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OZET

Yeni Yildirnm S., “Kolumnar hiicreli lezyon, benign proliferatif meme lezyonlari ve
meme karsinomlarinda PI3K/AKT/mTOR yolak aktivasyonunun
immiinohistokimyasal degerlendirmesi”, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Patoloji Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Kolumnar hiicreli
lezyonlar (KHL), kolumnar epitel hiicreleri ile doseli, degisken derecede genislemis
asinuslarla karakterize terminal duktolobiiler tnitelerin (TDLU) klonal degisikligidir.
Atipili kolumnar hiicreli lezyon olan flat epitelyal atipi (FEA), meme karsinomu igin
zorunlu olmayan preneoplastik lezyon olup, diisiik dereceli meme karsinogenezinin
ilk basamak lezyonu olarak distinilmektedir. Burada, KHL'ler, KHL icerebilen benign
proliferatif meme lezyonlari, preneoplastik lezyonlar ve meme karsinomlarinda,
meme karsinogenezinde en sik mutasyon gorilen PI3K/AKT yolagina ait bilesenlerin
imminohistokimyasal profili irdelenmistir. HUTF Tibbi Patoloji AD’de, KHL, benign
meme lezyonlari, preneoplastik lezyonlar, in-situ ve invaziv karsinom tanilari olan
188 olguya ait 452 lezyon incelenmistir. Doku mikrodizinleri immiinohistokimyasal
olarak pAKT, INPP4B, pSGK3 ve PTEN antikorlari ile boyanmistir. Lezyonlarin
61/380'i (%16) pAKT ve 306/408’i (%75) pSGK3 pozitiftir. PTEN kaybi 205/376
(%54,5), INPP4B kaybi 131/416 (%31,5) olguda gorulmustir. pAKT ekspresyonu
invaziv timorlerden en fazla lobiler karsinomda (%70) gorilmekteyken, intraduktal
papiller karsinom, enkapstile papiller karsinom, sklerozan adenozis ve siddetli duktal
epitel hiperplazisinde gorilmemistir. Nikleer pAKT ekspresyon orani en c¢ok
intraduktal papillomda (%77,7) ve bifazik lezyonlarda (%63,6) izlenmistir. INPP4B
kaybi, malign lezyonlarda benign lezyonlardan daha fazladir (%49,1’e karsi %19,1,
p<0,05); metaplastik karsinom ve kompleks apokrin metaplazilerin tamaminda,
invaziv lobller karsinomlarin %60,7’sinde gorilmektedir. KHL'de PTEN kaybi,
timore yakin FEA'de (%22,2), timor eslik etmeyen FEA’dan (%5,1) siktir (p=0,049).
FEA'de, atipik duktal hiperplazi ve dislik dereceli invaziv karsinoma kiyasla, pAKT
ekspresyonu (%9,9), PTEN kaybi (%53), INPP4B kaybi (%6) daha az, pSGK3
ekspresyonu (%93) daha siktir. KHL'de kolumnar hiicre iceren papiller lezyonlar ve
bifazik lezyonlara gore daha fazla PTEN kaybi (%52,5) gorilirken daha az INPP4B
kaybi (%5,9) mevcuttur. pSGK3 ekspresyonu, KHL'de (%94,1) bifazik lezyonlarla
(%96,9) benzer ve papiller lezyonlardan (%70) daha yliksektir. INPP4B pozitif
lezyonlarda pSGK3’ln (%85,9) yiksek oldugu (p<0,05), pAKT’nin (%13,5) azaldig
izlenmistir (p=0.023). Sonug¢ olarak, FEA’'nin lezyon yerlesimine gore degisen ve
timorigenezde daha ileri lezyonlardan ayrilan immiinekspresyon paterni ile dislik
dereceli meme karsinogenez basamaklarindaki roli vurgulanmistir. INPP4B,
PI3K/AKT yolaginda ambivalan davranis gostermektedir: pAKT inhibiyonu ile timor
supresor roli ve pSGK3 indiiklemesi ile onkogenik roli agiga cikariimistir.

Anahtar Kelimeler: Kolumnar hicreli lezyon, flat epitelyal atipi, intraduktal
papillom, radyal skar, bifazik lezyon, meme karsinomu,
PI3K/AKT/mTOR yolagi



ABSTRACT

Yeni Yildirm S., “Immunohistochemical evaluation of PI3K/AKT/mTOR pathway
activation in columnar cell lesions, benign proliferative breast lesions and breast
carcinomas”, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Pathology,
Ankara, 2023. Columnar cell lesions (CCL) are clonal alterations of the terminal duct lobular
unit (TDLU) characterized by enlarged, variably dilated acini lined by columnar epithelial
cells. Flat epithelial atypia (FEA) —columnar cell lesion with atypia- is a non-obligatory
preneoplastic lesion for breast carcinoma and is considered as the first line for low-grade
breast carcinogenesis. Here, the immunohistochemical profile of the components of the
PI3K/AKT pathway -the most frequently mutated pathway in breast carcinogenesis- is
investigated in columnar cell lesion (CCL), benign proliferative breast lesions containing CCL,
preneoplastic lesions and breast carcinomas. 452 lesions from 188 cases with the diagnosis
of CCL, benign breast lesions, preneoplastic lesions, in-situ and invasive carcinoma were
examined in Hacettepe University Faculty of Medicine, Pathology Department. Tissue
microarrays were stained immunohistochemically with antibodies against pAKT, INPP4B,
pSGK3, and PTEN. 61/380 (16%) and 306/408 (75%) of the lesions were pAKT and pSGK3
positive, respectively. PTEN loss was seen in 205/376 (54.5%) cases and INPP4B loss was
observed in 131/416 (31.5%) cases. pAKT expression was most common in lobular
carcinoma (70%) and was not found in any cases of intraductal papillary carcinoma,
encapsulated papillary carcinoma, sclerosing adenosis, and florid ductal epithelial
hyperplasia. Intraductal papilloma (77.7%) and biphasic lesions (63.6%) showed the highest
nuclear pAKT expression rate. Loss of INPP4B was greater in malignant lesions than in
benign lesions (19.1% vs. 49.1%, p<0.05); INPP4B loss was seen in all metaplastic
carcinomas and complex apocrine metaplasias and 60.7% of invasive lobular carcinomas in
particular. Loss of PTEN in CCL was more common in FEA near the tumor (22.2%) than in
FEA without a tumor (5.1%) (p=0.049). In FEA, pAKT expression (9.9%), PTEN loss (53%),
INPP4B loss (6%) are lower and pSGK3 expression (93%) was more common than atypical
ductal hyperplasia and low-grade invasive carcinoma. Compared to papillary lesions and
biphasic lesions containing columnar cells, more PTEN loss (52.5%) and less INPP4B loss
(5.9%) were observed in CCL. pSGK3 expression in CCLs (94.1%) was similar to that in
biphasic lesions (96.9%) and higher than in papillary lesions (70%). In INPP4B positive
lesions, pSGK3 expression (85.9%) was high (p<0.05) while pAKT expression (13.5%)
decreased (p=0.023). As a result, the role of the FEA in low-grade breast carcinogenesis is
emphasized by the immunoexpression pattern which differs both spatially and temporally
from the later steps in tumorigenesis. INPP4B exhibits an ambivalent role in the PI3K/AKT
pathway: the tumor suppressor role by pAKT inactivation and the oncogenic role by pSGK3
expression has been uncovered.

Key words: Columnar cell lesions, FEA, intraductal papilloma, radial scar, biphasic lesions,
breast carcinoma, PI3K/AKT/mTOR pathway
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A. AKT regiilasyonunun molekiiler mekanizmasi.

AKT immunohistokimyasinin “The Human Protein Atlas”
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1. GiRis

Memede normal terminal duktolobiiler tinitelerin (TDLU) kiiboid epitelinin
atipi icermeyen kolumnar epitel ile degismesi ile kolumnar hicreli lezyon (KHL)
olusmaktadir. Benign proliferatif olan veya olmayan meme lezyonlari da kolumnar
hiicreli degisiklik icerebilir. Orn: fibrokistik degisiklik, olagan duktal hiperplazi,
sklerozan adenozis, radyal skar, intraduktal papillom, fiboroadenom, filloides timor.

Normal terminal duktolobiler Unitelerin kiiboid epitelinin, nikleer atipi
iceren kolumnar epitel ile degismesi sonucu atipili kolumnar degisim/hiperplazi
(AKL;atipili kolumnar lezyon) olusmaktadir. AKL, meme karsinomu igin zorunlu
olmayan preneoplastik lezyonlar olarak dlsinlilmektedir. Bu lezyonlar disuk
dereceli meme karsinogenezinin ilk basamak lezyonu olarak kabul edilmistir (1).
FEA'nin iliskili oldugu disik dereceli meme kanserleri invaziv tibuler karsinom,
invaziv kribriform karsinom, klasik invaziv lobtler karsinom ve diisiik dereceli invaziv
duktal karsinomdur (2).

Fosfatidilinositol-3-kinaz (P13K) yolagi degisiklikleri ve AKT aktivasyonu ¢ok
cesitli kanser tiplerinde rapor edilmistir: meme, kiiglik hiicreli ve kiguk hicreli disi
akciger, prostat, mide, pankreas, safra yollari, over, endometrium karsinomu yani
sira glioblastom ve hematolojik tiimorler (3). invaziv meme karsinomunda da en sik
mutasyona ugrayan vyolaklardan biridir, bir calismaya goére %60 meme timori
PI3K/AKT yolagini hiperaktive eden genetik degisiklik (4), baska bir calismaya gore
%70 primer meme tliimorinde, PI3K yolaginda bir veya daha fazla bilesende
degisiklik gorulir (5). Bunlardan en sik gorileni PIK3CA genindeki mutasyonlar olup,
meme kanserlerinin 1/3’Gnde gorulmektedir (6). Ek olarak meme kanserlerinin
yarisinda PTEN kaybi, yaklagik %5’inde AKT1 mutasyonu ile bu yolak aktive olur (7).
Bir calismada kolumnar hiicreli lezyonlarin yaklasik yarisinda PIK3CA geninde
mutasyon saptanmistir (8).

