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OZET

Amag

Meme kanseri iilkemizde ve diinyada kadinlarda en sik goriilen malign tiimor olup
kadinlarda kanserden oliimlerin ikinci sebebidir. Genis genetik heterojenitesi
nedeniyle molekiiler tedavi potansiyeli oldukg¢a yiiksektir. Tamoksifen ve tiirevleri
gibi hormonal tedaviden faydalanamayacak, Ostrojen ve progesteron reseptori
negatif meme tiimorlerinde; KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini arastirmayi
amagladik. Uclii negatif ve HER2’den zengin molekiiler alt tipler arasinda, bu
mutasyonlarin goriilme sikliginda farklilik olup olmadigini inceledik. Demografik
veriler, TNM evresi, histolopatolojik tani, timor derecesi, menopoz durumu ve

sagkalim ile bu mutasyonlar arasindaki iliskiyi arastirdik.

Gerec ve Yontem

DUTF Patoloji ABD’da 2013-2019‘da &strojen ve progesteron reseptdrii negatif
meme karsinomlu 24 hastanin mastektomi materyallerinin formalin ile fikse parafine
gomiilii doku bloklarindan makrodiseksiyonla tiimorlii alanlar seg¢ildi; DNA
ekstraksiyonunun ardindan KRAS/BRAF/PIK3CA Multiplex Arrays kullanilarak
mutasyon tayini gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS v.22 paket programi
ile yapilmis kategorik degiskenlerin degerlendirilmesinde Pearson ki-kare testi

uygulanmigtir.

Bulgular

Olgularin ortalama tani yasi 60,29+12,41 olup serimizdeki karsinomlar; invaziv
meme karsinomu, NOS (n=18, %75), metaplastik (n=2, %8,6), lobiiler (n=1, %4,3),
papiller (n=1, %4,3), mikst (lobiiler+duktal karsinom) (n=1, %4,3) ve apokrin
diferansiasyonlu  (n=1, %4,3) karsinomdur. Olgularin 12’sinde mutasyon
saptanmistir; bes olguda (%21.7) PIK3CA, dort olguda (%17.3) KRAS, bir olguda
(%4.3) BRAF, bir olguda (%4.3) kombine BRAF/KRAS ve bir olguda (%4.3)
kombine KRAS/PIK3CA mutasyonlar1 goriildii. Uglii negatif ve HER2’den zengin
gruplar arasinda PIK3CA (p=0,640), KRAS (p=0,371) ve BRAF (p=0,949) mutasyon
oranlar1 agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir. Her {ic mutasyon ig¢in

histolojik derece, patolojik evre ve sagkalim ile istatiksel olarak anlamli farklilik
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bulunmamis olup PIK3CA mutasyonu ve timoér capr arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilmistir (p=0,01). Tiimdr ¢ap1 arttikca PIK3CA mutasyonu
goriilme orani artmakta olup kotii prognostik faktorlerle bu mutasyonun iliskili

olabilecegi diistintilmiistiir.

Sonuglar
Literatiirde; PIK3CA mutasyonu %20-45, HER2’den zengin grupta %23, iicli

negatif grupta %5-13.2 aralifinda saptanmisken; calismamizda toplamda %?26,
HER2’den zengin grupta %18.2, li¢lii negatif grupta %33.3 oraninda saptanmustir.
PIK3CA mutasyonu (H1047R, E542K, H545K) ve tiimor capi arasinda istatiksel
anlaml iligki goézlenmistir (p=0,01). Timor ¢api arttikca PIK3CA mutasyon goriilme
orani artmakta olup, kotli prognostik faktorlerle bu mutasyonun iliskili olabilecegi
distiniilmistiir.

Diger ¢alismalarda; meme kanserinde KRAS mutasyonu %7-12, HER2’den zengin
grupta %17, ti¢lii negatif grupta %0-8 oraninda tespit edilmistir. Calismamizda KRAS
mutasyonu (Q61H1, G12S, G12D, G12R, Q61R) toplamda %26, HER2’den zengin
grupta %36.4, ticlii negatif grupta ise %16.7 bulunmustur.

Literatiirde BRAF mutasyonu %?2-4 saptanmisken calismamizda (V60OE) toplamda
%8.6’dur.

Her ii¢ genin de hedefe yonelik tedavileri halen arastirilmakta olup, mutasyon
saptanan hastalarda bu ajanlarin rutinde kullanilmasi i¢in genis serili ¢aligmalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler, Meme kanseri, Molekiiler smiflama, HER2, Uclii negatif,
KRAS, BRAF, PIK3CA
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ABSTRACT

Aim

Breast cancer is the most common malignant tumor in women in Turkey and in the
world, and it is the second cause of cancer deaths in women. Due to its wide genetic
heterogeneity, its molecular therapy potential is quite high. We investigated KRAS,
BRAF and PIK3CA mutations, in estrogen receptor and progesterone receptor
negative breast tumors, that can’t benefit from hormonal treatment such as tamoxifen
and its derivatives. We analyzed whether there is a difference in the frequency of
these mutations between triple negative and HER2 rich molecular subtypes. We
investigated the relationship between these mutations with demographic data, TNM

stage, histolopathological diagnosis, tumour grade, menopausal status and survival.

Material and Methods

In Duzce University Medical School Pathology Department, between 2013 and 2019,
tumor areas were selected by macrodissection from formalin-fixed paraffin-
embedded tissue blocks of mastectomy materials of 24 patients with estrogen and
progesterone receptor negative breast carcinoma. After DNA extraction, mutation
determination was performed using KRAS/BRAF/PIK3CA Arrays. Statistical
analyzes were made with the SPSS v.22 package program, and the Pearson chi-

square test was used to evaluate the categorical variables.

Results

The median age of our cases was 60,29+12,41 years. Histopathological diagnoses of
our cases were invasive breast carcinoma, NOS (75%), metaplastic (8.6%), lobular
(4.3%), papillary (4.3%), mixed (lobular+ductal carcinoma) (4.3%) and apocrine
carcinoma (4.3%). Mutations were detected in 12 of the cases; PIK3CA in five cases
(21.7%), KRAS in four cases (17.3%), BRAF in one case (4.3%), combined
BRAF/KRAS in one case (4.3%) and combined KRAS/PIK3CA in one case (4.3%).
No significant difference was found between the triple negative and HER2 rich

groups in terms of PIK3CA (p = 0.640), KRAS (p = 0.371) and BRAF (p = 0.949)
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mutation frequencies. For all three mutations, no statistically significant difference
was found with histological grade, pathological stage, and survival but statistically
significant relationship was found between the PIK3CA mutation and tumor
diameter (p = 0.01). As the tumor size increases, the incidence of PIK3CA mutation
increases, and it was thought that this mutation may be associated with poor

prognostic factors.

Conclusion

In the literature; While PIK3CA mutation was detected as 20-45% in all breast
cancers, it was detected in the range of 23% in HER2-rich subgroup and 5-13.2% in
triple negative subgroup. In our study, PIK3CA was detected as 26% in total, 18.2%
in HER2-rich subgroup and 33.3% in triple negative subgroup. Statistically
significant relationship was observed between the PIK3CA (H1047R, E542K,
H545K) mutation and tumor size (p = 0.01). As the tumor size grows, the incidence
of PIK3CA mutation increases, and it was thought that this mutation may be
associated with poor prognostic factors.

In other studies; KRAS mutation in breast cancer was detected in 7-12%, 17% in
HER2-rich subgroup, 0-8% in triple negative subgroup. In our study, KRAS
mutation (Q61HI1, G125, G12D, G12R, Q61R) was found 26% in total, 36.4% in the
HER2-rich subgroup, and 16.7% in the triple negative subgroup.

While the BRAF mutation was detected as 2-4% in the literature, (V600E) was 8.6%
in our study.

Targeted therapies of all three genes are still being investigated, and large series

studies are needed for the clinical use of these agents in patients with mutations.

Keywords, Breast cancer, Molecular classification, Triple negative, HER2, KRAS,
BRAF, PIK3CA
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri lilkemizde ve diinyada kadinlarda en sik goriilen malign tiimordiir.
Kadinlarda diinya ¢apinda kanserden Oliimlerin ikinci en sik sebebidir (1). Meme
kanseri, goriilme siklig1 agisindan cografi farkliliklar gostermektedir. Yalnizca
ABD'de 2018'de 266.120 kadina yeni meme kanseri teshisi konmus ve 40.920 kadin
bu hastaliktan hayatin1 kaybetmistir. 2030 yilina gelindiginde, 294.000 yeni vaka
olacag1 ve bdylece meme kanserinin biiyliyen bir halk saglig1 sorunu haline gelecegi
tahmin edilmektedir (1). Meme kanseri farkli morfolojik goriiniimleri ve klinik
davraniglar1 olan, olduk¢a heterojen bir hastalik grubudur. Son yillarda, bu
cesitliligin genetik degisikliklerin bir sonucu oldugu ortaya ¢ikmistir (2).

Tiimorlic dokuda ostrojen (ER) ve progesteron (PR) reseptorlerinin varligi,
tiimoriin hormonoterapi ve kemoterapiye verecegi cevap ile iyi koreledir. Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (Human epidermal growth factor receptor 2,
HER?2); tirozin kinaz aktivitesine sahip, transmembran glikoproteinini kodlayan bir
onkogendir. Bu onkogenin meme karsinomlarinda overekspresyonu, transtuzumab
tedavisine yanitin milkemmel bir belirleyicisidir (3).

Meme kanseri, tedaviyi ve ayn1 zamanda tiimdr prognozunu etkileyen farkl
gen ekspresyon profillerine gore alt gruplara ayrilir. Meme kanserinde hastaligin
seyrini belirlemede ve hastaligin klinik yonetimi i¢cin molekiiler biyobelirtegler olan
ER, PR ve HER2 durumunun tespit edilmesi gerekmektedir. Bu spesifik molekiiler
belirteclerin klinik olarak prognostik, terapotik ve prediktif onemleri kanitlanmigstir
4).

Uclii negatif meme kanseri (UNMK) olarak adlandirilan molekiiler alt grup;
ER, PR ekspresyonu ve HER2 gen amplifikasyonunu igermeyen meme
karsinomlarmi  kapsar (5). UNMK; tim meme Kkanserlerinin %10-17'sini
olusturmaktadir. Bu tlimoérler, ¢ogunlukla daha geng yasta (<50 yas), BRCA
mutasyon tasiyicist olan kadinlarda goriiliir ve ¢gogunlukla kemoterapiye direnclidir,
daha agresif klinik seyre ve kotii prognoza sahiptir (6).

Meme kanserli hasta popiilasyonunda HER?2; vakalarin yaklasik %10-15'inde
eksprese edilir. Bu proteinin asir1 ekspresyonu; kanserli hiicrelerin proliferasyonunu,

hiicre motilitesini ve anjiyogenezini arttirmasi nedeniyle daha agresif kanser
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biyolojisinin geligmesine neden olur. Bugiin, standart anti-HER?2 biyolojik terapide,
trastuzumab (Herceptin) ile birlikte kullanilan birgok HER2 hedefli tedavi mevcuttur
(7). Trastuzumab tedavisi, HER2 pozitif tiimorii olan hastalar igin prognozu
tyilestirebilir, ancak maalesef bu hastalarin bazilar1 da tedaviye cevap
vermemektedir. Boyle bir tedavi basarisizliginin nedenleri, HER2'in fonksiyonel
etkilerini diizenleyen PIK3K, RAF ve MAPK molekiiler yolagindaki bir veya daha
fazla degisiklikten kaynaklanabilecek trastuzumab direncine bagli olabilecegi O6ne
siirtilmiistiir (8).

Neoplazi olusumunda; hiicre proliferasyon ve canliligini degistiren ¢ok
sayida molekiiler degisimler mevcuttur. Yapilan son ¢aligmalarda meme kanserinde
KRAS mutasyon prevalansi yaklasik %7-12, BRAF mutasyonu %2-4 ve PIK3CA
mutasyon oranlar1 yaklasik %20-45 oraninda bulunmustur. Bu gen mutasyonlari
saptandiginda hedefe yonelik terapinin prognozda ve sag kalimi iyilestirmede
olduke¢a fayda saglayacag diisiiniilmektedir (9) (10) (11).

ER, PR negatif meme kanserleri; hem HER?2 pozitif hem de HER2 negatif
gruplart icerir. Bu grupta cogunlukla yiiksek dereceli morfoloji, genetik kararsizlik,
andploidi ve p53 mutasyonlar1 olduk¢a yaygindir. ER, PR negatif, HER2 pozitif
grupta, 17q12 amplifikasyonuna ek olarak PIK3CA mutasyonlar1 da ¢ok sik goriiliir.
ER, PR ve HER2 negatif meme kanseri biyolojisinin 6nemli unsurlar1 arasinda;
yiikksek proliferatif aktivite, artmis immiinolojik infiltrat, bazal benzeri veya
mezenkimal fenotip ve homolog rekombinasyon yetersizligi vardir.

ER ve PR eksprese etmeyen meme tiimorleri; tiim meme kanserlerinin
yaklasik %20’sini olusturmaktadir. Bu grup hastalar, hormonal terapiden fayda
gérememekte olup prognozlar: daha kotiidiir (12).

Biz bu c¢alismada ER ve PR negatif meme tiimorlerinde; KRAS (GI12A,
G12R, GI12D, GI12C, G12S, G12V, G13D, G13C, GI3R, Q61K, Q61L, QO6IR,
Q61H1, Q61H2, A146T, A146P) BRAF (V600E), ve PIK3CA (E542K, 545K,
H1047R) genleri tizerindeki 20 farkli nokta mutasyonunu arastirmayi, iiclii negatif ve
HER2’den zengin olan iki molekiiler alt tip arasinda bu mutasyonlarin goriilme
sikligin1 karsilastirmayr ve histolojik derece, patolojik evre, sag kalim gibi

prognostik belirteclerin bu mutasyonlarla iliskisi olup olmadigin1 incelemeyi



amagladik. Ayrica ileride gelistirilecek alternatif tedavi yontemleri i¢in de hedef

haline gelebilecek yeni gen mutasyonlarina 11k tutmay1 hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

Insanlarda gdgiis duvarmin iist kisminda pektoral kasin iizerinde ¢ift meme bezi
bulunur. Meme, organa 6zgii benign ve malign lezyonlarin kaynaklandig1 6zellesmis

epitel ve stromadan olusur.

2.1. Meme Anatomisi
Meme, eriskin kadinlarda koni seklinde olup, diiz olan yiizii sternal ¢izgi ve 6n
aksiller ¢izgi arasinda, torakal 2 ve 6. kosta seviyesinde, pektoral kasin oniinde,
gbglis on duvarinin yiizeyel fasyasi i¢ginde yerlesiktir. Erkeklerde ve ad6losan oncesi
donemdeki kadinlarda rudimenterdir. Meme dort katmandan olusmaktadir. Bunlar:

Cilt, cilt-alt1 dokusu, meme parankimi ve meme-alt1 bag dokusudur (Sekil 1).

Fetusta ektodermin mesenkime invaginasyonu

a) Duktal proliferasyon

) Lobuloalveoler diferensiyasyon

c) Gebelik
d) LaktasyonN_~_ | -

Sekil 1: Meme anatomisi, sagittal kesit ve memenin embriyolojik-fizyolojik gelisimi

(https://breast360.org/topics/2017/01/01/breast-anatomy den uyarlanmigtir)

Memenin dolasimi: Arteryel dolasim; aksiller, internal kostal ve internal torasik
arterlerle saglanir. Vendz dolasim ise varyasyonlar gosterebilmekle beraber

genellikle arteryel dolagimi takip eder (13).

2.2. Meme Embriyolojisi

Gestasyonun 5. haftasinda ektoderm katlantilari; fetiisiin 6n yiiziine
yerlesdiginde meme dokusu gelismeye baslar ve 15. Haftadan sonra, testosterona
kars1 duyarlilik baglar. Testosterona bagli mezenkim, toraks ©6n duvarinda
memenin gelisecegi alanda epitelyal tomurcugun etrafina yogunlasir. Sonrasinda

loblar1 olusturan solid epitel ada uzanimlari mezenkim i¢ine girer. Bu alandaki
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kollajenden zengin retikiiler dermisde, meme dokusunun deriye tutunmasini
saglayan Cooper ligamentini olusturmak iizere meme parankimi i¢ine uzanir. 20.
ve 32. haftalar arasinda ise mezenkimin bir kismi adipdz dokuya doniisiir.
Gestasyonun 32. haftasindan sonra ise epitelyal adalar lobiiloalveolar yapilari
olusturmak iizere dallanirlar. Dogumdan birka¢ hafta oncesinde fetiisiin meme
dokusu maternal ve plasental steroid hormonlara duyarlilik kazanir ve asiner

yapilardaki epitelyal hiicreler sekretuar aktivite gosterirler (14).

2.3. Meme Histolojisi

Meme histolojik olarak duktus ve lobiil olmak iizere iki ana yapidan, luminal
ve miyoepitel olarak iki ¢esit epitelyal hiicreden, interlobiiler ve intralobiiler olmak
tizere iki tip stromal yapidan olusur. Meme parankimi farkli oranlarda fibroz,
lipomatd dokudan olusan stroma ile ¢ok sayida duktal ve lobiiler asiner yapi
icermektedir (Sekil 2). Luminal hiicreler CK7, CK19, CKS, ve CK18 (diisiik molekiil
agirlikli sitokeratinler) ile immiinekspresyon gosterirler. Ayrica EMA ve GCDFP-15
ile pozitif boyanirlar. Miyoepitelyal tabakadaki hiicreler c¢esitli morfolojide
goriilebilir. Bunlar baslica; epiteloid, igsi, plazmositoid ve berrak morfolojidir. H&E
kesitlerde ¢ok belirgin olmadiklar1 durumlarda immiinhistokimyasal olarak p63,
S100, SMA, kalponin, kaldesmon, maspin, CD10 gibi miyoepitel hiicre belirtecleri
ile pozitiflik gosterilebilir. Ayrica bu hiicreler CK14, CK5/6 ve CK17 (yiiksek
molekiil agirlikli sitokeratinler) ile immiinekspresyon gosterirler

Her bir segment dallanan bir yap1 gosterir. Lobiiller bir araya gelerek duktiil
ve duktuslara acilir, duktuslar birleserek ana toplayici duktuslara ve son olarak meme
basina acilir. Laktifer6z sinilisler ise meme basinin altindaki ana duktuslarin
genislemesi ile olusur. Memenin fonksiyonel ve yapisal birimi olan Terminal
Duktuler Lobiiler Unite’yi (TDLU) lobiil ile birlikte terminal duktus olusturur. In-
situ duktal karsinom, kistler ve duktal epitelyal hiperplazi gibi meme lezyonlarinin

bircogunun temel olarak TDLU’dan gelistigi bilinmektedir.



Sekil 2: Normal meme lobiiliiniin H&E kesiti (Collins LC, Schnitt SJ.
Breast. In: Mills SE, Sternberg SS, eds. Histology for Pathologists. 3 ed. New York:
Lippincott Williams and Wilkins, 2004:55-71)

2.4. MEME TUMORLERI

Meme tiimorleri ¢cogunlukla duktal ve lobiiler epitelden gelismekte olup stromal
ve daha nadir lenfoid dokudan kaynaklanabilir.

Invaziv meme tiimérlerinin ¢ogu epitelden kdken almakta olup adenokarsinom
niteligindedir. In-situ karsinom; bazal membrani asmamis malign epitelyal hiicrelerin
varlig1 olarak tanimlanirlar, duktal ve lobiiler olmak iizere iki gruba ayrilir. Meme
karsinomunun TDLU’dan kdken aldig1 disiliniilmektedir. Meme karsinomlarin ¢ok
farklt morfolojik fenotipleri ve spesifik histopatolojik alt tipleri mevcuttur. Bu

gruplarin kendilerine 6zgii klinik bulgular1 veya prognostik 6zellikleri vardir (15).

