1 molekiiler alt tip belirlemistir (49). Bunlar; bazal benzeri
1 ve 2 (BL1 ve BL2), immiinmodiilatér (IM), mezenkimal (M), mezenkimal kok benzeri
(MSL) ve luminal androjen reseptori (LAR) alt tipleridir. Daha sonraki yillarda lazer
yakalama mikrodiseksiyon ¢aligmalar ile IM ve MSL alt tiplerindeki gen kopyalarmnim
TIL ve peritimoral stromal hicrelerden kontaminasyonlardan kaynaklandigi
bulunmustur. Bu nedenle, UNMK'nin alt tipleri, altidan dérde rafine edilmistir. LAR alt

tipi, intrensek luminal gen imzasmma ve daha yiiksek AR ekspresyonu ile diisiik Ki67
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indeksine sahiptir. Cogu BL1 ve bazi BL2 meme kanserleri, bazal benzeri alt tip ile
benzer gen imzasmi paylasir ve BRCA mutasyonlar1 ile iliskilidir. Farkli UNMK alt
tiplerinin klinik seyirleri de farklidir (49-51). Masuda ve arkadaslari, neoadjuvan
kemoterapi ile tedavi edildiginde BL1 alt tipinin en yiiksek patolojik tam yanit oranina
(%52) sahip oldugunu gdstermistir. En iyi sagkalima sahip olan LAR, diisiik bir patolojik
tam yanit oranina (%10) sahiptir. En kotii sagkalim orant M alt tipindedir (51).

Sahip oldugu bu karmasik biyoloji nedeniyle UNMK, giiniimiizde halen tedavi
edilmesi zor ve diger meme kanseri alt tipleriyle karsilastirildiginda en kot klinik gidise
sahip olan meme kanseri grubudur. Bu nedenle, UNMK'li hastalar icin etkili hedefe
yonelik tedavi gelistirmek, sagkalimlarimi iyilestirmek i¢in kritik Oneme sahiptir.
Terapétik hedeflerin olmamasi, hastaligin klinik seyrini iyilestirmek amaciyla UNMK de
belirli molekuler belirteclerle karakterize etmek icin hastaligin genetik temeline
odaklanmak gerekmektedir.

BRCA proteinleri tiimor baskilama 6zelligine sahiptir. Beklendigi tizere, BRCA
genlerindeki delesyonlar ve/veya fonksiyon kayiplari, DNA onarimimin azalmasina ve
tiimdr baskilayici etkinin azalmasina yol agmaktadir (52). Ozellikle, mediller 6zellikler
gosteren tiimorler siklikla BRCA1 mutasyonlar1 (tiimorlerin yaklasik %060') ile
iligkiliyken, BRCA2 mutasyonlar1 ile daha az siklikta iliskilidir. Ayrica mediiller
ozellikler gosteren karsinomlar, klasik IMK, NST’den daha sik genomik instabilite,
anoploidi / poliploidi ve TP53 mutasyonlar1 icermektedir (42).

En 6nemli tiimor baskilayici gen olan TP53 genindeki inaktive edici mutasyonlar
meme kanseri dahil olmak Uzere bircok malignitede siklikla tespit edilmektedir.
Germline TP53 mutasyonlar1 meme kanseri vakalarinin %21'den azindan sorumlu
olabilirken, somatik mutasyonlar daha sik rapor edilmektedir (53). Tum genomik
alterasyonlar arasmda UNMK’de en sik mutasyona ugrayan gen yaklasik %80 ile
TP53’tiir (54).

PI3BK/AKT/mTOR sinyal iletim yolagi, meme kanserinde en sik mutasyona
ugrayan onkogenik akstir ve bu yolakta en sik PIK3CA mutasyonlari
gozlemlenmektedir. Somatik PIK3CA mutasyonlar1 ilk olarak 2004'te rapor edilmistir.
Gen amplifikasyonu ya da nokta mutasyonu seklinde PIK3CA alterasyonlart UNMK ’ler
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de dahil olmak Uzere meme kanseri vakalarinin yaklasik %10'unda tespit edilmistir (55).
Bu yolaktaki PIK3CA mutasyonlarmma ek olarak PTEN fonksiyon kayb1 ve AKT1 aktive
edici mutasyon gibi baska bircok onkogenik mekanizma vardir. Aynmi yolakta yer
almalar1 nedeniyle PIK3CA, PTEN, AKT1 ve PIK3R1 mutasyonlarinin birbirini disladig1
bildirilmektedir (56).

Kontrol noktast kinaz 2, DNA hasar1 tizerine aktive olan ve DNA onariminin
yonetilmesinde dnemli gorevi olan bir serin kinazdir. DNA hasarina yanit olarak hiicre
dongusunli durdurarak, apoptoza yonlendirir. Ayni adli serin kinazi eksprese eden
CHEK?2 genindeki mutasyon nedeniyle kinaz fonksiyonunun kaybi, meme kanserinin de
dahil oldugu farkl kanser tiirleri ile iliskilidir (57).

Bir yuzey adezyon molekiili olan E-cadherin’i kodlayan CDH1 geni diffiz tip
mide kanserinden sonra 6zellikle invaziv lobller karsinom basta olmak Uzere en ¢ok
meme kanseri ile iliskilidir. Ancak, UNMK ler de dahil olmak iizere PARP inhibitorleri
icin hedef teskil edebilecek HRD iligkili genlerden birisi olan PALB2 gibi meme kanseri
NGS panellerinde siklikla yer almaktadir (58).

Tirozin kinaz reseptorii olan EGFR, UNMK ’lerde siklikla kopya sayis1 artisi ve
asir1 ekspresyon seklindeki alterasyonlar ile karsimiza ¢ikmakta olsa da yaklasik %10
oraninda nokta mutasyonu bildirilmistir (54). Bu nedenle, tirozin kinaz inhibitorii
tedavisinin etkinligini predikte etmek ac¢isindan siklikla arastirilmaktadir.

Ozellikle BL1 alt tipteki UNMK ’lerde RAS/RAF/MAPK yolag: alterasyonlari ile
karsilasilabilmektedir. Bu nedenle, KRAS ve NRAS gibi énemli genler, UNMK ’lerde
potansiyel tedavi hedefi olarak arastirilmaktadir (54, 59).

2.5. In Silico (Hesaplamali) Analiz

Biyoinformatik veri tabanlari kullanilarak, hesaplamali (in silico) analiz
yontemiyle yapilan arastirmalar, hastaliklarin molekiiler patolojik Ozelliklerinin ve
potansiyel molekuler belirteglerin  klinikopatolojik ~ 6zellikler ile iliskisinin
anlagilabilmesi i¢in kullanilan alternatif bir yontemdir. In vitro caligmalar dncesinde
yapilan in silico analizler, laboratuvar asamasi 6ncesinde ¢aligmalar i¢in yol gosterici

olabilen diisiik maliyetli ve etkin bir aragtirma yontemidir.
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Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi UNMK’lerde tanimlanan, prognostik ve
prediktif 6nemi olabilecek molekiler belirteclerin in silico yontemle arastirilmasi, in
vitro arastirmalar kadar degerlidir. Ac¢ik erisimli cBioPortal for Cancer Genomics
(cBioPortal), OncoKB ve benzeri biyoinformatik veri tabanlar1 kullanilarak,
UNMK lerde en stk mutasyona ugrayan ve kanser iliskili oldugu tespit edilmis genler
incelenebilmekte, prognoz ve klinikopatolojik ozellikler ile iligkileri analiz
edilebilmektedir. In silico analiz yontemi, UNMK ’lerde prognostik ve prediktif deger
tasiyan belirteglerin saptanabilmesi i¢in basvurulabilecek bir yontemdir (60, 61).

Literatiirde, in silico yontemle yapilan ¢aligmalarda UNMK ler ile ilgili ¢ok
onemli bilgilere ulasildigi goriilmektedir. Otofaji ile iliskili genler (EIFAEBP1 ve
NPAS3), UNMK’de hastalik progresyonunu ve sagkalimi &ngdrmede bagimsiz
prognostik faktorler olarak belirlenmistir. Bu genlerin ekspresyon diizeyleri, hastaligin
ilerlemesi ve ilag duyarhilhigi ile iliskilidir (62). CXCL8’in yiiksek ekspresyonu,
UNMK de lenfatik metastazi artirmakta ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir (63).

Dolasimdaki tiimér DNA’s1 (ctDNA) ve serum analizleri, tedaviye yanit1 ve
hastalik niiksiinii ongérmede kullanilmaktadir. In silico analizlerde, 6zellikle neoadjuvan
kemoterapi sonrasi ctDNA’nin saptanmasi, rezidiiel hastalik ve kotii prognoz ile iliskili
oldugu saptanmustir (64, 65). Bir diger analizde, immiinmodiilatér gen aglar1 ve
poligenik skorlarin, pTY ve sagkalim tahmininde yiiksek dogruluk sundugu saptanmistir
(66).

Molekiiler UNMK alt tiplerinin, hastaligin seyri boyunca biiyiik oranda stabil
kaldig1, ancak mezankimal benzeri (M) alt tipte degisim ve beyin metastazi egilimi
gOzlendigi de in silico yontemle analiz edilmistir (67). Sonug olarak, in silico analizler,
UNMK de biyobelirteglerin, tedavi yanitmin ve hastalik seyrinin dngoriilmesinde giiclii
araglardir. Bu yaklasimlar, kisisellestirilmis tedavi ve takip stratejilerinin gelistirilmesine
katki saglamaktadir. Bulgularm klinik uygulamaya ge¢mesi i¢in ise ek dogrulama

calismalar1 gereklidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi, Yeri, Zamam ve Takvimi

Kesitsel tip ¢alisma yapilmistir. Arastirmaya dahil edilen hastalara ait timor
iceren parafin doku bloklari Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali arsivi kullanilarak elde edilmistir. Dizileme islemi, Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali biinyesinde bulunan molekiiler
patoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismamizin Haziran 2022 — Haziran 2024
arasinda yapilmasi planlanmis olup, 6ngoriilen takvime genel olarak uyulmakla birlikte,

kitlerin temini ve laboratuvar asamasinda gecikmeler yasanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Ongoriilen galisma takvimi.

