T.C.
DICLE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi PATOLOJi ANABILiM DALI

MEME TUMORLERINDE IDO1 VE TDO2
EKSPRESYONUNUN IMMUNOHISTOKIMYA
VE REAL-TIME PCR YONTEMLERI iLE
ARASTIRILMASI

DR. GULDEN YILDIZ
TIPTA UZMANLIK TEZi

DIYARBAKIR - 2021






T.C.
DICLE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI PATOLOJI ANABILIM DALI

MEME TUMORLERINDE IDO1 VE TDO2
EKSPRESYONUNUN IMMUNOHISTOKIMYA
VE REAL-TIME PCR YONTEMLERI iLE
ARASTIRILMASI

Dr. GULDEN YILDIZ
TIPTA UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. HUSEYIN BUYUKBAYRAM

DIYARBAKIR - 2021



ON SOZ

Asistanlik egitimim siiresince yardim ve desteklerini esirgemeyen, bilimsel ve
mesleki deneyimleri basta olmak iizere her konuda yol gdésterici olan basta tez
danisman hocam Prof. Dr. Hiiseyin BUYUKBAYRAM, diger hocalarim, Prof.
Dr. Selver OZSENER OZEKINCI, Dog. Dr. Ulas ALABALIK, Dr. Ogr. Uyesi
Aysenur KELES, Dr. Ogr. Uyesi Giilay AYDOGDU, Dr. Ogr. Uyesi Dr. Ibrahim
IBILOGLU’na Dr. Ogr. Uyesi Engin Deniz YILMAZ’a,

[statistiksel degerlendirmede yardimci olan Dr. Ogr. Uyesi Ismail YILDIZ a,

Beraber c¢alismaktan ve tanigmaktan mutluluk duydugum arkadaslarim Uz. Dr.
Arif HAMIDI, Uz. Dr. Berat SOYLU, Uz. Dr. Fatma Sule KUTLAR DURSUN,
Uz. Dr. Mustafa NACIR, Ars, Goér. Dr. Medine DICLELI, Ars. Gor. Dr. Hatice
SERTAKAN, Ars. Gor. Dr. Ozge YAMAN COSKUN, Ars. Gor. Dr. Tuggem
BOLOVA’ya,

Calismamin kesit alma islemi, immiinohistokimya ve DNA izolasyon
asamalarinda yardimci olan arkadaslarim teknisyen Neval TANIS OZDEMIR,
Serdar LACIN, Abdiirrahim GUNDUZ, Mesut KURTAY, Ali KARAL, biyolog
Osman AKAMAN, biyolog Ali DEMIR ve kimyager Vedat YILDIRIM olmak

tizere boliimiimiizde ¢alisan tiim arkadaslarima,

Bu tezin hazirlanmasinda maddi destek saglayan “Dicle Universitesi Bilimsel

Arastirma Proje Koordinatorliigii (DUBAP) ne (TIP.20.015 no’lu proje),

Bugiinlere gelmemde biiyiik katkilari olan, destegini higbir zaman esirgemeyen,
her zaman yanimda hissettigim annem, varligiyla her zaman bana gii¢ veren,
hayatima 151k tutan hocam Siida TEKIN, huzur kaynagim biricik oglum Rosan’a

ve tiim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Mayis-2021 GULDEN YILDIZ



OZET

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin olan ve akciger kanserinden
sonra en sik 6liim nedeni olan kanserdir. Tiim kadin kanserlerinin %24 {inii ve

kanser kaynakli 6liimlerin %14 iinii olusturmaktadir.

Kynurenin yolu, triptofanin parcalanmasi ve toksik Kynurenin metabolitleri
tiretilmesi yoluyla birgok hastalikla yakindan iliskili 6nemli bir metabolik yoldur.
Indoleamin-2,3-dioksijenaz (IDO1) ve triptofan-2,3-dioksijenaz (TDO, TDO2
olarak da bilinir), Kynurenin yolunun ilk adiminda yer alan iki ana enzimdir. IDO
eksprese eden hiicrelerin, tiimoér kaynakli antijenlere karsi bir immiinolojik
tepkisizlik durumu yarattigi diisiiniilmektedir. Immiin sistemden kacis
mekanizmalarinin bir pargasi olarak, ¢cok sayida kanser hiicresi tiirti, tercihen IDO1
veya TDO2'yi ve baz1 durumlarda her ikisini de gelisi giizel bir sekilde eksprese

eder.

Bu c¢alismada meme  kanserlerinde IDO1 ve  TDO2’nin
immiinohistokimyasal ve Real-Time yontemiyle tespiti, ardindan IDO1 ve
TDO2’nin ER, PR, HER-2, Ki67 ekspresyonu, molekiiler siniflama, histolojik alt

tipler ve metastaz ile iliskisini arastirmak amaglanmistir.

Calismamiza Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD.’na Ocak 2010-
Aralik 2019 tarihleri arasinda gonderilen neoadjuvan tedavi almamis, 74’ii meme

karsinomu ve 14’ii normal meme dokusu iceren 88 olgu dahil edilmistir.

IDO1 immiinreaktivitesi ve gen ekspresyonu ile histolojik alt tipler arasinda
anlamli farklilik saptanmistir (p=0,005, p=0,009). TDO2 de histolojik alt tiplerle
ilgili iligki saptanmadi. IDO1 daha ¢ok tiimoérlii olgularda, TDO?2 ise hem tiimorlii
hem tiimorsiiz olgularda eksprese edilme egilimi gostermistir. IDO1 gen
ekspresyonu ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki izlenmistir. Ayrica
IDO1 gen ekspresyonu Luminal A ve Luminal B olgularina kiyasla HER2 pozitif
ve triple negatif olgularda daha yiiksek oranda izlenmistir Metastaz, ER, PR, HER2
ve Ki67 ile IDO1 ve TDO2 arasinda anlamli farklilik saptanmamistir. Yas,
histolojik alt tip, hormon reseptorii durumu ve molekiiler sinif ile TDO2 arasinda

anlaml iligki saptanmamastir.



IDO1’in tiimoér dokusunda anlamli artis1 ve yas, HER2 pozitif ve triple
negatif olgularda diger olgulara oranla yiiksek pozitiflik izlenmesi tedavi seciminde
IDOI1 inhibitorlerinin hedef hasta grubu i¢in uygun olabilecegini diisiinmekteyiz.
TDO2’nin hem tiimorlii dokuda hem de normal meme dokusunda eksprese
edilmesinden dolayr anlamli sonug izlemedik. TDO?2 i¢in herhangi bir yorumda

bulunmak i¢in ilave genis serili ¢galigmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme karsinomu, IDOI1, TDQO2, Real-Time PCR,
immiinohistokimya



ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer among women and the second
most common cause of death after lung cancer. It accounts for 24% of all female

cancers and 14% of cancer-derived deaths.

The Kynurenine pathway is an important metabolic pathway that is closely
related to many diseases through the breakdown of tryptophan and the production
of toxic Kynurenine metabolites. Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO1) and
tryptophan-2,3-dioxygenase (also known as TDO, TDO2) are the two main
enzymes involved in the first step of the Kynurenine pathway. It is thought that cells
expressing IDO create a state of immunological unresponsiveness to tumor-derived
antigens. As part of the immune escape mechanisms, a large number of cancer cell

types preferentially express IDO1 or TDO?2, and in some cases both, haphazardly.

It has been aimed to detect IDO1 and TDO2 by immunohistochemical and
Real-Time method in breast cancer, and then to investigate the relationship of IDO1
and TDO2 with ER, PR, HER-2, Ki67 expression, molecular classification,

histological subtypes and metastasis.

Our study included 88 cases, 74 with breast carcinoma and 14 with normal
breast tissue, who did not receive neoadjuvant treatment, that were sent to Dicle
University Faculty of Medicine, Department of Pathology between January 2010
and December 2019.

We examined IDO1 and TDO2 expressions by IHC and RT-PCR method.
A significant difference was found between histological subtypes with IDOI1
immunoreactivity and gene expression(p=0,005, p=0,009). IDOI1 tends to be
expressed mostly in cases with tumors and TDO?2 tends to be expressed in both
tumor and non-tumor cases. A statistically significant relationship was observed
between IDO1 gene expression and age. In addition, IDO1 gene expression was
observed at a higher rate in HER2 positive and triple negative cases compared to
Luminal A and Luminal B cases. It has been described no significant difference
between metastasis, ER, PR, HER2 and Ki67 and IDO1 and TDO2. There was no
significant relationship of TDO2 with age, histological subtype, hormone receptor

status and molecular class.



We think that IDOI1 inhibitors might be suitable for the target patient group
in the treatment selection of the significant increase in the tumor tissue of IDO and
the higher positivity in the age, HER2 positive and triple negative cases compared
to the other cases. Since TDO2 is expressed in both tumor tissue and normal breast
tissue, we did not observe a significant result. Additional large series studies are

needed to make any comments for TDO2.

Keywords:  Breast carcinoma, IDOI, TDQ2, Real-Time PCR,
immunohistochemistry
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cDNA: Komplementer deoksiribo niikleik asit
Ct: Cycle treshold

DCIS: Duktal karsinoma in situ

DNA: Deoksiribo niikleik asit

EGFR: Epidermal bliylime faktorii reseptorii
ER: Ostrojen reseptorii

EDTA: Ethane-1,2-diyldinitrilo tetraacetic acid
HER?2: Insan epitelyal biiyiime faktorii reseptorii
H&E: Hematoksilen & Eozin

S5-HT: 5- seratonin

IDO1: Indolamin 2,3- dioksijenaz 1

IHK: Immiinohistokimya

Kyn: Kynurenin

LCIS: Lobiiler karsinoma in situ

PR: Progesteron reseptori

RNA: Riboniikleik asit

RT-PCR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SS: Standart sapma

TDLU: Terminal duktal-lobuler iinite
TDO2: Triptofan 2,3 dioksijenaz
Trp: L- triptofan

DSO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda goriilen en sik malignitedir. Kanserden dliimlerde
akcigerden sonra ikinci sirada yer alir. Siklikla menapozdan sonra goriiliir. Ancak
her yas araliginda goriilebilir[1]. Cerrahi ile beraber radyoterapi, kemoterapi ve
hormonoterapi tedavi secenekleri bulunmaktadir[2]. Meme kanserinin tani ve
tedavisi gelismis olsa da, timor progresyonunu etkili bir sekilde kontrol etmek hala
bir sorundur. Cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi geleneksel tedavileri takiben

kanser immiinoterapisi, kanser hastalarinda umut verici sonuglar géstermistir[3].

Indolamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1), ve triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO2)
kynurenin mekanizmasinda, triptofan katabolizmasinin ilk ve hiz sinirlayici hiicre
ici bir enzimlerdir. Tiimdr, stromal, vaskiiler ve immiin hiicreler, 6zellikle antijen
sunan hiicreler gibi gesitli hiicrelerde bulunurlar. Ancak T hiicrelerinde eksprese
edilmezler. Triptofanin c¢ogu, IDO tarafindan katabolize edilir.[4] Triptofan
tilkenmesi ve kynurenin gibi immiinosupresif katabolitlerin birikmesi yoluyla

immiin baskilanmaya katkida bulunurlar[5]

Timor hiicrelerinin IDO1 ve TDO2 ekspresyonu bir dizi karsinomda
bildirilmistir. IDO1 immiin inhibitér yolunun blokaji, kanser immiinoterapisi
caginda ortaya ¢ikan onemli bir antikanser modalitesidir. Birka¢ IDO1 inhibitorii

su anda klinik gelistirme agsamasindadir[5].

Calismamizda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
tan1 alan meme karsinomlu olgularda immiinohistokimyasal ¢alisma ile IDO1 ve
TDO?2 protein ekspresyon durumu ve RT-PCR yontemi ile IDO1 ve TDO2 gen
ekspresyonu durumu degerlendirildi, hormon reseptor durumu, Ki67, molekiiler
simniflama ve metastaz ile varsa anlamh farkliliklar1 gosterildi. Boylece secilmis
olgularda hedefe yonelik tedaviyle kombine ya da tedavi etkinligini artirmaya

yardime1 yeni belirteglerin arastirilmasi amacglanmastir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Memenin Embriyolojik Gelisimi

Meme gelisimi, gebeligin besinci haftasinda, fetiisiin ventral yiizeyinde
ektoderm kalinlagmasi seklinde baslar. Siit ¢izgisi olarak da bilinen bu meme
cikintilar, aksilladan kasiklara kadar uzanir. Pektoral bolgedeki kiiglik bir alan
disinda, bu cikintilar fetiis gelismeye devam ettikge geriler. Siit ¢izgisinin diger
kisimlarimin gerilememesi, ektopik meme dokusunun veya aksesuar meme
uclarinin dogum sonrasi yasaminda ortaya ¢ikmasina neden olabilir; bu durum en

sik aksilla, inframammarian kivrim ve vulvada goriiliir[6, 7].

Meme gelisiminin en erken asamalar1 seks steroid hormonlarindan biiyiik
Olciide bagimsizdir. Gebeligin 15. haftasindan sonra, gelismekte olan meme,
oncelikle mezenkim {izerine etki eden testosterona gecici duyarlilik gosterir.
Mezenkim, meme bezinin geligsim bolgesi olan gogiis tomurcugunu olusturmak i¢in
gbgiis duvarindaki epitel sapinin etrafinda yogunlasir. Daha sonra mezenkim iginde
epitel siitunlar1 gelisir, meme loblar1 veya segmentleri olusur. Fetal papiller
dermisin boliimleri gelisen epitel kordonlarini sarar, meme kanallarni ve
lobiillerini ¢evreleyen vaskiilarize fibr6z bag dokusunu olusturur[8]. Kollajenden
zengin retikiiler dermis, meme parankimini cilde baglayan Cooper ligamentlerini
olusturmak i¢in memeye uzanir[9]. Mezenkim bdliimleri 20. ve 32. gebelik haftalari
arasinda kollajenéz stroma i¢inde yaga doniisiir. Gebeligin son 8 haftasinda,
epitelyal kordlar kanalize olur, dallanir ve mezenkimal parakrin etkinin bir sonucu

olarak lobuloalveolar yapilar olusur[8].

Gebeligin son birkag haftasi boyunca, fetal meme bezi maternal ve plasental
steroid hormonlarina yanit verir ve asiner hiicreler salgi aktivitesi gosterir. Dogum
sirasinda, anne ve plasental seks steroidlerinin geri ¢ekilmesi prolaktin salgisin
uyarir ve bu da kolostrumun salgilanmasini1 saglar[8, 10]. Bu durumda
yenidoganlarda, meme tomurcugunda elle hissedilebilir genigsleme goriiliir.
Maternal ve plasental seks steroid hormonlarinin ve prolaktin serum seviyeleri
yasamin ilk ayinda azaldikga, salgi aktivitesi sona erer, bez geriler ve inaktif hale

gelir. Ergenlige kadar temel lobiiler yapilar vardir, alveoller farklilagmaz. Fetal
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memede goriilebilen bir diger 6zellik ekstramediiller hematopoezdir ve bu 4 aylik

olana kadar periduktal stromada devam edebilir[8].

2.2. Memenin Anatomisi ve Histolojisi

Meme deri ve deri alt1 dokusuyla kaplidir ve fasiya ile ayrildig1 pektoralis
kasina dayanir[1]. Meme, gogiis 6n duvarinda yer alir ve midklavikiiler hatta ikinci
kaburgadan altinci kaburgaya kadar uzanir. Meme dokusu, sternumun yan
kenarindan 6n aksiller ¢izgiye yayilir ve siklikla Spence'in kuyrugu olarak koltuk
alt1 icine uzanir[11]. Memenin morfofonksiyonel birimi, topografik olarak loblar
halinde diizenlenmis ve iki ana bilesenden olusmaktadir. Bunlar terminal duktal-
lobiiler {inite (TDLU) ve biiyiik duktus sistemidir. TDLU, sirayla asiniden olusan

lobiil ve terminal duktustan olusur ve bezin salgi kismini temsil eder[1].

Normal meme epiteli, meme dokusu kiitlesinin sadece kiigiik bir kismini
olustursa da, memeyi etkileyen hastaliklarin ¢ogu bundan kaynaklanir. Epitel, her
biri ¢igekli bir agaca benzetilen dallanmis yapidan olusan 10 ila 15 segment
seklinde diizenlenmistir[12]. Lobiiller, duktuslara ve duktiillere akan g¢igekleri
temsil eder; bunlar sirayla meme basinin yiizeyine agilan toplayicit duktuslara
akarlar. Meme ucunun hemen altinda, kanallar laktifer6z siniislere dogru genisler.
Sistem boyunca epitel, bir i¢ epitel tabakasi ve bir dig miyoepitelyal tabaka olmak
tizere iki tabakalidir. Bu ¢ift hiicre tabakasinin degerlendirilmesi, iyi huylu ve kotii

huylu lezyonlar arasindaki ayrimin ana kilavuzlarindan biridir[12, 13].

Kadin memesindeki degisimler, iireme yillarinda ok dinamiktir. Ostrojen,
progesteron ve prolaktin gibi hormonlarin etkisi altinda kanallarin daha fazla
dallanmas1 ve lobiil olusumu meydana gelir. Tipki her menstrual dongilide
endometriyum biiyliylip gerilemesi gibi, meme de biiyiir[14, 15]. Menstrual
dongiiniin ilk yarisinda lobiiller nispeten hareketsizdir. Ovulasyondan sonra,
Ostrojen ve ylikselen progesteron seviyelerinin etkisi altinda, hiicre proliferasyonu
ve lobiil basina asini sayisi artar. Menstriiasyonun ardindan hormon seviyelerindeki

diisiis lobiillerin gerilemesine neden olur[15].

Sadece gebelikte meme tamamen olgunlasir ve tamamen iglevsel hale gelir.
Lobiiller say1 ve boyut olarak artar. Gebeligin sonunda, meme neredeyse tamamen

¢ok az stroma ile ayrilmis lobiillerden olusur. Dogumdan sonra, lobiiller baglangigta
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kolostrum f{iretirler (protein agisindan yiiksek) ve progesteron seviyeleri diistiikce
sonraki 10 giin icinde siite (yag ve kalori acisindan daha yiiksek) doniisiirler.

Laktasyonun kesilmesi iizerine, epitel hiicreleri apoptozise ugrar ve lobiiller kismen

geriler[15, 16].

2.3. Invaziv Meme Karsinomu

Memenin epitelyal tiimorleri DSO 2019 smiflamasina (Tablo 1) gére 10 ana

gruba ayrilmistir[17].