2.4.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen malign timor olup
kadinlarda tim kanserlere bagli oliimlerin yaklagik 1/5’ini olusturmaktadir (3).
Meme kanserinin teshisi ve tedavisindeki onemli gelismelere ragmen, 2018'de teshis
edilen yaklasik 2,1 milyon yeni vaka tespit edilmistir. Kadinlarda yasami en ¢ok
tehdit eden hastalik olmakla birlikte kadinlarda tim kanserlerin % 25'ini
olusturmaktadir. Cerrahi eksizyon, adjuvan kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere
karsin yilda 600,000 kadinin meme karsinomundan 61diigii saptanmistir (1).

Gelismis {ilkelerde kadinlarda; kanserden oliimlerin ikinci en sik sebebi

meme kanseridir. Ancak mamografik goriintiilemeler ile kanser taramasinin
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artmasina bagli erken tani ve adjuvan kemoterapétiklerin uygulamasinin sonucunda
son senelerde hasta sagkalim oranlarinda istikrarli bir artis mevcuttur (16).

Bizim iilkemizde kanser kayitlarina bakilirsa; Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Saglhig
Kurumu Kanser Daire Bagkanligi 2016 yili verilerine gore kadinlarda en sik

rastlanan kanser tlirli meme karsinomu olup insidansi %45,6’dir (17) (Sekil 4).

M, A~ e
Tiroid 22 .9
Kolorektal I 14.2
Uterus Korpusu I 10.5
Trakea,Brong,Akciger I 9.3
Mide I 6.6
Over ._ 6.4
Non-Hodgkin lenfoma 1IN 5.1
Uterus Serviksi N 4.3
Beyin, sinir sistemi [N 4

0 10 20 30 40 50

Sekil 3: Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlan (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2016) (Diinya Standart Niifusu, 100.000
Kiside)
(https.//hsgm.saglik. gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkive _Kanser Istatisti
kleri_2015.pdf)

Ulkemizde bir sene icerisinde toplam 17.531 kadina meme karsinomu

tanis1 verilmistir. Yasla birlikte goriilme siklig1 artmakta olup 25 yas dncesinde

nadir goriilmektedir (17) (Sekil 5).


https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye_Kanser_Istatistikleri_2015.pdf
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye_Kanser_Istatistikleri_2015.pdf

Yasa Ozel Hiz / 100.000 kiside

Sekil 4. Meme kanserinin kadinlarda yasa 6zel hizlar1 (Tirkiye Birlesik Veri
Tabani, 2016’dan alinmuistir)
(https.//hsgm.saglik. gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkive Kanser Istatisti

kleri_2015.pdf)

Meme kanserinin prognozu diger bircok malign tiimdre gore daha iyidir.

Ozellikle gelismis iilkelerde meme kanseri taramasmin artmasi ve yeni tedavi
uygulamalarinin yayginlagmasiyla sagkalim oranlart artmigtir. Tim evreler igin
meme kanserli hastalarin 5 yillik sag kalim oran1 %88,8’dir (17) .

Bir senede yaklasik 15,000 yeni meme karsinomu tanisinin konuldugu
iilkemizde, veri tabanina gore invaziv tiimorlerin sadece %11,5’1 tan1 sirasinda uzak

metastaza sahiptir (18).

2.4.2. Etiyoloji
Meme kanseri i¢in en iyi bilinen risk faktorleri; genetik, cevresel ve endokrin
faktorlerdir (19).

o Aile oykiisii: Meme kanserli hastalarin 1/5’inde ailede meme kanseri hikayesi
mevcut olup bu hastalarin “4’iinde otozomal dominant gegis mevcuttur.
Birinci derecede yakinlarinda meme kanseri hikayesi olanlarda ¢ok daha
fazla artmis risk s6z konusudur. Ayrica aile hikayesi olan kadinlarda meme
kanseri daha erken yasta goriilmekte ve bilateral olma ihtimali daha siktir
(20).

e Yas: Yas ilerledikge meme karsinomu insidansi ve mortalite artmaktadir. 25

yasin altinda meme kanseri belirli familyal vakalar disinda olduk¢a nadir


https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye_Kanser_Istatistikleri_2015.pdf
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye_Kanser_Istatistikleri_2015.pdf

goriiliir. Tan1 sirasinda ortalama yas 64 olup vakalarin %77’si 50 yasindan
sonra goriilir (21).

Gecirilmis meme kanseri oykiisii

Hormonlar: Endojen olarak 0&strojen ve progesteron hormonuna maruz
kalmak meme kanseri riskinin artisinda en 6nemli sebeplerden biridir (22).
eri ilk dogum yasi (>335 yas)

Erken menars ve ge¢ menopoz

Emzirmeme

Oral kontraseptif kullanimi

Obezite

Beyaz irk

Nulliparite

Epitelyal meme lezyonlar: ve fibrokistik degisiklikler

Kistler, hafif hiperplazi, duktal ektazi, adenozis, apokrin degisiklikler ve
kompleks 6zellik icermeyen fibroadenom; karsinom riskinde artig yoktur.
Orta derecede ya da florid hiperplazi, sklerozan adenozis, radyal skar,
kompleks 6zellikli fibroadenom ve papillom; yaklasik 1,5-2 kat risk artist
mevcuttur.

Atipili duktal veya lobular hiperplazi; 5 kat risk artis1 mevcuttur.

In-situ lobuler veya duktal karsinom; yaklasik 8-10 kat risk artis1 mevcuttur
(23).

Radyasyona maruziyet

Germline mutasyonlar: Ailesel meme kanseri ile ilgili bilinen mutasyonlarin
oldugu genlerden bazilari; BRCA1 ve BRCA2 (ailesel meme ve over
kanserleri), TP53 (Li-Fraumeni sendromu) ve PTEN ‘Phosphatase and tensin
homolog’ (Cowden sendromu). Bu genler, tiimoér baskilayicit genlerdir ve
DNA hasarinin onarilmasinda énemli rolleri mevcuttur. Ailesel meme kanseri
biitlin meme karsinomu vakalarinin yaklasik %5-10"unu olusturmakta olup
1/2°sinde BRCA1 ve 1/3’iinde ise buna ek olarak BRCA?2 geninde mutasyon
goriilmektedir (24). BRCAI veya BRCA2 geni mutasyonlar1 tasiyan bir
kadin i¢cin meme kanserine yakalanma riski %40-80 civarindadir. Bu da

yaklagik bes kat artmis bir riske isaret etmektedir.
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e Beslenme: Yagdan zengin diyetle beslenenlerde, ¢ok kahve tiiketenlerde ve

fazla miktarda alkol (>10g/giin) alanlarda risk artmaktadir.

2.4.3. Prognostik Faktorler
1. Yas
Tiimo6r boyutu

Lokal ileri evre hastalik

Lenfovaskiiler invazyon

Perinoral invazyon

Uzak metastaz

Nk » N

Derecelendirme: Invaziv meme karsinomlart Modifiye Bloom-Richardson

derecelendirilme sistemi ile derecelendirilirler (25) (Tablo 1).

Tablo 1: Invaziv meme tiimorlerinin derecelendirmesi

Tiibiil /gland formasyonu:
- %75’den daha fazla
- %10-%75 arasinda
- %10’dan daha az
Niikleer pleomorfizm
- Kiigiik, diizenli uniform hiicreler
- Cap ve sekillerde orta derecede
farklilik
- Cap ve sekillerde belirgin derecede
farklilik
Mitotik oran
- 0-7 mitoz/10 BBA
- 8-16 mitoz/10 BBA
- >17 mitoz/10 BBA
Derece 1: Skor 3,4 ve 5
Derece 2: Skor 6 ve7
Derece 3: Skor 8 ve 9

8. Histolojik alt tip

Skor
1
2
3

1
2

9. Evreleme: TNM evrelemesinde AJCC sistemi kullanilmakla birlikte 2019
yilinda giincellenmistir (Tablo 2) (Tablo 3) (26).
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Tablo 2: AJCC 2019 meme kanseri pTNM evrelemesi

Tx: Primer tiimor dl¢iillemiyor

TO: Primer tiimore ait kanit yok

Tis: In-situ karsinom

Tis (DCIS): in-situ duktal karsinom

Tis (LCIS): in-situ lobiiler karsinom

Tis (Paget): Meme parankiminde in-situ karsinom veya invaziv tiimor ile iliskili olmayan meme basinin
Paget hastalig1

T1: Tiimoériin en biiyiik ¢ap1 2 cm veya daha kiigiik
T1mi: 0,1 cm veya daha kiigiik ¢apta mikroinvazyon
T1a: 0,1 cm’den biiyiik, 0,5 cm’den kiigiik
T1b: 0,5-1 cm arasinda
Tlc: 1-2 cm arasinda

T2: Tiimoériin en biiyiik ¢ap1 2-5 cm arasinda

T3: Cap 5 cm veya 5 cm’den daha biiylik

T4: Timor her ¢apta olabilir. Gogiis duvari veya cilde direkt yayilim mevcut

T4a: Goglis duvarina yayilim var.

T4b: Meme cildinde 6dem, iilserasyon ya da ayni taraf meme derisinde satellit nodiil var.
T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: inflamatuar karsinom

Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor

NO: Histolojik olarak lenf nodu metastaz1 izlenmedi

NO (i-): Histolojik olarak lenf nodu metastaz1 yok, THK negatif

NO (i+): Timor hiicreleri 0,2 mm’den kiigiik ve 200 hiicreden az

NO(mol+): izole tiimér hiicresi tespit edilmeyen RT-PCR ile pozitif molekiiler bulgular

N1mi: Mikrometastaz (0,2 mm’den veya 200 hiicreden fazla ancak 2 mm’den az)

Nla: 1-3 aksiller lenf nodu pozitif (en az bir metastazin 2 mm’den biiyiik)

N1b: internal mammarian lenf nodlarinda klinik olarak saptanamayan fakat SLNB ile saptanan makro ya da
mikro metastaz varligi

Nlc:  Aksiller lenf nodlarinda 1-3 metastaz ve klinik olarak saptanamayan fakat SLNB ile makro ya da
mikro metastazli internal mammarian lenf nodu metastaz varligt

N2a: 4-9 aksiller lenf nodu pozitif (en az bir lenf nodu 2 mm’den biiyiik)
N2b: Aksiller lenf nodu metastazinin yoklugunda klinik olarak saptanmis internal mammarian lenf nodu
metastazi

N3a: 10 veya daha fazla lenf nodu pozitif (en az bir lenf nodu 2 mm’den biiyiik) ya da infraklavikiiler lenf
nodlarinda metastaz

N3b: Bir ya da daha fazla pozitif aksiller lenf nodunun varliginda klinik olarak saptanmus ipsilateral internal
mammarian lenf nodu metastazi; ya da 3 ten fazla aksiller lenf nodu ve klinik olarak saptanmamus fakat SLNB
ile makro ya da mikro metastaz saptanmis internal mammarian lenf nodu metastazlari

N3c: ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarina metastaz

MO: Uzak organ metastazi yok
M1: Uzak organ metastazi var (histolojik olarak en az 0,2 mm)
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Tablo 3: TNM’e gore meme karsinomu evrelemesi

Evre 0 Tis NO MO

Evre IA T1 NO MO

Evre IB TO, T1 N1mi MO

Evre ITA TO, T1 N1 MO
T2 NO

Evre IIB T2 N1 MO
T3 NO

Evre IITA TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2

Evre I1IB T4 NO, N1, N2 MO

Evre IIIC Herhangi bir T N3 MO

Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Ml

10. Nekroz varligi

11. Timor hiicrelerinin proliferasyon kapasitesi

12. Mikrodamar yogunlugu

13. Hormon reseptor profili: ER ve PR durumu tedavi sansi i¢in 6nemli bir role

sahiptir. ER ve/veya PR pozitif ise adjuvan olarak tamoksifen tedavisi
kullanilir (15).
14. HER2 gen onkojen tayini

15. Diger: Elastozis varligi, cerrahi sinirlarin durumu, BRCA1 mutasyonu, p53

mutasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (21).

2.4.4. Meme tiimorlerinin siniflandirilmasi

Meme tiimérlerinin smiflandirmasinda Diinya Saghik Orgiitii'niin (DSO) en
son 2019 yilinda yayinladig: siniflandirma kullanilmaktadir (15) (Tablo 4). En biiyiik
grubu invaziv meme karsinomu, NOS (‘invasive carcinoma of no special type’)
olusturmaktayken, diger tiim epitelyal karsinomlar ‘6zel alt tipler’ olarak

gruplandirilmistir (Tablo 5).
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Tablo 4: Meme timorlerinin siniflandirmasi

I. Epitelyal Tiimorler

-Benign epitelyal proliferasyonlar ve prekiirsorler
-Adenozis ve benign sklerozan lezyonlar
-Adenomlar

-Epitelyal-miyoepitelyal timorler

-Papiller neoplazmlar

-Invaziv olmayan (non-invaziv) lobiiler neoplaziler
-In situ duktal karsinom

-Invaziv meme karsinomu

-Tikiirtik bezi tipi timorler

-Noroendokrin neoplaziler

II. Mezenkimal Tiimoérler

I11. Fibroepitelyal Tiimérler ve Hamartomlar
-Fibroadenom

-Filloides Tiimor

-Hamartom

IV. Meme Bagi Tiimorleri
-Meme basi adenomu
-Siringomat6z Timor

-Meme basinin Paget hastaligi

V. Hematolenfoid Tiimoérler

VI. Metastatik Tiimorler

VII. Erkek Meme Tiimérleri
-Jinekomasti

-In-situ karsinom

-Invaziv Karsinom

Tablo 5: invaziv meme karsinomlariin siniflandirilmasi

-Infiltratif duktal karsinom
-Onkositik karsinom
-Lipidden zengin karsinom
-Glikojenden zengin karsinom
-Sebasedz karsinom

Invaziv meme karsinomu, NOS

Mikroinvaziv Karsinom Timor cap1 < 1 mm

Invaziv Lobiiler Karsinom -Klasik lobiiler karsinom
-Pleomorfik lobiiler karsinom

-Diisiik dereceli adenoskuamoz karsinom
Metaplastik karsinom, NOS Fibromatozis benzeri metaplastik karsinom

-Skuamoz hiicreli karsinom

-Igsi hiicreli karsinom

-Heterolog mezenkimal diferansiyasyon gosteren

karsinom

-Mikst metaplastik karsinom

metaplastik

Tubiiler karsinom

Kribriform karsinom

Miisinoz karsinom

Miisinoz kistadenokarsinom

Apokrin diferansiyasyon gosteren karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom
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-Asinik hiicreli karsinom
-Mukoepidermoid karsinom
-Polimorfoz adenokarsinom
-Adenoid kistik karsinom
-Sekretuar karsinom

-Uzun hiicreli karsinom

Tiikiiriik bezi-tipi tiimorler

Digerlerine gore nispeten daha sik goriilen invaziv meme karsinomlarinin
histomorfolojik ve molekiiler 6zellikleri;

e Invaziv meme karsinomu, (NOS):

Invaziv meme karsinomu (IMK), NOS, baslica diger histolojik alt tiplerin
ekartasyonu ile tan1 verilen meme karsinomlarimin en sik goriilen tipidir.
Histomorfolojik bulgular olduk¢a heterojen olup, timor hiicreleri; iyi olusmus
glandiiler yapilar, kordonlar, yuvalanmalar veya gesitli boyutta trabekiiler yapilar ya
da solid adalar seklindedir. Ozellikle tiimoriin perifer kisimlarinda tek hiicre
infiltrasyonu goriilebilir. Baz1 invaziv meme karsinomlar1 6zel bir alt tip igerebilir.
Bu 6zel tip %10-90 arasinda ise ‘mikst invaziv meme karsinomu, NOS ve 6zel alt tip
karsinom’ terimi kullanilabilir. Omegin; ‘mikst invaziv meme karsinomu, NOS ve
miisindz karsinom’. %10’un altinda bir 6zel alt tip mevcut ise tani; invaziv meme
karsinomu, NOS olur, %90’dan fazla 6zel alt tip var ise 6zel alt tipe gore tan1 verilir
(15).

Ozel morfolojik paternleri;

Lipidden zengin patern

1. Mediiller patern

2. Noroendokrin diferansiasyonlu invaziv karsinom
3. Osteoklast benzeri stromal dev hiicreli karsinom
4. Pleomorfik paternli

5. Koryokarsinomat6z 6zellikli karsinom

6. Melanotik patern

7. Onkositik patern

8.

9.

Glikojenden zengin berrak hiicreli patern
10. Sebasoz patern

e  Mikroinvaziv karsinom:

Invaziv meme karsinomu 1 mm veya daha kiigiikse bu tan1 verilr. Ancak tiimor
tipi belirtilmelidir (27).
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e Invaziv lobiiler karsinom (ILK):

Biitiin invaziv meme tiimorlerinin %5-15"ini olusturmakta olup ¢ogunlukla in-
situ lobiiler karsinom (LKIS) ile beraberdir (28).
Histomorfolojik olarak;

1. Klasik tip: En sik goriilen alt tip olup tiimoriin stromasi igerisine tek
hiicre dizilimi gosteren, lineer kordonlar ve diskoheziv goriiniimde
atipik hiicrelerin infiltrasyonu mevcuttur. Malign hiicreler genellikle
oval niikleuslu, belirsiz niikleolliidiir. Bu tip ILK’lar c¢ogunlukla
(yaklasik %76 oraninda) derece 2’dir. Derece 3 olan ILK’lar genel
olarak klasik alt tip degildir (28).

2. Pleomorfik tip

ILK’larda ER’nin pozitiflik oran1 yaklasik %80-95 oraninda olup PR ise %60-70
oraninda pozitiftir. HER2 pozitifligi nadir olarak goriilmektedir. IHK sal olarak
miyoepitelyal (p63, SMA), bazal (CK14, CK5/6) belirtegler ve p53 c¢ogunlukla
negatiftir. Olgularin yaklasik %85-100’tinde e-kadherin kaybi izlenmektedir. Bu
sebeple %15 civarindaki olgularda e-kadherin ile THK sal olarak pozitif saptanmasi
ILK’u ekarte ettirmez (29). ILK’larin patogenezinde en sik rastlanan somatik
genomik degisiklikler; 16q kromozom kolu kayb1 (neredeyse tiim vakalarda goriiliir),
CDH|1 mutasyonlar1 (%50-80) ve PIK3CA mutasyonlaridir (~ %45) (30).

o Tiibiiler karsinom:

Biitiin invaziv meme tiimdrlerinin yaklasik %2’sini meydana getirmektedir.
Tiumor hiicreleri 1yi1 diferansiye, oval yuvarlak sekilli ve anguler goriiniimde tiibiil
formasyonlar1 ile karakteristik histomorfolojik gorlinlime sahiptirler. Tiibiil
formasyonlar1 tim tiimdriin en az %90’1m1 olusturmast gerekmektedir. Eger tiibiil
yapist %10-90 arasinda olur ise tan1 mikst karsinomdur ve eslik eden komponent
tanida belirtilmelidir. IHK ’sal olarak tiibiiler karsinomlar ¢ogunlukla ER, PR pozitif
iken c-erb B2, EGFR, p53 ve HMWCK negatiftir (31).

o Metaplastik Karsinom:

Neoplastik epitelin yass1 epitel hiicreli veya igsi, rabdoid, kondroid, ossedz
hiicreler gibi mezenkimal farklilagsmasiyla karakterize bir tiimordiir. Tiim invaziv
meme kanserlerinin yaklasik %0,2-5’1 metaplastik karsinomlar olusturmaktadir.