Hastalarin belirlenmesi Haziran 2022 — Temmuz 2022

Hastalarin tiimérlii preparatlarmin incelenmesi ve uygun | T€Mmuz 2022 — Agustos 2022

parafin bloklarin belirlenmesi

Hastalara ait klinikopatolojik verilerin toplanmasi Agustos 2022 — Eylul 2022
Yeni Nesil Dizileme testinin uygulanmasi Eylul 2022 — Ekim 2023
Sonuglarn istatistiksel analizi Ekim 2023 — Kasim 2023
Verilerin dokiimante edilmesi Kasim 2023 — Haziran 2024

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivi
kullanilarak, 2010 — 2021 yillar1 arasinda tan1 amacli biyopsi ile meme kanseri tanisi
koyulan tiim olgular taranmustir. Bu olgular arasmdan UNMK tanis1 alan, neoadjuvan
tedavi uygulanan ve ardindan cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilen, klinik izlem bilgisi
bulunan otuz bir (31) ardisik invaziv meme kanseri hastasi belirlenmis ve ¢alismaya

dahil edilmistir.
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3.3. Calisma Materyali

Daha &nce tan1 almis UNMK hastalarina ait parafin doku bloklar1 kullanilmustir.
Olgulara ait hematoksilen-eozin boyali kesitler ve bu kesitlere ait parafin bloklar
arsivden ¢ikarilmistir. TUm olgulara ait kesitler, Olympus BX53 151k mikroskobu ile
yeniden degerlendirilmis ve NGS islemi i¢in en az %40 tiimor iceren parafin bloklar
belirlenmistir. Parafin bloklarinda istenen miktarda tiimor bulunmayan ya da tek parafin
blogu olan dort olgu tiimor yiizdelik oranit en az %20 oldugundan c¢alismaya dahil

edilmistir.

3.4. Arastirmanin Degiskenleri

Calismamizin bagimsiz ve bagimli degiskenleri asagidaki gibi belirlenmistir:

Bagimsiz degiskenler: yas, cinsiyet, timor boyutu, tiimoriin histolojik tiirii,
lenfovaskiiler invazyon, mutasyon tiirii ve siklig.

Bagimli degiskenler: hastaliksiz ve genel sagkalim siireleri, aksiller lenf nodu
metastazi, lokal niiks, uzak metastaz, neoadjuvan tedavi yanitinin histopatolojik

derecesi.

3.5. Veri Toplama Araglar ve Arastirma Plam

Klinik ve patolojik bilgilerin elde edilmesi icin, Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi Bilgi Islem Sistemi aracilig1 ile hasta dosyalar1 ve patoloji raporlar1
incelenmistir. Hastalara ait tiimorlii doku bloklarindan DNA izolasyonu ile elde edilen
materyal kullanilarak, ¢alisma igin olusturulan panelde yer alan genlerdeki somatik
timor mutasyonlar1t NGS yontemi ile arastirilmigtir (Tablo 2). Ek olarak agik erigimli

veri tabanlar1 kullanilarak in silico analiz yapilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kanser iliskili Qiagen™ NGS gen paneli.

BRCA1 BRCA2 TPS53 PIK3CA AKT1
NRAS EGFR CHEK?2 MET PTEN
PALB2 CDH1 KRAS PIK3R1 STK11
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Yeni nesil dizilime galisma yontemi igin, doku orneklerinden timoér DNA'smin
izole edilmesi gerekmektedir. Bu DNA Orneklerinin kalitesi ve miktar1 uygun
oldugunda, belirli hedef bolgeler zenginlestirilmekte ve ardindan ¢alisma kiitiiphaneleri
olusturulmaktadir. Sonrasinda, NGS teknikleri kullanilarak bu kiitiiphanelerde primer
analiz yapilmaktadir. Veri analizi asamasinda, ¢alismanin kalitesi degerlendirilmekte ve
hastalarin  klinik ge¢mislerine dayanarak varyant analizi gergeklestirilmektedir.
Ardindan, tespit edilen varyantlar biyoinformatik yontemlerle degerlendirilmektedir.
Calismada, hasta orneklerinin yiiklendigi "kartus ve flowcell" sistemleri kullanilarak
gerceklestirilen NGS yontemi, gen paneline 6zgii formalin fikse edilmis parafine gomuli

(FFPE) materyallerle uyumlu olarak tasarlanmistir.

Parafin doku blogundan DNA izolasyonu igin, 4 adet 10 mikron kalinliginda kesit
alinarak, 2 ml'lik ependorf tiiplere yerlestirilmistir. Her bir tlipe, érneklerin homojen bir
sekilde karistirilmasini saglamak tizere 1 ml ksilen eklenmis ve yiiksek hizda 2 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Altta biriken pellet kismma zarar vermemek igin,
ustteki s1vi faz dikkatlice alinip atilmis ve bu islem iki kez tekrar edilmistir. Sonrasinda,
1 ml saf alkol eklenerek benzer islemler tekrar edilmistir. Tiim islemlerden sonra tiipler,
alkoliin tamamen buharlasmasi i¢in 56°C sicaklikta 10 dakika siireyle 1sitildiktan sonra,
alkol buharlasinca tlplere Buffer ATL (180 ul) ve Proteinaz K (20 ul) ilave edilerek,
vorteks ve spin islemleri gerceklestirilmistir. Ornekler, gece boyunca 56°C'de

bekletilecek sekilde inkiibasyona alinmustir.

Gece inkiibasyona birakilan 6rnekler, 90°C 1sida 1 saat tekrar inklbe edildikten
sonra santriftij isleminden gegirilerek 5 dakika oda sicakliginda tutulmustur. Her bir
ornege once Buffer AL (200 pl) sonra alkol (300 pl) eklenerek, karisim vorteks islemine
tabi tutularak tekar santrifijlenmistir. Bu islem sonrasi elde edilen {iriin, sar1 renkli spin
kolonlarma tagmmistir. Bu kolonlar 9000 rpm'de 2 dakika dondiiriildiikten sonra,
icindekiler bir bagska 2 ml’lik tiipe bosaltilmustir. Yeni tuplere buffer-AW1 (500 ul)
eklenerek tekrar santriflij uygulanmistir. Bu islem sonrasi, elde edilen urtin yeni bir 2
ml’lik tiipe transfer edilmistir. Ardindan kolonlara buffer-AW2 (500 pl) ilave edilerek
islem sirdirilmiistiir. Spin kolonlar iki dakika dondirtlerek santrifij (9000 rpm)

edilmis ve sonrasinda liriin yeni bir tiipe taginarak ¢ dakika boyunca tekrar santriflj
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(14000 rpm) edilmistir. Spin kolonlar1 hastalarin kimlik numaralarmm yazili oldugu
daha kigik (1,5 ml) tiplere transfer edilmistir. Kolonlarin merkezine ATE soliisyonu
(40 pl) ilave edilerek, solisyonun kolonda bir dakika siireyle emilim saglamasi

beklenmis ve sonra tekrar santrifiij (14000 rpm) yapilmistir.

Fragmentasyon o©ncesinde konsantrasyon Olcimi i¢in  Qubit fluorometer
kullanilmistir.  Ardindan fragmentasyon islemi igin protokole baslamadan ©nce,
thermalcycler sogutulmustur (4°C). Fragmantasyon, u¢ duzeltilmesi ve A ekleme
islemlerini iceren miks, 7-8 kez pipetlenerek diizgiin bir sekilde karistirilmis ve kisa bir
santrifiij islemi uygulanmistir. Bu islemler soguk bir blok veya buz iizerinde
gerceklestirilerek Orneklerin sicakliginin diisiik tutulmasi saglanmistir. Her reaksiyon
tiplne Mix-Enzyme (Fragmentation-5 pl) eklenerek, karisim 7-8 kez pipetlenip
homojenlestirilmistir. Polymerase Chain Reaction (PCR) programi baslatilip 4°C'ye
ulagtiginda bir siire durdurulmus ve sonrasinda Ornekler cihaza yerlestirilip program

devam ettirilerek fragmantasyon islemi tamamlanmustir.

Adaptor ligasyonu igin, reaksiyon miksi hazirlanmis ve tlm igerik 10-12 kez
yavasc¢a pipetaj yapilarak karistirilmistir. Ardindan, thermal cycler kullanilarak inkiibe
(20°C, 15 dk) edilmistir.

Adaptére baglanmis DNA’nin QIAseq boncuklarla temizlenme asamasinda,
ligasyon reaksiyonundan elde edilen drnekler lobind tiipe aktarilmis ve 100 ul olacak
sekilde 50 pl nukleaz free su ilave edilmistir. FFPE DNA calismasi oldugu i¢in (izerine
100 ul QIAseq Beads eklenerek, birka¢ defa pipetaj yapilmistir. Oda 1sisinda 5 dakika
inkiibasyon sonras1 manyetik rack iizerine alman érnekte 10 dakika boyunca boncuklarin
sipernatanttan ayrilmasi beklenmistir. Sollisyon berraklastiktan sonra, dikkatlice
siipernatant uzaklastirilmistir. Uzerine 200 pl taze hazirlannms %80 etanol eklenen
ornekten tekrar dikkatli bir sekilde siipernatant uzaklastrilmistir. Etil alkol ile yikama
asamasi tekrarlandiktan sonra etanol uzaklastirilmis ve boncuklarin 10 dakika iyice
kurumasi beklenmistir. Manyetik rack disinda, DNA hedef boncuklar1 52 pl nuclease-
free su ile elue edilmistir. Iyice pipetaj yapilan soliisyon berraklasincaya kadar manyetik

rack lizerine almmugtir. 50 pl stipernatant, temiz bir 1,5 pl lobind tiipe aktarilmustir.
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QIlAseq Beads 50 ul DNA solusyonu uzerine eklenip, birka¢ defa pipetaj yapilmustir.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon sonrasi manyetik rack lizerine alman Ornekte 5
dakika boncuklarin siipernatanttan ayrilmasi beklenmistir. Sollisyon berraklasinca
dikkatlice supernatant uzaklastirilarak 200 pl taze hazirlanmis %80 etanol ilave
edilmistir. Dikkatli bir sekilde siipernatant tekrar uzaklastirilmis ve etil alkol ile yikama
asamasi bir defa daha tekrarlanmistir. Bead’ler manyetik racktan ¢ikartilarak DNA hedef
boncuklart 12 pl nuclease-free su ile elue edilmistir. Hacmi 9,4 pl olan siipernatant temiz
bir PCR tiipline aktarilip, hedef zenginlestirme PCR kurulumuna gegcilmistir. Hedef
zenginlestirme asamasinda panele 6zgii primerler kullanilarak ilgili genlerin exonlar1 ve

exon/intron kavsaklari cogaltilmistir.