Tablo 1: Memenin Epitelyal Tiimérleri (DSO 2019)

X/
L X4

Benign Epitelyal Proliferasyonlar ve Prekiirsorler
®  Olagan Duktal Hiperplazi

® Kolumnar Hiicre Lezyonlar, Flat Epitelyal
Atipi Igeren

®  Atipili Duktal Hiperplazi
Adenozis ve Benign Sklerozan Lezyonlar

®  Sklerozan Adenozis

®  Apokrin Adenom

®  Mikroglandiiler Adenozis

® Radyal Skar/ Kompleks Sklerozan Lezyon
Adenomlar

®  Tiibiiler Adenom

=  Laktasyon Adenomu

®  Duktal Adenom
Epitelyal- Myoepitelyal Timorler

®  Pleomorfik Adenom

®  Adenomyoepitelyoma

»  Karsinom iceren Adenomyoepitelyoma

= Epitelyal-Myoepitelyal Karsinom
Papiller Neoplazmlar

= Intraduktal Papillom

®  Papiller Duktal Karsinoma In Situ

®  Enkapsiile Papiller Karsinom

* invazyon igeren Enkapsiile Papiller

o, - . .
** Invaziv Meme Karsinomu, NOS

Infiltratif Duktal Karsinom, NOS
Onkositik Karsinom

Yagdan Zengin Karsinom
Glikojenden Zengin Karsinom
Sebasedz Karsinom

Lobiiler Karsinom, NOS

Tiibiiler Karsinom

Kribriform Karsinom, NOS
Miisindz Adenokarsinom
Miisindz Kistadenokarsinom, NOS
Invaziv Mikropapiller Karsinom
Apokrin Adenokarsinom

Metaplastik Karsinom, NOS

*¢ Nadir ve Tiikiiriik Bezi Tipi Tiimorler

Asinik Hiicreli Karsinom
Adenoid Kistik Karsinom (AdCC)
e Kilasik AdCC
e Solid-Bazaloid AdCC

e  Yiiksek Dereceli
Transformasyon Gosteren
AdCC

Sekretuar Karsinom

Mukoepidermoid Karsinom
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Karsinom
®  Solid Papiller Karsinoma In Situ
* Invaziv Solid Papiller Karsinom

* invaziv Intraduktal Papiller
Adenokarsinom

+* Non-invaziv Lobiiler Neoplazi
= Atipili Lobiiler Hiperplazi
= Lobiiler Karsinoma In Situ, NOS
e Klasik LCIS
e  Florid LCIS
e  Pleomorfik LCIS

+¢* Duktal Karsinoma in Situ (DCIS)

Polimorfoz Adenokarsinom

Ters Polariteli Tall Cell Karsinom

+¢ Noroendokrin Neoplazmlar

Norpendokrin Tiimdr, NOS

Noroendokrin Timor, Grade 1
Noroendokrin Tumor, Grade 2
Noroendokrin Karsinom, NOS

Noroendokrin Karsinom, Kiigiik
Hiicreli

Noroendokrin Karsinom, Biiyiik
Hiicreli

= Duktal Karsinoma In Situ, Non-invaziv,
NOS

e  Diigiik Dereceli DCIS
e  Orta Dereceli DCIS

e  Yiiksek Dereceli DCIS

Meme karsinomu, diinya capinda her yil 1,7 milyondan fazla olgu ile

kadinlarda en sik malign tiimor ve ikinci en sik karsinomdan 6liim nedenidir[1].

[nvaziv meme karsinomu memenin glandiiler epitelinin genis, heterojen
malign epitelyal timor grubuna karsilik gelir. Meme kanserlerinin ¢cogu (~ %90)
tek odakli olup, siklikla iist dis kadranda olmak ilizere memenin herhangi bir
kadraninda ortaya cikabilir. Hastalarin yaklasik %2' sinde senkron kontralateral
timor bulunur. Yaklagik %0.1 meme kanseri, belirgin meme primerinin olmadig1

aksiller metastaz seklinde goriiliir[17].

Klinik Ozellikler
Palpe edilebilen bir kitle, invaziv meme karsinomunun en yaygin klinik

belirtisidir. Ciltte retraksiyon, meme basi ters donmesi, meme basi akintisi,

memenin boyutunda veya seklinde veya cilt renginde bir degisiklik goriilebilir. Tleri
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vakalarda cilt {ilseri olusabilir. Meme kanserinin tiim semptomlarina benign meme
hastaliklar1 da neden olabilir, bu nedenle kesin tan1 i¢in histolojik drnekleme ile

degerlendirme gereklidir[17].

Risk Faktorleri
En 6nemli risk faktorleri cinsiyet (etkilenenlerin% 99'u kadindir), yas, 6miir

boyu 0Ostrojene maruz kalma, genetik ve daha az Olglide gevresel faktorlerdir.
Pestisitler ve plastikler gibi ¢evresel kirletici maddelerin insanlar iizerinde meme

kanseri riskini artirdig1 yoniinde goriisler ileri stiriilmektedir [15].
Risk faktorleri su sekilde siralanabilir:

Aile ge¢misi: Birinci derece akrabasi meme karsinomu olan kadinlarin riski
genel popiilasyonun 2 veya 3 katidir, eger akraba erken yasta etkilenmigse ve / veya

iki tarafli hastalig1 varsa risk daha da artmistir[1].

Menstrual ve reprodiiktif gecmis: Artmis risk erken menars, nulliparite,
ilk dogumda ge¢ yas ve ge¢c menopoz ile iliskilidir. Bilateral ooferektomi gegiren
kadinlarda meme kanseri nadirdir; 35 yasindan Once risk azaltic
salpingoooforektomi, riski yaklasik yar1 yariya azaltir. Daha geng yasta gebelik,
daha diigitk meme kanseri riski ile iligkilidir. En az 4 ay emziren kadinlarda meme

karsinomu riskini azaltir[1].

intraduktal proliferatif lezyonlar: Atipisiz intraduktal proliferatif
lezyonlar 1,5- 2 kat artmis meme kanseri riski ile iligkilidir ve izleyen karsinom her

iki memede de olabilir[18].

Eksojen Ostrojen: Eksojen steroidlerin meme karsinomlarinin gelisiminde

onemli bir rolii oldugu epidemiyolojik calismalarla gosterilmistir [17].

Kontraseptif ajanlar: Yiritiilen ¢esitli epidemiyolojik calismalar, geng
uzun vadeli kullanicilar arasinda risk artis1 olmadigint veya c¢ok diisiik bir artis

gostermistir[1].

Radyasyon: Iyonize radyasyona maruz kalma ile artmis meme karsinomu

riski belgelenmistir. Ozellikle bu maruziyet meme gelisimi sirasinda, Hodgkin
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hastalig1 i¢in radyoterapi alan gen¢ kadinlarda veya 10 yasindan kiiciik atom

bombasindan kurtulanlar da artis gdstermistir[1].

Meme biiyiitme: Meme implantlar1 meme kanseri riskinde artisa neden
olmaz. Artmis risk bildiren daha 6nce yaymlanmis bir ¢alismanin yeniden analizi,
bu kohorttaki meme karsinomu insidansinin genel popiilasyondan farkli olmadigi

gosterilmistir[1].

Digerleri: Alkol tiiketimi, 6zellikle hormon reseptorii pozitif kanserler
olmak tlizere, meme kanseri riskinde siirekli olarak orta dereceli bir artisla
iligkilendirilmistir. Mevcut kanitlar, aktif sigara igme ve meme kanseri arasinda
nedensel bir iliski olmadigin1 gostermektedir; ancak, biiyiik bir meta-analiz, ilk
dogumdan Once sigara igmeye baslayan kadinlarda aktif sigara i¢imi ile artmis
meme kanseri riski arasinda bir baglanti oldugunu bildirmis ve sigara igmenin

meme kanserinin baslamasinda rol oynayabilecegini 6ne stirmiistiir [17].

Meme kanseri, diger neoplazmlardan daha fazla ailesel kiimelenme gdsterir.
Meme kanseri gelisme riskini biiyiik 6l¢iide artiran iki gen tanimlanmistir (BRCA1
ve BRCA2)[17]. BRCA1 kodlu protein, homolog rekombinasyon yoluyla DNA
hasarinin onarimi, hiicre dongiisii kontrol noktast kontrolii, kromatin yeniden
modelleme olmak iizere bir¢ok isleve sahiptir. BRCA?2 tarafindan kodlanan protein,
DNA onarimi, sitokinez ve mayozda rol oynar. Yani, hem BRCA1 hem de BRCA2,
homolog rekombinasyon yoluyla DNA c¢ift iplikli kirilmalarin dogru onarimi igin
gereklidir[1]. BRCA1 mutasyonu olan kadinlarda yasam boyu meme kanseri riski
en yiiksektir. Bu kadinlarin yasam boyu %55-85 oraninda meme kanseri riski
vardir. BRCA2 mutasyonu, %25-60 yasam boyu meme kanseri riski ile
iliskilidir[19].

Patogenez
Diger kanserler gibi, meme kanserleri de epitel hiicrelerdeki siiriicii

mutasyonlarin asamali olarak olusmasi ile ortaya ¢ikar. Meme kanseri, anormal
klonlarin biiylimesini kolaylagtiran hormonal bir ortamda geligir. Kanser
genlerindeki germline mutasyonlar ile iligkili karsinomlar, karsinomlarin az bir
kismint olusturur, ancak genellikle meme kanserinin molekiiler patogenezine
iliskin 6nemli bilgiler saglar. Meme karsinomlarini bu yiizden sporadik ve herediter

olmak iizere ikiye ayirabiliriz[15].

16



Sporadik Meme Kanseri

Meme kanserinin, esas olarak hormon reseptorleri ile iliskili iki farkl
molekiiler ilerleme yolu boyunca gelistigini giiclii bir sekilde gosteren kanitlar
vardir. Molekiiler veriler ayrica dstrojen reseptorii (ER) pozitif ve ER-negatif meme
kanserlerinin temelde farkli hastaliklar oldugunu ve ER-pozitif kanserlerde
histolojik derece ve proliferasyonun, genetik sapmalarin kapsami, karmagikligi ve

tiirii ile giiclii bir sekilde iliskili oldugunu gostermistir[17].

ER-pozitif yolda, 1q kazanci, 16q kaybi, nadir 17q12 amplifikasyonu ve ER-
pozitif fenotip ile iliskili genlerle doldurulan bir gen ekspresyon imzasi ile
karakterize edilir. Bu lezyonlar hormon reseptorlerini eksprese eder, insan epitelyal
bliylime faktor reseptorii (HER2) asir1 ekspresyonu ve bazal belirteglerin
ekspresyonu goriilmez. Nispeten basit diploid veya diploide yakin karyotiplere
sahiptir. Genellikle bu yol, yiiksek dereceli tiimoérlerin kiiglik bir alt kiimesine
(~%9) ek olarak, ¢ogunlukla diisiik ve orta dereceli neoplastik lezyonlarda olusur.
ER-negatif yolak yaygin olarak 13q kaybi, kromozomal bolge 11q13 kazanci, 17ql2
amplifikasyonu ile karakterizedir. Bu yol, agirlikli olarak orta ve yiiksek dereceli
tiimdrlerde olusur. PIK3CA mutasyonlar1 genellikle her iki yolda da ortaya ¢ikar.
TP53 mutasyonlart ER-negatif yolda siktir[17].

Herediter Meme Kanseri

Meme kanserlerinin tigte birinin bir duyarlilik geni veya genleri ile iliskili
olduguna inanilmaktadir Orta ile yiiksek penetransa sahip tek gen mutasyonlari
("penetrasyon", mutasyona ugramis genin kansere yakalanma riskini ifade eder)

meme karsinomlarinin % 8 ile % 17'sini olusturur[15].

Herediter meme kanseri i¢in en 6nemli yiiksek penetrans yatkinlik genleri,
genomik stabiliteyi diizenleyen tiimor baskilayic1 genlerdir. Otozomal dominant
gecer. Diger tiimor baskilayici genlerde oldugu gibi, kanser gelisimi genin tek
normal kopyasindaki sporadik islev kaybr mutasyonlar ile iligkilidir. BRCA1 ve
BRCAZ2'deki mutasyonlar, tek genli ailesel meme kanserlerinin %80 ile %90'indan
ve tim meme kanserlerinin yaklasik %3 ile %6'sindan sorumludur. Penetrans,

baslangic yas1 ve diger kanser tiirlerine duyarlilik, kalitsal olan spesifik BRCA1 ve
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BRCA2 mutasyonuna gore degisir. Ancak ¢ogu tasiyicida 70 yasina kadar meme
kanseri gelisir[15].

2.3.1. Invaziv duktal karsinom, NOS

Invaziv duktal karsinom, invaziv meme karsinomlarinin en sik goriilen
tipidir. Baz1 serilerde goriilme siklig1 %70’den %75’e kadar degismektedir. Bu
tiimorler patolojik 6zellikleri ve klinik gidislerine bakildiginda oldukca heterojen
grup timorlerdir. Histolojik olarak herhangi bir spesifik tiimdr tipini diisiindiirecek

yeterli bulgu icermezler[18].
Makroskobik Bulgular:

Timor sert vasifta diizensiz sinirlidir, Kesit yilizeyi sarimsi-gri renktedir.
Trabekiiller ¢cevredeki parankimden yaga yayilarak yildizsi veya yenge¢ benzeri
konfigiirasyon olusturur. Nekroz, kanama ve kistik dejenerasyon alanlar1 nadirdir,
ancak biiylik tiimorlerde olabilir. Tiimoér, cildi, fasiyay1 ve pektoral kasi infiltre

edebilir[1].
Mikroskobik Bulgular:

Mikroskobik olarak kiigiik biiylitmede rastgele dizilmis epitelyal elemanlar
goriiliir. Miyoepitelyal hiicreler yoktur. Tiimor, daginik tabakalar, iyi sinirh
yuvalar, kordlar veya tek tek infiltre hiicreler halinde goriilebilir. Glandiiler / tiibliler
farklilasma belirgin olabilir, zorlukla tespit edilebilir veya hi¢ olmayabilir. Nekroz
goriilebilir. Bazen bu, psddokistlerin olusmasina neden olacak kadar belirgin
olabilir. Malign hiicreler goriiniis olarak faklilik gdsterir. Baz1 timorlerde hiicresel
veya niikleer pleomorfizm minimaldir, digerlerinde ise bazen ¢ok ¢ekirdekli dev
formlarda goriiliir. Mitotik aktivite derecesi degiskendir. Miisin genellikle tiibiiler
liimende veya hiicre i¢cinde de goriilebilir. Epitelde odaksal tarzda apokrin ve

skuamoz metaplazi dahil bir dizi degisiklik gortilebilir [1, 12].

Stromal bilesen son derece degiskendir. Oldukga hiicresel fibroblastik
proliferasyon, az bag dokusu veya belirgin hiyalinizasyon olabilir. Elastoz odaklari
ayrica periduktal veya perivenoz bir dagilim da gosterebilir. Vakalarin ¢ok azinda,
tiimorle iligkili lenfoplazmasitoid infiltrat izlenebilir. Graniilomatéz inflamasyon

nadiren gorilir[1, 17].
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Vakalarin %80 kadarinda, duktal karsinoma in situ (DCIS) odaklari
mevcuttur ve bazi durumlarda in situ duktal karsinom yaygindir. Bir arada bulunan
duktal karsinom in situ genellikle invaziv karsinom ile ayni niikleer derecededir.
Invaziv duktal karsinomun yaklasik %20-30 kadar1 lenfovaskiiler veya perindral
invazyon gosterir. Lenfovaskiiler emboli tipik olarak lenfatik bosluklarda ve
nadiren vaskiiler bosluklarda goriiliir. Timor boyunca vaskiiler tlimor embolisi
gorilebilir, ancak meme kanserinde sadece tiimor dis1 lenfovaskiiler invazyon rutin

olarak degerlendirilir ve bu, doku retraksiyonundan ayirt edilmelidir[17].
Immiinohistokimya:

Meme karsinom hiicreleri, diisiik molekiiler agirlikli sitokeratinler (6zellikle
8, 18 ve 19 tipleri) ve EMA ile pozitif boyanir. Ozellikle solid biiyiime paternine
sahip yiiksek dereceli ve skuamdz metaplazili timorler yiiksek molekiiler agirlikl
sitokeratin (CKS5 / 6) ile de pozitif boyanir. Memeyle ilgili li¢ yararl belirteg,
mamaglobin, GCDFP-15 ve GATA3'tlir. Her birinin, meme orijininin
belirlenmesinin gerekli oldugu durumlarda kombinasyon halinde kullanilmasiyla

degisen derecelerde duyarlilik ve 6zgilligi vardir[1].

Kalponin, p63 ve diger miyoepitelyal hiicre belirtegleri, invaziv
karsinomlarda negatiftir ve tiimor yuvalarinin ¢evresinde miyoepitelyal hiicrelerin

yoklugunu dogrular[1].

Invaziv duktal karsinomlarda ¢ok sayida biyobelirte¢ calisilmis olmakla
birlikte giinliik uygulamada ti¢ temel belirte¢ kullanilir. Bunlar 6strojen reseptorti
(ER), progesteron reseptdrii (PR) ve HER2dir. Histolojik heterojenite nedeniyle bu
belirteclerin ekspresyonu olduk¢a degiskendir. En giincel serilere gore infiltratif
duktal karsinomlarda %70-80 oraninda ER pozitifligi, %15 oraninda HER2 protein

ekspresyonu ve gen amplifikasyonu vardir[18].
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Sekil 1: Infiltratif Duktal Karsinom, Grade3 solid biiyiime paterni gdsteren malign
hiicreler (H&E; X200)

2.3.1.1. Mikst infiltratif duktal karsinom ve 6zel alt tipler
Bazi invaziv meme karsinomlar1 hem infiltratif duktal karsinom hem de 6zel

bir alt tipin bir karisimini igerebilir. Ozel alt tip, tiimoriin % 10-90' 1n1 olusturuyorsa
"mikst infiltratif duktal karsinom ve 6zel alt tip karsinom" terimi kullanilabilir. Bu
tip mikst infiltratif duktal karsinom ve 6zel alt tip i¢in, mevcut her iki unsurun yani
sira Ozel alt tip 6rneginin genel ylizdesinin, " mikst infiltratif duktal karsinom ve
invaziv lobiiler karsinom (% 30 lobiiler)" rapor edilmesi 6nerilir. Her iki bilesenin
derecesi ve biyobelirte¢ durumu, farkli olabildikleri i¢in rapor edilmelidir. <% 10
0zel alt tipi olan kanserler, istege bagl olarak rapor yorumunda tanimlanabilir. %
90'dan fazla Ozellesmis alt tipi olan kanserler, 06zel alt tip olarak

smiflandirilmalidir[17].
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Ozel morfolojik paternler

Onkositik, lipidden zengin, glikojenden zengin, berrak hiicreli ve sebasoz
karsinomlar, 6zel tiimor alt tipleri olarak adlandirilmalari i¢in yeterli klinik kanita
sahip olmayan nadir tiimorlerdir. Infiltratif duktal karsinomda goriilen
diferansiasyon spektrumunun bir parcasi olarak kabul edilir. Benzer sekilde,
mediiller paternli karsinom, noéroendokrin 6zellikli invaziv karsinom, pleomorfik
ve koryokarsinomatéz paternli karsinomlar ve melanositik 6zelliklere sahip
tiimorler su anda infiltratif duktal karsinomun 6zel morfolojik paternleri olarak
kabul edilmektedir. Bu tiimérler, diferansiasyon/patern yogunluguna bakilmaksizin
infiltratif duktal karsinomun morfolojik paternleri olarak kabul edilir ve 6zel alt tip

icin %90 kurali, bu paterndeki tiimorlere uygulanmaz[17].
Mediiller Ozellikli Karsinom

Bu tiimorler daha geng kadinlarda goriilme egilimindedir ve ortalama yas
42 ile 52 yas arasindadir. BRCA1 mutasyonlar1 olan hastalarin 6zellikle mediiller

ozellikli karsinomlara sahip olma ihtimalinin yiiksek oldugu da bildirilmistir[1].

