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OZET

MACC1 Ekspresyonunun Meme Kanserinde Onemi ve

Patolojik Prognostik Belirteclerle liskisi

Bu calismada, meme kanserine ait tiimor dokularinda metastazla iliskili kolon
kanser geni-1 (MACCI1)’in protein ve mRNA ekspresyonu ve bu ekspresyonun

Klinikopatolojik prognostik parametrelerle iliskisi arastirilmastir.

2011-2018 yillar1 arasinda, Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda invaziv duktal karsinom tanis1 alan ve radikal mastektomi
operasyonu yapilmis 66 kadin hasta grubu calismaya dahil edildi. Kontrol grubu
mammoplasti nedeniyle opere olmus 25 olgudan olusturuldu. Hastalarin patoloji
raporlarindan olgulara ait yas, tiimor biyiikligii, lenf nodu metastazi, tiimoriin
histolojik derecesi, ER, PR, HER2 durumu ve Ki-67 proliferatif indeks bilgileri alindi.
Timor ve kontrol dokularina ait parafin bloklarda immiinohistokimyasal yontemle ve
Real-Time PCR ile MACCI1 ekspresyonu arastirildi. Ayrica tiimor dokularinda
immiinohistokimyasal olarak VEGF ekspresyonu incelendi. Tiimdr dokularindaki
MACC1 ekspresyonunun Kklinikopatolojik prognostik parametreler ve VEGF ile

iliskisi arastirildi.

Bu galismada MACCL’in hem protein hem de mRNA ekspresyonu, timor
dokularinda normal meme dokularina gore daha yiliksek bulundu. Ayrica MACCI1
protein ekspresyonunun histolojik grade, ER ve HER2 gibi onemli prognostik
belirtegler ile iliskisi tespit edildi. Buna gore ER(-), HER2(+) ve Grade-3 olan
olgularda MACCI1 protein ekspresyonu daha yiiksek saptandi. Ancak MACC1

ekspresyonu ile VEGF arasinda anlamli iliski saptanamadi.

Sonug olarak MACC1’in meme kanserinde anjiyogenez etkisi olmayabilir
veya bu etki VEGF ile iligkili olmayabilir. Ancak MACC1 ekspresyonu, meme
karsinomunu isaret eden bir belirteg olmasinin yani sira bagimsiz bir kétii prognoz

belirteci de olabilir.

Anahtar Kelimeler: Ekspresyon, MACC1, Meme kanseri, Prognostik
belirteg.



ABSTRACT

Importance of MACCL1 Expression in Breast Cancer and its Relationship with

Pathological Prognostic Markers

The present study investigates the protein and mRNA expression of metastasis-
associated colon cancer gene-1 (MACCL1) in breast cancer tumour tissues and its
relationship with clinicopathological prognostic parameters.

The study included 66 female patients diagnosed with invasive ductal
carcinoma who underwent radical mastectomy at the Department of Pathology,
Faculty of Medicine, Balikesir University between 2011 and 2018. The control group
comprised 25 patients undergoing mammoplasty. Patients’ age, tumour size, lymph
node metastasis, histologic grade, ER, PR, HER2 status and Ki-67 proliferative index
were obtained from pathology reports. MACCL expression was investigated by
immunohistochemistry and Real-Time PCR in paraffin blocks of both tumour and
control tissues. In addition, VEGF expression was examined immunohistochemically
in tumour tissues. The relationship of MACC1 expression with clinicopathological

prognostic parameters and VEGF in tumor tissues was investigated.

In this study, both protein and mMRNA expression of MACC1 were found to be
higher in tumor tissues than in normal breast tissues. Furthermore, MACC1 protein
expression was associated with important prognostic markers such as histological
grade, ER and HER2. MACCL protein expression was higher in patients with ER (-),
HER2 (+) and Grade-3. However, no significant correlation was found between
MACC1 expression and VEGF.

These results indicate that MACC1 may not have an angiogenic effect in breast
cancer and may not be associated with VEGF. However, MACC1 expression may be

an independent marker of poor prognosis as well as a marker of breast carcinoma.

Key Words: Expression, MACC1, Breast cancer, Prognostic marker.
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinyada ve iilkemizde kadin 6liim sebeplerinin basinda olup
giintimiizde hala insidans1 artmaya devam etmektedir. Birgok iilkede gériilme sikligi
ile birlikte hasta sagkalim orani1 da giderek artmaktadir. Ancak bu durum metastatik

hastalarda genellikle 2-3 yil hayatta kalma siiresiyle sinirlidir (Siegel ve Jemal, 2018).

MACCI1 (Metastazla iliskili kolon kanser geni 1), ilk olarak kolon kanserinin
progresyonuna sebebiyet veren c-Met transkripsiyon regiilatorii olarak tanimlanmistir
ve kolon kanserinde hepatosit biiyiime faktorii (HGF) / c-Met (mezenkimal-epitelyal
transisyon faktorli) sinyalizasyonunun aracilik ettigi timor — progresyonu ve
metastazinin ana regiilatoridiir (Stein ve ark., 2009a). HGF / c-Met yolu, kanserde
proliferasyon, motilite ve invazyon dahil olmak iizere cesitli biyolojik aktiviteleri

diizenler (Maulik ve ark., 2002).

MACCI, primer ve metastatik kolon kanserinde normal kolon mukozasina
gore yliksek ekspresyon gostermektedir (Stein ve ark., 2009a). MACCI1’in yiiksek
ekspresyonu; hepatoselliiler karsinom, akciger adenokarsinomu ve mide kanseri gibi
birgok kanserde kotii klinik seyirle iligkilidir (Shimokawa ve ark., 2011; Qiu ve ark.,
2011; Wang ve ark., 2013).

Meme kanserinde, MACC1’in genetik varyantlar1 ve polimorfizmi ile
ekspresyonunun, meme kanseri hastalarinin prognozu ile potansiyel iliskisi heniiz tam
olarak agikliga kavusmamistir. MACC1 ekspresyonu, hastaligin seyri icin bir
prognostik belirteg olabilecegi gibi terapotik hedef olarak da kullanilabilir.

Calismamizda, merkezimizde tan1 almis memenin invaziv duktal karsinom
olgular1 ve normal meme dokularinda immiinohistokimyasal ve molekiiler
yontemlerle MACC1 ekspresyonu incelendi ve tiimordeki ekspresyonun
klinikopatolojik prognostik parametrelerle (hastanin yasi, tiimor c¢api, lenf nodu
tutulumu, tiimoriin histolojik derecesi, ER, PR, HER2 ekspresyon durumu, Ki-67
proliferatif indeksi) iliskisi arastirildi. Ayrica MACCI1 ekspresyonunun anjiyogenez

1



tizerine etkisini arastirmak icin, MACCI ile VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii) arasindaki iligski degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Memenin Anatomisi ve Fizyolojisi

Insan memesi; gdgiis 6n duvarinda M. pektoralis major iizerinde yerlesim
gosteren, modifiye bir apokrin ter bezidir. Yetiskin kadin memesi, yaklasik olarak
ikinci ve altinc1 kaburga arasinda, sternumun yan kenarlari arasinda ortalanmis olarak,
aksillaya dogru uzanan degisken bir aksiller kuyruk seklinde uzanim gosterir. Temelde
Ostrojen, progesteron ve prolaktin olmak iizere g¢esitli hormonlardan etkilenerek siit
tiretiminde gorev alir. Birlesik tubuloalveolar bez yapilarindan olusur. Yarim kiire
veya konik sekilli olup, sekli ve biiyiikligi 1k, yas ve fizyolojik durumlara gore
degisiklik gosterir. Ortalama ¢ap1 10-12 cm arasinda degismektedir ve laktasyonda
olmayan inaktif meme agirligi 150-200 gr olup, aktif donemde ise 400-500 gr agirliga
ulasabilmektedir. Anatomik ve fizyolojik gelisim ve degisimi fotal hayatin 5-6.
haftasinda baglar ve menopoza kadar devam eder (Carter, 2003; Moinfar, 2007;
Tavassoli ve Eusebi, 2009).

Anatomik olarak meme; cilt, cilt alt1 yag dokusu ve parankim ile stromadan
olusan meme dokusu olmak tizere {i¢ tabakadan olusur (Sekil 2.1). Meme cilt dokusu,
toraksin diger bolgelerinin deri yiizeyinden farklilik géstermez. Hem erkek hem de
kadinlarda, memenin merkezinde koyu pigmente dairesel veya oval sekilli bir areola
ile merkezi erektil bir meme bas1 bulunur. Meme basinda 15-20 adet porilaktiferi adi
verilen siit kanallariin agildiklar1 delikler mevcuttur. Areola ve meme basinin
pigmentasyon derecesi, gebelik ve laktasyonda daha koyu kahverengi olmakla birlikte
pembeden acgik kahverengine dogru degisiklik gdsterir. Areola kasilmay1 kolaylastiran
diiz kas lifleri igerir. Meme basi ve areola histolojik olarak ¢ok katli yassi epitel ile
ortlliidir. Ayrica areolada montgomeri bezleri olarak adlandirilan, deri yilizeyinden
kabarik goriiniimde bez yapilar1 bulunur. Bu bezlerin salgilar1 areolanin kayganligin

saglar (Tavassoli ve Eusebi, 2009; O’Malley ve ark., 2011).



Meme bezini saran deri altt1 yag dokusu areoladan disa dogru kalinlasma
gosterir ve pannikulus adipozus adi verilen fibroz yag dokusu bolmeleri ile boliimlere
ayrilir (Schleip ve ark., 2012). ilk kez Sir Astley Cooper tarafindan tanimlanan,
“Cooper ligamentleri” adi1 verilen fibréz lifler, meme derisinden baslayarak meme
loblarini sararak meme altindaki derin fasyaya yapisir. Bu yapt memenin kendine has
dik durusunu saglar (Cooper, 1840; Carter D, 2003). Cooper ligamentlerinin malign
lezyon ya da fibrozis nedeniyle kisalmasi, fibréz septumlarin gerilip tutunduklar
deriyi igeri gekmesine neden olur. Bu durum portakal kabugu goriiniimii olarak bilinen
duruma sebep olur ve meme kanserinin sekonder isaretlerinden olan ciltte
retraksiyonun nedeni budur (Schleip ve ark., 2012). Meme ist dis kadraninda, diger
bolgelerine kiyasla daha fazla sayida glandiiler yap1 bulunur. Bu durum memenin
malign ve benign lezyonlarinin bu bolgede daha sik goriilmesine neden olur (Lee,
2005).

Cilt alt1 yag dokusunun ¢epecevre sardigi meme dokusu, birbirinden bagimsiz,
meme basi cevresinde radyal dizilim gosteren yaklasik 15-20 adet lob ve bu loblar
olusturan lobiillerden, ayrica salgilanan siitiin meme basina iletimini saglayan siit
kanallarindan olusur. Memenin asil siit liretim birimi miks tubuloasiner mikroskobik
laktifer6z glandlardir. Bu glandlar bir alveoler bosluga acilan asiner hiicreler ve salgiy1
terminal duktusa ileten tek katl kiiboidal epitel doku ile ddsenmis kanaldan meydana
gelir. Terminal duktus ve interlobiiler duktuslar aracilifiyla toplanan siit, o lobun
acildig: siit kanalina iletilir ve areolaya tagiir. Matiir bir meme bezinde bir lobiilii
olusturan alveolar gland toplulugu ve acildig1 terminal duktus, topluca Terminal
Duktus Lobiiler Unite (TDLU) olarak adlandirilir. Salgilanan siitiin hareketinden
sorumlu olan myoepitel hiicre katmani, alveoller, tubuller ve siit kanallarinda epitel
hiicreleri ile bazal membran arasinda yerlesim gosterir ve oksitosin hormonunun etkisi
ile uyarilarak duktus ve alveollerdeki basinci artirir. Boylece salginin meme basina

dogru hareketi saglanmig olur (Rosai, 2004; Jesinger, 2014; Mills ve ark., 2015).
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Sekil 2.1. Memenin anatomisi (Bland ve ark., 2018).

Siit kanallar1 areola altinda bulunan ve radyal liflerden olusan bir diiz kas
katmani igerisinde genisleyerek laktifer siniisleri olustururlar ve tekrar daralip meme
basina agilirlar. Laktifer siniislerin meme basina agildig1 bolgede dista ¢ok katli yassi
epitel izlenirken, ige dogru iki katman kiiboid epitele gegis izlenir. Proksimalde kalan

stit kanallar1 ve tubullerde ise epitel tek katli kiiboid olarak devam eder (Rosai, 2004).

Terminal duktus, intralobiiler ve ekstralobiiler olmak iizere iki segmentten
olusur (Sekil 2.2). Laktifer duktus, birka¢c adet lobiiliin terminal duktuslarinin
birlesmesi ile meydana gelir. Terminal duktuslar demet halinde toplanarak meme
basina dogru ilerler. Buradan meme basinin hemen altinda laktiferdz siniis ad1 verilen
bir genislik olustururlar. Laktiferdz siniisler ¢ok katli yassi epitel ile ortiilii olan

ampulla adli yap1 ile meme basindan disar1 acilir (Kumar ve ark., 2008; Jesinger,
2014).



Sekil 2.2. Memenin lob elemanlar1 (Rosai, 2004).

2.1.1. Memenin Kanlanmasi

Memenin arteriyel kanlanmasi oldukga iyidir ve gesitli kaynaklardan beslenir.
Memenin arteriyel dolagimi,
e internal torasik arterin perforan dallari,
e posterior interkostal arterlerin lateral dallar1 ve
e aksiller arterin dallar
olmak iizere ii¢ ana arter tarafindan saglanir (Sekil 2.3). Memenin orta ve i¢ kesimleri
internal mammarian arterin 6n perforan dallar tarafindan, tist dis boliimleri ise lateral

torasik arter tarafindan beslenir (Bland ve ark., 2018).
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Sekil 2.3. Memenin arteriyel beslenmesi (Bland ve ark., 2018).

Transvers ve longitudinal bi¢cimde dizilim gdsteren ylizeyel ve subkutanoz
venler, ylizeyel fasyanin hemen altina yerlesmistir. Transvers dizilim gdsteren venler,
sternumda yakinlasip birleserek internal torasik vene acilirken longitudinal bigimde
dizilim gosterenler sternal ¢entige dogru birleserek boyun alt bolgesindeki ylizeyel

vene agilirlar (Bland ve ark., 2018).

