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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiridiir ve tim
kanserlerin %23 iinii olusturur (Escalona et al., 2010; Salimi et al., 2012). Amerikan
kanser dernegi verilerine gére 2015 yilinda, 231.840 kisinin yeni vaka olarak teshis
edilecegi ve yaklasik 40.290 kisinin de 6lebilecegi bildirilmistir. Dikkat ¢ekici tedavi
stratejilerine ragmen, meme kanseri hala bir¢ok iilkede basta gelen 6liim nedenleri
arasinda yer almaktadir (Siegel et al.,, 2015). Su ana kadar, yapilan genis c¢aph
aragtirmalar meme kanseri patogenezinde rol oynayan molekiiler mekanizmalari
ortaya c¢ikarmistir. Ancak meme kanserinin en sasirtict yoni hala giin yiiziine
cikarilmay1 beklemektedir (Hedieh Fardmanesh et al., 2016).

Meme kanseri olusumunda tek bir neden yoktur ve genetik, epigenetik ve
transkriptomik degisikliklerin kanser gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (C.
Curtis et al., 2012; F. Correa Geyer, J.S. Reis-Filho, 2009). Heterojen bir hastalik
olan meme kanseri farkli morfolojik 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle farkli timor
alt tipleri vardir (O. Yersal, S. Barutca, 2014; K.M. Cornejo, D. Kandil, A. Khan,
E.F. Cosar, 2014). Bu tiplerden biri olan, invaziv meme kanseri en sik goriilen meme
kanseridir ve invaziv duktal karsinom (IDC) en sik goriilen patolojik tipidir (Siegel
R, Ma J, Zou Z, Jemal A., 2014; Lebeau A, Kriegsmann M, Burandt E, Sinn HP,
2014).

Timor yatkinlik genleri olan BRCA1 ve BRCAZ2, ailesel meme kanseri
vakalarmin yaklasik %80'inde etkili oldugu bulunmustur(Antoniou AC, Easton DF,
2006;Rosen EM et. al, 2003 ). Bu genler hiicre genomunun biitiinliigliniin
stirdiirilmesinde onemlidirler (Venkitaraman AR, 2002; Macdonald F, Ford CHJ,
Casson AG,2004) ve hiicre dongiisii ve DNA onarimi sirasinda bir arada calistig
diistiniilmektedir (Macdonald F, Ford CHJ, Casson AG,2004).

Reseptor tirosin kinazlar1 (RTK'ler) iceren kromozomal yeniden diizenlemeler
kiigik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), kolorektal kanser ve meme
kanseride dahil olmak {iizere bircok epitel malignitelerde tespit edilmistir (Lee J,

2013). Transforme Ozelligi ile birlikte genetik yeniden diizenlemelerde rol aldigi



gosterilen bir reseptor tirozin kinaz olanROS1, antikanser ilaglar i¢in de potansiyel
bir hedeftir. (Birchmeier C, Sharma S, Wigler M., 1987; Charest A et al., 2003).Bu
calismada, Sifa Universitesi Bornova Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2015-2016
yil1 arasinda invaziv duktal karsinoma tanis1 konmus meme kanseri hasta dokulari

kullanilarak, FISH yontemiyle ROS1 geni amplifikasyonu incelenmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Meme

2.1.1. Meme Anatomisi

Meme bezleri embriyolojik hayatta, aksiler bolgeden inguinal bolgeye uzanan
siit ¢izgileri iizerinde yerlesir. Bu gelisim doneminden sonra postnatal donemde
erkekte ¢cok az ek gelisim goriiliir ve meme bezleri rudimenter kalir. Kadinlarda ise
hormonlar tarafindan regiile edilen meme gelisimi devam eder (Spratt JS, Tabin GR,
1995).

Memeler, gogiis 6n duvarinda, 2-6. kaburgalar arasinda yer alan, ektodermal
kaynakli, siit olusturabilme yetenegine sahip, spesialize, aksesuar deri bezlerinden
meydana gelmis yapilardir. Siit cocugunun beslenmesinde ve sekonder cinsel organ
olarak roli vardir (Yildirrm M, 2012). Memeler m.pectoralis major fasyasi iizerinde
uzanir ve bu kasa gevsek bag dokusu ile tutunurlar. Cooper ligamenti olarak bilinen
fibroz bag doku bantlart ile deriye tutunur. Her meme yaklasik 15-20 lobdan olusan
bez dokusundan meydana gelir (Sekil 1-2). Bu loblarin kanallari, ductus lactiferi
ismiyle, 15-20 kanal halinde papillaya (papilla mammae) agilirlar. Papillanin
etrafindaki koyu renkli sahaya, areola (areola mammae) adi verilir.

Puberte doneminde Ostrojen ve progesteron hormonlari, meme bezlerinin,
duktuslarin ve yag dokusunun gelisimini uyararak, karakteristik bir yetiskin

memesini olusturur (Sarsilmaz M ark, 2012).
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2.1.2. Meme Fizyolojisi

Memenin gelisimi ve fonksiyonu degisik hormonlarin etkisi ile olur. Bu
hormonlarin bazilar1 hipotalamus, hipofiz ve overler tarafindan salgilanan; Gstrojen,
progesteron, oksitosin, prolaktin, kortizol, tiroid hormonlar1 ve biiyiime
hormonlaridir (Sivenberg E, Lubera J, 1987).

Meme i¢in olduk¢a Onemli olan bu hormonlarin etkileri in vitro olarak
gosterilmistir. Tam olarak Ostrojenin, duktus gelisimini baglattigi; prolaktin ve
progesteronun lobiil ve asiniis gelisimini kontrol ettigi ve prolaktinin siit salgisini
olusturdugu kanitlanmigtir (Greenlee RT, Murray T, Bolden S, 2000).

Ostrojen, memelerde yag birikmesine, stromal dokunun ve kanal sisteminin
yaygin sekilde gelismesine neden olur. Memedeki lobiiller ve alveoller, dstrojen
sayesinde bir miktar gelisme gosterir ancak asil gelismeleri, progesteron ve prolaktin
ile olur. Ayrica erigkin kadinlardaki gogiis yapisinin bilinen seklini almasi, yine
Ostrojenin etkisi ile meydana gelir. Ancak Ostrojen tek basina, memeleri siit veren
organ haline getiremez (Guyton CA, 1976). Laktasyon i¢in ise, prolaktin gereklidir.
Hamilelik sirasinda yiiksek oranda bulunan ostrojen ve progesteron, prolaktin
salmimini baskilar. Dogum sonrasi plasenta ¢iktiktan sonra ise, progesteron ve
Ostrojenin ani diisiisii laktasyonu baglatir (Spratt JS, Spratt SW, 1990).

Progesteron, memelerdeki lobulus ve alveolus’larin gelismesinin saglar.
Alveol hiicreleri progesteron etkisi ile gogalir, biiyiir ve yap1 olarak sekretuar 6zellik
kazanir. Ayni zamanda, kismen deri alti dokusunun sivi miktar1 bakimindan
zenginlesmis olmasi1 ve alveolus’lardaki sekretuar degisikliklerden dolayz;
progesteronun, memenin sismesinde de gorev aldigr bilinmektedir (Guyton CA,
1976).

Hipofizden salgilanan prolaktin, hamileligin son doneminde ve dogumdan
hemen sonrayiikselir ve lohusalik doneminde yiiksek kalir. Memenin hiicre
yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak etkisini gosterir. Ayni zamanda,
memedeki Ostrojen reseptdrlerinin sayisint arttirir, Siit sekresyonunu ve  siit

proteinlerinin sentezini kontrol eder (Spratt JS, Donegan W, 1971).