Tum hiicre ve dokularda, reseptor tirozin kinaz (RTK) ya da G-protein-bagh
reseptorlerin (GPCR) uyarilmasi ile aktive olan PI3K, AKT aktivasyonu ile sonugclanir.
PI3K ve onun lipid drlnleri, uygun bir AKT aktivasyonu icin zorunlu ve hiz

kisitlayicidir (9). Fosfoinositid bagimh protein kinaz 1 (PDK1), AKT’nin aktivasyon



bolgesi olan T308’in (10), “mechanistic target of rapamycin (mTOR) complex 2”
(mTORC2) ise hidrofobik motifteki S473’lUn fosforilasyonunu saglar (11). Boylece,
AKT’nin  maksimum aktivasyonu saglanmis olur. Sonrasindaki asagl akistaki
efektorler ile hiicre bliyimesi, proliferasyon ve hiicre yasam siresi artisi gerceklesir.
PI3K aktivitesi timor supresér PTEN tarafindan engellenir (12). INPP4B de AKT
aktivasyonu igin kullanilan 2 fosfath fosfotidilinositolii tek fosfatli forma donistiren
4 fosfataz aktivitesi ile timor stpresor olarak fonksiyon gosterir (13). SGK3 ise,
PIK3CA mutant hiicrelerde, PDK1’in AKT-bagimsiz sinyal akisina katki saglamaktadir
(14).

Bu tez ¢alismasinda, PI3K/AKT/mTOR yolagindaki primer efektor olan proto-
onkoprotein serin/treonin kinaz fosforile AKT (pAKT), potansiyel bir timoér supresor
olan Inositol Polyphosphate 4-phosphatase type Il (INPP4B), PIK3CA/PTEN
mutasyon statlsinin gostergesi olabilecek serum ve glukokortikoid-regiile kinaz
3’lin (SGK3) fosforile formu (pSGK3) ve bir timor supresor olan fosfataz ve tensin
homolog (PTEN) temsilci belirtegleri, atipili kolumnar degisim/hiperplazi ve
kolumnar degisim gosteren benign proliferatif meme lezyonlari (intraduktal
papillom, radyal skar ve fibroadenom), kompleks apokrin metaplazi ve meme
karsinomlari Gzerinde uygulanmis, bu lezyonlardaki kolumnar hiicreli degisikligin ptr
KHL'dan farkli bir PI3K/AKT/mTOR ekspresyon profilinin olup olmadigini
aydinlatmak amaglanmistir.

Kolumnar  hicreli degisim iceren benign meme lezyonlarinda
PI3K/AKT/mTOR vyolaginin aktivasyonu, hangi asamada aktivasyon oldugu ve bu
lezyonlarin birbirleri ile iliskilerinin saptanmasi halinde hastanin prognozunu tahmin
etmede ve sirecin yonetiminde yarar saglayabilecegini arastirmak, ayrica ylksek
dereceli invaziv-in situ karsinom ile disiik dereceli meme karsinogenez basamaklari
olan distk dereceli invaziv-in situ karsinom, atipik duktal hiperplazi ve kolumnar
hiicreli lezyonun farklarinin arastirilmasi, kolumnar hiicreli lezyonlarin, atipi icerip
icermemesi, timoriin eslik edip etmemesi ve tiimore yakinligina gore farklarinin

arastirilmasi amacglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Normal Meme Dokusu

Eriskin kadin memesi farkli miktarlarda fibréz doku ve yag dokudan olusan
stroma igine gomulli duktuslar, duktuluslar ve lobiler asiner (nitelerden
olusmaktadir (Sekil 2.1). Fibroz doku ve yag dokunun oranlari yasa ve bireylere gore
farkhlik gosterir. Memenin duktal-lobller sistemi segmentler ve loblar formunda
dizenlenmistir. Bu duktal-lobiiler sistemin epiteli iki kath olup icte liiminal epitelyal
hiicre tabakasi ve dista myoepitelyal hiicre tabakasi bulunmaktadir (Sekil 2.2). Cift
kath hiicre tabakasi benign lezyonlari malign lezyonlardan ayirmada esas
rehberlerden biri olmasi sebebiyle 6nemlidir. Dinlenme halindeki meme duktus ve
lobillerindeki liminal epitel hicreleri kiiboidal ya da kolumnar sekilli, soluk

eozinofilik sitoplazmaya ve gérece oval nikleusa sahiptir (15).

Sekil 2.1. Normal eriskin kadin meme dokusunun mikroanatomisi; ekstralobiler
duktuslar, terminal duktuslar ve lobuller.



Sekil 2.2. ikili hiicre popiilasyonu ile ddseli meme duktal-lobiiler sistemi. A) Lobiiliin
blylk bliyitme goruntisi. B) Ekstralobiler duktusun bliyik biyitme
goruntusu.

Lobiil, terminal duktusu ile birlikte terminal duktolobiiler Ginite (TDLU) olarak
isimlendirilir. Bunlar memenin vyapisal ve fonksiyonel birimleridir. Anatomik
calismalar gosterdi ki, ‘duktal’ olarak isimlendirilen lezyonlarin cogu (6rn; kistler,
duktal epitel hiperplazisi, in situ ve invaziv karsinomlar) aslinda TDLU’den kéken alir.
Genis veya orta boyutlu duktuslardan kdken alan tek lezyon soliter intraduktal

papillom’dur (15).

2.2. Kolumnar Hiicreli Lezyonlar (KHL)

Kolumnar hiicreli lezyonlarin en basit formu kolumnar hiicreli degisimdir
(KHD). Bu lezyonlar bazal membrana dik olarak yerlesimli ovoid ve uzamis
niikleuslara, ince daginik kromatine ve belirsiz niikleole sahip kolumnar epitel
hicrelerinin bir veya iki katli (1-2) tabaka olusturdugu, farkl boyutlarda genisleme
gosteren TDLU’ler ile karakterizedir (Sekil 2.3). Epitelyal hiicrelerin liminal

ylzeyinde apikal kabarcik ya da “snout”lar bulunur.



Sekil 2.3. Kolumnar hiicreli lezyon; vertikal olarak oryantasyon gosteren nikleuslara
sahip kolumnar sekilli epitelyal hiicrelerle déseli duktiiller.

Kolumnar hiicre hiperplazisi (KHH) de kolumnar hiicreli degisime benzer
sitolojik 6zelliklere sahip olup iki hiicre katindan daha fazla (>2) seliiler tabakalanma
gosterir. Cogalan kolumnar hicreler kicik cikintilar ve mikropapillasyon
olusturabilir. Genelde abartili “snout”lar ve asiri intralliminal sekresyon gorilir. Her
iki lezyonda da liminal kalsifikasyonlar izlenebilir. Bu lezyonlarda niikleer irilesme,
oryantasyon bozuklugu, nikleol belirginligi gibi sitolojik atipi bulgulari goriilmez
(16).

KHL varhgi kanser riskinde hafif artis ile iliskili bulunmustur. KHL' nin tek
basina meme kanser riskini anlamli 6l¢iide arttirma ihtimali tam olarak
desteklenememistir. KHL'ye atipik hiperplazi (atipik duktal hiperplazi (ADH)/atipik
lobiler hiperplazi (ALH)) eslik etme olasiligi etmeme olasiligina goére 2-3 kat fazla
oldugundan, benign biyopside KHL gorildigiinde, daha endise verici bir lezyon olan
atipik hiperplazi aranmahdir (17). Ancak KHL iliskili kanser riski, KHL'ye eslik eden
proliferatif lezyonlarla iliskili kanser riskinden bagimsiz olarak net bir sekilde

ayrilamaz (18).



2.3. Flat Epitelyal Atipi (FEA)

Sitolojik atipi iceren KHL, FEA kategorisinde yer alir (Sekil 2.4). Pratik olarak
bu lezyonlar iki tanisal kategoriye ayrilir;

1. Atipili kolumnar hicreli degisim

2. Atipili kolumnar hiicre hiperplazisi

Sekil 2.4. Flat epitelyal atipi; hafif nikleer atipili, yuvarlak vezikiler nikleus ve ayirt
edilebilen niikleole sahip, apikal “snout” iceren kiiboidal ya da kolumnar
epitel hiicreleri.

Atipili kolumnar hicreli degisim, boylari degisen sekilde kolumnar sekilli,
disik dereceli sitolojik atipi gosteren hicrelerin olusturdugu bir veya iki kath (1-2)
epitel tabakasina sahip genislemis asinuslar iceren TDLU’lerden olusur. Bu atipi,
yuvarlak-oval sekilli, bazal membrana dizgin dik bir yerlesim gostermeyen
nikleuslar ve hafif artmis nikleositoplazmik oran ile karakterizedir. Nukleer
kromatin ince olabilir ya da hafifge marjinasyon gosterebilir, niikleol degisken
derecede belirgin olabilir. Atipili kolumnar hiicre hiperplazisi de atipili kolumnar
hicreli degisime benzer sitolojik ozellikler igermekte olup, iki hiicre tabakasindan

daha fazla (>2) seliiler tabakalanma gosterir. Cogalan epitelyal hicreler kiguk



cikintilar ve mikropapillasyon olusturabilir. Ancak kompleks mimari yapilanma, iyi
gelismis mikropapillalar, kopriler ve fenestrasyonlar bulunmaz (19). Her iki
lezyonda da liminal kalsifikasyonlar izlenebilir. Epitelyal hiicrelerin liminal ylziinde
sitoplazmik “snout”lar siklikla bulunur.

Bazi FEA vakalarinin invaziv meme karsinomuna progresyon gostermekte
oldugu bilinmekte olup, goriinen o ki bu progresyon riski ¢ok dlsuktir. FEA'nin
kanser progresyon riski, atipik hiperplazinin riskinden daha azdir. Bu ylizden FEA,
atipik hiperplazi ile ayni sekilde yonetiimemelidir. Klinik-patolojik korelasyon
yapilmalidir (20). Dialini ve arkadaslarinin yaptigi calismada, kor biyopside izole FEA
tanisi alan 29 hastanin cerrahi eksizyonunda invaziv timor izlenmediginden, cerrahi
eksizyonu ancak kor biyopsi sonrasi goériintilemede rezidi mikrokalsifikasyon kalan
hastalarda ileri atipi (ADH/ALH) ve duktal karsinoma in situ (DKIS) riski nedeniyle
onermislerdir. Kor biyopsi sonrasi rezidii mikrokalsifikasyon yoksa cerrahi eksizyon

yerine goriintiileme ile takip mantikli bir secenek olacaktir (21).