[HK’sal olarak vakalarin %901 {i¢lii negatiftir (32). TP53 ve PIK3CA mutasyonu
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oldukca sik goriilmektedir. Skuam6z metaplazi ve igsi hiicre morfolojisi bulunan
metaplastik karsinomlarda EGFR overekspresyonu ve mutasyonu rapor edilmistir
(33). Patogenezde ozellikle PI3K yolagi (PIK3CA, PTEN), MAPK yolag1 (NFI,
KRAS ve NRAS) ve WNT yolag: aktifdir (34).

e Invaziv mikropapiller karsinom:

Mikropapiller komponent mevcut oldugunda o bélgelerde MYC (%33), CCND1

(%8) ve FGFRI (%]17) amplifikasyonu rapor edilmistir. Veriler sinirlt olsa da
PIK3CA, TP53, GATA3, MAP2K4 ve MBPF 10 mutasyonlar1 mevcuttur (35).

e Invaziv Papiller Karsinom:

Invaziv timér %90’ iizerinde papiller morfoloji izlenen tiimérlerdir. Bu
tiimdrler temel olarak ovaryan serdz karsinomun, akciger papiller karsinomun ve
tiroit papiller karsinomun metastazlari ile ayirici taniya girer (36).

e  Apokrin diferansiasyon gosteren karsinom:

Fokal apokrin diferansiasyon invaziv meme karsinomunun sik goriilen bir
ozelligidir ancak yaygin olarak apokrin diferansiasyon meme tiimdrlerinin yaklagik
%4 tinde goriiliir. Timdr hiicreleri; genis niikleuslu ve belirgin niikleollii, belirgin
eozinofilik ve graniiler sitoplazmalidir. Sitoplazma, diastaza direngli periodik-asit-
Schiff (PAS) pozitifligi gosterir. IHK’sal incelemede tipik olarak GCDFP-15
pozitifken BCL-2 negatiftir. ER ve PR siklikla negatif olup androjen reseptorii (AR)
pozitiftir (37). Bu tiimorler siklikla TP53 ve PIK3CA/PTEN/AKT genlerinde
mutasyon gosterirler. MAPK yolagt (KRAS, NRAS ve BRAF) daha az siklikla

mutasyonedir (38).

2.4.5.immiinhistokimyasal degerlendirme
Meme karsinomlarinin prognostik ve prediktif faktorlerden immiinhistokimyasal -
molekiiler olarak olarak degerlendirilebilen belirtegler; ER, PR, c-erbB2 (HER2) ve
Ki-67’dir. Bunlarin ekspresyon durumlarinin belirlenmesi neoadjuvant, adjuvan
tedavinin belirlenmesinde, prognozun 6n goriisiinde kritik 6neme sahiptir. Bilateral
meme kanserlerinde her iki tlimore, tiimorler multisentrik-multifokal oldugu
durumlarda; morfoloji benzer ise en biiyiik ¢aptaki tiimore, morfoloji farkli ise her

bir timore ayr1 bu dort belirte¢ calisiimalidir (39).
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ER ve PR immiinhistokimyasal degerlendirmede pozitif olan tiimor hiicre
yiizdesi ve boyanma yogunluguna dayanan ‘Allred skorlama sistemi’ kullanilir (40)

(Tablo 6).

Tablo 6: ER ve PR’nin Allred skorlama sistemi

Pozitif Tiimér Hiicrelerinin Skor Boyanma yogunlugu  Skor
Yiizdesi

0 0 Hic yok 0
<%1 1 Zayif, soluk 1
%1-10 2 Orta siddette 2
%11-33 3 Giiglii 3
%34-66 4

>%67 5

*Toplam skor 0-2: Negatif
*Toplam skor: 3-8: Pozitif

Ki-67’nin IHK’sal yontemle degerlendirilirken dogru sonug icin en yogun
oldugu bolgeden (hot spot), niikleer pozitiflik gosteren hiicrelerin ylizdesi ile

belirlenir (41) (Sekil 5).

05°0% 0%

0%

Sekil 5: Ki-67 ile pozitif olan tiimor hiicrelerinin yilizdesini gorsel olarak tanimlama
c-erbB2; ilk olarak sican noral hiicrelerinden elde edildigi i¢in ‘NEU’ olarak

da adlandirilir. Meme kanserlerinin %15-20’si c-erbB2 ekprese etmektedir (39).

Tablo 7: HER2 nin {HK ’sal olarak degerlendirilmesi

Skor 0 (negatif)
Boyanma yok ya da invaziv timor hiicrelerinin %10 veya daha azinda sitoplazmik membrani tiimiiyle
cevrelemeyen, zayif, gii¢liikle secilebilen boyanma

Skor 1+ (negatif)
Invaziv tiimor hiicrelerin %10’undan fazlasinda sitoplazmik membran:i tiimiiyle ¢evrelemeyen, zayif, giicliikle
secilebilen boyanma

Skor 2+ (siipheli)

Invaziv tiimér hiicrelerin %10’undan fazlasinda sitoplazmik membran: tiimiiyle ¢evreleyen, zayif-orta siddette
boyanma ya da tiiméral hiicrelerin %10 veya daha azinda sitoplazmik membrani tiimiiyle ¢evreleyen, kuvvetli
boyanma

Skor 3+ (pozitif)
Tiiméral hiicrelerin %10’undan fazlasinda sitoplazmik membrani tiimiiyle ¢evreleyen, kuvvetli boyanma
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IHK’sal olarak ‘skor 2+’ olarak degerlendirilen tiimdrde, ayni materyalde
refleks in-situ hibridizasyon testi yapilir. Floresan mikroskopta FISH ydntemiyle
ya da 151tk mikroskopunda CISH ya da SISH yontemleriyle degerlendirme
yapilabilir (Tablo 8). Degerlendirme miimkiinse 3 farkli alanda en az 20-60
invaziv timor hiicresinde sinyal sayimi yapilmalidir. Heterojen olan tiimoérlerde
bu say1 artirilmalidir (42).

Tablo 8: Invaziv meme karsinomlarinda HER2’nin in-situ hibridizasyon ile

degerlendirilmesi

Sonug Single Probe Dual Probe

Negatif (amplifikasyon yok) Ortalama HER?2 kopya sayis1 <4 HER2/CEP17<2 ve ortalama HER2
kopya sayis1 <4

Stipheli* Ortalama HER2 kopya sayist >4 HER2/CEP17<2 ve ortalama HER2

ve <6 kopya sayisi >4 ve <6

Pozitif (amplifikasyon var) Ortalama HER2 kopya sayis1 >6 HER2/CEP17>2 ya da ortalama HER2

kopya sayis1 >6

*Single probe kullanild: ise refleks ISH testi ya da yeni test (IHK, ISH) yapilir. Dual probe kullanild:
ise refleks THK testi, alternatif CEP17 problu ISH testi yapilir.

2.4.6. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi

Meme tiimorleri; histomorfolojik, prognostik ve verilen tedaviye yanit verme
acisindan oldukga farkli olan heterojen bir gruptur. Bu heterojenite sebebi olarak;
timoriin  kaynaklandigi hiicrelerin farkliligi, birbirinden farkli onkogenlerin
aktivasyonu veya tiimdr supresor genlerin inaktivasyonundaki farkli kombinasyonlar
bulunmaktadir. Ancak uzun bir siire histomorfolojik temelli bir siniflandirmaya gore
hareket edilmistir.

Son 20 senede molekiiler ¢aligmalar olduk¢a hiz kazanmis olup cDNA
mikroarray yontemi ile ¢ok sayida genin es zamanli degerlendirilerek tiimor
dokusundan gen ekspresyon profili ¢ikarilma imkan1 dogmustur. Bu ¢ikarilan profil
ile meme karsinomlarinda yeni bir molekiiler siniflama yapilmistir.

Sporadik olarak gelisen meme karsinomlar1 arasinda gen ekspresyon
farkliliklarint saptayan ilk genis ¢alisma ve ¢i1gir agan siniflandirma, 2000 senesinde
Sorlie, Perou ve arkadaslar tarafindan gercgeklestirilerek meme kanserleri dort ana
gruba ayrildi (43):

1. Luminal benzeri

2. Bazal hiicre benzeri
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3. Normal epitel benzeri (null tip)
4. HER?2 pozitif grup
Sonraki g¢alismalarda luminal benzeri grup kendi igerisinde luminal A ve
luminal B olmak tizere iki alt tip daha olusturuldu (Sekil 6). Meme kanserinin bu alt

molekiiler gruplarinin gen ekspresyon farkliliklar1 dogrulandi (44).

"= & 'é exfileacctss
i Sié!!é?iiﬁé%ﬁéii;i?.iiﬁ i
Luminal Subtype A ERBB2+ Basal Subtype

ggfsai

Sekil 6: Meme karsinomlarinin intrensek gen analizi. Perou ve arkadaslarinin 115
timor dokulu 6rnekten alinarak hazirlanan meme karsinomu vakalarinda intrensek
gen seti hazirlanarak yapilan gen ekspresyon profili sonucunda olusan 5 alt grup (44)

Molekiiler alt tiplerin prognoza etkilerinin énemi anlasildiktan sonra, bu
tipleri daha ucuz ve kolay yolla saptayabilmek amaciyla IHK’sal incelemeler
yapilmigtir. DNA mikroarray yontemi ile karsilastirilarak; smiflama i¢in
uygulanabilecek en iyi IHK antikorlar1 belirlenmistir. DNA mikroarray yontemi ve
[HK sal inceleme ile yapilan smiflama; hormon reseptdrleri ve HER2’yi kullanan

molekiiler kaynakli bir siniflandirmadir. (Tablo 9) (45).
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Tablo 9: Meme karsinomu molekiiler alt tiplerinin immiinfenotipik 6zellikleri

intrensek alt tip Klinikopatolojik Tanim
Luminal A

Luminal A -ER ve/veya PR pozitif
-HER?2 negatif

-Ki-67 diisiik (<%14)

Luminal B (HER2 negatif)
-ER ve/veya PR pozitif
-HER-2 negatif

Luminal B -Ki-67 yiiksek >%14)
Luminal B (HER2 pozitif)
-ER veya PR pozitif
-Ki-67 diisiik veya yiiksek
-HER?2 eksprese

HER2’den zengin (luminal olmayan)
Her2’yi asir1 eksprese eden -HER?2 asir1 eksprese
-ER ve PR negatif

Uclii negatif (duktal)
Bazal benzeri tip -ER ve PR negatif
-HER2 negatif
-EGFR ve veya CK5/6 pozitif

Uclii negatif
Normal meme benzeri -ER ve PR negatif
-HER2 negatif

Cogunlukla bazal benzeri tipi luminal benzeri alt tipinden ayirmak i¢in EGFR
ve CK 5/6 gibi miyoepitelyal belirtegler kullanilmistir. ER, PR, HER2’ye ek olarak
EGFR ve CK5/6’dan olusan bu besli IHK paneli; bazal benzeri tipi tanimlar ve
yasam siiresini daha iyi 6n gdérmeyi saglar (46). Bu besli IHK panelinin bazal benzeri
alt tipi tanimlamada o6zgilligii %100, duyarliligi %76 saptanmistir (47). Degisik
siniflamalarda, antikor immiinekspresyonu saptanmayan vakalar ‘null tip’ olarak
kabul edilmistir (46). Ancak ‘null tip’in farkli bir alt tip olmadigi, miyoepitelyal
belirtegler ile zayif boyanan bazal benzeri tip oldugu veya ER ile teknik yetersizlikler
sebebiyle yeterli immiinekspresyon gostermeyen tiimorlerin de bu alt tipe alindigini
savunan arastirmacilar vardir (47).

Klinik olarak en kullanisli siniflandirma sisteminde meme kanserleri, hormon
reseptorlerinin, ER ve PR ve HER2’ye dayal1 olarak ii¢ ana gruba ayrilir:

* ER pozitif (HER2 negatif; kanserlerin% 50-65')

* HER2 pozitif (ER pozitif veya negatif;kanserlerin% 20’si)

» Uglii negatif (ER, PR ve HER2 negatif kanserlerin % 15°1)
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Bu {ii¢ grup; hasta ozellikleri, patolojik Ozellikler, tedaviye verdikleri cevap,
metastatik paternler, niiks siiresi gibi birgok sonugta ¢arpict farkliliklar

gostermektedir (Sekil 7) (Tablo 10) .

&

Ostojen reseptori pozitif,
~ HER2-negatif
= HER2-pozitif e
Ostrojen reseptor negatif, / %
" HER2-negatif / \
/ \
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1004

g
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Meme kanser oratu (100.000 kadin basima)
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Sekil 7: Yasa ve insidansa gore meme kanseri alt tipleri (Kumar V, Abbas AK, Aster
JC, eds. Robins Basic Pathologic. 10. ed. dan uyarlanmistir)

Tablo 10: Meme kanserlerinin ana biyolojik tiplerinin 6zellikleri

ER porzitif/ HER2 negatif HER? pozitif Uclii negatif

Goriilme siklig %50-65 %20 %15

Tipik hasta gruplari Yash kadm-erkekler, germline Geng kadinlar, Geng¢ kadinlar, germline
BRCA2 mutasyonu germline pS3 BRCAI mutasyonu

mutasyonu

Histolojik derece Cogunlukla derece 1-2 Cogunlukla 2-3 Cogunlukla 3

Sik goriilen histolojik Lobiiler, tiibiiler, miisindz, Apokrin, Mediiller ozellikler

tipler papiller mikropapiller gosteren tip

Yaygin somatik  PIK3CA (40%), TP53 (26%) TP53 (75%), TP53 (85%)

mutasyonlar PIK3CA (40%)

Uclii  negatif meme kanserleri (UNMK) tiim IMK’lerinin %10-20’ini

olusturmaktadir. Lenf diiglimii tutulumunun sik olmasi, tiimor ¢apinin biiyiik olmasi,
geng yasta ortaya ¢ikmasi, histolojik derecenin yiiksek olmasi gibi kotii prognostik
faktorlerle iligkilidir. Bu tiimorler gen¢ yasta ortaya ciktigr i¢in az bir kismu
mamografik goriintiilemede saptanmaktadirlar. Uzak metastaz ve rekiirrens riski
daha ytiksektir. (48). Hedefe yonelik tedavi sansinin olmayisi, agresif davranigi ve
kotii prognoz sergilemesi gibi sebeplerden dolay1 UNMK’li hastalarin yonetimi

oldukca zordur ve spesifik bir tedavi protokolii bulunmamaktadir. Bu tiimorlerde
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sitotoksik sistemik kemoterapi tedavide tek se¢enek oldugu icin bu hastalar 6zellikle
gelistirilmis hedefe yonelik tedavi segeneklerine ihtiya¢ vardir (49). Tim bu
nedenlerden dolay1 son zamanlarda UNMK ’li hastalarda hedefe yonelik tedavi sans1
i¢in yapilan arastirmalar artmaktadir.

HER2’den zengin alt tip, HER2 ve proliferasyonla iligkili genlerin, proteinlerin
(6rn; ERBB2/HER2 ve GRB7) yiiksek ekspresyonu ile seyreden hormon

reseptodrlerinin negatif oldugu molekiiler tiptir. Tiim IMK ’larin yaklasik %15-20sini
olustururlar. Bu tiimorler DNA diizeyinde ¢ok sayida mutasyon igermekte olup;
%72’sinde p53, %39’unda PIK3CA mutasyonu saptanmistir. Genellikle koti
diferansiye olup ve proliferasyon indeksleri oldukca yiiksektir. Beyin metastazi
yaygin goriiliir. Bu tiimorler hedefe yonelik (anti-HER2) tedaviye iyi yanit verirler.
Ancak trastuzumab tedavisine kars1 diren¢ durumlar1 gelisebildiginden molekiiler alt

yapinin daha fazla aydinlatilmasina ihtiyag¢ vardir (50).

2.5 Hiicresel Sinyal iletimi ve Karsinogenez
Sinyal iletimi; hiicrede basit hiicresel aktiviteleri organize eden, hiicre haberlesmesi
icindeki  karisik  kompleks sistemin  Onemli bir pargasidir. Hiicre bilgi
akisindaki hatalar basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaliklarin ana sebebidir.

Hiicrede bliylime, farklilasma, ¢ogalma i¢in hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
iletimi gereklidir. Sinyallerin hiicreye geldikten sonra hiicre tarafindan algilanmasi
membran reseptorleri ve hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalar1 vasitasiyla
gerceklesebilmektedir. Genomda gorev yapan genlerin yaklasik beste biri bu
mekanizmalarda gorev almaktadir (51).

Normal sitoplazmik sinyal iletici proteinlerin fonksiyonlarimi taklit eden ok
sayida onkoprotein 6rnegi bulunmustur. Bu proteinlerin ¢ogu plazma membraninin i¢
kismina yerlesir ve hiicre disindan gelen sinyalleri alip (6rn; biiylime faktorleri
reseptorlerinin aktivasyonu ile) hiicre niikleusuna iletir. Biyokimyasal olarak sinyal
iletici proteinler heterojendir. Sinyal iletici onkoproteinlerin en iyi ve en c¢ok
calisilmisg Ornegi; guanin trifosfat (GTP) baglayici proteinlerden (G proteini) RAS
ailesidir.

RAS proteinleri viral onkogenlerin iiriinleri olarak bulunmustur. Insan

tiimorlerinde dominant onkogenlerin tek basina en sik goriilen anomalisi; RAS ailesi
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genlerindeki nokta mutasyonudur. Yaklasik olarak tiim tiimorlerin %15-20’si RAS
mutasyonu tasir. Birgok calismada RAS’in  biiylime faktorlerince uyarilan
mitogenezde Onemli rol oynadigini gdstermektedir. Ornegin spesifik antikorlarin
mikroinjeksiyonuyla RAS fonksiyonunun engellenmesi EGF, PDGF ve CSF-1’in
proliferatif yanitin1 bloke eder. Normal RAS proteinleri plazma membraninin
sitoplazmik tarafina bagli olup, aktif bir sinyal lireten form ile inaktif sessiz bir
durum arasinda siirekli degisim gosterir. Inaktif durumda RAS proteinleri guanozin
difosfata (GDP) baglanir; hiicreler biiylime faktorleri veya diger reseptor-ligand
etkilesimler ile uyarildiginda RAS; GDP’yi GTP’ye doniistiirerek aktive olur. Aktif
RAS, daha sonra sitozolik protein RF-1 ile biraraya gelerek MAP kinaz yolag:
lizerine etki eder. Bu sekilde aktive olan MAP kinazlar niikleer transkripsiyon
faktorlerini hedef alir ve mitogenezi uyarirlar. Normal hiicrelerde RAS proteinin
aktif sinyal iletici donemi gegicidir, ¢iinkii intrensek GTPaz aktivitesi ile GTP’yi
GDP’ye hidrolize eder ve RAS’1 sessiz doneme sokar.

RAS proteininin diizenli siklus gdstermesi iki reaksiyona baglidir; birincisi; RAS
proteinini aktive eden niikleotid degisimi (GTP ile GDP arasindaki), ikincisi;
GTP’ye bagh aktif RAS’1 GDP’ye bagli inaktif forma doniistiiren GTP hidrolizi. Her
iki siire¢ de enzimatik olarak diizenlenir.