2.1.2. Memenin Lenfatik Sistemi

Memenin lenfatikleri, deri ve parankimal lenfatikler olmak {izere iki gruba
ayrilir. Deri lenfatikleri (yiizeyel lenfatikler), meme bezinin iizerini kaplayan cilt
dokusuna ait lenfatiklerdir. Subepitelyal ve subdermal lenfatik pleksus olmak tizere
baslica iki adet lenfatik agdan meydana gelir. Subepitelyal pleksusta kapak yapisi
yoktur ve lenfatik akimin yonii herhangi bir yone dogru olabilir. Subdermal pleksusta
ise kapak bulunur ve lenfatik akim tek yonliidiir. Areolanin hemen altinda “sappey
pleksusu” olarak da adlandirilan subareolar pleksus yer alir. Lenf sivisini areola ve

meme bagindan alarak diger pleksuslara baglar. Ayrica laktifer duktuslarina da uzanim



gostermektedir. Yiizeyel lenfatikler temelde parankimal lenfatikler vasitasiyla aksiller

lenf nodlarina drene olurlar (Brenin ve ark., 2001; Iglehart ve ark., 2008).

Memenin parankimal lenfatik drenaji aksiller yol, mammaria interna yolu ve
transpektoral yol olmak iizere ii¢ yol ile olur. Aksiller lenfatik yol, meme iist ve alt
yarisindan gelen lenf sivisini toplayan ana istasyondur. Mammaria interna yolu ise
parasternal yerlesimli meme mediali ve bir miktar lateralinin lenfatik akiminin
toplandig1 nodlardir. Transpektoral yolda ise lenf sivis1 pektoralis major kasini delerek

supraklavikuler nodlara ulagir (Iglehart ve ark., 2008).

Memenin primer lenfatik drenaj giizergahi aksiller lenf nodlarindan gecer

(Sekil 2.4). Aksiller lenf nodlart gegmisten bugiine gesitli siniflandirmalara tabi
tutulmustur. En detayli smiflandirma Pickren tarafindan yapilmistir. Bu
smiflandirmaya gore aksiller lenf nodlar1 6 gruba ayrilir (Pickren ve ark., 1965; Greene
ve ark., 2002);

e Aksiller ven grubu

e Eksternal mammaryan grup

e Skapular grup

e Santral grup

e Subklavikuler grup

e Interpektoral grup

Ancak giliniimiizde daha sik kullanilan gruplama Berg tarafindan yapilan
gruplamadir (Berg, 1955). Berg aksiller lenf nodlarini level 1, level 2 ve level 3 olarak
ti¢ grup altinda toplamistir (Garcia-Etienne ve ark., 2019).
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Sekil 2.4. Memenin lenfatik sistemi (Tarhan, 27 Ocak 2019).

Level 1 lenf nodlari, m. pektoralis mindriin lateralinde yerlesen eksternal
mammarian, skapular, aksiller ven ve santral aksiller grup lenf nodlaridir. Level 2 lenf
nodlar1, m. pektoralis mindr’iin posteriorunda konumlanmis santral aksiller grup lenf
nodlaridir. Level 3 lenf nodlart ise, disekte edilmesi en zor olan m. pektoralis minoriin
medialinde bulunan subklavikular lenf nodlaridir. Bu nodlart m. pektoralis mindrii

kesmeden ¢ikarmak oldukga zordur (Greene ve ark., 2002; Garcia-Etienne, 2019).

2.2. Memenin Histolojisi

Normal meme epiteli toplam meme dokusunun kiiclik bir kismini olusturur.
Buna ragmen meme hastaliklarinin birgogu meme epitelinden kdken alir. Meme
epiteli, her biri ¢iceklenen bir agaca benzeyen dalli yapilar iceren 10-15 segmentten
meydana gelir. Terminal duktal lobuler sistem, segment veya lop seklinde organize
olmustur. Duktuslar, duktuluslar ve lobuler asinuslardan olusan lobiiller, yag doku ve
fibr6z dokudan meydana gelen bir stroma i¢ine yerlesmislerdir. Segmentlerin dagilimi
cesitlilik gosterir ve segment dallar1 birbiri tizerine binebilir (Tavasolli ve Schnitt,
1999).



TDLU epiteli luminal (i¢) ve myoepitelyal (dig) olmak iizere iki tabakadan
meydana gelir. Luminal ve miyoepitelyal tabakalarin degerlendirilmesi benign ve
malign lezyon ayiriminda temel klavuzlardandir. Fizyolojik olarak inaktif memede
luminal epitelde sitoplazma soluk; niikleuslar kiiboidal, kolumnar sekilli, tiniform oval
sekilde izlenir. Bu epitel, sitokeratin 7, 8, 9 ve 18’1 eksprese eder. Miyoepitelial
hiicreler genellikle diizlesmis, komprese niikleus icerebilecegi gibi, yogun stoplazmali,
belirgin epiteloid hiicreler seklinde de goriilebilir. Duktus, duktulus ve asinuslar,
laminin ve tip 4 kolajenden olusan, miyoepitelyal hiicreler ¢evresinde olan ve duktal
lobuler sistemi ¢evreleyen bazal tabaka ile ¢evrilidir. Bu tabaka TDLU’yi stromadan
ayirtir. Duktuslarin ¢evresinde terminal duktus ve asinuslerden farkli olarak elastik
lifler izlenir. Meme bas1 ve areola ¢ok katli keratinize epitelle ¢evrilidir ve bu epitel
laktifer6z duktusun terminaline kadar uzanir. Meme bas1 ve areolada nadiren benign

berrak hiicrelerin goriilmesi, bu hiicrelerin Paget hastalig1 ile karistirilmasina sebebiyet

verebilir (Tavasolli ve Schnitt, 1999; Sandoval-Leon, 2013; Mills ve ark., 2015).

2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin glandiiler elemanlarindan koéken alan epitel
hiicrelerinde meydana gelen kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalma sonucu ortaya cikar.
TDLU’nin parankim hiicrelerinden kaynaklanan adenokarsinomlar bu tiimérlerin

biiylik cogunlugunu olusturur (Carbone ve ark., 1993).

2.3.1. Etiyoloji, Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Meme kanseri, diinya genelinde siklig1 akciger kanserini ikinci sirada takip
eden, kadin 6liim sebeplerinin basinda gelen bir malignitedir (Torre ve ark., 2015).
Kadinlarda goriilen kanserlerin tiimiiniin %23’linii olusturur ve kansere baglh
oliimlerin %14’tinden sorumludur (Siegel ve Jemal, 2018). Avrupada 2018 yilinda
melanom dis1 deri kanseri harig, 3.91 milyon yeni kanser vakasi ve buna bagl 1.93
milyon 6liim gerceklestigi rapor edilmistir. Bu raporlara ve WHO verilerine gore en
sik goriilen kanser 523.000 vaka ile meme kanseridir (Ferlay ve ark., 2018; WHO, 10
Ocak 2019). Ulkemizde de 43/100.000 insidansa sahip olup, her yil yaklasik 15.000
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kadina meme kanseri tanisi konulmaktadir (Tiirkiye Kanser Kontrol Plani, 25 Aralik
2018). Meme kanserinin goriilme siklig1 giin gegtikge artmasina ragmen erken teshis
ve tedavi yOntemlerinin gelismesiyle birlikte buna bagli oliimler ciddi oranda

azalmistir. (Ferlay ve ark., 2019).

Meme kanseri gelisiminde etkili olan risk faktorleri ¢ok cesitlidir. Yas,
cinsiyet, 1rk, menars ve menopoz yasi, ilk gebelik yasi, laktasyon, infertilite, ailede
meme ve/veya over kanseri Oykiisii, atipik hiperplazi veya lobiiler karsinoma in situ
Oykiisii, bilinen ya da sliphe edilen meme kanseri ile iliskili gen mutasyonlari, 30 yas
altinda torakal radyoterapi almis olmak, hormon tedavileri, kisisel meme kanseri
oykiisii ve viicut kitle indeksi bu risk faktorlerindendir. En yiiksek risk grubuna giren
kadinlar kuvvetli aile dykiisiiyle beraber, tanimlanmig genetik mutasyonu, lobiiler
karsinoma in situ veya atipik duktal hiperplazisi olanlardir (Siegel ve Jemal, 2018).
Yapilan ¢alismalarda meme kanserinin yas ve beden kitle indeksiyle de anlamli iligkisi

oldugu saptanmistir (A¢ikgdz ve ark., 2018).

Meme kanseri riskinin belirlenmesi, kansere yakalanma riski yiiksek olan
saglikli bireylerin ayirimi igin 6nemlidir (Armstrong ve ark., 2000). Risk belirlemesi
icin kullanilan ¢esitli modeller vardir ve bu modeller risk faktorlerinin kombinasyonu
tizerine kuruludur (Gilliioglu, 2008; Amir ve ark., 2010). Hesaplanan meme
kanserinin belli bir siire veya hayat boyu riskini tahmin etmek i¢in kullanilir. Bu
modeller temelde herediter ve non-herediter meme kanseri riskini degerlendirmek
tizere simiflanmistir. Herediter meme kanserli hastalarda daha ¢ok genetik mutasyon
varligini da i¢eren analizler 6nerilir (Couch, Shattuck-Eidens, Frank ve BRCA-PRO).
Bu testlerdke BRCA1 (breast cancer gene 1) veya BRCA2’de gen mutasyonu
saptanmasi, aile Oykiisiinde 1. veya 2. dereceden akrabada hem over hem de meme
kanseri bulunmasi gibi parametreler goz oniine alinir (Berry ve ark., 2002). Non-
herediter meme kanser riskinin hesaplanmasinda ise en sik Gail ve Claus modelleri
kullanilir. Gail modeli, yalnizca kuvvetli aile dykiisii olan 35 yas iistii kadinlarda
kullanilir. Irk, birinci derece akrabada meme kanseri Oykiisii sayisi, menars yasi, ilk
dogum yas1 gibi parametreleri sorgular. Claus modeli ise genetik yatkinlig1 inceler,
kuvvetli aile 6ykiisti olan, fakat mutasyon saptanmamis hastalarda kullanilir (Amir ve

ark., 2010; Rogulski ve Oszukowski, 2011).
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2.3.2. Klinik Ozellikler

Hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugu klinige ele gelen kitle sikayeti ile basvurur.
Erken evre meme kanseri belirtileri agri, sislik, meme derisinde kizariklik, portakal
kabugu goriiniimii, meme bas1 akintisi, aksiller veya supraklavikuler lenf nodlarinda

biiylime olarak siralanabilir (Morrow, 2004).

2.4. Memenin Malign Lezyonlar

Meme kanserleri histolojik tiplerine gore; bazal membrani asan (invaziv) ve
asmayanlar (non-invaziv) olmak tizere iki baslik altinda incelenir (Tavasolli ve
Devilee, 2003; Kumar ve ark., 2008).

2.4.1. Non-invaziv (in Situ) Malign Lezyonlar

Bazal membran ile smirli, lenfovaskiiler kanallara ve stromaya yayilim
gostermeksizin gelisen malign lezyonlar, non-invaziv olarak adlandirilirlar (Kumar ve
ark., 2008). Lobiiler karsinoma in situ ve duktal karsinoma in situ (intraduktal

karsinom) olmak tizere iki tipi vardir.

Lobiiler Karsinoma In Situ (LKIS)

Terminal duktuslarin lobiiler birimlerinden koken alan, histolojik olarak
terminal duktuslarda ve asiniislerde proliferasyonla beraber kohezyon kayb1 ve az
sayida mitoz gosteren oval veya yuvarlak cekirdekli hiicreler ile karakterize
lezyonlardir (Sunil ve ark.,, 2012). LKiS’e komsu stromal alanda goriilen
mikrokalsifikasyonlar, en tipik bulgularindandir. Genellikle non-palpabl olup meme
biyopsilerinde tesadiifen saptanirlar. Menopoz sonrasi lobiillerin atrofiye gitmesinden
dolay1 LKIS ¢ogunlukla premenopozal donemde gériiliir. LKIS tanis1 konan hastalarda
invaziv duktal ve invaziv lobiiler karsinom gelisme riski normal populasyona gore
yaklasik 9 kat daha fazladir. Multisentriktir ve g¢ogunlukla bilateral olarak da
gozlenebilir (Hussain ve Cunnick, 2011; Murray ve ark., 2013).
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Duktal Karsinoma In Situ (Intraduktal Karsinom/DKIS)

Meme duktuslarinin igerisinde ¢ogalip duktus boyunca yayilim gosteren, bazal
membrani agmayan, memenin primer malign lezyonudur. Lobiilii doldurup seklini
bozarak duktus benzeri alanlarin olugsmasina sebep olur. Erken evrede kanser hiicreleri
pleomorfizm, atipi ve mitoz gdstermediginden, bu asamada DKIS’nun benign
hiperplaziden ayrimi oldukca zordur. invaziv bir kansere ilerleme riski yiiksek olup
cesitli morfolojik ve biyolojik Ozelliklere sahip heterojen lezyon gruplarini da

icerebilmektedir (Virnig ve ark., 2010; Sunil ve ark., 2012).

DKIS’nun smiflandirilmasi konusunda heniiz ortak bir gériis bulunmamakla
beraber, epitel hiicrelerindeki farkliliklara gére komedo tip ve non-komedo tip (solid
tip, kribriform tip, papiller tip ve mikropapiller tip) olmak tizere iki temel grupta
incelenmistir. Komedo tip, DKIS nun malignitesi en yiiksek olan alt tipi olup ortasinda
yogun nekrozu cevreleyen yiiksek niikleer dereceli hiicreler ile karakterizedir.
Kribriform biiylime paterninde papiller biiyiime ilerleyip duktus liimeniyle birleserek
liimeni doldurur. Ancak rutinde bu smiflandirma yaygin olarak kullanilmamakla

beraber bunun yerine daha ¢ok niikleer derece ve buna eslik eden nekroz varligina

bakilmaktadir (Burstein ve ark., 2004; Leonard ve Swain, 2004; Allred, 2010).