2.2. Meme Kanseri

2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser, hem diinyada hem de iilkemizde 6liim nedeni olarak %22 oraninda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada gelmektedir. Son yillarin verilerine
gore kanser, bir toplum saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir. 2005 yilinda 12
milyon kisi kansere yakalanmis ve 7 milyon insan kanser nedeni ile hayatini
kaybetmistir. 2030 yilinda ise bu rakamin 24 milyon insana ulasacagi
ongoriilmektedir. Bu artisin en 6nemli nedeninin kansere neden olan risk
faktorlerindeki ve maruziyetin artis oldugu diisiintilmektedir (Tuncer ark., 2009).

Diinyanin birgok farkli bolgesinde oldugu gibi ililkemizde de meme kanseri
kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiiridiir. 2006 yilindaki, kadinlarda en sik goriilen
10 kanser tiiriiniin insidansina gére; meme kanseri yiiz bin niifusta 41,7 oran ile ilk
sirada yer almaktadir. Kanser cesitlerine gore oOliim oranlarina bakildiginda
kadinlarda, meme kanserinin en yiiksek degere sahip oldugu goriilmektedir (Tuncer
ark., 2009).

Meme kanserinin erken evrelerde tanisi, diger kanser tiirlerine gére daha kolay
oldugundan; kullanilan cerrahi daha etkili olabilmekte ve daha az kemoterapik
uygulama ile hastalikta iyilesme goriilebilmektedir. Erken tan1 ve tedavi yontemleri
ile gelismis lilkelerde meme kanseri teshisi konulan hastalarda 5 yillik sag kalim
yaklasik ortalama %80 iken, bu oran gelismekte olan iilkelerde %40-60 civarindadir.
Hastalara erken evrede (lokalize) meme kanseri tanisi ile sag kalim, 1950'lerdeki %
80 oranindan giiniimiizde %98'lere ¢ikmistir (Tuncer ark., 2009).

Ayn1 zamanda, meme kanseri siklig1 onemli derecede cografi bolgelere baglh
olarak degiskenlik gostermektedir. Ornegin, Tiirkiye’nin Batisinda meme kanseri
sikligr 50/100.000 oraninda iken, Dogusunda20/100.000 seklindedir. Batidaki bu
artig, “ Yasamin Batililismasi yani; Westernizing Life” ile (erken menars,ge¢ dogum
(>30 yas), daha kisa laktasyon, ge¢ menapoz vs.) aciklanabilir (Tuncer M, 2008;
Ozmen V, 2008).

Bu kanser tiirii kadinlarda goriilme sikligi olarak birinci sirada yer almasi

nedeniyle erken tan1 ve tedaviye yoOnelik c¢alismalar Onem tagimaktadir.



Epidemiyolojik calismalar yapilarak risk faktorleri belirlenmeye calisilmakta ve
tarama yoOntemleri uygulanarak erken donemde meme kanseri tanis1 konulmaya
calisilmaktadir. Tiim diinyada genel olarak yasa bagimli olarak cevresel faktorler,
aile hikayesi, genetik yatkinlik, hormon kullanimi, yasam stili, ve menars yasi, meme

kanseri riskini belirleyen en 6nemli faktorler olarak tanimlanmaktadir (Tuncer ark.,

2009).

2.2.2. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanserinde etkili olan bir¢ok risk faktorii vardir ancak bu faktorlerin
hangi nedenle ortaya c¢iktigi tam olarak bilinmemektedir (Gocen E., 2008;
Somunoglu S, 2007). Cevresel faktorler, genetik yatkinlik, hormon kullanimi,
psikolojik ve biyolojik faktorler, yasam stili gibi bir¢ok faktér, meme kanserinin

olusumunda rol oynamaktadir (Kaplan B, 1996).

e Yas; Meme kanseri yas ile birlikte artis gostermektedir. Tiim meme kanserli
hastalarin yaklasik % 75’ine menopoz sonras1 donemde tan1 konulmaktadir (Box
BA, 2004).

e Cinsiyet; Meme kanseri erkelerde ¢ok nadir goriilmekte olup; siklikla kadinlarda
meydana gelmektedir (Akyolcu N, 1985).

e Aile Oykiisii; Bir bireyin birinci dereceden akrabasinda bu kanserin bulunmast,
riski 2 kat artirirken; ikiden fazla kiside bu kanserin bulunmasi, riski 4-6 kat
artirir (Garber J, 2005).

e Genetik Yatkinlik; Meme kanseri duyarlilik genlerinden olan BRCA1 ve
BRCAZ2’deki kalitsal genetik mutasyonlar tiim vakalarin % 5-10’nunu olusturur
(Natalia, Sonja H, Thilo D, 2013). 35 yas altindaki meme kanserli hastalarda bu
mutasyonlar daha sik goriiliir. BRCA1 tasiyicilarinin meme kanserine yakalanma
riski % 40-80 iken, bu oran BRCA2 tasiyicilart i¢in % 40-70°dir (Garber J,
2005).

e Dogurganlik ve menstruasyon déngiisii; Ostrojen, progesteron, menars, menopoz
ve dogum vyas1 gibi faktorler meme kanseri riski ile yakindan iliskilidir

(MacMahon B, Cole P, Brown J, 1973; Box BA, Russel CA, 2004). Ilk adetin 12



yasindan Once goriilmesi ve menopozun 55 yasindan sonra ger¢eklesmesi meme
kanseri i¢in risk tagimaktadir. Ayrica, ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapan
kadinlarda meme kanseri riski, 18 yasindan dnce dogum yapan kadinlara gore
¢ok daha fazladir (Box BA, Russel CA, 2004).

Laktasyon oOykiisii;Yapilan c¢alismalarda emzirmenin meme Kkanseri riskini
azalttigr (Lipworth L, Bailey LR, Trichopoulos D, 2000); ayrica emzirmeyen
kadinlarda meme kanseri goriilme riskinin olduk¢a yiiksek oldugu da
bildirilmektedir (Lee SY, Kim MT, Kim SW, Song MS, Yoon SJ, 2003).
Ekzojen Ostrojenler; Digaridan alinan dstrojenin meme kanseri ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Ostrojen, meme dokusunda normal ve kanserli hiicrelerin
biliylimesini uyardigi i¢in; uzun siireli kullanimlarda meme kanseri riskinin ¢ok az
miktarda artmasina neden olmaktadir (Kelsey J. L., Gammon M. D, 1991;
Gengay T, 2007). Menopoz sonrasi alinan hormon tedavisin de meme kanseri
riskiniartirdig1 gosterilmistir (Collaborative Group, 1997).

Alkol; Yiiksek oranda alkol aliminin kadinlarda meme kanseri riskini artirdigi
bildirilmistir. Bu asir1 alkol tiilketiminin menopoz 6ncesi ve sonrast donemlerde
total Ostrojen seviyesini etkiledigi gosterilmistir. Yapilan caligmalar ile, alkole
bagli meme kanseri riskinin folat alimi ile azaltilabilecegi gdsterilmistir
(Margolese RG, Fisher B, Hortobagyi GN, Bloomer WD, 2000).

Radyasyon; Yiiksek ve iyonize radyasyona maruz kalan kisilerde meme kanseri
riski oldukga yiiksektir(Margolese RG, Fisher B, Hortobagyi GN, Bloomer WD,
2000).

Beslenme; Meme kanseri ile beslenme arasindaki iliski, bu kanserin farkh
iilkelerde degisik sikliklarla goriilmesi ve sadece genetik faktorlerle
aciklanamamasi nedeniyle daha c¢ok arastirilmaya baslanmistir (Topuz E,
Aydmer A, Dinger M, 2003). Ornegin, lifli besinlerin meme kanseri riskini
azalttig1 tespit edilmis (Unver S, 1998); fazla yag kullaniminin da meme kanseri

riskini artirdig1 gdézlenmistir (Sertdz O. O, 2002).