Hiicre i¢i sinyal iletiminde hiicre membranindan hiicre ¢ekirdegine kadar
ilerleyen yollar vardir ve 6nemli yolaklardan biri RAS/RAF/MAP/ERK sinyal iletim
yoludur. RAS proteini ile aktiflesen RAF/MAP/ERK sinyal iletim yolu; insan
kanserlerinin yaklasik %30’unda etkilendigi bilinen 6nemli bir yolaktir. RAS
aktivasyonunu RAF, MEK ve ERK proteinlerinin aktivasyonlar: takip eder. RAS ve
RAF aslinda normal insanlarda bir protoonkogendir, mutasyonlar sonucu onkogene
doniiserek hiicrede neoplazi olusumunu baglatir. RAS hiicre yilizeyinde GDP ile bagh
iken inaktiftir. Bir fosfat ile GTP olmasi sonucunda aktiflesir. Aktif RAS; RAF
kinazlara baglanir ve daha sonra sirastyla MAPK ve ERK’in aktivasyonu ile devam
eden ve niikleustaki transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol agan sinyal
yolaginin aktive olmasii saglar. MAPK ailesi; gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi,
apoptoz, diferansiasyon ile iliskili siireclerin kontroliindeki sinyal iletim yolaklarini

olustururlar (52) (Sekil 8).
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RASn aktive ettii diger yolak fosfoinozitid-3-kinaz (PI3K) yolagidir.
PI3K’nin fosforlanarak aktive olmasi sonucu protein kinaz B (AKT proteini)
aktiflesir. Cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri bu yolagi aktive ederek hiicrenin
yasamsal faaliyetlerini diizenler. Tiimor supresér genlerden PTEN bu yolagin ilk
adresi olan fosfoinozitol-3-fosfat olusumunu inhibe ederek diizenleyici bir gorev
yapar. PTEN mutasyonu sonucu proteinin tiimor baskilayici etkisinin ortadan
kalkmas1 ile hiicrede neoplazi gelisir. Protein kinaz B uyarisi; hiicrede ¢esitli
proteinlerin aktivitelerini etkiler. Bunlardan biri mTOR (‘mammalian target of

rapamycin’) proteinidir (53).
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Sekil 8: Ras aktivasyonunun sematik ¢izimi (Kumar V, Abbas AK, Aster JC, eds.
Robins Basic Pathologic. 10. ed.’dan uyarlanmistir)

Ras aktivasyonu sonucu etkilenen ERK ve mTOR yolaklart hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu ve yasamsal faaliyetlerini diizenlemede gorevlidirler. Her kanser
olgusunda sinyal iletim yolaklarinda etkilenen molekiillerin bilinmesi 6nemlidir. Her
hasta i¢in karsinogenez basamaklarinin mekanizmasimnin ortaya konmasi uygun
tedavi protokollerinin kullanilmasini saglayacaktir. Bu nedenle son giinlerde her
hastada hangi mekanizmalar ile kanser oldugunun ortaya konmasini saglayacak
‘kinase assay’ yontemi uygulama alanina girmektedir. Tiim bulunanlara ragmen
hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinin kanserle ilgisi, halen bir¢cok bilinmeyenleri
barmdirmaktadir. Kanseri prognozun belirlenmesi ve yeni tedavilerin uygulanmasi

ozellikle hiicre i¢i sinyal iletimini aydinlatmakla miimkiindiir. Sinyal iletiminde
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bozulan hedef molekiilleri ortaya konmalidir. Yeni tedavi protokolleri i¢in hedefe
yonelik molekiiller bulunmali ve bunlar tedavide kullanilmalidir.

Hiicre i¢i iletim mekanizmalarinin gesitli basamaklarinda protoonkogen olarak
rol alan KRAS, BRAF ve PIK3CA genlerindeki mutasyonu saptamak ve bu yolaklar
aydinlatmak hastalarin hedefe yonelik tedavi sans1 i¢in oldukca dnemlidir.

2.6.Mutasyonlar
Mutasyon; DNA’daki kalict degisiklik olarak tanimlanabilir. Germ hiicrelerini
etkileyen mutasyonlar sonraki nesillere kalitsal olarak aktarilan hastaliklara yol
acabilir. Somatik hiicrelerden kaynaklanan mutasyonlar, kalitsal hastalik olusturmaz.
Ancak, kanserlerin gelisiminde ve bazi konjenital malformasyonlarda 6nem tasirlar.
Genetik kalitim paterni dorde ayrilir.

1) Kromozomal kalitim

2) Tek gen kalitimi

3) Multifaktoriyel kalitim

4) Atipik kalitim (mendelian olmayan)
Kromozom mutasyonlari, genetik materyalin yeniden diizenlenmesi olup,
kromozomlarda yapisal veya sayisal degisikliklere neden olur. Kromozomlarin say1
ya da yapisinda degisikliklere neden olan mutasyonlarin ¢ogu (13, 18, 21,X, Y ve
birka¢ kromozom harig), yasamla bagdasmayan degisiklikler oldugundan, nadiren
sonraki nesillere aktarilir. Kalitsal hastaliklarla iliskili olan mutasyonlarin biiyiik bir
cogunlugu, mikroskopla goriilemeyecek diizeydeki gen mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar, tek bir genin ya da daha siklikla tek bir bazin, kismen ya da tamamen
kaybina yol agabilir. Ornegin tek bir niikleotid bazinin yerini farkli bir bazin almasi,
nokta mutasyonuna yol agar. Daha nadiren olarak, bir ya da iki baz ¢ifti DNA’ya
eklenebillir veya DNA’dan silinebilir (delesyon). Bu durum DNA sarmallarindan
birinde, niikleotid dizisi yapisinin okunmasinda (‘reading frame’) degisikliklere
neden olabilir ve bu nedenle ‘frameshift’ (cergeve kaymasi) mutasyonlart olarak
adlandirilir. Mutasyonun sonuglari, mutasyonun tipi ve etkilenen genom bolgesi gibi
cesitli faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterir.
e Ekzon mutasyonlari; nokta mutasyonu (tek bir bazi yerini bir baskasinin almasi)

ticlii baz kodunun degistirerek, gen iirliniinde bir aminoasitin yerini digerinin

almasina yol acabilir. Bu mutasyonlar genetik kodun anlamini degistirdikleri i¢in
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sikliklar ‘missense mutasyonlar’ olarak adlandirilir. Eger digerinin yerini alan
aminoasit proteinin fonksiyonunda kiiclik bir degisiklige yol aciyorsa; bu
mutasyon “’ilimli (conservative)’’ missens mutasyon olarak adlandirilir. Diger
yandan 1limli olamayan (‘non-conservative’) missens mutasyonda, normal
aminoasitin yerinin ¢ok farkli ozellikteki bir bagska aminoasit alir. Bu tipin bir
ornegi hemoglobinin B-globin zincirini etkileyen orak (‘sickle’) mutasyondur.
Burada glutamik asiti kodlayan CTC (mRNA’da GAG) niikleotid tigliisiinlin
yerini, valini kodlayan CAC (mRNA’da GUG) almistir. Bu tek aminoasit
degisikligi hemoglobinin fiziko-kimyasal 6zelliklerini degistirerek orak hiicreli
anemiye neden olur. Ayrica nokta mutasyonlarindaki aminoasit degisikligi,
aminoasit kodonunu sonlandirici zincir ya da ‘durdurucu kodon’ haline
dontistiirebilir (anlamsiz ‘nonsense’ mutasyon). Tekrar B-globin Ornegine
donersek nokta mutasyonu ile kodondaki glutamini kodlayan CAG iigliisiinde,
C’nin yerini U alirsa, durduru kodon (UAG) olusur. Bu degisiklik B-globin gen
translasyonunun erken sonlandirilmasina neden olur ve sonucta olusan kisa
peptid yikima ugrar. Etkilenen kisilerde B-globin zinciri eksiktir ve B-talasemi
olarak bilinen siddetli bir anemi tipi gelisir.

Intron varyasyonlar1 (‘exon-exon boundary’ mutasyonlar); kodlayic1 bolgeleri
(eksonlar1) tutmayan mutasyonlar da zararli etkiler olusturabilir. DNA’nin
transkripsiyonu, gen iizerinde baslangic noktasina uzak ya da yakin yerlesim
gosteren baslatic1 (promoter) ve artirict (‘enhancer’) diziler tarafindan bosaltilir
ve diizenlenir. Bu diizenleyici sekanslart tutan nokta mutasyonlar ya da
delesyonlar, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyebilir ve boylece
transkripsiyonun belirgin olarak azalmasina ya da tamamen kaybina yol acar.
Kodlayict olmayan bdlgelerdeki nokta mutasyonlari araya giren dizilerin
birbirine hatal1 bir sekilde eklenmesine neden olur. Bu durum sirasiyla, baglangi¢
mRNA kopyalarinin normal islemlerden gegmesini engeller, olgun mRNA
kopyasinin olugmasinda basarisizliga neden olur ve translasyon olusamayip gen
iirtinii sentezlenemez.

Delesyonlar ve insersiyonlar; kodlayici dizideki delesyon ve eklenmeler DNA
zincirinden birinde niikleotid dizinin yapilanmasinda degisikliklere yol agar. Bu

yizden bunlardan ‘frameshift mutasyonlar’ olarak soz edilir. Tutulan baz
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ciftlerinin sayist1 ii¢ ve tigiin katlar1 ise ‘frameshift’ olusmaz. Bunun yerine bir ya

da daha fazla aminoasiti eksik olan anormal bir protein sentezlenir.

e Ug niikleotidli tekrar mutasyonlar;; bu mutasyonlar iiclii niikleotid dizisinin
amplifikasyonu ile kendini gosterdigi igin, 6zel bir baslikta toplanirlar. Ornegin;
frajil-X sendromunda, FMR-1 olarak adlandirilan bir genin i¢inde CGG dizisinin
250-4000 tekrar1 vardir. Normal popiilasyonda ise tekrar sayisi azdir ve ortalama
29°dur. Uglii tekrar mutasyonlarmin ayirt ettirici 6zelligi dinamik olmalaridir
(amplifikasyon derecesi gametogenez boyunca artar).

Ozet olarak mutasyonlar protein sentezini cesitli diizeylerde engelleyebilir.
Transkripsiyon; gen delesyonlart ve promoter bolgedeki dizileri tutan nokta
mutasyonlari tarfindan ciddi olarak etkilebilir. Anormal mRNA olusumu; kodlayict
olmayan bolgeleri (intron) veya uglarin birbiri ile baglant1 noktalrini ya da her ikisini
etkileyen mutasyonalardan kaynaklabilir. Eger bir kodlayici bolge (ekzon) icerisinde
durdurucu kodon olusursa translasyon islemi zarar goriir. Son olarak, bazi nokta
mutasyonlar, protein sentezindeki herhangi bir basamagi bozmadan anormal bir

protein olusumuna neden olabilir. (54).

2.7. Genetik Analiz Yontemleri
Insan somatik hiicrelerinde 46 kromozom bulunur. Bunlar otozomlarm 22 homolog
cifti ile kadinlarda XX, erkeklerde XY olmak iizere iki adet cinsiyet kromozomundan
olusur. Kromozom ¢alismalari-karyotiplendirme sitogenetik c¢alismalarinin temel
yontemlerindendir. Kromozom yaymasi olusturmanin klasik yollarindan birisi,
boliinen hiicrelerde metafaz sathasinda mitotik inhibitorleri kullanarak mitozu
duraklatmak ve daha sonra kromozomlar1 boyamaktir. Metataz yaymasinda her bir
kromozom, sentromer bolgesinde baglantili olan iki kromotid seklinde gozlenir.
Karyotip goriintiilenen bir boyali metafaz yaymasinda, kromozom ¢iftlerinin
uzunluklarmin  giderek azalacak sekilde yerlesim gdsterdigi standart bir
diizenlenmedir.

Kromozomlarin uzunluklar1 boyunca birbirini izleyecek sekilde acik ve koyu
bantlar seklinde dizildigi kolaylikla ayirt edilebilir ve giivenilir modele dayanarak,
her bir kromozomun tanimlanmasina izin veren ¢esitli boyama yontemleri

gelistirilmistir. En ¢ok uygulanan yontem, Giemsa boyamasidir ve bu nedenle ‘G
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bantlama’ olarak adlandirlir. G bantlama ile her haploid set icin yaklasik 400-800
bant saptanabilir.

-Floresan in situ hibridizasyon (FISH), rutin karyotiplemeye eslik eden
onemli bir yardimeir haline gelmis ve sitogenetik analizlerin 6nemini biiylik dlgiide
artirmigtir. Karyotiplendirmenin baslica kisitlayici yani, sadece bdliinen ya da in
vitro olarak bolinmesi saglanan hiicrelerde uygulanabilmesidir. Bu problem
kromozoma 6zgii dizileri taniyan DNA problari ile asilabilir. Bu tiir problar florasan
boyalar ile isaretlenerek interfaz niikleuslara uygulanir. Probun kromozomdaki
tamamlayict dizisine baglanarak spesifik kromozomu isaretlemesi sonucunda
floresan mikroskobunda goriilebilir. FISH, interfaz niikeuslarindaki koromozomlari
saymak i¢in kullanilabilir. Ancak FISH uygulamalar1 interfazdaki niikleuslarla sinirlt
degildir. Bu yontem, kromozomlarin belirlenmis bdlgelerine 6zgii olan DNA
problarini kullanarak rutin karyotipleme sonucunda kolaylikla saptanmayan belirsiz
mikrodeleseyonlar, kompleks translokasyonlar ve telomer degisikliklerinin
saptanmasinda kullanilabilir. Tan1 vermedeki kolayligina ek olarak, FISH ayni
zamanda klinik ilgi uyandiran yeni izole edilmis genlerin fiziksel olarak
haritalandirilmasi i¢in bir ara¢ olarak da kullanilabilir. Yeni DNA dizileri, floresan
boyalarla isaretlenir ve daha sonra metafaz yaymasina uygulanir. DNA, tamamlayici
dizisine baglanarak, genin 0zgiin yerlesim bolgesini kesin olarak belirler. FISH
uygulamasinda, farkli sekilde isaretlenen normal ve tiimoral hiicre popiilasyonlarinin
DNA igeriklerinin normal metafaz kromozom yaymalarma ya da cam slaytlarda
siraya konulmus genomik DNA klonlar1 dizilerine (karsilastirmali genomik
hibridizasyon) kohibridizasyonlariyla dogrudan karsilastirmasi yapilir. Bu sekilde,
gen kopya sayisindaki tiimore 6zgili degisiklikler belirlenebilir (55).

Molekiiler genetik teknikler; DNA'nin amplifikasyonunu iceren PCR analizi

artik molekiiler tanida yaygin olarak kullanilmaktadir. RNA substrat olarak
kullanilirsa, dnce cDNA'y1 elde etmek i¢in revers-transkripsiyon yapilir ve ardindan
PCR ile amplifiye edilir. Revers-transkripsiyonu igeren bu yontem genellikle RT-
PCR olarak kisaltilir. Hedef DNA segmentini amplifiye etmek i¢in, normal sekansin
3 've 5' uclarina baglanan iki primer tasarlanir. Uygun DNA polimerazlar ve termal

dongli kullanilarak, hedef DNA biiyiik Olgiide biiyiitiiliir ve iki primer bdlgesi
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arasinda DNA dizisinin milyonlarca kopyasini tiretir. PCR {iriinlinlin DNA dizisi
daha sonra birkag yolla analiz edilebilir:

Sanger sekanslama: Mucidi, Nobellaureate Frederick Sanger'in adini1 tasiyan Sanger
sekanslama, orijinal insan Genom Projesi de dahil olmak iizere, uzun yillardir genom
dizilemesinin "is giicii" olmustur. Burada, amplifiye edilmis DNA, bir DNA
polimeraz, bir DNA primeri, niikleotidler ve farkli floresan etiketlerle etiketlenmis
dort (di-deoksi sonlandiric) niikleotid (A, T, G ve C) ile karistirilir. Ardindan gelen
reaksiyon, bir kilobaza kadar olas1 tiim uzunluklarda bir dizi DNA molekiilii liretir;
her biri, sonlandirici niikleotidlerden birinin dahil edilmesi nedeniyle reaksiyonun
durdugu baza karsilik gelen bir etiketle etiketlenir. Kapiler elektroforez ile boyut
ayrimindan sonra, mutasyonlarin varligini saptamak i¢in kesin dizi "okunabilir" ve
normal dizi ile karsilastirilabilir.

Sanger sekanslama; spesifik bir niikleotid pozisyonundaki mutasyonlari

saptamak i¢in bagka bir yaklagim; (6rnegin, KRAS onkogeninde glisini (GGT) 'yi
aspartik aside (GAT) doniistiiren bir kodon 12 mutasyonu) PCR karisimina floresan
etiketli niikleotidlerden C ve T eklemektir. Bu iki niikleotid farkli floroforlarla
etiketlendiginden, elde edilen PCR fiiriinii tarafindan yayilan floresans, bir C veya
T'nin primer uzatma islemine dahil olmasina bagl olarak baska renkte olabilir. Bu
alele 6zgli uzatma stratejisinin avantaji, Sanger sekanslamadan daha duyarli olmasi
ve mutasyona ugramis DNA dizilerinin kiigiik bir fraksiyon (~%]1) olustursalar bile
tanimlanmasina izin vermesidir.

Sanger sekanslama arttk “ilk mnesil” yontem, DNA'min (veya RNA'nin)
degerlendirilmesini gerektiren neredeyse tiim molekiiler tanimlama uygulamalarinin
yerini "yeni nesil sekanslama" (NGS) teknolojilerine birakiyor. NGS teknolojisinin
mevcudiyeti, nispeten diisiik maliyetlerle dizileme verilerinin katiksiz hacmi (giinde
1 gigabaz ciftinden fazla veya 1.000.000.000 baz ¢iftinden fazla) molekiiler taniy1
kokten degistirme potansiyeline sahiptir. Tiim insan genomu 3 gigabazdan biraz daha
fazlasina sahiptir, bu nedenle gercek "tim genom dizilimi" birka¢ giin i¢inde birkag
kez gerceklestirilebilir. Sanger dizilemesinin aksine, NGS teknolojileri, insan
genomunun (DNA veya cDNA) birden ¢ok pargasinin paralel olarak siralanmas
hizinin 6nemli 6l¢iide arttig1 platformlar1 kullanir. Floresan olarak etiketlenmis

niikleotidler, dongii basina sablon basina bir niikleotid eklenerek, kat1 bir faz
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tizerinde hareketsizlestirilmis sablon DNA ipliklerine tamamlayici olarak dahil edilir.
Her dongiiniin sonunda bir goriintli yakalanir ve karmasik biyoinformatik kullanarak
her bir okumayi1 insan genomuna eslemek icin yeterli uzunlukta bir "okuma"
olusturulana kadar dongiiler tekrarlanir. Zaman ve Olgek farkliliklarina ek olarak,
NGS ile geleneksel Sanger dizilemesi arasindaki diger bir 6nemli fark, birincisinin
heterojen bir hiicre karisimi igeren 6rneklerde diisiik frekansta olugan varyant alelleri
tespit etme yetenegidir. Sanger dizileme ile varyant allel frekansi icin alt tespit siniri
% 20 veya daha fazladir, bu nedenle ya homojen 6rnekler (germ hattt DNA gibi) ya
da normal doku iceren bir biyopside tiimor hiicrelerinin mikrodiseksiyonu gibi bazi
zenginlestirme bi¢imlerini gerektirir. NGS'min genomun ayni bolgesini birden ¢ok
kez "okuma" yetenegi (100 ile 1000 kat fazlalik), %1 kadar diisiik allel frekanslarinin
saptanmasina izin vererek, NGS'yi 6zellikle tiimor hiicrelerinden daha fazla non-
neoplastik stroma olan doku biyopsilerindeki mutasyonlari ararken yararl kilar.
NGS'nin klinik ve arastirma uygulamalart ile, hedeflenen dizileme (tipik
olarak birka¢ ile birka¢ yiiz genlik bir panel); insan genomunun tiim kodlama
bolgelerini sorgulayan tiim ekzon dizileme DNA'ya ek olarak; kodlamayan RNA
bolgeleri dahil olmak iizere insan genomunun % 99'unu igeren tam genom dizileme

yapilabilmektedir (55).