Hedef zenginlestirme PCR {irliniiniin QlAseq boncuklarla temizlenmesi i¢in, PCR
reaksiyonundan elde edilen 20 pl érnek, 1,5ml’lik lobind tiipe aktarilmistir. Uzerine 100
ul‘ye ulasacak sekilde, 80 ul nuclease-free su eklenmistir. 100 pl (1,0x hacim) QlAseq
Beads 100 pl dilue PCR soliisyonuna eklenmistir. Birka¢ defa pipetaj yapildiktan sonra
oda 1sisinda 5 dakika inkiibasyon yapilmistir. Ornek manyetik rack iizerine almnip,
yaklasik 5 dakika boncuklarin siipernatanttan ayrilmasi beklenmistir. Solisyon berrak
goziktikten sonra, dikkatlice stipernatant uzaklastirilmistir. Uzerine 200 ul taze
hazirlanmis %380 etanol eklenmistir. Dikkatli bir sekilde siipernatanti uzaklastirilan
ornekte etil alkol ile yikama asamasi bir kez daha tekrarlanmistir. Hala manyetik rack
uzerindeyken boncuklar 10 dakika kurutulmustur. DNA boncuklar1 16 ul nuclease-free
su ile elue edilmistir. Pipetaj ile iyice karistirilan Soliisyon seffaflagincaya kadar rack
tizerinde tutulmustur. 13,4 pl siipernatant temiz bir PCR tiipiine aktarilmis ve Universal
PCR amplifikasyon kurulumuna gecilmistir. Daha sonra thermalcycler cihazi
kurulmustur. 20 pl PCR reaksiyonu 1,5ml’lik lobind tiipe aktarilarak, zerine 80 ul
Nucleaz icermeyen su eklenmistir. Birka¢ defa pipetaj yapilarak iyice karigtirildiktan
sonra oda sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. Manyetik rack tizerine alnip, 5 dakika
boncuklarm siipernatanttan ayrilmasit beklenmistir. Sollsyon berraklastiktan sonra,
dikkatlice stipernatant uzaklastirilmistir. 200 pul taze hazirlanmis %80 etanol eklenip, etil

alkol ile yikama agsamasi tekrarlanmistur.

Final kltlphane olusturma asamasinda, manyetik rack disinda DNA kitaplik
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boncuklar1 30 pl nuclease icermeyen su veya uygun buffer ile elue edilmistir. Pipetaj
sonrasi soliisyon berraklagincaya kadar tekrar manyetik rack {izerine alinmistir. Hacmi
28 ul olan supernatant temiz bir 200 pul PCR tip igerisine hastalarm biyopsi numaralari
yazilarak aktarilmis ve bu sekilde kitaplik friinleri olusturulmustur. Ardindan,
hazirlanan kiitliphane {riinleri Qubit fluorometre ile Olgiilerek konsantrasyonlari

belirlenmis ve normalizasyon yapilmistir.

NGS primer analiz asamasinda, yeterli DNA konsantrasyonun sahip olan 6rnekler
AVITI ELEMENT™ cihazma yiiklenmis ve yaklastk 30 saat sonra ham veriler
(FASTQ) elde edilmistir.

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Data analizi ve varyant tespitinde calismaya ait ham veriler, Onceden veri
giivenligi amaciyla kurulmus server agi lizerinden FASTQ dosyalar1 halinde CLC
Genomic Workbench (GWB) analiz programi igine aktarildi. Veriler, CLC GWB
calisma istasyonu tarafindan FASTQ formatindan VCF formatma donistirildi.
Ardindan Qiagen QCl-Interpret yazilimima yiiklenen verilerde varyant analizi yapilarak,
raporlama islemi gerceklestirildi.

Biyoinformatik analiz icin, kullanilan hedefli gen paneli somatik varyantlarin
prognostik olarak 6nemli oldugu veya tedaviye verilen yanitin predikte edilebildigi
kanserle ilgili genleri icermektedir. Secili varyantlar, biyoinformatik veri tabanlar1 ile
karsilastirilarak analiz edilmistir. Bu karsilastirma sonucu bulunan varyantlar patojenik,
olas1 patojenik, anlami belirsiz, olas1 benign ve benign gruplara ayrilirken klinik etki ve
tedavi hedefi olma potansiyelleri agisindan uluslararas1 kilavuzlara gore kategorize
edilmistir. Analiz sonucunda, literatiir ve veri tabanlarma gore kanser ile iligkisi net
tanimlanmis genomik degisiklikler olan patojenik varyantlar ve %90'm iizerinde bir
olasilikla hastalik nedeni olarak kabul edilen olas1 patojenik varyantlar raporlanmistir
(allel frekans1 > %3). Anlami belirsiz varyantlar ise kanser (zerine etkileri henliz net
bilinmeyen veya silipheli etkilere sahip genomik degisiklikler oldugundan rapor

edilmemistir.
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Istatistiksel analiz igin, IBM SPSS for Windows 18.0 yazilim: (IBM Corp.,
Armonk, NY, ABD) kullanilmigtir. Tiim analizlerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
kabul edilmistir. Betimsel bir analiz yapilmis ve kategorik degiskenler frekanslar olarak
tanimlanmistir. Korelasyon analizleri igin Spearman korelasyon testi, kategorik
degiskenler icin Ki-kare veya Fisher's exact testi kullanilmistir. Patojenik ve olasi
patojenik varyantlarmm ve diger klinikopatolojik Ozelliklerin sagkalim Uzerine etkisi,

Kaplan-Meier analizi ile degerlendirilmistir.

3.7. Arastirmanin Kisithhklan
Tespit edilebilen olgu sayisinin yaklasik 30 civarinda olmasi, NGS c¢aligmasi i¢in
DNA elde etmek amaci ile arsivde saklanan parafin doku bloklarmin kullanilacak

olmasi, 6zellikle bes yildan daha eski parafin bloklarda DNA kalitesinin diisiik olmasi

arastirmanin kisithliklarmi olusturmaktadir.

3.8. Etik Kurul Onay1
Calismamiz, 05/01/2022 tarihli ve 2022/01-03 sayili karar ile Dokuz Eyliil

Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (Ek
1). Calismanin yiiriitiilmesi esnasinda kisisel verilerin korunmasi baglamimda gerek

ulusal gerekse uluslararasi kanun ve yonetmelikler dikkate alinmistir (68-70).
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4. BULGULAR

4.1. Klinikopatolojik Bulgular

Otuz bir UNMK olgusunun yas ortalamas1 54,55 (29-78) olup, 23 (%74,2) olguya
insizyonel/tru-cut, 8 (%25,8) olguya eksizyonel biyopsiyle tani1 verilmistir. Neoadjuvan
tedavi sonunda 14 (%45,2) olguda pTY ve 11 (%35,5) olguda kismi yanit varken, 6
(%19,4) olguda tedavi yanit1 izlenmemistir. Tedaviye kismi yanit veren olgularin 1'inde
sadece LVI, 1'inde tiimériin hiicreselliginde azalma, 8'inde tlmor boyutunda kiigtilme
saptanmistir. Neoadjuvan tedaviye pTY verdigi tespit edilen olgularin aksiller lenf
nodlarinda da tam yanit izlenmistir. Calisma sonu itibar1 ile 8 olguda (%25,8) hastaliga
bagh 6liim ve ayni sekilde 8 olguda da (%25,8) progresyon gelistigi tespit edilmistir.
Ortalama takip siiresi 75,65 aydir. Tim klinikopatolojik 6zellikler ve NAKT yanit

durumlar1 Tablo 3’te 6zetlenmistir.

4.2. In Silico (Hesaplamali) Analiz Sonug¢lar

cBioPortal veri tabaninda kayitli meme kanseri ¢alismalar1 segilip, 466 UNMK
olgusu tespit edilmistir. cBioPortal ve OncoKB’ye gore bilinen kanser genleri igerisinde
en cok goriilen ilk 5 mutasyon sirasiyla TP53 (%76,1), PIK3CA (%15,7), KMT2D
(%6,9), KMT2C (%6,7), BRCAL (%6,5) olarak saptannustir. Iyi bilinen bir kanser geni
olan TP53’te mutasyon olan UNMK ’lerde, TP53 wild type olanlara gére timor mutasyon
yukid (TMB) ve histolojik derece anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 7 ve 8) (Ki-
kare ve Wilcoxon testleri, g<0,001). TP53 (g=0,794) ile sag kalim arasinda anlaml iligki
tespit edilmemistir. PIK3CA mutasyonu olan timdrlerde ise genel (Log Rank Test
0<0,001) ve hastaliksiz sag kalim (Log Rank Test q=0,017) anlaml bir sekilde daha kisa
olarak saptanmustir (Sekil 9). KMT2D mutasyonu olan olgularda metastaz orani anlamli
olarak daha diisiik bulunmustur (q<0,001). UNMK’lerde tedavi hedefi olarak
arastirilmakta olan BRCA1 mutasyonu (Log Rank Test =0,745) ile KMT2C
mutasyonunun (Log Rank Test gq=0,439) genel ve hastaliksiz sagkalimla iliskisi
bulunmamisti. BRCA1 geninin diger klinikopatolojik oOzelliklerle de iliskisi

bulunmamustir.
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Tablo 3. Olgularin tam anindaki klinikopatolojik dzellikleri ve NAKT yanit durumlart.

