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OZET

AMAC: Tim meme kanserlerinin yaklasik olarak %15’ini olusturan triple negatif
meme kanserleri; Ostrojen reseptorii ve progesterone reseptorii ekspresyon kaybi olan
ve human epidermal growth factor receptor 2 gen amplifikasyonu bulunmayan timérler
olarak tanimlanir ve bu nedenle triple negatif meme kanseri olan kadinlar endokrin
tedaviden ve trastuzumab tedavisinden faydalanamazlar. Giincel olarak uygulanabilen
tek sistemik tedavi secenegi kemoterapidir. Triple negatif meme kanseri tedavisini
gelistirme ve sag kalimi arttirmada, yeni hedefe yonelik tedavilerin tanimlanmasina
ihtiya¢ vardir. ALK durumunun tayininde immiinhistokimya ve FISH ydntemleri
kullanilarak uygun ve etkin olan yontem belirlenecek, ALK durumunun bir
proliferasyon antijeni olan Ki67 ile iliskisi saptanacaktir. Bilinen hormonal ve
molekiiler hedefe yonelik tedavilerden faydalanamayan, triple negatif meme kanseri
olan hastalarin, alternatif bir tedavi se¢enegi olarak anti-ALK tedavisine (6rn:crizotinib)
aday olabileceklerini arastirmak ve bu baglamda literatiire katki saglamak

amagclanmustir.

GEREC (OLGULAR) VE YONTEMLER: Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1
Egitim ve Arastirma Hastanesi-Patoloji Boliimii patoloji rapor arsivi incelenerek, Ocak
2014 ve Aralik 2016 tarihleri arasinda, triple negatif meme kanseri tanisi almis, 70 olgu
secildi. ALK protein ekspresyonu immiinhistokimyasal yontemle ALK-p80 Fare
Monoklonal Antikoru (klon 5A4, Novocastra, diliisyon 1:100) uygulanarak, ALK
rearanjmant FISH yontemi ile 2p23 ALK DNA break apart FISH Probu kullanilarak
tayin edildi. ALK durumu sonuglarinin bir proliferasyon antijeni olan Ki67 ile ilisgkisi
saptandi. Ayrica ALK durumu ile hastanin yasi, tiimoriin histolojik tipi ve histolojik

grade’1 gibi klinikopatolojik parametrelerin iliskisi arastirildi.

BULGULAR: Tiim olgularin ALK immiinhistokimya sonucu negatif bulundu.
ALK FISH sonuglar1 %0 ile %44 arasinda degismekte olup ortalama %4,63+9,15tir.
Olgularin %84,3’1inilin (n=59) ALK FISH sonucu negatif, %15,7’sinin (n=11) ise pozitif

izlendi. ALK FISH sonucuna gore Ki 67 sunuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli

Vi



farklilik saptanmadi. (p>0,05).ALK FISH sonucu, hastanin yasi, tiimoriin histolojik tipi
ve histolojik grade’ine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedi.

SONUC: Calismamizin sonuglarina gore; ALK gen rearanjmani triple negatif meme
kanserlerinde %15 oraninda saptanmadi. Bu nedenle ALK gen rearanjmani tasiyan
triple negatif meme kanserli hastalarin anti-ALK tedavisine aday olabileceklerini, bu
hastalarda ALK tayini yapilarak anti-ALK tedavisine uygun hastalarin secilmesi
gerektigini ve ALK degisimlerini saptamada immiinhistokimyasal yontemde rutin
kullanilacak antikorun Ozelliklerini belirleyebilmek i¢in yeni ve kapsamli ¢alismalara
ihtiyag¢ oldugunu diistindiik.

ANAHTAR KELIMELER: ALK, FISH, immiinhistokimya, Ki67, triple negatif

meme kanseri

vii



ABSTRACT

AIM: Triple negative breast cancer, defined by the lack of estrogen receptor and
progesterone receptor expression and the absence of human epidermal growth factor
receptor 2 gene amplification, composes of approximately 15% of all breast cancers.
Women with triple negative breast cancer do not benefit from endocrine therapy or
trastuzumab. Chemotherapy is the only systemic therapy currently available.
Identification of new targeted therapy will lead to progress in the therapy of triple
negative breast cancer and increase survival rates. With this study, we aim to identify
the suitable and effective method in detection of ALK status by immunohistochemistry
and FISH and the association of ALK status with Ki67 as a proliferation antigen. This
study aims at providing evidence for suggesting anti-ALK (crizotinib) as an alternative
therapy for triple negative breast cancer cases which cannot be treated with known
hormonal and molecular targeted therapy. The result of this study is expected to be a

valuable contribution to the literature.

MATERIALS (CASES) AND METHODS: 70 cases diagnosed with triple

negative breast cancer between January 2014 and December 2016 have been selected
from the archive of Saglik Bilimleri University Okmeydani Education and Research
Hospital - Pathology Department. ALK protein expression has been detected by
immunohistochemistry using ALK-p80 Mouse Monoclonal Antibody (clone 5A4,
Novocastra, dilution 1:100) andALK generearrangementhas been detected by FISH
using break apart 2p23 ALK DNA FISH Probe. The association of ALK status with
Ki67 as a proliferation antigen has been identified. Besides, the association of ALK
status with clinicopathological parameters (such as age, histologic type and histologic
grade) has also been examined.

RESULTS: In all cases, the result of ALK immunohistochemistry was negative.
ALK FISH results ranged from 0% to 44% with a mean of 4.63 + 9.15%. 84.3% (n =
59) of the cases were negative for ALK FISH and 15.7% (n = 11) were positive. There
was no statistically significant difference between Ki 67 outcomes according to ALK
FISH results (p> 0,05). ALK FISH did not show a statistically significant difference
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according to the histologic type and histological grade of the tumor and the age of the
patients.

CONCLUSION: According to the results of our study; ALK gene rearrangement
was detected in 15% of triple negative breast cancers. Therefore, we think that triple
negative breast cancer patients carrying ALK gene rearrangement may be candidates for
anti-ALK treatment, that patients should be selected for anti-ALK treatment by
conducting ALK test and that new and comprehensive studies are needed to determine
the characteristics of routine antibody in detecting ALK changes by
immunohistochemistry.

KEY WORDS: ALK, FISH, immunohistochemistry, Ki67, triple negative breast

cancer



|.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri; morfolojik 6zellikleri, molekiiler profilleri, tedaviye yanit ve
klinik gidis acisindan heterojen bir grup hastaliktir. Diinya c¢apinda yillik 1
milyondan fazla olgu ile en yaygin malign timordiir ve tedavi protokollerindeki
gelismeler ve yeni tedavilerin eklenmesine ragmen kadinlarda karsinoma bagh
oliimlerin baslica nedenidir (1).

Tim meme kanserlerinin yaklasik olarak %15’ini olusturan triple negatif
meme kanserleri; estrojen reseptorii (ER) ve progesterone reseptorii (PR) ekspresyon
kaybi olan ve human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gen amplifikasyonu
bulunmayan tiimorler olarak tanimlanir ve bu nedenle triple negatif meme kanseri
olan kadmlar endokrin tedaviden ve trastuzumab tedavisindenfaydalanamazlar.
Gilincel olarak uygulanabilen tek sistemik tedavi seg¢enegi kemoterapidir. Bu
hastalardaki artmis hastalik progresyon riskini azaltmak i¢in, daha az toksik olan ve
bu hasta popiilasyonunu hedef alan daha iyi tedavi segeneklerine ihtiyag vardir(2).

Meme kanserinin molekiiler heterojen bir alt tipi olan triple negatif meme
kanserinin, agresif bir Klinik seyri vardir ve tedavi i¢in tanimlanmis bir molekiiler
hedefi bulunmamaktadir (3). Neoadjuvan kemotrapiye klinik yanit orani yiiksek olsa
da, triple negatif meme kanseri olan hastalar diger meme kanseri subtiplerine kiyasla
artmis rekilirrens orani ve kotii prognoza sahiptir. Metastatik triple negatif meme
kanseri olan kadmlarin 5 yillik sag kalim oranlari %30’dan azdir ve tedavinin ana
dayanak noktas1 olan kemoterapiye ragmen hastalarin tamamina yakini hastalik
nedeniyle oliir (4).Triple negatif meme kanseri tedavisini gelistirecek ve sag kalimi
arttiracak, daha az toksik olan yeni hedefe yonelik tedavilerin tanimlanmasina ihtiyag
vardir(5).

Tirozin kinaz reseptorleri hiicre proliferasyonunun kontroliinde, hiicre sag
kaliminda ve normal hiicre diferansiasyonunda kritik role sahiptir. Bir transmembran
tirozin kinaz reseptorii olan anaplastik lenfoma kinaz (ALK) kromozom 2p23
tizerinde yer alir ve insiilin reseptor sliperailesinin bir tiyesidir(6).

ALK’nm, ilk olarak bir grup anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma (ABHL)

hastalarinda flizyon partneri olarak niikleoplazmin (NPM) ile kromozomal



rearanjmani (NPM-ALK), t(2;5) (p23,935) tanimlanmustir (7). Fiizyon sonucu olusan
kimerik protein (p80) ALK tirozin kinazi esas olarak aktive eder (1).

Bu ¢alismada da ALK overekpresyonunun klinik 6nemi ve sikligi hakkinda
daha fazla bilgiye sahip olabilmek i¢in immiinhistokimyasal yontemle ekspresyonu
aragtirilacak olan protein p80 (ALK)’dir. ALK gen rearanjmanini belirlemek i¢in ise
break apart floresan in situ hibridizasyon (FISH) probu ile FISH yontemi kullanilda.

Akciger adenokarsinomlarinda ALK tayininde immiinhistokimya ve FISH

yontemlerinin birlikte kullanilmasinin optimal yontem oldugu gosterilmistir (8).
Bir proliferasyon antijeni olan Ki67’nin ekpresyonunun yiiksek oldugu meme
kanserlerinin kemoterapiye yanitinin daha iyi oldugu ancak ké&tii prognozla iliskili
oldugu gosterilmistir (9). Bu fenomen triple negatif meme kanserlerindeki
paradoksla benzerdir (1). Dolayisiyla bagimsiz bir prognostik ve prediktif degeri
bulunan, bir proliferasyon antijeni olan Ki67 ile ALK durumu iliskisi saptanarak bu
hastalardaki kotii prognozun nedeni anlagilmaya ¢alisilacaktir.

Bilinen hormonal ve molekiiler hedefe yonelik tedavilerden faydalanamayan,
triple negatif meme kanseri olan hastalarin, alternatif bir tedavi secenegi olarak anti-
ALK tedavisine (crizotinib, vb.)aday olabileceklerini kanitlamak ve bu baglamda
literatiire katk1 saglamak amaglandi.

Bu calismada, triple negatif meme kanseri olan vakalarda ALK protein
ekspresyonu immiinhistokimyasal yontem kullanilarak, ALK gen rearanjmani ise
FISH yontemi kullanilarak tayin edildi ve protein ekspresyonu ile gen rearanjmani
iliskisi degerlendirildi. Elde edilen verilerin Ki67 indeksi ile iliskisi arastirildi.
Ayrica ALK durumu ile hastanin yasi, timdriin histolojik tipi ve histolojik grade’i

gibi klinikopatolojik parametrelerin iliskisi arastirildi.



II.GENEL BIiLGILER

NORMAL MEME DOKUSUNUN OZELLIKLERI

Memenin Embriyolojisi

5. gebelik haftasinda fetiisiin ventral yiiziinde ektoderm kalinlagsmasiyla
meme glandi olugsmaya baglar. Bu meme hatlar (siit ¢izgileri) aksilladan kasiga kadar
uzanir. Pektoral bolgedeki kiigiik bir alan disinda fetiis biiyiimeye devam ettik¢ce bu
hattin biiyiikk bir kismi regrese olur. Regresyonda hata olursa postnatal hayatta siit
¢izgisi hattinin herhangi bir yerinde ektopik meme dokusu veya aksesuar meme
olarak sonuglanir. Ektopi en sik aksilla, intramammarian oyuk ve vulvada goriiliir.