2.8. KRAS ve Meme Kanseri
Neoplazi olusumunda; genomik yapida hiicre proliferasyon ve canliligini degistiren
bircok hiicre i¢i ve dis1 sinyal yolaklar1 ve diizenleyici molekiiller rol oynamaktadir.
Cok basamakli karsinogenezde bir¢ok kanser tiiriinde rol oynayan Onemli
yolaklardan birisi de Mitogen-activeted protein kinase’ (MAPK) yolagidir (56).
MAP kinaz yolu reseptdr aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumludur.
Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonunda hem de sinyal kinetiginde aktif rol
oynar. Sinyal iletimi G proteini aracilig1 ile Ras aktivasyonu ile baslamaktadir. Ras,
NRAS, KRAS ve HRAS olmak iizere RAS geni tarafindan kodlanmaktadir..
Kaskadin bir sonraki agsamasinda ise MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP
kinaz) aktive olur. Bu aktivasyonda CRAF, BRAF ve ARAF'den olusan RAF 6nemli
rol oynamatadir. MAPK yolu, fosfotidil inozitol 3-kinaz kaskad:1 (PI3K) ile birlikte,
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hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasina sebep olan sinyal proteinlerinin yolaga
girmesine yol acan c-KIT’in aktivasyonu ile uyarilabilirler. MAPK ise sitoplazmik
substratlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik
cevabi olusur (57).

Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolagi {iiyelerinden RAS, proteinleri kiiciik
monomer GTPaz’lar olup; hiicre yiizeyinden niikleusa biiylime sinyalini iletmede
onemli rol oynarlar. RAS onkogeninde olusan aktive edici herhangi bir mutasyon,
hiicre proliferasyonunu ve canliligimi bagimsiz bir sekilde uyaran biiyiime
faktorlerini etkileyerek, hiicre transformasyonunu arttirir (56).

RAS’in fonksiyonlar1 diger GTPaz proteinlerinde oldugu gibi GDP-GTP
tarafindan diizenlenir. Hiicre dis1 sinyaller, tirozin kinaz reseptorleri ve G-protein
bagimli reseptorler (GPCR) gibi hiicre zarina baglh reseptorler tarafindan karsilanir.
En yaygin RAS nokta mutasyonlari, 12, 13, 59 ve 61. Kodonlarda siklikla
goriilmektedir. Meydana gelen mutasyonlar sonucu onkogenik RAS proteini, yapisal
olarak aktif GTP'ye bagli kalir. Bu durum onkojenik RAS, efektorlerinin
aktivasyonunun siirekli siirdiiriilmesine yol agar. RAS-GTP'nin ayni bdlgesine, yani
32-40. arasindaki bolgeye baglanan, RAF-kinaz, RAL-GEF ve PI3K olmak {izere ii¢
ana efektorii vardir. Bu efektorlerin hepsi, RAS ile baglandiktan sonra in vivo

aktivitelerini arttirirlar (58). (Sekil 9).
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Sekil 9: RAS, RAF ve PIK3CA’nin sinyal iletiminde ana yolaklar1 (56
numarali kaynaktan uyarlanmistir)

Ras gen ailesinin bir iiyesi olan KRAS; Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-
Ras) viral onkogen homologudur. KRAS geni, 12. kromozomun 12p12.1 bolgesinde
lokalize olup 6 ekzondan olugmaktadir. Kii¢iik bir GTPaz olan KRAS proteini, 21
kDa’dan ve 189 aminoasitten meydana gelmektedir ve hiicre zarinin sitoplazmik
bolgesine lokalizedir. KRAS geninde kodon 12 ve 13, GTP’nin baglandig1 “P-loop’da
yer almaktadir. Kodon 61’in lokalizasyonu 1ise, RAS regiilatorlerinin ve
efektorlerinin  baglanmasini  kontrol eden GDP/GTP duyarli boélgelerdir (59).
Tiimorlerdeki en yaygin RAS mutasyonlari, kritik RAS diizenleme noktalarinda (12,
13, 61 ve daha az siklikla 63,117,119 numarali kodonlar) ortaya ¢ikar.

KRAS mutasyon prevalansi kanser tiirline gore degiskendir. RAS
mutasyonlar1, kanserin agresifligi i¢in bilgi saglar, ayrica aym kanser tiirlinde de
farkliliklar gostebilir. Genetik ve gevresel faktorlerin RAS mutasyonunun gelisiminde
rolii oldugu goriilmektedir. KRAS mutasyonunun en sik goriildiigii kanserler baslica;
pankreas, kolanjiyokarsinom ve kolorektal kanserlerdir. Son ¢alismalara gore bir¢ok

kanser tiirlinde RAS mutasyon oranlar1 Tablo 11°da gosterilmistir (9).
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Tablo 11: Cesitli kanserlerde RAS mutasyon oranlari

Tiimér tipi KRAS (%) NRAS (%) HRAS (%)
Meme kanseri 7-12 5 <1
Larinks kanseri 4,8-11,5 0 0
Nazofarenks kanseri 0 4 <1
Oral kavite tiimorleri 0-118 <1 35
Kolorektal kanser 27-56 1-7 <1
Mide kanseri 2,8-94 1,9 <1
Hepatoselliiler kanser 0-5 15 29
Pankreatik kanser 90 <1 <1
Kolanjiyokarsinom 16-38 <1 <1
Kiiciik hiicreli akciger kanseri 1-16 <1 <1
Akciger adenokarsinomu 12-36 <1 <1
Biiytik hiicreli akciger karsinomu 14 <1 <1
Glioblastoma multiforme 0-2 2.1 0
Serdz over karsinomu 6 8 <1
Endometriyal kanser 11-35 0 0
Mesane kanseri 0-4 0-80 0-84
Renal hiicreli karsinom 0-16 <1 <1
Yumusak doku sarkomu 0-44 <1 0-16
Kutan6z malign melanom <1 15-30 <1
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Yapilan son calismalarda meme kanserinde KRAS mutasyon prevalansi
yaklasik %7-12 arasinda saptanmis olup, NRAS mutasyonu yaklasik %5 civarinda ve
HRAS mutasyonu %1 ’in altinda bulunmustur. Ayrica molekiiler siniflandirmaya gore
luminal A grubunda %2, luminal B’de %20, HER2’den zengin grubta %17 ve tiglii
negatif’te %0-8 oraninda KRAS mutasyonu saptanmistir (Tablo 12). KRAS
mutasyonunun meme kanserinde daha ko&tii prognoz ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir (9).

Tablo 12: Meme kanserinde molekiiler smiflandirmaya gore yaklasik KRAS

mutasyon sikliklari

KRAS (%)
Meme kanseri 7-12
Luminal A tip 2
Luminal B tip 20
HER2’den zengin tip 17
Uclii negatif tip 0-8

KRAS mutasyonu olan hastalar anti-EGFR hedefli monoklonal antikor
tedavisi uygulanmaktadir. Ancak bu tedaviye cevap, kanser hiicrelerinin farklh
genomik Ozelliklerine bagli olarak degisebilir. Ras proteininden Onceki agsamalari
durduran ilaglar, KRAS mutasyonu gosteren hiicrelerde tedaviye yeterli cevap
alinamaz. Bu nedenle dogru tedavi ve uygun ila¢ se¢imi i¢in potansiyel bir hedef
olan KRAS geninin mutant olup olmadigini belirlemek hastanin prognozu agisindan
onemlidir (60).

Meme kanserinde RAS/MEK yolag1 inhibitorlerinin terapotik kullanimi umut
vaat etmektedir. RAS/MEK yolaginda rol alan FDA onayli MEK inhibitorleri

ozellikle ticlii negatif kanserli hastalarin kemoterapdtik tedavilerini tamamlayabilir.
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Bu inhibisyonun kanserli kok hiicre gelismesini hedefleyerek tlimoriin metastatik
potansiyelini 6nledigi gosterilmistir (61).

Meme tlimoérlerinin yaklasik %20-30’u koti klinik prognozla iligkili olan
HER2’yi eksprese etmektedir. Bu sinyali baskilayan Trastuzumab monoklonal
antikoru kullanilmaktadir. Buna ragmen ortalama %66 hastada Trastuzumab
monoterapisine direng gelismektedir. Lapatinib EGFR (epidermal biiyiime faktor
reseptorii) ve HER2’yi hedefleyen, trastuzumab direngli HER2 pozitif meme
tiimorlerinde kullanilan bir tirozin kinaz inbisyonu yapan kii¢iik bir molekiildiir.
Buna ragmen tiim HER2 pozitif tiimdrler lapatinibe cevap vermemektedir (62).
Lapatinibe diren¢ mekanizmalari, PI3K-AKT ve Raf-MEK-ERK gibi interselliiler
sinyal kaskadlarmmin aktivasyonuna izin veren efektér proteinlerdeki gen
mutasyonlar1 tanimlanmistir (63). MEK inhibitorlerinden Refametinib ve Trametinib
meme kanserli hiicre kiiltiiriinde ¢alismalar devam etmektedir. Refametinib daha
once hepatoselliiler karsinom, pankreas, akciger ve kolorektal kanserlerde test
edilmistir. Meme kanseri hiicre Kkiiltiiriinde {¢lii negatif alt tipte MEK
ithibitorlerinden Trametinib ve PD-0325901 molekiillerinin antiproliferatif etkileri
tespit edilmistir (64). Ancak bununla birlikte HER2 pozitif meme kanseri hiicre
kiltlirlerinin hem Trametinib hem de PD-0325901'e duyarli oldugunu gozlendi (65).

Faz 1 c¢alismalari; insanlarda MEK inhibitorlerinin etkinligini sinirh
gostermis olsa da neoadjuvan veya adjuvan tedavilerle kombinasyonunu umut verici
bir alternatif olacagimi Ongormektedir. Ayrica meme kanserinde PD-0325901

molekiilii i¢in faz 2 calismalar1 devam etmektedir (61).

2.9 BRAF ve Meme Kanseri

MAP kinaz yolagimminda RAS’1n aktivasyonu sonrasinda aktive RAS proteini
RAF kinazlara yiiksek afinite ile baglanir ve sinyal kaskadi RAF {izerinden devam
eder. RAF ailesinin ARAF, BRAF ve CRAF olmak iizere ii¢ liyesi vardir. Bu yolakta
BRAF, RAS onkogeninden sinyal transdiiksiyonu i¢in MAPK yolaginda anahtar rol
oynayan bir serin/treonin kinazi kodlar (Sekil 9) (66).

BRAF, 75-100 kDa agirhigindaki Raf kinaz ailesinin bir iiyesi olan proteindir
ve Ras-Raf-MAPK yolundaki en onemli MAP kinaz aktivatoriidiir. BRAF geni,
kromozom 7q34 boélgesinde bulunur ve bazi tiimorlerde bu Ras-Raf-MAPK yolu

anormal olarak aktive edilir. BRAF geninde 50°den fazla farkli g¢esitte mutasyon
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rapor edilmistir; ancak en sik mutasyon, valinin, 600. pozisyonunda (V600E)
glutamik asitin yerine geg¢mesidir (67). BRAF V600E mutasyonunun c¢esitli
neoplazmlarda bulundugu bildirilmistir ve timorlerde bildirilen prevalansi; malign
melanomda (%30-40), kolorektal karsinomda (% 5-22), tiroit papiller karsinomda
(%57,8), gliomlarda % 11, ovaryan serdz karsinomda %30, meme karsinomlarinda
%?2-4, akciger adenokarsinomlarinda % 4 ve tiiylii hiicreli losemide % 58,3

diizeylerindedir (Tablo 13) (10).

Tablo 13: Cesitli kanserlerde BRAF mutasyon oranlari

BRAF (%)
Meme kanseri 2-4
Melanom 30-40
Tiroit papiller karsinom 57,8
Tiiysii hiicreli (hairy-cell) 16semide 58,3
Kolorektal karsinom 10,3
Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu 47
Anaplastik tiroit karsinomu 32
Pilositik astrositom 26
Glioma 5-11
Ovaryan ser6z karsinom 30
Mesane kanseri 3-4

BRAF V600E mutasyonu spesifik antikor kullanan IHK metodu iiretilmistir.
MSI-H kolorektal karsinomlarla yapilan bir c¢aligmada, bu ydntem Sanger
sekanslama yontemiyle %98,9 oraninda bir uyumluluk ve
%98.8 ozgiilliik saptanmustir. BRAF V60OE mutasyonunu tespit etmede THK’sal

inceleme de kullanilabilir (68).
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Meme kanseri genis bir genetik heterojeniteye sahip oldugu bilinen bir
neoplazmdir. Onceki ¢alismalarda, meme kanserlerinin yaklasik % 2-4'inde BRAF
mutasyonu rapor edilse de olduk¢a degisken sonuglar mevcuttur. Daha 6nce yapilan
hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda meme kanserinde %10 oraninda BRAF mutasyonu
saptanmigtir (69). Diger bir calismada meme kanserli hastalarda %12 oraninda
mutasyon saptanmisken, postmenapozal kadinlarda ve ER, PR negatif ve
UNMK ’lerinde BRAF mutasyonu daha sik bulunmustur (70).

BRAF inhibitorlerinin etkinligi BRAF mutasyonu gdsteren solid tiimorlere
kars1 etkinligi arastirilmistir. Solid tiimorlere karst dabrafenibin etkinligini arastiran
faz 1 ¢alismasinda, BRAF mutant kolorektal kanser, kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri, over kanseri ve tiroit kanseri olan yirmi sekiz hasta kismi cevap gosterdi.
V600E mutasyona ugramis anaplastik tiroit kanseri i¢cin Dabrafenib ve Trametinib
lizerine yapilan faz II ¢alismasinda oldukca yiiksek bir yanit orani gosterilmistir
(%69). BRAF V600E mutasyonlarini barindiran ¢esitli melanom dis1 kanserli hastalar
i¢in Dabrafenib ve Trametinib lizerine faz II ¢alismalar devam etmektedir (71).

BRAF inhibitdrii monoterapisi, direncin gelismesi ve MAPK yolunun yeniden
aktivasyonu nedeniyle genellikle uzun siireli kullanimda tercih edilmemektedir. Bu
nedenle, BRAF inhibitoriiniin bir MEK inhibitorii (Trametinib) ile bir kombinasyon
terapisinin MAPK kaynakl1 edinilmis direncin gelisimini geciktirmesi beklenir. Faz
III caligmalar1 kombine tedavinin monoterapiye kiyasla hem progresyonsuz

sagkalimi hem de genel sagkalimin artirdigin1 gostermistir (72).

2.10. PIK3CA ve Meme Kanseri
PIK3CA geni; sitogenetik lokasyonu 3. kromozomun uzun kolunda, 26.32
pozisyonunda lokalizedir (3q26.32) ve 179,148,114 ila 179,240,093 baz ifti
icermektedir. PIK3CA geni, PI3K kinazin katalitik alt biriminin (p110a) izoformunu
kodlar. Bu PI3K smifi, PI3K/AKT/mTOR yolu {izerinden hiicre biiylimesi,
proliferasyonu, metabolizmas1 ve migrasyonu gibi cesitli hiicresel siireclerin
kontroliinde kritik bir role sahiptir. Birka¢ calisma, bu yolun insan tiimoérlerinin %
30-40'inda aktive oldugu gostermistir (73). PIK3CA somatik mutasyonlari, erken
donem meme kanserlerinin yaklasik %20-40''nda goriiliir ve hormon reseptorii

pozitif hastalarda daha sik saptanir (74) (Tablo 14)
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Tablo 14: Cesitli kanserlerde PIK3CA mutasyon oranlari

PIK3CA (%)

Meme kanseri 334
Endometriyal karsinom 40,2
Akciger skuamdz hiicreli karsinom 15,3
Kiigiik hiicreli akciger karsinomu 7,04
Mide adenokarsinomu 6,5
Kolorektal karsinom 17
Melanom 4
Pankreatik karsinom 2,6
Ovaryan kanseri 6,3
Mesane kanseri 20,7

PI3K sinyalizasyonu hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasini, yeni protein iiretimini,
hiicre i¢i madde tasinimini ve hiicrenin hayatta kalmasini saglar ve c¢ogu hiicre
aktivasyonu i¢in olduk¢a dnemlidir (76).

PIK3CA mutasyonlar1 en sik li¢ ‘hotspot’ noktada meydana gelir: Ekzon
10°da yer alan p.E542K ve p.E545 K (sarmal alana karsilik gelir) ve ekzon 21'de
p-H1047R (kinaz alanina karsilik gelir) (75).

Fosfotaz ve tensin homologu (PTEN), PI3K / AKT yolagmin aktivitesini
inhibe edebilir ve meme kanseri hastalarinin %15'inde PTEN heterozigosite kaybi
bildirilmistir (11). PIK3CA mutasyonlar1 ER, PR pozitif (% 35) ve HER2'yi asir1
eksprese eden meme kanserlerinde (%23); ti¢lii negatif meme kanserlerine gore (%5-
13,2 arasinda) daha yaygindir (77). Bircok calismada, tiimorlerde bu yolagin
aktivasyonu ile hormonal tedaviye direngli hale gelebilecegi gosterilmistir. PIK3CA
mutasyonu olan meme kanserlerinde hedefe yonelik tedavi de (Alpelisib), bu yolagin
inhibitorleri ile tedavi edilen hastalarda kismi yanitin ve progresyonsuz sagkalimin
arttigt ongorilmektedir (77). Ek olarak, baz1 preklinik ve klinik g¢aligmalarda,
geleneksel hormonal tedaviye bir mTOR inhibitorii eklenmesinin, daha 6nce direngli
timor hiicrelerine kars1 duyarliligi geri kazanabilecegini, hastalik tedavisini ve
hormon reseptorii pozitif meme kanserli hastalarin  genel sagkalimim
iyilestirebilecegi gosterilmistir (78).

Meme kanserinin patogenezinde; ER negatif olan tiimoérlerin yolaginda 13q
delesyonlar1, 11q13 kromozomal bdlgenin insersiyonlari, 17q12’nin amplifikasyonu

gibi hiicre proliferasyonu ve hiicre siklus siirecinde gorevli genler rol alir. PIK3CA
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mutasyonu ER pozitif ve ER negatif olan iki yolakta da goriilebilir ancak ER negatif
olan grupta 17q12 amplifikasyonuna ek olarak PIK3CA mutasyonu oldukca sik
saptanir (79).

Therascreen PIK3CA mutasyon testi ve alfa spesifik PI3K inhibitorii
Alpelisib, ileri evre PIK3CA mutant meme kanseri hastalarini tespit etmek ve tedavi
etmek i¢in FDA onaylidir. Bununla birlikte, bu testin meme kanserinde PIK3CA
mutasyonunu ne Olgiide tespit ettigi su anda bilinmemektedir. Hormon reseptorii
pozitif, HER2 negatif meme kanserli hastalarda mTOR yolagi endokrin tedaviye
direnc ile iliskilendirilmistir. Ek olarak, bu yolun rolii HER2 pozitif ve UNMK'de
giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Bu nedenle, PIK3CA ile mutasyona ugramis
meme kanserinde PI3K'nin inhibisyonu, son zamanlarda tedavinin ana odak noktasi
olmustur.