DKIS, histopatolojik olarak diisiik niikleer dereceli, orta niikleer dereceli ve
yiiksek niikleer dereceli olmak iizere {i¢ farkli sinifta incelenir. Her li¢ derece de solid,
kribriform veya multipapiller patternde izlenebilir. Diisiik niikleer dereceli DKIS’da
kiicik monomorfik hiicreler, belirsiz niikleoller, uniform niikleuslar izlenmekle
beraber ince kromatin dagilimi gorilir. Mitoz nadirdir. Psammomatdz tipte
mikrokalsifikasyonlar mevcuttur. Orta dereceli DKIS, bazi duktuslar icinde
intraluminal nekroz odaklar ile karakterize olup niikleol belirginligi ve kromatin
kabalagmasi gibi 6zelliklerin goriildiigii lezyonlardir. Yiiksek dereceli DKIS’da ise,
solid, kribriform ya da mikropapiller yapilar olusturan yiiksek derecede atipi gosteren
hiicreler izlenir. Genellikle 5 mm’den biiyiik odaklar seklinde goriiliir. Bunun yanisira
tek bir duktusta goriilen “clinging” paterndeki belirgin atipik hiicreler bu tani igin
yeterlidir. Belirgin pleomorfik niikleuslar, vezikiiler ve irregiiler dagilim gosteren

kromatin, belirgin ve multipl niikleoller izlenebilir. Mitoz siktir, nekrotik debrilerden
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zengin komedo nekroz belirgin 6zelligidir. Mikrokalsifikasyon siklikla goriilebilir

(Lester ve ark., 2009; Allred, 2010; Sunil ve ark., 2012).

Bazi nadir varyantlarda DKIS’i olusturan hiicreler; skuamdz hiicreler, apokrin
hiicreler, tagh yiiziik hiicreleri, igsi hiicreler, néroendokrin veya berrak hiicreleri de
icerebilir. Bunlarin derecelendirilmesi igin ortak bir goriis birligi yoktur (Lester ve
ark., 2009; Sunil ve ark., 2012).

DKIiS’nun laktifer6z duktuslar aracihigiyla deri ile Ortiillii meme basina
ulagmasi sonucu meme baginin Paget hastaligi meydana gelir. Bu hastalikta malign
hiicreler normal epidermal bariyerin yapisini1 bozar ve ekstraselliiler sivinin disartya
cikmasina sebebiyet verir. En sik rastlanan klinik bulgular unilateral meme bas1 ve

kabuk baglayan areoladir (Sandoval-Leon, 2013).

Iyi diferansiye tiimérlerde tiimdr hiicrelerinin dstrojen reseptdrii ekspresyonu
daha az, progesteron reseptorii ekspresyonu gorece daha fazladir. DKIS iyi prognoza
sahip olup yapilan ¢alismalarda DKIS tanis1 almis olgularin mastektomi sonrasi uzun
donem sagkalim oraninin %97’nin iizerinde oldugu bildirilmistir (Narod ve ark.,

2015).

2.4.2. invaziv Malign Lezyonlar

Timor hiicrelerinin bazal membran1 asarak ¢evre stromaya ve lenfovaskiiler
kanallara sizmasi ile meydana gelen lezyonlar invaziv olarak adlandirilir. Bu

lezyonlara ayni zamanda in situ karsinomlar da eslik edebilir (Kumar ve ark., 2008).

Invaziv Duktal Karsinom

Meme kanserlerinin yaklasik %65-75’inden sorumlu olan, prognozu en koti
infiltratif karsinomlardir. Bu tip kanserlere genellikle DKIS de eslik edebilir, fakat
nadiren LKIS ile birlikte de olabilirler (Kumar ve ark., 2008). ileri evre kanserler
deride ¢ukurlagsmaya, meme basinda retraksiyona, gogiis duvarma fiksasyona yol

acarlar. Ortalama ticte iki vakada Ostrojen reseptOrii ya da progesteron reseptorii
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ekspresyonu izlenmekle beraber, ortalama iicte bir vakada HER2/neu’nin

overekspresyonu goriiliir (Razek ve ark., 2010).

Invaziv duktal karsinom, diger &zel tip invaziv malign karsinomlarin herhangi
birinin i¢inde siniflandirilmayan tiim kanserler i¢in kullanilan genel bir terimdir. Non-
special tip karsinomlar duktal karsinomun sinonimleri olarak adlandirilirlar.
Mamografide spikiiler uzantilar1 bulunan kitle lezyon seklinde izlenir. Invaziv duktal
karsinomlar makroskobik goriiniimlerine gore stellat (yildiz seklinde) ve sinirli olmak
lizere iki grupta incelenir. Stellat karsinomlarda aksiller metastazlarin daha sik oldugu
saptanmustir. Infiltratif duktal karsinomlarmn 1sinsal yayilim gésteren kitle lezyon
seklindeki goriiniimleri daha tipiktir ve tiimoriin ¢evresindeki fibrotik yanittan dolay1
bunlar skirrdz karsinom olarak adlandirilmaktadir. Skirr6z karsinomda bol miktarda
fibroz stroma ile elastin izlenir. Lezyonun i¢inde ya da komsulugunda hiperekojen

noktalar seklinde mikrokalsifikasyonlar izlenebilir (Kumar ve ark., 2008; Sunil ve

ark., 2012).

Invaziv Lobiiler Karsinom

Invaziv duktal karsinomdan sonra goriilme siklig1 bakimindan ikinci sirada yer
alan meme karsinomudur. Bilateral ve multisentrik yerlesimli olma siklig1 infiltratif
duktal karsinoma gore 1iki kat daha fazla olup %20 oraninda bilateraldir.
Mamografilerde daha ¢ok parankim yapisinda bozukluk seklinde, 6zellikle belirgin
kontur ¢izmeyen asimetrik dansiteler olarak goriilmekle beraber parankimal
distorsiyon veya silik diizensiz sinirli tiiméral kitleler olarak izlenebilirler. LKIS
alanlarin1 da igerebilen invaziv lobiiler karsinom, histolojik veya mamografik olarak
invaziv duktal karsinomu taklit edebilir. Hiicreler bazen zincir dizileri seklinde tek tek
dizilerek stromayu1 infiltre edip tiimoral ya da normal duktus ve asinuslari ¢cevreleyerek
“‘Okiiz gozii goriinlimii’’ olarak tanimlanan sekilde goriilebilirler (Kumar ve ark.,
2008; Sunil ve ark., 2012). Invaziv lobiiler karsinomda bazen mamografik olarak bulgu
saptanamayabilir, ayrica hastalar klinik olarak asemptomatik olabilir. Bu nedenle bu
kanser tipi fizik muayene ve mamografi incelemelerinde gozden kagirilabilir.
Prognozu orta derecede olan bu kanser tiirtinde 5 yillik sag kalim oran1 yaklasik %70-

80°dir (Reed ve ark., 2015).
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Mediiller Karsinom

Invaziv duktal karsinomun 6zel bir alt tiirii olup tiim meme kanserlerinin %5-
7’sini olusturur. Diisiik gradeli ve prognozu iyi olan timdrlerdir. Lezyon cevre
dokudan iyi sinirla ayrilmakta ve biiyiik anaplastik hiicre kiimelerinden meydana
gelmektedir. Makro ya da mikro lobiilasyonlar gosterebilir. Mediiller karsinomlar
siklikla BRCA1 gen mutasyonuna sahip kadinlarda goriilmektedir. Mammografide ve
US’de diizgiin smirli, hipoekoik ve homojen goriinmesinden dolayr bu lezyonlari
fibroadenomlardan ayirt etmek zordur. Timor boyutu biiylidiikge santralde nekroz
geligebilir ve buna bagli olarak kistik alanlar ve mikrokalsifikasyon goriilebilir. Ayrica
aksiller lenf nodlarinin reaktif olarak biiyliyebilmesi klinik evrelendirmede yaniltic

olabilmektedir (Sunil ve ark., 2012; Zangoury ve ark., 2018).

Kolloid (Miisinoz) Karsinom

Siklikla ileri yash kadinlarda goriilen nadir bir alt tiptir. Timor biiyiime hizi
oldukca yavas, 1yi prognozlu lezyonlar olup lenf nodu metastazi hemen hi¢ goriilmez.
Histolojik olarak diisiik gradeli tiimoral hiicrelerin ¢evreledigi ekstraselliiler miisin
golctikleri igerisinde yiizen, dar, eozinofilik sitoplazmali, uniform, yuvarlak hiicrelerin
kiiciik gruplarindan olusur. Lezyon iyi smirli olup benign lezyonlar1 taklit
edebilmektedir. Makroskopik olarak yumusak kivamli ve jelatinéz goriintimdedirler.

Saf miisindz ve miks miisindz varyantlar1 tanimlanmistir (Bae ve ark., 2011).

Tubuler Karsinom

Meme kanserlerinin %1-2’sini olusturan, tiimor boyutu 1 cm’nin altinda,
oldukga iyi prognozlu lezyonlardir. Tipik olarak sert, beyaz, yildizvari bir goriiniime
sahiptir. Histolojik olarak iyi diferansiye, diisiik gradeli niikleusa sahip tubul yapilari
izlenir. Lenf nodu metastazi seyrek olup siklikla radyal skar alanlarindan kaynaklanan

bu kanser tipinin prognozu mitkemmeldir (Lea ve ark., 2015).
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2.5. Meme Tiimorlerinin Simiflamasi

Meme tiimérlerinde, DSO’niin 2012°de &nerdigi

(Tablo 2.1).

Tablo 2.1. DSO’niin meme tiimér siiflamasi (Lakhani, 2012).

siiflama kullanilmaktadir

[ Epitelyal Tiimérler
Mikroinvaziv karsinom
Invaziv karsinom NST(spesifik tip olmayan) (eski siniflamada
invaziv duktal karsinom, NOS)
% Mikst karsinom
¢ Pleomorfik karsinom
¢+ Osteoklastik dev hiicreli karsinom
¢ Koryokarsinomatdz dzellikleri olan karsinom
% Melanotik 6zellikleri olan karsinom
Invaziv lobuler karsinom (klasik, solid, alveolar, pleomorfik,
tubulolobiiler, mikst)
Tiibiiler karsinom
Invaziv kribriform karsinom
Mediiller karsinom
Miisin6z karsinom ve bol miisin igeren diger tiimérler
% Miisindz karsinom
«*  Kistedenokarsinom ve  prizmatik hiicreli
miisin6z karsinom
¢ Tash yiiziik hiicreli karsinom
Noroendokrin tiimorler
% Solid néroendokrin hiicreli karsinom
*  Apikal karsinoid timér
¢+ Kiigiik hiicreli / yulaf hiicreli karsinom
) «+  Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
Invaziv papiller karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom
Metaplastik karsinomlar
«  Saf epitelyal metaplastik karsinomlar
Skuamoz hiicreli karsinom
Igsi hiicre metaplazili adenokarsinom
Adenoskuamoz karsinom
Mukoepidemoid karsinom
Mikst epitelyal/mezenkimal metaplastik
karsinomlar
Lipidden zengin karsinom
Sekretuar karsinom
Onkositik karsinom Adenoid
kistik karsinom Asinik
hiicrereli karsinom
Glikojenden zengin berrak hiicreli karsinom
Sebasedz karsinom
Inflamatuar karsinom
Lobiiler neoplazi
%+ Lobiiler karsinoma in situ
Intraduktal proliferatif lezyonlar
% Olagan duktal hiperplazi (Usual ductal hyperplasia)
*  Diiz epitelyal atipi (Flat epithelial atypia)
Atipik duktal hiperplazi
*  Duktal karsinoma in situ
Mikroinvaziv karsinom intraduktal
papiller neoplaziler
<+ Santral papillom
«»  Periferal papillom
< Atipik papillom
¢ Intraduktal papiller karsinom
< Intrakistik papiller karsinom
Benign epitelyal proliferasyonlar
o  Adenozis (varyantlar dahil)
o  Sklerozan adenozis
o Apokrin adenozis
o Blunt duktos adenozis

X

*

XA

OO0 O O O

o

B

®,
o

<

o  Mikroglandiiler adenozis
o  Adenomyopitelyal adenozis

<

®,
o

Adenomlar

o  Tibiiler adenom
Laktasyon adenomu
Apokrin adenom
Pleomorfik adenom
Duktal adenom

O O O O

Myopitelyal lezyonlar
Myoepitelyozis
Adenomyoepiteltal adenozis
Adenomyoepitelyoma Malign
myoepitelyoma

Mezenkimal tiimorler
Hemanjioma
Angiomatozis
Hemangioperisitom

* Radyal skar/kompleks sklerozan lezyon

Psodoangiomatdz stromal hiperplazi

Myofibroblastoma
Fibromatozis (agresif)

Inflamatuar myofibroblastik tiimor

Lipom

«*  Anjiolipom
Grantiiler hiicreli timor
Norofibrom Schwannoma
Anjiosarkom Liposarkom
Rabdomyosarkom
Osteosarkom Leiomyom
Leiomyosarkom

Fibroepitelyal tiimérler
Fibroadenom
Fillodes timorii

<+ Benign
< Borderline
< Malign

Periduktal stromal sarkom, diisiik dereceli Meme

hamartomu

Memebasi tiimorleri
Meme bagt adenomu
Siringomat6z adenom
Meme basinin Paget hastaligi

Malign lenfoma
Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma
Burkitt lenfoma
MALT  tipi  ekstranodal
lenfoma
Follikiiler lenfoma

Metastatik tiimorler

marjinal-zon-B-hiicreli
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2.6. Meme Kanserinde Tam

Meme kanseri tanis1 konulurken, anamnez, fiziki muayene (palpasyon ve
inspeksiyon), mammografi ve biyopsi alma yontemlerine basvurulur. Anemnez
hastanin yas1, aile dykiisii, daha 6nce meme ile ilgili gegirilmis hastalik, menars yasi
ve diizeni, menopoz yas1 gibi bilgileri igerir. Fiziki muayenede meme biiyiikligii,
simetrisi, meme derisinde meydana gelen renk degisikligi, burusma, ¢ukurlagsma,
portakal kabugu goriintiisii varligi, memede retraksiyon, 6dem, iilserasyon ve meme
baslarina dikkat edilir. Palpasyon ile aksiller ve supraklavikuler lenf nodlar1 kontrol
edilir. Bunun yanisira memede ele gelen kitle varsa, kitlenin ¢api, sekli, yogunlugu,

mobilitesi, sinirlari, lokalizasyonu ve sertligine bakilir.

Mammografi, herhangi bir kontrast madde kullanmaksizin uygulanan rontgen
teknigidir. Klinik olarak kuskusu bulunan fakat kiiciik boyut nedeniyle palpasyonda
tespit edilemeyen kitlelerin goriilmesini saglar ve gerekliyse biyopsi alanini belirler.
Ayrica aksiller lenf nodlarina metastaz yapmis primer lezyonun yer tespitinde de

oldukca 6nemlidir (Ozmen ve ark., 2012).