Meme gelisiminin erken evresi ¢ogunlukla seks steroid hormonlarindan
bagimsizdir. 15. haftadan sonra gelismekte olan meme baslica etkisi mezenkime olan
testosterona karst gecici bir duyarlilik sergiler. Testosteron etkisindeki mezenkim
gogiis duvarinda epitelin etrafinda kondanse olur ve meme tomurcugu olusur. Solid
epitelyal kolumnalar mezenkim icinde gelisir ve loblarda veya meme gland
segmentlerinde sonlanir.

Fetal papiller dermis gelisen epitelyal kordlar1 orter ve sonunda meme
duktuslarinin ve lobiillerinin vaskiilarize fibréz bag dokusuyla kusatilmasina neden
olur. Kollajenden zengin retikiiler dermis Cooper’in suspensor ligamanlarini yapmak
lizere memenin igine uzanir. Meme parankimini deriye baglar, memeden pektoral
fasyaya uzanir. 20 - 32. haftalarda mezenkim kollajendz stroma iginde yag dokusuna
farklilagir. Gebeligin son sekiz haftas1 boyunca mezenkimal parakrin etkiyle epitelyal
kordlar kanalize olur ve dallanir, lobiiloalveoler yapilar olusur.Laktifer6z duktuslarin
birlesmesiyle meme ¢ukuru (epidermis ¢okiintiisii) olusur ve doguma yakin zamanda
one dogru ¢ikint1 yaparak meme basi olusur.

Gestasyonun son birkag¢ haftasinda fetal meme dokusu maternal ve plasental
steroid hormonlarina duyarlidir ve bunun sonucu olarak asiner tnitteki epitelyal
hiicreler sekretuar aktivite gosterir. Dogumla birlikte maternal ve plasental seks
steroidlerinin geri ¢ekilmesiyle prolaktin sekresyonu uyarilir. Ayn1 zamanda meme
tomurcugunda biiylime olur. Maternal ve plasental seks steroid hormonlarinin ve

prolaktinin kan seviyelerinin diismesiyle yasamin ilk ayinda sekretuar aktivite biter,



gland regrese olur ve inaktif hale gelir. Bu donemden puberteye kadar meme primer
olarak laktifer6z duktuslardan ibarettir. Baz1 dallanmalar gosterir ancak progresif
alveoler diferansiasyon olmaz, rudimenter lobiiler yapilar kalabilir.

Fetal memede goriilen bagka bir 6zellik ekstramediiller hemopoezdir. Periduktal

stromada yasamin dordiincii ayina kadar kalabilir (10).

Memenin Makroskopik Anatomisi

Meme, agirligr 30 gr ile 1000 gr arasinda kisinin viicut tipine bagli olarak
degisen miktarda yag depolayan bir organdir. Meme pektoralis major kasinin oniinde
On goglis duvarinda yer alir ve tipik olarak vertikal aksta ikinciden altinct kota ve
horizontal aksta sternum kenarindan orta aksiller ¢izgiye uzanir. Spence kuyrugu
olarak meme dokusu aksillaya da uzanir. Meme lateralde serratus anterior kasi,
inferiorda eksternal oblik kas ve siiperior rektus kasi kilifi {izerinde uzanir. Yogun
fibroz doku demetleri olan Cooper asici ligamanlar1 deriden pektoral fasyaya uzanir
ve memeye destek saglar. Memenin anatomik olarak iyi tanimlanmis tek siniri
pektoral fasyayla birlestigi derin yliziidiir ancak bu makroskopik sinirlamaya ragmen
mikroskopik bez dokusu pektoral fasyaya girebilir ve hatta asabilir. Bunun klinik
Oonemi total mastektominin bile tiim meme bez dokusunun cikarilmasiyla son

bulmamasidir (10).

Memenin Kanlanmasi ve Lenfatik Drenaji

Memeye baslica arteryel kanlanmayi internal mammarian arter ve lateral
torasik arter saglar. Torakoakromial, interkostal, subskapular ve torakodorsal
arterlerin dallart meme kanlanmasina kiiglik katkida bulunurlar.

Memenin vendz drenaji varyasyonlar gosterir fakat biiylik oranda arteriyel
sistemi takip eder. Siiperfisial ven6z kompleks lateralden mediale dogru subkutanoz
dokuda seyreder ve internal torasik vene drene olur. Derin venoz drenajda internal
torasik venin dallar1, aksiller venin dallar1 ve interkostal venlerin uzantilar1 olmak
lizere li¢ rota vardir.

Memenin lenfatik drenaji dort rotada olur; kutandz, aksiller, internal torasik
ve posterior interkostal lenfatikler. Kutan6z lenfatik drenaj, siiperfisial pleksus

(meme derisinin dermisinde) ve derin pleksustan (subareolar alanda meme



duktuslariyla seyreden) olusur. Bunlar ayni taraf aksillaya direne olur. Aksilla lenf
diigtimleri lenfatik drenajin %90’indan fazlasini alir. Lenf drenajinin kiigiik bir kismi1
karsilikli olarak internal torasik ve posterior interkostal lenfatikler araciligiyla
internal meme ve posterior interkostal lenf diigimlerine drene olur. Sentinel lenf

nodu nadiren aksilla disinda olabilir (10).

Memenin Histolojisi

Adolesan meme gelisimi kizlarda puberte hamlesiyle Ostrojen ve
progesteronun siklik salinimiyla baglar. Ayrica ¢esitli diger steroid ve peptid
hormonlar da meme gelisiminden sorumludur (Tablo 2.1).

Erigkin kadin memesi terminal duktuli adi da verilen asinide son bulan
dallanan duktus ve duktulilerden olusur. Asini lobiilleri olusturmak iizere bir araya
gelir. Bu yapilarin diizenlenmesi c¢icek agan agaca benzetilmistir. Duktus ve
duktulilere (dal ve dalciklar) direne olan lobiiller ¢igekleri temsil eder ve meme basi
ylizeyine agilan toplayici duktuslara (gévde) direne olurlar. Meme basinda duktuslar
laktifer6z siniisleri olusturmak {iizere genisler. Sinilisler meme basmin yiizeyinin
altinda koni seklinde torbams1 genisleme olarak son bulurlar.

Meme duktuslar1 ve lobiilleri degisen oranda fibroz doku ve yag dokudan
olusan stromaya gomiiliidiir. Laktasyonda olmayan memenin biiyiik kismini stroma
olusturur ve fibréz doku ve yag doku orani yas ve bireyler arasinda farklilik gosterir.
Memenin duktolobiiler sistemi segmentler veya loblar seklinde diizenlenmistir.
Segmentler arasinda; cerrahi sirasinda, makroskopik incelemede veya histolojik
incelemede net sinirlar goriilmeyebilir. Ozellikle duktal karsinoma in-situ olmak
lizere memede bazi neoplastik siireglerin segmental dogasi1 yaygin olarak kabul
edilmektedir (hasta lob hipotezi). Bu teori erken meme karsinomunu (duktal
karsinoma in-situ) lobar ve ¢ogu kez tek bir duktal sisteme sinirl bir hastalik olarak
kabul eder (11).



Tablo 2.1: Major steroid ve peptid hormonlarin memeye etkileri

ESTROJEN

Adodlesanlarda duktal biiyiime ve
dallanma i¢in gereklidir.
Gebelikte lobiiloalveoler biiyiime
icin gereklidir.

Progesteron reseptor indiiksiyonu
icin gereklidir.

Sekresyon ve laktasyon i¢in
gerekli degildir.

PROGESTERON

Lobiiloalveoler diferansiasyon ve
biiylime i¢in gereklidir.

Normal Sstrojen bagimli memede
muhtemelen mitojendir.

Duktal gelisim ve dallanma i¢in
gerekli degildir.

TESTOSTERON

Fetal gelisim esnasinda meme
mezenkimini uyarir.

Testosteron duyarliliginin kritik
periyodunda meme epitelyumunun
mezenkiminde destriiksiyona
neden olur.

GLUKOKORTIKOSTEROIDLER
Maksimal duktal biiyiime igin
gereklidir.

Gebelik esnasinda lobiiloalveoler
biiyiimeyi artirir.

TIROID HORMONU
Prolaktine epitelyal cevabi artirir.
Lobuloasiner bilylimeyi artirabilir.

INSULIN

Duktal-alveoler biiyiimeyi artirir.

Meme epitelinde protein sentezini artirir.

Sekretuar aktiviteden sorumludur (glukokortikoidler ve
prolaktinle birlikte)

PROLAKTIN
Dogumdan sonra epitelyal biiylimeyi uyarir.
Laktasyonun baglamasi ve siirmesinden sorumludur.

HUMAN PLESENTAL LAKTOJEN

Epitelyal biiyiime ve diferansiasyon i¢in prolaktinin
yerine gegebilir.

Gebeligin ikinci yarisinda alveolar biiyiime ve
laktogenezisi uyarir.

BUYUME HORMONU

Adodlesanlarda duktal biiylime ve dallanmadan
sorumludur.

Gebelik boyunca lobiiloasiner biiyiimeye katilabilir.

Duktal-lobiiler sistem boyunca hiicresel doseme iki tabakalidir. i¢ (liiminal)

epitelyal hiicre tabakasi ve dis (bazal) myoepitelyal hiicre tabakasindan
olusur.istirahat halinde meme duktus ve lobiillerinin liiminal epitelyal hiicreleri
kiibik kolumnar sekillidir ve tipik olarak soluk eozinofilik sitoplazmali ve nispeten
uniform oval niikleusludur. Bu epitelyal hiicreler sitokeratin 7, 8, 18, 19 dahil ¢esitli
diisiik molekiil agirlikli keratinleri eksprese eder. Dig myoepitelyal hiicre tabakas1 her
zaman mevcut olmasina ragmen degisken belirgindir. Myoepitelyal hiicreler

goriliniiste, basik niikleuslu yassilagsmis, zar zor ayirt edilen hiicrelerdengenis berrak



sitoplazmal1 belirgin epiteloid hiicrelere degisir.Baz1 vakalarda, myoepitelyal
hiicreler ig hiicre sekilli ve yogun, eozinofilik sitoplazmaya sahip diiz kas hiicrelerini
hatirlatan myoid goriintsliidiir. HematoksilenEozin (HE) boyali kesitlerde goze
carpmasalar bile myoepitelyal hiicreler S-100 proteini, aktin, kalponin, agir zincir
diiz kas myozin, p63 ve CD10 dahil ¢esitli belirtecler icin immiinhistokimyasal
boyalar kullanilarak kolayca gosterilebilir. Ancak bu belirtecler duyarlilik ve
ozgiillilkte myoepitel i¢cin degiskendir. Myoepitelyal hiicreler ayrica yiiksek molekiil
agirlikli sitokeratin 5/6, 14 ve 17’yi de eksprese ederler. Fakat sitokeratin 14
ekspresyonu biiyiik duktus ve terminal duktuslarin myoepitelyal hiicrelerinde
sinirlidir, intralobiiler duktuli ve asini myoepitelyal hiicrelerinde eksprese olmaz
(10).

Meme duktuslari, duktuli ve asinuslar tip IV kollajen ve lamininden olusan
bazal lamina c¢evreler. Bu bazal lamina myoepitelyal hiicre tabakasi diginda
mevcuttur ve meme dukto-lobiiler g¢evreleyen stromadan ayirmaya hizmet eder.
Bazal laminanin Otesinde, ekstralobiiler duktuslar fibroblast ve kapillerler zonu
gosterir.Elastik doku normalde duktuslar etrafinda degisik miktarda mevcuttur ve
genellikle yash kadinlarda genglerden daha belirgindir. Normalde tipik olarak
terminal duktuslar veya asini etrafinda elastik lif goriilmez.