Alpelisib, p110a'y1 diger izoformlardan yaklasik 50 kat daha giiclii bir sekilde
inhibe eden oral yoldan biyoyararlimimi yiiksek, kiiciik molekiilli, o spesifik bir
PI3K inhibitoriidiir (80) . Basarili preklinik ve faz 1 verilerinin ardindan SOLAR-1
faz III randomize ¢aligmada, daha 6nce endokrin tedaviye yanit vermeyen ER,PR+/
HER2 negatif meme kanserli 572 hastada Alpelisib ve Fulvestrantin etkinligini
degerlendirdi (81) (82). Mayis 2019'da FDA, PIK3CA mutant hormon reseptorii
pozitif, HER2 negatif meme kanserli hastalarinin tedavisi i¢in Alpelisib'i onayladi

(83).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1
Calismamiz i¢in gerekli etik kurul onayi, Diizce Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2017/131 karar no’lu rapor ile alindi
Ardindan Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri komisyonu tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 2018.04.02.794)
3.2. Olgularin Se¢ilmesi

Bu calismaya Temmuz 2013 ile Mart 2019 yillari arasinda Diizce
Universitesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’nda tan1 almis 24 invaziv meme
karsinomlu hasta dahil edilmistir.  Olgularin hepsi kadin olup tiim hastalara
lumpektomi/ mastektomi ile sentinel lenf nodu/ aksiller lenf nodu diseksiyonu
yapilmigtir. Vakalarin hepsi 0strojen ve progesteron reseptorii negatif olup, 12’si
HER2 pozitif (Grup 1), 12’si HER2 negatif (Grup 2) hastalardan meydana
gelmektedir. Hastalara ait klinik ve demografik veriler hastane bilgi erigim
sisteminden ve dosyalarindan elde edilmis olup olgularin Hematoksilen-Eozin
(H&E) boyal1 lamlar1 tekrar degerlendirilerek ve dosya kayitlar1 gozden gegirilerek
asagidaki parametreler kullanilmistir

- Hastalarin tani aldiklar yas

40



Hastalarin takip siireleri ve sagkalim durumlari

Tiimor yerlesimi (sag, sol meme)

Timoriin histopatolojik tipi

Histolojik derece (Modifiye Bloom-Richardson Derecelendirme
Sistemi)

Lenf nodlarinda metastaz durumu, varsa metastatik lenf nodu sayist
Immunohistokimyasal olarak ER ve PR boyanma durumu (Allred
skorlama sistemi)

Immunohistokimyasal veya kromojen-in situ hibridizasyon (CISH) ile
degerlendirilen HER?2 ekspresyon durumu

Ki67 proliferasyon indeksi

Tiimor boyutu (en biiyiik ¢ap olarak)

Tiimdriin molekiiler siniflamasi

Metastaz durumu

Sagkalim

Olgularda, KRAS, BRAF ve PIK3CA Array (Randox, Birlesik Krallik) kiti ile

mutasyonlarini belirlemek amaci ile lam arsivinden segilen preparatlardan, molekiiler

patoloji yontemleri i¢in en uygun kesitler ve ilgili parafin bloklar secildi. Bu kesitler;

nekroz, kanama ve ¢evre saglam doku gibi tiimor dis1 elemanlardan makrodiseksiyon

ile temizlendi. Secilen parafin bloktaki tiimdrden 5-10 pm doku, 1.5 ml steril

eppendorf tiipline eklendi.

3.3. Mutasyonlarin Saptanmasi

Ik olarak c¢alisilacak doku numunelerinde deparafinizasyon ve DNA

ekstraksiyon islemi ‘QIAamp DNA FFPE Tisue Kit’ (Qiagen, Almanya) protokolil

takip edilerek gergeklestirildi.

> Parafine gomiilii dokularda genomik DNA saflastirilmasi;

1.
2.

Eppendorfa 1 mililitre ksilen eklendi

Vorteks islemiden geg¢irilip 2 dk oda sicakliginda yiliksek devir
santrifiij yapildi

Stipernatant atildi

Pellet tizerine 1 ml etanol eklendi
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5. 2 dk oda sicakliginda yiiksek devir santrifiij yapildi
6. Siipernatant tekrar atildi
7. Pellet 37 derecede tiiplerin agz1 10 dakika agik birakilip bu sekilde
etanol buharlastirildi
> DNA ekstraksiyon islemi;
1. Pellete 180 ul Buffer ATL (kisaltmalara eklendi) ve 20 pul proteinaz K

ilavesi yapilarak vorteks islemi uygulandi

2. 56 derecede 1 saat inkiibasyon

3. 90 derecede 1 saat formaldehit bozulmasi i¢in inkiibasyon

4. Spin islemi

5. 200 pl Buffer AL ve 200 pl etanol dnceden hazirlanarak lizat iizerine
eklenir ve hizlica vorteks islemi

6. Spin islemi

7. Lizat QIAamp MinElute kolonuna almir ve 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij islemi

8. Kolona 500 pul Buffer AW1 eklenir 8000 rpm’de 1dk santrifiij islemi

9. Kolona 500 pl Buffer AW2 eklenir 8000 rpm’de 1dk santrifiij islemi

10. 14,000 rpm’de 3 dk santrifiij islemi yapilarak kurutma islemi

11. Kolonlar 1,5 ml santrifiij tiiptine alinip 20-100 pl Buffer ATE eklendi

12. Oda sicakliginda 1-5 dk inkiibasyondan sonra 14,000 rpm’de 1 dk
santrifiij islemi yapildi.

Ekstraksiyon sonrasinda DNA degerleri Colibri Nanodrop cihazinda DNA-50
degeri ile olciildii. Cikan DNA 6l¢lim sonuglarina gore PCR i¢cin DNA oranlar1 100
ul’ye esitlenmistir. PCR islemi VERITI cihazinda, KRAS/BRAF/PIK3CA Array
(Randox) kitinin Multipleks PCR protokolii takip edilerek gergeklestirildi.

PCR sonucu ¢ikan fiirtinlerin, Mikroarray Hibridizasyonu, goriintiileme ve
sonu¢ eldesi Evidence Investigator (Randox) cihazinda EV3799A/B
KRAS/BRAF/PIK3CA Array kitinin Mikroarray Hibridizasyonu, goriintiileme ve
sonug eldesi protokolleri takip edilerek gerceklestirildi;

1. ‘Hibridizasyon buffer EV889’, ‘Primer Wash Buffer’ ve ‘Sekonder

Wash Buffer’ analizden 6nce +60 dereceye getirildi
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10.
11.

‘KRAS/BRAF/PIK3CA Conjugate’ ve ‘Wash Buffer’ kullanilmadan
once oda sicakligina getirildi

Onceden 1sitilmis ‘Hibridizasyon buffer EV889’ analiz edilecek
biyogip basina 245 ul eklenir. Biyogip basina tek denatiire bir PCR
reaksiyonunun 7,5 pl’ eklenir ve reaktiflerin buharlagsmasini 6nlemek
icin sizdirmaz folyo ile kapatildi

Biyogipler +60 derecede 370 rpm’de 30 dk inkiibe edildi

Stire dolduktan sonra biyogip i¢indeki reaksiyon atik olarak dokiildi
Onceden 1sitilmis ‘Primer Wash Buffer’ biyogip basina 245 ul eklenip
+60 derecede 370 rpm’de 2 dk inkiibe edilir. Daha sonra reaksiyon
dokiildii

Onceden 1sitilmis ‘Sekonder Wash Buffer’ biyogip basina 245 pul
eklenip +60 derecede 370 rpm’de 2 dk inkiibe edilir. Daha sonra
reaksiyon dokiildii

Oda sicakligma getirilmis ‘Wash Buffer’ ile 3 hizli yikama islemi
yapildi

Oda sicakligina getirilmis ‘KRAS/BRAF/PIK3CA Conjugate’tan 250
ul eklenip biyogipler +37 derecede 370 rpm’de 30 dk inkiibe edildi
Stire dolduktan sonra biyocip i¢indeki reaksiyon atik olarak dokiildi
Sinyal reaktifini hazir 1:1 oraninda hazirlayip, her bir biyogipe 250 pl
sinyal reaktifi eklenir, 2 dk sonra ‘Evidence Investigator’a yiiklenip
mutasyon okuma islemi gergeklestirildi. Analiz edilen KRAS, BRAF
ve PIK3CA mutasyon tipleri Sekil 10’da gosterilmistir.

GENE | Target Base Change
BRAF | V600E GTG>GAG
KRAS | G12A GGT>GCT
GI12R
G12D
Gl12C
G128
G12vV
G13D
G13C
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Sekil 10: KRAS, BRAF ve PIK3CA ile saptanmasi1 hedeflenen nokta mutasyonlar

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Yas degiskeninin dagilimi Shapiro-Wilk testiyle incelenmis ve normal
dagilim gosterdigi i¢in gruplarin karsilastirilmasinda ‘Independent Samples T test’
kullanilmistir. Kategorik veriler arasi iligkiler beklenen deger kuralina bagli olarak
Pearson-Chi-square veya Fisher’s Exact test ile incelenmistir. Sayisal degiskenler
ortalama =+ standart sapma, kategorik degiskenler sayr ve yiizde seklinde
Ozetlenmistir. Yasam siirelerinin analizinde Kaplan-Meier survival analizi
kullanilmis ve gruplar Log-rank testi ile karsilastirilmistir. Istatistiksel analizler
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SPSS v.22 paket programi ile yapilmis ve anlamlilik diizeyi 0,05 olarak dikkate

alinmustir.

4. BULGULAR

Caligmaya hormon reseptdrleri negatif 24 meme kanserli vaka dahil edilmis
olup, yarisi HER2 pozitif, diger yarisi HER2 negatiftir. Olgularin timorli
bloklarindan KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlar1 bakilmastir.

4.1. Demografik veriler ve Histopatolojik Dagilim
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Calismadaki 24 hastanin tiimi kadin olup, 12 hasta HER2+ ve 12 hasta HER2-
gruptadir. 24 hastanin tan1 anindaki yaslar1 35 ile 70 arasinda degismekte olup
ortalama tam1 yasit 60,29+12,41 bulunmustur. HER2+ grubun yas ortalamasi
58,42+14,21 iken, HER2- grubun 62,17+10,65°dir ve yas ortalamalar1 benzerdir
(p=0,472).

Histopatolojik acidan olgularin 18 tanesi invaziv meme karsinomu, NOS
(%75), iki tanesi metaplastik karsinom (%S8,2), bir tanesi invaziv lobiiler
karsinom (%4,2), bir tanesi invaziv papiller karsinom (%4,2), bir tanesi mikst
karsinom (lobiiler+duktal karsinom) (%4,2) ve bir tanesi apokrin diferansiasyon
gosteren karsinom (%4,2) morfolojisindedir (Sekil 11). Olgularin 8 tanesi

modifiye radikal mastektomi, 16 tanesi ise segmenter mastektomi materyalidir.

. . ® [nvaziv Meme Karsinomu,
Histopatolojik tipler Nos (%75)
® Metaplastik Karsinom (%8,2)

Invaziv Lobiiler Karsinom
(%4,2)

® invaziv Papiller Karsinom
(%4,2)

® Mikst Karsinom (%4,2)

B Apokrin Diferansiasyonlu
Karsinom (%4,2)

Sekil 11: Olgularin histopatolojik dagilimi ve yiizdeleri

Modifiye Bloom-Richardson derecelendirilme sistemine gore olgularin yarisi
(%50’s1) derece 3 olup, diger yarist (%50’s1) derece 2’dir.

Tiimor ¢ap1; 2 cm’nin altinda olan (pT1) 2 olgu (%8.,4), 2-5 cm olan (pT2) 16
olgu (%66,6), 5 cm’den biiyiik (pT3) olan ise 6 olgu (%25) mevcuttur (Sekil 12).

30 24 24 24
20 H Patolojik Evre
10
0 2 B Tim Olgular
pT1 pT2 pT3

Sekil 12: Olgularin patolojik evre oranlari

Tim hastalara lenf nodu diseksiyonu yapilmis olup; hastalarin 15’inde

(%62,5) lenf diigiimii metastaz1 saptanirken, 9’unda (pNO) (%37,5) saptanmamuistir.
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Lenf diigiimii metastaz1 saptanan 15 hastadan; 6 tanesi pN1 (%25), 4 tanesi pN2
(%16,6) ve 5 tanesi pN3’diir (%20,8).

HER?2 pozitif ve HER2 negatif olan iki grup arasinda histolopatolojik derece
(p=0,414), lenf diglimii metastazi (p=0,400), timor ¢ap1 (p=0,500) ve metastaz
goriilme durumu (p=0,500) bakimindan anlamli bir farklik saptanmamistir (Tablo 15
ve 16).

Oliim oranlarina bakildiginda hastalarin 7’sinin (%29,1) ex oldugu, 17’sinin
(%70,9) yasadig1 saptanmistir. HER2+ olan grupta hastalardan sadece birinin (%8,3)
ex oldugu gorilirken, HER2- olan grupta 6 (%50) hastanin ex oldugu dikkati
cekmistir. Oliim oram1 HER2- olan (iiglii negatif) grupta HER2 pozitif (HER2’den
zengin) gruba gore anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,025) (Tablo 15).

Tablo 15: HER2+ ve HER2- gruplar arasinda demografik veriler ve histoloijk

derecenin karsilastirilmasi

HER2 (+) HER?2 (-) p

(n=12) (n=12)
Tani aldiklar: yas 58,42+14,21 62,17+£10,65 0,472
Histolojik Derece
2 7 (%58,3) 5 (%41,7) 0,414
3 5 (%41,7) 7 (%58,3)
Yasam durumu
Sag 11 (%91,7) 6 (%50) 0,025
Olii 1 (%8,3) 6 (%50)

Tablo 16: HER2+ ve HER2- gruplar arasinda pT, pN ve uzak metastaz
karsilastirilmasi

HER2+ HER2- p
n (%) n (%)
T PT1 1 (%8.3) 1 (%8.3)
PT2 8 (%66.6) 8 (%66.6) 0.500
pT3 3 (%25) 3 (%25)
N NO 3 (%25) 6 (%50)
N1 3 (%25) 3 (%25)
N2 3 (%25) 1(%8.3) 0,400
N3 3 (%25) 2 (%16,7)
M MO 10 (%83,3) 10 (%83,3)
M1 2 (%16,7) 2 (%16,7) 0.500
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4.2. Mutasyon Durumlarimin Prognostik Parametrelerle iliskisi

4.2.1. Mutasyonlarin histopatolojik ve molekiiler tip ile iliskisi
Calismamiza dahil edilen ER ve PR negatif 24 tane invaziv meme karsinomlu
vakada KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlar1 bakilmis olup, toplam 12 (%51.9)
vakada mutasyon saptanirken, 11 olguda (%48.1) mutasyon saptanmamistir. Bes
(%21.7) olguda PIK3CA, dort (%17.3) olguda KRAS, bir (%4.3) olguda BRAF, bir
(%4.3) olguda kombine BRAF ve KRAS mutasyonlar1 ve bir (%4.3) olguda kombine
KRAS ve PIK3CA mutasyonlart goriilmiistiir (Tablo 17 ). Bir olguda; molekiiler

olarak iki defa calisilmasina karsin anlamli sonug elde edilememistir.

Calismamizdaki tiim olgularin histopatolojik tanilari, molekiiler siniflamasi,

saptanan mutasyonlar ve kodon bdlgeleri Tablo 17°de belirtilmistir.

Tablo 17: Tiim olgularin molekiiler siniflamasi, histopatolojik tipleri ve mutasyon

durumlari/kodonlari

Olguno Molekiiler siniflama Histopatolojik tip Mutasyon durumu/ Kodon bolgesi

0-1 Uclii negatif Mikst  Karsinom (Invaziv ~meme PIK3CA H1047R
karsinom, NOS (%40) + Invaziv lobiiler
karsinom (%60))

0-2 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS KRAS Q61H1

0-3 HER2’den zengin tip Apokrin differansiasyon gosteren BRAF V600OE, KRAS G128,
karsinom

04 Uglii negatif [nvaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-5 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-6 Uglii negatif Invaziv meme karsinom, NOS PIK3CA H1047R
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0-7 Uglii negatif Metaplastik Karsinom PIK3CA H1047R

0-8 Uglii negatif Metaplastik Karsinom BRAF V600E

0-9 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS PIK3CA E542K

0-10 Uclii negatif Invaziv meme karsinom, NOS PIK3CA E545K, KRAS G128,
KRAS Q61R

0-11 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-12 Uglii negatif Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-13 Uglii negatif Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-14 Uclii negatif Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-15 Uglii negatif Invaziv papiller karsinom Negatif

0-16 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS KRAS G12R, KRAS G12D

0-17 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-18 HER2’den zengin tip Invaziv lobiiler karsinom KRAS G12D, KRAS G12R,

0-19 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-20 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-21 Uglii negatif Invaziv meme karsinom, NOS KRAS G12D

0-22 Uglii negatif Invaziv meme karsinom, NOS Negatif

0-23 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS PIK3CA H1047R

0-24 HER2’den zengin tip Invaziv meme karsinom, NOS *

*Randox molekiiler cihaziyla iki defa denenmesine karsin anlamli sonug elde edilemedi

E7Pd KRAS-BRAF-PIKICA Array Report

L AmayDetalls:  ‘KRAS-BRAF-PIK3CA Array
Sample(s) Ran By: :gilian craig
- Batch Details: ~ -

Fazzed

Passed
Neg : F
g SRR

-8 .. Neg
Neg :
&7 Neg :
73 Neg : :
g e
Neg
Neg :
Heg :
Neg *
Neg :
Neg
Veg -

s s v e RO m |
oW Bl O a8 A Ve I -
Sekil 13: A-Metaplastik karsinom olgusu (H&Ex100) B-PIK3CA HI1047R
mutasyonu

49



* BRARCONTROL -
| BRAFVE0OE: 478

CPRIMMZE 78
DRSS 76

 RRASGZR 518

| ERASGL2C B
 KRASGLZS 517
: KRASGLLV 520

* KRASGI3C w
| RRASGIRR 2]
T masgell 853
© KRASQEIR 32
© ERASQELEL 554

o DERSCRCORTROD - vty

EA 171 VRN R, S

------ IERRESE 1} SRR ) (EPEE BT

y M 13- e CHRASQEIRD: e BBB e
vy SR £ 80N AR :  KRASALAET: 19404
S PLAPAEIROY SN T R c,‘, N g L, :  FRASALAED: 15808

Congrol Passed
Yeg: :
Control Passed . ...
Neg.

h'oqf

B

Contzol Passed
Neg: :
Neg:

..Heq:.........f....

Keg:
Veg:
Neg:

"l\'!qz .........

Keg:
Neg:

Neg:
Neg:
Neg:

- T T

Neg: :
- B

Sekil 14: A-Mikst karsinom (IMK,NOS ve lobiiler karsinom) olgusu (H&Ex40) B-

PIK3CA H1047R mutasyonu

2%

PSCARLONN.