Makroskobik olarak kesit yilizey solid, homojen ve gridir, bazen kiiciik
nekroz odaklar1 igerir. Nadiren kismen veya biiyiik Olciide kistik olabilir.
Mikroskobik olarak, simirlar itici tarzdadir. Sinsityal biliylime paterni sergiler.
Tiimdr hiicreleri biiyiiktiir. Genis, pleomorfik nukleuslu, belirgin niikleolludiir. Bol
miktarda mitoz izlenir. Igsi hiicre morfolojisi, bizar dev hiicreler, yaygm nekroz
diger ozelliklerdir. Degismez komponent, konagin tiimore reaksiyonunu temsil
ettigi disiiniilen belirgin bir lenfoplazmasitik infiltrasyondur. DCIS genellikle
minimumdur veya yoktur. Bu tiimorler tipik olarak triple negatiftir. Bazal keratinler

ve epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ekspresyonu degiskendir[1, 18].
Néroendokrin Ozellikli invaziv Karsinom

Klinik 6zelligi, siradan meme karsinomundan farkli degildir. Spesifik
olarak, yaygin hastalik varliginda bile higbir hastada karsinoid sendrom
goriilmemistir. Belirgin makroskobik 6zellikleri yoktur. Noroendokrin ozellikli
karsinomlar yasli kadinlarda ortaya ¢ikar ve tiim meme karsinomlarmin% 1'inden

azini olusturur([1].
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Mikroskobik olarak, tiimor hiicreleri kiigiiktiir ve ince fibroz bantlar ile
ayrilmis solid yuvalar halinde diizenlenmistir. Mitoz genellikle nadirdir. Miisin
salgis1t mevcut olabilir. Ayirici tanida, invaziv lobiiler karsinomun alveolar varyanti
ve metastatik noroendokrin tiimor yer alir. Timor bolgesinde DCIS bulunmasi
ayirict  tanida  yardimcidir.  Kromogranin, sinaptofizin, NSE ve CD56

immiinohistokimyasal pozitiflik gosterir[1, 18, 20].
Osteoklast Benzeri Dev Hiicreler iceren Invaziv Karsinom

Invaziv epitelyal komponentin dev hiicreler ile karisimi ile karakterizedir.
Bu hiicreler morfolojik olarak osteoklastlara benzer ve immiinohistokimyasal
olarak histiyosit fenotipi gosterirler. Mamografik ve mikroskobik olarak diizgiin
sinirli oldugundan benign goriinlimde izlenirler. Epitelyal komponent genellikle
orta- az diferansiye infiltratif duktal karsinom 6zelligindedir. Hemoraji odagi ve
hemosiderin pigmenti sik olarak goriiliir. Prognoz, iliskili karsinomun 6zellikleriyle

ilgilidir ve stromal dev hiicrelerin varligindan etkilenmedigi goriilmektedir[17, 18].
Pleomorfik Karsinom

Pleomorfik karsinom yiiksek dereceli infiltratif duktal karsinomun bir
varyantidir. En az %50 hiicrede belirgin pleomorfizm, bizar dev hiicreler ve yliksek
mitoz orani1 goriliir. Biiylik timorlerde nekroz ve kavitasyon alani izlenir. Tani
aninda %50 vakada lenf nodu tutulumu vardir. Bu tiimdrlerin bilyiik bir kismi ER,
PR negatiftir. Kotii prognozludur ancak ayni boyut ve evredeki derece 3 infiltratif

duktal karsinomlardan daha kotii olup olmadigi net degildir[18].
Koryokarsinomatoz Ozellikli invaziv Karsinom

Infilratif duktal karsinomu olan hastalarda yiiksek serum hcG seviyeleri
olabilir ve vakalarin %60 kadarinin hcG-pozitif hiicreler icerdigi bulunmustur.
Bununla birlikte, koryokarsinomat6z farklilasmanin histolojik kanit1 istisnai olarak

nadirdir ve sadece hepsi 50-70 yas arasinda birka¢ vaka bildirilmistir[17].
Melanotik Patern

Birkag vaka raporu, duktal karsinom ve melanom kombinasyonlarini temsil

ediyor gibi gorlinen istisnai meme parankim tiimdrlerini tanimlamistir ve bu
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vakalarin bazilarinda bir hiicre tipinden digerine gecis oldugu goriilmiistiir. Boyle
bir vakanin genetik analizi, timoriin tiim bilesenlerinde ayn1 kromozomal lokustaki
heterozigot kayip gostermistir, bu da ayni neoplastik klondan bir koken oldugunu
diistindiirmiistiir. Meme kanseri hiicrelerinde sadece melanin varligi, melanositik
farklilagmanin kaniti olarak yorumlanmamalidir, ¢iinkii meme kanserleri cildi
infiltre ettiginde ve dermoepidermal baglantiy1 icerdiginde karsinom hiicrelerinin
melanin ile pigmentasyonu meydana gelebilir. Ek olarak, melanositik farklilasma
gosteren tlimorleri, belirgin sitoplazmik lipofuskin birikimi olan meme
karsinomlarindan ayirt etmek icin dikkat edilmelidir. Memenin melanotik
tiimdrlerinin ¢ogu, meme dig1 bolgelerden kaynaklanan metastazlari temsil eder.
Primer melanomlar, meme derisinin herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilir, ancak
meme basi-areola kompleksinde nadiren kdken alir. Meme basi-areola bolgesinde
ortaya ¢ikan melanomun ayirict tanisinda, hiicreleri bazen melanin pigmenti

icerebilen paget hastalig1 yer almaktadir[17].
Onkositik Patern

Baz1 meme kanserleri, yiliksek sayida mitokondri nedeniyle eozinofilik ve
graniiler sitoplazmaya sahip neoplastik hiicreler ile onkositik farklilagsma gosterir.
Klinik o6zellikler, infiltratif duktal karsinomdan farkli degildir; bu nedenle,
oncelikle apokrin diferansiasyon diglanmalidir. Bir seride, timor hiicrelerinin
>%50'sinin mitokondriyal immiinohistokimyasal boyama ile giiglii pozitiflik 76
invazif meme karsinomunun %19.7'sinde mevcuttu. Onkositik paternde tiimor
hiicreleri, tabakalar, adalar ve yuvalar igeren agirlikli olarak solid biiylime gosterir.
Bazen papiller, pleksiform ve glandiiler paternler goriiliir. Timor hiicreleri, sinirlari
belirgin, bol, parlak eozinofilik, graniiler sitoplazma ile karakterizedir. Nukleuslar
yuvarlaktir ve santral yerlesimli belirgin niikleoller izlenir. Onkositik paternde ER,
PR ve HER2 ekspresyonu degiskendir. Yukarida alint1 yapilan ¢calismada olgularin
%781 ER, %62.5’1 PR ve %25°1 HER2 pozitif boyanmistir. Vakalarin %64.4'tinde
in situ karsinom tespit edilmistir. Eozinofilik graniiler sitoplazmali meme
karsinomlar1 nadir olmadigindan, "onkositik karsinom paternli infiltratif duktal
karsinom" terimi yalnizca tipik morfolojiye ve uygun immiinohistokimyasal ve /

veya ultrastriiktiirel 6zelliklere sahip lezyonlar i¢in kullanilmalidir. Bu lezyonlar,
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tipik olarak hormon reseptor negatif ve androjen reseptorii (AR) pozitif olan

apokrin farklilagmasi olan kanserlerden ayirt edilmelidir[17].
Lipidden Zengin Patern

Bu paternde bol sitoplazmik noétr lipidler mevcuttur ve sitoplazmik
vakuoller olusturur. Sitoplazmadaki vakuoller, Sudan III veya Oil Red O ile pozitif
boyanirken, PAS, Alcian blue veya musikarmin ile boyanmazlar. Cekirdekler
diizensizdir, orta ila siddetli atipi ve bir veya daha fazla niikleol igerir. Cogu
durumda, lipitten zengin karsinom histolojik derece 3 olarak smiflandirilir.
Bildirilen vakalarin ¢ogu ER ve PR i¢in negatif, HER?2 pozitiftir. Literatiirde HER2
pozitifligi %50 ile %100 arasinda degismektedir[17].

Glikojenden Zengin Seffaf Hiicreli Patern

Glikojen bakimindan zengin berrak hiicreli karsinomlar, neoplastik
hiicrelerin% 90'imdan fazlasinin glikojen igeren bol miktarda berrak sitoplazma
sergiledigi tiimdrlerdir. Tim invaziv meme karsinomlarinin %1-3 iinii

olusturur[21].

Tiimdr hiicreleri, keskin sinirli ve poligonal sekildedir. Berrak veya ince
graniiler sitoplazma, PAS pozitif, diastaza duyarl glikojen igerir. Oval- yuvarlak
nukleuslu, kiimelenmis kromatin ve belirgin niikleolliidiir. Glikojen bakimindan
zengin berrak hiicreli karsinomlar, tamamen intraduktal olabilir veya intraduktal ve
invaziv bilesenlerden olusabilir. ER, vakalarin %35-50'sinde pozitiftir ve cogu vaka
PR i¢in negatiftir. HER2 durumu, literatiirde degiskendir. Bazi yazarlar, genel
olarak meme kanserlerinde oldugu gibi benzer bir HER2 amplifikasyon orani

bildirmislerdir; baz1 yazarlar ise daha diisiik bir oran bildirmistir[17, 21].

2.3.2. invaziv lobiiler karsinom

Invaziv lobiiler karsinom ikinci siklikta goriilen meme karsinomudur. Tiim
meme karsinomlarinin %5-151ini olusturur. Ayni tip memede multifokal olmasi ve
diger tip meme karsinomlarindan daha sik bilateral olmasi(%6-47) ile
karakterizedir. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) invaziv lobiiler karsinom ile %70-

80 oraninda birlikte goriiliir[18, 21].
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Klinik

Cogu kadin palpe edilen kitle ile bagvurur. Radyolojik olarak en yaygin
mamagrafik bulgular belirsiz sinirli asimetrik yapisal distorsiyon seklindedir.
Kalsifikasyonlar nadir goriiliir. Ultrasonografi daha duyarlidir (%78-95), ancak
timoriin boyutu tahmin edilemeyebilir. MRG, 6zellikle multifokal lezyonlarin
teshisinde daha yararlidir, ancak yiiksek sensitivite ve diisiik spesifitede olan bu

teknik tiimor boyutunun daha biiyiik algilanmasina neden olabilir[17, 18, 21].
Patogenez

Cogu vaka E-kaderini kodlayan gen olan CDHI'in bialelik ekspresyon
kaybin1 gosterir. Klasik lobiiler karsinomlar tipik olarak ER, PR eksprese eder,
Nadiren HER2 overeksperyonu ve gen amplifikasyonu gosterirler. Gen ekspresyon

profiline gore vakalarin %85°1 luminal A olarak siiflandirilir[15, 17].
Makroskobi

Bazi invaziv lobiiler karsinomlar sert, kumsu, gri- beyaz renkte kitleler
seklinde olup infiltratif duktal karsinomlardan ayrilmayabilir. Baz1 olgularda ise
makroskobik olarak kitle tespit edilemeyip meme dokusu lastige benzer bir

kivamda olabilir[18].
Mikroskobi

Invaziv lobiiler karsinom, kendine 6zgii sitolojik 6zellik ve patern olusturan
neoplastik hiicrelerin stromal infiltrasyonu ile karakterizedir. Klasik form lobiiler
karsinomun yaklasik %40’1mn1 olusturur. Relatif olarak uniform neoplastik
hiicrelerin, stromada tek tek veya tek sira infiltrasyonu ile karakterizedir. Bu
hiicreler siklikla meme duktusunu konsantrik olarak sarar. Stromada ¢ok az doku
reaksiyonuna neden olurlar. Neoplastik hiicreler nispeten iiniformdur. Goze
carpmayan niikleollere ve ince bir sitoplazmaya sahip yuvarlak veya centikli oval
nukleuslara sahiptir. Nukleus genellikle egzantrik yerlesimli olabilir. Cok az
pleomorfizm sergilerler. Mitoz nadirdir. Hiicreler siklikla intrasitoplazmik liimen
icerebilir ve eozinofilik globiil bulundurabilirler. Bazi hiicrelerde tasl yiiziik
hiicresi goriiniimii olusabilir. Klasik formda tash yiiziik hiicreleri tiimor hiicre

popiilasyonunun kii¢iik bir kismini olusturur[18, 22].
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Alveoler varyant, lobiiler karsinomun %5 ‘inden azinda goriilen nadir bir
varyanttir. Hiicreler, klasik tipte olanlarla ayn1 mikroskobik ozelliklere sahiptir,
ancak ince fibrovaskiiler bir stroma ile ayrilmis 20 veya daha fazla hiicrenin

kiimelenmesi ile karakterizedir[22].

Solid varyant lobiiler karsinomun % 10’unu olusturur. Tiimor hiicreleri
birlesme egiliminde olan tabakalar halinde izlenir. Minimal stroma igerirler.
Hiicreler genellikle daha pleomorfiktir ve klasik tipe gore daha sik mitoz izlenir[18,

22].

Pleomorfik varyant, klasik invaziv lobiiler karsinomunun biiylime paternine
sahiptir, ancak belirgin derecede niikleer pleomorfizm sergiler. Apokrin
farklilasmas1 ve fokal taslt ylizilk morfolojisi de goriilebilir. Pleomorfik invaziv
lobiiler karsinom, daha sik olarak hormon reseptoér negatifligi ve HER2, p53

pozitiftir[1].

Histoyositoid karsinom da invaziv lobiiler karsinomun bir alt tipidir. TUimdr
hiicreleri histiyosit benzeri goriintiide, genis, kopiiksii, eozinofilik sitoplazmali ve

hafif niikleer atipi icerir. GCDFP15 pozitif, E-kaderin negatiftir[18].

Tasli ylizik hiicreli karsinom Onemli sayida timor hiicresinin
intrasitoplazmik miisin birikimi gosterdigi ve tipik taslt yiiziik goriniimii ile
sonuglandig: bir tlir meme karsinomudur. Bu tiiméri, farkli prognozlart nedeniyle
miisindz karsinomdan ayirmak 6nemlidir. Tagh yiiziik karsinomu vakalarinin ¢ogu,
klasik invaziv lobiiler karsinoma benzer sitolojik 6zellikler gosterir ve bazen onunla
birlikte bulunur. Ayrica, LCIS veya invaziv lobiiler karsinomun daginik tash yiiziik
hiicreleri icermesi nadir degildir. Bu nedenle, tash yiiziik karsinomu vakalarinin
¢ogu, invaziv lobiiler karsinomun varyantlar1 olarak kabul edilir.
Immiinohistokimyasal olarak tash yiiziik karsinomu CK7 ve MUCI1 pozitif ve
genellikle E-kaderin negatiftir[1].
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Sekil 2: Invaziv Lobiiler Karsinom, fibrotik stromada tek sira halinde infiltrasyon
gosteren tiimor hiicreleri (H&E; X200)

2.3.3. Tiibiiler karsinom

Tibiler karsinom metastatik kapasitesi sinirlt ve iyi prognozludur.
Semptomatik olarak ortaya c¢ikan invaziv karsinomlarin %]1-2'sini olustururlar,

ancak taramayla saptanan tiimorlerin %20'sini olustururlar[18, 23].
Klinik

Tibiiler karsinomu diger tiplerden ayiran belirli bir klinik 6zellik yoktur.
Yagli hastalarda ortaya ¢ikma olasiligi daha yiiksektir ve boyut olarak kiigiik olma
egilimindedir. Cogu tiibiiler karsinom, tesadiifen mamografik tarama ile tespit
edilir. Mamografik olarak ayr1 bir kitle olusturabilir ve ¢ogunlukla kiigiik sivri uglu
lezyonlar olarak izlenirler. Nadiren kalsifikasyon igerirler. Ultrasonografide,

genellikle diizensiz sinirlt hipoekoik bir kitle olarak goriintir[17, 18].
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Patogenez

Molekiiler caligsmalara gore tiibiiler karsinomlar liiminal A simnifina dahil
edilmislerdir. Hormon reseptorleri pozitiftir. Nadiren HER2 overekspresyonu ve

gen amplifikasyonu gosterirler [17].
Makroskopi

Genel 6zellikler infiltratif duktal karsinoma benzer sekilde diizensiz sinirl
sert kitle seklindedir. Ancak tiibiiler karsinomlar genellikle 2 cm'den kiigtktiir[1,

12].
Mikroskopi

Histolojik olarak, hiicreleri ¢ok az pleomorfizm ve diisiik mitotik aktivite
gosteren iyi sinirh tiibiiler yapilar izlenir. Tiibiiller kiiboidal veya kolumnar hiicreler
ile doseli, kiiclik—orta biiyiiklikte nispeten uniform hiicrelerden olusur.
Cevrelerinde myoepitelyal tabaka yoktur. Tiibiiller oval sekilli, agili koselidir.
Limenleri agiktir. Siklikla apikal sitoplazmik ¢ikintilar igerirler. Stroma genelde
desmoplastiktir ve belirgin elastozis bulunabilir. DCIS siklikla goriiliir ve mevcut
oldugunda, genellikle diisiik dereceli olup, kribriform veya mikropapiller
paterndedir[12, 17, 23].
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Sekil 3: Tiibiiler Karsinom {iniform, tek siral1 kiiboidal hiicreler ile doseli, tiibiiler
yapilar (H&E; X100)

2.3.4. Kribriform karsinom

Invazif kribriform karsinom, kribriform DCIS'ye benzer bir kribriform
bliylime paterni sergileyen, nadir iyi diferansiye karsinomdur. Bazi invaziv
kribriform karsinomlar, tiibliler karsinomda goriildiigii gibi karigik tiibiiler

glandlara sahiptir. Bildirilen insidans %0,3 ile %3,5 arasinda degismektedir[24].
Klinik

Bu tiimorler palpe edilen kitle seklinde karsimiza ¢ikabilir fakat siklikla
mamografi ile tespit edilirler. Mamografide sivri uglu kitleler seklindedir.
Kalsifikasyon igerebilirler. Vakalarin %10-20’sinde multifokalite gézlenmistir[17,
18].
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Patogenez

Invaziv kribriform karsinomlar karakteristik olarak ER pozitiftirler. Ugte
ikisinden fazlas1 PR pozitiftir. Bu tiimorler tipik olarak HER2 overekspresyonu ve

gen amplifikasyonu gostermez. Luminal A molekiiler alt tipe dahildirler[18].
Makroskopi

Kribriform karsinomu infiltratif duktal karsinomdan ayiran spesifik
makroskopik 6zellik yoktur. Genellikle ortalama boyutu 31 mm olan, sert, diizensiz
sinirlt kitleden olusur. 20 cm biiytlikliiglinde invaziv kribriform karsinomlar da

tanimlanmustir[17].
Mikroskopi

Adindan da anlasilacagi gibi, tiimdr, kribriform in situ karsinomda goriilene
benzer bir kribriform goriiniime sahiptir, ancak stromal invazyon sergiler ve
miyoepitelyal hiicre tabakasi yoktur. Timor hiicreleri, kiibik ya da diisiik kolumnar
goriinlimdedir, apikal ¢ikintilara sahiptir. Diisiik veya orta derecede niikleer atipi
sergiler. Mitoz nadirdir. Neoplastik glandlarla iliskili kalsifikasyonlar goriilebilir.
Cevreleyen stroma, fibroblastiktir. Baz1 durumlarda, osteoklast benzeri histiyositik
kokenli dev hiicreler tanimlanmstir. Kribriform tip DCIS, vakalarin % 80'ine kadar

goriilebilir[24, 25].