2.4. Kolumnar Hiicreli Lezyon/Flat Epitelyal Atipi Ayirici Tanisi

KHD, KHH ve FEA, hepsi siklikla sekresyon, kaba kalsifikasyon ve graniler
kalsifik debri iceren diizensiz genislemis TDLU’lerden olusur. FEA niikleuslar
KHD/KHH’ye gore, iri nukleuslari ve kalabalik hiicreleri yansitir sekilde daha yogun
mavi boyanma egilimindedir. FEA’da hastayi daha ileri takip gerektiginden KHL'dan
ayirt etmek gerekir (22). Onceki yillarda pek ¢ok farkli terminoloji kullaniimasi KHL
tiplerini ayirmada ve tani koymada kafa karisikhgina yol acmis olsa da, Schnitt
2003’te terminolojiye acikhk getirmistir (16). FEA ve KHL ayrimi igin yaklasim Sekil
2.5'te gosterilmistir. Algoritmaya gore, kompleks yapilanma icerenler KHL olmayip,
daha ileri lezyonlardir. Kompleks yapilanma yoksa tek veya c¢ok kath olmasi ve atipi
icerip icermemesine gore isimlendirilir. Bir calismada, meme patolojisi ilgi alani olan
8 patolog, KHL'ler ile ilgili egitim sonrasi, 30 KHL vakasini iceren testi ¢ozmuisler ve
sonucunda aralarindaki uyum orani %91,8 cikmistir. Uyum orani atipi icermeyen
lezyonlarda, atipik olanlara gore daha fazladir (23). Ancak bu calismada test, meme

patolojisi ile ilgilenen patologlar Gzerinde ve egitim sonrasi uygulandigindan uyum



oraninin yliksek olmasi yaniltici olabilir. Baska bir ¢calismada ise 14 patoloji asistani
ve yan dal “fellow”u iceren bir gruba 24 vakalik test egitim Oncesi ve sonrasi
uygulanmis olup, sonucunda istatistiksel « degeri egitim oncesi 0,42 (orta uyum
diizeyi), egitim sonrasi 0,56 (iyi uyum diizeyi) olarak hesaplanmistir. KHL ayrimini
yapmada, egitimin gozlemciler arasi uyumu artirdigini belirtmislerdir ancak egitim

sonrasi da ¢ok iyi diizeye ulasilamamistir (24).

| Columnar cell alteration

Complex architecture
Singel cell layer Cell stratification

(arcades, bridges,
micropapillae, cribriform)
Low grade Low grade Low grade
cytologic atypia cytologic atypia cytologic atypia
NO YES NO YES YES
Columnar cell Flatepithelial Columnar cell Flatepithelial Atypical ductal hyperplasia
change atypia hyperplasia atypia (ADH)
(ccc) (FEA) (CCH) (FEA) or

Ductal carcinomain situ
(ocis)

Sekil 2.5. Kolumnar hiicreli lezyon ve flat epitelyal atipiye algoritmik yaklasim. Bu
sekil “Logullo, A.F., Nimir, C. Columnar cell lesions of the breast: a
practical review for the pathologist. Surg Exp Pathol 2, 2 (2019).
https://doi.org/10.1186/s42047-018-0027-2” makalesinden direk alintidir.

2.4.1. Olagan Duktal Hiperplazi

Olagan duktal hiperplazi (ODH), gelisiglizel oryantasyon gosteren benign
epitelyal hiicrelerin koheziv proliferasyonu ile karakterizedir. Sekonder limenler ve
fenestrasyonlar bu lezyonun karakteristik 6zelligidir. ADH’deki yuvarlak dizgin
[Gmenlerin aksine, ODH’deki limenler genelde periferal yerlesimli ve vyarik
benzeridir. ODH’deki dizensiz dizilime ve belirsiz sinirlara sahiptir. Nikleuslarda
siklikla yariklanma ve psodoinkliizyon gorilir. Hiicrelerde 6zellikle proliferasyonun

merkezinde belirgin olacak sekilde akar tarzda ya da sinsityal patern izlenir. Diislik



dereceli atipik proliferasyonlardaki sert koprilerin aksine, ODH’deki epitelyal
kopriler ince ve esnektir, hiicreler koprilere paralel yerlesimlidir. Kalsifikasyon
gorilebilir.

Bazen olagan hiperplazi ile birlikte kistik degisiklikler ve genislemis duktuslar
FEA ile karisabilir. Bu tanisal zorluga neden olacak sekilde, bazal membrana en yakin
yerlesimli bazal hiicre tabakasi ODH icinde kolumnar 6zellik gosterebilir. ODH’deki
akar tarzdaki uzamis nikleuslarin aksine, FEA monoton ve hiperkromatik nikleuslar
icerir (22).

Hartmann ve arkadaslarina gore ODH’de meme kanseri gelisme riski genel
populasyona gore 1,5-2 kat artmistir. Mammografinin artan kullaniminin meme
biyopsi sikhigini arttirmasi nedeniyle, benign meme hastaliklari iliskili riski anlamak

onemlidir (25).

2.4.2. Apokrin Lezyonlar

Benign apokrin lezyonlar, genis eozinofilik graniler sitoplazmaya sahip
kiiboidal veya kolumnar hiicreler igerir. Hicreler, boyutlar iki kata kadar degisen
farkl boyutta niikleuslara, belirgin niikleollere, apikal kabarcik ve “snout”lara sahip
olabilir. Benign apokrin epitel proliferatif hiperplastik degisim ile mikropapilla ve
papiller yapilar yapilar olusturabilir. Page ve arkadaslari, calismalarinda 10 binden
fazla apokrin morfoloji gosteren benign biyopsiyi ortalama 20 yil takip siresi ile
incelemisler ve bu degisiklikleri basit, kompleks ve siddetli kompleks olarak
kategorize etmislerdir (Sekil 2.6). Pratik olarak bu tipleri birbirinden ayirmak icin bir
neden olmadigini belirtmislerdir. Ancak atipi veya in situ lezyon olarak asiri tani
koymamak igin siddetli kompleks paterni tanimak onemlidir. Yazarlar su sonuca
varmistir ki; non-apokrin epitelyal atipi yoklugunda meme karsinomu gelisme

riskinde anlamli bir risk artisi yoktur (26).
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Sekil 2.6. Apokrin degisim gosteren benign meme lezyonlarinin kategorizasyonu. A
Basit apokrin metaplazi; (st Gste binmeyen kiictik cikintilar. B Kompleks
apokrin metaplazi (KAM); birbirine dokunan daha genis gikintilar.

Apokrin metaplazi KHD’ye benzer sekilde kalsifikasyon ve dilate bosluklar
icerebilir. Yani sira flat veya mikropapiller biiyiime paterni gésterebilir. Onemli olan
FEA’y1 tanimaktir ¢linkli apokrin metaplazi belirgin niikleol ve kendine has eozinofilik

grantllere sahiptir (22).
2.4.3. Atipik Duktal Hiperplazi Ve Diisiik Dereceli Duktal Karsinoma in Situ

ADH, sitolojik ve mimari o6zellikleri disiik dereceli DKiS’ye benzeyen
intraduktal proliferasyondur. Ama duktal bosluklar kismi tutulmustur ve/veya sinirli
blylklikte monoton tutulum mevcuttur (Sekil 2.7). Orta ve yuksek dereceli nikleer
atipi ozellikleri yoktur ve nekroz beklenmez. Duktal bosluklar tek tip bir sekilde
intraduktal proliferasyon gosterdiginde, ADH/dusiik dereceli DKiS ayrimi
boyut/uzanim kriterine gére yapilir. Page ve arkadaslari limit olarak tutulmus 2
duktusu almistir. Eger <2 duktus tutulumu varsa ADH olarak siniflandirmistir (27).
Tavassoli and Norris ise bitisik uzanimi < 2mm olan lezyonlari ADH olarak

siniflandirmistir (28).
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Sekil 2.7. ADH. Monomorfik niikleuslar ve epitel hiicrelerinin bogluklar etrafinda
polarizasyonu.

FEA ise, ADH ve disik dereceli DKIS ile, ADH ve disiik dereceli DKiS’de iyi
gelismis mikropapillalar, sert kopriler ve kemerler, diizglin sekilli fenestralar gibi

kompleks mimari yapilarin varligi ile ayrilir (22).
2.4.4. Yiiksek Dereceli Flat (“Clinging”) Duktal Karsinoma in Situ

Yiksek dereceli niikleer atipi ve belirgin niikleer pleomorfizm FEA’nin 6zelligi
degildir. Yani sira yiiksek dereceli DKIS (Sekil 2.8) siklikla Her-2 pozitif, ER negatif
olup, yuksek mitotik indeks gostermekte iken, FEA Her-2 negatif, ER kuvvetli pozitif

olup, nadiren mitotik figlr icerir (22).
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Sekil 2.8. Flat DKIS. Belirgin niikleole sahip, hiperkromatik, pleomorfik niikleuslar.
Limende kalsifikasyon ve nekroz.

2.5. Kolumnar Hiicreli Alanlar igerebilen Benign Proliferatif Lezyonlar
2.5.1. Sklerozan Adenozis

Sklerozan adenozis, stromal kollajen tarafindan sikistiriimis, ¢ogalmis kiglik
asiner ve tubuler yapilara bagl genislemis lobiler tniteler ile karakterizedir (Sekil
2.9) (29). Duktdiller kiiguk, yuvarlaktan agiliya degisen sekillerde ve genellikle tek tip
gorinimdedir. Epitelyal hiicreler kiiboidal ya da kolumnar olup, santral yerlesimli
nikleusa sahiptir. Duktillerin  periferindeki myoepitelyal hiicreler daha
hiperkromatik, igsi sekilli nikleuslari ile kolayca taninabilir. Glanduler sikisiklik
lezyonun mekezinde daha belirgindir ve limenler tamamen kapal olabilir, ki bu
solid bir gorinim kazandirir (30). Atipik epitelyal proliferasyonlar sklerozan
adenozisi tutabilir ve bu durum tanisal gigliik olusturabilir. Ancak lobulosentrik

blylme paterni ve myoepitelyal hiicrelerin varligi taniyi koymada yararhdir.
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Sekil 2.9. Sklerozan adenozis. Glanduler sikisiklik ve buna bagli bazi [imenlerin
kapanmasi.

Sklerozan adenoziste meme kanseri gelisme riski, normal poplilasyondaki
kadinlarin yaklasik 2 katidir (31). Cerrahi eksizyon endikasyonu yoktur. Ancak atipik
epitelyal proliferasyon mevcutsa, hasta yonetimi igin multidisipliner degerlendirme

gereklidir.

2.5.2. Radyal Skar

Radyal skar, yildizimsi bir dizilime sahip lobilosentrik bir proliferasyon olup,
KHL, kist, ODH ve sklerozan adenozis icerebilir. Santral yogun hyalinize kollajen ve
elastoz icerir. Lezyonun merkezinde fibréz dokuya gémuli kigik, diizensiz benign
tubiller, periferinde ise farkli derecelerde genislemis duktuslar, ODH, apokrin

metaplazi ve farkl paternlerde epitelyal proliferasyon bulunur (Sekil 2.10) (32).
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Sekil 2.10. Radyal skar. Santralinde elastoz, periferal olarak ise sagda ODH ve KHL,
solda apokrin metaplazi ve fibrokistik degisiklikler iceren bir radyal skar.