Normal lobiil degisik sayida kor sonlanan her biri tipik c¢ift hiicre tabakali
asini adi verilen terminal duktulustan olusur.Lobiiler asini degisik sayida lenfosit,
plazma hiicresi, makrofaj ve mast hiicresiyle gevsek fibrovaskiiler intralobiiler
stromayla ¢evrilidir. Bu 6zellesmis intralobiiler stroma, ¢cevreleyen daha yogun, daha
kollajenize, hiicreden fakir interlobiiler stroma ve stromal yag dokusundan keskin
sinirla ayrilmustir (11).

Meme bagi-areola kompleksi artmis pigmentasyon gosteren ve cok sayida
duysal sinir sonlanmasi igeren sirkiiler deri alanidir.Meme bagsinin tepesi 15-20 agiz
icerir ve emzirmeyen memede bu duktus agikliklari tipik olarak keratin tikaglara
sahiptir.Areola yiizeyi ¢ok sayida kiiclik, yuvarlak yiikseltiler olan Mongomery
tiimsekgikleri gosterir.Meme basi ver areola keratinize ¢ok katli skuamdz epitelle
ortiiliidir ve bu laktiferéz duktuslarin son kisimlarinin igine kisa mesafe
uzanir.Meme basi-areola kompleksinin epidermisi nadiren sitolojik benign ve Paget

hiicreleriyle karistirilmamasi gereken berrak hiicreler igerebilir. Bu hiicrelerin



bazilar1 berrak keratinositleri temsil ederken digerlerinin epidermiste yer alan meme
duktus epitelinden (Toker hiicreleri) kaynaklandiklari diisiiniilmektedir.Meme duktal
sisteminin meme basi dermisinde mevcut proksimal dallanmalar tipik olarak pilili
veya testere disi gibi dis hathidir. Bu duktuslar dairesel ve uzunlamasina diiz kas
demetlerinden, kollajen ve elastik liflerden zengin bir stroma ile ¢evrilidir. Meme
basi-areola kompleksi areola ¢evresi haricinde pilosebaséz birimler ve killar
icermese de dermiste ¢ok sayida sebasedz bez vardir. Bu bezlerin bazilar direkt
olarak meme bas1 ve areola yiizeyine acilirken digerleri laktifer6z duktusa direne olur
veya laktiferoz duktus ile ortak agiz paylasir.Montgomery tiimsekgikleri sebasedz
aygit ve ilgili laktiferéz duktustan olusan bir birimdir. Gebelik siiresince bu
tiimsekgikler giderek belirginlesir.Meme basi ve areola derisinde apokrin ter bezleri

gortilebilir (10).

MEME KANSERI

Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Meme karsinomu, diinya capinda yillik 1.000.000°dan fazla olgu ile en
yaygin malign timordiir ve kadinlarda karsinoma bagli oliimlerin baslica nedenidir.
Birlesik Devletler’de yilda yaklasik 100.000 yeni olgu tani1 almakta ve yaklasik
30.000 kisi hastaliktan 6lmektedir. Siklik Kuzey Amerika’da ve Kuzey Avrupa’da
yiiksek (100.000 kadinda 91.4 yeni olgu/yil), Giiney Avrupa ve Latin Amerika
tilkelerinde orta diizeyde ve bircok Asya ve Afrika iilkesinde diisiik diizeydedir.

Meme karsinomunun gelisimi igin ¢esitli risk faktorleri belirlenmistir. Bu
faktorlerin cogunun ortak paydasi genetik olarak duyarli zeminde gii¢lii ve/veya uzun
stireli Ostrojen stimiilasyonudur. Risk faktorleri i¢inde; aile Oykiisii, erken menars,
nulliparite, ilk dogum yasimin ileri olmasi, ge¢ menopoz, ekzojen dstrojen kullanimu,
kontraseptif ajanlar, meme biiyiitme ve iyonizan radyasyon sayilabilir. Ayrica ataksi-
telenjiektazi ve Cowden sendromlu hastalar yiiksek bir meme karsinomu riskine
sahiptir.

Meme kanserlerinin biliylik bir kismi reprodiiktif yillar boyunca saptanir.
Siklik egrisi pubertede yiikselmeye baslar, menopozal yasa kadar yukari cikar ve

daha sonra diiser. Bununla birlikte meme kanseri g¢ocukluktan yaslilia kadar



herhangi bir yasta geligebilir. Yaglilarda goriilen karsinomlar, morfolojik ve

molekiiler zeminde digerlerinden 6nemli bir fark gostermez (12).

Meme Kanserinde Tani

1.Klinik degerlendirme:

Memeanomalileri genellikle fizik muayene, gorintileme calismalart ve
siipheli veya belirlenememis lezyonlarin doku oOrneklemesini igeren ‘lgli
degerlendirme’ ile incelenir (13).

a.Fizik muayene:

Palpasyon, meme  hastaliklarinin  saptanmast  ve  degerlendirilmesinde
geleneksellesmis bir yontemdir. Hekim ve hastanin kendisi tarafindan uygulanabilen
son derece kullanish ve pratik bir teknik olarak kalmaya devam etmektedir. Bununla
birlikte duyarliligi ve ozgilligli smirlidir. Mammografi ile saptanan tiimorlerin
sadece %601 palpe edilebilir. Benign oldugu diisliniilen olgularin %15’inde ve
malign oldugu diiiiniilen olgularin %10’ unda bu klinik izlenim hatalidir (12).

Fizik muayene; memenin dort kadraninin palpasyonu, biiylimiis lenf nodlari
icin aksillanin palpasyonu, meme cildi, areola, meme bas1 muayenesi ve meme basi
akitisinin incelenmesini igerir (13).

b. Gorlintiileme yontemleri:

Mammografi: 35 yas iistii kadinlardaki ¢ogu kitle lezyonlart mammografi ile
incelenir ve siklikla ultrason c¢aligmalar1 ile bir arada yapilir. Mammografinin
gorlintiileme  yaklasgimi  olarak  avantajlari; hizli  olusu, tim memenin
gorlintiilenebilmesi ve invaziv karsinomun (yogunluk, yapisal distorsiyon veya
asimetri) ve in situ duktal karsinomlarin (kalsifikasyonlar) yiiksek duyarlilikta
belirlenebilmesidir (13). Negatif mammogramin karsinom varligi ihtimalini
dislamadig1 akilda tutulmalidir, ¢iinkii palpe edilebilir tiimorlerin yaklasik %20’si bu
teknikle saptanamaz. Yanlis pozitiflik insidansi %1 civarindadir (12).

Ultrasonografi (USG): USG palpasyon ile ele gelen ve mammografi ile tespit
edilen kitlelerin ve yogunluklarin tanimlanmasinda destekleyici olabilmektedir. USG
Ozellikle lezyonun kistik veya solid olusunun belirlenmesinde olduk¢a kullaniglidir.

Magnetik rezonans goriintileme (MRI): MRI ise meme Kkanserinin

belirlenmesinde belli klinik durumlarda kullanilmaktadir. Bu klinik durumlar; yiiksek



meme kanseri gelisimi riski, yogun meme dokusu, meme koruyucu cerrahi (MKC)
oncesi meme kanserinin lokal evrelendirilmesi ve aksiller lenf nodlarinda metastatik
karsinom ile kendini gOsteren gizli meme Kkanserlerinin saptanmasi olarak
siralanabilir. MRI yiiksek duyarlilik gosterse de ozgiilliigii distiktiir (13).

2. Meme spesimenleri:

a.Meme biyopsi gesitleri:

Goriintileme  ¢alismalar1  sonucunda tanimlanamayan veya  siiphe
uyandiranlezyonlarin cerrahi patolojide kesin siniflandirilmasinin yapilabilmesi igin
lezyonun kiigiik bir pargasimnin alindigi biyopsi degerlendirilmesine gegilir. Solid
lezyonlarda histolojik degerlendirme icin genellikle ultrason rehberliginde yayli
otomatize biiyiikk bir kesici igne kullanilarak biyopsi yapilir. Bu sekilde
gerceklestirilen biyopsilere ‘tru-cut’ veya ‘kor’ biyopsi denir. Kullanilan ignenin
Ol¢iistine bagli olarak siklikla 1-2 cm uzunlugunda ve 1-2 mm kalinligindadir.

Kalsifikasyon icin yapilan biyopsiler, kalsifiye alanin kor biyopsi ile
alindigindan emin olunmasi i¢in stereotaktik rehberlige ihtiyac duyar. Cogu
stereotaktik biyopsi vakum destekli sistemler ile ilgili bolgenin tam olarak
orneklenmesini saglamak iizere ¢oklu kor biyopsilerinin alinmasina olanak saglayan
14, 11 veya 8 ol¢iisiinde igneler kullanilarak gergeklestirilir.22-25 ol¢iisiinde igneler
kullanilarak ince igne aspirasyon teknigi kist incelemesi gibi belirli klinik
durumlarda kullanilabilir (13).

Kor igne biyopsisi, ince igne aspirasyonuna gore avantajlidir ¢iinkii belirsiz
ve yetersiz ornekleme oraninin daha az olmasi sayesinde benign durumlarin ayirt
edilmesine ve kalsiyum birikiminin lokalize edilmesine olanak saglar (14).

b.Frozen Kesit:

Son yillarda frozen kesitlerin meme karsinomu tanisinda kullanilmasi
azalmigtir. Ayakta tedavi goren hastalarda kesin tedaviden once alternatifleri en iyi
sekilde goz oniline almak i¢in malignite tanist genellikle ya igne biyopsisi ya da agik
eksizyonel biyopsi ile konulur. Frozen kesitler hala karsinomun sitolojik tanisini
dogrulamak veya cerrahi siirlar1 belirlemek i¢in kullanilir. Operasyon sirasinda bazi
cerrahlar sadece makroskopik goériinime dayanirken digerleri sinirlarin frozen kesit

ile degerlendirilmesini ister (14). Operasyon sirasinda yapilan sitolojik inceleme
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oldukg¢a faydali olabilir ve bu islem bazi arastirmacilar tarafindan frozen kesit ile
beraber (ya da yerine) rutin olarak kullanilmaktadir (12).

c.Acik biyopsi

Acik biyopsi lezyonun sadece bir kisminin 6rneklendigi (a) insizyonel biyopsi
veya koruyucu tedavi i¢in kesin tedavinin bir pargasi olarak lezyonu biitiin olarak
¢ikarmak igin yapilan (b) eksizyonel biyopsi seklinde olabilir. Bu nedenle cerrahi
sinirlarin histolojik olarak degerlendirilmesi énemlidir. Eksizyon aninda cerrah klip
veya farkli uzunlukta siitiirler ile numunenin oryantasyonunu saglamalidir.
Diseksiyondan dnce spesimenin yiizeyini miirekkeplemek 6nemlidir (14). Spesmenin
X-151n1 goriintiilerinin degerlendirilmesi, bir neoplazmin cerrahi sinirlara yakiligimi
belirlemek i¢in kullanilmigtir fakat giivenilir degildir (15).

d.Re-eksizyon materyalleri:

MKC aday: olan duktal karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv meme kanserli
bir¢ok hastada ilk eksizyon materyalinde pozitif veya yakin cerrahi sinirlar nedeniyle
ilk tiimor yerinin re-eksizyonu yapilir. Eksizyon materyalleri gibi diseksiyondan
once boyanmalidir. Eksizyon sinirlarinin yeterli 6rneklenmesi 6zellikle 6nemlidir.

e.Mastektomi materyalleri:

Meme kanserinin tedavisinde koruyucu tedavinin artan kullanimi daha sinirl
mastektomi materyallerine neden olmaktadir (14). Ozellikle aksiller kuyruk
bulundurmayan mastektomi materyalleri patolog i¢in cerrah tarafindan
yonlendirilmelidir. Mastektomi materyali kesilmeden 6nce histolojik kesitlerde
taninmasini kolaylastirmak i¢in derin cerrahi sinir boyanmalidir. Mastektomi
materyalinde; materyalin agirligi, boyutlari, derinin, areola ve meme basinin
boyutlar1 ve tanimlari, kesi izi veya skarlar, derin cerrahi sinir bilesimi (fasya veya
kas olup olmadigi), aksiller kuyrugun tanimi ve iistteki deri ve derin cerrahi sinirla
iligkisine dikkat ederek ele gelen tiimoriin boyutu ve yeri gibi 6zelliklere dikkat
edilmelidir.