Bu tiimoériin en Onemli yonii, bir kribriform lezyonunun invazif
olabileceginin tanimmmasidir, bu potansiyel bir tani tuzagidir. Gerekirse, invazif
kribriform karsinom ve DCIS'yi ayirmak i¢in miyoepitelyal belirtecler
kullanilabilir[1].
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Sekil 4: Kribriform Karsinom. Fibrotik stromada, diisiik derecede niikleer atipi
gosteren kribriform patern olusturan tiimor hiicreleri (H&E; X100)

2.3.5. Miisinoz karsinom
Miisindz karsinom (kolloid karsinom olarak da bilinir) goreceli olarak iyi

prognozludur. Nadir goriiliir. Cogu seride siklig1 invaziv meme karsinomlarinin

%2’sini olusturur[24].
Klinik

Miisindz karsinom 25-85 yas gibi genis yas araliginda goriiliir. Ortalama
goriilme yas1 71°dir. Mamografik olarak iyi siirli veya lobiile bir kitle olarak
gorlinlir ve benign bir siireci taklit edebilir. Sonografik olarak, c¢ogu timor

hipoekoiktir. MR, T2 agirlikli goriintiilerde hiperintens olarak izlenir[17, 18].
Patogenez

Miisindz karsinomlar tipik olarak ER pozitiftirler. Yaklagik %70’i PR
pozitiftir. Genellikle HER2 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu gostermezler. Bu
tiimdrler goreceli olarak kiiclik oranda genomik instabilite tagirlar. Gen ekspresyon

profili calismalarina gére luminal A molekiiler subtipindedirler[18].
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Makroskopi

Iyi sinirli, yumusak kivamli, parlak ve septa ile bir arada tutulan jelatinimsi

bir kitle seklindedir. Kanama odaklar1 goriilebilir[1].
Mikroskopi

Tiimor, ¢ok az pleomorfizm ve diisiik mitotik oran gosteren malign hiicre
gruplarindan olusur. Hiicreler, fibroz bag dokusu ile ¢evrili miisin gélciikleri i¢inde
yer alir. Miisini geleneksel H&E kesitlerde gormek zor olabilir, ancak Alcian
mavisi veya PAS boyama ile gosterilebilir. Az miktarda hiicre i¢i miisin de mevcut
olabilir. Kalsifikasyon nadirdir. Miisindz karsinom siklikla DKIS ile beraberdir.

Mikropapiller, papiller, kribriform, solid paternler goriilebilir. [12, 18].

Bazi1 yazarlar, miisindz karsinomlar sirasiyla tip A ve B olarak adlandirir.
Hiicreden fakir olanlar tip A, hiicreden zengin olanlar tip B seklinde siiflandirilir.
Tip B karsinomlar silikla endokrin diferansiasyon gosterirler. Bu durum hem
sitoplazmik argirofilik graniillerin varligt hem de endokrin belirteglerden

sinaptofizin ve kromogranin immdiin reaktivitesi ile gosterilebilir[1].

2.3.6. Miisinoz kistadenokarsinom

Memenin miisindz kistadenokarsinomu, pankreatobiliyer veya over
miisindz kistadenokarsinomuna benzeyen, bol intrasitoplazmik miisin i¢ceren uzun
kolumnar hiicrelerle kapli kistik yapilarla karakterizedir. Hastalar genellikle 0,8-19

cm, ortalama boyutu 3 cm olan palpe edilebilir bir kitle ile bagvurur[17].

Makroskopik olarak, iyi smirli, solid veya kistik bir kitle seklinde izlenir.
Kistik bosluklar genellikle jelatindz materyal igerir. Miisindz kistadenokarsinom,
tabakalagsma, papiller olusumlar iceren uzun kolumnar hiicrelerle kapli kistik
bosluklarla karakterizedir. Neoplastik hiicrelerde nukleus bazal yerlesimlidir. Bol
miktarda intrasitoplazmik miisin igerir. Miisin ayrica kistik bosluklarda da
mevcuttur. Sitolojik atipi derecesi, aym1 tiimor icinde bile degiskendir. Kistik
yapilar yuvarlak bir kontura sahiptir ancak periferde miyoepitelyal hiicrelerden
yoksundur. Komgsu meme duktus ve lobiillerde DCIS mevcut olabilir. Memenin
cogu miisindz kistadenokarsinomu ER, PR ve HER2 negatiftir. Nadir HER2 pozitif
vakalar bildirilmistir. Baz1 tiimdrler CKS / 6 ve EGFR eksprese eder. Memenin
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primer miisindz kistadenokarsinomu CK7 pozitiftir ancak CK20 ve CDX2 i¢in
negatiftir. Bu bulgular, 6zellikle CK7, CK20 ve CDX2 pozitif olan metastatik
pankreatobiliyer miisin6z kistadenokarsinomdan ayirt edilmesine yardimei

olur[17].

2.3.7. invaziv mikropapiller karsinom

Invazif mikropapiller karsinom, klinik olarak agresiftir. Morfolojik diger
bolgelerdeki primer mikropapiller karsinom ile aynidir. Piir miikropapiller

karsinom nadirdir ve meme karsinomlarinin %1,7-2,3 iin{i olusturur[24].
Klinik

Invaziv mikropapiller karsinomlar genellikle ele gelen kitle olarak bulgu
verir. Mamografik olarak timor, sinirlart belirsiz yogun, diizensiz bir kitle seklinde
goriiniir. Kalsifikasyon mevcut olabilir. USG’ de hipoekoik veya bazen izoekoik
kitle olarak izlenir. MRI'de, tiimor genellikle heterojen kontrastl, diizensiz sinirh
kitle seklindedir. Aksiller lenf nodu metastazi tan1 aninda vakalarin {igte ikisinden

fazlasinda mevcuttur[17].
Patogenez

Spesifik patogenetik mekanizmalar veya yiliksek diizeyde tekrarlayan
molekiiler degisiklikler tanimlanmamustir. Biiyiikk ¢ogunlugu ER pozitif, yaklasik
yaris1 da PR pozitiftir. HER2 overekspresyonu vakalarin {igte birinde goriilmiistiir.

Cogu luminal A ya da luminal B grubundadir[17, 18].
Makroskopi

Makroskopik o©zellikleri infiltratif duktal karsinomdan farkli degildir.
Birka¢ milimetreden 11 cm'ye kadar degisen tiimorler bildirilmistir. Genel olarak,

bu tiimorler infiltratif duktal karsinomdan 6nemli 6l¢iide daha biiyiiktiir[24].
Mikroskopi

Fibrovaskiiler kor icermeyen psddopapiller yapilar ve agik bos alanlarda
serbestce yiizen tlibiiler yapilar ile karakterizedir. TUmor hiicreleri ince graniiler

veya yogun eozinofilik sitoplazmaya, orta ila yiiksek dereceli nukleuslara sahiptir.
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Mitoz sik izlenir. Psammom cisimleri vakalarin yaklasik yarisinda mevcuttur.
Tiimor hiicrelerinin bulundugu bosluklardan bazilarinin lenfatik damarlar oldugu
gosterilmistir, ancak ¢ogunlugu tiimor hiicrelerinin apikal ylizeyinin disa dogru
polarize olmasindan kaynaklanan yeni olusmus yariklardir. Bu morfolojik gézlem,
elektron mikroskobunda mikrovilluslarin varligt ve epitel membran antijeni (EMA)
ile stromaya bakan hiicre zarlarinin karakteristik boyanmasi ile desteklenmistir[1,

24].

Sekil 5: invaziv Mikropapiller Karsinom. Belirgin niikleollii, eozinofilik
sitoplazmali, fibrovaskiiler kor icermeyen psddopapiller yapilar (H&E; X100)

2.3.8. Apokrin diferansiasyonlu karsinom

Pek c¢ok invaziv karsinom apokrin diferansiasyon gostermektedir. Piir

apokrin karsinom meme karsinomlarinin %1’inden azini olusturmaktadir[18].
Klinik

Klinik ozellikler, infiltratif duktal karsinoma benzer. Genellikle sert,
diizensiz smurl bir kitle olarak ortaya ¢ikar. Mikrokalsifikasyonlar, 6zellikle in situ

duktal karsinom (DCIS) ile iligkili ise mamografide goriilebilir[17].
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Patogenez

Apokrin karsinomlar ER, PR negatiftir fakat androjen reseptor ekspresyonu
gosterirler. Ayrica GCDFP immiinboyanmasi gosterirler. HER2 overekspresyonu

ve gen amplifikasyonu %40-50 vakada tespit edilmistir[18].
Makroskopi

Apokrin karsinomlarda ayirict bir makroskopik goriiniim yoktur. Boyut

dagilimi infiltratif duktal karsinoma benzer[18].
Mikroskopi

Timor hiicreleri, eozinofilik veya kahverenkte graniiller igeren genis
eozinofilik ya da vakuole sitoplazmalidir. Nukleuslar yuvarlak ve vezikiilerdir.
Niikleol belirgindir. Solid biiyiime paterni baskindir. Ancak herhangi bir yapisal
paternde olabilir. Vakalarin ¢ogu derece 2 veya derece 3'tiir. Apokrin morfolojili

DKIS genellikle invaziv karsinoma eslik eder. Genellikle in situ karsinom, komedo

nekroz ve kalsifikasyon i¢cermekte olup yiiksek niikleer derecelidir[1, 17].

Sekil 6: Apokrin Karsinom. Belirgin niikleollii, bir kism1 vakuolize genis
eozinofilik sitoplazmali tiimor hiicreleri (H&E; X200)
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2.3.9. Metaplastik karsinom

Metaplastik karsinom, epitelyal bilesenin glandiiler olmayan elemanlara

farklilastig1 meme karsinomu i¢in genel bir terimdir[1].

Cogu meme karsinomu adenokarsinomun varyantlari olmasima ragmen,
bazilar1 igsi hiicreli metaplastik degisiklikler gosterir. Metaplaziye ugramis
hiicreler mezenkimal elemanlar veya skuamdéz hiicre tiplerini de igerebilir.
Metaplastik karsinom sik degildir, tiim meme karsinomlarinin %]1’inden azim
olusturur. Metaplastik karsinomlarda prognozun belirlenmesi gii¢ olup metaplazi

tipi ile iligkili olabilir[12, 18].
Klinik

Metaplastik karsinomun klinik o6zellikleri, ER negatif infiltratif duktal
karsinoma benzerdir; ancak metaplastik karsinomlar tan1 kondugunda siklikla ileri
evrededir. Cogu vaka palpe edilen kitle ile bagvurur. Ultrasonografi veya
mamografide kitle lezyonu olarak tespit edilir. Kalsifikasyon nadirdir; mevcut

oldugunda,  genellikle @~ DCIS  ve/veya  ossedz  diferansiasyon ile

iliskilendirilirler[17].
Patogenez

Biiytik kism1 ER, PR, HER2 negatiftir. Bazal keratinler (CK5/6, 7, 14),
EGFR ve P63 ekspresyonu gosterebilirler. Metaplastik karsinomlarda siklikla
mutasyona ugramis genler arasinda TP53 ve PIK3CA bulunur. Diger genetik

anormallikler arasinda PTEN ve CDKN2A kayiplar1 bulunur[17, 26].
Makroskopi

Diizgiin sinirli ya da diizensiz siirli kitleler seklindedir. Skuamoz
diferansiasyon olan tipte kistik dejenerasyon alanlari olabilir. Genellikle goreceli

olarak biiytik tiimorlerdir ve ortalama 3.9 cm’dir[18].
Mikroskopi
DSO 2019 galisma grubu metaplastik karsinomlari kategorize etmistir.
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Diisiik dereceli adenoskuaméz karsinom; kistik formasyon ve skuamdz inci
alanlart iceren skuamdz diferansiasyon ve glandiiler yapilardan olusur. Gland
yapilar1 siklikla siringomatéz diferansiasyonu diisiindiiren, uzamis, liimenleri
komprese olmus goriinlimdedir. Stroma, fibromatozis benzeri goriiniim olusturan
igsi hiicrelerden meydana gelir. Konservatif cerrahiyi takiben lokal rekiirrens
yaygindir ancak nodal ve uzak metastazlar nadirdir. adenomyoepitelyoma ve

benign sklerozan lezyonlar ile birlikte ortaya ¢ikabilir[1, 18].

Fibromatozis benzeri metaplastik karsinom, adindan da anlagilacagi gibi
fibromatozise benzeyen sitolojik atipisi cok az olan veya hi¢ olmayan igsi hiicreler
ile karakterizedir. igsi giicreler yag dokuya infiltre ve duktus ile lobiiller arasinda
fasikiiller halinde izlenir. Bazen santral skar benzeri alan mevcut olabilir. Bu
tiimdrlerin bazilari, kompleks sklerozan lezyonlar, sklerozan papiller lezyonlar

veya adenomyoepitelyomalar ile iligkili olarak ortaya ¢ikar[1].

Igsi hiicreli karsinom; uzun fasikiillerden olusan balik sirti veya kisa
fasikiillerden olusan storiform paternde dizelenmis atipik igsi hiicreler ile
karakterizedir. Cogu zaman, farkli paternlerin karisimi seklinde gozlenir.
Sitoplazma, oval veya igsidir. Niikleer pleomorfizm genellikle orta veya yiiksektir.
Inflamatuar infiltrat, vakalarm bir kisminda izlenir. Neoplastik hiicrelerin daha
epiteloid morfolojiye veya skuamoz farklilasmaya sahip kiigiik kiimeler

olusturdugu alanlar bulunabilir[17].

Skuamoz hiicreli karsinom; Memenin saf skuamoz hiicreli karsinomu
genellikle biiyliktiir ve malign skuamdz epitel ile kapli ortast kistik bosluk
seklindedir. Bu tlimorlerin prognozu tartigmalidir, ancak akantoliz gosteren

skuamoz hiicreli karsinomlarda kotii prognoz bildirilmistir[12].

Heterolog mezenkimal diferansiasyonlu metaplastik karsinom; en sik
goriilen mezenkimal elemanlar kikirdak ve kemiktir. Bu elemanlar benign ya da
malign karakterde olabilir. Mezenkimal komponenti baskin vakalarda epitelyal

komponenti veya DKIS komponentini tespit etmek dogru tani igin gereklidir[18].

Mikst metaplastik karsinom; genis Orneklemeyle, metaplastik meme

kanserlerinin biiyiik bir kismi, farkli metaplastik elemanlar yan1 sira metaplastik ve
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adenokarsinomatdz komponetlerinin karisimini sergiler. Bu vakalar metaplastik

karsinom olarak bildirilmeli ve farkli komponentler raporda belirtilmelidir[17].

Sekil 7: Metaplastik Karsinom. Nekrobiyotik alan igeren, belirgin niikleollii, bir
kismi vezikiiler nukleuslu, pleomorfizm gosteren tiimor hiicreleri (H&E; X200)

2.4. Meme Tiimorlerinde TNM Evrelemesi[17].

Primer Tiimor

Tx: Degerlendirilemeyen primer timor

TO: Primer tiimdre ait bulgu yok

Tis: in situ karsinom

Tis (DCIS): Duktal karsinoma in situ

Tis (LCIS): Lobiiler karsinoma in situ

Tis (Paget): Meme basinin Paget hastalig1 (primer bagka tlimor yok
T1: En biiylik timor ¢ap1 <2 cm
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T1mic: En biiyiik cap1 < 0.1 cm (mikroinvaziv timdr)

Tla: Tiimor ¢apt > 0.1 cm ancak < 0.5 cm

T1b: Tiimor ¢cap1 > 0.5 cm ancak < 1 cm

Tlc: Tiimor ¢ap1 > 1 cm ancak <2 cm

T2: Timor ¢ap1 > 2 cm ancak < 5 cm

T3: Timor ¢ap1 > 5 cm

T4: Boyutu ne olursa olsun, gégiis duvari veya cilde direkt yayilan timor
T4a: Pektoralis major kas1 disinda g6giis duvarina yayilim

T4b: Odem, cilt iilserasyonu, ayn1 memede satellit cilt nodiilleri, portakal kabugu

gorunumu
T4c: T4a + T4b
T4d: Inflamatuar karsinom

Lenf Nodlar1 Patolojik Simiflama (pN)

pNX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
pNO: B-6lgesel lenf nodu metastazi yok

pN1: Mikrometastazlar veya 1-3 ipsilateral aksiller lenf nodundaki metastazlar
ve/veya klinik olarak tespit edilmeyen ancak sentinel lenf nodu biyopsisi ile tespit

edilen metastazlar

pN1mi: Mikrometastazlar (0,2 mm'den biiylik ve/veya daha fazla 200 hiicreden

fazla, ancak 2.0 mm'den kii¢iik)
pN1a: 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz, en az bir lenf nodunda 2 mm'den biiyiik
pN1b: Klinik olarak saptanmamis internal mammarian lenf nodlari

pNlc: 1-3 aksiller lenf nodunda ve klinik olarak saptanamayan internal mammarian

lenf nodlarinda metastaz
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pN2: 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz veya aksiller lenf nodu metastazi

olmadiginda internal mammarian lenf nodunda metastaz

pN2a: 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm’ den biiyiik en az bir timor

odagi)

pN2b: Aksiller lenf nodu metastazi yokken, internal mammarian lenf nodlarinda

klinik olarak belirgin metastaz

pN3a: 10 veya daha fazla ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz veya ipsilateral

infraklavikiler lenf nodlarinda metastaz

pN3b: ipsilateral aksiller ve internal mammarian lenf nodu metastazi

pN3c: Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastaz
M: Uzak Metastaz

Mx: Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

Tablo 2: TNM smiflamasina gore evreleme

Evre Timor Lenf nodu Metastaz
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1a T1 NO MO
Evre 1b TO, T1 N1mi MO
Evre 2a TO, T1 N1 MO
T2 NO
Evre 2b T2 N1 MO
T3 NO
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Evre 3a TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1,N2

Evre 3b T4 NO,N1,N2 MO

Evre 3c T(Herhangi) N3 MO

Evre 4 T(Herhangi) N (Herhangi) M1

2.5. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflamasi

Meme kanseri, davranis ve prognoz acisindan degisiklik gosteren farkli gen
ekspresyonlari ile molekiiler diizeyde heterojendir. Son birkag yilda, tedavi etkinligi
icin meme kanserini molekiiler diizeyde karakterize etmek ve siniflandirmak igin
Oonemli caba sarf edilmistir. Bununla birlikte, zaman ve maliyet kisitlamalari
nedeniyle, molekiiller meme kanseri siniflandirmas1 hala biiyiik Olcilide
biyobelirteglerin  (ER, PR, HER2 ve Ki-67) immiinohistokimyasal

degerlendirmesine dayanmaktadir[17, 23].

Tablo 3: Immiinohistokimyasal belirtecler ile molekiiler siniflama (DSO 2019).