Radyal skarda artmis kanser riski yaklasik 1,5 kattir. Cogu ¢alismaya gore kor
biyopside saptandiginda cerrahi eksizyon yerine takip onerilmelidir(33). Baska bir
calismada ise, kor biyopside saptandiginda kanser riskinin ihmal edilemeyecegini,
cerrahi gerektigini, vakum biyopsi ile alindiginda ise cerrahinin zorunlu olmadigini

belirtmislerdir (34).
2.5.3. intraduktal Papillom

Santral ve periferik olmak tizere her iki tip papillom da koheziv ve agac dallari
seklinde yapilanma gosteren, myoepitelyal hiicreler ve epitelyal hiicreler ile doseli
fibrovaskiler korlardan olusmaktadir (Sekil 2.11). Epitelyal bilesen, kiiboidal ya da
kolumnar hicreler, ODH ya da apokrin degisim icerebilir. Skleroz/fibrozis yaygin
olarak goriulebilir. Hiicreler KHL'ye benzer ve yalnizca sitolojik 6zellikleri géz 6niine
alindiginda (papiller olusum goz ardi edilirse) KHL'den ayrilamaz.

Benign papillomlar monoklonal proliferasyonlardir; Noguchi ve arkadaslari
bu lezyonlara yaptiklari klonal analiz sonucu hepsinin monoklonal oldugunu

gostermis ve bu lezyonun liminal epitelyal hiicre ve myoepitelyal hicreye
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dontsebilen ortak bir prekiirsor'den kdken aldigini ortaya atmistir (35). Benign
papillomlarda PIK3CA/AKT1 vyolaginda aktive edici nokta mutasyonlar siklikla
tanimlanmistir. Papiller neoplazilerde yapilan bir galismada, papillomlarin yaklagik
2/3’Unde PIK3CA/AKT yolaginda mutasyon saptanmistir (36). Baska bir ¢alismada
ise, 16p13 ve 1621 bolgesindeki heterozigosite kaybi (LOH), benign ve malign
papiller lezyonlarda saptanmis olup, 16923 bolgesindeki LOH’nin ise malign papiller

lezyonlar ile sinirli oldugu belirtilmistir (37).

Sekil 2.11. intraduktal papillom. Agac dallari seklinde yapilanma gdsteren,
fibrovaskiiler korlar ve bunlari déseyen cift katli epitel-myoepitel
tabakasi, KHL ve apokrin metaplazi iceren intraduktal papillom.

Son zamanlardaki c¢alismalar degisken olmakla birlikte, genel kani atipi
icermeyen intraduktal papillomlardan kanser gelisim riskinin az oldugudur (<%1), bu
sebeple kor biyopside atipi icermeyen intraduktal papillom icin direk cerrahi
eksizyon degil, takip onerilir (38). Ancak kor biyopside atipik ozellikler mevcutsa

cerrahi eksizyon yapilmalidir.
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2.5.4. Fibroadenom

Fibroadenom (FA), epitelyal ve stromal bilesenin proliferasyonunu gosteren
TDLU’lerin iyi sinirh benign timoéridir (Sekil 2.12). Agik duktuslarin gevresinde
gelisen stromal hicreleri ile olusan perikanalikiler ve stromal baski sonucu
duktuslarin icine dogru uzantilar ile olusan intrakanalikiiler olmak Uzere iki patern
gosterebilir. Stromal bilesen genelde dustk seliileriteye sahiptir ve atipi yoktur.
Mitoz yaygin degildir. Apokrin metaplazi, KHL, fibrokistik degisiklik, sklerozan
adenozis, ODH ve myoepitelyal proliferasyon icerebilir. Stk olmamakla birlikte FA

icinde ADH/DKIS/LKIS izlenebilir (39). invaziv timér tutulumu gorilebilir.

L -
)

Sekil 2.12. Fibroadenom. Yaygin KHL ve solda apokrin metaplazi iceren
fibroadenom.

Juvenil FA, genelde perikanalikiler blylime paterni gosterir. Stromal
sellleritede hafif-orta artis, fasikiiler dizilim gosteren stromal hiicreler, siklikla
jinekomastoid tipte ODH izlenebilir (40).

Kompleks fibroadenomlar su ozelliklerden bir veya daha fazlasini igerir: 3
mm’den buylk kistler, sklerozan adenozis, kalsifikasyon, papiller apokrin metaplazi

(41).
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Fibroadenomlarin ¢ogu tam eksizyon sonrasi rekiirens gostermez ama
adolesanlarda rekiirens egilimi daha fazladir (42). FA’larda kanser gelisim riski
normal populasyonun 2.17 kati fazladir. Bu oran kompleks FA’larda 3.10 ile, gérece

kanser riskinde hafif artisla iliskilidir (41).

2.6. “Rosen” Triad

Dr Paul Peter Rosen 1999’da kolumnar hiicreli lezyonlara isaret ederek, bu
proliferatif lezyonlar igin pretlbiler hiperplazi ismini kullandigini, kisisel gézlemi
olarak bu lezyonlarin tibuler karsinom (TK) cevresinde siklikla oldugunu ve bazen de
lobiler karsinoma in situ da eslik ettigini belirtmistir (43). Sonrasinda tibdler
karsinom ve KHL birlikteligini belirten yayinlar da mevcuttur (44, 45). Abdel-Fatah ve
arkadaslari c¢alismalarinda kolumnar hicreli lezyonlarin pir veya miks tibller
karsinom formlari ile iliskili oldugunu, lobller neoplazi (LN) ve kolumnar hicreli
lezyonlarin, invaziv tiibiler karsinom ve invaziv lobuler karsinom ile birlikteliginin sik
oldugunu gozlemlemislerdir. 147 timor ve prekiirsér lezyonu igceren bu ¢alismada
pur TK vakalarinin %95’i KHL ile, 6zellikle de FEA ile iliskilidir. Vakalarin %89’unda
ADH/DKIS bulunur. KHL, ADH/DKIS ve TK bir arada bulunan vaka orani %85’tir (46).
2008’de Brandt ve arkadaslari, gozlemi ilk yapan kisiye ithafen, TK, lobuler
karsinoma in situ (LKIiS) ve KHL'den olusan u¢lii gruba “Rosen” triad denilmesini
Onermistir. Bu calismada degerlendirilen 86 TK vakasindan %53’linde eslik eden

LKiS, %100’iinde herhangi bir tipte KHL (KHD, KHH, FEA) izlenmistir (47).

2.7. Diisiik Dereceli Meme Karsinogenezi Ve Prekiirsor Lezyonlar

Gunlmiuzde de kabul edilen meme kanseri gelisim modeli, morfolojik olarak
tanimlanan seliiler atipi iceren erken prekiirsor lezyonlardan, karsinoma in situ’ya
ve ordan da invaziv meme kanserine basamakl bir ilerleme igerir. Yiiksek dereceli
meme karsinomlari icin prekirsor lezyon tanimlanamamakla birlikte disitk dereceli
karsinomlar igin gelisim riski tasiyan en erken lezyonlar FEA, ADH ve LN’dir.

Morfolojik olarak, diisiik dereceli yolak, FEA, ADH ve LN’nin disik dereceli nikleer
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atipi gibi histolojik 6zellikleri paylagsmasi ve ayni biyopside es zamanh (Rosen’s triad)
gorilmeleri gibi sebeplerle desteklenmektedir.

Gecmisten beri pek ¢cok yazar, FEA’nin, DKIS ve bazi invaziv meme karsinomu
tipleri, o6zellikle de TK, ile siklikla iliskili olarak gorildigini belirtmislerdir. Goldstein
ve O’Malley 2003’te hem disiik dereceli DKiS hem de TK ile benzer bir lezyon
arasinda iliski bulmus ancak bu lezyonu “apikal <snout>lar iceren, atipik hiicrelerle
doseli kiiclik ektatik kanallar” olarak isimlendirmistir (44). Baska yazarlar da daha
once “flat atipik lezyonlarla, DKIS ve/veya invaziv karsinomlarin iliskisine isaret
etmislerdir (47-49).

Diisik dereceli lezyonlardaki vyaygin genetik degisikliklerden biri
heterozigosite kaybidir (LOH). 16q ve 17p bolgesinde LOH; ADH, in situ ve invaziv
karsinomda goriilir (50). 9q, 10q, 17p ve 17q’da allelik kayip veya hasar; FEA, DKiS
ve invaziv karsinomda gosterilmistir (51). Erken prekiirsor lezyonlar, en sik olarak
16q kaybi ve 1g kazanimi gostermektedir(52). Bu genetik degisiklikler, distk
dereceli DKIS ve diisiik dereceli invaziv karsinom icin karakteristik olan genetik
degisikliklerle aynidir (2). Bu ylzden disik dereceli prekiirsér lezyonlardan digsik
dereceli invaziv karsinomlara dogrusal bir ilerleme yolu bulundugu dusintlmustir
(46). Pek cok yazar, KHL'de kromozom 16’daki anormallikleri LOH analizi, genomik
hibridizasyon ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile arastirmislardir (53, 54).
Ancak bu calismalarda test edilen lezyon sayisinin az olmasi, farkli DNA probu
kullanilmasi, KHL tanisindaki farkli kriterler ve gozlemciler arasi tani koymada
degiskenlik gibi sebeplerle sonuglar tamamlanmamis olabilir. Bu sebeple Boer ve
arkadaslari baska bir calismada distk niikleer dereceli meme neoplazi ailesine ait
lezyonlar (KHL, ADH, DKIS, invaziv duktal karsinom gibi) ve yiiksek niikleer dereceli
lezyonlar'da 16g ve 16p {(zerindeki coklu gen kopya sayisi degisikliklerini
arastirmistir. KHL'de, ODH aksine, siklikla 16q’da tim kol kaybi bulunmustur. 16q
Gzerindeki spesifik bir gendeki major olaydan ziyade, minor olaylara isaret eder
sekilde, spesifik bir genin tekrarlayici kaybi izlenmemistir (55).