Histolojik inceleme i¢in Orneklemede kesitler makroskopik olarak belirgin
tiimdrili ve/veya biyopsi yerini, derin cerrahi siniri, tstteki deriyi, meme basini ve
makroskopik 6zellik géstermeyen meme kadranlarindan randomize meme dokusunu

icermelidir (11).
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f.Sentinel lenf nodu biyopsisi:

Geleneksel aksilla diseksiyonuna alternatif olarak sentinel lenf nodlarinin
eksizyonu artarak kullanilmaktadir ve klinik olarak nod-negatif vakalardaki evreleme
sonuglarmin aksilla diseksiyonundakilerle karsilastirilabilir oldugu gosterilmistir
(16). Sentinel lenf nodu etkilenen memeye boya ve/veya radyoaktif isaretli izleyici
enjeksiyonundan sonra cerrah tarafindan ayirt edilir ve patologa sunulur. Sentinel
lenf nodu intraoperatif olarak frozen kesit veya sitolojik (dokunma preparati)
inceleme ile degerlendirilebilir (14). Giiniimiizde sentinel lenf nodlarmin ele
alinmasinda heterojenite vardir ve kiiciik metastazlart gostermek igin c¢esitli
yontemler kullanilmigtir. G6z Oniine alinmasi gereken en énemli durum 2 mm’den
daha biiyiik olarak tanimlanan makrometastazlarin bulunabilmesini garantileyecek
sekilde lenf nodlarinin baglangicta 2 mm’den daha biiyiikk olmayan araliklarla

kesildiginden emin olmaktir (17).

Meme Karsinomunun Siniflandirilmasi

1.Meme karsinomunun histolojik tipleri:

Meme karsinomunun histolojik calismasinda yapilmasi gereken iki dnemli
saptama sunlardir: (1) Timdriin myoepitelyal komponent ile simirli olmasi (in situ
karsinom) ya da stromay1 invaze etmis olmasi (invaziv karsinom) ve (2) duktal tip ya
da lobiiler tip olmasi. Tiimoriin duktal veya lobiiler kategorisinden birine girmesini
belirleyen meme i¢indeki kesin yerlesiminden ziyade acikga sitoarkitektiirel
ozellikleri tarafindan tanimlanan timor tipi olmalidir.

Invaziv karsinom kategorisine dahilolan tiimérler bir in situ komponentin
saptanip saptanmamasindan ve bu iki komponentin goreceli oranindan bagimsiz
olarak stromal invazyonun saptanabildigi tiim tiimdrlerdir. In situ lezyonlar gibi
invaziv timorlerin ¢ogu mikst ve intermediyer formlarin varligim kabul ederek iki
major kategoriye (duktal tip ve lobiiler tip) ayrilir.Invaziv karsinomun tipi sahip
oldugu goriiniim g6z 6niinde bulundurularak belirlenmelidir.

Invaziv meme karsinomunun smiflandirmasi uzun bir siire boyunca gelisime
ugramistir ve bunun sonucunda da i¢ine hiicre tipi (6rn:apokrin karsinom), salginin

tipi ve miktar1 (6rn:miisindz karsinom), yapisal 6zellikler (6rn:papiller karsinom) ve
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yayllma sekli (Orn:inflamatuar karsinom) gibi bir¢ok kriter dahil edilmistir (12)
(Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Invaziv meme karsinomunun histolojik tipleri (18)

Invaziv meme karsinomu, baska sekilde simiflandirilamayan (duktal, (NOS))

Mikro-invaziv meme karsinomu

Invaziv meme karsinomu, yaygin intraduktal komponenti bulunan

Invaziv meme karsinomu, matriks iireten

Invaziv lobiiler karsinom

Invaziv meme karsinomu, 6zel bir tipi bulunmayan, lobiiler 6zellikler iceren

Invaziv lobiiler karsinom, pleomorfik tip

Invaziv lobiiler karsinom, alveolar varyant

Invaziv karsinom, duktal ve lobiiler dzellikler igeren (“mikst tip karsinom”)

Miisindz karsinom

Invaziv meme karsinomu, miisinz 6zellikler iceren

Tubiiler karsinom

Invaziv meme karsinomu, tiibiiler zellikler iceren

Invaziv meme karsinomu, tiibiilo-lobiiler varyant

Invaziv kribriform karsinom

Invaziv meme karsinomu, kribriform 6zellikler iceren

Invaziv mikropapiller karsinom

Invaziv karsinom, mikropapiller 6zellikler igeren

Invaziv meme karsinomu,kapsiillii papiller karsinom ile iliskili

Invaziv papiller karsinom

Invaziv solid papiller karsinom

Enkapsiile papiller karsinom

Mediiller karsinom

Invaziv meme karsinomu, mediiller 6zellikler iceren

Metaplastik karsinom

Metaplastik karsinom, skuamoz 6zellikler igerenwith squamous features

Low grade adenoskuaméz karsinom

Metaplastik karsinom, low grade adenoskuaméz 6zellikler igeren

Low-grade fibromatozis-benzeri metaplastik karsinom

Metaplastik karsinom, igsi hiicreli tip

Metaplastik karsinom, mikst epitelyal ve mezenkimal tip

Invasive karsinom, metaplastik 6zellikler igeren

Karsinosarkom

Adenoid Kistik karsinom

Invaziv meme karsinomu, apokrin ézellikler gdsteren

Invaziv karsinomu, berrak hiicreli (glikojenden zengin) dzellikler gdsteren

Invaziv meme karsinomu, ndroendokrin zellikler gdsteren

Invaziv karsinom, tasl yiiziik hiicreli 6zellikler gdsteren

Sekretuar karsinom

Invaziv karsinom, tipi ayirt edilemeyen

Neoadjuvan tedavi sonrasi rezidii invaziv karsinom igermeyen

Digerleri
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2. Meme karsiomunda histolojik grade’leme

Glandiiler (Asiner)/Tiibiiler Diferansiasyon:

Skor 1(tiimor alaninin %75’ inden fazlasinda glandiiler/tiibiiler yap1)
Skor 2 (tiimor alaninin %10-%75’inde glandiiler/tiibiiler yap1)
Skor 3 (tiimor alaninin %10’undan azinda glandiiler/tiibiiler yap1)

Niikleer pleomorfizm:

Skor 1 (normal memenin epitelyal hiicreleri ile karsilastirildiginda boyutu hafif
artmis, uniform niikleer kromatinli, boyutlar1 hafif degisken kii¢iik niikleuslar)

Skor 2 (vezikiiler niikleuslu, belirgin niikleollii, sekil boyutlari orta derecede
degisken normalden biiyiik hiicreler)

Skor 3 (vezikiiler niikleuslu, belirgin niikleollii, sekil ve boyutlarinda belirgin
degiskenlik gosteren, siklikla ¢ok biiyiik ve bizar formda hiicreler)

Mitotik oran:

Skorl (<3 mitoz her mm2 ‘de)
Skor 2 (4-7 mitoz her mm2°de)
Skor 3 (>8 mitoz her mm2’de)

Toplam Grade
Grade 1 (skor 3, 4, veya 5)

Grade 2 (skor 6 vaya 7)
Grade 3 (skor 8 veya 9) (18).

3. Meme karsinomunun molekiiler simiflandirilmasi:

a. Hormon reseptorleri:

Tiimo6r dokusundaki hormon (estrojen ve progesteron) reseptorlerinin
varliginin hormon tedavisi ve kemoterapiye yanit ile iyi korelasyon gdsterdiginin
anlagilmas1 meme karsinomunun tedavisinde gerceklesen cok dnemli bir gelismedir
(19). Estrojen reseptorii durumu meme kanseri tedavisinde su anda en giiglii
Ongoriicii belirleyici olarak kabul edilmektedir (20). Estrojen ve progesteron
reseptorleri yari-bagimsiz degiskenlerdir; progesteron reseptorii, endokrin tedaviye
yanit i¢in estrojen reseptoriinden daha zayif bir ongoriiciidiir (21).

Bu hormon reseptodrlerinin 6l¢limii immiinhistokimyasal yontem ile yapilir.

Hormon reseptorleri ile immiinhistokimyasal preparasyonlarda degerlendirilen iki
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parametre; boyanan tiimor hiicre niikleuslar1 sayisi ile boyanmanin yogunlugudur.
Meme kanserlerinin yaklasik %80’ ER-pozitiftir (12).

Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi ve Amerikan ve Kanada Patologlar
Dernegi (ASCO/CAP), son donemde ortaklasa olarak meme kanserinde dstrojen ve
progesteron reseptorlerinin  immiinhistokimyasal testi i¢in Oneriler kilavuzu
yaymlamislardir. Bu kilavuza gore; %1 veya daha yiiksek oranda boyanan invaziv
kanser hiicresine sahip tiimorler pozitif olarak kabul edilir, digerleri negatif olarak
kabul edilmelidir. Ornekteki normal meme hiicreleri internal pozitif kontroller olarak
kullanilabilir (22).

b. HER2/neu (c-erbB-2):

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (ERBB2, eski adiyla HER2/neu,
c-erbB-2) 4 memran tirozin kinaz ailesinden biridir. HER2 amplifikasyonu ve HER2
proteini overekspresyonu tiimor hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasiyla dnemli
Olciide iliskili bulunmustur ve birgok ilag bu yolagi hedef alarak gelistirilmistir. HER2
tayini rutin prognostik ve prediktif faktor haline gelmistir (23).

ER ve HER?2 sinyal yolaklar1 hiicre proliferasyonu ve hayatta kaliminda ¢ogu
meme kanserinde (%85) dominant rol oynar.Uygun sekilde segilen hastalarda bu
yolaklarin hedef alinmasi en etkili tedavidir.ER'yi hedef alan endokrin tedavi ve
HER2'yi hedef alan trastuzumab tedavisi, hastaligi tamamen yok eder ve
mikrometastatik hastalik ortaya ¢iktiginda adjuvant tedavide tama yakin iyilesme
saglar (Rekiirrens riskini %50 azaltir).

Son zamanlardaki remisyonlar, ge¢ici de olsa, metastatik hastaligi olan ve
ER'yi hedef alan ve siklikla kemoterapiyle kombine edilmis HER2'yi hedef alan
terapilerle tedavi edilmislerde goriiliir (24).

c.Molekiilergenetik ve molekiiler siniflandirma:

Invaziv meme karsinomunun gelisimi multipl genetik degisimleri gerektirir.
Sik goriilen molekiiler degisimler: (1) Biiylime faktorii reseptorii asir1 ekspresyonu,
(2) biiyiime faktorii asirt ekspresyonu, (3) intraseliiler sinyalizasyon molekiili
degisimleri, (4) hiicre siklusu diizenleyici degisimleridir(12).

Meme kanserinin molekiiler alt tipleri; liiminal (tip A ve B), HER2 tip ve
bazal benzeri tiptir (Tablo:2.3). Meme kanserinin farkli alt tiplerinin kendine 6zgii

karakteristikler ~sergilemesi nedeniyle farkli tedavi yaklagimlarindan yarar
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saglamalar1 muhtemeldir. Timdrleri farkli molekiiler alt tiplere ayirmak igin
immiinhistokimya (ER, PR, HER2, sitokeratin 5/6, Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), Ki67 antikorlarini igeren bir panel gibi) kullanma ¢abalar1 vardir
ancak uyumsuzluk nadir degildir ve bu amag ic¢in su anda yaygin kabul goren bir
pozitif immiin boyanma tanimi (pozitif hiicrelerin yiizdesi ve/veya boyanmanin

yogunlugu gibi) yoktur (12).