Molekiiler simif Immiinohistokimyasal belirtecler

Luminal A ER+, PR+, HER2 —, diisiik Ki-67

Luminal B (HER?2 -) ER+, PR—ya da zayif PR +, HER2— , yiiksek Ki-67

Luminal B (HER2 +) ER+, PR—ya da zayif PR +, HER2+ , yiiksek Ki-67

HER?2 pozitif ER-, PR—, HER2 +

Triple negatif ER—, PR—, HER2 —

En yeni bulgulardan biri bazal benzeri meme kanserlerinin farkli bir grup
oldugunun tespitidir. Bu tlimorler tiibiil yapisinin olmamasi, genellikle diizgiin
siirli, stromada yogun lenfoplazmasitik infiltrasyon, cografik nekroz gibi
Ozelliklere sahip yiliksek dereceli tiimorlerdir. Tipik olarak ER, PR, HER2
negatiftirler. Bazal sitokeratinler ve EGFR pozitiftirler. Bununla beraber bu grup
icinde de heterojenite tanimlanmistir. BRCA1 ile iligkili meme kanserlerinin %801

bu gruptadir[18, 27].
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2.6. Histolojik Derecelendirme

Pek ¢ok klinik ¢alismada, meme kanserinde tiimor derecesinin 6nemi agikca
gosterilmigtir. Tiim invaziv meme kanseri tiplerinde histolojik derece verilmesi
onerilir. Histolojik derece kismen bazi histolojik alt tipleri tamimlar (tiibiiler

karsinom derece 1, mediiller karsinom derece 3)[18].

Tiibiiller ve glandiiler/asini olusumu, kii¢iik biiyiitmede tiimoér boyunca
degerlendirilir. Skoru belirlemek icin glandiiler/tiimor alani i¢in %75 ve %10’luk
oran kullanilir. Niikleer pleomorfizm, komsu meme dokusundaki normal epitel
hiicrelerinin niikleer boyutu ve sekli ile karsilastirildiginda en ytliksek pleomorfizmi
gosteren alanda degerlendirilir. Niikleer membran diizensizligi, niikleollerin sayisi
ve boyutu, pleomorfizm i¢in kullanilan yararli ek 6zelliklerdir. Skor 1 nukleuslar,
onceden var olan benign epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerine ¢cok benzer boyuttadir
(benign epitel hiicre nukluslarinin <1.5 kat1), minimal pleomorfizm ve homojen
kromatin paterni izlenir. Skor 2 nukleuslar daha biiyiiktiir (benign epitel hiicre
nukluslarinin 1.5-2 kati), hafif-orta derecede pleomorfizm ve kiiciik ya da goze
carpmayan niikleollere sahiptir. Skor 3 nukeluslar vezikiiler kromatinli daha da
biiyiik (benign epitel hiicre nukleuslarinin> 2 kati biiyiikliigiinde); boyut ve sekil
olarak belirgin faklilik gosterirler. Siklikla belirgin niikleol icerirler. Niikleer skor

icin tercih edilen bliylitme, 40x objektiftir[14, 17].

Tablo 4: Invaziv Meme Karsinomlarinin Derecelendirmesinde Nottigham Sistemi

SKOR
1 2 3
Tiibiil >%7T5 %10-%75 <%10
Niikleer derece Diistik Orta Yiiksek
Mitozlar* 0-5 5-10 >10

* Mikroskopik alana gore deger degisir.
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Derece 1: Toplam skor 3,4 veya 5
Derece 2: Toplam skor 6 veya 7
Derece 3: Toplam skor 8 veya 9
2.7.1IDO1 ve TDO2

L-Triptofan (Trp), protein yenilenmesine, 5-serotonin (5-HT) iiretimi ve
Kynurenin (Kyn) yolagimin metabolitleri dahil olmak iizere énemli molekiiler
uretime katilan dokuz temel amino asitten biridir[4]. Protein sentezindeki
vazgecilmez roliine ek olarak, Trp 3'li kantitatif olarak 6nemsiz olan, 4 yol boyunca
indirgenmesi sirasinda iretilen, fizyolojik olarak Onemli bircok metabolitin

oncisiidiir. Kyn yolu, toplam Trp indirgenmesinin ~% 95'ini olusturur[28].

Trp ve Kyn yolaginin katabolitleri, hastaliga tolerans gostermek ve goz,
beyin, plasenta ve testis dahil olmak {izere immiin ayricalikli bélgelerin olusmasina
katkida bulunmak i¢in immiinosupresif bir ortam olusturur. Giiniimiizde,
enfeksiyon, inflamasyon ve kanser gibi diger hastaliklara dahil olmasiyla

bagisikligin 6nemli bir faktorii olarak kabul edilir[4].

Indolamin 2,3- dioksijenaz 1 (IDO1) ve triptofan 2,3 dioksijenaz (TDO2),
birinci ve hiz smirlayict adimda Kyn yoluna katilir. Tiimor, stromal, vaskiiler ve
immiin hiicreler, 6zellikle antijen sunan hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde bulunurlar.
Ancak T hiicrelerinde eksprese edilmezler. Triptofanin ¢ogu, insan viicudunda

yaygin olarak eksprese edilen ve interferon gama ile indiiklenebilen IDO tarafindan

katabolize edilir[4].

IDO, Trp'de indol halkasinin 2,3- ¢ift bagim1 kirarak Kyn yolagina katilan,
hem igeren endoseliiler monomerik bir enzimdir. Baglangigta N-formyl-Kyn tiretir.
Daha sonra, N-formyl-Kyn, hizla ve kendiliginden Kyn'e doniisiir. Son olarak, Kyn
ayrica diger aktif metabolitlere doniisiir[4, 29].

Birgok farkli tiimdr tipi, interferon gama gibi sitokinlere yanit olarak IDO1"
asir1 eksprese eder. Ardindan triptofanin Kyn gibi ¢esitli metabolitlere ayrilmasi,
timorii infiltre eden lenfositlerin anerjik hale gelmesine ve O6lmesine neden

olur[30].
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Kanserlerde artan IDO1 seviyelerinin kesfedilmesinden bu yana, akut
miyeloid 16semi, kolorektal karsinom, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kansinomlarsi,
prostat karsinomu, over karsinomu, endometriyal karsinom ve &zofagus
karsinomunda IDO1 ekspresyonunu kotii prognozu ile iliskilendiren birkag¢ rapor
bulunmaktadir. Beklenmedik bir sekilde, renal hiicreli karsinom ve hepatoseliiler
karsinom hastalarinda yiiksek IDO1 ekspresyonu, daha iyi sagkalim ile iliskili
bulunmustur[31].

TDO, TDO2 geni tarafindan kodlanan tetramerik bir hemoproteindir.
Ayrica, Trp'nin indol halkasinin 2,3-bagina O2 ekleyerek L-Trp'nin N-formil-Kyn'e
doniistimiinii katalize eder. TDO ilk olarak 1936'da memeli karacigerinde
bulunmustur[4]. TDO'nun o©nce glioma hiicrelerinde ve daha sonra
hepatokarsinomlar, melanomlar, mesane karsinomlari, meme kanseri ve diger
timor dokulart gibi birgok tiimdrde eksprese edildigi ve tiimdr immiin yanitini

diizenledigi bulunmustur[32].

Meme kanserinde IDO1 inhibitorlerini arastiran klinik ¢aligmalar vardir.
Meme kanserinde tek ajan halinde ya da dosetaksel ile kombinasyon halinde
indoksimod (L-metil triptofan ) {izerinde fazl ¢aligmalar1 devam etmektedir[33].
Epacadostat, hem tek bir ajan olarak hem de anti-PD-1, anti-PD-L1 veya anti-
CTLA-4 ile kombinasyon halinde klinik ¢aligmalardaki farkli bir IDOI1
inhibitdriidiir. NK hiicre ¢ogalmasi ve T-hiicresi aktivitesini arttirirak etki gosterir.
Solid tiimorlerde ve hematolojik malignitelerde Faz 1'den 3'e kadar degisen
epakadostat ile ¢ok sayida klinik ¢alisma yapilmistir. Ayrica 680C91, LM10 gibi
TDO2 inhibitorlerinin farkli tiimérler i¢in klinik Oncesi caligmalari devam

etmektedir [34].
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Sekil 8: Triptofan (Trp) katabolik yollari

Protein sentezi i¢in bir yap1 blogu olarak kullanilmasina ek olarak, diyetteki

N-acetyl-5-methoxy

kynuramine

Trp'nin ¢ogu (%95), Trp — Kyn yolu (kirmiz1 oklar) yoluyla katabolize edilir.

Diger kiigiik yollar, triptamin veya melatonine dontisiimii igerir. Kyn yolu i¢inde

alt1 ¢izili metabolitler kan beyin bariyerini gegebilir. IDO1 (ve TDO) siyah

kutularda vurgulanmigtir. ACMSD: 2-amino-3-karboksimukonat semialdehit

karboksilaz; 3-HAOQO, 3-hidroksianthranilate 3,4-dioxygenase; IDO1, indolamin 2,

3-dioksijenaz 1; KAT, kynurenin aminotransferase (I, II, III); KMO, kynurenine

3-monooksijenaz; KYNU, kynureninaz; MAO, monoamin oksidaz; QPRT,
kinolinik asit fosforibosil transferaz; TDO, triptofan 2,3-dioksijenaz[31].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Calismamiza Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD.’na Ocak 2010-
Aralik 2019 tarihleri arasinda gonderilen meme karsinom tanisi alan, uygun tespit
islemi yapilmis ve yeterli dokuya sahip meme koruyucu cerrahi ya da mastektomi
materyalleri arasindan secilen 74 olguya ait arsiv materyalleri ve mamoplasti

yapilmis normal meme dokusu izlenen 14 olgu kontrol dokusu olarak, toplam 88

olgu dahil edildi.

Olgularimiz neoadjuvan tedavi almamis, ER, PR, HER2 ve Ki67 immiin
boyalar1 ¢alisilmig, timore ait blok ve H&E boyali cam1 mevcut olan hastalardan
secildi. Tiimor hiicrelerinin en yogun oldugu ve nekrozun en az oldugu bloklar

secildi. Bu kosullar1 saglamayan olgular ¢calisma dis1 birakildi.

Olgulara ait yag, timoriin histolojik alt tipi ve prognostik degerleri gosteren

veriler patoloji raporlarindan, hastane otomasyon sisteminden elde edildi.

Calisma igin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi’inde yerel etik kurul onay1
almmistir. Bu calisma Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan, TIP.20.015 nolu proje kod numarasi ile desteklenmistir.

3.2. Parafin Blok Secimi

Tiim materyallere ait hematoksilen-eozin (H&E) ve taniya yonelik yapilmis
olan immiinohistokimyasal belirtegler ile boyali preparatlar iki gozlemei (ilgili
asistan ve ilgili 6gretim iiyesi) tarafindan tekrar incelendi. H&E boyal1 preparatlar
ile materyaller DSO smiflamasina gore histolojik alt tiplerine ayrilmistir. Calisma
icin timor hiicrelerinin en yogun oldugu ve nekrozun en az oldugu bloklar

secilmistir.

3.3. Kesitlerin Elde Edilmesi ve Deparafinizasyon islemi

Calismada IDO1 ve TDO2’ ye yonelik immiinohistokimyasal belirtecler
i¢in, rutin doku takibi islemleri uygulanan bloklardan mikrotom cihazi (Shandon,
ABD) kullanilarak her olgu i¢in adhezivli lamlara (Isotherm, Almanya) Sum
kalinliginda ikiser adet kesit alindi. Ayn1 esnada DNA’dan IDO1 ve TDO2 gen
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bolgelerini PCR aracilifiyla cogaltmak i¢in 1,5ml reaksiyon tiiplerine Sum
kalinliginda ikiser adet kesit alindi. PCR ¢alismak amaciyla reaksiyon tiiplerine
kesit alinmadan 6nce doku bulasmasini 6nlemek i¢in mikrotom cihazi ksilen ile
temizlendi ve her olgu i¢in mikrotom bigag1 degistirilerek mikrotom cihazi yeniden
silindi.

Immiinohistokimyasal ¢alisma igin kesit alman lamlar 65°C’lik etiivde 30

dakika bekletilerek deparafinizasyonu yapildi ve lamlara dokularin yapismasi

saglandi.

3.4. Immiinohistokimyasal Calisma

34.1. immiinohistokimyada kullanilan belirtecler ve calisma
protokolii

Immiinohistokimyasal ¢alismada IDO1 (EMD Millipore Corporation, ABD,
klon 10.1 fare/IgG antikoru, katolog no: 05-840), TDO2 (Novus Biologicals, ABD,
poliklonal fare/IgG antikoru, katolog no: H00006999-B0O1P) kullanima hazir

formda primer antikorlar kullanildi.

Immiinohistokimyasal calismanin en dogru sekilde degerlendirilmesi i¢in
kontrol dokular ile birlikte ¢alisildi. IDOI igin tiimdrsiiz apendiks dokusu, TDO2
tiimorsiiz bobrek {istli bezi dokusu igeren parafin bloklar kontrol blogu olarak
secildi. Bu kontrol bloklar1 kullanilarak primer antikorlarin optimum g¢aligma

diliisyonu ve inkiibasyon siiresi saptandi (Tablo 5).

Tablo 5: Immiinohistokimyasal ¢alismada kullanilan primer antikorlar

Antikor Klon Selliiler Diliisyon Inkiibasyon Firma
Lokalizasyon
IDO1 10.1 Sitoplazmik 1/50 60 dk Millipore
TDO2  Poliklonal Sitoplazmik 1/150 60 dk Novusbio

Immiinohistokimyasal ¢calisma Ventana BenchMark Ultra cihazinda (Roche

Diagnostics, ABD) otomatik olarak, asagida belirtilen sira ile yapildi:

IDOI1 antikoru igin;
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1)

2)

3)

4)

5)

1)

2)

3)

4)

5)

Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon
yapildi.

95°C’ye kadar 1sitilarak Ventana Conditioner 1-EDTA soliisyonu (Roche
Diagnostics, ABD) ile 76 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi yapildi.
Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk siire ile inkiibe
edildi.

Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda manuel sekilde lamlara
uygulandi. 60 dakika siire ile inkiibe edildi.

Arka plan boyanma i¢in bir damla hematoksilen uygulanip 16 dk, Bluing
belirteci uygulanip 8 dk siire ile inkiibe edildi.

TDO?2 antikoru i¢in;

Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon
yapildi.

95°C’ye kadar 1sitilarak Ventana ULTRA Conditioner 1-EDTA soliisyonu
(Roche Diagnostics, ABD) ile 76 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi
yapild.

Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk siire ile inkiibe
edildi.

Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda el ile lamlara uygulandi. 60
dakika siire ile inkiibe edildi.

Arka plan boyanma i¢in bir damla hematoksilen uygulanip 16 dk, Bluing
belirteci uygulanip 4 dk boyunca inkiibe edildi.

Makineden ¢ikarilan lamlar deterjanlt su ile zarar verilmeden yikandi, saf

alkolde 5 dakika boyunca bekletildi. Ardindan 5 dakika boyunca ksilende bekletildi

ve lamel ile kapatildi.

3.4.2. Iimmiinohistokimyasal skorlama

Immiinohistokimyasal boyama uygulanan preparatlar 151k mikroskobunda,

2 patolog tarafindan semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi. IDO1 ve

TDO2 i¢in sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi.

Tiim olgularda pozitif boyanan alanlarin yiizdesi (yayginligl) ve boyanma

siddeti (yogunlugu) skorlandi ve toplam skor elde edildi. Tiimor hiicrelerinin %0-
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5’inde boyanma skor 0, %6-25’inde boyanma skor 1, %26-50’sinde boyanma skor
2, %51-75’inde boyanma skor 3 ve %76-100’iinde boyanma skor 4 olarak
belirlendi[35]. Timor hiicrelerinde boyanma mevcut degilse skor 0, boyanma
siddeti 40x’lik objektifte tespit edildiyse skor 1 (zayif boyanma), 10-20x’lik
objektifte goriiliyorsa skor 2 (orta siddette boyanma), 2-5x’lik objektifte
goriilityorsa skor 3 (giiglii boyanma) olarak belirlendi[17]. Toplam skorda boyanma
yoksa negatif, 1 ve 2 zayif pozitif, 3 ve 4 orta siddette pozitif, 5-7 ise gii¢lii pozitif
olarak kabul edildi [35].

3.5. RNA Izolasyonu, Ol¢iimii, cDNA Sentezi ve PCR Analizi

3.5.1. RNA izolasyonu

DNA’dan IDO1 ve TDO2 gen bolgelerini PCR araciligiyla ¢cogaltmak igin
RNA izolasyonu islemi, Roche High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Almanya, Ref
no: 06650775001)’i, santriflij cihazi (Beckman Coulter, Microfuge 16, ABD),
vorteks (IKA, Almanya) ve dijital kurutma banyosu (Labnet AccuBlock, ABD)
kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapildi:

1) Parafin bloklardan Sum kalinliginda ikiser adet kesit alinan 1,5ml reaksiyon
tiiplerine 800 pl ksilen eklendi. Daha sonra 5 saniye vorteks ile karistirildi.

2) 400 pl etanol eklendi ve vorteks ile karistirildi. 16000 devirde 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

3) 1 ml etanol eklendi, vorteks ile karistirildi. 16000 devirde 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildu.

4) Etanol kalintilarindan kurtulmak icin tiip kagit havlu ile kurutuldu.
55°C’de 10 dk doku pelleti kurutuldu.
Bu basamaklar ile deparafinizasyon saglandi ve RNA izolasyon islemine

gecildi.

5) Her doku peletine (yukarida aciklandig: gibi deparafinize edilmis), 100 pl
RNA Tissue Lysis Buffer, 16 ul% 10 SDS ve 40 ul Proteinaz K calisma
soliisyonu eklendi. 5 saniye vorteks ile karistiridi, +85°C'de 30 dakika

inkiibe edildi, Proteinaz K eklemeden 6nce +55°C'nin altina sogutuldu.
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6) 80 ul Proteinaz K eklendikten sonra, 5 saniye vorteksle karistirildi, 5 saniye
santrifiij cihazinda dondiiriildii, +55°C'de 30 dakika inkiibe edildi, 5 saniye
santrifiij cihazinda dondiiriildii bu adimda berrak lizat elde edildi.

7) 325 wl Binding Buffer ve 325 pl etanol eklenip, 5 saniye vorteksle
karistirild, 5 saniye santrifiij cihazinda dondiirtildii.

8) Lizat pipet ile High Pure filtreli tiip ve toplayict tiip kombinasyonuna
aktarildi. 30 sn 6000 devirde santrifiij edildi.

9) Filtreli tiip yeni toplayici tiipe yerlestirildi, filtre kegesini tamamen
kurutmak i¢in 16.000 devirde 2 dakika dondiiriildii.

10) Filtreli tiip yeni toplayici tiipe yerlestirildi, filtreye temas etmeden 100 pl
DNase ¢aligma soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

11) 500 pl Wash Buffer I calisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn
santrifiij edildi. Toplayici tiipte biriken siv1 uzaklastirildi.

12) 500 pl Wash Buffer II ¢alisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn
santrifiij edildi. Toplayici tiipte biriken s1v1 uzaklastirildi.

13) 500 pl Wash Buffer II c¢alisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn
santrifiij edildi. Toplayic tiipte biriken sivi uzaklastirildi. 2 dk 16000
devirde santrifiij edilerek filtrenin tamamen kurumasi saglandi.

14) High Pure filtreli tiipiin altina 1,5 ml reaksiyon tiipii yerlestirildi. 50 pl
Elution Buffer eklendi, +15-+25°C’de 1 dk inkiibe edildi. 6000 devirde 1
dk santrifiij edildi. Boylelikle RNA toplanmis oldu. Elde edilen RNA
ornekleri -80°C’de saklandi.