Ultrasonografide memenin kistik lezyonlar1 goriintiilenerek teshis edilir.
Ayrica meme bag1 akintis1 mevcut ise bu sekretten sitolojik preperat hazirlanarak habis
hiicre varlig1 tespit edilebilir. Meme kanserinde kesin tani biyopsi ile konur. Palpe
edilebilen her kitleden biyopsi alinmas1 gereklidir. Siklikla tru-cut igne biyopsisi (core
biyopsi) ile kitleden 6rnekleme yapilarak lezyonun benign ya da malign karakterde
olmasi radyolojik ve histopatolojik bulgular ile birlikte degerlendirilir ve hatta in situ

ve invaziv ayirimi yapilabilir (Ozmen ve ark., 2012).

2.7. Meme Kanserinde Evreleme

1977’de kurulan Amerikan Kanser Ortak Komitesi (American Joint Commitee
on Cancer/AJCC), TNM olarak adlandirilan, anatomik bulgulara dayanan bir evreleme
sistemi yayinladi. T: tiimor biiyiikliigiinii, N: lenf nodu tutulumunu, M: metastazi ifade
etmektedir. Giliniimiizde halen bu TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir. Bu
evreleme sistemi, yalnizca genis bir yelpazedeki tiimdrleri degil, farkli tipte

maligniteleri de kapsayan, hekimlerin tan1 koymasini kolaylastiran ¢ok cesitli
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giincellemeleri de igerir. Meme kanser evrelemesi, meme kanseri tanis1 konulduktan
sonra hastaligin seyri, kanserin hangi asamada oldugu, kansere en uygun tedavinin
secilmesi gibi konularda hekime 1s1k tuttugundan son derece énemlidir (Giuliano ve
ark., 2018). AJCC, major prognostik faktorleri kullanarak meme kanserlerini Evre 0 —

IV arasinda klinik evrelere ayirmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. AJCC’nin klinik evreleme siiflamasi (Compton ve ark., 2012).

5 Yilhik
Evre Ozellik Sagkalim
Oram
Evre 0 DKIS veya LKIS %92
Evre | 2 cm veya daha kii¢iik boyutta %enf n_odu tut_ulumu 0687
olmayan (<0.02 cm metastaz) invaziv karsinom
5 cm ve daha kiiciik boyutta ve 3 lenf nodu
metastazina kadar tutulumu olan veya 5 cm’den
Evre Il - . . %75
biiyiik ancak lenf nodu tutulumu olmayan invaziv
karsinomlar

5 cm veya daha kii¢lik boyutta ve 4’{in iizerinde
lenf nodu metastazi olan invaziv karsinomlar, 5
cm’den biiyiik ve lenf nodu metastaz1 olan
invaziv karsinomlar, 10 ve ilizerinde lenf nodu 0
Evre 111 . . : ) 0046
metastazi olan invaziv karsinomlar, internal lenf
nodu metastaz1 olan karsinomlar, deri tutulumu
olan invaziv karsinomlar, klinik olarak

inflamatuar karsinomlar

Uzak organ metastazi olan tim meme

%1
karsinomlari 013

Evre IV
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2.7.1 Primer Tumor Siniflamasi

Primer tiimor ve tiimoOriin makroskopik goriinlimiine gore siniflandirma

asagida siralandigi sekildedir (Compton ve ark., 2012);

Tx: Degerlendirilemeyen primer timor
TO: Primer tiimore ait bulgu yok
Tis: In situ karsinom
o Tis (DCIS): Duktal karsinoma in situ
o Tis (LCIS): Lobiiler karsinoma in situ
o Tis (Paget): Meme basiin paget hastaligi
T1: Timor ¢ap1 2 cm ya da daha kiigiik
o T1lmik: Timor ¢ap1 0.1 cm’den kii¢iik tiimor; mikroinvazyon
o Tla: Timér ¢apt 0.1 cm ile 0.5 cm arasinda olan timor
o T1b: Tiimér ¢ap1 0.5 cm ile 1 cm arasinda olan timor
o Tlc: Timor ¢apt 1 cm ile 2 cm arasinda olan timor
T2: Timor ¢ap1 2 cm ile 5 cm arasinda olan tiimor
T3: Tiimor ¢ap1 5 cm’den biiyiik tiimor
T4: Gogiis duvart ve/veya cilt dokularma direkt yayilimi olan herhangi
biiyiikliikte timor
o T4a: Pektoralis major kasi disinda gogiis duvarina yayilimi olan tiimor
o T4b: Odem, portakal kabugu gériiniimii, cilt iilserasyonu veya satellit
cilt nodiillerinin eslik ettigi timor
o T4c: T4a ve T4b’nin birlikteligi

o T4d: Inflamatuar karsinom

2.7.2. Bolgesel Lenf Nodlar1 (Klinik Siniflama)

Bolgesel lenf nodu tutulumuna goére klinik olarak yapilan siniflama asagida

siralandig sekildedir (Compton ve ark., 2012);

Nx: Degerlendirilemeyen lenf nodu tutulumu
NO: Bolgesel lenf nodu tutulumu yok

N1: Hareketli, ipsilateral bolgesel lenf nodu tutulumu
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e N2: Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi veya
aksiller metastaz olmaksizin klinik veya radyolojik olarak (lentosintigrafi
disinda) goriilebilen ipsilateral internal lenf nodu metastazi

o N2a: Birbirlerine veya komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf
nodu metastazi

o N2b: Aksiller metastazi olmaksizin klinik veya radyolojik olarak
goriilebilen ipsilateral internal mammaryan lenf nodu metastazi

e N3: Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastaz1 veya klinik ve radyolojik
(Ienfosintigrafi disinda) olarak goriilebilen ipsilateral internal mammaryan lenf
nodu metastazi + aksiller lenf nodu metastazi veya supraklavikiiler lenf nodu
metastazi

o N3a: Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu
metastazi

o N3b: Klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi diginda) olarak goriilebilen
ipsilateral internal mammaryan lenf nodu metastazi + aksiller lenf nodu
metastazi

o N3c: Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastaz

2.7.3. Bolgesel Lenf Nodlar: (Patolojik Siniflama)

Bolgesel lenf nodu tutulumuna gore patolojik olarak yapilan siniflama ise
asagida siralandigi sekildedir (Compton ve ark., 2012);
e pNXx: Degerlendirilemeyen bolgesel lenf nodlari
e pNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
o pNO(i-): Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok, IHK (-)
o PpNO(i+): Bolgesel lenf nodu metastazi yok, IHK (+), ancak tiimor
infiltrasyon alan1 0.2 mm’den k¢iik
o pNO(mol-): Bolgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (-)
o PpNO(mol(+):Bolgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (+)
e pN1: Mikrometastaz; timor infiltrasyon alan1 0.2 mm ile 2 mm arasinda, 1-3
aksiller lenf nodu tutulumu velveya Kklinik veya radyolojik olarak
goriintiilenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan internal mammaryan

lenf nodunda mikrometastaz
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o PNImik: Timdr infiltrasyon alani 0.2 mm ile 2 mm arasinda;
mikrometastaz
o pN1a: 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu
o pN1b: Klinik veya radyolojik olarak goriintiillenemeyen, ancak sentinel
biyopside saptanan internal mammaryan lenf nodunda mikrometastaz
o pNlc: 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu ve klinik veya radyolojik olarak
goriintiillenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan internal
mammaryan lenf nodunda mikrometastaz
PN2: 4-9 aksiller lenf nodu metastazi veya aksiller tutulum olmaksizin internal
mammaryan lenf nodlarinda klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi disinda)
olarak goriintiilenebilen tutulum
o pN2a: tiimdr infiltrasyon alan1 2 mm veya daha biiytik, 4-9 aksiller lenf
nodu metastazi
o PpN2b: Aksiller tutulum olmaksizin internal mammaryan lenf
nodlarinda klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi disinda) olarak
goriintiilenebilen tutulum
pN3: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf
nodu metastazi, veya klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi disinda) olarak
belirgin internal mammaryan lenf nodu metastazi + en az 1 aksiller lenf nodu
metastazi, veya sentinel biyopsi ile tanist konan mikroskobik internal
mammaryan lenf nodu metastazi + 3'den fazla aksiller lenf nodu metastazi
o pN3a: Timdr infiltrasyon alan1 2 mm’den biiyiik, 10 veya daha fazla
aksiller lenf nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf nodu metastazi
o pN3Db: Klinik ve radyolojik (lenfosintigrafi disinda) olarak belirgin
internal mammaryan lenf nodu metastaz1 + en az 1 aksiller lenf nodu
metastazi veya sentinel biyopsi ile tanis1 konan mikroskopik internal
mammaryan lenf nodu metastazi + 3'den fazla aksiller lenf nodu
metastazi

o pNB3c: Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastazi.
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2.7.4. Uzak Metastaz

Metastatik durumlara gore siniflama asagida siralandigr sekildedir (Compton
ve ark., 2012);
e Mx: Degerlendirilemeyen uzak metastaz
e MO: Uzak metastaz yok

e M1: Uzak metastaz var

2.7.5. TNM Evreleme Sistemi

AJCC’ye gore TNM evreleme sistemi Tablo 2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2.3. AJCC’nin TNM evre gruplar1 (Brierley ve ark., 2016).

EVRE TUMOR LENF NODU METASTAZ

EVRE 0 Tis NO MO

EVRE 1 T1 NO MO
TO N1 MO

EVRE 2A T1 N1 MO
T2 NO MO

EVRE 2B T2 N1 MO
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO

EVRE 3A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO

EVRE 3B T4 N1 MO
T4 N2 MO
T

EVRE 3C (Tis, TO, T1, T2, T3 | N3 MO
veya T4)
T N

EVRE 4 (Tis, TO, T1, T2, T3 | (NO, N1, N2 veya | M1
veya T4) N3)
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2.8. Meme Kanserinde Prognostik ve Prediktif Faktorler

Meme kanserinde hastaliksiz ve genel sagkalim ile iligkili her tiirlii parametre
prognostik faktor olarak adlandirilir. Prognostik ve prediktif faktor olarak kullanilan
en yaygin parametreler; ER ve PR varligi, HER2 durumu, Ki-67 ekspresyonu, timdor
anjiyogenezi ve timor baskilayict genler olarak siralanabilir. Evre, timdr capi,
histolojik grade, niikleer grade, aksiller lenf nodu tutulumu, CIS komponentinin
karakteri ve orani, lenfovaskiiler invazyon, deri ve meme basit invazyonu ise
konvansiyonel prognostik faktdrlerdendir. Tiim bu faktdrler tiimoriin dogal seyrini

onceden belirlemek amaci ile kullanilir (Cianfrocca ve Goldstein, 2004).

2.8.1 Evre

Meme kanserinde evreleme TNM evrelemesi temeline dayanir. Aksiller ve
intramamarial lenf nodlar1 disindaki lenf nodlarmmin (transpektoral, internal
mammarial, supraklavikuler ve servikal) tutulumu uzak metastaz olarak
degerlendirilir. Timor tipi, ¢ap1 ve yayilimi; bolgesel lenf nodlar1 ve metastazlarin alt
tip kombinasyonlari ile degerlendirilip I’den IV e kadar evreleme yapilir (Giuliano ve

ark., 2018).

2.8.2. Aksiller Lenf Nodu Tutulumu

Aksiller lenf nodu tutulumu, metastatik tiimor biiylimesi olan ipsilateral
aksiller lenf nodu sayisi ile ifade edilir. Hastaliks1z ve genel sagkalimi gésteren bilinen
en gliclii prognostik faktordiir. Metastaza dair bir kanit1 bulunmayan hastalarda (MO0),
bes yillik sagkalim oraninin %80-90 arasinda oldugu bildirilmistir (Ozmen ve ark.,

2012; Siegel ve ark., 2017).

Klinik olarak tan1 konulmus meme kanserlerinin %50’sinde aksiller lenf nodu
tutulumu beklenir. Aksiller lenf nodu tutulumunun klinik olarak degerlendirilmesi
yanlig pozitif ve negatif sonuglara sebebiyet verebileceginden en dogru degerlendirme
icin biyopsi gereklidir (Garcia-Etienne ve ark., 2019). Daha az morbiditeye sahip

alternatif bir diger prosediir ise sentinel lenf nodu biyopsisidir. Sentinel lenf nodu;
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timorden koken alan hiicrelerin gittigi ilk lenf digliimii olarak adlandirilmistir.
Isaretlemede radyoaktif izotoplar ya da mavi boya kullanilmaktadir. Sentinel lenf nodu
negatif ise, daha gerideki lenf nodlarinda da tutulum olmadig: yiliksek olasilikla kabul
edilir (Acar ve ark., 2017).

Meme kanserli hastalarda metastatik lenf nodu sayis1 olduk¢a 6nemlidir. 4 ve
lizeri metastatik lenf nodu varliginda prognoz kétiidiir. Boyut olarak 2mm’nin altinda
olan mikrometastazlarin prognozdaki roli heniiz tartismali bir konudur. 2mm ve tizeri
boyutta olan makrometastazlar ise kanitlanmis prognostik 6neme sahiptir (Garcia-

Etienne ve ark., 2019).

2.8.3. Tiimor Capi

Aksiller lenf nodu tutulumu negatif olgularda en giiclii ve tutarli prognostik
faktor tiimor ¢apidir. Adjuvan tedavi karar1 vermede rutin olarak kullanilir. Timor cap1
ile sagkalim arasinda ters orantili bir iliski bulunmakta olup, timér biyiikligi,
tutulumu olan lenf nodu sayis1 ile korelasyon gdsterir. Bununla birlikte bagimsiz
olarak da degerlendirilebilir. Biiyiikliik olarak ¢ap1 2 cm veya altinda olan tiimdrlerde

olgularin prognozunun daha iyi oldugu kabul edilir (Cianfrocca ve Goldstein, 2004).

2.8.4. Tiimor Derecesi (Histolojik Grade)

Tiimoriin histolojik derecesi; koken aldigr dokuya ne derece benzedigi, yani
diferansiyasyonu ile degerlendirilir. Genel sagkalim iizerine etkisi en iyi arastirilmis
prognostik faktor tiimoriin histolojik derecesidir (Cianfrocca ve Goldstein, 2004).
Glinlimiizde tiimor diferansiyasyonunu degerlendirmede yaygin olarak kullanilan
sistem, Elston tarafindan modifiye edilmis Modified Scarff Bloom Richardson
derecelendirme sistemidir (Elston ve Ellis, 2002). Bu sistemde tubul formasyonu,
niikleer grade ve mitoz orani ayr1 ayri incelenerek skorlanir ve tiimoriin histolojik
diferansiyasyonu I ve III arasinda derecelendirilir (Tablo 2.4). Grade | iyi diferansiye
tiimorleri, grade II orta derece diferansiye tiimorleri, grade III kotii diferansiye

timorleri ifade eder. Uzak metastaz riski ve sagkalim orani en kotii olan tiimorler grade
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I11, en iyi timorler ise grade | tiimorlerdir. Bu derecelendirme, mediiller karsinomlar
hari¢ olmak iizere tiim invaziv meme karsinomlarinda kullanilabilir (Bansal ve ark.,

2012; Lakhani ve ark., 2012).