Ortalama yas 54,55 yil Yas arahgi 29 — 78 yas
Ortalama takip siresi 75,65 ay Takip siiresi arahgi 27 — 126 ay
Ortalama progresyon suresi 18,5 ay Progresyon gelisme arahigi 8 —38ay
Hastaliga bagh o6liim N (%) Progresyon N (%)

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

Var 8 (%25,8) Var 8 (%25,8)
Menopozal durum N (%) 40 yas alt1 kanser

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

Postmenopozal 16 (%51,6) Var 5 (%16,1)
Lateralite Multifokalite N (%)

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

Sol meme 16 (%51,6) Var 3 (%9,7)
Tamisal biyopsi tiirii Tiimor cap

Insizyonel / kor biyopsi 23 (%74,2) <50 mm 25 (%80,6)

Eksizyonel biyopsi 8 (%25,8) >50 mm 5 (%16,1)
Histolojik tip Histologic derece

IMK, NST / mediiller 23 (%74,2) Grade 2 9 (%29)

Diger 8 (%25,8) Grade 3 21 (%67,7)
LVi 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)
TIL Evre

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

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

Orta siddette 3 (%9,7) " 7 (%22,6)

Belirgin 4 (%12,9) v 2 (%6,5)
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Sekil 7. In silico analizde TP53 mutant ve wild type timarlerde timér mutasyon yiki
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Sekil 8. In silico analizde TP53 mutant ve wild type tiimorlerde histolojik derece karsilagtirmasi.
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Sekil 9. In silico analizde PIK3CA mutant ve wild type tiimorlerin genel sagkalimlari ile

hastaliksiz sagkalimlarinin karsilastirmasi.

4.3. Molekiler Patolojik Bulgular (Somatik Mutasyon Profili)

Calismaya dahil edilen 6rneklerin 3’tiinde (%9,7) yeterli miktarda timér DNA’s1
elde edilemedigi icin NGS calismast yapilamamistir. Kalan 28 (%90,3) olguya ait
ornekler ise NGS yontemi ile dizilenerek analiz edilmistir. Bu olgulara ait timor
DNA’lar ile gergeklestirilen NGS ¢alismasinda ortalama okuma sayis1 79 ile 1623
arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, sadece 7 (%22,6) olguda somatik mutasyon
analizi icin ideal okuma sayisina (>300) ulagilamamistir. Hedefli NGS ¢alismasinda
hedeflenen gen bolgelerinin kapsama genisligi degerleri 100x’te yaklasik %24 ila %99
arasinda degiskenlik gosterirken 15 (%48,4) olguda %90’ lizerinde kapsama genisligi
degerlerine ulasilmistir. Sadece 7 (%22,6) olguda kapsama genisligi %60’ altinda
kalmistir. Biyoinformatik analizde allelik frekansi >%3 olan patojenik / olas1 patojenik
varyantlar rapor edilmis ve istatistiksel analiz igin kullanilmistir (Tablo 4). AKT1, NRAS

ve CHEK2 genlerinde patojenik / olas1 patojenik bir varyant tespit edilmemistir.

En ¢ok mutasyona ugradigi tespit edilen gen TP53’tiir. Mutasyona ugradig1 tespit
edilen genlerdeki varyantlara goéz atildiginda TP53’te 23 nokta mutasyonu, 1
duplikasyon; BRCA2’de 8 nokta mutasyonu, 2 delesyon; BRCAL1’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 edilmistir.

Tablo 4. Otuz bir UNMK olgusunda patojenik / olasi patojenik varyant tespit edilen genler.

Gen adi N (%) Gen ad1 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 Molekiiler Ozelliklerin NAKT Yamti ile Iliskisi

fleri yas ve postmenopozal hastalarda, multifokal olmayan karsinomlarda,
histolojik derece 3 olan tiimérlerde, Ki67>%30 olan, diisiik evre ve belirgin TIL iceren
karsinomlarda pTY orani daha yiiksek bulunmus olmakla birlikte, bu parametrelerin p
degeri >0,05 olarak saptanmustir. Eksizyonel biyopsi ile tani verilen olgularda (p=0,049),
LVI olmayanlarda (p=0,048), aksiller metastazi olmayanlarda (p=0,000) pTY oram

anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 5).
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Tablo 5. Klinikopatolojik 6zelliklerin NAKT yanit durumu ile iligkisi.

Klinikopatolojik 0zellik NAKT yamt durumu N (%) p degeri

Menopozal durum Yok / parsiyel pTY
Premenopozal 9 (%60) 6 (%40) 0,576
Postmenopozal 8 (%50) 8 (%50)

Tamisal biyopsi tiirii
Insizyonel / kor biyopsi 15 (%65,2) 8 (%34,8) 0,049
Eksizyonel biyopsi 2 (%25) 6 (%75)

Histolojik tip
IMK, NST / mediller 12 (%52,2) 11 (%47,8) 0,893
Diger 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)

LVI
Yok 7 (%38,9) 11 (%61,1) 0,048
Var 9 (%75) 3 (%25)

TIL
Yok / hafif - orta siddette 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
-1l 10 (%45,5) 12 (%54,5) 0,179
"n-1v 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 yanitinin iligkisi incelendiginde,
sadece BRCA2 mutant olan olgularda pTY orani anlamli oranda yiiksek bulunmustur

(p=0,031). Analiz edilen diger genler ile pTY orani arasinda anlamli iligki yoktur.

4.5. Sagkalim Analizi

Klinikopatolojik 0Ozellikler ile genel ve hastaliksiz sagkalim arasindaki iliski
incelendiginde 40 yas alt1 (gen¢ hasta) UNMK hastalarinin prognozunun anlamli olarak
daha kotii oldugu saptanmistir (p=0,035, Log Rank, Sekil 10). Ayni hasta grubunun daha
kisa hastaliksiz sagkalim ile de smirda anlamli bir iligki gosterdigi goriilmiistiir
(p=0,057, Log Rank). Grade 2 tumori olan hastalarda grade 3 tumdrli hastalara gore
anlamli oranda daha kisa genel sagkalim tespit edilirken (p=0,040, Log Rank),

progresyonsuz sagkalimlarinin sinirda anlamli olsa da daha uzun oldugu goriilmiistiir

(p=0,080, Log Rank).
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Sekil 10. 40 yas alti UNMK ’de istatistiksel olarak anlaml1 daha kisa genel sagkalim.
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Bunlarin yaninda, lenf nodu metastazi olmayan (p=0,000, Log Rank, Sekil 11),
lenfovaskuler invazyonu olmayan (p=0,012, Log Rank, Sekil 12), Ki67 proliferatif
aktivite indeksi yuksek olan (p=0,006, Log Rank, Sekil 13, Sekil 14), NAKT’ye pTY
alinan (p=0,004, Log Rank, Sekil 15) ve progresyon gelismeyen (p=0,000, Log Rank)

hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha iyi prognoz izlenmistir.
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Sekil 11. Aksiller metastaz ile daha kisa genel sagkalim arasinda anlamli iliski.
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Sekil 12. LVI varhi ile daha kisa genel sagkalim arasinda anlamlr iliski.
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Diger klinikopatolojik ozelliklerden evre ile genel sagkalim arasinda, her ne
kadar evre 1V hastalarda sagkalim siiresi daha kisa olsa da, istatistiksel olarak anlamli
bir iligki bulunmamistir. Ancak, evre III ve IV hastalarda hastaliksiz sagkalim anlamli
oranda daha kisa olarak izlenmistir (p=0,012, Log Rank). Menopozal durum ve genel
sagkalim arasnda anlamli iliski tespit edilmemistir. Ancak premenopozal hastalarin

progresyonsuz sagkalim siiresinin anlamli oranda daha kisa oldugu saptanmistir

(p=0,013, Log Rank).
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Sekil 13. Yiiksek Ki67 indeksi gosteren timorlerde izlenen daha iyi genel sagkalim.

Apokrin ve lobiiler morfolojiye sahip tiimorlerin hastaliksiz sagkaliminin anlaml
oranda daha uzun oldugu goriilmistiir (p=0,025, Log Rank), ancak histolojik tip ile
genel sagkalim arasinda iliski goriilmemistir. Multifokalite ile ne genel ne de hastaliksiz
sagkalim arasinda iliski izlenmemistir. Belirgin TIiL olan hastalarda daha uzun sagkalim

izlense de TIL varlig ve siddeti ile prognoz arasinda anlamli iliski izlenmemistir.
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Sekil 14. Tmmﬁnhistokimyasal yiiksek Ki67 ekspresyonu (x100).
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Sekil 15. NAKT’ye pTY veren tiimorlerde izlenen daha iyi genel sagkalim.
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Somatik mutasyonlar ile prognoz iliskisi incelendiginde TP53 mutasyonu olan
hastalarin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha uzun sagkalim siiresine sahip
oldugu gorilmiistiir (p=0,014, Log Rank, Sekil 16). Diger yandan EGFR mutasyonlu
olgularin (p=0,020, Log Rank, Sekil 17) ve PALB2 mutasyonlu olgularin (p=0,009, Log

Rank) genel sagkalim siireleri anlamli bir sekilde daha kisa olarak tespit edilmistir.
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Sekil 16. TP53 mutasyonu varliginin daha uzun genel sagkalim ile iliskisi.
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Sekil 17. EGFR mutasyonlu timérlerde izlenen daha kisa genel sagkalim.
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BRCA1, BRCA2, PIK3CA, MET, PTEN, CDH1, KRAS, PIK3R1 ve STK11
mutasyonlar1 ile genel sagkalim arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Ayrica,
arastirilan NGS panelinde yer alan genlerin higcbirinin hastaliksiz sagkalim ile anlamli

bir iliski gostermedigi saptanmustir.
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5. TARTISMA

Uclii-negatif meme karsinomu, tiim meme kanserleri i¢inde yaklasik %15-20'lik
bir oran1 temsil etmesine ragmen, agresif seyri, sinirli hedefe yonelik tedavi segenekleri
ve kotii prognozu ile klinisyenler igin en zorlu alt tiplerden birini olusturmaktadir (71).
Bu heterojen hastalik grubunda, NAKT tiimor yiikiinii azaltarak cerrahiye uygunlugu
artrmak ve en Onemlisi, tedaviye verilen yaniti in vivo olarak degerlendirerek
prognostik bilgi saglamak amaciyla standart bir tedavi yaklagimi haline gelmistir (72,
73). NAKT'ye pTY elde edilmesi, UNMK'de hastaliksiz ve genel sagkalim agisindan en
guclu olumlu prognostik gostergelerden biri olarak kabul edilmektedir (74, 75).