3.5.2. RNA safliginin belirlenmesi ve konsantrasyon hesaplanmasi

RNA’dan ¢cDNA sentezine baslamadan once, spektrofotometre cihazi
(BioDrop, uLite, ingiltere) kullanilarak 260nm/280nm dalga boyunda elde
edilen RNA’nin saflifi ve miktar1 o6lciildii. Saflik oranlari 1,8 civart olan

RNA’lar ¢calismada kullanildi.

3.5.3. cDNA sentezi

RNA’dan ¢cDNA sentezinde Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche, Almanya, Ref no: 04896866001)’t ve termal cycler cihazi
(SensoQuest, Almanya) kullanildi. Asagida belirtilen islemler yapildi:
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1) cDNA Master Kiti icerisinde bulunan reaktifler ¢ozdiiriiliip buz iizerine

birakaldi.

2) Her reaktif berrak bir goriiniim alana kadar vortekslendi.
3) Oncelikle her vaka igin spektrofometrede dlgiilen RNA 500 ng’ye gore

esitlenerek hesaplandi, diger reaksiyon bilesenleri de Tablo 6 ve Tablo

7°de gosterildigi gibi toplam 20ul olacak sekilde hesaplandi. Buz {izerine

yerlestirilen reaksiyon tiiplerine reaksiyon bilesenleri birakildi.

Tablo 6: cDNA caligsma protokolii 1. kisim

Malzeme

Miktar

Total RNA
Anchored-oligo Primer

Random Hexamer Primer

Su

Al
(RNA miktar1 500 ng’a esitlendi)
I ul
I ul

11-A ul

4) Tipler 65°C’de 10 dk bekletildi.

5) 10 dk sonra tiipler buza alindu.

6) Tiipler igerisine siras1 ile Tablo 7°deki gibi eklendi.

Tablo 7: cDNA caligsma protokolii 2. kisim

Malzeme Miktar
Transcriptor RT Reaction Buffer 4 ul
5X

Protector RNase Inhibitor 0.5l
Deoxynucleotide Mix 2ul
Transcriptor Reverse 0.5 Ml

Transcriptase
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7) Tiipler Termal Cycler cihazinda; +25°C’de 10 dk, +50°C’de 60 dk,
+85°C’de 5 dk, +4°C’de sonsuz olacak sekilde bekletildi. Islem sona
erdikten sonra -20°C’de saklandi.

3.5.4. RT-PCR analizi

RT-PCR analizinde Roche LightCycler 480 Probes Master (Roche, Almanya,
Ref no: 04707494001) kiti, primer ve probe olarak Molbiol IDO1 (Molbiol,
Almanya, Id: ), Molbiol TDO2 (Molbiol, Almanya, Id: ) ve pozitif kontrol olarak
Molbiol B-Actin (Molbiol, Almanya, Id: ) kullanildi. Primerlerde IDO1 ve TDO2
icin 4 bolge (F, S, A, R), B-Actin i¢in 2 bolge (F, R) temsil edildi (Tablo 8).

Tablo 8: IDO1 ve TDO?2 i¢in primer ve probe dizaynlari

Sekans
Primer Sekans Bilgisi Uzunlugu
IDOIsh F | gTTTTgTTCTCATTTCTgATgg 23
IDO1sh S | TgTTCTCATTTCgTgATggAgACT 24
IDOIsh A | TTgAATACAgTAggAATTACTTTgATTgC 29
IDO1sh R | gCCTTgAATACAGTAggAATTACTTTgA 28
TDO2F | gAACTCCAggTTTAgAgCCACA 22
TDO2S | ggATTTAACTTCTggggAAAGCT 23
TDO2 A | TTCTCATCAAATAAggACAGTAGCAC 26
TDO2R | CTTTACTAAggAgATgTTCATgACY 25
Sekans
Probe Sekans Bilgisi Uzunlugu
6FAM-
IDO1 TM | CCACCAATAgAgAgACCAggAAgAATCCTTAC—BBQ 32
TDO2 P 6FAM-CTTCTgAAATTCAgCCACCTgTTCCTC—BBQ 27

PCR karisimi, reaksiyon kuyusu bagina 20 pl nihai hacim olacak sekilde

Roche FastStart Essential DNA Probes Master kiti ile asagida belirtilen

prosediire gore hazirlandi.

1) Primerler 250 pl, problar 150 pl su ile sulandirildi.

2) Reaksiyon tiiplerine buz iizerinde PCR karigimlar1 hazirlandi. Bilesenler

Tablo 9°da gosterilen sirayla eklenerek her reaksiyon kuyusu igin 18 pl
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PCR karigimi hazirlandu.

Tablo 9: LightCycler 480 Probe Master kullanarak her 18 ul reaksiyon i¢in PCR
karisimi1 hazirlama sablonu

Bilesen Hacim

Su (7,8-Primer voliimii) pl
LightCycler 480 Probe Master 10 ul

Primer Soliisyon Primer bolge x 0,5 pl
Probe soliisyon 0,2 ul

Toplam Hacim 18 Ml

3) Yukar1 ve asag1 pipetleme yaparak dikkatlice karigtirildu.

4) LightCycler 480 Multiwell Plakasinin her bir kuyucuguna 18 ul PCR
karisimi1 pipetlendi

5) Her kuyudaki PCR karisimina 2 pl 6rnek cDNA pipetlendi

6) MultiCell Plakas1 LightCycler 480 Sizdirmaz Folyo ile kapatildi

7) MultiCell Plakas1 LightCycler 480 cihazina aktarildi

8) Tablo 10’da tarif edilen PCR protokolii kullanilarak LightCycler 480
Cihaz1 ¢aligtirildi.

Tablo 10: LightCycler 480 Cihazi ile calisilan PCR protokolii

Tespit bicimi Blok Tipi Reaksiyon
Voliimii
Mono color hydrolysis probes 384 3-20ul
Or
Multi color hydrolysis probes
Programlar
Program ismi Dongiiler Analiz
modu
Pre- 1 Yok
inkiibasyon
Amplifikasyon 45 Niceleme
Sogutma 1 Yok
Sicakhik
Hedefleri
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Hedef (°C) Edinme Bekletme Pik degeri

Modu (saat:dk:sn)
Pre-
inkiibasyon
95 Yok 00:05:00 4.8
Amplifikasyon
95 Yok 00:00:10 4.8
Primer Yok 00:00:30 2.5
bagimh 00:00:15
72 Tek 00:00:01 4.8
Sogutma
40 Yok 00:00:10 2

Real Time PCR ¢aligmasindan sonra analiz i¢in tiim orneklerin Ct
degerleri housekeeping geni olarak kullanilan B-Actin’e fold change ‘kat-
degisimi (224¢Y)’ yontemiyle Microsoft Excel 2010 Bilgisayar programi
araciligiyla oranlanarak yaklasik kat degisimi bulundu [36].

3.6. istatiksel Yontem

Aragtirma verilerimizin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 21.0
for windows istatistik paket programi kullanildi. Olgiimsel degiskenler ortalama
+ standart sapma (SS) ile, kategorik degiskenler say: ile sunuldu. Ikiden fazla
gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis Testi ile Friedman Testi kullanildi.
Nitel degiskenlerin karsilastirilmasinda Chi-kare (y2) testi ve Mc-Nemar testi
kullanildi. Hipotezler ¢ift yonlii alinacak, p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli

sonu¢ kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Calismamiza Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD.’na Ocak
2010-Aralik 2019 tarihleri arasinda gonderilen 88 olgu degerlendirildi.
Calismamizdaki hastalarin prognostik parametreleri, immiinohistokimyasal

boyanma 6zellikleri ve molekiiler analiz sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Prognostik parametreler, immiinohistokimyasal ve molekiiler analiz

sonuglari
Say1 Y%

Histolojik Alt Tip Duktal 32 36,5
Lobiiler 5 5,7
Mikropapiller 7 7,9
Tiibiiler 5 5,7
Sekretuar karsinom 1 1,1
Apokrin 6 6.8
Mediiller 6zellikli 4 4,6
Tiibtilolobiiler 7 7,9
Papiller 3 3.4
Kribriform 3 3.4
Metaplastik 1 1,1
Meme dokusu 14 15,9

Metastaz Yok 31 41,9
Var 43 58,1
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IDO1 IHK Negatif 44 50

Zayf pozitif 3 3.4

Orta sidd. Pozitif 12 13,7

Giiclii pozitif 29 32,9
TDO2 IHK Orta sidd. Pozitif 13 14,8

Giiclii pozitif 75 85,2
IDO1 Gen Eks. Negatif 47 53,4

Pozitif 41 46,6
TDO2 Gen EKks. Negatif 83 94,3

Pozitif 5 5,7
Yas Ortalama = SS 51,21 £ 13,42

4.1.1. Histolojik alt tip

Olgular DSO smiflamasina gore 32’si infiltratif duktal karsinom, 7’si
infiltratif lobiiler karsinom, 5’1 invaziv mikropapiller karsinom, 5’1 invazi tiibiiler
karsinom, 6’s1 apokrin karsinom, 1’1 sekretuar karsinom, 4’ii mediiller 6zellikli
infiltratif duktal karsinom, 7’si tiibiilolobiiler karsinom, 3’{i invaziv papiller
karsinom, 3’ invaziv kribriform karsinom, 1’1 metaplastik karsinom ve 14’1

benign meme dokusu olarak degerlendirildi.

4.1.2. Yas

Olgularin en genci 21, en yaslis1 86 yasinda olup yas ortalamas1 51+13,42
olarak degerlendirildi. Yasa gore IDO1 gen ekspresyonu ile yas arasinda anlamli

iliski saptanmistir (p=0,035, Tablo 12).

Yasa gore TDO2’ nin immiinohistokimyasal ve molekiiler ekspresyonlari

arasinda anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).

Tablo 12: Yas ile IDO1 gen ekspresyonun karsilastirilmasi
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YAS - PCR iDO1

Negatif Pozitif Total
<50 yas 30 16 46
> 50 yas 17 25 42
Total 47 41 88

4.1.3. Metastaz durumu

Calismamizda 74 olgumuzun 41’inde bolgesel lenf nodu, 2’sinde uzak
metastaz mevcut olup bu iki grup ‘metastatik grup’ olarak kabul edildi. 31 olguda

ise metastaz mevcut degildi.

Metastatik olgularda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 18’1 negatif,
2’si zayif pozitif, 7’si orta siddette pozitif, 16’s1 gii¢lii pozitif izlendi. Metastatik
olmayan olgularda ise 14’1l negatif, 1’1 zayif pozitif, 4’ii orta siddette pozitif, 12’si
giiclii pozitif izlendi(p=0,963, Tablo 13). Metastatik olgularda IDO1 gen
ekspresyonu incelendiginde 21°1 negatif, 22’si pozitif izlendi. Metastatik olmayan
olgularda ise 12’si negatif, 19’u pozitif izlendi(p=0,530). Metastaz durumuna gore
IDO1 immiinohistokimyasal ve molekiiler ekspresyonununda anlamli iligki

izlenmedi.

Tablo 13: Metastaz durumu ile immiinohistokimyasal olarak IDOI’in
degerlendirilmesi

METASTAZ - iHK IDO1

Negatif Zayf Orta sidd. Giiclii Total
pozitif Pozitif pozitif
Yok 14 1 4 12 31
Var 18 2 7 16 43
Total 32 3 11 28 74
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Metastatik olgularda TDO2 immiinreaktivitesi incelendiginde 7’si orta
siddette pozitif, 36’s1 giiclii pozitif izlendi. Metastatik olmayan olgularda ise 3’i
orta siddette pozitif, 28’1 giiclii pozitif izlendi. Metastatik olgularda TDO2 gen
ekspresyonu incelendiginde 41°1 negatif, 2’si pozitif izlendi. Metastatik olmayan
olgularda 28’1 negatif, 3’ii pozitif izlendi. Metastaz durumuna goére TDO2
immiinohistokimyasal  (p=0,412, Tablo 14) ve molekiiler (p=0,644)
ekspresyonununda anlamli iligki izlenmedi.

Tablo 14: Metastaz durumu ile immiinohistokimyasal olarak TDO2’in
degerlendirilmesi

METASTAZ - iHK TDO2

Orta sidd. Pozitif Giiclii pozitif Total
Yok 3 28 31
Var 7 36 43
Total 10 64 74

Metastaz durumu ve ¢alismamizda yer alan histolojik alt tipler arasinda

anlamli farklilik bulunmadi.

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.2.1. IDO1 ekspresyonu

Olgularimizda IDO1 ekspresyonu incelendiginde 88 olgunun, 3’i zayif
(%3.,4), 12’si orta siddette (%13,6), 29°u giiclii (%33) olmak iizere toplam 44°i
pozitif (%50), 44’1 negatif (%50) izlendi (Sekil 9, 10, 11).

58



Sekil 9: Infiltratif Duktal Karsinom, Grade2. Zayif sitoplazmik IDO1 pozitifligi
(Immiinperoksidaz; X200)
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Sekil 10: Infiltratif Duktal Karsinom Grade3. Orta siddette sitoplazmik IDO1
pozitifligi (immunperoksidaz; X200)
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Sekil 11: Infiltratif Duktal Karsinom Grade3. Giiglii sitoplazmik IDO1 pozitifligi
(Immunperoksidaz; X200)

IDO1 pozitif izlenen 44 olgunun 42’si tiimdral olgular olup,
immiinreaktivite skoru ve histolojik alt tipler arasinda istatistiksel iligki
bulundu(p=0,005, Tablo 15).
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Tablo 15: Histolojik alt tipler ile IDO1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

IDO1 Immiinreaktivite

Histolojik Alt Tip  Negatif Zayf Orta sidd. Giiclii Total
pozitif Pozitif pozitif
Infiltratif duktal 11 0 6 15 32
Mikropapiller 3 0 0 2 5
Lobiiler 5 0 0 2 7
Tiibiiler 2 2 0 1 5
Sekretuar 1 0 0 0 1
Apokrin 4 0 1 1 6
Mediiller 6z. Dk 3 0 0 1 4
Tiibiilolobiiler 0 1 2 4 7
Papiller 1 0 2 0 3
Kribriform 1 0 0 2 3
Metaplastik 1 0 0 0 1
Meme dokusu 12 0 1 1 14
Total 44 3 12 29 88

4.2.2. TDO2 ekspresyonu

Olgularimizda TDO2 ekspresyonu incelendiginde 88 olgunun 13’1 orta
siddette (%14,8), 75’1 (%85,2) giiclii pozitif izlendi. Tim olgularda TDO2
immiinreaktivitesi mevcut olup negatif boyanma gosteren olgu izlenmedi. TDO2
immiinreaktivitesi ile histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak bir iliski

izlenmedi (p=0,815, Sekil 12,13,14).
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Sekil 12: Infiltratif Duktal Karsinom Grade3, zayif sitoplazmik TDO2 pozitifligi
(Immunperoksidaz; X200)
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Sekil 13: Infiltratif Duktal Karsinom Grade3, orta siddette sitoplazmik TDO2
pozitifligi (Immunperoksidaz; X200)

Sekil 14: Tibiler Karsinom, gii¢lii sitoplazmik TDO2 pozitifligi
(Immunperoksidaz; X200)

Tablo 16: Histolojik alt tipler ile TDO2 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

TUR - iIHK TDO2

Histolojik Alt Tip Orta sidd. Giiclii pozitif Total
Pozitif

Infiltratif Duktal 6 26 32

Mikropapiller 1 4 5

Lobiiler 0 7 7

Tiibiiler 0 5 5

Sekretuar 0 1 1
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Apokrin 2 4 6

Mediiller 6z. Dk 0 4 4
Tiibiilolobiiler 1 6 7
Papiller 0 3 3
Kribriform 0 3 3
Metaplastik 0 1 1
Meme dokusu 3 11 14
Total 1 75 88

4.2.3. Immiinohistokimyasal IDO1 ve TDO2 korelasyonu

Istatistiksel olarak IDO1 ve TDO2 immiinohistokimyasal ekspresyonlar
arasinda iliski bulunmadi (p=0,34). Immiinohistokimyasal IDO1 ve TDO2

ekspresyonlari arasindaki iligki Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: Immiinohistokimyasal olarak IDO1 ve TDO2’nin degerlendirilmesi

THK IDO1
[HK TDO2 Negatif Zayif Orta sidd. Giiclii Total
pozitif pozitif pozitif
Orta siddette 8 0 3 2 13
pozitif
Giiclii pozitif 36 3 9 27 75
Total 44 3 12 29 88
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4.3. Gen Ekspresyon Bulgular:

Olgulara ait 88 6rnek, Roche Cobas Z 480 cihazinda RT-PCR c¢aligildi ve
LightCycler 480 Sistemi ile analiz edildi.

Olgularm parafine gémiilii dokularindan ilk olarak RNA izole edildi.
Olgulara ait RNA o6rneklerinin spektrofotometre ile 6l¢iilen konsantrasyon
degerleri Tablo 18’de verilmistir. Daha sonra bu degerler cDNA elde etmede

referans olarak kullanilmistir.

Tablo 18: Olgulara ait RNA konsantrasyon degerleri

Hasta No RNA Konsantrasyonu Hasta RNA Konsantrasyonu
(ng/pl) No (ng/pl)

1. 69,27 45. 32,5
2. 136,8 46. 111
3. 146,7 47. 143,1
4, 44,2 48. 29,46
5. 129,6 49. 44,5
6. 174,2 50. 69,05
7. 213,5 51. 46,1
8. 80,69 52. 161,1
9. 113 53. 158,5
10. 167,6 54. 1527
11. 146,4 5S. 81,26
12. 124 56. 52,27
13. 53,5 57. 87,44
14. 168,3 58. 103,8
15. 147 59. 2784
16. 119 60. 359,8
17. 76,25 61. 92,44
18. 98,46 62. 37,84
19. 182 63. 32,24
20. 247 64. 98,05
21. 69,47 65. 32,49
22. 134 66. 121,5
23. 307,4 67. 25,80
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24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
3s.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.

259
32,8
69,29
125
56

82
107,5
108,5
51,72
120
141
73,6
130,8
40,7
117,6
114,3
42,66
107,1
64,54
43
65,9

68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.

1574
150,5
46,60
65,67
54,62
40

1154
17,43
16,87
27,87
24,95
20,43
15,53
15,86
21,90
48,28
31,45
42,92
27,90
18,83
27,56

Olgulardan RNA izole edilmesini takiben cDNA elde edilerek RT-PCR

analizleri yapildi. Her olgu igin B-Actin ile kiyaslanip ‘kat-degisimi (244

formiiliiniin uygulanmasinda kullanilan Ct degerleri Tablo 19°da yer almaktadir. 1-

15 numaral1 olgulara ait 151ma egrileri Sekil 15°te gosterilmistir.

Tablo 19: PCR c¢alismasi sonucu olgulara ait Ct degerleri

Hasta Aktin TDO2 Hasta Aktin IDO1 TDO
No No 2
1. 34,91 -—- 45. 34,17 37,79 -
2. 35,21 - 46. 30,75 35,37 40,27
3. 33,62 -—- 47. 3526  --- -
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31,79
30,27
34,34
30,74
31,62
38,77
34,36
33,1

36,74
38,5

31,3

30,33
34,78
35,45
33,35
32,25
32,42
34,32
33,44
35,25
39,6

38,62
38,62
37,56
32,42
31,81
35,05
35,27
36,53
30,5

31,25
31,06
33,32
33,97
28,27
34,25
35,49
28,11
33,22
36,65
27,26

39,28
36,1

36,93
38,24
34,98
35,26

34,62
38,83
40,01
35,49
33,82
38,64
41,8

39,29
35,48
35,5

37,84
38,87
38,44
38,77

38,01

34,16
35,54
35,93
37,58
37,97
35,5

37,06
39,18
37,61
38,1

36,39
37,73

35,26
38,34
40,12
37

48.
49.
50.
S1.
52,
53.
54.
SS.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
8s.
86.
87.
88.