Mitokondriyal DNA sekanslama ve allelik dengesizliklerin degerlendirilmesi

ile, TK ve FEA iceren ¢ogu vakada direk klonal bir iliskinin bulunmasi, bu spesifik
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kanser tipinin gelisiminde FEA’'nin prekiirsor rolinl teyit etmistir. Yani sira disik
dereceli DKIiS bulunan vakalarda, FEA siklikla bununla klonal olarak iliskili, eslik eden
LN ile klonal iliskisiz bulunmustur (56). LN’nin siklikla CDH1 genindeki genetik ve
epigenetik inaktivasyon gosterdigi bulgusu ile bu gézlem desteklenmistir (57).
Meme karsinogenezinde, onkogen aktivasyonu ve timor supresdr gen
inaktivasyonu 6nemli rol oynar. Ek olarak, promotor CpG adalarinin metilasyonu gibi
epigenetik anormallikler de, timor gelisimi sirasinda erken olay olarak dislintlir ve
timor supresér genlerinde, DNA tamir genlerinde, hicre siklus dizenleyicilerde ve
transkripsiyon faktorlerinde inaktivasyona neden olabilir. Bir ¢alismada, normal
meme dokusundan, KHL ve DKiS’ye, ordan da invaziv karsinoma dogru basamakli

olarak metilasyonun arttigi izlenmistir (58).
2.7.1. AKT/PKB Sinyal Yolagi

Pek c¢ok genetik lezyon, solid ve hematolojik timoérlerde AKT
hiperaktivasyonuna neden olur. Bunlar, EGFR, HER2 ya da diger RTK'ler, PDK1 ve
PIK3CA’daki amplifikasyon ya da tekrarlayan onkogenik somatik mutasyonlardir.
Benzer sekilde PTEN, INPP4B ve PHLPP gibi timor supresor genlerdeki inaktive edici
mutasyonlar veya LOH de AKT hiperaktivasyonuna gotirir (59).

Meme kanseri etiyolojisinde ve progresyonunda da, somatik mutasyonlar,
amplifikasyonlar ve fosfoinositid 3 kinaz (PI3K) yolagindaki proteinleri kodlayan
diger genlerdeki genetik lezyonlar kritik bir role sahiptir. Bunu hiicre ¢ogalmasi,
yasam sliresi ve metastazi dizenleyerek yapar (60). Artmis PI3K/AKT sinyali insanda
pek ¢ok kanserde tanimlanmis oldugu gibi, primer meme kanserinde de %70
vakada, PI3K yolaginda bir veya daha fazla bilesende degisiklik gorilir. Orn: sinif |
PI3K’in katalitik alt birimini kodlayan gende (PIK3CA) amplifikasyon veya mutasyon,
Her2 gibi onkogenik tirozin kinaz reseptorlerinin aktivasyonu, PTEN ve/veya INPP4B
gibi timor supresorlerde fonksiyon kaybi, AKT1 protoonkogeninde amplifikasyon
veya mutasyon (5). Meme kanserlerinin yaklasik %27’sinde PIK3CA geninde
fonksiyon kazanimi mutasyonu mevcuttur. %80’den fazla PIK3CA mutasyonu E542K,

E545K ya da H1047R’de olur ve bunlar artmis AKT aktivasyonu ile sonuclanan
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onkogenik mutasyonlardir (61). PIK3CA mutasyonlari en sik hormon reseptoér pozitif
meme timorleri ve HER2 pozitif timorlerde, nadiren de (gl negatif/bazal benzeri
kanserlerde gorulir (62). Ancak AKT aktivasyonu her zaman PIK3CA mutasyonu ile
uyumlu degildir (14). Diger PI13K effektorlerinin de tiimore katki saglamalari olasidir
(63).

Memede kolumnar hiicreli lezyonlarda da PIK3CA mutasyonu gorlebilir. Bir
calismada, 24 KHL ve FEA igeren vakanin 13’tnde PIK3CA mutasyonu saptanmistir.
Ek olarak KHL ve eslik eden karsinomun mutasyon statiistinde kigik de olsa uyum
bulunmustur (8).

AKT, kanserlerde en c¢ok yolaktaki Ust dizenleyicilerdeki mutasyonlar
nedeniyle aktive oluyor olsa da, 3 AKT izoformunun kendileri de onkogendir.
Memeli genomunda bilinen 3 adet AKT/PKB izoform vardir: AKT1 (PKBa), AKT2
(PKBb), and AKT3 (PKBg). AKT aktivasyonunun, bir lipid kinaz olan, hiicresel
donlsim ve insilin cevabi ilskili PI3K’'Iin akisinda gergeklestigi bulunduktan sonra,
AKT’nin sinyal iletiminin ilgi odagi oldugu ortaya atildi (64).

Sinif 1 PI3K, fosfoinositidlerin inositol gruplarindaki 3 hidroksil’i fosforile eder
ve bu durum phosphotidilinositol-3,4-P2 (P13,4P2) ve phosphotidilinositol-3,4,5-P3
(P1P3) ikincil lipid habercilerinin Uretimi ile sonuglanir. AKT, PI3K bagimli bir sekilde
bliiyime faktorleri tarafindan aktive edilir (65). Downes ve Alessi baslangicta
gosterdi ki; AKT, amino ucunda PIP3’e baglanabilen “pleckstrin homology (PH)
domain”e sahiptir (66). Daha sonra PI3,4P2 ve PIP3’(in AKT'nin PH “domain”ine
direk olarak baglandig gosterildi (67). Bu alandaki diger énemli bulgu ise, AKT
aktivitesinin sonlanma mekanizmasi ve onun ilk substratlar ile ilgilidir. PI3K
aktivitesi timor supresoér PTEN tarafindan engellenir (12). Gegtigimiz 30 yilda, AKT

sinyal yolagi alaninda 6nemli biiyiime ve kesifler olmustur (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. PI3K/AKT yolaginin diyagram seklinde gosterimi. Kirmizi oklar ve kirmizi
dolgulu bilesenler; AKT ve SGK3'’{in fosforilasyonu, devaminda hiicre
blylimesi, cogalmasi ve hayatta kalim siresinin artisi ile sonuglanan PI3K
bagimh bu yolaktaki onkogenik etkiye sahip kinaz, fosfataz ve asagi akista
gerekli olan molekdllerdir. Yesil oklar ve yesil dolgulu molekiiller ise bu
akisi durdurmaya galisan fosfataz 6zelligindeki timor supresor ve asagi
akista kullanilamayan molekiillerdir. Normalde AKT’nin aktivasyonu, AKT
fosforilasyonunda gerekli olan fosfatidilinositol fosfat tiplerinin INPP4B
ve PTEN tarafindan donUstirilmesi ile durdurulur. Ancak bu PI3K yolagi
iligkili bir gendeki (Orn: PIK3CA, AKT, PTEN) degisiklik, AKT
hiperaktivasyonu ile sonuglanir.

2.7.2. AKT Diizenlenmesi ve PI3K Bagimli AKT Aktivasyonu

TUm hiicre ve dokularda, hiicre disi uyaran tarafinda aktive olan PI3K, AKT
aktivasyonu ile sonuclanir (Sekil 2.14A). PI3K ve onun lipid Griinleri, uygun bir AKT
aktivasyonu icin zorunlu ve hiz kisitlayicidir. AKT aktivasyonuna giden yolak, RTK ya
da GPCR uyarilmasi ile baslatilir. Reseptorler, sinif 1 PI3K ailesinin bir veya daha fazla
izoformunun plazma membraninda birikmesi ve aktivasyonunu saglar(9). Ayni
zamanda PI3K’nin dizenlenmesinde 6nemli bir nokta da RAS ailesinin Gyeleri ile
etkilesimdir (68). Sinif 1 PI3K’lar baskin olarak Pl14,5P2'yi fosforile eder ve PIP3
olusur (9). P13,4P2 sentezi tipik olarak devamindan gelir, bu belki de 5-fosfataz SH-2

bolgesi iceren inositol 5-fosfataz’in (SHIP) PIP3 lizerindeki etkisi ile olabilir (67).
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PI(3,4)P2 ayni zamanda PI(4)P’yi substrat olarak kullanan sinif Il PI3K tarafindan
sentezlenebilir (69). Belirli bir selliler olayda aktive edilen spesifik PI3K izoformu
degisebilmesine ragmen, sonu¢ aynidir ve inaktive AKT’nin, AKT’nin “PH
domain”lerini isgal eden PI3,4P2 ya da PIP3’in membran bodlgelerine yeniden
yerlesmesi gerceklesir.

PI3K-PIP3 sinyalinin sonlandirilmasi esas olarak fosfataz PTEN tarafindan

olur. PTEN, PIP3’l defosforile ederek tekrar P14,5P2'ye donistirdr.
2.7.3. AKT Uzerindeki Major Diizenleyici Fosforilasyon Olaylari

PI3K aktivasyonu AKT1 dzerindeki iki anahtar bolgenin fosforilasyonu ile
sonuclanir; katalitik protein kinaz c¢ekirdeginin aktivasyonunda T308 ya da T-loop ve
C-terminal hidrofobik motifteki S473 (Sekil 2.14B) (70). Kinazin maksimal
aktivasyonu igin her iki bolgenin de fosforilasyonu gereklidir. Dizenleme ayni
zamanda AKT2 (T309 ve S474) ve AKT3 (T305 ve S472)'in benzer bolgelerinde de
olur. Fosfoinositid bagimli protein kinaz 1 (PDK1), AKT aktivasyonu igin gerekli olan,
AKT1'i T308 bolgesinden fosforile edebilmesi ile kesfedilmistir (10). PDK1, PI3K
aktivasyonu ile hicre membraninda toplanir ve bazi sistemlerdeki PI3K aracih
diintsiim i¢in bagimsiz olarak gereklidir (71). AKT ve PDK1’in, PIP3 ya da PI3,4P2
sentezinin membran bolgelerine yer degistirmesi ile, sekil degisikligi olur ve PDK1’in
AKT'yi T308den fosforile etmesi icin erisim saglanmis olur (72). Vasudevan ve
arkadaslarinin ¢alismalarina gére meme timora bulgulari ile uyumlu olarak, PIK3CA
mutant hicreler, mutasyon tipi ve p-AKT seviyelerinden bagimsiz olarak kuvvetli p-
PDK1 seviyeleri gostermistir. Bu ylzden PIK3CA mutant hicrelerde aktive PDK1
yiksek oranda eksprese edilir ve tiimorigenez icin gereklidir (14). PDK1 ayni
zamanda diger AGC ailesi protein kinazlarinin (Protein kinaz A, G, C, biylime faktori
ile uyarilan PKC, S6K, SGK ve RSK'nin tim izoformlar) aktivasyon bolgesi
fosforilasyonu icin de gereklidir (72). Ancak bu kinazlarin higbiri “PIP3-baglanma
domain”ine sahip degil, goriinen o ki AKT, bu grup icinde tek zorunlu PIP3 bagimli
PDK1 hedefidir (73). AKT'nin maksimum aktivasyonu icin hidrofobik motifteki

S473’ln fosforilasyonu gereklidir. Birincil AKT S473 kinaz, “mechanistic target of
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rapamycin (mTOR) complex 2” (mTORC2)'dir (11). S473 fosforilasyonu eksik olan
AKT aktiviteye sahiptir ancak bliylik oranda aktivite azalmistir. S473 fosforilasyonu,

T308 fosforilasyonunu ve AKT’nin aktif durumunu saglamlastirir (70).
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Sekil 2.14. A. AKT reglilasyonunun molekuller mekanizmasi. B. AKT1’in moddler
yapisi. Bu sekil “Manning BD, Toker A. AKT/PKB signaling: navigating the
network. Cell. 2017;169(3):381-405.” Makalesinden direk alintidir.