2.2.3. Meme Kanserinin Belirtileri

Meme kanserinin belirtileri, kisiden kisiye degisiklikler gostermektedir.
Teshisin konulmasinda ilk bulgu %70 oraninda meme de bir kitle varliginin tespit
edilmesidir. Bu kitle genellikle agrisiz bir sekilde ilerlese de, daha sonraki
asamalarda agr1 belirtiler arasina girmektedir (Somunoglu S., 2009; Serdar S, 2000).
Memede bir¢cok degisiklik meydana gelebilir ve bu degisikliklerin nedeni meme
kanserine isaret edebilir (Somunoglu S., 2009). Kitle, agri1, akinti, portakal kabugu
goriinimili, meme basi retraksiyonu, lenf bezlerinde sislik, memede biiyiime veya
kiiciilme, enflamasyon gibi belirtiler meme kanserinde saptanan bulgulardandir

(Gengay T, 2007; Akyolcu N, 1985).
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Sekil 3. Meme Kanseri Belirtileri(www.ism.gov.tr/indir/acsap/

meme_muayenesi_erken_tani.ppt, Erisim Tarihi: 13 Nisan 2013).



2.2.4. Meme Kanserinin Patolojisi

Memede, her biri meme basindan baslayan, giderek daha ince dallara ayrilan
ve terminal duktus lobul birimlerini olusturarak sonlanan 6-10 adet kanallar sistemi
bulunur. Bu duktus lobul birimleri, tek bir duktusa agilan {iziim salkimi seklinde
keseciklerden olusur. Her bir kesecik, bazal membran {izerinde miyoepitelyal
hiicreler ve bunlar iizerinde liimene bakan epitel hiicrelerinden olusur. Meme
kanserlerinin %90’1 invaziv duktal ya da invaziv lobuler karsinomdanolusur (Yoder
BJ, Wilkinson EJ, Massoll NA, 2007).

Duktal tip karsinomlar, meme kanserlerinin %80’ini olusturur ve tubuler,
mikropapiller, mediillergibi alt tiplere ayrilir. Ayrica, duktal karsinomalarin %80’
baska sekilde tarif edilmeyen (NOS = not otherwise specified) karsinomlar olup,
daha 6nce sikroz ve komedokarsinoma olarak tanimlanan tipleri de igerir.

Meduller karsinomlar, infiltratif kanserlerin  %5’ini olusturup invaziv
kanrsinomlara gore daha az agresiftirler ve ge¢ metastaz yaparlar (Sherman CD ark,
1990). Lobular karsinomalar ise, meme kanserlerinin %210-15"ini olusturur ve duktal
karsinomadan farkli olarak duktus yapisi olusturmazlar (Yoder BJ, Wilkinson EJ,
Massoll NA, 2007).

Paget karsinomasi, infiltratif olmayan bir intraduktal karsinomun 06zel
epidermotropik gelisimini gosterir. Meme bas1 epidermisinde areolada ve c¢evre
deride ¢ok yavas yayilir. Daha ileri evrede tiimor invazif hale gelip tipik meme

kanseri ortaya ¢ikar (Sherman CD ark, 1990).

Diger bir tiimér tiirii olan “Inflamatuvar Karsinom” veya “Karsinomatdz
Mastit”, lenf yollar ile hizli ve erken bir sekilde yayilim yapar (Sherman CD ark,
1990).

Mezenkimal tliimorler ise, karsinomlardan ¢ok daha nadir goriiliir. Malign
“phyllodes” ve anjiyosarkomlar ve malign lenfomalara (6zellikle non-Hodgkin) baglh

meme lezyonlart da unutulmamalidir (Sherman CD ark, 1990).
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2.2.5. Meme Kanseri Tipleri

Diinya Saglk Orgiiti (WHO) niin siniflandirmasma gore, degisik meme
kanseri tipleri Tablo 1'de gosterilmistir (Tavasolli FA, Devilee P, 2003).

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Meme Tiimérlerinin Histolojik
Smiflandirmasi (Tavasolli FA, Devilee P, 2003)

Epitelyal tiimorler Miyoepitelyal lezyonlar
Invaziv duktal karsinom (Aksi belirtilmediyse) Miyoepitheliosis
Karisik tip karsinom Adenomiyoepitelyal adenozis
Pleomorfik karsinom Adenomiyoepiteliyoma
Osteoklastik dev hiicreleri ile karsinom Malign miyoepitelyoma
Koryokarsinomatoz 6zelliklere sahip karsinom
Melanotik 6zelliklere sahip karsinom Mezenkimal tiimorler
Invaziv lobiiler karsinom Hemanjiyom
Tiibiiler karsinom Anjiyomatosis
Invaziv kribriform karsinom Hemanjioperisitomlar
Psoddoanjiyomatdz stromal
Mediiller karsinom hiperplazi
Miisin6z karsinom ve bol miisin ile diger timorler Myofibroblastoma
Miisinéz karsinom Fibromatozis (agresif)
Kistadenokarsinom ve kolumnar hiicreli miisingz Inflamatuvar miyofibroblastik
karsinom timor
Tagsl halka hiicreli karsinom Lipom
Noroendokrin tiimorler Anjiyolipom
Kati néroendokrin karsinom Grantiiler hiicreli timor
Atipik karsinoid timdrii Norofibroma
Kiiciik hiicreli / yulaf hiicreli karsinom Schwannoma
Biiytik hiicreli ndroendokrin karsinom Anjiyosarkomu
Invaziv papiller karsinom Liposarkom
Invaziv mikropapiller karsinom Rabdomiyosarkom
Apokrin karsinom Osteosarkom
Metaplastik karsinomlar Leyomiyom
Saf epitel metaplastik karsinom Leyomiyosarkoma

Skuamoz hiicre karsinomasi

Igsi hiicreli metaplazi ile Adenokarsinom  Fibroepitelyal tiimorler

Aenoskuamoz karsinom Fibroadenom
Mukoepidermoid karsinom Fillodes timorii
Karigik epitel / mezenkimal metaplastik karsinom Iyi huylu
Lipidden zengin karsinom Sinir
Salgi karsinom Habis
Onkositik karsinom Periduktal sarkomu, diisiik dereceli
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Tablo 1. (Devami) Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
Meme Tiimorlerinin Histolojik Siiflandirmasi

Adenoid kistik karsinom Meme hamartom

Asinik hiicre karsinomu

Glikojen zengin berrak hiicreli karsinom Meme ucu tiimorleri
Sebas6z karsinom Uc¢ adenom

Inflamatuar karsinom Siringomatdz adenom
Lobiiler neoplazi Meme Paget hastalig

In situ lobiiler karsinom
Intraduktal proliferatif lezyonlar
Klasik duktal hiperplazi
Diiz epitel atipi
Atipik duktal hiperplazi
Duktal karsinoma in situ
Mikroinvaziv karsinom
Intraduktal papiller tiimorleri
Merkez papilloma
Periferik papilloma
Atipik papilloma
Intraduktal papiller karsinom
Intrakistik papiller karsinom
Benign epitelyal proliferasyon
Adenozis (varyantlari da dahil olmak iizere)
Sklerozan adenozis
Apokrin adenozis
Kor kanal adenozis
Mikroglandular adenozis
Adenomiypepitelyal adenozis
Radyal skar / kompleks sklerozan lezyon
Adenomlar
Tiibiiler adenoma
Lactating adenom
Apokrin adenom
Pleomorfik adenom
Duktal adenom

Meme kanserinin histolojik tipleri, iyi veya kotii prognoz gosterebilir. invaziv
lobiiler, tiibiiler, mediiller, kribriform, miisin6z, ve papiller kanser iyi prognozu;
metaplastik (sarkomatoid) inflamatuar ve lipidden zengin kanser ise kotii prognozu
gostermektedir (Tavasolli FA, Devilee P, 2003).
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2.2.6. Meme Kanserinde Evreleme

Evreleme, kanserin nerede yerlestiginin, nerelere yayildiginin veya diger
organlarin etkilenip etkilenmediginin tanimlanmasidir. Bu tanimlamanin yapilmasi,
uygulanacak tedavinin ve prognozun belirlenmesinde ¢ok oOnemlidir (Atilgan H,
1999). Diinyada ve iilkemizde en ¢ok kullanilan siniflandirma, (1987) UICC (Uluslar
aras1 Kanser Kontrol Orgiitii) ve (1988) AJCC (Amerikan Kanser Komitesi)’nin
olusturdugu TNM sistemidir (itilli O, 2009). Bu smiflandirmaya gére;

Timor biyikligi =T,
Koltukalt: lenf gangliyonu = N,

Uzak metastazlar = M ile gosterilir (Sahan B, 2004).