Giincel literatiirde, UNMK hastalarinda pTY oranlar1 %30-50 arasinda degismekte
ve hastalarin 6nemli bir boliimii rezidiiel hastalikla kars1 karsiya kalmaktadir (76, 77).
Bu durum, tedavi yanitmmi ve prognozu belirleyen altta yatan biyolojik faktorlerin
anlasilmasmi zorunlu kilmaktadir (78). Son yillarda yapilan ¢alismalar, &zellikle
imminoterapi ajanlarmm UNMK tedavisinde umut verici sonuglar gdsterdigini,
pembrolizumab gibi immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin NAKT’ye eklenmesinin

pTY oranlarini anlaml sekilde artirdigini ortaya koymustur (79, 80).

Bu ¢alisma, Tiirk populasyonunda neoadjuvan tedavi alan 31 UNMK hastasindan
olusan bir kohortta, klinikopatolojik verileri ve NGS ile elde edilen molekiiler bulgular
entegre ederek tedavi yanitini ve prognozu etkileyen faktorleri derinlemesine
incelemektedir. Calismamizin bulgulari, hem literatiirdeki mevcut kanitlarla paralellik
gosteren hem de dikkate deger ¢eliskiler barindiran sonuglar ortaya koymustur (81, 82).
Bu boliimde, elde edilen veriler ulusal ve uluslararasi literatiir 151831mnda kapsamli bir
sekilde irdelenecek, bulgularin potansiyel mekanizmalar: tartigilacak, calismanin giiclii
yonleri ile kisitliliklar1 ele alinacak ve gelecekteki arastirmalar igin bir yol haritasi

cizilecektir.

Molekiler patolojik gelismelerin takip edilmesinin dahi zorlastigi ve bu alanda
cok Onemli translasyonel calismalarn yapildigi giiniimiizde, klasik klinikopatolojik
parametreler, meme kanserinde tedavi yanitim1 Ongérmede ve hastalarin risk

smiflandirmasinda  vazgegilmezligini korumaktadir (83). Calismamizda da bu
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parametrelerin prognostik ve prediktif degeri ayrintili olarak incelenmistir.

Caliymamizda, 40 yas altindaki hastalarda genel sagkalimin istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha kisa oldugu saptanmustir (p=0,035). Bu bulgu, literatiirde geng
yasta (<40 yas) teshis edilen UNMK'nin daha agresif bir biyolojiye sahip oldugu ve kotii
prognozla iligkili olduguna dair yerlesik kaniyla uyumludur (82, 84). Geng hastalardaki
bu olumsuz seyir, genellikle daha yiiksek histolojik derece, artmis proliferasyon oranlari
ve germline BRCAI mutasyonlarmin daha sik goriilmesi gibi faktorlerle

aciklanmaktadir (81, 85).

Yasin UNMK prognozundaki etkisi, genis populasyon tabanli calismalarda da
dogrulanmistir; SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) veri tabanindan
yapilan analizde, 75 yas UstU hastalarda da prognozun belirgin sekilde kotiilestigi
gosterilmistir (84). Ayrica, calismamizda premenopozal hastalarm progresyonsuz
sagkalim siiresinin anlamli oranda daha kisa olmas1 (p=0,013), bu hasta grubunun daha
yuksek niiks riski tasidigin1 gostermektedir. Benzer sekilde, Fas merkezli yapilan bir
calisma da premenopozal durumun niikssiiz sagkalimi azaltan 6nemli bir faktor
oldugunu bildirmistir (82). Bu veriler, geng UNMK hastalarmin ydnetiminde
kisisellestirilmis ve daha proaktif bir yaklasimin benimsenmesi gerektigini

vurgulamaktadir.

Calismamizin en dikkat cekici bulgularindan biri, tanisal amacli eksizyonel
biyopsi yapilan olgularda pTY oranmnin, insizyonel/tru-cut biyopsi yapilanlara gore
anlamli olarak daha yiiksek olmasidir (p=0,049). Giincel kilavuzlar tani i¢in tru-cut
biyopsiyi 6nerse de, bu bulguyu agiklayabilecek birkag potansiyel mekanizma mevcuttur
(77). Birincil hipotez, eksizyonel biyopsinin tiimor yiikiinii (debulking) anlamli 6lgiide
azaltarak, takip eden NAKT'nin kalan mikroskopik hastalik tizerinde daha etkili olmasini

saglamasidir (86).

Son yillarda yapilan makine 6grenmesi tabanli ¢aligmalar, tiimdr mikrogevresinin
NAKT yanitindaki kritik roliinii vurgulamaktadir (77). Tiimor yiikiiniin azalmasi, sadece
mekanik bir debulking etkisi yaratmaz, ayn1 zamanda tiimor mikrogevresindeki immiin

hiicre infiltrasyonunu da etkileyebilir (87, 88). ikinci bir hipotez ise cerrahi travmanin
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indiikledigi lokal inflamatuar yanitin, anti-tim0r immunitesini glglendirerek
kemoterapinin etkinligini artirmasi olabilir (89, 90). Ancak bu bulgunun, timor yukindn
NAKT yanitindaki 6nemini teyit etmekle birlikte, prospektif ve daha biiyiik 6lgekli

caligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Calismamizda, LVI varligi ve tan1 anindaki aksiller lenf nodu metastazi, hem
NAKT yanitim1 olumsuz etkileyen hem de prognozu koétiilestiren en gilicli faktorler
olarak 6ne ¢ikmistir. Lenfovaskiler invazyon olmayan (p=0,048) ve aksiller metastazi
bulunmayan (p=0,000) hastalarda pTY oranlar1 anlaml olarak daha yiiksek
bulunmustur. Benzer sekilde, hem LVI varlig1 (p=0,012) hem de aksiller metastaz
(p=0,000) genel sagkalimi1 anlaml1 derecede kisaltmistir.

Bu bulgular, literatiirdeki verilerle tamamen tutarhdir ve baslangictaki N evresinin
sagkalim i¢in bagimsiz bir prognostik faktdor oldugunu gosteren ¢aligmalarla
desteklenmektedir (75, 83). Ozellikle, NAKT sonras1 pTY elde edilemeyen hastalarda
“residual cancer burden (RCB)” skorlamasmin prognostik Oneminin vurgulandigi
caligmalarda, ylksek RCB 11 skorunun (HR, 3,04; 95% CI, 1,09-9,9; p=0,04) bagimsiz
bir kétu prognoz faktorii oldugu goésterilmistir (75). Bu parametreler, timdrun sistemik
dolasima ge¢me potansiyelinin en 6nemli morfolojik gostergeleridir ve adjuvan tedavi

kararlarinda kritik rol oynarlar.

Yiksek histolojik derece (Grade 3) ve yiiksek Ki67 proliferasyon indeksi
genellikle kotii prognozla iliskilendirilse de, UNMK gibi kemoterapiye duyarl alt
tiplerde bu durum NAKT'ye daha iyi yanitin bir gostergesi olabilir (74, 76).
Calismamizda, Ki67 ekspresyonu >%30 olan hastalarda hem pTY oranimnin daha yiiksek
olma egilimi gozlenmis (p=0,119) hem de genel sagkalimin anlamli olarak daha uzun
oldugu saptanmistir (p=0,000).

Bu durum, hizli boliinen (yliksek Ki67 indeksine sahip) timdr hicrelerinin, hiicre
dongiisiine spesifik etki eden kemoterapi ajanlarina karst daha savunmasiz olmasiyla
agiklanabilir ("proliferasyon-kemoterapi duyarliligi" hipotezi) (73, 74). Literatlrde de
yiksek Ki67 ifadesinin daha yiksek pTY oranlari ile iligskilendirildigi bildirilmistir (76).
Ozellikle geng hastalarda (50 yas alt1) ve yiiksek Ki67 (%20 iizeri) ekspresyonu olan
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timorlerde pTY oranlarmin anlamli sekilde daha yiiksek oldugu gosterilmistir (75). Bu
bulgu, UNMK'de Ki67'nin sadece bir prognostik belirte¢ degil, ayn1 zamanda NAKT

yanitini1 ongoren dnemli bir prediktif faktdr oldugunu gostermektedir.

Son yillarda yapilan ¢ok sayida ¢ahisma, ozellikle stromal TIL yogunlugunun
UNMK'de daha vyiiksek pTY oranlari ve daha iyi sagkalimla iliskili oldugunu
gostermistir (76, 87, 88). Immiinfenotiplendirme c¢alismalari, TiL'lerin sadece
yogunlugunun degil, ayn1 zamanda dagiliminin da NAKT yanitinda kritik rol oynadigini
ortaya koymustur (88). Beklentinin aksine, ¢alismamzda TIL varlig1 ve siddeti ile pTY

(p=0,973) veya sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski saptanamamustir.

Bu beklenmedik sonucun en olasi nedeni, kohortumuzun kiiciik olmasi, agirhikh
olarak tru-cut biyopsi ile tani1 verilen az miktarda timor dokusu tizerinde galigilmig
olmasi ve 6zellikle "belirgin" TIL olarak smiflandirilan olgu sayismin (n=4) istatistiksel
analiz i¢in yetersiz kalmasidir. Diger olas1 nedenler arasinda TIL degerlendirmesindeki
degiskenlik ve sadece yogunlugun degil, TIL alt tiplerinin (8rnegin CD8+ sitotoksik T
hicreleri vs. FoxP3+ regiilatuvar T hiicreleri) fonksiyonel durumlarmin da 6nemli
olmas1 sayilabilir (87, 91). Ozellikle CXCL9 ekspresyonunun CD8+ T hiicre
infiltrasyonu ile gii¢lii korelasyon gdosterdigi ve iyi prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir (87). Bu kisitliliklara ragmen, TiL'in UNMK'deki 6nemi yadsinamaz ve bu

alanda daha kapsaml1 analizlere ihtiya¢ vardir.