Tablo 2.3: Meme karsinomunun molekiiler siniflandirmasi

Liiminal A Liiminal B HER2 Bazal-benzeri

Klinik 6zellikler | Invaziv meme Invaziv meme Invaziv meme Invaziv meme
kanserlerinin kanserlerinin kanserlerinin kanserlerinin
%50’si %20’si %151 %151

Immiinprofil ER ve/veya PR ER ve/veya PR ER (-), PR (9 ER (-), PR (9
+) +) HER2 (+) HER2 ()
HER2 (-) HER2 (-) Sitokeratin 5/6
Ki67 <%14 Ki67>%14 ve/veya EGFR

)
Prognoz Iyi prognoz Prognoz liiminal Genellikle koti Genellikle kotii
A kadar iyi degil | prognoz prognoz

Triplenegatif meme tiimorleri ER, PR ve HER2’nin her ii¢ii i¢in negatif olan
timorlerdir. Bu ozelliklere sahip tiimérlerin bazal-benzeri kanser ile 6nemli dl¢tide
oOrtiistigii soylenebilir. Bununla birlikte triple negatif kanserler bazal-benzeri
kanserler ile es anlamli degildir. Gen ekspresyon profili bazal-benzeri olarak
siniflandirilmis olgularin sadece %77’si triple negatif bir fenotip gosterirken, triple
negatif kanserleri olan olgularin sadece %72’si bazal-benzeri bir gen ekspresyon
profili sergiler. Triple negatif meme kanserleri; morfolojik olarak genellikle ytliksek
dereceli invaziv duktal karsinom NOS, yiiksek andploidi derecesi ve akcigerlere ve
beyine daha yiliksek metastaz yapma egilimi gosteren heterojen bir timor grubudur
(25).
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Meme Kanserinde Tedavi
Meme karsinomunun tedavisi i¢inde, hastaligin tipine ve yayginligina baglh
olarak cerrahi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi, kemoterapi ve hedefe yonelik

tedavi yer alir (26).

ALK VE TAYININDE KULLANILAN YONTEMLER

ALK Biyolojisi

Tirozin kinaz reseptorleri hiicre proliferasyonunun kontroliinde, hiicre sag
kaliminda ve normal hiicre diferansiasyonunda kritik role sahiptir. Bir transmembran
tirozin kinaz reseptorii olan ALK, kromozom 2p23 iizerinde yer alir ve insiilin
reseptOr siiperailesinin bir tlyesidir (6). 1620 aminoasitten olusan ALK’nin bir
amino-terminal sinyal peptid igeren ekstraseliiler domaini ve insiilin reseptor
substrat-1’in baglanma bolgesini igeren bir jukstamembrandz segment ve Dbir
karboksi terminal kinaz domani igeren intraseliiler domaini vardir (27) (Sekil 2.1).

ALK’nin, ilk olarak bir grup ABHL hastalarinda fiizyon partneri olarak NPM
ile kromozomal rearanjmant (NPM-ALK), t(2;5) (p23,935) tanimlanmistir (7).
Flizyon sonucu olusan kimerik proten (p80)ALK tirozin kinazi esas olarak aktive
eder (28).
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[l extracelkilar domain
i Transmembrane domain

Neuroblastoma
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Increased copy number . [l c-terminal domain (PLCy, SRC binding)

EMLA4, NPM, cthers

Hematological (ALCLC and DLECL)

Extracellular and Solid IMT, NSCLC; BC, CRC, ESCC) Tumours

IO - angements ;‘;‘:“
(Oncogenic Chimerical Proteins) . -

Proliferation

Sekil 2.1: ALK tirozin kinaz reseptoriiniin sematik ¢izimi ve NPM-ALK sinyal
yolagi.

NPM, ALK ‘nin en sik fiizyon partneridir ancak‘echinoderm microtubule-

associated protein-like4 (EML4) gibi farkli fiizyon partnerleri tanimlanmigtir (Sekil:
2.2) (7).
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Sekil 2.2: ALK reseptor kinaz: flizyon proteinleri (29).

ALK; ABHL, kiiciik hiicreli-dis1 akciger karsinomu (KHDAK), néroblastom
ve hatta meme kanserleri gibi farkli tiimor tiplerinde onkogenezis ile iligkilidir.
ALK’nin anormal fiizyonu veya non-flizyon aktivasyon goriilebilir. ALK, gelisimde
onemli bir rolii bulunan tek bir transmembran domaine sahip bir tirozin kinaz
reseptoriidiir. Ligand ekstraseliiler domaine baglandiginda reseptor dimerizasyona
gider ve ardindan intraseliiler kinaz domaini otofosforilasyona ugrar ve hiicre ici

sinyal yolaklar1 aktive olur (7).

Immiinhistokimyasal Yéntem

Immunohistokimyasal yontem, hiicre ve doku iginde bulunan bazi enzimlerin
ya da makromolekiillerin lokalizasyonlarini incelemeye yardimci olur. Sistem
incelenecek olan bir makromelekiile karsi gelistirilmis olan bir antikorun ortaya
konulmasidir. Dokuda saptanmaya ¢alisilan protein antijen, bu proteinin saptanmasi
icin yararlanilan protein ise antikordur. Poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki

antikor kullanilir. Poliklonal antikorlar, bir hayvani bir antijen ile immunize ederek

19



tiretilen antikorlardir. Bir hayvan cinsinden 6rnegin bir sicandan alinan bir antijen
baska bir hayvan cinsine (tavsan) enjekte edildiginde yabanci bir madde olarak
algilandigindan dolay1 B lenfositler tarafindan, verilen antijene kars1 antikor tiretilir.
Uretilen bu poliklonal antikorlar kandan izole edilip saflastirilir. Bu antikor artik
sican dokularinda veya hiicrelerindeki proteini baglayarak isaretleyebilir.
Monoklonal antikorlar ise tek bir B lenfosit grubunun {irettigi antikorlardir. Bu hiicre
Klonlar1 tek bir antikor {ireten plazma hiicrelerinden gelisen bir tiimér olan ¢ok yonlii
myelomdan gelisir.

Immunohistokimya igin kesitlerin hazirlanmasi; kesit alma, deparafinizasyon,
dehidratasyon ve yikama basamaklarindan olusur. Immun boyama; antijen
maskesinin kaldirilmasi, blokaj, primer antikor, sekonder antikor, kromojen, ¢ekirdek

boyamasi, dehidratasyon, seffaflandirma ve kapama basamaklarindan olusur (30).

FISH Yontemi

FISH, niikleik asit sekanslarini floresan isaretli problar araciligi ile saptamaya
olanak saglayan bir yontemdir. Kromozom anomalilerini veya gen mutasyonlarini
saptamada kullanilabilir. Parafin dokulardan yapilacak FISH calismasinda parafin
bloktan pozitif yiiklii lamlara 3-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak islem baslar.
FISH calismasi; hazirlik prosediirii(pretreatment), prob ekleme, denatiirasyon,
hibridizasyon, yikama, dapi ile karsit boyama ve fldresan inceleme basamaklarindan
olusur. Hazirlik prosediirii, deparafinizasyon ve proteaz isleminden olusur. Ksilol,
skipdevax vb. uygulamasi ile parafin uzaklastirilir, kimyasal reaktifler kullanilarak
niikleer DNA dizileri agiga ¢ikarilir. Proteaz uygulamasi ile problarin niikleus ic¢ine
girebilmesi i¢in ¢apraz bagli doku proteinleri par¢alanir. Denatiirasyon hibridizasyon
basamaginda denatiirasyon soliisyonu hazirlanip preparatlar su banyosunda denatiire
edilir. Kullanilacak prob c¢alisma protokoliinde belirtilen sicaklia uygun olacak
sekilde denatiire edildikten sonra lam iizerine damlatilir ve etiivde bekletilir. Prob
kalintilarin1 uzaklagtirmak ve artefaktif sinyalleri engellemek i¢in yikama islemi
uygulanir. Niikleus sinirlarini ve kromozomlari ayirt etmek i¢in Dapi soliisyonu ile
karsit boyama yapilir. Preparatlar uygun filtre ile floresan mikroskopta analiz ve

degerlendirmeye hazir hale gelir.
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FISH incelemesinde kullanilan problar belirteg ile isaretli bir niikleik asittir.
Hibridizasyonla hiicredeki diger tamamlayici karsiligina baglanir. Her prob spesifik
hedefe baglanir. Lokusa 0zgli (translokasyonlar, gen bdlgerinin saptanmasi),
sentromerik (sayisal degisiklikler), tiim kromozom boyama problari (translokasyon)
olarak gruplandirilir. FISH analizinde sentromerik, cift renk-¢ift fiizyon (dualcolor-
dualfusion) (lokusspesifik, translokasyon varyasyonlari), tek fiizyon (singlefusion,
ekstrasinyal) (lokus spesifik), kirilma problar1 (break apart)(lokiis spesifik) problar
kullanilir (31).
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I1l. GEREC VE YONTEMLER

Mevcut c¢alisma Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurul’unun 19.04.2016 tarihli 452 sayili kararina gére etik
acidan uygun bulunmustur (Bkz. EK 1)

Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji Boliimii’niin rapor arsivinden Ocak 2014-Aralik 2016 tarihleri arasinda
laboratuvara gonderilmis, meme Orneklerinde (tru-cut biyopsi, eksizyonel biyopsi,
meme koruyucu cerrahi, mastektomi), meme kanseri tanist almis, 18-85 yas
araligindaki kadin hastalarin patoloji raporlar1 incelendi. Calisma Oncesi yapilan giic
analizi sonuclarina gore pozitif/negatif oran1 yaklasik olarak 1/5 olan ALK’nin
immiinhistokimyasal ve FISH yontemleri ile saptanmasinda iki yontem arasindaki
%20’lik uyumsuzlugu tespit edebilecek giicte alfa:0.05 ve beta:0.20 hata oranlarinda
calismaya dahil edilmesi gereken vaka sayisi en az 65 vaka olarak hesaplandi.Yeterli
doku Ornegi bulunan (>5mm), pozitif kontrollii immiinhistokimyasal yontem
uygulanarak ASCO/CAP kilavuzuna gore estrojen reseptorii negatif (<%]1 hiicrede
niikleer boyanma), progesteron reseptorii negatif (<%]1 hiicrede niikleer boyanma),
HER-2 negatif (Skor 0 ve skor 1) olarak raporlanmis, Ki67 indeksi hesaplanmig
olan hastalarin tiim immiinhistokimya ve HE boyali preparatlar1 patoloji preparat
arsivinden segilip tekrar incelendi. Boyasi solmus, kirilmis ve deforme olmus
preperatlar degerlendirmeye alinmadi. Bu 6zelliklere sahip 70 vaka ¢aligmaya dahil
edildi (Sekil: 3.1) (Bkz. EK 2).
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Sekil 3.1: Triple negatif meme kanserinin immiinhistokimyasal profili A) Invaziv
duktal karsinom, NOS(HE,X400), B) ER ile immiinreaktivite (-), C) PR ile
immiinreaktivite (-), D) HER2: Skor 0

ALK durumunun immiinhistokimya ve FISH yontemleri ile tayini prospektif

olup triple negatif meme kanseri tanist almis olgular degerlendirmeye alinmustir.