Primer Tumor (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemeyebilir.

To: Primer tiimdr bulgusu yok

Tis: Tumor bulgusu olmayan Paget hastaligi,insitu timor
T1: Timdr 2 cm veya daha kiiglik

T1la: Tiimor 0.5 cm veya daha kiiciik

T1b: Tiimor 0.5 cm’den biiyiik, ancak 1 cm’yi agmamis
T1c: Tiimor 1 cm den biiytik, ancak 2 cm’yi agsmamis
T2: Tiimdr 2 cm den biiyiik ancak 5 cm’yi agmamis

T3: Timor 5 cm’yi agmis

T4a: Toraks duvarina ulagmis

T4b: Meme derisinde 6dem (Peau d’orange dahil),lilserlesme,tiimorliic memede
yandas deri lezyonlari

T4c: T4a ve T4b beraber

T4d: Inflamatuar kanser

Bolgesel lenf ganglivonlari (N)

Nx: Bolgesel lenf gangliyonlar1 degerlendirilemeyebilir (daha once g¢ikarilmis

olabilir).
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NO:Bolgesel lenf bezi metastaz1 yoktur.

N1:Ayni taraf koltukaltinda bir ya da fazla mobil lenf gangliyonuna metastaz

N2: Aym taraf koltukaltinda bir yada fazla lenf gangliyonunda metastaza;fakat bu
lenfgangliyonlar1 birbirlerine ya da dokulara yapisik

N3:Tiimoriin bulundugu taraftaki i¢ mamaria lenf ganglion grubuna metastaz

Uzak metastazlar (M)

Mx: Uzak metastazlarin varligi belirlenemeyebilir
MO:Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastazlar mevcut

AJCC, Amerikan Kanser Komitesi, 2003 yilinda asagidaki (Tablo 2) siniflandirmay1

olusturmustur:

Tablo 2. Meme Kanserinde Evreleme(Fisher B, Bauer M, Wickherman DL, 1983).

Evre 0 Tis NO MO

Evre | T1 NO MO

Evre 1A TO N1 MO, T1 N1 MO, T2 NO MO

Evre 1B T2 N1 MO, T3 NO MO

Evre I1IA TO N2 MO, T1 N2 MO, T3 N1 MO, T3 N2 MO
Evre IlIB T4, Herhangi N, MO, Herhangi T, N3 MO
Evre IV T ve N ne olursa olsun M1 igeren tiim hastalar

2.3. Meme Kanseri Genetigi

Tiim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olusmaktadir ve
kanserlerin %10-15’inin kalitimsal oldugu, geriye kalan %85-90’lik kismini ise
yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi, hiicre
DNA’sindaki degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile sekillendigi
diistiniilmektedir. Meme kanserinin de, genellikle g¢evresel nedenlerden dolay:
olustugu diisliniilse de, yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile kanser hastalarinin aileleri

arasindaki vakalardan bir kisminda genetik faktoriin olasi rolii gosterilmistir
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(Feremans W, 1987). Yapilan bazi c¢alismalarda da, meme kanseri riski yiiksek
bulunan kadmlarinannelerinde de meme kanseri varligi saptanmistir (Anderson D. E,
1974).

Normal insangenomunun DNA dizisinin saptanmasi ile kanser genomlarina
yonelik daha ayrintilibir analize girisilmis; baslangicta arastirmalar tirozin kinazlar
(TK) fizerineyoneltilmis ve sonrasinda tiim genomlar1 igine alacak sekilde
genisletilmistir. Eniyi ¢alisilan ve agiga ¢ikarilan 21.000 insan geninin ayrintili
sekans analizi sonuglar1 2006’da yayinlanmistir (Prat A, Parker JS, Karginova O, Fan
C, Livasy C, Herschkowitz JI, et al., 2010) ve bunlarin i¢inde 11 kolon kanseri ve 11
meme kanseriornegi de bulunmaktadir. Bu tarama ile hem daha 6nceden meme
kanseriyle iliskilioldugu bilinen kanser genleri (p53 ve BRCA1 gibi) analiz edilmis,
hem dednceden tespit edilmemis kanser genleri kesfedilmistir. Bu arastirma
memekanserinin ortalama 90 mutant gen tasidigini, ancak bu genlerin kiigiik bir
kisminin(yaklagik 12 tanesinin) neoplastik siirece yol actigini gostermistir. Ayni
zamanda genler, fonksiyonel gruplar halindeincelendiginde neredeyse tiim meme
timorii Orneklerinde sinyal ileti yollarinda vetranskripsiyon faktdr genlerinde
mutasyonlar bulunmustur (Abeloff MD, Antonio CW, Weber BL, Tal ZZ, Sacchini
V, McCormick B., 2008).

Meme kanseri olusumuna bir¢ok gen etki etmektedir ancak kalitsal meme
kanserlerinden sorumlu olarak, 6zellikle genom devamliliginin koruyuculugunda is
goren proteinleri tireten bazi1 genlerin germ hiicrelerindeki mutasyonlari
gosterilmistir. Kalitsal meme kanserinde gozlenen yiiksek penetransa sahip meme
kanserine yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur (Cannazik
Y, 2012). Normalde her insanda genetik yapinin bir pargasi olarak bulunan bu genler,
risk altindaki kisilerde mutasyonludur (Giiveloglu E, 2006). BRCA1l, DNA
tamirinde, transkripsiyonel regiilasyonda, hiicre biiyiime kontroliinde ve genomik
biitiinliigiin saglanmasinda rol oynar. Ayrica, endokrin dokularda eksprese edilir,
fakat ozellikle erken gelisim sirasinda diger hiicrelerde de mevcuttur (Giiveloglu E,
2006). BRCA2 ise, yapisal olarak BRCAI1 ile benzerdir ancak yapisal alanlari
BRCA1 kadar iyi tammmlanmis degildir (Nathanson KL, Wooster R, Weber BL,
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2001) ve BRCAL ile, hiicre dongiisii ve DNA tamiri sirasinda birlikte gorev aldigi
disiiniilmektedir (Macdonald F, Ford CHJ, Casson AG, 2004).

2.3.1. Kromozomal Degisiklikler

Kanser genomundaki genetik aberasyonlarin (delesyonlar, mutasyonlar ve
amplifikasyonlar) agiga ¢ikarilmasi kanser patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasini,
boylece tedaviye yonelik uygun hedeflerin saptanmasini saglayacaktir (Sjoblom T.
et.al, 2006).

Genetik materyalin yapisinda meydana gelen spontan veya indiiklenebilir
degisikliklere mutasyon denilmektedir. DNA molekiiliiniin histon ve non histon
proteinlerle paketlenmemis oldugu evresinde meydana gelen mutasyonlar gen
mutasyonlart  olarak  tanimlanirken, DNA  molekiiliiniin ~ kondensasyonu
(yogunlagmasi) ile olusan evresinde meydana gelen mutasyonlar ise kromozom
mutasyonlart olarak tanimlanmaktadir. Kromozomun veya niikleotidin kaybi ile
sonuclanan mutasyonlara delesyon, artmis gen ekspresyonuna iseamplifikasyon
denmektedir. Homolog olmayan kromozomlar arasinda kirilan pargalarin karsilikli
olarak yer degisimini tanimlayan yapisal kromozom mutasyon tiirline ise,

translokasyon denilmektedir (Sekil 4) (Liileyap H. U, 2008).
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Sekil 4. Kromozomal Mutasyonlar
(https://www.pathwayz.org/Tree/Plain/fCHROMOSOMAL+MUTATIONS, Erisim
Tarihi: 2016).