Calismamizda kullanilan NGS teknolojisi, UNMK'nin karmasik genomik yapisini
aydinlatarak potansiyel biyobelirte¢leri belirleme imkani1 sunmaktadir (78, 89).
Calismamizda kullanilan 15 genlik panel, UNMK'de sik goriilen mutasyonlar:

hedeflemis ve dnemli prognostik bulgular ortaya koymustur.

Literatiirle uyumlu olarak, ¢alismamizdaki en sik saptanan genetik alterasyon
%77,4 oraniyla TP53 mutasyonudur. TP53 mutasyonlar1 genellikle birgok kanserde kotii
prognozla iliskilendirilirken, c¢alismamizin en sasirtict bulgularindan biri, TP53
mutasyonu tasiyan hastalarin, wild-type TP53'e sahip hastalara gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde daha uzun bir genel sagkalima sahip olmasidir (p=0,014).

Bu paradoksal bulgu, TP53 fonksiyonunu kaybetmis timor hiicrelerinin, DNA

36



hasarin1 onarma yetenegini yitirmesi ve bu nedenle DNA'ya hasar veren kemoterapi
ajanlarina karsi daha savunmasiz hale gelmesiyle agiklanabilir (92). Ancak, TP53 ve
PIK3CA'nin birlikte mutasyona ugradigi durumlarda, daha agresif fenotip ve NAKT'ye
daha koti yanit gozlendigi bildirilmistir (92). Bu provokatif bulgunun, daha genis hasta
serilerinde ve farkli TP53 mutasyon tiplerinin etkilerini de dikkate alan ¢aligmalarla

dogrulanmasi gerekmektedir.

Calismamizda BRCA2 mutasyonu tasiyan hastalarda pTY oraninin anlaml
derecede yliksek oldugu bulunmustur (p=0,031). Bu bulgu, literatiirdeki gii¢lii kanitlarla
tam olarak ortiismektedir (85, 93). Homolog rekombinasyon onarim mekanizmasinin
bozuk olmasi (HRD), bu tiimorleri platin ajanlar1 ve PARP inhibitorlerine karsi son
derece hassas hale getirir (81, 85). GeparQuinto calismast gibi biiyliik Olgekli
arastirmalar, germline BRCA1/2 mutasyonu olan UNMK hastalarmin pTY oranlarmim
%350'ye varan yiiksek degerlere ulastigini gostermistir (85). Gincel bir ¢alismada,
BRCA1/2 mutasyonu tasiyan hastalarda pTY oran1 %40 ve %26,5 olarak bulunmus ve 5
yillik uzak metastaz oran1 anlamli sekilde diisiik saptanmustir (%4,7’ye kars1 %18,2)
(93).

Serimizde BRCA1 mutasyonu saptanmasina ragmen, pTY veya sagkalim ile
anlamh bir iliski gdstermemistir. Bu durum, biiyiik olasilikla kohortumuzdaki BRCA1
mutant olgu sayisinin  (n=5) istatistiksel analiz igin yetersiz olmasindan
kaynaklanmaktadir. Literatiirde BRCA1 mutasyonlarmin UNMK prognozuna etkisi
konusunda ¢eligkili sonuglar mevcuttur; bazi calismalar belirgin prognostik fark

gostermezken (81), digerleri daha iyi NAKT yanit1 bildirmektedir (74).

Calisgmamizda PALB2 mutasyonlarinin genel sagkalimi anlamli derecede
kisaltmasi (p=0,009) 6nemli bir bulgudur. PALB2, BRCA2'nin bir partneri olarak
homolog rekombinasyon onariminda gorev alsa da, bulgumuz bu mutasyonun kotii
prognozla iligkili oldugunu gdstermektedir. Bu celiski, tiim HRD iliskili genlerin ayni1
klinik sonuca yol agmayabilecegini ve PALB2'nin prognostik rolinin daha fazla

arastirilmasi gerektigini gostermesi agisindan onemlidir.

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve sagkaliminda
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merkezi rol oynayan ve UNMK 'de onemli terapétik hedef potansiyeli tasiyan bir yolaktir
(94). Calisgmamizda PIK3CA mutasyon orani (%16,1) literatiirle uyumlu bulunmustur. In
silico analizimiz, buyik bir UNMK kohortunda PIK3CA mutasyonunun hem genel hem

de hastaliksiz sagkalimi1 anlamli sekilde kisalttigini gostermistir (q<0,001).

Ozellikle, calismamizda sadece bir olguda tespit edilen PIK3CA H1047R
mutasyonunun UNMK'de pTY oranlarmi anlaml sekilde azalttig1 (%14,3 e kars1 %56,6;
p=0,047) ve karboplatin iceren rejimlerle tedavi edilen hastalarda da benzer etki
gosterdigi bildirilmistir (95, 96). Exon 20'deki mutasyonlarin anti-HER2 tedaviye direnc
ile iliskili oldugu, ancak exon 9 mutasyonlarnin daha az etki gosterdigi de rapor
edilmistir (96). Ancak, kendi klinik kohortumuzda PIK3CA mutasyonu ile sagkalim
arasinda anlamli bir iligski saptanamamaistir, bu durum biiyiik olasilikla kiiclik 6rneklem

bliytikliiglimiize baghdir.

Caligmamizda, EGFR nokta mutasyonu tasiyan (n=2, %6,5) olgularin genel
sagkalim stirelerinin anlaml bir sekilde daha kisa oldugu tespit edilmistir (p=0,020). Bu
bulgu, hasta sayis1 az olmasina ragmen, EGFR yolag1 aktivasyonunun UNMK 'de agresif
bir fenotiple iligkili oldugunu molekiiler diizeyde desteklemektedir. Ek olarak, EGFR
asir1 ekspresyonu bazal benzeri UNMK 'lerin karakteristik dzelliklerinden biri olup, kotii
prognoz ile iligkilidir (78).

Calismamizda incelenen diger genler arasinda CDH1, KRAS, MET, PTEN ve
STK11 mutasyonlar1 da yer almaktadir. Her ne kadar bu genlerde mutasyon siklig1 diisiik
olsa da, 6zellikle liquid biyopsi yaklagimlarinin gelismesiyle bu mutasyonlarin izlenmesi
biiyiilk 6nem kazanmaktadir (89, 90). Dolasimdaki tiimér DNA'sinin (ctDNA) analizi,
NAKT yanitin1 ger¢cek zamanh izlemek ve minimal rezidiiel hastaligi saptamak i¢in

umut verici bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (89, 90).

UNMK'de immiinoterapi alanindaki son gelismeler, hastaligin tedavisinde
paradigma degisimine yol agmaktadir (79, 80). KEYNOTE-522 ¢aligmasi, neoadjuvan
pembrolizumabin kemoterapi ile kombinasyonunun pTY oranlarini anlamli sekilde
artrdigint  gostermistir (79). Bu caligmada, pembrolizumab grubunda pTY orani

%64,8’e karst %51,2 orami ile daha yliksek bulunmus ve hastaliksiz sagkalimda da
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anlamli iyilesme saglanmistir (79).

Immiin kontrol noktas1 inhibitérlerinin etkinliginde PDL1 ekspresyonu 6nemli bir
belirleyici faktor olarak 6ne ¢ikmaktadir (80, 97). PDL1 pozitifliginin artmasiyla birlikte
immiinoterapi yanitmin da arttigi, 6zellikle CPS>20 olan hastalarda pTY oraninin
%78,9a kadar yukseldigi bildirilmistir (97). Meta-analiz sonuglar, NAKT +
immunoterapinin genel olarak pTY oranmi 1,95 kat artirdigini (OR 1,95; 95% CI, 1,27—
2,99) gostermektedir (80).

Bu c¢alisma, Tiirk populasyonunda NAKT alan UNMK hastalarii  hem
klinikopatolojik hem de hedefli NGS verileriyle birlikte inceleyen az sayidaki
calismadan biridir ve uzun ortalama takip siiresi (75,65 ay) sagkalim analizlerinin
giivenilirligini  artrmaktadir. Ancak calismanin en Onemli kisithiligi, Orneklem

biiytikligliniin kii¢lik olmasidir (n=31), bu da istatistiksel anlamliligin1 azaltmaktadir.

Diger kisithliklar arasinda retrospektif tasarim, arsivlenmis FFPE doku kullanimi
ve genomun sadece kiigiik bir kismini temsil eden 15 genlik bir panelin kullanilmasi yer
almaktadir. Modern yaklasimlar, tim ekzom dizileme veya kapsamli genomik

profilleme gibi daha kapsamli analizleri dnermektedir (78, 98).

Bulgularimiz, UNMK'nin karmasik biyolojisini anlamada ve kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlar1 gelistirmede 6nemli ipuglar1 sunmaktadir. Gelecekteki aragtirmalar,
bulgularimizin daha genis ve prospektif kohortlarda dogrulanmasina odaklanmalidir.
Kapsamli genomik analizler (tiim ekzom/genom dizileme) ve dolasimdaki tiimor DNA's1
(ctDNA) gibi s1v1 biyopsi yontemlerinin rutin caligmalara ve arastirmalara daha yaygin
bir sekilde entegrasyonu, tedavi yanitini izlemek ve diren¢ mekanizmalarini anlamak

i¢in biiyiik potansiyel tagimaktadir (89, 90).

Yapay zeké ve makine 6grenmesi yaklagimlarinin histopatolojik goriintii analizine
entegrasyonu, NAKT yanitim1 daha dogru Ongorebilecek prediktif modellerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir (77, 98). Ozellikle dijital patoloji platformlarmin

gelismesiyle birlikte, tiimor mikrogevresinin analizi de biiyiikk 6nem kazanmaktadir (88).