Tablo 2.4. Invaziv meme karsinomlarinda histolojik derecelendirme (Lakhani ve ark.,
2012).

BULGU SKOR

Tubul ve Gland Formasyonu

[HEN

Tlimoriin biiyiik kismi (> %75)

Orta derece (%75-10)

Yok veya ¢ok az (< %10) 3
Niikleer pleomorfizm

N

Kiigtik, diizenli, uniform hiicreler 1
Cap ve pleomorfizmde orta derecede artis 2
Belirgin pleomorfizm 3

Mitoz sayis1 (10 biiyiik biiyiitme alaninda)

<8 1
9-16 2
>17 3

Buna gore tlimoriin histolojik derecesi asagidaki gibi hesaplanarak belirlenir;
e Toplam skor 3-5 ise Grade |
e Toplam skor 6 veya 7 ise Grade Il

e Toplam skor 8 veya 9 ise Grade Il

2.8.5. Lenfovaskiiler Invazyon

Tiimor dokusunu cevreleyen lenfatik ve kapiller damarlarin invazyonu, lenf
nodu metastazi ile iligkilendirilir ve bu sebeple prognostik agidan oldukca 6nemlidir.
Klinik olarak anlamli evreleme alt gruplarinda lenfovaskiiler invazyon varliginin
bagimsiz, yiiksek riskli bir kriter olup olmadig1 hala belirsizdir. Vaskiiler invazyona 4
ve tlizeri lenf nodu tutulumu izlenen olgularda daha siklikla rastlanir. Lenfatik

invazyona siklikla perinoral invazyon da eslik eder (Rakha ve ark., 2012).
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2.8.6. Ostrojen Reseptorii (ER) ve Progesteron Reseptorii (PR)

fleri evre meme kanserlerinde steroid reseptdr bulunup bulunmama durumu,
meme kanserli hastalar1 tedavilerinin  yOnlendirilmesinde uzun yilardir
kullanilmaktadir. Giiniimiizde invaziv meme karsinomuna ait dneklerde ER ve PR
varliginin arastirilmast rutin bir uygulama haline gelmistir. PR, teorik olarak ER
indiiklemesiyle olusan bir reseptordiir. ER ve PR varliginin klinik seyir ile iliskili
oldugu bildirilmis olup, ER ve PR diizeyleri proliferasyon ile ters orantilidir. ER
diizeyi yas arttik¢a artig gdsterir, buna karsin PR diizeyi ise menopoz ile iliskilidir (Yip
ve Rhodes, 2014; Goyal ve ark., 2016).

Yapilan ¢aligmalarda ER (+) olgularda hastaliksiz sagkalimin ER (-) olgulara
gore daha uzun oldugu saptanmigtir. Primer meme kanserlerinin yaklagik %55-
65’inde, metastazlarin ise %45-55’inde ER(+) durumu goézlenir. ER (+) tiimorli
olgularin biiyiik bir kismi (ortalama %352’si), hormonal tedaviye yanit verirken ER (-)
olgularda ise bu oran %8’e kadar diiser. ER ve PR’nin her ikisinin de pozitif oldugu

durumda ise hormonal tedaviye yanit verme oram1 %75-80’dir (Young ve ark., 2018).

2.8.7. HER2

Hiicre biiylimesi kontroliinde gdrev alan transmembran bir glikoprotein olan
HER2 (Human epidermal growth factor veya c-erbB2), tiimor proliferasyonu,
metastaz yetene8i ve ila¢ direnci ile iliskilidir (Cianfrocca ve Goldstein., 2004).
HER2’nin normal meme dokusundaki ekspresyon orani %15-30 iken, meme
kanserinde bu oran %20-30’dur (Kumar ve ark., 2008). HER2 pozitifligi kotii prognoz
ve timor agresifligi ile yakindan iliskilidir. HER2 durumu, hastanin adjuvan
kemoterapi alip almayacagini belirlemekte yardimci olur (Hicks ve Kulkarni 2008;

Ramadan ve ark., 2011).
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2.8.8. Ki-67

Ki-67 yalnizca prolifere olan hiicrelerde bulunan niikleer antijene karsi
gelismis monoklonal bir antikordur. Ki-67, hiicre siklusunun aktif fazinda, hiicrelerin
onarimi sirasinda veya hiicre siklusunun baslamasiyla eksprese edilmektedir. Hiicre
dongiisiiniin GO fazina tiim hiicreler DNA igeriginden bagimsiz olarak girebildiginden
Ki-67 proliferasyon durumu, timoriin prolifere hiicre komponenti ile alakali bilgi
verir. Immiinohistokimyasal yontemle degerlendirilen Ki-67, proliferasyon gostergesi
olarak en sik bagvurulan parametredir. Timor dokusunda Ki-67 ekspresyonu; aksiller
lenf nodu tutulumu, timor biiyiikligi, histolojik derece ve lenfovaskiiler invazyon ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte hormon reseptorlerinin artisi, Ki-67’nin diisiik
ekspresyonunu gosterir (Yerushalmi ve ark., 2010; Denkert ve ark., 2015; Ragab ve
ark., 2018).

2.8.9. VEGF

Timor hiicrelerinin gelisim, invazyon ve metastaz yetenegine sahip olmasi
anjiyogeneze baglidir. Anjiyogenezde rol oynayan endotel biiylime faktdrlerinin en
onemlisi VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)’dir. VEGF, normal ve
patolojik kosullarda goriilen anjiyogenezin temel indikleyicisidir. Notrofiller,
makrofajlar, trombositler, tiimoriin stromal hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan
eksprese edilir (Rosen, 2002; Eichmann ve Simon, 2012 ). Yapilan ¢alismalarda, farkli
kanser tiplerinde serum VEGF diizeyi ile timor evresi ve tiimoér dokusunda VEGF
ekspresyonu arasinda anlamli korelasyon saptanmistir (Banys-Paluchowski ve ark.,
2018).

VEGF’nin tiimoér dokusunda ekspresyonu, hasta sagkalimi ile iliskilidir.
Tedavi tiirline karar verilme asamasinda ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde de
yardimci faktor olarak kullanilabilir. Lenf nodu tutulumu negatif olan meme kanseri
olgularinda ER, PR ve tiimor boyutu ile VEGF ekspresyonu arasinda anlamli iliski
bulundugu rapor edilmistir (Choi ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2013).
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2.9. Meme Kanserinde Molekiiler Siniflama

Meme karsinomlu olgularin gen ekspresyon profillerinin farkliligi, 2000
yilinda yapilan ¢alisma ile belirlenmistir (Perou ve ark., 2000). Daha sonraki
caligmalarda ise meme karsinomlarinin gen ekspresyon profilleri daha ayritili
¢ikarilmaya baslanmistir (Malhotra ve ark., 2010; Dai ve ark., 2015). Molekiiler olarak
meme karsinomlar1 luminal A, luminal B, HER2 amplifiye ve bazal benzeri olmak
lizere 4 alt tipe ayrilir. Luminal A ve B, meme bezlerinin luminal hiicrelerine benzerlik
gosterirler. Luminal A; ER ve PR pozitif, HER2 negatif olgular1 kapsar. En sik goriilen
alt tip olmakla beraber genelde diisiik dereceli tiimorlerden olusur. Tiim meme kanseri
tipleri igerisinde en iyi prognoza sahip gruptur (Prat ve ark., 2013). Luminal B alt
grubunda da ER ve PR pozitif goriiliir, ancak Ki-67 proliferasyon oraninin yiiksek
olmasi (%14’ten fazla) ayiric1 6zelligidir. HER2 (+) veya (-) olabilir. Prognoz luminal
A’ya gore daha kotidiir (Creighton, 2012). HER2 amplifiyede; HER2 pozitif, ER ve
PR nadir pozitiftir. Tim meme kanserlerinin %10-15’ini olusturur. Bazal benzeri
tiimorler, normal meme dokusunun bazal hiicreleri ile benzerlik gosterirler. HER2, ER
ve PR’nin ayn1 anda negatif olmasi sebebiyle ‘‘triple negatif meme karsinomlart’’
olarak adlandirilirlar. CKS5, CK6 ve CK17’yi yiiksek diizeylerde eksprese etmekle
birlikte p53 mutasyonu, yiiksek proliferasyon indeksi, yiiksek timor grade’i ve kotii
prognoz ile iliskilidir (Hudis ve Gianni, 2011).

2.10. HGF/c-MET Sinyal Yolag:

HGF (hepatosit biiylime faktorii), yaklasik 90 kD biiyiikliigiinde, plazminojen
serin proteaz ailesine mensup heterodimerik, multidomain bir glikoproteindir. Disiilfit
bagli sitokinlerin en biiyiigii olan HGF, PRGFs (plazminojen ile iligkili biiyiime
faktorleri) i¢inde yer alir ve PRGF1 olarak da adlandirilir. Plasenta ve karacigerin
normal gelisimi, morfogenezis, noral gelisim, bobrek ve akciger rejenerasyonunda
gorev alir. Bununla beraber kanser hiicrelerinin invazyon, migrasyon ve

anjiogenezisinde 6nemli rol oynar (Organ ve Tsao, 2011).

HGF, aktivator protein-1 (AP-1)’e bagimli COX2’yi aktive ederek apoptozu
inhibe eder (Byun ve ark., 2014). Ayrica HGF’nin meme kanserinde Bcl-X1, kolon
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kanserinde Bcl-W aktivasyonu ile, akciger kanserinde ise glioblastoma hiicrelerinde
MAPK/Akt sinyal yolag ile apoptozu inhibe ettigi belirtilmistir (Liska ve ark., 2011;
Gumiistekin ve ark., 2012; Leung ve ark., 2017). Bunun yani sira bobrek ve mide epitel
hiicreleri, miyositler, podositler, serebellar néronlar, endotelyal hiicreler, hepatositler
ve plazma hiicreleri, HGF’nin antiapoptotik etki gosterdigi diger yerlerdendir
(Nakamura ve Mizuno, 2010).

c-MET (mezensimal epitelyal transisyon faktorii), transmembranal bir reseptor
tirozin kinazdir. Reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve HGF’nin reseptorii olan c-MET,
insanda 7. kromozomda (7g21-g31) lokalize, 120 kb’den daha biiyiik bir gen olan
MACCI (metastazla iliskili kolon kanser geni), tarafindan kodlanir. c-MET proteini,
ekstraselliiler bir o alt birimi ile tirozin kinaz aktivitesi olan kismi transmembranal
yerlesimli olmak {iizere diger kismi sitoplazmik yerlesmis P alt birimlerinden
olugmaktadir (Sierra ve Tsao, 2011). c-MET temel olarak epitelyal hiicreler tarafindan
salgilanmakla birlikte vaskiiler endotel hiicreleri, lenfatik endotel hiicreleri, néral
hiicreler, hepatositler, hematopoetik hiicreler ve perisitler tarafindan da salgilanir.
Buna karsin HGF, yalnizca mezenkimal hiicreler tarafindan salgilanir. c-MET’1 aktive
eden mutasyonlarin ¢ogu P alt biriminin transmembranel bolgesinde gercgeklesir.
Bunun sonucunda ¢c-MET’in ¢ogu solid tiimorde tiimor hiicrelerinin metastaz ve

invazyon kapasitesini artirdig1 gériilmiistiir (Cecchi ve ark., 2010).

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) / mezenkimal-epitelyal gecis faktorii (CMET)
yolagi, primer bir tiimoriin invazyon ve metastazina katkida bulunan bir dizi sinyal
yolunu aktive eder. cMET bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve bilinen tek ligandi da
HGF'dir. HGF'nin ¢cMET'e baglanmasi, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K / AKT),
mitojenle aktive olan protein kinaz (ERK / MAPK) ve sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon (STATS) yolaklar1 gibi efektorleri aktive eden fosforlanmis cMET
olusumuna yol agar. HGF / cMET etkilesimi, bu hiicresel sinyalizasyon yollar1 yoluyla
da hiicresel proliferasyon, hayatta kalma, gé¢ ve invazyonda anahtar rol oynar

(Nakamura ve Mizuno, 2010; Leung ve ark., 2017)

HGF / ¢c-MET yolaginin aktivasyonu, fosfatidilinositol-3-kinazin (PI3 kinaz)
aktivasyonu ve ardindan Akt aktivasyonu ile apoptozu onler. PI3 kinaz-Akt yolu ve
RAS-MAPK yolu aracilifiyla ¢arpraz karigmanin, hayatta kalmay tesvik ettigi isaret
edilmistir. Ayrica c-MET ve epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) arasindaki
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carpraz karigsma da cesitli biyolojik sistemlere dahil edilmistir (Sekil 2.5). Solid
timorlerin  ¢ogunda HGF ve c¢-MET ekspresyonu gozlenmistir ve c-MET
sinyalizasyonu da meme kanseri dahil olmak iizere c¢esitli maligniteler ile

iliskilendirilmistir (Eder ve ark., 2009)

HGF
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Sekil 2.5. HGF/c-MET sinyal yolagi (Eder ve ark., 2009).

2.11. MACC1

c-MET sinyal yolaginin transkripsiyon regiilatorii olan MACCI1 ’in, ilk olarak
2009 yilinda Stein ve arkadaglar tarafindan primer ve metastatik kolon kanserinde
normal kolon mukozasina gore yiiksek ekspresyonu yaninda hayatta kalma siiresinin
azlig1 ve metastazla iligkisi saptanmistir. MACC1 geni, 7. kromozom {izerinde
(7p21.1) bulunur ve yedi ekzon ve alti introndan olusur. MACCL proteini bir Src
homoloji 3 (SH3) domaini, ZU5 domaini ve iki 6liim domaini (DD) barindirir.
MACCI igeren protein-protein etkilesimleri, bu domainlerin alan yapisina dayanmak
sureti ile mimkiindiir (Sekil 2.6). MACCI1 sayisiz genin promotdr bolgelerinde
bulunan SP1 alanina baglanir. Ayrica, MACC1'in MAPK sinyal yolunun bir hedef
geni oldugu ileri siiriilmektedir (Arlt ve Stein, 2009; Stein ve ark., 2009a).
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Sekil 2.6. HGF / c-Met sinyalini aktive eden MACCI tarafindan diizenlenen pozitif
feedback dongiisii modeli (Arlt ve Stein, 2009).