ALz
mise1a

Hmasslic

KRASGLES

KRAsGLY

s

S
818

816

M

A

Conezol Pamse

e

éHeg

55t
missLse

MQEIK
HRasQeLL

IRASHELEL
IRASYELEL

'3 | 2 4 *., \:“_ 4/ / \7 9 s
o ®r W H <4 il 4™ I el el ] i

mutasyonlari

50

RSB G

an

mseR s D

854

BL AR
19308

Sekil 15: A- Lobiiler karsinom olgusu (H&Ex100) B- KRAS GI2D, KRAS GI2R



BRATCONTROL - : - 2338 Consrol Passed
© BRAFVESE {76 : D188 WBITIVER
T PIRACNCONTROL e L0880 Contzol Raseed
PIRICAZS42K 180 : S0 Neg :
| PIN3CAZSASK 73 : S0 Neg
BT SN S MY 1 | (S . R,
CONTROL ; j D257 Conszol Fassed
: 612K 52 : S0 Ny :
odaselam s oo o0 K
1RAS6120 52l : D8 Neg
1RASGLIC il ; S0 Ny ;
1RASELS Y : D6 pesrmE
g
: S Ny
10 Ney ;
T . -
0 Ny
: : S
© KRASQELR is g S0 My
: |
0
?
3

i
Neg ]
Neg B

i S B R

QeLH2 885
© KRASAL4ET 13404 ; :
mSM“;!”os

-

B3RS RS RII RS R RS R RS RS R RS RS AR R RS R A3 R RN RS RS

! \ nsty ol
RN ) \ . “.";.%/"\ o h SEONRCRI

Sekil 16: A- Apokrin differansiasyon gosteren karsinom (H&Ex40) B- BRAF V60OE
ve KRAS G12S mutasyonlar1

: : IBMTCONTROL - ! : 2078 Concrol Passed:

: : : BAAFVE0OE : 6 i 0 Heyg: :

| YR s C PIRBCACONTROL "~~~ 07 ++7+» w2 200 Conndd Bageed "

5 : PGS 60 : 0 Mg :

§ 3 IRACAESASK 764 ; 3 Meg:

S...... I pRICARIOER M8 S 0. FmsmIE

§ : - KRASCONTROL - 1863 Contzol Passed

: ; GASGLER ; 0 Ny :

8 : TKRASGLZR 0 Neg:

---- S “+100°* Boxdarline

i 25 : “KRASGLAC ) Mg

§ : ‘KRGl _ : : :

| T L\ LRI | PN S | TTE . |

: : | KRASGL3D EH : 2 Keg:

§ : TRASGLAC 52 : ¥ Ny

5 : | KRASGLR - 528 ] 0 Neg ;

I 113 S i | - S
5 : “KRASQELL 54 : i :

§ : | KRASQEIR ] : b Ky

: : , )

fidi o - G S
Sekil 17: A- Invaziv meme karsinomu, NOS olgusu (H&Ex40) B-PIK3CA HI1047R
mutasyonu

51



5 Agf i = 15 ‘A

~ S LA g 8 Aot

Sekil 18: A- Invaziv papiller karsinomu olgusu (H&Ex40) B- Mutasyon
saptanmamistir

Uclii negatif grupta 12 tane tiimor olgusundan dort tanesinde PIK3CA, iki
tanesinde KRAS ve bir tanesinde BRAF mutasyonu saptanmistir. HER2’den zengin
11 olguda ise iki tanesinde PIK3CA, dort tanesinde KRAS ve bir tanesinde BRAF
mutasyonu saptanmistir. 1ki grup arasinda PIK3CA (p=0,640), KRAS (p=0,371) ve
BRAF (p=0,949) bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamaistir (Tablo 18).

Tablo 18: Molekiiler siniflamaya gore mutasyon durumlari

HER2 (+) HER2 (-) (iglii p
(HER2’den zengin) negatif)
(n=11) (n=12)
PIK3CA mutasyonu
Yok 9 (81,8) 8 (66,7) 0,640
Var 2(18,2) 4 (33,3)
KRAS mutasyonu
Yok 7 (63,6) 10 (83,3) 0,371
Var 4 (36,4) 2 (16,7)
BRAF mutasyonu
Yok 10 (90,9) 11 (91,7) 0,949
Var 1(9,1) 1(8,3)

Mutasyon durumlarina bakilan 23 hastadan toplam 6’sinda PIK3CA mutasyonu,
(H107R, E545K), toplam 6’sinda KRAS mutasyonu (G12D, G12R, G12S, Q61H1,
Q61R), 2 olguda BRAF (V600E) mutasyonu tespit edilmistir.

4.2.2. Tiimor boyutu ile iliskisi
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Tiimor ¢ap1; 2 cm ve 2 cm’den kiigiik olan (pT1) 2 olgu (%8,4), 2-5 cm olan
(pT2) 16 olgu (%66,6), 5 cm’den biiyiik (pT3) olan ise 6 olgu (%25) mevcuttur.
Patolojik T1 olan 2 olgunun 1’inde (%50) KRAS mutasyonu, 16 tane pT2 olgunun
3’linde (%]18,7) PIK3CA, 4’linde (%25) KRAS, 1’inde (%6.3) BRAF mutasyonu, 6
tane pT3 olguda ise 3’linde (%50) PIK3CA ve 1’inde (%16.7) BRAF muatsyonu
saptanmigtir. Mutasyon durumu ile patolojik T evresi karsilastirildiginda aradaki fark
istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 19).

Tablo 19: Patolojik T evresi ve mutasyon durumlarinin karsilastirmasi

Tiimér ¢ap1 <2 cm Tiimér capi 2-5S cm Tiimér cap1 >5 cm P
pT1 (n=2) pT2 (n=16) pT3 (n=6)
PIK3CA
Yok 2 (%100) 13(%81,3) 3(%50) 0315
Var 0 3 (%18,7) 3(%50) ’
KRAS
Yok 1 (%50) 12(%75) 6(%100) 0303
Var 1 (%50) 4 (%25) 0 ’
BRAF
Yok 2 (%100) 15(%93.7) 5(%83.3) 0.565
Var 0 1(%6.3) 1(%16.7) ’

Ancak yapilan 6nceki ¢aligmalarda, meme karsinomlarinda tiimdr boyutu ile
PIK3CA mutasyonu arasinda ciddi bir korelasyon saptanmis olup, biz de tiimor
capinin cut-off degerini 4 cm aldigimizda istatiksel olarak anlamli farklilik saptadik.
Tiimdr ¢apt 4 cm ve altindaki 10 hastada hi¢c PIK3CA mutasyonu saptanmazken,
tiimdrii 4 cm’den biiyiik olan 13 hastadan 6 ’sinda (%46,2) mutasyon saptanmigtir

(p<0,050) (Tablo 20).

Tablo 20: Tiimor ¢ap1 ve PIK3CA iligkisi

Tiimér ¢cap1 <4 cm Tiimér ¢cap1 >4 cm P
(n=10) (n=13)
PIK3CA
Yok 10 (%100) 7 (%53,8) 0,019
Var 0 6 (%46,2)

4.2.3. Mutasyonlarin lenf nodu metastazi ile iliskisi
Olgularin 15’inde (%62,5) lenf diiglimii metastazi saptanirken, 9’unda (pNO)
(%37,5) saptanmamugtir. Lenf diiglimii metastazi saptanan 15 hastadan 6 tanesi pN1

(%25), 4 tanesi pN2 (%16,6) ve 5 tanesi pN3 (%20,9)’diir.
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® pNO (%37,5)
®pN1 (%25)
pN2 (%16,6)

= pN3 (%20,9)

Sekil 19: Olgularin patolojik N evresine gore dagilimi

Lenf nodu metastazi igermeyen (pNO) 8 olgunun 2’sinde (%25) PIK3CA,
2’sinde (%25) KRAS, 1’inde (%12,5) BRAF mutasyonu tespit edildi. Patolojik N1 6
olgunun 1’inde (%16,6) PIK3CA, 2’sinde (%33,3) KRAS, 1’inde (%16,6) BRAF,
pN2 4 olgunun 1’inde (%25) PIK3CA, pN3 5 olgunun 3’iinde (%60) PIK3CA ve
KRAS mutasyonlar1 tespit edildi. Mutasyon durumu ile patolojik N evresi
karsilastirildiginda, aradaki fark istatiksel olarak anlamli degilidir (Tablo 21).

Tablo 21: Patolojik N evresi ve mutasyon durumlarinin karsilastirmasi

pNO pN1 pN2 pN3 p
(n=8) (n=6) (n=4) (n=5)
PIK3CA 0,505
Yok 6 (%75,0) 5(%83,4) 3(%75) 2(%40)
Var 2 (%25,0) 1(%16,6) 1(%25) 3(%60)
KRAS 0,301
Yok 6 (%75,0) 4(%66,7) 4(%100) 2(%40)
Var 2 (%25,0) 2(%33,3) 0 3(%60)
BRAF
Yok 7 (%87,5) 5(%83,4) 4(%100) 5(%100) 0,686
Var 1(%12,5) 1(%16,6) 0 0

4.2.4. Histopatolojik derece ile iliskisi

Modifiye Bloom-Richardson derecelendirilme sistemine gdre olgularin yarist
(%50’s1) derece 2 olup diger yarist (%50°si) derece 3’dir. Derece 3 olan 12 olgunun
4’tinde (%33,3) PIK3CA, 3’iinde (%25) KRAS, 1’inde (%8,3) BRAF mutasyonu,
derece 2 olan 11 olgunun 2’sinde (%18,2) PIK3CA, 3’iinde (%27,3) KRAS, 1’inde
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(%9,1) BRAF mutasyonu tespit edilmistir. Her {i¢ mutasyon i¢in derece 2 ve 3 olan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (Tablo 22).

Tablo 22: Histopatolojik derece ile mutasyon durumlarinin karsilastirmasi

Derece 2 Derece 3 P
(n=11) (n=12)
PIK3CA
Yok 9 (%81,8) 8 (%66,7) 0,640
Var 2 (%18,2) 4 (%33,3)
KRAS
Yok 8 (%72,7) 9 (%75,0) 0,901
Var 3 (%217,3) 3 (%25,0)
BRAF
Yok 10 (%90,9) 11 (%91,7) 0,949
Var 1 (%9,1) 1 (%8,3)

4.2.5. Sag kalim ile iliskisi:

Calismamiza dahil edilen 24 tane meme tiimdrlii vakadan toplam 23 olgunun
durumlari; 12 vakada mutasyon saptanirken, 11 olguda mutasyon saptanmamistir.
Bes olguda PIK3CA mutasyonu, dort olguda KRAS mutasyonu, bir olguda BRAF
mutasyonu, bir olguda kombine BRAF ve KRAS mutasyonu ve bir olguda kombine
KRAS ve PIK3CA mutasyonu goriilmiistiir. Olgularin mutasyon durumlari ile yasam

stireleri karsilagtirildiginda anlamli farklilik saptanmamaistir (p=0,828)

Tablo 23: Mutasyon durumlari ile yasam siirelerinin karsilastirilmasi

Olgularin mutasyon durumu Ex Yasiyor Median yasam siiresi
n (%) n (%) (ay)

PIK3CA mutant (5 vaka) 1(20) 4 (80) 41,2

KRAS mutant (4 vaka) 1 (25) 3.(75) 26,5

BRAF mutant (1 vaka) 1 (100) 0 48

BRAF+KRAS kombine (1 vaka) 0 1 (100) 69

KRAS+PIK3CA kombine (1 vaka) 0 1 (100) 40

Negatif (11 vaka) 4 (36,3) 7 (63,7) 32,8
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5.TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignite tiirii olup, kadinlarda akciger
kanserinden sonra kansere bagli Oliimlerin en sik ikinci sebebidir. Meme
kanserlerindeki yiliksek insidans ve mortalite oranimi azaltmak i¢in klinik,
gorlintiilleme ve patolojik yontemlerin {i¢lii yaklagimi ile ince igne aspirasyon
sitolojisi uygulamalar1 (84), igne biopsileri ve BI-RADS skorlar ile {i¢lii negatif
meme kanserleri 6zellikleri arasinda korelasyon ¢alismalar1 yapilmistir (85). Bunlara
karsin diinyada bir yil igerisinde 2,1 milyon kadina meme kanseri tanist verilmekte
olup %15°1 de meme kanserinden kaybedilmektedir. Son yillarda meme kanserinin

insidansinda artis ve mortalitesinde azalma goriilmektedir (86).
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Meme kanserli hastalarin tedavisinin planlanmasinda en 6nemli parametre,
tan1 anindaki evresidir ve ayrica prognozu belirleyen en 6nemli faktordiir. Tiimoriin
histolojik tipi ve derecesi, tiimor boyutu, aksiller lenf diigiimii metastazi,
lenfovaskiiler invazyon varligi, hormonal durum da prognozu belirleyen diger 6nemli
belirteglerdendir. Meme kanserinin hormonal profili birgok calismada (87)
arastirilmis olup yani sira hiicre siklusu, proliferasyon ve apoptotik mekanizmalar
tizerine de ¢alismalar siiregelmistir (88). Buna ragmen biitiin bu parametreler dikkate
alindiginda; hastalar arasinda tedaviye verdikleri cevap, tiimoriin davranisi,
rekiirrensler, metastazlar ve genel prognoz agisindan olduk¢a farkliliklar oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Bu davranig farklilign prognozu etkileyen baska faktorlerin
varligini diislindiirmektedir (89). Son yillarda, bu farkliliklarin genetik degisikliklerin
bir sonucu oldugu ortaya ¢ikmustir (90).

Gen anlatim diizeyinin tayini meme kanserinin klinik davranig, tedavi
yonetimi, prognoz agisindan farkli molekiiler alt tiplere ayirabilecegini gostermistir.
ER, PR ve HER2 durumunun tespit edilmesi gerekmektedir. Bu spesifik molekiiler
belirteglerin klinik olarak prognostik, terapdtik ve prediktif dnemleri kanitlanmistir
(3). Meme kanserinin molekiiler biyolojisinin anlagilmasi i¢in devam eden ¢aligmalar
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine yardimci olmaktadir.

ER ve PR eksprese etmeyen meme tiimorleri; tim meme kanserlerinin
yaklasik %20’sini olugturmaka olup, bu grup hormonal terapiden fayda gérememekte
ve prognozlari daha kotii oldugu tespit edilmistir.

Uclii negatif olarak adlandirilan grup; ER, PR ekspresyonu ve HER2 gen
amplifikasyonunu icermeyen meme karsinomlarini igerir. Bu molekiiler tip; tim
meme kanserlerinin% 10-17'sini olusturmakta olup, agresif tiimdr davranis
nedeniyle kotii prognozla karakterizedir. Hedefe yonelik tedavi segeneginin
olmamasi1 ve klinik davranisinin kotii olmast sebebiyle en cok arastirilan meme
tiimorlerindendir. Son yillarda prognoz agisindan 6nemli olabilecek ve tedaviyi
gelistirebilecek yeni belirtecler iizerine ¢alisilmaktadir.

HER2’den zengin olarak adlandirilan grup ise ER ve PR ekspresyonu
icermeyip HER2 gen amplifikasyonu igeren meme karsinomlaridir. Bu profil, daha
agresif kanser biyolojisinin gelismesine sebep olabilmektedir (7). Trastuzumab

tedavisi, HER2 pozitif tiimorlii hastalar i¢in hedefe yonelik tedavi segenegidir.
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Ancak bazi hastalar bu tedaviden fayda gérmemekte olup, bu durumun molekiiler
yolaklardaki bir veya daha fazla degisiklikten kaynaklanabilecegi diisiindiirmektedir
(8).

Meme kanseri olusumunda; genomik yapida hiicre proliferasyon ve
canliligin1 degistiren ¢ok sayida anahtar degisiklik mevcuttur. Bu degisikliklere
neden olabilecek gen mutasyonlar1 saptandiginda, hedefe yonelik terapi prognozu
tyilestirmede oldukca fayda saglayacagi i¢in son yillarda calismalar molekiiler
temellidir.

Ras gen ailesinin bir iiyesi olan KRAS; viral onkogen homologudur. KRAS
proteini MAP kinaz / hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz yolunun yukarisinda
bulunan 6nemli bir diizenleyici faktordiir (59). Son calismalarda meme kanserinde
KRAS mutasyon prevalansi, yaklasik ortalama %7-12 arasinda saptanmis olup
HER2’den zengin grupta yaklasik %17, iicli negatif grupta ise bu oran %0-8
araligindadir (9). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak HER2’den zengin
olan grupta; li¢lii negatif gruba gore daha fazla KRAS mutasyonu saptanmistir.

BRAF, Raf kinaz ailesinin bir iiyesi olan protein olup, Ras-Raf-MAPK
yolundaki en 6nemli MAP kinaz aktivatoriidiir. BRAF geninde en sik mutasyon,
valin’in, 600. pozisyonunda (V600E) glutamik asitin yerine geg¢mesidir. BRAF
V600E mutasyonu c¢ok ¢esitli tiimorlerde mevcut olup meme kanserinde yaklasik
%?2-4 oraninda saptanmustir (67). Vemurafenib ve dabrafenib gibi hedefe yonelik
tedavi ajanlar gelistirildiginden bu mutasyonu saptamak prognoz agisindan oldukca
onemlidir.

PIK3CA; fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) diye adlandirilan enzimin bir alt
tinitesi olan p110 a proteininin yapimini saglayan bir gen olup, meme tiimorlerinde
bu yolagin aktivasyonu ile hastalarin hormonal tedaviye direngli hale gelebilecegi
gosterilmistir. HER2’den zengin meme kanserlerinde PIK3CA mutasyonu yaklasik
%23; ticlii negatif meme kanserlerine % 5-13,2 arasinda bulunmustur (77). Ancak
bizim c¢alismamizda farkli olarak {i¢lii negatif tiimorlerde bu mutasyon HER2’den
zengin olan gruba gore daha sik saptanmistir. Alpelisib gibi bu yolagin inhibitorleri
ile tedavi edilen hastalarda kismi yanitin ve progresyonsuz sagkalimin arttigi
ongoriilmekte oldugundan bu mutasyonu saptamak meme tiimdrlerinde Onem

kazanmaktadir.
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PIK3CA, KRAS ve BRAF mutasyonlarinin es zamanli degerlendirilmesi ile
ilgili daha once yayinlanmis calismalar, ¢cogunlukla kolorektal kanserler {izerine
yogunlasmistir (90). Aym1 zamanda baz1 calismalar, KRAS ve PIK3CA
mutasyonlarinin ayni timor i¢inde bir arada bulundugunu da 6ne siirmiistiir (90).
Bizim ¢alismamizda da iki olguda kombine mutasyon saptanmis olup birinde KRAS
ve PIK3CA digerinde KRAS ve BRAF birlikteligi saptanmistir.

Wang ve arkadaglarinin 2015 yilinda yayinladiklari; Cinli meme kanserli
kadinlar lizerinde yaptiklar1 calismada, KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarin
incelemislerdir. 25 meme kanserli hastada 8 olguda (%32) PIK3CA, 5 olguda (%20)
KRAS, 4 olguda (%16) BRAF mutasyonu saptanmistir (92).

Erdogan G. ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar ¢aligmada ise toplam 68
hasta ¢aligmaya dahil edilmistir ve 38 hasta {i¢lii negatif, 10 hasta HER2’den zengin
tip, diger 20 hasta ise luminal tip meme kanseridir. Yalnizca bir {iglii negatif olguda
KRAS (G12D) mutasyonu saptanirken hicbir olguda EGFR mutasyonu
saptanmamistir. PIK3CA mutasyonu ise; 9’u (%23,7) (2: E542K, 1: E54K, 5:
H1042R ve 1: M10431 mutasyonu) ticlii negatif alt grupta, 8’1 (%40) (3: E545K, 3:
HI1047R, 1: H1047L ve bir timorde E542K ile M10431 mutasyonu) luminal tip
grubunda olmak {izere toplam 17 olguda saptanmis olup HER2’den zengin grupta bu
mutasyon izlenmemistir. Ayrica derece 1 ve 2, ¢apr kiicliik ve luminal tipte olan
meme tiimdrlerinde, PIK3CA mutasyonu anlamli derecede yiliksek bulunmustur (5).
Ancak aksine Aleskandarany ve arkadaglarinin yaptig1 bir diger ¢alismada PIK3CA
mutasyonunu yiiksek histolojik derece, biiyiik tiimor boyutu ve lenfovaskiiler
invazyon gibi kotli prognostik faktorler igeren tiimorlii hastalarda daha sik oldugunu
saptamiglardir (93). Bu farklhilik ilk calismanin hasta sayisinin az olmasina
baglanmistir. Bizim ¢alismamizda ise histopatolojik derece, lenf nodu metastaz1 ve
sag kalim ile PIK3CA mutasyonu arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir. Ancak tiimor ¢apt 4 cm ve altinda olan toplam 10 olguda PIK3CA
mutasyonu saptanmazken, timor capt 4 cm’den biiylik olan 13 olgudan 6’sinda
(%46,2) mutasyon izlenmistir. Bizim bulgularimiz Erdogan ve arkadaglarinin
buldugu sonucun aksine, Aleskandarany ve arkadaglarinin c¢alismasi ile daha

uyumludur.
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Kodaz ve arkadaglart 2017 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, insan solid
kanserlerinde RAS mutasyonlarinin oranlarini derlemislerdir. Meme kanserinde
KRAS mutasyonunu yaklasik %7-12 oraninda saptamislardir. Molekiiler tiplere gore
incelendiginde ise; luminal A tiimorlerde %2, luminal B’de %20, HER2’den zengin
tipte %17.4 oraninda KRAS mutasyonu saptanirken {i¢lii negatif tiimor grubunda
mutasyon saptanmamistir. Bizim c¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak
HER2’den zengin grupta KRAS mutasyonu, ii¢lii negatif gruba gore daha sik
bulunmustur (9).