Triple negatif meme kanseri olarak belirlenmis hastalarin invaziv karsinom
iceren formalin fikse-parafin bloklar1 patoloji blok arsivinden segilerek Mikrom
HM355S mikrotom kullanilarak 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitlere pozitif
kontrollii immiinhistokimyasal yontemle ALK-p80 Fare Monoklonal Antikoru (klon
5A4; Novocastra; diliisyon 1:100; retrival Ph 6.0) ve Ultraview Universal DAB
Detection Kit, proje yiiriitiiciisii tarafindan manuel olarak prosediire gore uygulandi
ve ALK protein ekspresyonu belirlendi. Immiinhistokimyasal analiz i¢in énhazirlik
asamalarinda Niive EN500 etiiv kullanildi. Degerlendirme Olympus BX51 binokiiler
151k mikroskobunda yapildi. Boyanmalar (sitoplazmik graniiler); skor 0:Boyanma
yok veya seyrek hiicrede zayif boyanma, skor 1:Zayif veya orta derecede multifokal

boyanma, skor 2:Hiicrelerin ¢ogunda gii¢lii boyanma olarak degerlendirilip skor 1 ve
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skor 2 sonuglar pozitif olarak kabul edilerek ALK protein ekspresyonu aragtirildi.
ALK’nin immiinhistokimyasal olarak skorlanmasi, ¢alisma sorumlusu ve arastirmaci
patolog tarafindan, birbirlerinden ve FISH sonuglarindan bagimsiz olarak yapildi.
Farkli skorlar i¢in preparatlar iki patolog tarafindan birlikte degerlendirilerek ortak
bir skor belirlendi.

Triple negatif meme kanseri olarak belirlenmis hastalarin invaziv karsinom
iceren hazir formalin fikse-parafin bloklarindan Mikrom HM355S mikrotom ile 4
um kalinliginda kesitler alinarak break apart 2p23 ALK DNA FISH Probu (Miksish)
ve Depamiks Doku FISH deparafinizasyon ve Hazirlik kiti kullanilarak FISH
yontemi uygulandi ve ALK gen rearanjmani belirlendi.Bu {iriin, parafine gémiilmiis
doku orneklerinden elde edilen kesitlerde hedef gen bolgesi (2p23-ALK) ile iligkili
inversiyonlar, translokasyonlar ve delesyonlar gibi rearanjmanlari belirlemek
amacityla ALK gen bolgesinin telomer ucundan baslayip 2p telomerine dogru
(kirmiz1) ve ALK gen boélgesi tlizerinde (yesil) yerlesim gosteren BAC DNA’larinin
farkli renkli florokromlarla isaretlenmesi ile elde edilmis DNA FISH probudur. FISH
calismasi; hazirlik prosediiri  (pretreatment), prob ekleme, denatiirasyon,
hibridizasyon, yikama ve DAPI ile karsit boyama basamaklarindan olugmakta olup
bu basamaklarin tamami aragtirmacilar tarafindan manuel olarak prosediire gore
uygulandi ve Niive EN500 etiiv kullanildi. FISH sonuglar1 degerlendirilirken; normal
bir hiicrede iki adet kirmiz1 ve yesil sinyal fiizyon ¢ifti goriiliir. Kirmiz1 sinyal ve
yesil sinyalin iist {iste olmasi1 veya aralarinda en fazla 1 sinyal biyiikligi kadar
bosluk olmast durumu normal kabul edilir. Bir kromozoma iligkin sinyaller
normalken digerinde sinyaller arasinda daha fazla uzaklik bulunmas: ilgili kromozom
bolgesinde bir rearanjmanin varligin1 gosterir. Bu calismada her bir vaka i¢in en az
50 tiimor hiicresi sayilarak degerlendirmeye alindi. Tiimor hiicrelerinin %15’ inden
fazlasinda bir kirmizi-yesil sinyal flizyon ¢ifti ilebirlikte birbirinden ayr1 kirmizi ve
yesil sinyaller (aralarinda>1 sinyal ¢apinda mesafe olacak sekilde) veya tek kirmizi
sinyal goriildiginde ALK rearanjmani olarak degerlendirildi (32). FISH
degerlendirmesi calisma sorumlusu ve arastirmaci patologtarafindan Zeiss AX10
floresan mikroskobu kullanilarak immiinhistokimya sonuglar1 ile karsilastirilarak

yapildu.
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Ki67 proliferasyon indeksi; tiimor hiicrelerinin  niikleusunda graniiler
boyanma <%S5: -, %6-25: +, %26-50:++ ve >%50:+++ olarak gruplandi (9).

Triple negatif meme kanserlerindeki ALK durumu immiinhistokimyasal
yontem ve FISH yontemi ile tayin edilerek bu iki ydntem arasindaki
uyum/uyumsuzluk tespit edildi ve ALK sonucunun bir proliferasyon antijeni olan
Ki67 ile iligkisi saptandi.

Ayrica arastirma sonucunda elde edilen verilerin; hastanin yasi, timdoriin
histolojik tipi ve histolojik grade’i gibi klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

saptandi.
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IV.BULGULAR

Calisma, Ocak 2014-Aralik 2016 tarihleri arasinda Saglik Bilimleri
Universitesi Okmeydan: Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Béliimii’ndetriple
negatif meme kanseri olarak belirlenmis toplam 70 olgu ile gergeklestirilmistir.

Olgularin yaslar1 27 ile 78 arasinda degismekte olup, ortalama 50,84+12,32 yildir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimlari

Yas (yil) Min-Mak (Medyan) 27-78 (49)
Ort+Ss 50.84+12.32
Tiimériin histolojik tipi; n (%) invaziv duktal karsinom, NOS 62 (88.6)
Adenoid Kistik karsinom 2(2.9)
invaziv solid papiller karsinom 2(2.9)
Mediiler ozellikli karsinom 1(1.4)
Invaziv miisinz karsinom 1(1.4)
Invaziv mikropapiller karsinom 1(1.4)
invaziv papiller karsinom 1(1.4)
Tiimoriin histolojik grade’i; n (%) Grade 1 3(4.3)
Grade 2 35 (50.0)
Grade 3 32 (45.7)
Ki67 indeksi (%) Min-Mak (Medyan) 2-95 (40)
Ort+Ss 50.29+£31.38
<%S5 5(7.1)
%6-25 17 (24.3)
%026-50 17 (24.3)
>9%050 31 (44.3)
ALK THK sonucu; n (%) Negatif 70 (100)
Pozitif 0(0)
ALK FISH sonucu (%) Min-Mak (Medyan) 0-44 (0)
Ort+Ss 4.63+9.15
Negatif 59 (84.3)
Pozitif 11 (15.7)

(ALK: Anaplastik Lenfoma Kinaz, IHK: Immiinhistokimya, FISH: Fléresan In Situ Hibridizasyon)
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Tiimoriin histolojik tipleri incelendiginde; %88,6 (n=62) oraninda invaziv
duktal karsinom, NOS; %2,9 (n=2) oraninda adenoid kistik karsinom; %2,9 (n=2)
oraninda invaziv solid papiller karsinom; %1,4 (n=1) oraninda mediiller 6zellikli
karsinom; %1,4 (n=1) oraninda invaziv miisindz karsinom; %]1,4 (n=1) oraninda
invaziv mikropapiller karsinom ve %1,4 (n=1) oraninda invaziv papiller karsinom

saptanmigtir (Sekil 4.1).

Timoriin Histolojik Tipi

Invaziv papiller karsinom 14
Invaziv mikropapiller karsiném 1,4
Invaziv miisindz karsinom 1,4
Mediiler 6zellikli karsinom 1,4
Invaziv solid papiller karsinom 2,9
Adenoid kistik karsinom 2,9
Invaziv duktal karsinom, NOS 88,6
0 20 40 60 80 100
Oran (%)

Sekil4.1: Tiimdriin histolojik tiplerinin dagilimlari

Tlimor, olgularin %4,3’tinde (n=3) grade 1, %50,0’sinde (n=35) grade 2 ve
%45,7’sinde (n=32) grade 3 seklindedir. Bu ¢aligsmadaki farkl histolojik tip ve farkli
histolojik grade’lere sahip bazi olgulara ait HE kesitler Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Ki67 proliferasyon indeksleri; tiimor hiicrelerinin niikleusunda graniiler
boyanma = <%5: -, %6-25: +, %26-50:++ ve >%50:+++ olarak gruplandi. Ki67
indeksleri %2 ile %95 arasinda degismekte olup ortalama %50,29+31,38dir.
Olgularin %7,1’inde (n=5) %5 ve altinda, %?24,3’linde (n=17) %6-25 arasinda,
%24,3tinde (n=17) %?26-50 arasinda ve %44,3’iinde (n=31) %50’den daha
yiiksektir. Bu calismadaki farkli Ki67 indekslerine sahip bazi olgulara ait Ki67

immiinhistokimyasal analiz sonuglar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Tiimoérlerin farkl histolojik tipleri
ve histolojik gradelerine ait HE Kkesitler: A)
Invaziv duktal karsinom, NOS, grade 1 (HE,
x100); B) Adenoid kistik karsinom, grade 2
(HE, x200); C) Mediiller ozellikli karsinom,
grade 3 (HE, x200); D) Invaziv mikropapiller
karsinom, grade 2 (HE, x200); E) invaziv
miisindz karsinom, grade 2 (HE, x200); F)
Invaziv solid papiller karsinom, grade 2 (HE,
x100); G)invaziv papiller karsinom, grade 2
(HE, x100).



Sekil 4.3: Tiimorlerin farkli Ki67 indekslerine ait Ki67 immiinhistokimyasal analiz

sonuglari: A) %3, (-); B) %25, (+); C) %40, (++); D) %85, (+++)

Tiim olgularin ALK immiinhistokimya sonucu negatif bulunmustur.

ALK FISH sonuglart %0 ile %44 arasinda degismekte olup ortalama
%4,63+£9,15°tir. Olgularin  %84,3’liniin (n=59) ALK FISH sonucu negatif,
%15,7’sinin (n=11) ise pozitiftir (Tablo4.2).
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Tablo 4.2: ALK FISH Sonucuna Gére Tanimlayict Ozelliklerin Degerlendirilmesi

ALK FISH (+) ALK FISH ()

(n=11) (n=59)
Yas (y1l) Min-Mak 37-74 (51) 27-78 (49) 30.859
(Medyan)
Ort+Ss 51.45+10.39 50.73+£12.72
Histolojik Grade; Grade1l 1(9.1) 2(3.4) ©0.428
n (%) Grade 2 6 (54.5) 29 (49.2)
Grade 3 4 (36.4) 28 (47.4)
Ki67 indeksi (%)  Min-Mak 15-95 (40) 2-95 (40) v0.477
(Medyan)
Ort£Ss 55.00+£32.71 49.41+31.34
<%5 0(0) 5 (8.5) °0.764
%6-25 4 (36.4) 13 (22.0)
%26-50 2(18.2) 15 (25.4)
>0650 5 (45.4) 26 (44.1)
aStudent-t Test ®Mann Whitney U Test °Fisher Freeman Halton Test

Yas ortalamasi, ALK FISH pozitif grupta 51,45+10,39 yil; ALK FISH negatif
grupta 50,73+12,72 yildir. ALK FISH sonucuna gore yas ortalamalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

ALK FISH sonucu, tiimoriin histolojik grade’ine gore istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).

Ki67 indeksi, ALK FISH pozitif grupta ortalama %55,00+32,71; ALK FISH
negatif grupta ortalama %49,41+31,34’tiir. ALK FISH sonucuna gore Ki67 yiizdeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

ALK FISH sonucu, Ki67 smiflarina gore istatistiksel olarak anlaml farklilik
gostermemektedir (p>0,05).