Daha o6nce yapilan in vitro ¢alismalar, HGF / MET yolunun hiicre motilitesi,
invazyon ve metastazda temel rol oynadigin1 gostermistir (Sattler ve ark., 2007). Stein
ve arkadaslart 2009 yilinda yaptiklart calismada MACC1’in ayrica ksenograft
modellerinde tiimor biiyiimesine neden oldugunu ve HGF / MET sinyal yolunun ana
regiilatorii oldugunu saptamiglardir. MACCI, in vitro kanser hiicrelerinde invazyon,
proliferasyon, migrasyon ve koloni olusumunu indiikler ve kolon kanserinde tiimor
biiyiimesi ve metastazin temel diizenleyicisi olarak tanisal ve prognostik olarak degerli

bir belirtegtir (Stein ve ark., 2009a; Stein ve ark., 2009b).

MACCT!’in ayrica kolon kanseri yaninda mide kanseri, pankreas kanseri,
hepatoselliiler kanser, akciger kanseri, over kanseri ve meme kanseri dahil diger bircok
solid kanserde de tanisal ve prognostik olarak 6nemli bir belirteg¢ oldugu

vurgulanmaktadir (Sueta ve ark., 2015; Guo ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Toplanmasi

Bu ¢alismaya 2011-2018 yillar1 arasinda Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali arsivinden taranarak radikal mastektomi operasyonu yapilan
ve invaziv duktal karsinom tanis1 almis ¢alismaya uygun bulunan 66 adet olgu dahil
edildi. Caligmaya alinan olgularin daha 6nce neoadjuvan tedavi almamis olmalarina
ve immiinohistokimyasal olarak ER, PR, HER2 ve Ki-67 ¢alismalarinin yapilmis
olmasina dikkat edildi. Ayrica herhangi bir meme hastaligi problemi olmayan ve
sadece mammoplasti nedeniyle opere olmus olgular arasindan 25 olgu kontrol
grubumuz i¢in se¢ildi. Olgulara ait normal kontrol ve tiimdr dokuyu en iyi temsil eden

parafin bloklar arsivden temin edildi.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calismamiza Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu 05/06/2017 tarih ve E.22304 sayil1 karari ile etik kurul onayr alinmistir.

3.3. Immiinohistokimyasal Metod

66 adet timor ve 25 adet kontrol dokusuna MACCI ve VEGF protein
ekspresyonlar1 immiinohistokimyasal yontemle calisildi. ilk olarak tiimérlii parafin
bloklardan pozitif sarjli lam {iizerine yaklasik 3,5-4p kalinhiginda kesitler alindi.
Preperatlar 30-45 dk 65°C etiivde bekletilerek deparafinizasyon islemine hazir hale
getirildi. Parafini kismen uzaklastirilmis preperatlar Ventana Benchmark XT

immiinohistokimyasal boyama cihazinda ¢alisildi.
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Immiinohistokimyasal boyama protokolii asagidaki asamalar takip edilerek

yapildi:

Pozitif sarjli lamlara aliman kesitler cihaza (Ventana Benchmark XT)

yerlestirilip parafinin eritilmesi islemi cihazda gerceklestirildi.

Lamlarda CC1 (Cell Conditioner 1) soliisyonu ile antijen agiga ¢ikarma iglemi
uygulandi.

Lamlara hidrojen peroksit uygulanarak 7 dk inkiibasyon ile endojen
peroksidazin maskelenmesi islemi yapildi.

Primer antikorlar VEGF (Thermo Scentific RB-9031-R7 - 1:100) ve MACC1
(Millipore Polyclonal Human-Mouse Anti-MACC1 - 1:400) manuel olarak
damlatilarak 30 dk inkiibasyon yapildi.

Ultra View Universal DAB Detection kit sekonder antikoru 10 dk siireyle
uygulandi.

Hematoksilen ile 8 dk arka plan boyamasi yapildi ve ardindan Bluing Reagent
soliisyonu ile arka plan boyamasi iletildi.

Bu asamadan sonra lamlar cihazdan alinarak durulama, alkol ile dehidratasyon,
ksilen ile seffaflandirma islemleri yapildi. Preperatlara entellan damlatilarak

lamel ile kapatildi.

3.3.1. Immiinreaktivitenin Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal olarak calisilan MACC1 ve VEGF protein

ekspresyonlarinin degerlendirilmesi, iki patolog tarafindan olgular hakkinda herhangi

bir klinik ve patolojik bilgi bilinmeden ergonomik yanyana iki baslikli 11k mikroskobu
(Nikon 300038) ile 400x (40x objektif lens, 10x okiiler lens) biiylitmede yapildi. Her

iki antikor i¢in tiimor hiicrelerinin epitelindeki sitoplazmik boyanma derecesi dikkate

alindi. Stromal alanlar degerlendirmeye alinmadi. Ayrica her iki antikor da timor

dokularinin tamaminda ancak farkli yogunluklarda ekspresyon gosterdiginden,

ekspresyon degerlendirilirken boyanmanin yogunlugu esas alindi. Buna gére MACCI1

ve VEGF ekspresyonu dokulardaki boyanma yogunluguna gore asagidaki sekilde

skorlandi:
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e Hig¢ boyanma yoksa ‘0’ ,

e Zayif boyanma (agik sar1) varsa ‘1°,

e Orta siddette boyanma ( sari-kahverengi) varsa ‘2’ ,

e Kuvvetli boyanma (kahverengi) varsa ‘3’ .

Boyanma skoru 0 ve 1 olanlar negatif, 2 ve 3 olanlar pozitif olarak gruplanarak

istatistiksel analiz yapildi.

3.4. Molekiiler Metod

3.4.1 Real Time PCR Metodu

66 adedi tiimor dokusu ve 25 adedi benign kontrol dokusu olmak iizere toplam
91 adet doku 6rnegi iizerinde calisildi. Ornekler parafin bloklardan 3,5 um kalinliginda
kesit alinmis sekilde pozitif sarjli lam {lizerine alindi. Doku 6rneklerinden RNA’ya

0zgi kit kullanilarak RNA 1zolasyonlar1 yapildi.

RNA’dan cDNA sentezi yaparken RNA kuyrugunun sonundaki A kuyrugu ile
eslesen Oligodtler kullanilarak elde edildi. Elde edilen cDNA’lardan SYBR Green
temelli Real Time PCR kuruldu.

Deparafinizasyon

e Ornekler 60°C etiivde 1 saat bekletildi.

e Icerisine ksilen eklendi ve 10 dk bekletildi.

o Ksilen uzaklastirildiktan sonra lizerine tekrar ksilen eklendi ve 10 dk bekletildi.
e %100 Ethanol: 10 dk

e %095 Ethanol: 10 dk

e %70 Ethanol: 5 dk

e %50 Ethanol: 5 dk

e %30 Ethanol: 3 dk

e 1X PBS: 5dk bekletildi ve kapaklarin agz1 agik birakilarak uzaklastirilmasi

saglandi.
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e Parafin uzaklastirilan dokulardan RNA izolasyonu asagidaki protokole uygun

olarak yapildi:

Dokudan RNA Izolasyonu (Gene All, Ribospin, Cat No: 304-150, Lot No:
30416D05014)

e -80°C’de saklanan dokular RNAaselardan arindirilmis steril bir ¢alisma
ortaminda bistiiri ile ufak pargalara ayrildi.

e Parcalanan dokularin iizerine 400 uL LYS buffer ve 4uL. B-mercaptoethanol
eklendi.

e Oda sisinda 5 dk bekletildi.

e Elde edilen lizat mini spin kolona aktarildi.

e 10.000 devirde 30 sn oda 1sisinda santrifiij edildi.

e Toplama tiipleri degistirildi ve tizerine 500 pnL GW 1 buffer eklendi.

e 10.000 devirde 30 sn oda 1s1sinda santrifiij edildi.

e Toplama tiipleri degistirildi ve tizerine 700 pnL RNW buffer eklendi.

e 10.000 devirde 30 sn oda 1sisinda santrifiij edildi.

e Herhangi bir bufferin kolon igerisinde kalmasina karsin tekrar 10.000 devirde
1 dk siireyle oda 1sisinda santrifiij edildi.

e Kolonlar etiketlenmis steril 1.5 ml’lik eppendorflara alindu.

e Uzerine 50 pL nuclease-free water eklendi. 1 dk oda 1sisinda bekledikten sonra
10.000 devirde 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

e Elde edilen RNA - 20°C’de saklandi.

RNA’dan CDNA Izolasyonu (Gene All, Hyperscript, First Strand Synthesis Kit,Cat
No: 601-005, Lot No : FS015B04002)

RNA’dan cDNA sentezi iki asamada yapildi.

Bilesenler Miktar Bilesenler Miktar
Distile su 8 uL RNA template 5 pL
D NTPs ims Total 14uL
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Bilesenler eklendikten sonra 65°C’de 5 dk bekletildi. Daha sonra buz iizerine

alindi.

Bilesenler Miktar
10x RTase reaction buffer 2
0.1MDTT

Hyper Script TM Reverse Transcriptase (200 U/uL)
ZymAIITM RNAse Inhibitor

RN

Ikinci asamada yukaridaki bilesenler eklendikten sonra 55°C’de 1 saat,
85°C’de 5 dk bekletildikten sonra -20°C’ye kaldirilda.

c-DNA Konsantrasyon Olciimleri (Life Technologies Molecular Probes, Qubit
sSDNA Assay Kit)

Qubit 2.0 ile ¢ DNA miktarlar1 6l¢iildii. Her bir reaksiyonda 60 ng olacak
sekilde hesaplandi. Hesaplama yapildiktan sonra her bir reaksiyona 2 pL eklendi

Real Time PCR (GeneAll SYBR GREEN MASTER MIX CAT NO:801-520,
LOT:QP116G25001)

Calisma Applied Biosystem Step One Plus cihazi ile yapildi. Ornekler iki
tekrarli olacak sekilde galisildi. Real-Time PCR protokolii Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de
belirtilmistir.

Tablo 3.1. PCR bilesenlerinin miktarlari

PCR BILESENLERI MIiKTAR
2X SYBR GREEN MASTER MIX(Cat No:801-520, oL

Lot no:QP116G25001)

F (10 pm) 1 pL

R (10 pm) 1 pL
ROX 2L
cDNA 2L
WATER 4L
TOPLAM 20 uL
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Tablo 3.2. Real-Time PCR g¢alisma prosediirii

PCR KOSULLARI DONGU SAYISI
95°C 10 dk
X1
95°C 15sn
60°C 45 sn X40

3.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Calismamizda istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 22.0 For Windows
programi ile yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel
metodlarin (ortalama standart sapma) yani sira, immiinohistokiyasal verilerde iKkili
gruplarin  karsilastirmasinda  Fischer
kullanilmistir. Molekiiler verilerde ise stirekli verilerin karsilastirmalarinda Student’s

t testi ve tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. Sonuglar anlamlilik p<0.05

diizeyinde degerlendirilmistir.

Exact testi, Pearson Chi-Square
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Demografik ve Klinikopatolojik Ozellikleri

Calismamizda, invaziv duktal karsinom nedeniyle opere olan 36-79 yaslari
arasinda tamami kadin hastalardan olusan 66 adet olgu bulunmaktaydi. Hastalarin yas
ortalamas1 57,4+3 yil olup 50 yasinda ve daha kiigiik hastalarin sayist 16 (%24.2), 50
yas tzeri hasta sayist ise 50 (%75.7) idi. Kontrol grubumuzun yas ortalamasi ise
39,7+4 yil idi.

Operasyon materyallerinde makroskopik olarak tiimor boyutu 2 cm ve daha

kiigiik olan hasta sayis1 29 (%43.9), 2 cm’den biiyiik olan hasta sayist 37 (%56) idi.

Calismamizda, tiim olgulara lenf nodu diseksiyonu yapilmis olup, lenf nodu

metastazi pozitif hasta sayisi 40 (%60), negatif olan hasta sayis1 26 (%39.3) idi.

Tan1 koyma asamasinda yapilmis olan IHK boyamalar ile olgulara ER, PR
hormon reseptorleri ve HER2 uygulanmistir. Buna gore ER(+) hasta sayis1 52 (%78.8),
ER(-) hasta sayisi ise 14 (%21.2) idi. PR(+) hasta sayis1 43 (%65.1), PR(-) hasta sayis1
ise 23 (%34.8) idi. HER2, 42 olguda (%63.6) pozitif, 24 olguda (%36.3) ise negatif
idi.

Ki-67 proliferasyon indeksi i¢in %15 sinir degeri olarak kabul edildiginde
olgularin 16’s1 (%24.2) diisiik, 50°si (%75.7) ise yiiksek proliferasyon indeksine sahip
idi.

Modifiye Bloom-Richardson derecelendirme sistemine gore 8 olgu (%12.1)

grade I, 37 olgu (%56) grade Il ve 21 olgu (%31.8) grade I1I olarak degerlendirilmistir.

Tiimor olgularinin demografik ve klinikopatolojik ozellikleri Tablo 4.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Timor olgularinin demografik ve klinikopatolojik 6zellikleri

DEMOGRAFIK VE
KLINIKOPATOLOJIK SAYI %
OZELLIKLER
YAS
<50 16 24.2
>50 50 75.7
TUMOR CAPI
<2 29 43.9
>2 37 56
LENF NODU
+) 40 60
) 26 40
ER
+) 52 78.8
) 14 21.2
PR
+) 43 65.1
) 23 34.8
HER2
+) 42 63.6
) 24 36.3
Ki-67
<%15 16 24.2
>0%15 50 75.7
GRADE
I 8 12
I 37 56
Il 21 31.8

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal olarak ¢alistlan MACC1 protein ekspresyonu, boyanma
yogunluguna gore; timor olgularinin 4’iinde (%6) boyanma skoru 0, 17’sinde (%25.7)
boyanma skoru 1, 36’sinda (%54.5) boyanma skoru 2, 9’unda (%13.6) ise boyanma
skoru 3 olarak degerlendirildi (Tablo 4.2). Timé6r olgularimizin 21’inde (%31.8)
MACCI ekspresyonu negatif, 45’inde (%68.1) ise pozitif idi ( Sekil 4.1-4.4).
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Tablo 4.2. Immiinohistokimyasal olarak tiimor olgularindaki MACC1 ekspresyon
skoru ve say1-% dagilimi

MACC1 SKORU SAYI %
SKOR 0 4 6
SKOR 1 17 25.7
SKOR 2 36 54.5
SKOR 3 9 13.6
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Sekil 4.1. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde negatif MACC1 ekspresyonu (Skor 0)
(x400). Hiicre epitelinde boyanma gézlenmemektedir.