Jylling ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada HER2 pozitif
meme kanserlerinde KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini incelemislerdir.
Toplam 85 HER2 pozitif tiimorlii olguyu incelemisler ve bunlardan 45’inin ER
negatif oldugunu bildirmiglerdir. Mutasyon oranlarina bakildiginda 23 olguda (%27)
oraninda PIK3CA (ekzon 9 ve 20), bir olguda BRAF (V600E) mutasyonu saptanmis
olup KRAS (incelenen noktalar; G12S, G12A .G12C, G12D, G12A, G12V, GI13S,
GI3A, G13V, G13D, G13A ve GI3V) mutasyonu hi¢bir olguda izlenmemistir.
Prognostik faktorlerle PIK3CA mutasyonu karsilastirildiginda anlamli farklilik
saptanmamustir. Bu ¢aligmada kolorektal kanserlerin aksine meme kanserinde KRAS
mutasyonu hi¢ saptanmadigindan HER2 pozitif meme tiimdrlerinin molekiiler
yolaginda rol oynamadigini savunmustur (8). Ancak bizim c¢aligmamizda bu
calismayla uyumsuz olarak HER2’den zengin dort olgumuzda KRAS (Q61HI,
G12D, G12S, GI12R) mutasyonu saptanmistir ve meme kanserinin molekiiler
yolaginda, KRAS’mm da rol oynadigr diisiintilmistiir. Calismamizda mutasyonu
saptanan Q61H1 ve GI12R noktalari, bu calismada degerlendirilmedigi icin farkli
sonuclara sebep oldugu diisiiniilmiistiir.

Taveira ve arkadaslarmin 2017 yilinda yaptiklart calismada; trastuzumab
direncli HER2 pozitif metastatik meme kanserlerinin genomik 6zelliklerini
incelemislerdir. Bu calismada; HER2 pozitif olup, trastuzumaba gelisen direncin
ardindaki mekanizmalar1 arastirmak amaciyla 22 tane bu 6zellikleri tasiyan olguda,
PIK3CA, KRAS ve BRAF mutasyonlarint da kapsayacak sekilde ¢ok sayida gen
incelenmigtir. 22 direngli olgudan 10’unda (%45.4) PIK3CA (5: H1047R, 4: E545K,
1: E542K), mutasyonu saptanmis olup en sik mutasyona ugrayan gen bulunmustur.

Bunu ti¢ olguyla (%13.6) BRAF (2: 1326T, 1: G469E), EGFR ve KIT genleri takip
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etmektedir. Ayrica iki olguda (%9) KRAS (2: Q61K) mutasyonu saptanmistir.
PIK3CA mutasyonun belirgin derecede yiiksek c¢ikmasi, direncin ardindaki
mekanizmanin fosfoinositol 3-kinaz (PI3K) yolaginin aktivasyonuyla ilgili
olabilcegini diisiindiirmiistiir. Ayrica BRAF, EGFR ve KIT mutasyonlar1 yoluyla
MAPK/ERK yolagimin aktivasyonunun, trastuzumab direncinin diger nedeni
olabilecegini One siirmiislerdir. Trastuzumaba direncli HER2 pozitif metastatik
meme kanserinde mutasyonel yiik oldukc¢a degisken oldugundan, ileri ¢aligmalar
yapilmasi gerektigini vurgulamislardir (94). Bizim calismamizda ise PIK3CA ve
KRAS mutasyonlarimin  goriilme sikligi benzer olup (yaklasik %36) ,BRAF
mutasyonu daha az siklikta (%8,6) saptanmustir.

Eachkoti ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 50 tane meme
timdrli olguda BRAF V600E mutasyon arastirilmistir. Mutasyon taramasi, oldukca
hassas bir teknik olan mutasyon alleline spesifik multipleks PCR kullanilarak
gerceklestirilmistir. %12 olguda BRAF mutasyonu saptanmistir. Arastirmada
UNMK ’lerinde, yash ve postmenapozal kadinlarda BRAF mutasyonunu daha anlamli
bulunmus olup tiimdriin histopatolojik derecesi ve evresi ile anlamli farklilik
saptanmamustir. Bu durumda yasli ve postmenapozal UNMK meme kanserli
hastalarda, endokrin tedavisi yerine BRAF hedefli tedaviler, gelecekte olas1 hedefe
yonelik tedavi olarak diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise yas, histopatolojik
derece, evre ve UNMK ile HER2’den zengin grup arasinda anlamli farklilik
saptanmamisken BRAF V600E mutasyon orani %8.6 oraninda bulunmustur (70).

Rocca ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 caligmada tiglii negatif meme
kanserlerinde ~PIK3CA mutasyonunu incelemislerdir. Calismada PIK3CA
mutasyonunun yani sira KRAS, BRAF, EGFR ve AKTI genlerinin dizi analizi
gerceklestirilmistir. Sonucta 97 tane li¢li negatif olan ve 36 tane iiglii negatif
olmayan (15 luminal A, 12 luminal B, 9 HER2’den zengin tip) meme kanserli olgu
degerlendirmeye almmistir. Uglii negatif grubta %23.7 oraninda PIK3CA mutasyonu
saptanirken, luminal A grubunda %40, luminal B grubunda %25, HER2’den zengin
grupta ise %33.3 oraninda PIK3CA (ekzon 9 ve 20) mutasyonu saptanmistir. Bu iki
grup arasinda istatiksel olarak anlaml farklilik saptanmamistir. Bizim ¢alismamizda
da bu calismayla uyumlu sekilde ticlii negatif ve HER2’den zengin gruplar arasinda
PIK3CA mutasyonu goriilme sikliginda farklilik saptanmamistir, Ayrica ii¢lii negatif
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olan grupta KRAS, BRAF, EGFR ve AKTI’de mutasyon gosterilmemistir (95). Ancak
bizim calismamizda, iicli negatif olgularimizdan 2’sinde KRAS GI12D ve G12S,
I’inde BRAF V600E mutasyonunu saptadik. Bu c¢alismada degerlendirilen diger
genlerde de mutasyonun saptanmamasi; ¢alistiklart yontemle iliskili olabilecegini
distindlirmistiir.

McCart Reed ve arkadaslarinin 2019 yilinda metaplastik karsinomlarla
yaptilar1 bir ¢alismada bu tiimoérlerde kondroid morfolojinin PIK3CA mutasyonu ile
iligkili olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bizim iki metaplastik karsinomlu olgumuz
mevcut olup birinde PIK3CA HI1047R, digerinde BRAF V600E mutasyonu
saptanmigtir. Ancak bu calismanin aksine PIK3CA mutasyonu olan tiimorde
kondroid morfoloji saptanmamustir (34).

Martinez-Saez ve arkadaslarimin 2020 yilinda yaptiklart genis serili
calismalarinda 6338 meme kanserli olguda ‘real time’ PCR ile PIK3CA mutasyonun
goriilme sikligini arastirmiglardir. %35.7 oranina PIK3CA mutasyonu saptanmis olup
en sik mutasyone olan eksonlar; H1047R (%35), E545K (%17), E542K (%11),
N345K (%6), H1047L (%4) saptanmistir. Ayrica molekiiler siniflamaya gore
UNMK ’lerinde %16, ER, PR pozitif, HER2 negatif grupta %42, HER’den zengin
grupta %31 oraninda bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise PIK3CA %26 oraninda
saptananirken HER2’den zengin grupta %18.2, iic¢lii negatif grupta %33.3°diir.
Mutasyona ugrayan eksonlar ise bu literatiir ile uyumlu olarak; H1047R (%66.6),
E545K (%33.3) diir (83).

Vranic ve arkadaslarinin memenin apokrin diferansiasyon gosteren
karsinomlarin molekiiler 6zellikleri ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada PIK3CA ve TP53
mutasyonun KRAS ve BRAF’a gore daha sik goriildiiglinii tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda bir tane apokrin diferansiasyon gosteren meme karsinomlu olgu
mevcut olup bu ¢alismanin aksine KRAS ve BRAF mutasyonu tespit edilmistir (38).

Seo ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladiklar1 bir olgu sunumunda;
antrasiklin bazli kemoterapiye direngli li¢lii negatif metaplastik karsinomlu hastada
NGS ile BRAF V600E mutasyonu saptanmis ardindan dabrafenib ve trametinib
kombine tedavi uygulanmistir. Ancak hastada BRAF ve MEK inhibitorlerine karsi
direng diger tiimorlerde bildirilenlerden daha erken gelismistir (96). Bizim

calismamizda 2 hastamizda BRAF mutasyonu saptanmisti. Bu hastalardan birinin
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histopatolojik tanist bu olgu ile benzer sekilde metaplastik karsinomdu. BRAF
mutasyonun Ozellikle tedavilere direngli, kotii prognozlu meme kanserlerinde
arastirtlmasimin  bu  hastalarin  sag kalimimi arttirmada faydali olacag
Ongoriilmektedir.

Mosele ve arkadaglarinin 2020 yilinda genis vaka serili ¢alismasinda 649
metastatik meme kanserli olguda NGS yontemi ile PIK3CA mutasyonu incelenmistir.
Hormon reseptdrii pozitif, HER2 negatif tiimorde %28 oraninda, UNMK ’inde %10
oraninda saptanmistir. PIK3CA mutasyonu gosteren ER, PR pozitif, HER2 negatif
tiimorlerin kemoterapiye daha az sensitif oldugu ve genel sagkalimin daha diisiik
oldugu izlenmistir. Bizim olgularimizin hepsi hormon reseptorii negatif olmasina
ragmen %26 oraninda PIK3CA mutasyonu saptanmistir. Ancak bizim ¢alismamizin
kisitlilig1 olgu sayimizin azligidir (97).

Solassol ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari ¢ok merkezli bir ¢aligmada
kolorektal kanserli dokular tizerinde; KRAS mutasyonunu bir¢ok farkli yontem ile
degerlendirmisler ve bu c¢esitli yontemlerin dogrulugunu birbirleri ile
karsilastirmiglardir. Bu calisma; bizim c¢alismamizda kullandigimiz Randox hizli tam
testi yani sira, sanger sekanslama, pirosekanslama, cobas KRAS mutasyon kiti, Idylla
KRAS mutasyon testi, yeni nesil sekanslama (NGS) gibi bir¢ok yoOntemi
icermektedir. Sonug olarak bu c¢alisma, hizli tani testlerinin; NGS gibi ¢ok pratik

olmayan yontemler yerine kullanilabilecegini diisiindlirmiistiir (98).

Biz de bu literatiirler 15181nda 24 invaziv meme kanserli olguda KRAS, BRAF ve
PIK3CA mutasyonlarin1 Randox molekiiler arastirma cihazi ile inceledik.
Tamoksifen ve tiirevleri gibi antidstrojenik hormonal tedaviden faydalanamayacak
ve tiim meme karsinomlarinin yaklasik %20’sini olusturan ER ve PR negatif olgular
sectik. Bes olguda PIK3CA mutasyonu, dort olguda KRAS mutasyonu, bir olguda
BRAF mutasyonu, bir olguda kombine BRAF ve KRAS mutasyonu ve bir olguda
kombine KRAS ve PIK3CA mutasyonu gorilmiistiir. Molekiiler siniflamaya gore
olgularimizin yarisi ti¢lii negatif, diger yarist HER2’den zengin grup secildi. Ancak
bu iki grup arasinda mutasyon goriilme oranlart agisindan bir farklilik

saptanmamuistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda anti-EGFR tedavisi i¢in prognozda KRAS gen
mutasyonu kritik 6neme sahip olup meme kanserli hastalarda heniiz yeterince
arastirllmamistir. Literatiirde KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini meme
kanserlerinde inceleyen ¢alismalar heniiz yeterli degildir. Calismamizin amaci daha
once diger karsinomlarda saptanan KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini; {iglii
negatif ve HER2’den zengin tip meme karsinomlarinda arastirmak ve prognostik
verilerle karsilastirmaktir. Olgu sayimizin azligi nedeniyle, prognostik verilerle ve
iki grup arasinda bu mutasyonlar arasinda anlamli farklilik saptanamadi. Ancak bu
tic genin de hedefe yonelik ajanlar1 mevcut oldugundan, mutasyon saptanan
hastalarda prognozu va sag kalimi artirmak igin gelecekte bu tedavilerden

yararlanilacagini dngérmekteyiz.

6. SONUCLAR

1) HER2 pozitif ve HER2 negatif olan iki grup arasinda histolojik derece, lenf
diigiimii metastaz1 ve timor c¢apt bakimindan anlamli bir farklik

saptanmamigtir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

HER2’den zengin grupta hastalardan sadece birinin (%8,3) ex oldugu
goriiliirken, tliclii negatif olan grupta 6 (%50) hastanin ex oldugu dikkati
cekmistir. PIK3CA mutasyonu goriilen 5 olgudan birinin (%20) ex oldugu,
KRAS mutasyonu saptanan 4 olgudan birinin (%25) ex oldugu, BRAF
mutasyonu tespit edilen bir vaka ex olmustur. Ayrica KRAS+BRAF ve
KRAS+PIK3CA kombine mutasyonlar saptanan iki hasta yasamaktadir.
Oliim oran1 iiclii negatif grupta HER2’den zengin gruba gore anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0,025).

Mutasyon durumlarina bakildiginda; toplam 12 olguda (%52) mutasyon
saptanirken, 11 olguda (%48) mutasyon saptanmamustir.

Bes olguda PIK3CA mutasyonu, dort olguda KRAS mutasyonu, bir olguda
BRAF mutasyonu, bir olguda kombine BRAF ve KRAS mutasyonu ve bir
olguda kombine KRAS ve PIK3CA mutasyonu gorilmiistiir.

Molekiiler siniflamaya gore HER2’den zengin ve ti¢lii negatif olan iki grup
arasinda PIK3CA (p=0,640), KRAS (p=0,371) ve BRAF (p=0,949)
bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamustir.

Her {ic mutasyon i¢in histolojik derece 2 ve 3 olan gruplar arasinda istatiksel
olarak anlaml fark saptanmamustir.

Mutasyon durumu ile patolojik T ve N evresi karsilastirildiginda; aradaki fark
istatiksel olarak anlamli saptanmamugtir.

Tiimdr ¢ap1 4 cm ve altinda olan 10 hastanin hi¢ birinde PIK3CA mutasyonu
saptanmamisken, timoér boyutu 4 cm’den biiylik olan 13 olgudan 6’sinda
(%46,2) mutasyon saptanmistir. PIK3CA mutasyonu ve timdr cap1 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir (p=0,01). Timodr cap1
arttikca PIK3CA mutasyonu goriilme oranmi artmakta olup kotii prognostik

faktorlerle bu mutasyonun iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir.

10) Sag kalim ile KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlar1 arasinda istatiksel

anlaml farklilik saptanmamustir.

ER ve PR negatif tiimorler, tiim meme kanserlerinin beste birini olusturmakta

olup hormonoterapiden fayda gorememektedir. Bizim c¢alismamizda da hasta

grubumuzu olusturan bu grubun; tedavi sansinmi artirmak i¢in tiimor gelisiminde rol

oynayan molekiiler yollarin daha fazla arastirilmas: gerekmektedir. Tedaviye direngli
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meme kanserli hastalarda, direng sebebi olarak RAS/RAF/MAP/ERK yolagi sorumlu
tutulmakta olup ¢alismamizda; BRAF V600OE mutasyonu %8.6, KRAS G12R, G12S,
GI12D, QGIHI1, Q61R ise %26 oraninda saptanmistir. Tedaviye yanitsiz hastalarda
yolaklarin daha net aydinlatilabilmesi i¢in daha genis serili ve daha ayrintili genetik
profilin incelendigi ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Genellikle meme kanserlerinde mutasyonlar nadir goriilmekte olup NGS ile en
sik saptanan mutasyonlar sirasiyla TP53, PIK3CA ve GATA-3’tiir. Bu mutasyonlar
klinik ve patolojik 6zellikler ile iliskilidir. Luminal A ve B tipi timorlerde PIK3CA
mutasyonu daha sik goriilmektedir. Genel mutasyon orani luminal A alt tipinde en
diisiik olup, UNMK ve HER2’en zengin grupta en yiiksek mutasyon oram
bulunmaktadir. Bizim tiim olgularimizin {i¢lii negatif ve HER2’den zengin olmast,
saptanan mutasyon oranlarimizin yiiksek olmasi ile iliskilendirilmistir.

Klinik olarak hedefe yonelik kullanilan birgok ajanin, spesifik mutasyonlariyla
eslestirildiginde etkinligi heniiz kanitlanamamigtir. Birden fazla genetik varyasyon,
belirli bir tedaviye verilen yanit1 degistirebilir ve bu nedenle, bir degisikligin varligi,
terapotik bir yaniti garanti etmez. Daha iyi tasarlanmis denemeler ve calismalar
gereklidir.

Calismamizin  kisithliklar;;  Randox array platformunda tespit edilen
mutasyonlarin Real time PCR veya dizi analizi ile dogrulanamamis olmasi, calisma
gruplar1 olusturulduktan sonra her gruba diisen olgu sayisinin diisiik olmasi, ilgili
genlerin klinik onemi olan mutasyonlarinin tiimiiniin ¢alisilamamis olmast ve
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlariin tespit edilmemis olmasindan dolay: herediter ve
sporadik formlarin ayristirilmadan 6rneklemin olusturulmasidir.

Yapilan c¢esitli c¢aligmalarda meme kanserinde KRAS, BRAF ve PIK3CA
mutasyonlar1 incelenmistir. Ancak bu mutasyonlarin gériilme sikligini; ti¢lii negatif
ile HER2’den zengin gruplar arasinda karsilastiran ¢calismalar yeterli degildir.

Sonug olarak giiniimiizde kadinlarda en sik goriilen malign tiimor olan meme
kanseri; genis genetik heterojeniteye sahip ve olduk¢a karmagsik molekiiler yolagi
bulunan bir neoplazidir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarla bu heterojenitenin
sebep oldugu, hedefe yonelik tedavi yontemlerindeki zorluklar asilmaya
calisiimaktadir. Bizim hedefimiz; heniiz tam olarak aydinlatilmamis olan genetik

yolaga 1s1ik tutmak ve literatliire katkida bulunmaktir. Gen mutasyonlart timor
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gelisiminde ¢ok onemli rol oynadigindan, meme kanserinin tedavisini iyilestirmeyi

amaglayan bir ¢aligma niteligindedir.
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