24

Sekil 2.15. AKT immunohistokimyasinin “The Human Protein Atlas” gorintileri. A.
AKT zayif siddette pozitif. B. AKT orta siddette pozitif. C. AKT kuvvetli
pozitif.

2.7.4. PTEN

PTEN 10923 bolgesinde yerlesimli bir timor supresér gendir. PI3K
aktivitesini, PI(3,4,5)P3’l, PI(4,5)P2'ye hidrolize ederek, negatif olarak duzenler
(Sekil 2.16). PTEN, korunmus katalitik CX5R motifi iceren amino terminal fosfataz
domain ve C2 domain iceren karboksil terminal domain’e sahiptir. PTEN kaybi,
PI(3,4,5)P3 sinyallerini arttirir ve kontrolsiiz AKT aktivasyonu ile artmis hiicre yasam
siresi, blyime ve proliferasyona sebep olur (61). Kanserde azalmis PTEN
fonksiyonu, mutasyon, LOH, proteinlerin stabil olmamasi ve/veya epigenetik
modifikasyonlar sonucu olabilir. PTEN germline mutasyonu, otozomal dominant
Cowden sendromu olan ailelerin %80’inde bulunur, ki bu durum artmis meme
kanseri riski ile iliskilidir. PTEN somatik ve biallelik mutasyonlari, melanom, prostat
ve endometrium kanserlerinde yaygindir ancak sporadik meme kanserlerinde PTEN
mutasyonu %2,3 insidans ile daha az siklikta olup, ER/PR pozitif timorlere sinirhdir
(62). PTEN bolgesinde LOH, meme karsinomlarinin %24,9’unda (61), PTEN protein

ekpresyon kaybi ise yaklasik %28 primer meme karsinomunda bulunur (5).
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Sekil 2.16. PI3K sinyal yolagi. PI(3,4,5)P3 ve PI(3,4)P2’nin her ikisi de AKT
aktivasyonunu kolaylastirir. AKT aktivasyonu 3-fosfataz olan PTEN ve 4-
fosfataz olan INPP4B ile sonlandirilabilir. Bu sekil “Bertucci MC, Mitchell
CA. Phosphoinositide 3-kinase and INPP4B in human breast cancer.
Annals of the New York Academy of Sciences. 2013;1280(1):1-5.”
makalesinden direk alintidir.
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Sekil 2.17. PTEN immunohistokimyasinin “The Human Protein Atlas” gortntuleri. A.
PTEN negatif. B. PTEN zayif siddette pozitif. C. PTEN orta siddette pozitif.
D. PTEN kuvvetli pozitif.

2.7.5. inositol Polifosfat 4-Fosfataz (INPP4B)

Calismalar gostermistir ki, INPPAB meme kanserinde timor slipresor olarak
fonksiyon gosterebilir. INPP4B, PI(3,4)P2’yi D4 pozisyonundan defosforile ederek
PI(3)P olusturur (Sekil 2.18B ve C, Sekil 2.19). INPP4B, N-terminal C2 domain,
internal NHR2 (Nervy Homology 2 domain) ve C terminal katalitik CX5R motifi icerir
(13) (Sekil 2.18A).

Normal memede, INPP4B protein ekspresyonu ER-pozitif meme duktal
[iminal epitel hicrelerine sinirhdir. Bununla uyumlu olarak INPP4B protein
ekspresyonu, ER-pozitif meme kanseri hiicre kiltirlerine smirli  olarak
izlenmistir(74). Meme kanserinde INPP4B ekspresyonu, ER ve PR ekspresyonu ile
kuvvetle iliskilidir. Bir calismada dikkate deger sekilde, 374 meme kanserinin
imminohistokimyasal INPP4B boyanmasi sonucu, agresif meme tiumodrlerinde
INPP4B’nin kaybi sik olarak goérilmustiir. Ancak INPP4B ekspresyonu ER sinyali

tarafindan diizenleniyor gibi gérinmemektedir.
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PI(3,4,5)P3’e benzer sekilde, PI(3,4)P2 de, AKT ve PDK1’'in PH domain’ine
baglanir ve plazma membraninda birikir. PI(3,4,5)P3, T308 fosforilasyonunu ve
membran iliskili AKT aktivasyonuna katki saglar. PI(3,4)P2 ise daha c¢ok S473
fosforilasyonuna ve AKT’nin sitoplazmik aktivasyonuna katki saglar (13). Bu nedenle
hem PI(3,4)P2 hem de PI(3,4,5)P3’lin varligi, AKT'nin siirekli ve ful aktivasyonu igin
gereklidir. Bu ylzden es zamanli INPP4B ve PTEN kaybi, AKT hiperaktivasyonu ile
daha agresif bir meme kanseri gelisimine yol agabilir (75).

INPP4B kaybi, artmis PI3K-AKT aktivitesi ile iliskili oldugundan, bu tliimorlerin

tedavisinde PI13K ve yolaktaki diger molekillerin inhibitérlerinden fayda saglanabilir.
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Sekil 2.18. INPP4B’nin yapisi ve fonksiyonu. A INPP4B’nin fonksiyonel domainleri: C2
lipid baglanan domain, NHR domain ve katalitik CX5R iceren ikili fosfataz
baglanan domain. B Kinaz ve fosfataz agl. C INPP4B enzimatik
aktivitesinin substrat ve trinleri. Bu sekil “Agoulnik IU, Hodgson MC,
Bowden WA, Ittmann MM. INPP4B: the new kid on the PI3K block.
Oncotarget. 2011;2(4):321.” makalesinden direk alintidir.
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Sekil 2.19. Sinif | PI3K sinyal diizenlenmesinde PTEN ve INPP4B’nin roli. Bu sekil
“Bertucci MC, Mitchell CA. Phosphoinositide 3-kinase and INPP4B in
human breast cancer. Annals of the New York Academy of Sciences.

2013;1280(1):1-5.” makalesinden direk alintidir.
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Sekil 2.20. INPP4B immunohistokimyasinin “The Human Protein Atlas” goruntileri. A.
INPP4B negatif. B. INPP4B pozitif.
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2.7.6. Serum ve Glukokortikoid Regiile Kinaz 3 (SGK3)

SGK, PKB/AKT ailesine yapisal ve dizilim agisindan benzerlikler gésteren bir
serin/treonin kinaz ailesini olusturur. SGK’'nin insanda tanimlanan ve farkli genler
tarafindan kodlanan SGK1, SGK2 ve SGK3 olmak lzere 3 izoformu vardir. Tim
izoformlar, translasyon sonrasi fosforilasyon ile degistirilir ve PI3K akisinda
diizenlenir (76). PKB’ye benzer sekilde SGK izoformlari da PDK1 tarafindan, “T-
loop”taki treonin bolgesinden (AKT'deki Thr308 bdlgesinin analogu) fosforile ve
aktive edilir (77). SGK izoformlari hiicre bliyimesi ve proliferasyonu kontrol etmede
onemli role sahiptir.

AKT ve SGK ailesi arasindaki major fark, SGK’nin, lipitlere baglanan
“pleckstrin homology domain” icermemesidir. Bu boélge PI3K’nin lipid Griini olan
PIP3’e baglanir, AKT ve PDK1’in plazma membraninda birikmesine neden olur.
SGK3’teki PX domain de SGK3’Gin aktivasyonuna katki saglar, bunu SGK3'(,
tamamen aktive olacagi yer olan endozomlara yerlestirerek yapar. PI3K aktivasyonu
sayesinde, SGK3 PDK1’i endozomlara toplar ve PDK1 de endozoma yerlesmis olan
SGK3’U Thr320 bolgesinden fosforile eder. Endozomlari hedef alan SGK3, PI3K tip |
aktivitesinden bagimsizdir. SGK3 PX bolgesi, PI(3,4)P2 ve PI(3,5)P2'ye de
baglanabilmesine ragmen tercihen ve bliylk oranda PI3P’ye baglanir. PI3P, PI3K Tip
I'in GrGnG olan PI(3,4,5)P3’lin aksine, daha ¢ok PI3K tip II'Gn Griandadir (77) (Sekil
2.21).
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Sekil 2.21. PDK1-mTORC2-SGK sinyal aksi. Bu sekil “Lien EC, Dibble CC, Toker A. PI3K
signaling in cancer: beyond AKT. Current opinion in cell biology.
2017;45:62-71.” makalesinden direk alintidir.

PTEN eksikligi, asiri yukari akis aktivasyonu veya “feedback” diizenleme
bozuklugu durumlarinda, PIK3CA mutant kanserler, AKT ve PDK1’'i membrana
biriktirmek icin fosfatidil inositol saglar, bu oldugunda timorler kuvvetli bir AKT
sinyali gosterir. Ote yandan, PTEN fonksiyonu yerinde ise ve yukari akis ile
“feedback” mekanizmalari diizensiz degilse, PIK3CA mutasyonlari AKT bagimsiz bir
sinyale doner ve PDK1 ile SGK3’U kullanir. Membranda pek ¢ok proteinin ayni anda

ve yeterli olmasini gerektiren AKT aktivasyonunun aksine, SGK3’l PI3K bagimh bir
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sekilde aktive etmek icin gereken sey, orta derecede bir PDK1 endozomal membran
yerlesimidir (14).

Vasudevan ve arkadaglarinin ¢alismalarina gére AKT1’in azaltilmasi ylksek p-
AKT’ye sahip PIK3CA mutant hicrelerde canlihg glicli bir sekilde baskilamistir.
Bunun aksine disiuk p-AKT'ye sahip PIK3CA mutant hiicrelerde SGK3’lUn hedef
alinmasi, canhhg glgli bir sekilde baskilamistir. Bu ylizden AKT aktivasyonu
gostermeyen PIK3CA mutant hiicreler SGK3’e fonksiyonel olarak bagimhlik
gostermektedir. Bu sonuglar gostermistir ki, PIK3CA mutant hicrelerde SGK3,
PDK1’in AKT-bagimsiz sinyal akisina katki saglamaktadir (14).