Sekil 4.2. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde negatif MACC1 ekspresyonu (Skor 1)
(x400). Hiicre epitelinde zay1f sitoplazmik boyanma gozlenmektedir.

42



%

Sekil 4.3. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde pozitif MACC1 ekspresyonu (Skor 2)
(x400). Hiicre epitelinde orta derecede sitoplazmik boyanma
gozlenmektedir.

Sekil 4.4. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde pozitif MACC1 ekspresyonu (Skor 3)
(x400). Hiicre epitelinde kuvvetli sitoplazmik boyanma gozlenmektedir.
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MACCI ekspresyonu kontrol olgularimizin ise 15’inde (%60) negatif, 10’unda
(%40) pozitif idi. Tiimor olgularinda (%68.1) normal meme olgularina (%40) gore
daha yiiksek oranda pozitiflik gosterdi. Bu fark istatistiksel olarak da anlamliydi
(p=0.014).
Tablo 4.3 ve Sekil 4.5 - 4.7°de normal meme dokular1 ve tiimor dokularinin MACC1

ekspresyon durumu gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Normal meme dokular ve timdr dokularinin MACCI ekspresyon durumu

NORMAL .
MACC1 TUMOR DOKUSU p
MEME
EKSPRESYONU (Chi-Square)
SAYI % SAYI %
)
15 60 21 31.8
(SKOR 0 VE 1)
0.014
(+)
10 40 45 68.1
(SKOR 2 VE 3)

MACC1 EKSPRESYONU

80
70

60
50
40
30
20
10

0

MACC1 (+) MACC1 (-)

m KONTROL m TUMOR DOKUSU

Sekil 4.5. Kontrol ve tiimoér dokularinda MACCI1 (+) ve MACCI1 (-) olgularin dagilimi
(%).
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Sekil 4.6. Normal meme epitel hiicrelerinde negatif MACC1 ekspresyonu (Skorl)
(x400).Hiicre epitelinde zayif sitoplazmik boyanma gozlenmektedir.

> el A

Sekil 4.7. Normal meme epitel hiicrelerinde pozitif MACCI1 ekspresyonu (Skor3)
(x400). Hiicre epitelinde kuvvetli sitoplazmik boyanma gozlenmektedir.

Olgularimiza immiinohistokimyasal olarak calisilan VEGF ekspresyonu, 53
timor olgusunda pozitif, 13 olguda ise negatif olarak degerlendirildi ( Sekil 4.8 - 4.10).
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Sekil 4.8. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde negatif VEGF ekspresyonu (skor 1)
(x400). Hiicre epitelinde zayif sitoplazmik boyanma gozlenmektedir.

Sekil 4.9. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde pozitif VEGF ekspresyonu (skor 2)
(x400). Hiicre epitelinde orta derecede sitoplazmik boyanma
gozlenmektedir.
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Sekil 4.10. Invaziv duktal karsinom hiicrelerinde pozitif VEGF ekspresyonu (skor 3)
(x400). Hiicre epitelinde kuvvetli sitoplazmik boyanma goézlenmektedir.

Timor olgularindaki MACCL ekspresyonu ve VEGF ekspresyonu arasinda

anlamli iliski bulunamadi (p=0.319) (Tablo 4.4), (Sekil 4.11).

Tablo 4.4. Timor olgularindaki MACC1 ekspresyonu ve VEGF ekspresyonu

arasindaki iliski

MACCI (- MACCL (+
VEGF EKSPRESYONU %) ® P
SAYI % SAYI %
VEGF (+) 15 283 38 716
(n=53) 0.319%*
VEGF () :
(o13) 6 46.1 7 538

**: Fischer Exact
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VEGF

MACC1 (+) MACCL1 (-)

80
70
60
50
40
30
20
10

B VEGF (+) ®VEGF (-)

Sekil 4.11. MACCL1 (+) ve MACCL (-) olgulardaki VEGF ekspresyonu (%).

4.2.1. immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen MACC1

Ekspresyonunun Klinikopatolojik Parametrelerle Karsilastirilmasi

MACCI1 protein ekspresyonu, timor olgularindaki  klinikopatolojik
parametreler ( yas (< 50, > 50), tiimor ¢ap1 (< 2 cm, > 2 cm), lenf nodu metastazi (+,-
), ER (+,-), PR (+,-), HER2 (+,-), Ki-67 (< %15, > %15) ve tiimoriin histolojik derecesi
(Grade I-1I, Grade III)) ile karsilastirildi. Klinikopatolojik parametreler, hasta

sayisindaki dagilim ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. MACCI1 ekspresyon durumunun klinikopatolojik parametreler ile iliskisi.

KLINIKOPATOLOJIK MACC1 (-) MACC1 (+) P
PARAMETRELER SAYI % SAYI %
<
YAS <50 5 31.25 11 68.7
(n=16) 0.961*
YAS >50 '
(150) 16 32 34 68
TUMOR CAPI <2 cm 1 379 18 62
(n=29) ' 0.340*
TUMOR CAPI >2 cm 10 27 27 72.9 '
(n=37) '
LENF NODU (+) 15 375 25 62.5
(n=40) 0.219*
LENF NODU (-) '
(n=26) ® 2 % 9
ER (+) 20 38.4 32 615
(n=52) 0.027**
ER () '
(n1) 1 71 13 92.8
PR(*) 14 325 29 67.4
(n=43) 0.860*
PR () '
(1=29) 7 30.4 16 69.5
HER2 (+) 9 21.4 33 785
(n=42) 0.017*
HER2 (-) '
(22 12 50 12 50
Ki-67 <%15 6 375 10 62.5
(n=16) ' ' 0.575*
Ki-67 >%15 '
(n=50) 15 30 35 70
GRADE I VE II 18 0 27 60
(n=45) 0.016*
GRADE 11 :
(n=21) 3 14.2 18 85.7

*: Pearson Chi-Square
**: Fischer Exact

Yas: MACCI ekspresyonunun olgularin yaslarina (<50, >50) gore yapilan
karsilagtirmasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.961) (Sekil 4.12).
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YAS
80
70

60
50
40
30
20
10

0

MACC1 (+) MACC1 (-)

M yas <50 Myas>50
Sekil 4.12. MACC1 (+) ve MACCI1 (-) olgularinin yasa gore (<50, >50) dagilimi (%).

Tiimér capi: MACCI1 ekspresyonunun timor ¢apina (< 2 cm, > 2 cm) gore

yapilan karsilastirmasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.340) (Sekil 4.13).

TUMOR CAPI

MACC1 (+) MACC1 (-)

80
70
60
50
40
30
20
10

E<2cm HE>2cm

Sekil 4.13. MACC1 (+) ve MACC1 (-) olgularimin tiimér ¢apina gore (<2 cm, >2 cm)
dagilimi (%).

Lenf nodu tutulumu: MACCL1 ekspresyonunun lenf nodu tutulumuna (+,-)

gore yapilan karsilastirmasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.219) (Sekil 4.14).
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LENF NODU TUTULUMU

MACC1 (+) MACC1 (-)
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ELN () ELN(+)

Sekil 4.14. MACCL1 (+) ve MACC1 (-) olgularinin lenf nodu tutulumuna (+,-) gore
dagilimi (%).

ER durumu: MACC1 ekspresyonu ve ER durumu (+,-) arasindaki
karsilagtirmada, MACC1 ekspresyonu ER (-) olgularda ER (+) olgulara gore anlaml
derecede yiiksek bulundu (p= 0.027) (Sekil 4.15).

OSTROJEN RESEPTORU

MACC1 (+) MACC1 (-)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

mER(-) WER(+)

Sekil 4.15. MACCL1 (+) ve MACCL (-) olgularinin ER durumuna (+,-) gore dagilimi
(%).
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PR durumu: MACC1 ekspresyonu ve PR durumu (+,-) arasindaki
karsilagtirmada, anlamli fark bulunamadi (p= 0.860) (Sekil 4.16).

PROGESTERON RESEPTORU

80
70
60
50
40
30
20
10

MACC1 (+) MACCL (-)

EPR(-) HPR(+)

Sekil 4.16. MACC1 (+) ve MACCL (-) olgularinin PR durumuna (+,-) gore dagilimi
(%).

HER2 durumu: MACCL1 ekspresyonu ve HER2 durumu (+,-) arasindaki
karsilagtirmada, MACC1 ekspresyonu HER2 pozitif olgularda HER2 negatif olgulara
gore anlaml derecede yiiksek bulundu (p=0.017) (Sekil 4.17).

HER2

MACC1 (+) MACCL1 (-)

100

80

60

40

20

B HER2 (-) ®HER2 (+)

Sekil 4.17. MACC1 (+) ve MACC1 (-) olgularmin HER2 durumuna (+,-) gore
dagilimi (%).

52



Ki-67: MACC1 ekspresyonu ve Ki-67 proliferatif indeksi (< %15, > %15)
arasindaki karsilagtirmada, anlaml fark bulunmadi (p= 0.575) (Sekil 4.18).

Ki-67

MACC1 (+) MACCL (-)

80
70
60
50
40
30
20
10

WKi-67 <%15 MKi-67 >%15

Sekil 4.18. MACCL1 (+) ve MACC1 (-) olgularmin Ki-67 proliferatif indeksine (<
%15, > %15) gore dagilimi (%).

Histolojik Grade: MACCI1 ekspresyonu ve tiimdoriin histolojik derecesi
(Grade I-11, Grade Ill) arasindaki karsilastirmada, MACCL ekspresyonu Grade 111
olgularda Grade I-II olgulara gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.016) (Sekil
4.19).

HISTOLOJiK GRADE

MACC1 (+) MACCL (-)
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B GRADEIVEIl mGRADE Il

Sekil 4.19. MACCL1 (+) ve MACCL1 (-) olgularinin tiimoériin histolojik derecesine
(Grade I-1I, Grade III) gore dagilima.
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4.3. RT-PCR Bulgulan

MACC!’in qRT-PCR ile olgiilen mRNA ekspresyonu, tiimor dokularinda
kontrol dokularina gore belirgin yliksek olup istatistiksel olarak da anlamli fark

saptand1 (p=0.00) (Sekil 4.20).

MACC1 EKSPRESYONU

Relative mRNA ekspresyonu

.1l
0

KONTROL MACC1

Sekil 4.20. Kontrol ve tiimo6r dokularinda MACC1 mRNA ekspresyonu.

MACCI protein ekspresyonu negatif ve pozitif olan gruplarin MACC1 mRNA
ekspresyonlar1 dl¢ilildiglinde MACCI1 protein ekspresyonu pozitif olan grubun
MACCI1 mRNA ekspresyonu daha yiiksekti. Gruplar arasinda istatistiksel olarak da
anlamli fark bulundu (p=0.043) (Sekil 4.21).

MACC1 PROTEIN EKSPRESYONU

(6]
*

*

Relative mRNA ekspresyonu
[ N w Y

o

KONTROL MACC1 - MACC1 +

Sekil 4.21. MACC1 mRNA ekspresyonu ile MACCI protein ekspresyonu arasindaki
iliski grafigi.
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VEGF (+) ve VEGF (-) olgularda MACC1 mRNA ekspresyonlari birbirine ¢ok
yakin 6l¢iilmiis olup istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.779) (Sekil 4.22).

VEGF

5 * *
35
[
o
> 4
g
g
<z 3
<
Z
£
2 1
2
: B
£ 0

KONTROL VEGF + VEGF -

Sekil 4.22. MACC1 mRNA ekspresyonu ile VEGF durumu arasindaki iliski grafigi.

4.3.1. RT-PCR ile elde edilen MACC1 mRNA Ekspresyonunun

Klinikopatolojik Parametrelerle Karsilastirilmasi

Yas: Yast >50 ve <50 olan hastalarda 6l¢iilen MACCI ekspresyonlar1 birbirine
cok yakin olup istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0.888) (Sekil 4.23).

YAS

Relative mRNA ekspresyonu

1 -
0
KONTROL >50 <50

Sekil 4.23. MACC1 mRNA ekspresyonu ile hasta yas1 arasindaki ligki grafigi.
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Tiimor capri: Timor ¢ap1 < 2 cm olan olgular ile tiimor ¢apt > 2 cm olan

olgularin MACC1 mRNA ekspresyonlar1 birbirine ¢ok yakin dl¢iildi. Bu iki grup

arasinda MACC1 mRNA ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi

(p=0.475) (Sekil 4.24).

TUMOR CAPI

5
] * *
c
o
>4
g
)
< 3
<
£ 2
1S
g
s 1
©
E -
o

0

KONTROL z2 cm <2cm

Sekil 4.24. MACC1 mRNA ekspresyonu ile tiimdr ¢apr arasindaki iliski grafigi.

Lenf nodu tutulumu: Lenf nodu tutulumu negatif ve lenf nodu tutulumu

pozitif hastalarda MACC1 mRNA ekspresyonu birbirine ¢ok yakin olup istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p=0.340) (Sekil 4.25).

Sekil 4.25.

LENF NODU TUTULUMU

*

(6]

H

w

N

[N

KONTROL POZITIF NEGATIF

Relative mRNA ekspresyonu

o

MACC1 mRNA ekspresyonu ile lenf nodu tutulumu arasindaki iligki
grafigi.
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ER durumu: ER (+) ve ER (-) olgularda olgilen MACC1 mRNA
ekspresyonlar1 birbirine ¢ok yakin olup istatistiksel olarak aralarinda anlamli fark

saptanmadi (p=0.874) (Sekil 4.26).

OSTROJEN RESEPTORU

5 *

.
0

KONTROL ER + ER -

Relative mRNA ekspresyonu

Sekil 4.26. MACC1 mRNA ekspresyonu ile ER durumu arasindaki iligki grafigi.

PR durumu: PR (+) ve PR (-) olgularda olgiilen MACCI mRNA
ekspresyonlar1 birbirine ¢ok yakin olup istatistiksel olarak aralarinda anlamli fark

yoktu (p=0.550) (Sekil 4.27).

PROGESTERON RESEPTORU

£

Relative mRNA ekspresyonu

) -
0
KONTROL PR+ PR -

Sekil 4.27. MACC1 mRNA ekspresyonu ile PR durumu arasindaki iliski grafigi.
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HER2 durumu: HER2 (+) ve HER2 (-) olan olgularda, MACC1 mRNA
ekspresyonlar1 birbirine ¢ok yakin Olglilmiis olup istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p=0.525) (Sekil 4.28).