Klinik uygulamada, tani aninda yapilacak bir NGS paneli ¢aliymasinda, BRCA1/2
ve potansiyel olarak PALB2 mutasyonlar1 ile PARP inhibitorleri ve platin bazh
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kemoterapi se¢iminde yol gosterici sonuglar elde edilebilir (85, 93). Ek olarak, EGFR ve
PIK3CA gibi genlerdeki mutasyonlar, hastalar1 farkli klinik yaklagimlara ve ¢alismalara
yonlendirmek i¢in kullanilabilir (94, 95).

Tirk populasyonunda elde edilen bulgularimiz, etnik farkliliklarm UNMK
biyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir. Farkli etnik gruplarda BRCA
mutasyon  spektrumunun  degiskenlik  gosterdigi, Ornegin  Dogu  Avrupa
populasyonlarinda belirli “founder” mutasyonlarin daha sik goriildiigii bilinmektedir
(81). Ayrica, wksal farkhiliklarm NAKT yanitinda da etkili oldugu, 6zellikle Afro-
Amerikan hastalarda MAPK yolagi alterasyonlarinin daha sik goriildiigii ve bunun da
tedavi yanitini etkileyebilecegi bildirilmistir (99).

Metabolik sendromun NAKT alan hastalarda prognozu olumsuz etkiledigi ve bu
durumun farkli populasyonlarda degisken prevalansa sahip oldugu da g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken faktorlerdendir (100). Bu nedenle, populasyon-spesifik
genomik ve metabolik profillerin anlasilmasi, kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesi i¢in kritik 6nem tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

>

Bu tez calismasi, neoadjuvan kemoterapi alan bir UNMK kohortunda,
klinikopatolojik ve molekiiler faktorlerin tedavi yaniti ve prognoz uzerindeki

karmasik etkilesimini ortaya koymustur.

Eksizyonel biyopsi, LVI ve aksiller lenf nodu metastazi yoklugu gibi klasik
faktorlerin yani1 sira, BRCA2 mutasyonunun da pTY igin dnemli bir prediktif

belirteg oldugu dogrulanmistir (85).
TP53 mutasyonunun beklenmedik bir sekilde iyi prognozla, EGFR ve PALB2

mutasyonlarmm ise kotii prognozla iliskili bulunmasi, UNMK'nin molekiiler

heterojenitesinin altin1 ¢gizmektedir.

Immiinoterapi  ajanlarmmn  UNMK tedavisine entegrasyonu ve yeni
biyobelirteclerin kesfi, bu zorlu hastalik grubunun tedavisinde umut verici
gelismelere isaret etmektedir (79, 80).

Liquid biyopsi, yapay zekad tabanli goriintii analizi ve kapsamli genomik
profilleme gibi yenilik¢i yaklasimlarin klinik uygulamaya entegrasyonu, UNMK

hastalarinin yonetiminde paradigma degisimine yol agacaktir (77, 89, 90).

Bu c¢alisma, her hastanin tiimoriiniin benzersiz biyolojisine dayanan
kisisellestirilmis tip yaklagimlarinin, bu zorlu hastalikla miicadelede basar
sansimi1 artrmak i¢in kritik O6neme sahip oldugunu gii¢lii bir sekilde

vurgulamaktadir (78).

Elde edilen veriler, hem Tirk populasyonu i¢in degerli bir referans olusturmakta

hem de genel olarak literatiire 6nemli katkilar sunmaktadir.
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Abstract: Increased incidence of breast cancer has stimulated development of new diagnostic and
therapeutic methods. The programmed cell death 1 (PD1) pathway and its inhibitors are promising avenues
for investigation. PD1 includes PD ligands 1 (PDL1) and 2 (PDL2). We investigated the expression of PD1
and PDLI in invasive breast carcinomas using immunohistochemical staining. We used 171 invasive breast
carcinoma specimens from which tissue microarray blocks were created. Immunohistochemical staining of
PD1 using NAT105, and PDL1 using CAL10 was performed on tissue microarray sections. NAT105 and
CAL10 are useful clones for detecting expression of PD1 and PDL1. PD1 and PDL1 immunostaining was
significantly stronger in carcinomas with basal-like phenotype compared to other molecular breast cancer
types. PD1 and PDL1 expression also was associated with a high histologic grade and a high Ki-67 index.
PD1 expression also was associated with lymphovascular invasion and axillary metastasis. PD1 and PDL1
expression is associated with aggressive tumor behavior and a basal-like phenotype in breast cancer. We
suggest that inhibition of the PD1/PDL1 pathway, particularly in triple negative breast carcinomas with
basal-like phenotype, might be useful for targeted immunotherapy.
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Importance of Prostate-Specific Membrane Antigen in

Paget's Disease of the Breast
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ABSTRACT

In thus study, the relationship of prostate specific membrane antigen (PSMA), a type-2 transmembrane glycoprotem, with
the Her-2 Receptor and prognosis of the disease in cases with Paget's Disease of the Breast was investigated.

The data of 14 patients diagnosed and treated with Paget's disease of the breast between July 2013 and March 2020 in the
General Surgery Clinic were evaluated retrospectively.

After the pathological diagnosis was made, all patients underwent modified radical mastectomy. Paget's disease was found
together with invasive ductal carcinoma in one patient, and Paget's disease was found together with ductal carcinoma in
situ in 7 patients (50%). Staining i malignant tissue with PSMA was detected in only two patients. The normal dermis
venules of other patients were stained with PSMA. In the subsequent follow-ups, lung and bone metastases were detected.
The other patient stained with PSMA showed weak PSMA expression 1n malignant epidermal cells 1n the epidermis (The
patient's tumor invasion grade was T2, there was no axillary lymph node metastasis, ki-67 expression was 10%, estrogen,
progesterone and HER2 receptor were positive.

Although studies showing the relationship between PSMA and breast malignancies are limited and there is no lite rature
information; In our study, two patients with stamning with PSMA had high grade and distant metastases with ki-67. Larger
studies are needed to establish a link between PSMA and Paget's disease of the breast.

Keywords: Paget's Disease of the Breast, Prostate Specific Membrane Antigen, Human Epidermal Growth Factor-2

Introduction in the neovascularization of many solid organ
tumors (2).

Prostate specific membrane antigen (PSMA) is a
type-2 transmembrane glycoprotein consisting of
750 amino acids, known as glutamate
carboxypeptidase 2 or N-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamate peptidase, with folate hydrolase activity
expressed by the prostatic epithelium. PSMA
activates signaling cascades that ensure cell
survival, cell proliferation and migration (1). In
addition, PSMA initiates the penetration of
therapeutic agents into the cell by receptor-related
endocytosis (2).

In our study, the relationship between PSMA and
HER-2 receptor, grade, lymphovascular invasion,
and lymph node metastasis in Paget's disease of
the breast was evaluated.

Material and Method

The data of 14 patients diagnosed and treated with
Paget's disease of the breast between July 2013
and March 2020 in the General Surgery Clinic
were evaluated retrospectively. The study protocol
Physiologically, it is known to be present at low <y approved Local Ethics Committee.

levels in the salivary and lacrimal glands, spleen,
liver, kidney proximal tubule, central nervous
system, duodenal mucosa and colonic crypt
neuroendocrine cells, as well as in prostate
secretory epithelial cells. However, in recent
studies, PSMA has also been found to be exposed

Result

All of the patients were women. The mean age was
52.2 (min: 36-max: 81). Two of the patients presented
with a palpable mass in the breast, the others with a
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Merkez 32200 Ispasta - Tiirkiye
E-mal: ismailzihni@gmail. com, Phone: +90 (505) 642 24 46
ORCID ID: Ismail Zihni: 0000-0002-2133-2106, Mehmet Z afer Sabuncuoglu: 0000-0002-5549-4023, Isa Sézen: 0000-0001-7724-9750,
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Ahmet Dal: 0000-0003-2496-4122
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UCLU NEGATIF MEME KARSINOMLARINDA
KLINIKOPATOLOJIK OZELLIKLERIN NEOADJUVAN
TEDAVI YANITIYLA iLISKisi

Kemal Kiirsat Bozkurt', Ibrahim Halil Erdogdu?,
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Liitfiye Ziimre Arican Alicikug’, Pinar Balci®, Hiilya Ellidokuz’,
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Anabilim Daly, {zmir; Silleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Patoloji Anabilim Daly, Isparta

“Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Patoloji
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OZET

Giris ve Amag: Uglii negatif meme karsinomu (UNMK), teda-
vi segeneklerinin en kisith oldugu meme karsinomu grubudur.
Agresif davranigh bu tiimor grubu, kendi i¢inde de heterojen-
dir. UNMK, yaklagik %35-45 oraniyla neoadjuvan tedaviye en
yiiksek patolojik tam yamit (pTY) oranina sahip meme kar-
sinomu alt tipidir. Bu ¢ahymada, UNMK’lerde tan1 anindaki
klinikopatolojik 6zelliklerin neoadjuvan tedavi yaniti iizerine
etkisinin aragtirilmasi amaglanmigtir.

Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali arsivi retrospektif olarak taranarak 2010-2021
yillar1 arasinda tani alan, neoadjuvan tedavi verilen ve daha
sonra kiiratif cerrahisi yapilan 31 UNMK olgusu ¢aligmaya
dahil edilmistir. Olgulara ait klinikopatolojik veriler, hastane
bilgi isletim sistemi ve patoloji raporlar1 gozden gegirilerek
elde edilmistir. Olgularin yas, histolojik tip, lenfovaskiiler
invazyon (LVT), Ki67 ekspresyonu gibi klinikopatolojik 6zel-
liklerinin neoadjuvan tedavi yamti ile iligkisi arastirilmistir.
Caligma protokolii, Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel OI-
mayan Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 5 Ocak 2022
tarihli ve 2022/01-03 sayih karar ile onaylanmistir.