16



Andploidi belirli kromozomlarin ikiden fazla veya az olmalar1 seklindeki
sayisal kromozom mutasyon tiiriidiir. Bu diizensizlikler, otozomal kromozomlarda
olabildigi gibi, gonozomal olarak tanimlanan cinsiyet kromozomlarinda da meydana
gelebilir (Liileyap H. U, 2008).

Uniparental Dizomi bir ¢iftteki kromozomun iki iiyesinin tiimiiniin veya bir
parcasinin sadece anneden ya da babadan gelmesi durumudur. Eger boyle bir
durumda kromozomun tamamu bir ¢iftin iki esi olarak bulunuyorsa isodizomi, bir
ebeveyndeki iki homologda kalitilmis ise heterodizomi terimleri kullanilir.
Isodizomide anneden ya da babadan gelen tek kromozom kendini duplike etmis ve
bu sayede de homolog kromozomun iki ¢iftinin de tek bir ebeveynden kaynak almasi
saglanmistir. Heterodizomide iki farkli homolog kromozomun direk olarak parental
tiyelerden birinden alinmasi ile homolog kromozomun iki ¢iftinin de tek bir
ebeveynden gelmesi saglanmistir (https://ghr.nlm.nih.gov/primer/inheritance/updimp
rinting, Erisim Tarihi: 17 Mayis 2016).

Andploid bireylerin biiyiik bir g¢ogunlugunda, trizomi veya monozomi
mevcuttur. Trizomilerde, belirli kromozomlarin iki yerine {i¢ tane olmasindan
kaynaklanir. Monozomilerde ise, belirli kromozomlarin (otozom ve gonozom
olabilir) normal say1 olan iki yerine bir tane olmasindan kaynaklanan bir andploid

mutasyon tiiriidiir (Liileyap H. U, 2008).

2.3.2. ROS1 Geni

Tam adi, “ROS proto-onkogen 1, reseptdr trozin kinaz” olan bu gen sembolik
olarak “ROS1” seklinde gosterilir. Ayn1 zamanda, ROS veya MCF3 seklinde de
adlandirilir (Birchmeier C, Birnbaum D, Waitches G, Fasano O, Wigler M,
1986;Matsushime H, Wang LH, Shibuya M, 1986). Endojen ROS1 yeniden
diizenlemeleri, ilk kez insan glioblastoma hiicre hatt1 olan U118MG’de gozlenmistir
(Charest A, Lane K, McMahon K, Park J, Preisinger E, Conroy H, et al, 2003;
Birchmeier C, Sharma S, Wigler M, 1987). Bu proto-onkogen, g¢esitli hiicre

hatlarinda da ifade edilir ve insiilin reseptor genlerinin alt familyasi ile iliskilidir. Bu
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protein, protein tirosin kinaz etkinligi olan tip I integral membran proteini’nin geni
tarafindan kodlanir ve bir biliylime veya farklilasma faktorii reseptorii olarak islev
goriir (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ROS1, Erisim tarihi: 17 Mayis 2016). Aym
zamanda bircok sinyal yolagini aktive eder (Sekil 5)
(https://targetedcancercare.massgeneral.org/MyTrialGuide/Diseases/LungCancer/RO
S1.aspx, Erisim Tarihi: 2013).
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Sekil 5. Hiicre yiizeyi Reseptor Trozin Kinaz proteini ROS1
(https://targetedcancercare.massgeneral.org/MyTrialGuide/Diseases/LungCancer/RO
Sl.aspx, Erisim Tarihi: 2013).

Kromozomal aberasyon igeren ROS1’e, bir glioblastoma multiformunda
rastlanmistir. Bu gendeki delesyon, 6. kromozomda, del(6)(q21g21) GOPC-ROS1
kimerik protein olusumuna sebep olmaktadir. Ki bu da; golgi’de lokalize olmustur
ve bir kurucu reseptor tirosin kinaz aktivitesine sahiptir. Kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicrelerinde iiretilen bir SLC34A2-rosl kimerik proteini de aymi

zamanda, kinaz aktivitesini olusturabilmektedir. Kimerik bir protein olan CD74-ros1,
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bu hiicrelerin {igiincii tiirli olarak tespit edilmistir (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ROS1,
Erigim tarihi: 17 Mayis 2016).

Satoh (1987) ve arkadaslari, ROS1genini, in situ hibridizasyon ile 6q22 olarak
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda, 6g11-q31 bolgesinde meydana gelen kromozomal
yeniden diizenlenmeler; akut lenfoblastik 16semi, malign melanom ve yumurtalik
kanserinde gozlenmistir (http://omim.org/entry/165020, Erisim tarihi: 14 Aralik
2007).

ROS1 geni, kromozom 6’nin uzun kolunda lokalize olmustur (Sekil 6).

g8y § ¥ § o8 § 4§ ¢

Sekil 6. ROS1 gen lokasyonu (http://ghr.nm.nih.gov/gene/ROS1, Erisim tarihi:
Mayis 2016).

Son zamanlarda yapilan galigmalar ile, reseptor tirosin kinazlari (RTK'ler)
iceren kromozomal yeniden diizenlemeler kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC), kolorektal kanser ve meme kanseride dahil olmak {izere bircok epitel
malignitelerde tespit edilmistir (Lee J, 2013).

ROS1, vyapilan c¢alismalarla transforme ozelligi ile genetik yeniden
diizenlemelere dahiloldugugdsterilmis bir reseptdr tirosin kinaz oldugundan;
antikanser ilaglar i¢in kullanilabilecek yeni bir potansiyel hedeftir (Charest A, Lane
K, McMahon K, Park J, Preisinger E, Conroy H, et al, 2003; Birchmeier C, Sharma
S, Wigler M, 1987).
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2.4. FISH

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), 1980'lerin basinda gelistirilen bir
sitogenetik tekniktir. FISH tekniginde, renkli sinyallerle sonug¢lanan ¢ekirdek iginde
0zel kromozom yerlerini hedefleyen floresan DNA probu kullanilirve bu sinyaller

floresan mikroskop kullanilarak tespitedilir (Sekil 7).
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Sekil 7. FISH yonteminin galigsma prensibi (Bishop R, 2010).

Geleneksel sitogenetik (CC) metafaz karyotipleme ile karsilastirildiginda,
FISH tekniginde, hiicre kiiltiiriine gerek yoktur ve dogrudan hizli bir degerlendirme
icin taze veya parafine gomiilmiis interfaz c¢ekirdekleri kullanilarak yontem
gerceklestirilir. Son yillarda ¢ok sayida hastalikla ilgili genlerin kesfi ile, FISH
uygulamalar1 daha fazla genetik hastalik, hematolojik maligniteler ve solid tiimorleri
kapsayacak sekilde genislemistir. Ornegin, BCR / ABLI translokasyonu, HER2
amplifikasyonu ve ALK yeniden diizenlenmesinin FISHile tespiti, sirasiyla kronik
miyeloid 16semi(Jiang H et. al, 2012), meme kanseri (Pathmanathan N, Bilous AM,
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2012; Kim HR et. al, 2013) ve akciger adenokarsinomunun (Casaluce F et. al, 2013;
Gandhi L, Janne PA, 2012) hedeflenen tedavisine rehberlik igin kritik Oneme
sahiptir. Bu nedenle, FISH testleri kisisellestirilmis tibbin hayati bilesenleri olarak
kabul edilmistir (Linping Hu et al, 2014).

FISH analizinde en 6nemli hususlardan birisi prob se¢imdir. Biitiin genomdan,
kiiglik klonlanmig problara kadar birgok farkli (1-10 kb) prob kullanilabilir. Genel
olarak her biri farkli uygulama yelpazesine sahipii¢ farkli prob tipi bulunmaktadir:
Tim kromozom boyama probu, tekrarlayan dizi problar1 ve lokus spesifik problar
(Kearney L, 2001).Lokus spesifik problar, spesifik kromozomal translokasyonlar,
inversiyonlar veyametafaz ve interfazda gergeklesendelesyonlar gibi yapisal yeniden
diizenlemelerin tespit edilmesi i¢in kullamishdir (Kearney L, 2001; Gozzetti A, Le
Beau MM, 2000).