Bago ve arkadaslarinin bulgularina gére AKT eksik hiicrelerde SGK3 aktive
oldugunda, AKT’nin yerini alr, TSC2'yi fosforile ederek mTORC1’in aktivasyonunu
tetikler. Bu nedenle meme kanseri olan farelere AKT ve SGK3 inhibitérlerini beraber
verdiklerinde, bu inhibitorleri ayri ayri vermeye gore belirgin bir timoér gerilemesi

saptamislar (78)

.l §:< g 5 z L S b -\
> " - ’ e . ) N
NG bl eS| pad= st W R

Sekil 2.22. SGK3 immunohistokimyasinin “The Human Protein Atlas” gorintileri. A.
SGK3 negatif. B. SGK3 pozitif.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Meme Tiimorleri Ve Proliferatif Lezyonlari Tanili Hasta Se¢imi ve Doku

Mikrodizini Hazirlanmasi

Bu calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan incelenip ve 21 Aralik 2021 tarihli GO 21/1220 proje numarasi ile
onaylanmistir (Ek 1). Calisma kapsaminda, retrospektif olarak, 01 Ocak 2013 ile 01
Aralik 2021 tarihleri arasinda, meme kanseri (duktal, tibdler, kribriform, lobler,
metaplastik, intraduktal papiller, enkapsile papiller karsinom), duktal karsinoma in
situ, atipik duktal hiperplazi, atipili kolumnar degisim/hiperplazi, bifazik lezyon
(fibroadenom ve filloides timor), benign proliferatif lezyon (sklerozan adenozis,
radyal skar, intraduktal papillom, duktal epitel hiperplazisi), fibrokistik degisiklik
tanilarini iceren 188 hasta secilmistir. Bu hastalara ait hangi lezyondan kag¢ adet
secildigi Tablo 3.1'de gosterilmistir. Bu lezyonlar ve normal meme dokusunu igeren,
cerrahi rezeksiyon materyallerine ait formalin fikse parafine gomultu (FFPE) doku
bloklari kullanilarak doku mikrodizini hazirlanmistir (Ek 2).

FFPE’den manuel olarak, her hastadan neoplastik doku ile varsa prekanseroz
lezyonlari ve benign proliferatif lezyonlari temsil eden 3’er mm ¢aph dokular punch

biyopsi aleti ile alinarak ¢oklu doku mikrodizini (TMA) olusurulmustur.
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Tablo 3.1. Calismaya dahil edilen lezyon sayilari ve TMA bloklarindan kesit alinmasi

sonras! yapilan immiinohistokimyasal boyamada doku dokilmesi
nedeniyle azalmis degerlendirilebilen lezyon sayilari.

Lezyon n pAKT PTEN | INPP4B | pSGK3
icinn icinn icinn icinn
Invaziv duktal karsinom 44 36 35 42 42
Invaziv tiibiiler karsinom 17 14 14 16 16
Invaziv kribriform karsinom 4 4 4 4 4
Invaziv lobiiler karsinom 28 25 27 28 27
invaziv mikropapiller karsinom 1 1 1 1 1
Metaplastik karsinom 20 18 18 20 18
Intraduktal papiller karsinom 11 9 10 10 10
Enkapstile papiller karsinom 10 10 9 10 10
Duktal karsinoma in situ 46 37 33 40 40
Atipik duktal hiperplazi 20 16 16 18 16
Atipili kolumnar lezyon — tiimére 36 31 32 34 34
yakin
Atipili kolumnar lezyon — tiimére 38 34 33 34 34
uzak
Atipili kolumnar lezyon - tiimor 19 16 18 16 18
yok
Kolumnar lezyon 18 14 16 17 15
Radyal skar 15 14 13 14 14
Sklerozan adenozis 10 9 8 10 10
intraduktal papillom 23 18 15 20 19
Atipik papillom 1 1 1 1 1
Duktal epitel hiperplazi — siddetli 6 4 4 5 4
Duktal epitel hiperplazi — hafif 3 3 3 3 2
siddetli
Kompleks apokrin metaplazi 17 13 11 17 15
Apokrin metaplazi 5 5 5 4 4
Benign filloides tiimér 9 7 7 8 9
Borderline filloides tiimér 3 3 2 3 3
Fibroadenom 12 11 11 12 12
Kompleks fibroadenom 4 4 4 4 4
Juvenil fibroadenom 4 4 4 4 4
Fibrokistik degisiklik 15 10 12 13 13
Fibroadenomatoid degisiklik 1 0 0 1 0
Normal meme 12 10 11 11 11
TOTAL 452 381 377 420 410
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3.2. immiinohistokimyasal Boyama ve Antikorlar

Coklu doku mikrodizin blogundan pozitif yikli lamlara 8’er adet 4 um
kalinlikta boyasiz kesitler alinmistir. Bu kesitlerden ikisine INPP4B (tavsan
monoklonal antikor), ikisine phospho-SGK3 (tavsan poliklonal antikor) ve birine
phospho-AKT (tavsan monoklonal antikor) immunohistokimyasal boyalari, Leica
BOND-Max otomatik boyama (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) platformunda
Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji AD’nda uygulanmistir. Memorial Sloan
Kettering Kanser Merkezi'nde (MSKCC) 4 um kalinhkta alinan beser adet boyasiz
kesitten her TMA’ya ait birer kesite PTEN immuinohistokimyasal boyamas! Leica
Bond-3 otomatik boyama (Leica, Buffalo Grove, IL) platformunda uygulanmistir.

Antikorlarin dilisyon, marka ve klon 6zellikleri Tablo 3.2’de gdsterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan antikorlarin bilgileri.

Antikor Diliisyon | Antijen Aciga Cikarma | Marka Klon

Phospho-AKT 1/50 EDTA Cell Signaling | Ser4d73
PTEN 1/100 EDTA Cell Signaling | 138G6
INPP4B 1/500 Sitrat Cell Signaling | D9K1B
Phospho-SGK3 | 1/500 Sitrat Affinity Thr320

Kesitler 75°C’de Bond Dewax ¢ozeltisi ile deparafinize edilmistir. %96’lik alkol
serisi ile islem gérme sonrasi 100°C’de, INPP4B boyamasi uygulanacak kesitlere,
1/500 diliisyonda sitrat bazli ER1 (epitop retrieval 1) solisyonunda 10 dakika
streyle, phospho-SGK3 boyamasi uygulanacak kesitlere, 1/500 dilisyonda sitrat
bazl ER1 (epitop retrieval 1) soliisyonunda 20 dakika slireyle antijen aciga cikarma
islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda doku kesitleri oda sicakhginda primer
antikorlarla inkiibe edilmistir. Adimlar arasinda Bond vyikama sollisyonu
kullanilmistir. Ardindan proteinlerin gosterilmesi icin “Bond Polymer Refine
Detection” kiti uygulanmistir. Kit, hidrojen peroksit (15 dakika), sekonder antikor (9
dakika), polimer (9 dakika), 3,3"' diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) kromojen

(7 dakika) ve hematoksilen (8 dakika) icermektedir.
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Phospho-AKT boyamasi uygulanacak kesitlere, 1/50 dilisyonda EDTA bazl
ER2 (epitop retrieval 2) sollisyonunda 40 dakika siireyle antijen agiga ¢ikarma islemi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda diger iki boyamadan farkli olarak, doku kesitleri oda
sicakhginda uzun program ile bir gece primer antikorla inkiibe edilmistir. Diger
adimlar benzer sekilde olup siireler degismektedir. Adimlar arasinda Bond yikama
soltisyonu kullanilmistir. Ardindan proteinlerin gosterilmesi icin “Bond Polymer
Refine Detection” kiti uygulanmistir. Kit, hidrojen peroksit (15 dakika), sekonder
antikor (13 dakika), polimer (13 dakika), 3,3' diaminobenzidin tetrahidroklorir
(DAB) kromojen (8 dakika) ve hematoksilen (8 dakika) icermektedir.

PTEN boyamasi MSKCC'de, 138G6 klonu (9559L; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA) kullanilarak 1/100 dilisyonda EDTA bazli ER2 (epitop retrieval 2)
sollisyonunda 30 dakika silireyle antijen agiga ¢ikarma islemi ile gergeklestirilmistir.
Sonrasinda kesitler 2 defa 15’er dakika primer antikorla inklibe edilmistir. Ardindan
proteinlerin gosterilmesi icin “Bond Polymer Refine Detection” kiti (DS9800; Leica,

Bond Polymer Refine Detection) uygulanmistir.

3.3. Immiinohistokimyasal Boyali Preparatlarin Dijital Slayt Haline Getirilmesi ve

immiinohistokimyasal Skorlama

11 adet TMA blogundan hazirlanan H&E boyali ve 6n literatlir taramasi
sonucunda secilen 4 antikor (phospho-AKT, PTEN, INPP4B ve phospho-SGK3) ile
yapilan immiunohistokimyasal boyali slaytlar Olympus VS 120 dijital goriintileme
sistemi kullanilarak dijital slayt haline getirilmistir. immunohistokimyasal skorlama
(Ek 3 ve 4) hem taranmis olan dijital slaytlar OlyVIA yazihmi ile gériintilenerek hem
de manuel olarak Olympus mikroskop kullanilarak yapilmistir.

Phospho-AKT boyamasinda lezyonlar sitoplazmik ve niikleer boyanmalari da
not edilerek, konvansiyonel immiinohistokimya degerlendirme ydntemine (Sekil
3.1) gore boyanip boyanmama durumu ve boyanma kuvvetine goére, negatif (0) ve
zayif (1), orta siddette (2) ve kuvvetli (3) pozitif olarak skorlanmis, ayrica boyanma
ylzdeleri de verilmistir. Boyanma ylizdeleri en az %5 olup, orani daha yiiksek olan

boyanmalar %10’dan baslayarak 10’luk yiizdeler halinde artmaktadir. Daha sonra
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boyanma siddeti ve ylizdesi carpilarak elde edilen H skoru su sekilde kategorize
edilmistir: 0-10 (negatif-0), 10-50 (zayif pozitif-1), 50-100 (orta siddette pozitif-2),
100-300 (kuvvetli pozitif-3) (Sekil 3.2). Niikleer ve sitoplazmik ekspresyon pozitif

olarak kabul edilmistir.

Proportion
Score (PS) 0-100%

Intensi
;cg:\:;%) 0 = negative 1 =weak 2 =intermed 3 = strong

Sekil 3.1. Konvansiyonel immunhistokimya degerlendirme yontemi. Bu skorlama
sistemi McCarthy Jr. ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir.
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Sekil 3.2. pAKT ile karsinom 6rneklerinde farkl yogunluklarda boyanma. A. pAKT
negatif. B. pAKT zayif sitoplazmik pozitif. C. pAKT orta siddette sitoplazmik

pozitif. D. pAKT kuvvetli sitoplazmik pozitif.
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PTEN immunohistokimyasal sonuglarinda i¢ kontrol pozitifligine bakilmig
olup, i¢ kontrolii olmayan stromasi negatif dokular degerlendirilmemis, stroma zayif
pozitif olup lezyonu daha zayif boyananlar (1*) negatif gruba dahil edilmistir. i¢

kontroll olup lezyonu boyanmayanlar negatif (0); boyananlar, zayif pozitif (1), orta

siddette pozitif (2) ve kuvvetli pozitif (3) olarak siniflandiriimistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. PTEN ile farkli yogunluklarda boyanma. A. i¢ kontrol olmadig; igin
degerlendirilmeye alinmayan bir duktal karsinom. B. Zayif boyanan
stromadan daha zayif pozitif lobUler karsinom. C. PTEN negatif duktal
karsinom. D. PTEN zayif pozitif ADH. E. PTEN orta siddette pozitif FEA. F.
PTEN kuvvetli pozitif boyanan FA.