41,85
29,91
27,9

38,56
30,15
35,93
27,55
30,61
28,86
35,15
32,09
29,3

33,57
32,36
35,65
35,18
28,73
31,41
25,41
33,97
29,08
31,22
27,49
30,6

30,8

31,87
32,33
33,76
29,71
32,44
30,71
30,99
31,8

31,93
30,44
38,51
31,9

39,24
34,1

30,98
35,19
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Amplification Curves
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Sekil 15: 1-15 numarali olgulara ait IDO1 ve TDO2 gen boélgeleri 1s1ma egrileri.
Kirmiz1 renkte pik yapan egriler ekspresyon gosteren olgulari, yesil renkte egriler
negatif olgular1 temsil etmektedir.

4.3.1. IDO1 gen ekspresyonu

PCR ile elde edilen IDO1 gen boélgesine ait 151ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 88 olgunun 41’inde (%46,59) gen ekspresyonu

saptandi. 11 numarali olguya ait IDO1 gen 1g1ma egrisi Sekil 16’da gosterilmistir.
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Ampification Curves @ Zoom l
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Sekil 16: 11 numarali olguya ait IDO1 gen bdlgesi 151ma egrisi.

IDO1 gen ekspresyonu anlamli diizeyde dl¢iilen 41 olgudan 19°u infiltratif
duktal karsinom, 3’1 mikropapiller karsinom, 1’1 lobiiler karsinom, 2’si tiibiiler
karsinom, 1’1 sekretuar karsinom, 3’1 apokrin karsinom, 4’ii mediiller 6zellikli
duktal karsinom, 3’ii tiibiiler karsinom, 1’1 invaziv papiller karsinom, 3’1 kribriform
karsinom, 1’1 metaplastik karsinom tanili iken, normal meme dokusu iceren

mamoplasti olgularinda IDO1 gen ekspresyonu izlenmemistir.

Histolojik alt tipler ile IDO1 gen ekspresyonu arasinda Ki-kare testi ile
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p=0,003, Tablo 20). Ayrica IDO1
mmiinohistokimyasal ekspresyonu ve IDO1 gen ekspresyonu arasindaki iligki

anlaml izlenmistir (p=0,009, Tablo 21).
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Tablo 20: IDO1 gen ekspresyonu ile histolojik alt tiplerin degerlendirilmesi

PCR IDO1

Histolojik Alt Tip Negatif Pozitif Total
Infiltratif Duktal 13 19 32
Mikropapiller 2 3 5
Lobiiler 6 1 7
Tiibiiler 3 2 5
Sekretuar 0 1 1
Apokrin 3 3 6
Mediiller oz. dk 0 4 4
Tiibiilolobiiler 4 3 7
Papiller 2 1 3
Kribriform 0 3 3
Metaplastik 0 1 1
Meme dokusu 14 0 14
Total 47 41 88
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Tablo 21: RT-PCR IDOI1 ile immiinohistokimyasal IDO1 ekspresyonunun
degerlendirilmesi

IHK IDO1
PCR IDO1 Negatif Zayif Orta sidd. Giiclii Total
pozitif pozitif pozitif
Negatif 29 2 8 8 47
Pozitif 15 1 4 21 41
Total 44 3 12 29 88

4.3.2. TDO2 gen ekspresyonu

PCR ile elde edilen TDO2 gen bdlgesine ait 1s1ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 88 olgunun 5’inde (%5,68) gen ekspresyonu
saptand1. 11 numarali olguya ait TDO2 gen 1s1ma egrisi Sekil 17°de gosterilmistir.

TDO2 gen ekspresyonu anlamli diizeyde o6l¢iilen 5 olgu infiltratif duktal
karsinom, mikropapiller karsinom, apokrin karsinom, tiibiilolobiiler karsinom ve
metaplastik karsinom tanisi alan birer vakadan olugsmaktadir. TDO2 gen
ekspresyonu ile histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulunmustur(p=0,015, Tablo 22). Ancak immiinohistokimyasal TDO?2 ekspresyonu

ve molekiiler TDO2 ekspresyonu arasinda anlamlilik izlenmemistir (p=0,559).
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Sekil 17: 11 numarali olguya ait TDO2 gen bdlgesi 151ma egrisi.

Tablo 22: Molekiiler TDO2 ekspresyonu ile histolojik alt tiplerin
degerlendirilmesi

MOLEKULER TDO2

Histolojik Alt Tip Negatif Pozitif Total
Infiltratif Duktal 31 1 32
Mikropapiller 4 1 5
Lobiiler 7 0 7
Tiibiiler 5 0 5
Sekretuar 1 0 1
Apokrin 5 1 6
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Mediiller 6z. dk 4 0 4

Tiibiilolobiiler 6 1 7
Papiller 3 0 3
Kribriform 3 0 3
Metaplastik 0 1 1
Meme dokusu 14 0 14
Total 83 5 88

4.3.3. Real-Time PCR ile IDO1 ve TDO2 gen ekspresyonu korelasyonu

Olgularin 47°s1 IDO1 ve TDO2 ekspresyonu gdstermezken, 36’s1 IDO1 igin
anlamli olup TDO2 ekspresyonu izlenmemistir. TDO2 ekspresyonu gosteren 5
vaka ayni zamanda IDO1 ekspresyonu da gostermistir. IDO1 ve TDO2 gen
ekspresyonlar1 arasindaki iligki istatiksel olarak anlamli izlenmistir. (p=0,019,

Tablo 23)

Tablo 23: TDO2 ve IDO1 gen ekspresyonu karsilastiriimasi

PCR TDO2 - PCR IDO1

Negatif Pozitif Total
Negatif 47 36 83
Pozitif 0 5 5
Total 47 41 88

4.4. Hormon Reseptorleri

4.4.1. ER durumu

ER durumuna gore 19 ER negatif, 55 ER pozitif tiimorlii olgumuz izlendi.

ER negatif olgularda IDO1 immiinreakstivitesi incelendiginde 7’si gliglii pozitif,
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2’si orta siddette pozitif, 1’1 zayif pozitif, 9’u negatif olarak izlendi. ER pozitif
olgularda IDO1 immiinreakstivitesi incelendiginde 21’1 giiclii pozitif, 9’u orta
siddette pozitif, 2’si zayif pozitif, 23’1 negatif olarak izlendi. ER durumu ile IDO1
ekspresyonu arasinda anlamli iliski bulunmadi(p: 0,914, Tablo 24).

Tablo 24: ER ile IDO1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

[HK IDO1
Negatif Zayf Orta sidd. Giiglii Total
pozitif Pozitif pozitif
ER negatif 9 1 2 7 19
ER pozitif 23 2 9 21 55
Total 32 3 11 28 74

ER negatif olgularda IDO1 gen ekspresyonu incelendiginde 14’ pozitif,

5’1 negatif olarak izlendi. ER pozitif olgularda 27’si pozitif, 28’1 negatif olarak
izlendi. ER durumu ile IDO1 gen ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliski bulunmadi(p=0,111, Tablo 25).

Tablo 25: ER durumu ile IDO1 gen ekspresyonunun degerlendirilmesi

PCR IDO1
Negatif Pozitif Total
ER negatif 5 14 19
ER pozitif 28 27 55
Total 33 41 74
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TDO2 immiinreaktivitesi incelendiginde ER negatif olgularin 18’1 giiglii

pozitif, 1’1 orta siddette pozitif, ER pozitif olgularin 46’s1 gii¢lii pozitif, 9’u orta
siddette pozitif olarak izlendi. ER durumu ile TDO2 immiinreaktivitesi arasinda

anlamli iligki bulunmadi (p=0,222).

TDO2 gen ekspresyonu incelendiginde ER negatif olgularin 3’1 pozitif,
16’s1 negatif, ER pozitif olgularin 2’si pozitif, 53’1 negatif olarak izlendi. ER
durumu ile TDO2 gen ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski bulunmadi

(p=0,103).

4.4.2. PR durumu

PR durumuna gore 24 PR negatif, 50 PR pozitif olgumuz izlendi. PR negatif
olgularda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 10’u gii¢lii pozitif, 4’ orta
siddette pozitif, 1’1 zayif pozitif, 9’u negatif izlendi. PR pozitif olgularda IDO1
immiinreaktivitesi incelendiginde 18’1 giiclii pozitif, 7’si orta siddette pozitif, 2’si

zay1f pozitif, 23’1 negatif izlendi (p=0,922, Tablo 26).

PR negatif olgularda IDO1 gen ekspresyonu incelendiginde 17’si pozitif,
7’st negatif izlendi. PR pozitif olgularda IDO1 gen ekspresyonu incelendiginde
24°1 pozitif, 26’s1 negatif izlendi. PR durumu ile IDO1 gen ekspresyonu arasinda

anlaml iligki bulunmadi(p=0,110).

PR negatif olgularda TDO2 immiinreaktivitesi incelendiginde 21’1 giiclii
pozitif, 3’1 orta siddette pozitif izlendi. PR pozitif olgularda 43’ giiclii pozitif, 7°si
orta siddette pozitif izlendi (p=0,860, Tablo 27).

PR negatif olgularda TDO2 gen ekspresyonu incelendiginde 3’ii pozitif,
21’1 negatif izlendi. PR pozitif olgularda 2’si pozitif, 48’1 negatif izlendi. PR

durumu ile TDO2 gen ekspresyonu arasinda anlamli iliski bulunmadi(p=0,321).
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Tablo 26: PR ile IDO1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

[HK IDO1
Negatif Zayf Orta sidd. Giiglii Total
pozitif pozitif pozitif
PR negatif 9 1 4 10 24
PR pozitif 23 2 7 18 50
Total 32 3 11 28 74

Tablo 27: PR durumu ile TDO2 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

IHK TDO2
Orta sidd. Pozitif Giiclii pozitif Total
PR negatif 3 21 24
PR pozitif 7 43 50
Total 10 64 74

4.4.3. HER2 durumu

HER2 durumuna gore 54 HER2 negatif, 20 HER2 pozitif olgumuz izlendi.
HER2 negatif olgularda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 20’si giicli
pozitif, 6’s1 orta siddette pozitif, 2’si zayif pozitif, 26’s1 negatif izlendi. HER2
pozitif olgularda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 8’1 gii¢lii pozitif, 5’1 orta
siddette pozitif, 1’1 zayif pozitif, 6’s1 negatif izlendi. HER2 durumu ile IDO1

immiinreaktivitesi arasinda anlaml iligski bulunmadi (p=0,376, Tablo 28).

HER2 negatif olgularda IDO1 gen ekspresyonu incelendiginde 28’1 pozitif,
26’s negatif izlendi. HER2 pozitif olgularda 13’1 pozitif 7°si negatif izlendi. HER2

durumu ile IDO1 gen ekspresyonu arasinda anlaml iligki bulunmadi(p=0.,455).
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HER2 negatif olgularda TDO2 immiinreaktivitesi incelendiginde 47’si
giiclii pozitif, 7’si orta siddette pozitif izlendi. HER pozitif olgularda 17’si giiglii
pozitif, 3l orta siddette pozitif izlendi. HER2 durumu ile TDO2 immiinreaktivitesi
arasinda anlaml iligki bulunmadi (p=0,820, Tablo 29).

HER2 negatif olgularda TDO2 gen ekspresyonu incelendiginde 3’1 pozitif,
5171 negatif izlendi. HER2 pozitif olgularda 2’si pozitif, 18’1 negatif izlendi. HER2

durumu ile TDO2 gen ekspresyonu arasinda anlamli iligki bulunmadi(p=0,607).

Tablo 28: HER2 ile IDO1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

[HK IDO1
Negatif Zayf Orta sidd. Giiclii Total
pozitif Pozitif pozitif
HER?2 negatif 26 2 6 20 54
HER?2 pozitif 6 1 5 8 20
Total 32 3 11 28 74

Tablo 29: HER2 ile TDO2 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

HER2 - TDO2
Orta sidd. Pozitif Giiclii pozitif Total
HER2 negatif 7 47 54
HER?2 pozitif 3 17 20
Total 10 64 74

4.4.4. Molekiiler simiflama

Olgularimizin immiinohistokimyasal belirtecler ile molekiiler siniflamasi

yapildiginda 74 hastanin 19’u liiminal A, 37’si liiminal B, 9°u HER2 pozitif, 9’u
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triple negatif izlendi. Liiminal A olgularinda IDOI1 immiinreaktivitesi
incelendiginde 8’i negatif, 3’1 orta siddette pozitif, 8’1 giiclii pozitif izlendi.
Liiminal B olgularinda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 16’s1 negatif, 2’si
zayif pozitif, 6’s1 orta siddette pozitif, 13’1 giiglii pozitif izlendi. HER2 pozitif
olgularda IDO1 immiinreaktivitesi incelendiginde 2’si negatif, 1’1 zayif pozitif, 2’si
orta siddette pozitif, 4’0 giiclii pozitif izlendi. Triple negatif olgularda IDO1
immiinreaktivitesi incelendiginde 6’s1 negatif, 3’1 giiclii pozitif izlendi (p=0,688,

Tablo 30).

Tablo 30: Molekiiler sinif ile IDO1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

MOLEKULER SINIFLAMA- IHK IDO1

Negatif Zayf Orta sidd. Giiglii Total
pozitif pozitif pozitif
Liiminal A 8 0 3 8 19
Liiminal B 16 2 6 13 37
HER?2 pozitif 2 1 2 4 9
Triple negatif 6 0 0 3 9
Total 32 3 11 28 74

IDO1 gen ekspresyonu liiminal A olgularinda incelendiginde 12’si negatif,
7’s1 pozitif izlendi. Liiminal B olgularinda incelendiginde 17°si negatif, 20’si
pozitif izlendi. HER2 pozitif olgularda 3’ negatif, 6’s1 pozitif, triple negatif
olgularda ise 1’1 negatif, 8’1 pozitif izlendi. Molekiiler siniflama ile IDO1 gen
ekspresyonu arasinda uygulanan Ki-kare testi ile istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmadi(p=0,065). Ancak HER?2 pozitif (%66) ve triple negatif (%88) olgularda
liiminal A ve liiminal B olgulara kiyasla IDO1 pozitifliginde belirgin artis izlendi

(Tablo 31).

Tablo 31: Molekiiler sinif ile IDO1 gen ekspresyonunun degerlendirilmesi
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MOLEKULER SINIFLAMA - PCR IDO1

Negatif Pozitif Total
Liiminal A 12 7 19
Liiminal B 17 20 37
HER?2 pozitif 3 6 9
Triple negatif 1 8 9
Total 33 41 74

TDO2 immiinreaktivitesi liiminal A olgularinda incelendiginde 3’ii orta
siddette pozitif, 16’s1 giiclii pozitif izlendi. Liiminal B olgularinda incelendiginde
6’s1 orta siddette pozitif, 31’1 giiclii pozitif izlendi. HER2 pozitif olgularda 1°i orta
siddette pozitif, 8’1 giliclii pozitif, triple negatif olgularda ise 9’u gii¢lii pozitif
izlendi (p=0,622, Tablo 32).

Tablo 32: Molekiiler sinif ile TDO2 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

MOLEKULER SINIFLAMA - iHK TDO2

Orta sidd. pozitif Giiclii pozitif Total
Liiminal A 3 16 19
Liiminal B 6 31 37
HER?2 pozitif 1 8 9
Triple negatif 0 9 9
Total 10 64 74

TDO2 gen ekspresyonu liiminal A olgularinda incelendiginde 19°u da

negatif izlendi. Liiminal B olgularinda incelendiginde 35’1 negatif, 2’si pozitif
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izlendi. HER2 pozitif olgularda 8’1 negatif, 1’i pozitif izlendi. Triple negatif
olgularda ise 7’si negatif, 2’si pozitif izlendi. (p=0,160, Tablo 33).

Tablo 33: Molekiiler sinif ile TDO2 gen ekspresyonunun degerlendirilmesi

MOLEKULER SINIFLAMA - PCR TDO2

Negatif Pozitif Total
Liiminal A 19 0 19
Liiminal B 35 2 37
HER?2 pozitif 8 1 9
Triple negatif 7 2 9
Total 69 5 74
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5. TARTISMA

Meme kanserinin tan1 ve tedavisi gelismis olsa da, tiimor progresyonunu
etkili bir sekilde kontrol etmek hala bir sorundur. Cerrahi, radyasyon ve kemoterapi
gibi geleneksel tedavileri takiben kanser immiinoterapisi, kanser hastalarinda umut

verici sonuglar gostermistir[3].

Triptofan katabolizmasinin, immiin kagisi ve tiimor kaynakli immiin
baskilamay1 destekleyerek timor ilerlemesinde etkili oldugu bilinmektedir[37].
IDO1 ve TDO2 olarak bilinen indiiklenebilir enzimler, triptofan katabolizmasina
katilir ve kynurenin gibi ¢esitli biyolojik olarak aktif immiinosupresif metabolitler
olusturur[30, 38]. IDOI, astrositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, epdidimis,
timus, akciger ve tlimor hiicreleri dahil bir¢ok hiicrede eksprese edilebilir[4, 39].
Insan viicudunda, karacigerde yiiksek TDO diizeyi gosterilmistir. TDO, hepatik Trp
metabolizmasimin %95'i kadarinda rol oynar. Ayrica TDO, uyarildiktan sonra
bobrek, deri ve plasenta, gebe uterusu, epididim, testis ve beyin dahil diger

dokularda tespit edilebilir[4].

IDO eksprese eden hiicrelerin, tiimoér kaynakli antijenlere karsi bir
immiinolojik tepkisizlik durumu yarattig1 diisiiniilmektedir. Iimmiin sistemden kac1s
mekanizmalarinin bir pargasi olarak, ¢cok sayida kanser hiicresi tiirii, tercihen IDO1
veya TDO2'yi ve baz1 durumlarda her ikisini de gelisigiizel bir sekilde eksprese
eder[38]. IDO1, meme kanseri dahil bir¢ok farkli tiimdr tipinde asir1 eksprese edilir.
IDO inhibitorleri, meme kanseri murin modellerinde kemoterapi ile sinerji
olusturur. Meme kanserinde IDO ekspresyonunun karakterize edilmesi, hangi

hastalarin IDO inhibitorleri alabilecegini tanimlayabilir[30].

Calismamizda meme kanseri hastalarinda cerrahi, radyoterapi,
hormonoterapi ve kemoterapi yanisira immiinoterapinin faydali olabilecegi meme
kanseri alt gruplarini belirleyebilmek amaciyla IDO1 ve TDO2 ekspresyonunu
immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemi ile arastirdik. IDO1 ve TDO2’yi ER,
PR, HER2, Ki67 ekspresyonu, metastaz, yas, histolojik alt tipler ile varsa anlaml

farkliliklarin1 gostermeyi amagladik.