Bugiine kadar, solid tiimorler igin hedefe yonelik tedavi segilmesinde bir
tamamlayici tani testi olan FISH yonteminin en basarili uygulamasi, meme kanseri
icin Her2 amplifikasyonunun degerlendirilmesi sayilabilir(van de Vijver M et. al,
1987; Menard S, Fortis S, Castiglioni F, Agresti R, Balsari A, 2001).

3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Prob (6022-ROS1(Kirmizi), DNA split FISH probu) (miksish), DAPI (Medimiks),
20XSSC, Ksilol (Sigma), Formamid (Merck), % 100 Etanol (Merck), HCI (Merck),
NaCl (Sigma), Na-citrate (Merck), NP 40 (Merck),Rubber Cement-Fixo Gum
(Marabu), Distile su.

3.1.2. Cozeltiler

%70 Etil alkol ¢ozeltisi
70 ml %2100 Etil alkol distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.
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%385 Etil alkol cozeltisi
85 ml %100 Etil alkol distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

90100 Etil alkol

2XSSC ( pH=7.0) tampon ¢ozeltisi

NaCl 17.5 gr

Na- citrate 8.8 gr

1 It distile suda ¢oziildii ve pH HCl ile 7.0’a ayarlandi

3.1.3. Laboratuar malzemeleri
Sale, Beher, Pasteur pipeti, Lam( Pozitif yiiklii, Isotherm), Lamel (24x50 Isotherm),
Pipet ucu,Mikropipet (20-100-1000 ul, Eppendorf),

3.1.4. Kullanmilan aletler ve cihazlar

Olympusinverted Mikroskop-Model:CKX41, Dual (M/K-DAPI/TRITC) filtreler,
Olympus floresans atagmanli mikroskop-Model:BX51, Applied imaging system
goriintii analiz sistemi, Heraus Etiiv, ThermoBrite hibridizasyon cihazi, Memmert su
banyosu, Heraussantrifiij, Yellow LineMagnetik 1sitict karstirici, Bosch +4°C / +8°C

buzdolabi, Bosch mini derin dondurucu (-20°C).

3.2. Yontem

Calisma siiresince, Sifa Universitesi Bornova Egitim ve Arastirma
Hastanesinde 2015-2016 yili arasinda invaziv duktal karsinoma tanis1 konmus meme
kanseri hasta dokular1 kullanildi. Patoloji Anabilim dali tarafindan hastalara ait
parafin bloklardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak ¢aligma
gerceklestirildi.

Bu calisma i¢in, miksish 6q22-ROS1 (Kirmizi) DNA split FISH Probu ve
Depamiks doku FISH Deparafinizasyon ve Hazirlik Kiti kullanildi.
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Miksish 6g22-ROS1 (Kirmizi) DNA split FISH Probu Kit igerigi (Tablo 3)
(Katalog no: MI-135);

Tablo 3. FISH Probu Kit igerigi.

1. 6022 (ROS1) DNA split FISH probu 1 adet
2. Miksish Hibridizasyon Tamponu 1 adet

Depamiks doku FISH Deparafinizasyon ve Hazirlik Kiti igerigi (Tablo 4) (DM-
001, Medimiks);

Tablo 4. Depamiks doku FISH Deparafinizasyon ve Hazirlik Kiti igerigi.

1. Enzim Reaktifi (Toz) 4 adet
2. Deparafinizasyon On Yikama Soliisyonu (Toz) 1 sise

3. Kapakli sale 1 adet
4. Lam Kkutusu 1 adet

3.2.1. FISH On Hazirhk Asamasi

3.2.1.1. Doku Kesitlerinde Deparafinizasyon Uygulamas1 ve On Hazirhk

e Caligilacak olan lamlar 56°C’lik etiivde 1 gece bekletildi.

e Ertesi giin, her 5 lam i¢in, bir lam kutusunun i¢ine 15 cc distile su ve 150pul 1
M HCI eklenerek i¢i su dolu beherin igine yerlestirildi ve 37°C etiive
kaldirildi.

e Su banyosu 800C’ye ayarlandi ve 1siya dayamikli kapakli sale icine
deparafinizasyon ©on yikama soliisyonu konuldu. Kullanim asamasinda
soliisyonun 1s1sinin 80°C’a ulagmasi saglandi.

e 56°C’lik etiivden cikarilan lamlar, Ksilol igeren 3 ayr1 salede 10’ar dakika
bekletildi.

e Siire sonunda lamlar saleden ¢ikartildi ve %100 etanol igeren 2 ayr1 salede

5’er dakika bekletildi. Ardindan, lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
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e Lamlar 80°C’taki deparafinizasyon 6n yikama soliisyonunda 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda lamlar oda sicakligindaki distile suda 10-15 saniye
calkaland.

e Lamlar lam kutusuna yerlestirilmeden hemen once 150ul distile su ile
sulandirilan enzim reaktifi, daha dnceden 37°C etiivde bekletilen lam kutusu
i¢indeki distile su + 1 M HCI karisimi i¢ine ilave edildi.

e Lamlar 37°C’lik etiivdeki lam kutusu igerisindeki enzim ¢alisma
soliisyonunda 30 dakika bekletildi. Siire sonunda lamlar oda 1sisindaki distile
suda 10-15 saniye calkalandi.

e Lamlar, oda sicakligindaki 2x SSC soliisyonunda 3 dakika bekletildi.

e Ayni islem tekrar edildi (2x SSC’de soliisyonunda 3 dakika bekletildi).

e 3’cr dakika silireyle %70, %85, %100’Lik alkol serisinden gegirilerek

kurumaya birakildi.

3.2.2. Denatiirasyon / Hibridizasyon ve Hibridizasyon sonrasi yikama

e Denatiirasyon oncesi uygulamalari tamamlanmis lamlar, énceden 73°C’ye
getirilmis su banyosundaki denatiirasyon soliisyonu (Tablo 5) igerisinde 5

dakika denatiire edildi.

Tablo 5. Denatiirasyon soliisyonu igerigi.

Denatiirasyon Soliisyonu Formamid 20X SSC dH,0O
100 ml 70 ml 10ml 20 ml

e -20°C’de sogutulmus %70’lik etanolde lamlar 3 dakika bekletildi.

e Lamlar, oda sicaklifindaki %85 ve %100’liik etanolde 3’er dakika tutularak
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu asamadan sonra tiim islemlere
karanlik ortamda devam edildi.

e Lamlar kururken, kullanilacak prob soliisyonu hazirlandi. Her bir lam i¢in;

1 pl prob

4 pl hibridizasyon tamponu
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bir tiip icerisine almarak 73°C’lik su banyosunda 5 dakika siireyle denatiire
edildi.

Denatiirasyonun ardindan prob, kisa siireli vorteks ve santrifiijde spin
attirllarak oda sicakliginda kurutulmus olan lama damlatidi, 22x22 mm
lamelle kapatildi ve lamelin ¢evresi rubber cement ile kaplandi.

Lamlar 151tk ve hava gecirmeyen nemli bir kutuya yerlestirilerek,
hibridizasyon igin 37°C etiivde gece boyu inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin; Yikama Soliisyonu 1 ve Yikama Soliisyonu 2 hazirlandi (Tablo
6).

Tablo 6. Yikama Soliisyonu 1 ve 2’nin igerigi.

dH,O 20 X SSC NP40
Yikama Soliisyonu 1 98 ml 2ml 300 pl
Yikama Soliisyonu 2 90 ml 10 ml 100 pul

Yikama Soliisyonu 1 su banyosu i¢inde 730C’ye getirildi.