Bulgular: Otuz bir UNMK olgusunun yas ortalamasi
53,54’tiir (29-78). Yirmi bes (%80,6) olguya insizyonel/tru-cut
biyopsiyle, 6 (%19,4) olguya eksizyonel biyopsiyle tan1 veril-
migtir. Neoadjuvan tedavi sonunda 13 (%41,9) olguda pTY
ve 10 (%32,3) olguda kismi yanit saptanmug olup, 8 (%25,8)
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olguda tedavi yamiti izlenmemistir. Tedaviye kismi yanit
veren olgularin I’inde sadece LVI, I’inde tiimériin hiicresel-
liginde azalma, 8’inde tiimor boyutunda kiigiilme saptandi.
Eksizyonel biyopsi ile tani verilen olgularda (p=0,034) ve LVI
olmayanlarda (p=0,020) pTY orani anlamli olarak yiiksek bu-
lunmugtur. Mediiller 6zellikler gosteren, histolojik derece 3,
in situ bilesen i¢ermeyen, Ki67>%30 olan ve belirgin lenfosi-
tik infiltrasyon igeren karsinomlarda pTY orami daha yiiksek
bulunmus olmakla birlikte, bu parametrelerin p degeri >0,05
olarak saptanmugtir.

Tartigma ve Sonug: Tiim meme kanserlerinin yaklagik %15-
20’sini UNMK ler olugturmaktadir. Neoadjuvan tedaviye tam
yanit gosteren tiimorler daha iyi klinik seyir gostermekteyken,
kismi yanit ya da yamit olmamasinin kotii sagkalim ile iligki-
li oldugu bilinmektedir. Klinikopatolojik ozelliklerin patoloji
raporlarinda eksiksiz bir sekilde belirtiimesi neoadjuvan teda-
vi yanitinin 6n goriilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Neoadjuvan tedavi, Pato-
lojik tam yanut, Uglii negatiflik

EP-452 [Meme Patolojisi] [Ozet Metin]

MEMENIN PRIMER NOROENDOKRIN TUMORU

Semra Uzun', Biisra Yaprak Bayrak', Ahmet Tugrul Eruyar’,
Zafer Utkan®

'Kocaeli Universitesi, Tibbi Patoloji Anabilim Dali, Kocaeli

?Kocaeli Universitesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali, Kocaeli

OZET

Giris: Noroendokrin tiimorler (NET) siklikla bronkopulmo-
ner ve gastrointestinal sistemi tutan tiimorlerdir. Memenin
primer NET’leri, oldukga az goriilen maligniteler olup meme
tiimorlerinin %0,1’idir. Tim NET’ler igerisinde %1 oranin-
dadur. Biz burada nadir goriilen, primer meme NET olgusu
sunmaktayiz.

Olgu: 60 yagindaki kadin hasta, sol memesinde ele gelen kit-
le sikayetiyle klinigimize bagvurdu. Fizik muayenede iist dis
kadran yerlesimli, sert natiirde, hafif fikse kitle palpe edil-
di. Yapilan goriintiilemelerde 20x15 mm boyutlu, kenarlar:
keskin olmayan, irregiiler, solid kitle izlendi. Alinan tru-cut
biyopsi 6rneklerinde, solid, trabekiiler patern gosteren, ince
graniiler eozinofilik sitoplazmali, konturleri diizenli ve tuz-bi-
ber kromatinli oval niikleuslu monoton regiiler hiicrelerden
olusan tiimoéral lezyon dikkati gekti. Mitoz/nekroz goriilmedi.
Tiimor tiplendirmesi i¢in GATA-3, Sinaptofizin ve Kromogra-
nin immiinohistokimyasal boyamalar yapildi, kuvvetli pozitif
reaksiyon saptandi. Ve olguya “NET” tanis1 verildi. Tan1 son-
ras1 tiim viicut pozitron emisyon tomografisinde sol memede
primer malignite ile uyumlu goriiniim saptanmig olup diger

Cilt 6, Ek Say1 1, 2022; Sayfa 221-533

77



Giincel Patoloji Dergisi

Yontem: cBioPortal for Cancer Genomics (cBioPortal), The
Cancer Genome Atlas (TCGA) verileri kullanildi. TCGA
kolorektal karsinom mikroskopik goriintiileri SAK mor-
folojik bulgular1 yoniinden incelenerek olgular SAK ile
uyumlu ve klasik adenokarsinom olarak ayrildi. Olgu nu-
maralar1 kullanilarak cBioPortal {izerinden evre, prognoz,
mutasyon, metilasyon, mRNA ekspresyon verileri elde edildi
ve 2 grup her veri igin kargilagtirildi.

Bulgular: TCGA’daki 181 KRK vakasinin mikroskopileri
incelendiginde 148 klasik adenokarsinom (%81.8), 33 SAK
(%18.2) ile uyumlu morfoloji saptandi. SAK vakalarinda en sik
mutasyon gosteren genler APC (%61.9), SYNEI (%42.9), TP53
(%28.6), KRAS (%28.6), SDKI (%28.6), DMD (%28.6)dir.
En sik kopya sayis1 degisiklikleri RBFOX1 (%36.4), WWOX
(%27.3), AGBL4(%21.2), TUSC3(%18.2) genlerindedir. BRAF,
PIK3CA, EGFR, ERBB2, RET, MET mutasyonlar1 SAK’larda
daha yiiksek oranda iken KRAS, NRAS, APC, TP53 mutasyon-
lar1 klasik tiirde daha yiiksek oranda saptanmustir ancak sadece
TP53 igin anlaml p degeri elde edilmistir (p=0.019). Klasik
varyantta ZNF714, SAK’larda FLOT1, SLX1B, MLLT11, PENK
DNA metilasyon oranlari daha yiiksek olup Student’s t-testiile
anlaml fark saptanmugstir (ZNF714 g<0.000, FLOTI q=0.0173,
SLX1B q=0.0173, MLLT11 q=0.0173, PENK g=0.0414, Timii
p<0.000). mRNA ekspresyon diizeyleri, evre ve prognoz agi-
sindan fark bulunmamugtir. SAK olgularinda ortalama yagam
56.21, olmayanlarda 61.79 aydir (p=0.121).

Tartisma ve Sonug: Bu 6ncii ¢alijmada SAK’lar ve klasik ade-
nokarsinomlar kargilagtinldiginda ZNF714, FLOTI, SLXI1B,
MLLT11, PENK DNA metilasyon i¢in anlamli p ve q degerleri
saptanmugtir. Literatiirde SAK’larda DNA metilasyonu ile il-
gili kapsamli bir ¢aligma bulunmamakta olup bu sonug 6zgiin
niteliktedir. TP53 mutasyonu i¢in anlamli p degeri saptanmig
ancak anlamli g degeri bulunmamigtir.

Anahtar Kelimeler: in silico, Kolorektal karsinom, Serrated
adenokarsinom

EP-483 [Molekiiler Patoloji] [Ozet Metin]

UGLU NEGATIF MEME KARSINOMUNDA
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Tibbi Patoloji Anabilim Daly, {zmir

OZET

Giris ve Amag: Uclii negatif meme karsinomu (UNMK),
prognostik ve prediktif belirte¢ler yan1 sira hedefe yonelik
tedavi segenekleri agisindan arastirllmakta olan bir meme
kanseri alt tipidir. Hedef olabilecek yeni belirteclerin ta-
nimlanmasi, UNMK’lerde alternatif tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesini saglayabilecektir. Calismamizda, biyoinfor-
matik veri tabani kullanilarak hesaplamali (in silico) analiz
yontemiyle UNMK’lerde tanimlanan, prognostik ve prediktif
onemi olabilecek molekiiler belirteglerin ekspresyon durumu
aragtirilmustir.

Yontem: Acik erisimli “cBioPortal for Cancer Genomi-
cs (cBioPortal)” biyoinformatik veri tabam kullanilmugtir.
UNMK’lerde en stk mutasyona ugrayan genler incelenmis
ve prognoz ile iliskileri aragtinlmistir. Istatistiksel analizde
q<0,05 anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmigtir. Caligmamuiz,
Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 5 Ocak 2022 tarihinde 2022/01-03 sa-
yili karar ile onaylanmugtir.

Bulgular: Veri tabaninda kayith 466 UNMK olgusunda bili-
nen kanser genleri icerisinde en ok goriilen ilk 5 mutasyon
sirastyla TP53 (%76,1), PIK3CA (%15,7), KMT2D (%6,9),
KMT2C (%6,7), BRCA1 (%6,5) olarak saptanmugtir. Kanser
iligkili olarak tanimlanmayan genler arasinda ise en ok gorii-
lenilk 5 mutasyon MUC16 (%15,2), SYNE1 (%13,6), AHNAK2
(%12,2), USH2A (%10), DNAH11 (%9,9)’dir. Iyi bilinen bir
kanser geni olan TP53’te mutasyon olan UNMK’lerde, TP53
wild type olanlara gore tiimoér mutasyon yiikii (TMB) ve his-
tolojik derece anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Ki-kare ve
Wilcoxon testleri, <0,001). Benzer sekilde MUC16 mutant
olan tiimérlerde de TMB anlamli olarak yiiksek bulunmugtur
(Wilcoxon Test, q<0,001). Her iki grupta da en gok goriilen
mutasyonlar olan TP53 (q=0,794) ve MUCI16 (q=0,773) ile
sag kalim arasinda anlamh iligki tespit edilmemigtir. PIK3CA
mutasyonu olan tiiméorlerde ise genel (Log Rank Test q<0,001)
ve hastaliksiz sag kalm (Log Rank Test q=0,017) anlamh bir
sekilde daha kisa olarak saptanmugtir.

Tartigma ve Sonug: In silico analiz yontemi, diger kanser tiir-
lerinde oldugu gibi UNMK’lerde de prognostik ve prediktif
deger tagiyan belirteglerin saptanabilmesi igin bagvurulabile-
cek alternatif bir yontemdir. Sik goriilen mutasyonlarin, veri
tabanlarimin sagladigi klinikopatolojik veriler ile kargilag-
tirmali analiz edilmesi potansiyel prognostik ve prediktif
belirteglerin belirlenmesini saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: In silico, Meme kanseri, Belirteg, Prog-
noz, Uglii negatiflik
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