Calismamizda 74’1 neoadjuvan tedavi almamis tiimor dokusu vel4’i

normal meme dokusu olmak tizere 88 olgudan hazirlanan parafin blok kesitlerinde
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immiinohistokimyasal IDO1 ve TDO2 ekspresyonu ile, olgulara ait dokudan elde
edilen komplementer DNA’dan RT-PCR yontemiyle IDO1, TDO2 ekspresyonunu
ve bunlarin klinokopatolojik ve prognostik parametreler acisindan 6nemini

degerlendirdik.

Dill ve ark. [33] yaptig1 calismada IDO1 pozitifligini, kovansiyonel duktal
vakalar ve mediiller, apokrin, néroendokrin ve metaplastik 6zelliklere sahip olanlar
dahil olmak tizere agirlikli olarak duktal karsinomlarda gozlemlemislerdir. 23
lobiiler karsinomda ekspresyon izlememislerdir. Calismamizda timor dokularinda
infiltratif duktal, tiibiilolobiiler ve papiller karsinomlarda oransal olarak daha fazla
boyanma izlenmistir. 7 lobiiler karsinomun 2‘sinde pozitiflik saptanmistir. Birer
olgudan olusan sekretuar ve metaplastik karsinomda negatif izlenmistir.
Calismamizda IDO1 immiinohistokimyasal ekspresyonu 14 normal meme
dokusundan sadece 2’sinde pozitif izlenmis olup tiimdr olgularinda normal meme
dokusuna oranla belirgin artis izlenmistir. Histolojik alt tipler ile IDO1 arasinda

anlaml iliski bulunmustur.

Chien Chen ve ark. [40] 192 insan dokusuna ait kolorektal karsinomlarda
immiinohistokimyasal olarak IDO1 ekspresyonunu lenf diigiimii metastazi ile
iliskili bulmuslardir. Soliman ve ark. [30] meme karsinomuna ait 203 hastada
yaptiklari calismada lenf nodu pozitif hastalarda immiinohistokimyasal olarak daha
diisik IDO1 ekspresyonu izlemislerdir. Brandacher ve ark. [41] kolorektal
karsinomlarda yiiksek IDO ekpresyonunun, timor infiltre lenfosit miktarini
azaltt1g1, uzak metastazi arttirdig1 ve genel sagkalimi azalttigini saptamislardir. Dill
ve ark. [33] 281 primer meme karsinomu Orneklerinde ve metastatik dokularda
immiinohistokimyasal olarak IDO1 ekspresyonu ile metastatik yayilim arasinda bir
iliskiye ulasmamislardir. Bizim ¢alismamizda 43 metastatik olgudan 25’inde, 31
metastaz izlenmeyen olgudan 17’sinde immiinohistokimyasal olarak IDOI
pozitifligi izlenmistir. IDO ile metastaz arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

saptanmamistir.

Ghafouri-Fard ve ark. [42] infiltratif duktal karsinomlu 82 hastada RT-PCR
yontemi ile IDO1, TDO2 ve 3 adet uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) gen
ekspresyonunu arastirmislardir. Malign dokular ve tiimdre komsu normal meme

dokular1 arasinda IDO1 ekspresyonunda anlamli bir fark tespit etmemislerdir.
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Benzer IDO1 ekspresyon seviyelerini, iki numune arasindaki doku mikrogevresinin
benzerliginden kaynaklanabilecegini  disiinmiislerdir.  Literatirde —meme
kanserinin, IDO1 asir1 ekspresyonu ile iliskili oldugunu gosteren caligmalardan
farkli bir sonu¢ bulmuslardir. Tiimorlii dokuda TDO2 ekspresyonunun normal
dokulara oranla azalmig oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda RT-PCR ile
IDO1 ekspresyonunu inceledigimizde 14 tiimorsiiz meme dokusunda gen
ekspresyonu izlenmemis olup, anlamli ekspresyon gosteren 41 vakanin tamami
tiimor dokusundan olusmaktaydi. Anlamli ekspresyon gosteren vakalarin 19°unu
(%59,4) infiltratif duktal karsinom, 4’1inii (%100) mediiller 6z1likli infiltratif duktal
karsinom, 3’lini (%60) mikropapiller karsinom, 3’tni (%100) kribriform
karsinom, 3’iinii (%50) apokrin karsinom, 3’iinii (%42,9) tiibiilolobiiler karsinom,
2’sini (%40) tiibiiler karsinom, 1’er vakay1 da sekretuar (%100), lubiiler (%14,3),
papiller (%33,3) ve metaplastik (%100) karsinom olusturmaktadir. IDOI
ekspresyonu ile histolojik alt tipler arasinda anlamli farklilik izlenmistir. Ayrica
calismamizda IDO gen ekspresyonu ve immiinohistokimyasal ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak korelasyon saptadik. Ancak immiinohistokimyasal
olarak negatif saptanan ancak PCR olarak pozitif saptanan vakalarin (mediiller
ozellikli infiltratif duktal karsinom, sekretuar karsinom, metaplastik karsinom gibi)

tiimOr mikrogevresinin IDO1 eksperese ediyor olabilecegini diistinmekteyiz.

Soliman ve ark. [30] 203 meme karsinomunda immiinohistokimyasal olarak
IDOI1 protein ekspresyonunu ER, PR ve HER2 reseptorii ile ayr1 ayri iligkisini
degerlendirmislerdir. PR ve HER2 reseptorii durumu ile IDO1 ekspresyonu
arasinda anlamli bir iligki saptamamigslardir. ER pozitif hastalarda daha yiiksek
IDO1 ekspresyonu izlemislerdir. Dewi ve ark. [43] 6 ER negatif ve 9 ER pozitif
meme tiimoriinde IDO1 gen ekspresyonunu RT-PCR yontemiyle incelemislerdir.
ER negatif vakalarin 4’tinde IDO1 ekspresyonu izlenmis olup, ER pozitif vakalarda
ekspresyon saptamamiglardir. Ayrica bu hastalarda triptofan metaboliti olan serum
kynurenin diizeyinin ER negatif hastalarda daha yiiksek oldugunu saptamislardir.
Calismamizda da PR, HER2, ve Ki67 durumu ile IDOIl arasinda
immiinohistokimyasal ve molekiiler olarak anlamli sonu¢ bulunmamistir. Bu

sonuglar onceki ¢calismalari destekler niteliktedir.

Wei ve ark [44] 65 meme karsinomuna ait parafin kesitte IDOI

immiinhistokimyasal reaktivitesini incelemiglerdir. IDO1 ekspresyonunu evre, lenf

83



nodu metastazi ve histolojik derece ile korele izlemislerdir. ER, PR, HER2 durumu

ile IDO1 arasinda bir iligki bulmamisglardir.

Literatiirde ER durumu ile IDO1 ekspresyonu arasinda birbirinden farkli
sonuclar bildirilmistir. Caligmamizda ER durumu ile IDO1 ekspresyonu arasinda
Wei ve ark [44] c¢alismasinda goriildiigli gibi anlamli iliski saptamadik. ER
reseptorii ve diger hormon reseptorleri ile ilgili daha genis caligmalara ihtiyag

ihtiyag vardir.

Dill ve ark. [33] immiinohistokimyasal olarak IDO pozitifligini ayni
zamanda en sik triple negatif ve HER2 + tiimorlerde gozleyip, Luminal A benzeri
ve Luminal B benzeri vakalarin sadece %?5'inde ekspresyon izlemislerdir.
Calismamizda ise molekiiler sinif ile IDO1 immiinreaktivitesi arasinda anlamli

iliski saptamadik.

Liu ve ark. [45] bircok veri tabanindan aldiklari meme karsinomu ile ilgili
genis bir calisgmada mikrodizi veri setlerinde TDO2 gen ekspresyonunu
arastirmiglardir. Ayrica 1881 Ornek mikrodizi veri setinde IDO1 ve KYNU
ekspresyonunu da arastirmislardir. IDO1 ve KYNU ekspresyonlarint TDO2 ile
benzer sekilde bazal benzeri ve HER2 pozitif alt tiplerde ve ER negatif meme
karsinomunda daha yiiksek bulmuslardir. Calismamizda molekiiler sinif ile IDO1
gen ekspresyonu arasinda istatiksel olarak sinirda bir anlamlilik izlenmistir.
Ozellikle 9 HER?2 pozitif vakanin 6’sinda (%66,6) ve 9 triple negatif vakanin 8’inde
(%88,9) gen ekspresyonu saptanmistir. Luminal A ve Luminal B vakalar ile
kiyaslandiginda HER2 pozitif ve triple negatif vakalarda daha yiiksek gen

ekspresyonu bulunmustur.

Tina ve ark. [46] bazal hiicreli karsinomun (BCC) karsinogenezinde dnemli
olabilecek faktorleri belirlemeyi hedefleyerek aminoasit metabolizmasinda ve
taginmasinda rol alan SLC7AS5 SLC7A7 SLC7A8 ve TDO2’ yi analiz etmislerdir.
14 olguya ait tiimorlii ve timorsiiz dokularda, SLC7AS, SLC7A8 ve TDO2’ yi
mikrodizi analizi ve PCR yontemiyle, eslestirilmis timor disi dokuya kiyasla
eksprese edildigini gozlemlemislerdir. BCC hiicrelerinin ¢ogu TDO2 proteinini
ekprese etmemistir. Iki saglikli dondrden aliman abdominal epidermisin,

immiihistokimyasal olarak BCC'lerdeki epidermise gore daha yiiksek TDO2
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eksprese ettigi belirtilmistir. TDO2 proteini ile gen ekspresyonu arasinda

korelasyon saptamamislardir.

Shanbao ve ark. [32] 93 Hepatoselliiler Karsinom (HCC) hastasinda TDO?2
ekspresyonunu RT-PCR, IHK, Western Blot ydntemiyle arastirmislardir. Normal
bitisik dokulara kiyasla HCC’li dokularda TDO2 ekspresyonunun arttigini
gbzlemlemislerdir. TDO ekspresyonunun tiimér boyutu (P = 0.006), timor
diferansiasyonu (P = 0.043) ve vaskiiler invazyon (P = 0.022) ile iliskili oldugunu
bulmuslardir. Ancak yliksek TDO ekspresyonunun cinsiyet, yas, karaciger sirozu,
hepatit viriisii ile iliskili olduguna dair kanit bulamamislardir. Yiiksek TDO2
ekspresyonu olan hastalarin diisiik TDO2 ekspresyonu olan hastalara oranla daha
az genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalima sahip oldugunu saptamislardir.
TDO'nun yiiksek ekspresyonunu, ileri klinik evre ve tiimor niiksiinden bagimsiz
olarak daha kisa genel sagkalim i¢in yeni bir bagimsiz prognostik biyobelirteg

olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Pham ve ark. [47] 6zofagial skuamdz hiicreli karsinom (SCC) hastalarinda
RT-PCR, IHK, Western Blot ve hiicre kiiltiirii yontemiyle TDO2 ekspresyonunu
incelemislerdir. Normal dokularla karsilastirildiginda SCC doku 6rneklerinde
yiksek TDO2 mRNA seviyeleri gozlemlemislerdir. RT-PCR ile TDO2
ekspresyonunu 10 SCC vakasindan 8'inde (%80) izlemislerdir. TDO2 yliksek
ekspresyonu, tiimor evresi ve niiks durumu ile iligkilendirilmistir. Sonuglar,
TDO2'in SCC’nin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir.
Yiiksek TDO2 ekspresyonlu SCC vakalarinin, diisiik TDO2 ekspresyonlu SCC

vakalarindan daha diisiik surveye sahip oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda tiimorlii ve tlimorsiiz tiim dokularda immiinohistokimyasal
olarak TDO2 negatif vakalar saptanmamistir. 88 olgunun 13°i orta siddette
(%14,8), 75’1 (%85,2) giiglii pozitif izlendi. TDO2 immiinreaktivitesi ile histolojik

alt tipler arasinda istatistiksel olarak bir iligki izlenmemistir.

TDO2 gen ekspresyonu ile histolojik alt tipleri inceledigimizde 88 vakadan
sadece 5‘inde anlaml1 ekspresyon saptanmistir. Bu vakalar1 metaplastik karsinom,
tiibtilolobiiler karsinom, apokrin karsinom, mikropapiller karsinom ve infiltratif
duktal karsinomdan birer olgu olusturmaktadir. TDO2 immiinreaktivitesi ve gen

ekspresyonu arasinda korelasyon saptanmamustir. Iki c¢alisma arasindaki
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farkliliklar1  uzlastirmak i¢in ek aragtirmalar gereklidir, ancak mRNA
ekspresyonunun, ¢oklu transkripsiyonel kontrol mekanizmalar1 nedeniyle protein
ekspresyonundan farkli olabilecegi bilinmektedir. Ayrica doku takip islemleri
esnasinda kimyasallara maruz kalan dokunun hassas bir yapiya sahip mRNA’simnin

degradasyona ugramis olmasina bagli olabilecegini diisiindiik.

Calismamizda IDO1 ve TDO2 immiinreaktivitesi karsilastirildiginda
aralarinda korelasyon saptanmamistir. Triptofan mekanizmasinda ayn1 basamakta
rol almalarma ragmen farkli dokularda farkli oranlarda eksprese

edilebilmektedirler[38].

Liu ve ark. [45] bircok veri tabanindan aldiklar1 meme karsinomu ile ilgili
genis bir ¢calismada Oncelikle 1881 meme kanserinden olusan mikrodizi 6rneginde
TDO?2 ekspresyonunu degerlendirmislerdir. TDO2 ekspresyonunun bazal benzeri
ve HER2 pozitif alt tiplerde anlamli olarak daha yiiksek oldugunu ve ER pozitif
meme karsinomuna kiyasla ER negatif meme karsinomunda anlamli derecede daha
yiikksek TDO2 ekspresyonunun bulundugunu gostermislerdir. Farkli bir veri
tabaninda 10.001 mikrodizi 6rneginde TDO2 ekspresyonunu analiz etmislerdir. Bu
calismada da dnceki calisma ile tutarli olarak TDO2 ekspresyonu, bazal benzeri,
HER2 pozitif molekiiler alt tiplerde ve ER negatif meme karsinomunda daha
yiiksek izlemislerdir. Calismamizda TDO2 immiinrektivitesi ve gen ekspresyonu
ile ER, PR, HER?2 ve Ki67 ile arasinda ayr1 ayr1 degerlendirildiginde anlaml iligki

izlenmedi.

D’Amato ve ark. [48] yaptiklar1 bir ¢aligmada ayrica immiinohistokimyasal
olarak infiltratif duktal karsinomlu triple negatif meme karsinomu Orneklerinde
TDO?2 ekspresyonunu incelemisglerdir. Triple negatif meme karsinomunda TDO?2
ekspresyonunu giiclii bir sekilde pozitif saptamislardir. Fare deneyleri lizerinde
yaptiklar1 ¢calismada TDO2 inhibitdrlerinin enjekte edildigi farelerde akcigerdeki
metastatik nodiillerin azaldigini saptamiglardir. TDO2 inhibitorlerinin metastazi

azalttig1 gosterilmistir.

Novikov ve ark. [49] ER pozitif tiimorlerle karsilastirildiginda triple negatif
timorlerde ve evre 3 tlimorlere oranla evre 4’te daha yiiksek TDO2 pozitifligi
izlemiglerdir. TDO2 mRNA seviyesini de ayni sekilde saptamislardir. Bu da yiiksek

TDO2 seviyesinin agresif karsinomlart temsil ettigini  dislindiirmiistiir.
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Calismamizda TDO2 gen ekspresyonu ve immiinreaktivitesi ile Luminal A,
Luminal B, HER2 pozitif ve Triple negatif vakalar arasinda istatistiksel olarak
farklilik izlemedik. Ayrica TDO2 ekspresyonu ve metastaz arasinda da anlamli

iliski saptamadik.

Literatiirde Tina ve ark. [46] BCC’de RT-PCR ve IHK ’sal olarak yaptiklari
calismada tiimor dokusu ile TDO2 ekspresyonu arasinda bir anlamlilik bulmamalari
disinda diger caligmalarda TDO2 ekspresyonunu metastaz, triple negatiflik, HER2
pozitifligi, ileri evre ile iligkili saptamiglardir. Ancak TDO2 ekspresyounun meme
dokusu tizerindeki ¢alismalar1 olduk¢a azdir. Calismamiz ile 6nceki caligmalar
arasindaki farklar1 uzlastirmak i¢in ek calismalar gereklidir. Daha sonraki

caligmalar TDO2 ekspresyonu ile ilgili daha yol gosterici sonuglar verebilir.
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6. SONUCLAR

Neoadjuvan tedavi almamis meme kanseri hastalar1 arasinda histolojik alt
tipler ile metastaz arasinda iliski saptanmamuistir.

IDO1 immiinreaktivitesi normal meme dokusuna oranla tiimorlii dokuda
pozitif izlenmistir. IDO1 immiinrektivitesi ile histolojik alt tipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki izlenmistir.

IDO1 immiinreaktivitesi ile ER, PR, HER2 ve Ki67 arasinda anlamli iliski
saptanmamuistir.

IDO1 immiinreaktivitesi ile Luminal A, Liiminal B, HER2 pozitif ve triple
negatif molekiiler sinif arasinda anlamli farklilik goriilmemistir.

IDO1 immiinreaktivitesi ile metastaz arasinda iligki saptanmamastir.

IDO1 immiinreaktivitesi ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir. Ancak 50 yastan biiyiik hastalarda IDO1 pozitifliginde artis
goriilmustiir. IDO1 negatif vakalarin biiyiik kisminin da 50 yas alt1 hastalar
oldugu izlenmistir.

IDO1 gen ekspresyonu ile IDO1 immiinreaktivitesi arasinda korelasyon
izlenmistir.

IDO1 gen ekspresyonu ile histolojik alt tipler arasinda anlamli iliski
saptanmistir.

IDO1 gen ekspresyonu ile ER, PR, HER2 ve Ki67 arasinda anlamli iliski
saptanmamistir.

IDO gen ekspresyonu ile molekiiler siniflama arasinda sinirda anlaml iliski
saptanmistir. IDO1 ekspresyonu triple negatif ve HER2 pozitif olgularda
daha fazla bulunmustur.

IDO1 gen ekspresyonu ile yas arasinda anlaml iliski saptanmigtir. 50 yas
istii hastalarda daha yiiksek oranda pozitiflik saptanmustir.

IDOI1 gen ekspresyonu ile metastaz arasinda anlamli iliski izlenmemistir.
TDO2 immiin reaktivitesi timorli ve tiimorsliz dokularda farklilik
gostermemis olup histolojik alt tipler arasinda da iliski saptanmamustir.
TDO2 immiinreaktivitesi ile ER, PR, HER2, Ki67 arasinda anlaml iliski
saptanmamuistir.

TDO2 immiinreaktivitesi ile molekiiler siniflama arasinda istatistiksel

olarak anlamli iligki saptanmamustir.
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TDO2 immiinreaktivitesi ve gen ekspresyonu ile yas arasinda anlaml
farklilik goriilmemistir.

TDO2 immiinreaktivitesi ile gen ekspresyonu arasinda korelasyon
izlenmemistir.

TDO2 gen ekspresyonu ile IDO1 gen eksperesyonu karsilastirildiginda
TDO2 ekspresyonu gosteren 5 olgu IDO1 ekspresyonu da gostermistir.
TDO2 gen ekspresyonu ile hormon reseptorleri ve molekiiler siniflama

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamustir.
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