Tiim islemler karanlik ortamda yapildi. Bir giin 6nce hibridizasyona birakilan
lamlar; 37°C etiivden ¢ikarildi, lamel uzaklastirildi ve onceden 73°C’ye
ayarlanmis su banyosundaki Yikama Soliisyonu 1°de 2 dakika bekletildi.

Siire sonunda oda sicakligindaki Yikama Soliisyonu 2’de 10-15 saniye
calkalanip, oda sicakliginda kurumaya birakildu.

Kuruyan lamlara 6rnegi kaplayacak sekilde 5 ul DAPI damlatilarak, 24x50
mm lamelle kapatildi ve analiz i¢in -20°C’de 15 dakika bekletildi.

3.2.3. Tarama ve Analiz

Yikamast yapilan ve DAPI uygulanan lamlar, probun igerdigi isaretli

florokroma uygun filtreyi tasiyan Floresan Mikroskopta analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Sifa Universitesi Bornova Egitim ve Arastirma Hastanesinde
2015-2016 yili arasinda invaziv duktal karsinoma tanist konmus 30 meme kanseri
hastaninparafin blok dokular1 kullanildi. Her deparafinizasyon isleminden sonra, her
hastaya ait dokularin deparafinize oldugunu gormek igininverted mikroskop ile
goriintli alind1 (Resim 1). Hasta dokularindan hazirlanan her bir preparat igin ROS1
probu ile hibridizasyonu takiben yapilan FISH analizinde ortalama 50 hiicre sayildi.
Hastalara ait 30 preparat hazirlanmis olup, 17 tanesinde analiz gergeklestirilebilmis;
13 tanesinde sinyal gézlenmemistir. Sinyal gozlenmeyen 13 o6rnek igin, yeterli
deprarfinizasyon olmamasi, deparafinizasyon islemi sirasinda hiicrelerin slayt
tizerinden uzaklagmasi ve probun yeterli hibridizasyonu saglamadig1 diisiiniilmiistiir.
Analiz edilen 17 6rnegin 14 tanesinde ROS1 gen lokusuna ait 2 adet sinyal (dizomi)
(Sekil 8) gozlenmistir; 3 6rnekte ROS1 gen lokusuna ait hem 2 adet (Dizomi) sinyal
hem de lokusa ait 1 adet (Monozomi) (Sekil 9) sinyal gézlenmistir. Monozomi
gbzlenen birinci preparatta, 41 hiicrede dizomi, 9 hiicrede monozomi (%18 oraninda)
gozlenmistir. Ikinci preparatta, 36 hiicrede dizomi, 14 hiicrede monozomi (%28
oraninda) gozlenmistir. Ugiincii preparatta ise; 38 hiicrede dizomi, 12 hiicrede

monozomi (%24 oraninda) gozlenmistir.

Caligmamizda 17 hastaya ait preparat orneginde ROS1 gen lokusuna ait
sinyallerde herhangi bir artis (gen kopya sayisinda artig, amplifikasyon)

gbzlenmemistir.
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Resim 1: Dokunun deparafinizasyon sonrasi inverted mikroskop

ile alinan goriintiisii (X100).

Sekil 8. Normal hiicrenin floresan mikroskoptaki goriintiisii (X100).
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Sekil 9. Monozominin floresan mikroskoptaki goriintiisii (X100).

5. TARTISMA

Onemli tedavi stratejilerine ragmen, meme kanseri hala birgok iilkede basta
gelen 6lim nedenleri arasinda yer almaktadir (Siegel et al, 2015). Su ana kadar,
yapilan genis ¢apli arastirmalar meme kanseri patogenezinde rol oynayan molekiiler
mekanizmalar1 ortaya g¢ikarmistir. Ancak hala gilin yiiziine ¢ikarilmayr bekleyen
bir¢ok mekanizmanin da oldugu disiiniilmektedir (Hedieh Fardmanesh et al, 2016).
Bu mekanizmalarin anlasilmasi, hem prognozun tespitinde hem de uygulanacak
tedavinin tiirliniin belirlenmesinde biiylik 6nem tagimaktadir.

Gen amplifikasyonu tiimor hiicrelerinde yaygin olup, normal hiicrelere gore
1000 kat daha fazla siklikla meydana gelmektedir. Nitekim onkogen
amplifikasyonunun bir¢ok tlimdriin daha hizli biiyiimesinde rol oynadig1 saptanmistir

(Lileyap H. U, 2008). Protein trozin kinaz ve proto-onkogen etkinligi olan
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ROS1ingenetik  degisiklikleri, farkli epitelyal tiimorlerde (flizyon kinazlar
olarak)goriilmektedir (Gu TL et. al, 2011).

ROS1 genine ait degisiklikler cogunluklaakciger kanserinde calisiimistir.
Meme kanserinde ROS1 genine ait degisiklikler sinirli sayida ¢alismada mevcuttur
(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ROS1, Erisim tarihi: Mayis 2016;
http://omim.org/entry/165020,Erisim tarihi: 14 Aralik 2007). ROS1 geninin, biiyiime
ve  farklilagsmada  gorev  alan  proteinleri  kodladigi  bilindigi  iizere
(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ROS1, Erisim tarihi: Mayis 2016), bu genin meme
kanseriyle de iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ulkemizde meme kanserinde ROS1
gen degisiklikleri ile ilgili calismaya rastlanmamastir.

2013 yilinda yaymlanan bir ¢alismada (Minseob E,Sayamaa L,Sung S,Airi
H,Kwang H, 2013); memenin invaziv duktal karsinomunda (IDC) protein ve gen
seviyesinde ROS1 ekspresyonu arastirilmistir. Bu ¢alismada, 203 hastadan alinan
doku Ornegi ile, immiino histokimyasal boyama ve ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gergeklestirilmistir. Sonug olarak; ROS1 ekspresyonunun anlamli
sagkalim orani ile iligkili olmadigr bulunmustur. Ancak yiiksek histolojik diizey,
yilksek mitoz sayisi, diisiik Ostrojen reseptor ekspresyonu ve yiiksek Ki-67
proliferasyon indeksi ile orantili olarak ekspresyon diizeyi anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Ger¢gek zamanli PCR sonucu istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasina
karsin, benzer egilimler saptanmustir. Ayrica, yiiksek ROS1 ekspresyonunun IDC’nin
prognostik faktorleriyle iliskili olabilecegi ve IDC ifadesinin tiimor hiicrelerinin
¢ogalmasi ile ilgili olabilecegi sonucuna varmislardir. ROS1 gen degisiklikleri ile
ilgili 2016 yilinda yayinlanan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri ile ilgili bir
caligmada (Sergi C et al., 2016), hem ROS1 genindeki yeniden diizenlenmelere, hem
gen amplifikasyonlara ve delesyonlara hem de 6.kromozom polizomisine ve
monozomisine rastlanmistir. Bu ¢alismaya gore, ayni kanser tipinde ROS1genine ait
heterojenite saptanmustir. Cinsiyet, histopatoloik tip, ¢evresel etkenlere maruziyet
(sigara vs/miktar-siire bagimli) farkli genetik degisikliklerle birliktelik gostermistir.
Yine bu calismaya gore, gen kopya sayr degisiklikleri kromozomal polizomi ve

monozomiler sagkalima etkili bulunmamastir.
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FISH yontemi, her tiirli ROS1 yeniden diizenlenmesinin algilanmasini saglar
(Rimkunas et al., 2012). Bu yontemde degisik amaglarla farkli problar
kullanilmaktadir.  Calismamizda, invaziv duktal karsinomda ROS1 gen
amplifikasyonlar1 FISH analizi ile arastirildi. Analiz i¢in sadece ROS1 gen golgesini
gosteren lokus spesifik (6q22) FISH probu kullanildi. Bu prob, gene ait yeniden
diizenlenmeleri gostermemektedir. Analiz edilen 17 hastaya ait invaziv duktal
karsinom doku 6rneklerinde ROS1 gen amplifikasyonlarina rastlanmamistir. Sadece
3 hastaya ait 0rnekte monozomik hiicrelere rastlanilmistir. Calismada kullanilan
lokus spesifik prob, sadece ROS1 geni bolgesini gostermekte olup; 6.kromozomla
ilgili sentromer bolgesini isaretlememektedir. Bu nedenle, 3 hastaya ait saptadigimiz
monozomik hiicrelerde, bu durumun sadece gen delesyonu mu yoksa kromozomal
kayipla mu iligkili oldugunun ayrimina varilamamistir. Daha sonraki c¢aligmalar i¢in
daha ¢ok hasta sayis1 ve farkli problarla ¢alisilmas: ve farkli tipteki meme kanserleri
ile caligmalarin desteklenmesi Onerilmektedir. Ayrica, tespit edilen monozominin
invaziz duktal karsinoma tanist alan hastalarda sagkalim siiresini etkileyip

etkilemedigi yine daha fazla sayida hasta ¢aligmasi ile ortaya konabilir.
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OZET