HER2
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: " "
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w 3
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z 2
[
2
: -
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o

0

KONTROL HER2 - HER2+

Sekil 4.28. MACC1 mRNA ekspresyonu ile HER2 durumu arasindaki iliski grafigi.

Ki-67: Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksek olan (>%15) olgular ile diisiik olan
(<%15) olgularda o6lgiilen MACC1 mRNA ekspresyonlar1 birbirine ¢ok yakin olup
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0.792) (Sekil 4.29).

Ki-67 PROLIFERASYON iNDEKSI

5 * *

Relative mRNA ekspresyonu

) -
0
KONTROL <%15 2%15

Sekil 4.29. MACC1 mRNA ekspresyonu ile Ki-67 proliferasyon indeksi arasindaki
iliski grafigi.
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Histolojik Grade: Histolojik tiimor derecesi Grade I-Grade 11 olan olgular ile
Grade 111 olan olgularda dlgiilen MACC1 mRNA ekspresyonlari birbirine ¢ok yakin
olup istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p=0.413) (Sekil 4.30).

HISTOLOJIK GRADE

*

' m

KONTROL GRADEIVEI GRADE Il

EksRelative mRNA Ekspresyonu

Sekil 4.30. MACC1 mRNA ekspresyonu ile tiimoriin histolojik derecesi arasindaki
iliski grafigi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, biyolojik olarak farkli 6zelliklere ve farkli tedavi yanitlarina
sahip, heterojen bir tiimdr grubunun genel adidir. Meme kanserinde en uygun tedaviyi
uygulamak i¢in tiimor hiicrelerinde ER, PR ve HER2 ekspresyonuna dayanan
molekiiler subtipleme yaygin olarak yapilmaktadir. Gen dizileme tekniklerindeki son
gelismeler meme kanseri hastalarinda tedavi kararini desteklemek i¢in ek ve degerli
bilgiler saglamak ve prognozu dngdrmek i¢in yeni firsatlar olarak ortaya ¢ikmistir (Fu
ve ark., 2015). Ancak, yeni aday onkogenlerin hastaligin klinik seyrini daha iyi

ongdrmesine ve tedavi yonetiminin daha iyi optimizasyonuna hala ihtiya¢ vardir.

MACC1, ilk olarak Real-Time PCR ile kolonun primer ve metastatik
tiimorlerinde HGF / c-Met sinyal yolu araciligiyla timor bilylimesi ve metastazin ana
regiilatorii olan, kotii prognoz ve sagkalim ile iliskili bir gen olarak tanimlanmistir
(Stein ve ark., 2009a). Yiiksek MACCI1 ekspresyonunun akciger kanseri, mide kansert,
hepatoselliiler karsinom, over kanseri, serviks kanseri gibi bir¢ok solid kanserde kotii
prognoz ve sagkalim ile iligkisi gosterilmistir (Shimokawa ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2013; Zhou ve ark., 2015). Literatirde MACC1 ekspresyonunun meme
kanserinde de arastirildigi ¢alismalar olmakla birlikte heniiz bu durum tam olarak
acikliga kavusmus degildir. Biz bu ¢alismada Huang ve ark.’nin meme kanseri iizerine
yaptiklar1 calisma sonuglarina paralel olarak MACCI mRNA ve protein
ekspresyonunun karsilikl iligkili oldugunu ve bu iki ekspresyonun tiimor dokularinda
normal meme dokularina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu
saptadik (Huang ve ark., 2013). Tan ve ark.’da 378 meme kanseri hastasinda, 120
benign meme hastalig1 olan hastada ve 40 saglikli goniillide ELISA testini kullanarak
serum MACCI seviyelerini 6lgtiiklerinde; serum MACC1 seviyesinin meme kanseri
hastalarinda, benign meme hastalig1 olanlardan veya saglikli kisilerden daha yiiksek
oldugunu gosterdi. Ayrica, bu ¢alisma serumda yiiksek MACC1 diizeyinin hastaliksiz
kisa sagkalim ile iliskisini ve meme kanserinde belirgin prognostik degerini isaret etti.

Ancak serumdaki MACCI, akciger ve kolorektal kanserler gibi diger kanserlerde de
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yiiksek MACC1 serum seviyeleri gosterebileceginden meme kanseri i¢in doku

ekspresyonuna gore spesifik degildir (Tan ve ark., 2016).

Meme kanserinin 6nemli bir prognostik belirteci olan ER reseptorii i¢in, ER
pozitifligi, ER negatif hastalardan daha iyi klinik sonuglar gostermektedir. ER pozitif
meme kanseri hastalar1 genellikle tamoksifen gibi adjuvan endokrin tedaviden
yararlanmaktadir. Ayrica, ER-pozitif hastalarda, ameliyat sonrasi kemoterapi
eklenmeden tamoksifen tedavisi ile, timoriin tekrarlama ihtimali oldukc¢a etkili bir
sekilde azaltilirken kemoterapinin de olumsuz yan etkilerinden sakinilmaktadir
(Utsumi ve ark., 2007). Calismamizda oldukca 6nemli bir prognostik biyobelirte¢ olan
ER ile MACCI1 ekspresyon iligkisinde, MACC1 protein ekspresyonunun ER (-)
olgularda ER (+) olgulara gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Prguda-Mujic ve ark.’nin ¢alismasinda da MACCI1 protein ekspresyonunun ER ile
iligkisi yaninda ayrica adjuvan kemoterapi almamis ve ER (+) olan hastalarda da
yiikksek MACCI1 protein ekspresyonunun daha kisa hastaliksiz yasam siiresi ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Prguda-Mujic ve ark., 2018). Bunlarin yanisira meme
kanserinde MACC1’in prognoz ile iliskisinin arastirildig: ilk ¢alismada MACCI
ekspresyonunun tiimoriin TNM evrelemesi ile pozitif iligkili oldugu ancak ER, PR ve
HER2 durumu ile iliskili olmadig1 goriildii (Huang ve ark., 2013). Huang ve ark.
calismalarinda MACCI ekspresyonunun, hem ER (+) hem de ER (-) meme kanseri alt
gruplarinda prognostik degere sahip oldugunu géstermislerdir. Boylece ER (-) tiimorlii
hastalar i¢in de tam rezeksiyondan sonra kemoterapiye ihtiyaci belirlemede MACCI
gibi yeni biyobelirtegleri ayirt etmenin onemini vurgulamiglardir (Huang ve ark.,

2013).

HER2, meme kanserinde hiperaktif olan reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesinin
bir tiyesi olup hastaligin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar (Slamon
ve ark., 1989). Bu ¢alismada MACCI protein ekspresyonunun, ER negatifligi disinda
onemli kot prognostik belirteclerden olan HER2 pozitifligi ve yiiksek tiimor Grade’i
ile de iligkili oldugu goriildii. Muendlein ve ark.’da HER2(+) meme kanseri
hastalarinda MACCI1 polimorfizminin klinik sonuglarla iliskisini gostermistir

(Muendlein ve ark., 2014).

Meme kanserli hastalarda hastaliksiz ve genel sagkalimi gdsteren en 6nemli

prognostik faktorlerden biri lenf nodu tutulumudur. Huang ve ark.’nin ¢alisma
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sonuglarina gére MACCI protein ekspresyonu lenf nodu pozitifligi ile iligkilidir
(Huang ve ark., 2013). Bu calismada biz bu iliskiyi goremedik. Pruguda-Mujic ve
arkadaslarinin 105 primer meme kanserli hasta ile yaptig1 ¢alismada da, lenf nodu
tutulumu negatif olan hasta grubunda yiiksek MACCI1 ekspresyonu ile hastaliksiz
sagkalim siiresi arasinda negatif iliski saptanmigtir (Pruguda-Mujic ve ark., 2018).
Caligmamizdaki diger Onemli prognostik parametre olan tiimor Grade’inin ise
MACCI1 ekspresyonu ile pozitif iligskisini gordiik. Ancak Pruguda-Mujic ve ark.,
calismalarinda MACCI ve tiimdr Grade iligkisi goriilmemistir. Dolayisiyla MACCI1
ekspresyonunun meme kanseri iizerindeki prognostik roliinii ortaya koymak igin
yapilan calisma sayisi ¢ok az olsa da MACCI ekspresyonu ile prognostik belirtegler
(yas, tiimdr capi, lenf nodu tutulumu, ER, PR, HER2, histolojik Grade, TNM) arasinda
farkli ve geliskili sonuglar bulunmaktadir ( Huang ve ark., 2013; Tan ve ark., 2016;
Prguda-Mujic ve ark., 2018). Sonuglardaki bu farkliliklar, ¢alismalardaki timor
gruplarinin molekiiler ve histolojik ¢esitlilik icermesi ve ¢alismalarin genis serilerde
heniiz yapilamamis olmasindan kaynaklanabilecegi gibi belki de MACCI’in diger
prognostik belirteclerden ayr1 olarak bagimsiz bir prognostik belirte¢ olarak

arastirilmasi gerektigini isaret etmektedir.

VEGF olarak da bilinen VEGFA, anjiyogenezde rol oynayan endotel biiyiime
faktorlerinin en onemlisidir. VEGFA'nin aracilik ettigi sinyalizasyon endotel hiicre
cogalmasin1 ve gogiinii saglayarak anjiyogeneze neden olur (Peng ve ark., 2019).
Onceki ¢aligmalar, tiimdr dokusunda VEGF ekspresyonunun arttigini ve meme kanseri
de dahil olmak iizere birgok kanserde mikrodamar yogunlugu ve kotii prognozla
anlaml sekilde iligkili oldugunu géstermistir (Toi ve ark., 2001; Srabovic ve ark.,
2013). MACCT’in anjiyogenez lizerine etkisini arastirmak i¢in de ¢esitli tiimorlerde
MACC1 ile VEGF anjiyogenez iliskisi arastirilmistir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda MACC1'in mide kanseri ve kolanjiokarsinomda VEGEF ile, serviks
kanserinde anjiyogenez ile pozitif iliskili oldugu belirtilmistir (Zhou ve ark., 2015;
Wang ve ark., 2016; Peng ve ark., 2019). Bununla birlikte bizim gordiigiimiiz
kadartyla MACC1’in meme kanserinde anjiyogenez iizerine etkisi olup olmadig
heniiz arastirilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alisgmamizda MACC1’in meme kanserinde
kotl prognostik faktdr olarak anjiyogenez tizerine de etkisini arastirmak istedik. Ancak
meme kanser dokularinda MACC1’in mRNA ve protein ekspresyonunun VEGF

ekspresyonu ile iliskisini goremedik. Bu sonuglara gore MACC1’in meme kanserinde
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anjiyogeneze etkisi olmayabilir veya bu etki varsa da VEGF ile iligkili olmayabilir.
Yine de bu sonuglarimizin daha genis serilerde ve molekiiler diizeyde, in vivo ve in

vitro ¢alismalarla desteklenmesi uygun olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda meme karsinomunda ve normal meme dokularinda MACC]1’in,
immiinohistokimyasal c¢alisma ile protein ekspresyonu ve molekiiler calisma ile
mRNA ekspresyonu incelenmis ve tiimdr dokularindaki ekspresyonun hasta yasi,
timor gapi, lenf nodu tutulumu, ER, PR, HER2, Ki-67, VEGF ekspresyon durumu ve
timor derecesi gibi klinikopatolojik prognostik parametrelerle iliskisi arastirildi. Elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Buna gore:

1. MACCY’in mRNA ve protein ekspresyonu karsilikli iliskili olup bu iki
ekspresyonun tiimor dokularinda normal meme dokularina gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi.

2. Hasta yas1 (<50, > 50) ile hem MACC1 protein ekspresyonu hem de mRNA

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

3. Timor gap1 (< 2, > 2) ile hem MACCL protein ekspresyonu hem de mRNA

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

4. Lenf nodu tutulumu (+,-) ile hem MACCL protein ekspresyonu hem de

mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

5. ER (+) hastalar ile ER (-) hastalar arasinda MACCI protein ekspresyonu
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Ancak mRNA ekspresyonu
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MACC1 protein
ekspresyonunun ER (-) olgularda ER (+) olgulara gore anlamli derecede daha yiiksek
oldugu saptanda.

6. PR durumu (+,-) ile hem MACCL protein ekspresyonu hem de mRNA

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
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7. HER2 (+) hastalar ile HER2 (-) hastalar arasinda MACCI1 protein
ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Ancak mRNA
ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak anlamli1 fark saptanmadi. MACCL protein
ekspresyonunun HER2 (+) olgularda HER2 (-) olgulara gore anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptandi.

8. Ki-67 proliferatif indeksi (> 15, < 15) ile hem MACCL protein ekspresyonu

hem de mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

9. VEGF durumu (+,-) ile hem MACCL1 protein ekspresyonu hem de mRNA

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

10. Histolojik derecesi Grade I-11 ve Grade III olan olgular arasinda MACC1
protein ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Ancak
mRNA ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MACC1
protein ekspresyonunun Grade 11 olan olgularda Grade I-II olan olgulara gére anlamli

derecede daha yiiksek oldugu saptandi.

11. MACC1 protein ekspresyonu pozitif (skor 2 ve 3) grupta mRNA
ekspresyonu, MACCL1 protein ekspresyonu negatif (skor 0 vel) olan gruba gore daha
yiiksek olup her iki grup arasinda mRNA ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak

da anlaml fark saptandi.

Sonug olarak ¢aligmamizda MACC1 mRNA ve protein ekspresyonunun timor
dokularinda normal meme dokularina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugunu tespit ettik. Ayrica MACCI protein ekspresyonunun histolojik Grade, ER ve
HER2 gibi 6nemli prognostik belirtegler ile iligkili oldugunu saptadik. Dolayisiyla
MACC1 ekspresyonunun meme karsinomunu isaret eden bir belirte¢ olmasi yaninda
kotii prognozu da isaret ederek belki de teropatik bir hedef olabilecegini
diistinmekteyiz. Ayrica meme kanser dokularinda MACCI1’in mRNA ve protein
ekspresyonunun VEGF ekspresyonu ile iligkisini goéremedik. Bu sonuglara gore
MACC1’in meme kanserinde anjiyogeneze etkisi olmayabilir veya bu etki varsa da
VEGEF ile iliskili olmayabilir. Yine de bu sonug¢larimizin daha genis serilerde ve
molekiiler diizeyde, in vivo ve in vitro ¢calismalarla arastirilarak desteklenmesi uygun

olacaktir.
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