Bu calismadaki bazi olgulara ait ALK immiinhistokimya ve FISH analizi
sonuclarina ait 6rnekler Sekil 4.4.a, Sekil 4.4.b ve Sekil 4.4.c’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4.a: Tiimoriin immiinhistokimya ve FISH analizi sonuglarina ait 6rnek: A, B,
C) FISH sonucu %24, (+); D) immunhistokimya sonucu (-)
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Sekil 4.4.b: Tiimoriin immﬁnhistoki.mya ve FISH analizi sonuclarina ait 6rnek: A, B,
C, D, E) FISH sonucu %44, (+); F) Immunhistokimya sonucu (-)



Sekil 4.4.c: Timoriin immiinhistokimya ve FISH analizi sonuglarina ait ornek: A)
FISH sonucu %0, (-); B) immunhistokimya sonucu (-)

Istatistiksel Incelemeler

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi1 kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans,

Oran, Minimum, Maksimum) yanisira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda normal
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dagilim gosteren parametrelerin iki grup karsilagtirmalarinda Student t Test, normal
dagilim géstermeyen parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda ise Mann Whitney
U testi kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Fisher-Freeman-Halton

testi kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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V.TARTISMA

Meme kanseri; morfolojik 6zellikleri, molekiiler profilleri, tedaviye yanit ve
klinik gidis acisindan heterojen bir grup hastaliktir. Diinya c¢apinda yillik 1
milyondan fazla olgu ile en yaygin malign timordiir ve tedavi protokollerindeki
gelismeler ve yeni tedavilerin eklenmesine ragmen kadinlarda karsinoma baglh
Oliimlerin baslica nedenidir (1).

Tiim meme kanserlerinin yaklagik olarak %15’ini olusturan triple negatif
meme kanserleri; ostrojen reseptorii (ER) ve progesterone reseptorii (PR) ekspresyon
kaybi olan ve human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gen amplifikasyonu
bulunmayan tiimorler olarak tanimlanir ve bu nedenle triple negatif meme kanseri
olan kadmlar endokrin tedaviden ve trastuzumab tedavisinden faydalanamazlar.
Gilincel olarak uygulanabilen tek sistemik tedavi seg¢enegi kemoterapidir. Bu
hastalardaki artmis hastalik progresyon riskini azaltmak icin, daha az toksik olan ve
bu hasta popiilasyonunu hedef alan daha iyi tedavi segeneklerine ihtiyag vardir (2).

Bilinen hormonal ve molekiiler hedefe yonelik tedavilerden faydalanamayan,
triple negatif meme kanseri olan hastalarin, alternatif bir tedavi se¢enegi olarak anti-
ALK tedavisine (crizotinib, vb.) aday olabileceklerini gostermek ve bu baglamda
literatiire katki saglamak amaclanmistir.

Meme kanserinin molekiiler heterojen bir alt tipi olan triple negatif meme
kanserinin, agresif bir klinik seyiri vardir ve tedavi i¢in tanimlanmis bir molekiiler
hedefi bulunmamaktadir (3). Neoadjuvan kemotrapiye klinik yanit orani yiiksek olsa
da, triple negatif meme kanseri olan hastalar diger meme kanseri subtiplerine kiyasla
artmis rekilirrens orani ve kotii prognoza sahiptir. Metastatik triple negatif meme
kanseri olan kadmlarin 5 yillik sag kalim oranlari1 %30’dan azdir ve tedavinin ana
dayanak noktasi olan kemoterapiye ragmen hastalarin tamamina yakini hastalik
nedeniyle oliir (4). Triple negatif meme kanseri tedavisini gelistirecek ve sag kalimi
arttiracak, daha az toksik olan yeni hedefe yonelik tedavilerin tanimlanmasina ihtiyag
vardir (5).

Tirozin kinaz reseptorleri hiicre proliferasyonunun kontroliinde, hiicre sag
kaliminda ve normal hiicre diferansiasyonunda kritik role sahiptir. Bir transmembran

tirozin kinaz reseptOrii olan anaplastik lenfoma kinaz (ALK) kromozom 2p23
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tizerinde yer alir ve insiilin reseptor siiperailesinin bir tiyesidir (6). ALK’ nin, ilk
olarak bir grup anaplastik biiylik hiicreli lenfoma (ALCL) hastalarinda fiizyon
partneri olarak niikleoplazmin ile kromozomal rearanjmani (NPM-ALK), t(2;5)
(p23,935) tanimlanmustir (28). Fiizyon sonucu olusan kimerik proten (p80) ALK
tirozin kinazi esas olarak aktive eder (1). Bu ¢alismada da ALK overekpresyonunun
klinik 6nemi ve sikligi hakkinda daha fazla bilgiye sahip olabilmek igin
immiinhistokimyasal yontemle ekspresyonu arastirilan protein p80 (ALK)’dir. Bizim
calismamizda tiim olgularin ALK immiinhistokimya sonucu negatif bulunmustur.

Immiinhistokimyasal inceleme, ALK overekspresyonunu saptamak amaciyla
kullanilan yontemdir. Noral dokular harig, normal eriskin dokularinda ALK
ekspresyonu goriilmez. Bu nedenle bu proteinin ekpresyonu genetik degisiklikler
zemininde artmis ekspresyon gosteren vakalari ayirt etmemizi saglar. Giiniimiize
kadar yapilmig ¢aligmalarda, ALK tayininde kullanilan antikorlar oldukc¢a cesitli
sonuglar sergiler (33). Ornegin, ALCL’de ALK proteini tayininde kullanilan
antikorlar (6rn.klon 5A4), translokasyon i¢geren NSCLC’de iyi sonuglar vermez. Bu
caligmada da immiinhistokimyasal yontemle tiim vakalarin negatif sonug¢ vermesini
kullanilan antikor klonunun bu 6zelligi agiklamaktadir. Ciinkii bu hastalikta ALK
ekspresyonu daha diigiiktiir. Rodig ve ark. tarafindan akciger adenokarsinomlarinda
yapilan bir ¢aligmada vakalarin %95’inde FISH ile ALK rearanjmani saptanirken,
immiinhistokimyasal yontemde tiramid amplifikasyonu ile %80, tiramid
amplifikasyonu olmadan %40 oraninda pozitiflik saptanmistir (34). ALK
rearanjmant gosteren akciger adenokarsinomlarinda immiinhistokimyasal yontemle
ALK tayininde 3 antikoru kiyaslayan bir ¢alismada yeni bir tavsan monoklonal
antikorunun (klon D5F3) miikemmel sensitivite (%100) ve spesifite (%99) gosterdigi
bulunmustur (35). Bu antikorun EML4-ALK rearanjmani gosteren tiimorlerde
immiinhistokimya ve FISH yontemleri arasinda %100 korelasyon gosterdigi
distintilmektedir (33). Triple negatif meme kanserlerindeki ALK flizyonunu
saptamada immiinhistokimyasal yontemde rutin kullanilacak antikorun 6zelliklerini
belirleyebilmek icin yeni ve kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Siraj ve ark.’nmin (2015) 972 meme kanseri olgusunda yapmis oldugu
calismada, ALK overekspresyonu tiim vakalarin %36’sinda, lobiiler subtiplerin ise

%17.5’inde  saptanmistir. Triple negatif meme kanserlerinde ise ALK
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overekpresyonu %47 (69/147) olarak saptanmis olup (p=0.0034) non-triple negatif
meme kanserlerine kiyasla belirgin bir farklilik gostermistir. Bu sonuglara gére ALK
sinyal yolagmin triple negatif meme kanserlerinde daha sik gozlenebildigi
distiniilmiistiir. Triple negatif meme kanserleri molekiiler bir hedefin yoklugu
nedeniyle daha kotii bir prognoza sahip oldugundan ALK overekspresyonun
muhtemel bir tedavi hedefi olabilecegi diislinlilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada ALK
overekspresyonu, diferansiasyonu kotii (p=0.0039) ve Ki67 proliferasyon indeksi
yiiksek (p<0.0001) tiimorlerle iligkili bulunmustur. FISH yontemi ile ALK gen
amplifikasyonu  %11.3 (16/141) olarak bulunmus olup EML4-ALK flizyonu
izlenmemistir. Bu calismada immiinhistokimyasal yontemle primer ALK antikoru
(klon D5F3) ve FISH yontemiyle BAC clone probu/CEP2 sentromerik probu ve
break apart prob (Vysis) kullanilmistir. ALK protein overekspresyonu ALK gen
amplifikasyonu ile belirgin iliskili bulunmustur (p=0.0031). Ancak ALK protein
ekspresyonu gen amplifikasyonu ile karsilastirildiginda baskinlik gostermektedir. Bu
farkliligin ALK ekpresyonundaki diger yolaklara bagli oldugu diisiiniilebilir. Diger
bir sebep ALK overekspresyonuna neden olabilecek diger translokasyon fiizyon
partnerleridir (1). Bu ¢alismaya benzer sekilde Mehrjardi ve ark.’nin (2013) 100
meme kanserinde yapmis oldugu calismada ALK overekspresyonu %47 olarak
bulunmustur (36).

Sachdev ve ark.’nin (2013) 81 triple negatif meme kanserli hastada yaptiklar
calismada ALK ekspresyonunu %17 (14/81) olarak saptamiglardir. Bu calismada
ALK ekspresyonunu saptamada qRT-PCR yontemi kullanilmistir. 15 vakaya
uygulanan ALK break apart FISH probunun (Abott Molecular) kullanildigt FISH
yonteminde pozitiflik saptanmamistir (3).

Grob ve ark.’nin (2012) 65 triple negatif meme kanseri olan hastada hedefe
yonelik tedavi icin EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlarint ve EGFR gen kopya
degisiklikleri ile EML4-ALK flizyonunu arastirdiklar1 ¢alismada ALK rearanjmani
saptanmamistir. Bu calismada ALK gen rearanjmanini saptamada Vysis LSI ALK
Dual Color Break Apart Rearanjman FISH Probu (Abbott Molecular) kullanilmistir

).
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Lin ve ark. (2009) meme, kolorektal ve kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinomlarinda EML4-ALK flizyonu arastirdiklar1 bir ¢alismada 209 meme kanseri
olgusunun 5’inde (%2.5) EMLA4-ALK fiizyonu dokiimante etmislerdir (37).

Bizim galismamizda ALK gen rearanjmanini belirlemek i¢in ise break apart
FISH probu ile FISH yontemi kullanilmistir ve vakalarin %15’inde (11/70) ALK
rearanjmant tespit edilmistir.

Bu c¢alismalarin sonuglarimin arasindaki farkliliklarin  gergek nedeni
bilinmemekle birlikte farkli etnik popiilasyonlarda yapilmis olmalar1 muhtemel bir
neden olarak diigiiniilebilir. Bu baglamda farkliliklarin nedenine yonelik standardize
edilmis bir immiinhistokimyasal antikor ve FISH probu kullanilarak ve yine
standardize edilmis bir degerlendirme kriterleri belirlenerek yapilacak kapsamli
calismalara ihtiya¢ vardir.