Meme Kanserinde ROS1 Genindeki Degisikliklerin FISH Teknigi ile

Incelenmesi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser olup, invaziv duktal karsinom
en ¢ok goriillen patolojik tipidir. Bu kanserin olusumunda, genetik, epigenetik ve
transkriptomik degisikliklerin rol oynadigi bilinmektedir. Meme kanseri yatkinlik
genleri olarak bilinen BRCA1 ve BRCA2 genlerinin etkinligi bu kanser tiirli i¢in
bilinse de, molekiiler mekanizmanin daha iyi anlagilmasi hastaligin tani ve takibi i¢in
Oonem tagimaktadir. Bu yiizden galismamizda, bir proto-onkogen ve trozin kinaz olan
ROS1 geni calisilmistir. Bu gen, ¢esitli hiicre hatlarinda ifade edilmektedir ve
bliyime veya farklilasma faktorii reseptorii olarak islev gormektedir. Kanser
gelisiminde 6nemli olan bir¢ok yolagi da aktive etmektedir. Calismamizda, invaziv
duktal karsinoma tanis1 konmus meme kanserli 30 hastanin ROS1 genindeki
degisiklikler FISH teknigi ile incelenmistir. Hastalardan alinan 6rnekler ile, floresan
DNA probunun hedef DNA sekansina baglanmasi saglanip; floresan isaretli DNA
probunun o boélgeye 6zgii sinyali analiz edilmistir. 30 hastadan 17 tanesinde analiz
gerceklestirilebilmis; 13 tanesinde sinyal gozlenmemistir. Analiz edilen 17 drnegin
14 tanesinde ROS1 gen lokusuna ait 2 adet sinyal (dizomi) gézlenmistir; 3 6rnekte
ROS1 gen lokusuna ait hem 2 adet (Dizomi) sinyal hem de lokusa ait 1 adet
(Monozomi) sinyal gozlenmistir. Calismanin sonuglart  degerlendirildiginde;
calismada kullanilan lokus spesifik prob, sadece ROS1 geni bdlgesini gostermekte
olup; 6.kromozomla ilgili sentromer bolgesini isaretlemediginden, daha sonraki
calismalar icin, ¢ok hasta sayis1 ve farkli problarla ¢alisilmas: ve farkli tipteki meme
kanserleri ile calismalarin desteklenmesi onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: FISH, Meme Kanseri, ROS1 Geni
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ABSRACT

Analysis of Ros1l Gene Changes in Breast Cancer Using FISH

Breast cancer is the most common cancer in women with invasive ductal
carcinoma is the most common pathological type. Genetics, epigenetic and
transcriptomic changes are known to play a role in the development of this cancer.
The activity of the breast cancer susceptibility genes, BRCA1 and BRCA2 genes,
known as may be known for this type of cancer, a better understanding of the
molecular mechanisms that are important for the diagnosis and monitoring of
disease. So in our study, ROS1, which is a proto-oncogene and tyrosine kinase gene,
has been studied. This gene is expressed in various cell line and acts as a receptors
factors of growth or differentiation. This gene also activate many pathway which is
important in cancer development. In our study, ROS1 gene changes in invasive
ductal carcinoma diagnosed with breast cancer were examined with FISH technique
in 30 patients. With samples from patients, connecting to the target DNA sequence of
fluorescent DNA probes satisfies; fluorescently labeled DNA probe to that of
specific signal was analyzed. Analysis were achieved in 17 of 30 patients; signals
were not observed in 13 of them. Analyzed 17 samples in 14 of them have 2 signals
(Disomy) of ROS1 gene loci. Also, in 3 samples belonging to the ROS1 gene locus, 2
signal (Disomy), and belongs to the loci 1 signals (Monosomy) were observed. In
conclusion, locus specific probes used in this study and they are only show of ROS1
gene area; that is not mark the centromeres of related 6th chromosome. For further
studies, more number of patients, to work with different probes and support of the
study with different types of breast cancer are recommended.

Key Words: FISH, Breast Cancer, ROS1 Gene
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EK 2

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Degerli katilimci;

Meme kanseri hastaligiyla ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin amaci,
meme kanseri doku 6rneklerinin patolojik olarak degerlendirilmesinden sonra FISH
yontemi ile gen degisikliklerinin saptanmasidir.

Bu aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gontlliiliik
esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra eger arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymiz. Calismaya katilmaniz durumunda size herhangi bir &deme
yapilmayacaktir. Sizden onam vermeniz disinda herhangi bir beklentimiz
olmayacaktir. Bu ¢alismadan dogrudan bir fayda gérmeyeceksiniz. Ciinkii bugiin i¢in
elde edilmesi planlanan sonuglar tedavinizin gidisatin1 etkilemeyecektir. Calisma
sonuglarimizin bilime katkis1 olacagini aklida tutmanizi isteriz.

Bu arastirmay1 yapmak istememizin nedeni, meme kanseri ile ilgili olarak ROS1 adi
verilen bir gende ortaya ¢ikmasi muhtemel degisikleri gozlemleyebilmek ve bu
hastalikla ilgili literatiire yeni bir destek saglamaktir. Sifa Universitesi Tip Fakiiltesi
Genetik Tan1 Merkezi, Sifa Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Klinigi ve Sifa
Universitesi Tip  Fakiiltesi Patoloji  Laboratuari‘nin  ortak  katilimi ile
gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in 6nemlidir.

Biz inceleme i¢in patoloji laboratuarina gelen dokunuzda ¢esitli incelemeler yapmay1
planliyoruz.

Bu c¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da

sahipsiniz.

Size ait doku 6rneginin rutin olarak yapilan patolojik degerlendirilmesinde hastaligin
tanisi ile uyumlu sonug elde edilemediginde ¢alismaya katiliminiz sona erdirilecektir.

Arastirmamiza c¢alismanin amacma uygun tanist bulunan 30 goniillii bireyin
katilmas1 6ngoriilmektedir.

Calisma tamamen kendi {iniversite hastanemizde ger¢eklestirilecektir.
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Calismanin sonuclar1 konusunda size ayrica bir bilgilendirilmede bulunulmayacaktir.
Akliniza takilan ve sormak istediginiz sorulart1 Dog. Dr. Ahmet NART’a(Tel: 0232
343 44 45 [ 1807)sorabilirsiniz.

Katilimcinin beyant;

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum.

Arastirmanin Adi: Meme kanserinde ROS 1 genindeki degisikliklerin FISH teknigi
ile incelenmesi

Kullanilacak biyolojik materyal: Patolojik tani i¢in alinan meme dokusu 6rnegi

0 Sadece yukarida bahsi gecen aragtirmada kullanilmasina izin veriyorum
o Ileride yapilmasi planlanan tiim aragtirmalarda kullanilmasina izin veriyorum

o Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Katilhimei
Adi,soyadi:
Adres:

Tel:

Imza

Katilimci ile goriisen hekim

Adi,soyadi,unvant:
Adres:
Tel:
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