ALK gen rearanjmani akciger adenokarsinomlarinin yaklasik %5’inde
goriiliir, ALK overekspresyonuna neden olur ve hedefe yonelik inhibitér olan
crizotinib’e yanittan sorumludur. Cogu vakada ALK EMLA4 ile flizyon yapar.
Kromozom 2 inversiyonlarini ve diger ALK flizyonlarin1 saptamada kullanilan FISH
yontemi ALK rearanjmani bulunan akciger adenokarsinomlarmin tanisinda giincel
standart yontemdir ve FDA onayli ALK inhibitorii crizotinib kullanimi igin
gereklidir. Ancak pahali ve zaman alicidir ve 6zel floresan mikroskop ekipmanlarina
ve degerlendirme yapacak uzmanlara ihtiya¢ vardir. EML4-ALK flizyonu ALK’ ’nin
transkripsiyonel upregiilasyonu ve protein ekspresyonu ile sonuglanir. Sholl ve
ark.’nin (2013) 830 akciger adenokarsinomu vakasinda yaptig1 ¢alismada vakalarin
tamamima ALK dual color break-apart rearanjman probu (Abott Molecular)
kullanilarak FISH yontemi uygulanmistir ve 25’inde (%3) ALK rearanjmani
saptanmigtir. Bu vakalardan 186’sina (15’1 FISH (+), 161’1 FISH (-), 10’u FISH
(belirsiz)) immiinhistokimyasal yontemle ALK klon 5A4 uygulanmistir ve vakalarin
13’tinde ALK protein ekspresyonu saptanmistir. Bu calismanin sonuclarina gore
ALK tayininde FISH yonteminin 06zgiinligi %98.5 olup immiinhistokimyasal
yontemin 6zglinligli %93 olarak saptanmigtir. ALK tayininde immiinhistokimya ve
FISH yontemlerinin birlikte kullanilmasinin optimal yontem oldugu gosterilmistir.
Akciger adenokarsinomlarinda ALK tayininde kullanilacak immiinhistokimyasal,

molekiiler ve sitogenetik testler i¢in bir algoritma onerilmistir (Sekil 5.1) (8).
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EGFR, KRAS ve ALK Testleri

Timor oraninin dokiimantasyonu i¢in HE

ALK immiinhistokimya kesitlerini gdzden gegir

NEGATIF POZITIF
Molekiiler ¢calismaya Klinisyeni bilgilendir, EGFR Analizi
devam et FISH ile konfirme et
NEGATIF POZITIF
Molekiiler teste devam et Testi sonlandir
|
KRASS Analizi
NEGATIF POZITIF
Molekiiler teste devam et Testi sonlandir

Kapsamli EGFR ve KRAS dizi

ALK FISH analizi

Sekil 5.1: Akciger adenokarsinomlarinda ALK tayininde kullanilacak

immiinhistokimyasal, molekiiler ve sitogenetik testler i¢in algoritma

Bizim ¢alismamizin sonuglarina gore; ALK gen rearanjmani triple negatif
meme kanserlerinde %15 oraninda saptanmistir. Bu nedenle ALK gen rearanjmani
tasiyan triple negatif meme Kkanserli hastalarin anti-ALK tedavisine aday
olabileceklerini ve bu hastalarda ALK tayini yapilarak anti-ALK tedavisine uygun
hastalarin se¢ilmesi gerektigini diisiiniiyoruz. Hedefe yonelik tedaviye aday
olabilecek hastalarin se¢iminde kullanilmak iizere akciger adenokarsinomlarinda
Onerilen algoritmaya benzer sekilde patologlar1 ve klinisyenleri yonlendirebilecek
yaklasimlarin belirlenebilmesi i¢in multidisipliner goriislere ve ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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ALK tayininde uygun immiinhistokimyasal antikor klonunu belirleyerek
boyanmanin siddeti ve yogunluguyla ilgili standardizasyonun yapilmast ve bir
algoritma belirlenmesi gerekmektedir. ALK tayininde FISH yontemi ile
immiinhistokimyasal yontemin bir arada kullanilmasinin optimum yontem oldugunu
diisiinliyoruz. Bu baglamda genis hasta gruplartyla yapilacak yeni ve kapsamli
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Triple negatif meme kanserleri oldukca invaziv, kotii prognozlu, endokrin
tedaviye yanitsiz ve belirli organ metastazlar1 sergileyen tiimorlerdir. Giinlimiize
kadar spesifik bir hedefe yonelik tedavi gelistirilememistir ve dolayisiyla bu tiimorler
tizerine odaklanan ¢ok sayida calisma vardir. Bu calismalardan biri de Li ve ark.
(2014) tarafindan 24 triple negatif meme kanseri ve 178 non-triple negatif meme
kanserinde Ki67 ekpresyonunun arastirildigi calismadir. Ki67, proliferatif hiicrelerde
saptanan bir niikleer antijendir. Ki67 immiinboyanmasi hiicre siklusu ile ilskilidir.
Gl, S, G2 ve M fazlarinda eksprese olurken, GO fazinda eksprese olmaz. Ki67,
meme kanserlerinde neoadjuvan tedavi sonrasi remisyon agisindan bir prediktif
faktordiir. Neoadjuvan kemoterapiyi takiben artmis Ki67 diizeyi kotii prognoz
gostergesidir. Bu c¢aligmada Ki67 overekspresyonunun triple negatif meme
kanserlerinde kotii prognoz agisindan bir belirleyici olabilecegi vurgulanmistir (9).

Bir proliferasyon markirt olan Ki67’nin erken meme kanserinde bagimsiz bir
prognostik ve prediktif faktor oldugu kanitlanmistir (38). Ki67 ekspresyonu yiiksek
olan tiimorlerin kemoterapiye yanitinin daha iyi oldugu fakat kotii prognozla iligkili
oldugu gosterilmistir (39). Bu fenomendiisiik sag kalim oranlari ve neoadjuvan
kemoterapiye yaniti daha yiiksek olan triple negatif meme karsinomlarindaki
paradoksla benzerdir (40).

Bizim c¢aligmamizda triple negatif meme kanserlerinde, bagimsiz bir
prognostik ve prediktif degeri bulunan, bir proliferasyon antijeni olan Ki67 ile ALK
durumu iligkisi saptanmaya c¢alisilmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamistir. Benzer sekilde ALK durumu ile hasta yasi, tiimoriin histolojik tipi
ve histolojik grade’i arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir sonuca
ulagilamamistir. Bu durumun vaka sayisinin kisithilig: ile iliskili oldugunu ve daha

genis serilerde yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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VI. SONUCLAR

Bu c¢alismada triple negatif meme Kkanserlerinde ALK durumunun
immiinhistokimyasal ve floresan in situ hibridizasyon yontemleri ile tayin edilerek
bu iki yontemin karsilastirilmast ve Ki67 indeksi ile iligkisinin saptanmasi
amagclanmustir.

Calismamizin sonuglarma gore; ALK gen rearanjmani triple negatif meme
kanserlerinde %15 oraninda saptanmistir. Bu nedenle ALK gen rearanjmani tagiyan
triple negatif meme kanserli hastalarin anti-ALK tedavisine aday olabileceklerini ve
bu hastalarda ALK tayini yapilarak anti-ALK tedavisine uygun hastalarin se¢ilmesi
gerektigini diisiiniiyoruz.

Bizim c¢alismamizda higbir vakada immiinhistokimyasal yontemle ALK
pozitifligi saptanmamistir. ALCL’de ALK proteini tayininde kullanilan antikorlar
(6rn.klon 5A4), translokasyon iceren NSCLC’de iyi sonuclar vermez. Bu calismada
da immiinhistokimyasal yontemle tiim vakalarin negatif sonu¢ vermesini kullanilan
antikor klonunun bu &zelligi agiklamaktadir. Triple negatif meme kanserlerindeki
ALK degisimlerini saptamada immiinhistokimyasal yontemde rutin kullanilacak
antikorun o6zelliklerini belirleyebilmek i¢in yeni ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Bizim c¢aligmamizda triple negatif meme kanserlerinde, bagimsiz bir
prognostik ve prediktif degeri bulunan, bir proliferasyon antijeni olan Ki67 ile ALK
durumu iliskisi saptanmaya ¢alisilmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Benzer sekilde ALK durumu ile hasta yasi, timériin histolojik tipi ve
histolojik grade’i arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulasilamamustir.
Bu durumun vaka sayisinin kisitliligr ile iliskili oldugunu ve daha genis serilerde

yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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EK 1. ETIK KURUL ONAY BELGESI

T.C.
SAGLIK BAKANLIGI
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Istanbul ili Beyoglu Blgesi Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi
Okmeydani Egitim ve Arastirma Hastanesi

Dog. Dr. Selver GZEKINCI
Patoloji Klinigi

Kliniginizde yiiriitmeyi planladiginiz ‘Triple Negatif Meme Kanserlerinde Alk Durumunun
immiinhistokimyasal ve Floresan in Situ Hibridizasyon Yontemleri ile Tayin Edilerek bu iki
Yontemin Karsilastinimasi ve Ki-67 indeksi ile iliskisinin Saptanmas’ isimli ¢alismaniz
Okmeydan! Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 19.04.2016
tarihli toplantisinda alinan 452 sayil kararina gére etik agidan uygun gorilmistir.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

Ek: Etik Kurul Karar Formu
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EK 2. HASTALARIN OZELLIKLERI VE YAPILAN ANALIZLERIN
SONUCLARI

Hasta Hasta | Tumorun histolojik tipi Timérin | Ki67 indeksi | ALK IHK | ALK FISH
no yasl histolojik | (-/+/++/+++) | sonucu | sonucu
grade’i (%) (-/+) (-/+) /(%)

1 55 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %85 - -/ %0
2 45 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %20 - -/ %0
3 75 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %70 - -/ %0
4 47 | invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %20 - -/ %0
5 45 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ [ %95 - -/ %0
6 40 | invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %85 - -/ %0
7 44 | invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %75 - -/ %0
8 52 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %90 - -/ %0
9 53 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++/ %40 - +/ %20
10 38 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++/ %40 - -/ %0
11 33 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %90 - -/ %0
12 39 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++/ %50 - -/ %0
13 49 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %90 - -/ %0
14 46 Meddller 6zellikli karsinom 3 ++/ %35 - -/ %0
15 33 invaziv duktal karsinom, NOS 2 -/ %5 - -/ %0
16 52 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %20 - -/ %0
17 78 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %80 - -/ %0
18 37 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ [ %95 - +/ %24
19 46 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++/ %35 - -/ %0
20 41 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++ /%30 - -/ %0
21 68 invaziv duktal karsinom, NOS 2 -/ %5 - -/ %0
22 43 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %90 - -/ %2
23 73 invaziv duktal karsinom, NOS 2 -/ %5 - -/ %2
24 47 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %80 - +/ %28
25 69 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++/ %90 - -/ %0
26 39 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++/ %90 - -/ %4
27 42 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %95 - +/ %16
28 66 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++ /%30 - -/ %0
29 70 invaziv duktal karsinom, NOS 2 -/ %2 - -/ %0
30 42 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %15 - -/ %6
31 51 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++ / %50 - -/ %0
32 63 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %60 - -/ %0
33 53 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %80 - -/ %10
34 40 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %70 - -/ %0
35 65 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %85 - -/ %0
36 54 Adenoid kistik karsinom 2 +/ %20 - -/ %0
37 32 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %80 - -/ %0
38 51 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %85 - +/ %44
39 66 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++/ %35 - -/ %0
40 51 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %10 - -/ %0
41 45 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %15 - +/ %20
42 43 Adenoid kistik karsinom 2 +/ %20 - -/ %0
43 31 invaziv misindz karsinom 2 +/ %10 - -/ %0
44 60 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %20 - +/ %24
45 49 | invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++ / %40 - -/ %6
46 34 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %95 - -/ %0
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47 57 | invaziv mikropapiller 2 +/ %25 -/ %0
karsinom
48 53 invaziv duktal karsinom, NOS 1 -/ %5 -/ %0
49 34 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++/ %40 -/ %0
50 48 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %75 -/ %0
51 58 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %25 +/ %18
52 47 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %90 -/ %0
53 68 invaziv solid papiller karsinom 2 +/ %10 -/ %0
54 43 invaziv duktal karsinom, NOS 1 ++/ %40 +/ %16
55 55 invaziv duktal karsinom, NOS 1 ++/ %35 -/ %10
56 56 invaziv papiller karsinom 2 +++ / %60 -/ %0
57 66 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++/ %30 -/ %4
58 65 | invaziv duktal karsinom, NOS 2 +/ %10 -/ %0
59 27 | invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %95 -/ %0
60 54 | invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %60 -/ %0
61 74 invaziv solid papiller karsinom 2 +/ %25 +/ %24
62 32 invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %75 -/ %8
63 56 | invaziv duktal karsinom, NOS 2 +++ / %85 +/ %26
64 43 invaziv duktal karsinom, NOS 2 ++ / %35 -/ %12
65 45 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +/ %8 -/ %0
66 45 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %80 -/ %0
67 68 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +++ / %80 -/ %0
68 70 invaziv duktal karsinom, NOS 3 +/ %25 -/ %0
69 56 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++/ %50 -/ %0
70 44 invaziv duktal karsinom, NOS 3 ++/ %30 -/ %0
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