INPP4B boyamasinda lezyonlar boyanma siddetinden ve vylzdesinden
bagimsiz olarak negatif (0) ve pozitif (1) olarak skorlanmistir (Sekil 3.4A ve B).
Sadece “apikal snoutlar” halinde boyanan lezyonlar negatif olarak kabul edilmistir.
“Apikal snout”lari boyanan vakalarin, o kisimlar haricinde sitoplazmik boyanmasi

mevcutsa pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.4C ve D).
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Sekil 3.4. INPP4B ile farkli lezyonlar iceren 6rneklerde boyanma. A. INPP4B negatif
duktal karsinom. B. INPP4B pozitif duktal karsinom. C. INPP4B pozitif ADH.
D. INPP4B pozitif FEA. ADH ve FEA Orneklerinde ise hem lezyonu olusturan
atipik hicreler pozitiftir hem de kolumnar hicreli degisim alanlarindaki
“apikal snoutlar” boyanmistir.

Phospho-SGK3 boyamasinda lezyonlar boyanma siddetinden bagimsiz olarak
negatif (0), <%25 oraninda boyanma (1), %25-50 boyanma (2) ve >%50 boyanma (3)
olarak skorlanmistir (Sekil 3.5). Herhangi bir pozitiflik (1-3) pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5. pSGK3 immiinohistokimyasinin boyanma paternleri. A. pSGK3 sonug 0
olan, apokrin metaplazi ve kolumnar degisim iceren intraduktal papillom.
B. pSGK3 sonug 1 olan FEA. C. pSGK3 sonug 2 olan kribriform karsinom ve
DKIS. D. pSGK3 sonuc 3 olan tiibiiler karsinom.

3.4. immiinohistokimya Sonuglarinin Degerlendirilmesinde Kullanilan Lezyon

Gruplari

Lezyonlari malign (invaziv tiimérler ve DKIS) ve benign (ADH, atipili ve atipisiz
KL, benign proliferatif lezyonlar, bifazik lezyonlar ve normal meme dokusu) olarak
ikiye ayirip 4 immiinohistokimya ile sonuclarina bakildi. Ayrica yiiksek dereceli
invaziv ve in situ timorler ile, disik dereceli meme karsinogenez basamaklari
(duisiik dereceli invaziv timor, disiik dereceli DKIS, ADH, FEA) ve atipisiz kolumnar
lezyonlar gruplanip karsilastirildi. Kolumnar hiicreli lezyonlar ile kolumnar hiicreli
lezyon icerebilen papiller lezyonlar (intraduktal papillom, enkapsile papiller
karsinom ve intraduktal papller karsinom) ve bifazik lezyonlarin epitelyal bilesenleri
(fibroadenom, benign ve borderline filloides tumor) kiyaslandi. Kolumnar hicreli
lezyonlar, tiimore yakin, timore uzak, timorsiz atipili ve atipisiz olmak lizere 4

gruba ayrilarak incelendi.
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3.5. istatistiksek Analiz

Bu calismada kullanilan istatistiksel incelemeler IBM SPSS Statistics 24
kullanilarak yapilmigtir. Bulgularin ortaya konmasinda betimleyici istatistikler ve
siklik ile ylGzde tablolarindan faydalanilmistir. TUm istatistiksel anlamhliklar igin p
degerinin 0,05’ten kiclk olmasi dikkate alinmistir.

pAKT H skorunun normallik analizi Kolmogorov-Smirnov testi ile yapilmis ve
normal dagilmadigi tespit edilmistir. 3’ten fazla grup oldugu icin PTEN ile pAKT’ nin
sayisal degerlerinin analizinde ise Kruskal Wallis testi kullaniimistir.

iki nitel degisken arasindaki analizler icin Ki-kare testi ve beklenen diizeye
gore karar verilmek lizere Fisher-Exact, stireklilik diizeltmesi veya Pearson-x2 capraz
tablolarindan yararlanilmistir. ikiden fazla grup iceren kategorik veri analizinde ikili
gruplar arasinda Bonferroni metoduna gore diizenlenmis p degerlerine gére yorum

yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. pAKT

incelenen 380 lezyonun %16’si (61 vaka) pAKT pozitiftir (Tablo 4.1). pAKT
pozitifligi en fazla gorilen lezyon invaziv lobiler karsinom (%70,8) olup, pozitif
boyananlarin  yaklasik yarisinda boyanma  kuvvetlidir.  Tubuler/kribriform
karsinomlarda pAKT ekspresyonu %17, metaplastik karsinomlarda %22’dir. Papiller
lezyonlardan intraduktal papillomda pAKT pozitif vaka orani %10,5 iken, intraduktal
papiller karsinom, enkapstle papiller karsinom ve filloides timoérde pozitif vaka
gorillmemistir. DKIS, ADH ve AKL benzer oranlarda pAKT ile pozitiflik gostermektedir
(sirasiyla %8,1, %11,7 ve %9,9). Benign proliferatif lezyonlar olan radyal skar,
sklerozan adenozis ve siddetli DEH gruplarinda ise toplam 27 vakanin sadece 1’inde
pAKT pozitif ¢ikmistir. 27 normal meme dokusundan 1’i kuvvetli pozitif, 4’G zayif
pozitif, digerleri negatiftir. Kuvvetli pozitif ekspresyon hafif siddetli DEH’de, zayif
pozitif ekspresyon gosterenlerden 3’i fibrokistik degisiklikte, 1’i de normal TDLU de

izlenmistir.



Tablo 4.1. Lezyonlara goére pAKT sonuglari.
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pAKT
Negatif Pozitif
0-10 11-50 51-100 101-300 Toplam
n n n n n
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %)
invaziv duktal karsinom 31(8,2) 5(1,3) 0(0) 2 (0,5) 38 (10)
invaziv tiibiiler/kribriform karsinom 15 (3,9) 1(0,3) 2 (0,5) 0(0) 18 (4,7)
invaziv lobiiler karsinom 7 (1,8) 7 (1,8) 2 (0,5) 8(2,1) 24 (6,3)
invaziv mikropapiller karsinom 1(0,3) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,3)
Metaplastik karsinom 14 (3,7) 3(0,8) 1(0,3) 0(0,0) 18 (4,7)
intraduktal papiller karsinom 9(2,4) 0(0) 0(0) 0 (0) 9(2,4)
Enkapsiile papiller karsinom 10(2,6) 0(0) 0(0) 0 (0) 10(2,6)
Duktal karsinoma in situ 34 (8,9) 2(0,5) 1(0,3) 0(0) 37(9,7)
Atipik duktal hiperplazi 15 (3,9) 1(0,3) 1(0,3) 0 (0) 17 (4,5)
Atipili kolumnar lezyon 73 (19,2) 6(1,6) 1(0,3) 1(0,3) 81 (21,3)
Kolumnar lezyon, atipisiz 10 (2,6) 1(0,3) 0(0) 1(0,3) 12 (3,2)
Radyal skar 13 (3,4) 1(0,3) 0(0) 0 (0) 14 (3,7)
Sklerozan adenozis 9(2,4) 0 (0) 0(0) 0 (0) 9(2,4)
intraduktal papillom 17 (4,5) 1(0,3) 0(0) 1(0,3) 19 (5)
Duktal epitel hiperplazi — siddetli 4(1,1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 4(1,1)
Kompleks apokrin metaplazi 10 (2,6) 2(0,5) 1(0,3) 0 (0) 13 (3,4)
Filloides tiimérii 10 (2,6) 0(0) 0(0) 0(0) 10 (2,6)
Fibroadenom 15 (3,9) 3(0,8) 1(0,3) 0 (0) 19 (5)
Normal meme 22 (5,8) 4(1,1) 0(0) 1(0,3) 27 (7,1)
Toplam 319(83,9) 37(9,7) 10 (2,6) 14 (3,7) 380 (100)
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pAKT immiinohistokimyasal boyamasi sonucunda sadece sitoplazmik, sadece
nikleer (Sekil 4.1A) ve her iki tipte ayni anda boyanan (Sekil 4.1B) vakalar
mevcuttur. pAKT ekspresyonu gosteren vakalar arasinda nikleer boyanma sikligi en
fazla olan iki grup intraduktal papillomlar (7/9 vaka, %77,7)(Sekil 4.1A) ve bifazik
lezyonlardir (7/11 vaka, %63,6)(Sekil 4.1B). Normal meme asinus ve duktuslarinda
da liminal epitel hiicrelerinde, normal meme Orneklerinin %22,2’sinde nikleer
pozitiflik mevcuttur (Tablo 4.2). pAKT ile hi¢ nilkleer boyanma gostermeyen
lezyonlar sunlardir: lobiler karsinom, metaplastik karsinom, intraduktal papiller

karsinom, siddetli DEH, kompleks ve basit apokrin metaplazi, benign filloides timor.
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Sekil 4.1. pAKT ile farkli boyanma paternleri. A. pAKT ile niikleer pozitif boyanma

gosteren intraduktal papillom. B. pAKT ile hem sitoplazmik hem ntikleer
pozitif boyanma goésteren juvenil fibroadenom.
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Tablo 4.2. pAKT ile niikleer boyanma gésteren lezyonlar. (DKIS: Duktal karsinoma in
situ, ADH: Atipik duktal hiperplazi)

Lezyon pPAKT niikleer pozitif | pAKT pozitif olanlar | Lezyon
lezyon sayisi arasinda (%) ici (%)

intraduktal/atipik 7 77,7 36,8

papillom

Fibroadenom/ filloides 7 63,6 24,1

tiimor

Enkapsiile papiller 1 50 10

karsinom

Normal meme 6 35,2 22,2

Kolumnar hiicreli 10 31,2 10,7

lezyonlar

DKiS/ADH 4 26,6 7,4

Radyal skar/sklerozan 3 23,1 13

adenozis

invaziv duktal karsinom 5 20,8 13,1

Tubuler/kribriform 2 14,2 11,1

karsinom

Kolumnar hucreli

ve kolumnar hiicre igeren lezyonlarin pAKT

ekspresyonunda anlamli fark bulunmamistir. KHL'nin %11,6’s1 pAKT pozitifken,

papiller ve bifazik lezyonlarin ise sirasiyla %5,3’l ve %13,8’i pozitiftir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlarda pAKT sonucu.
(p=0,458) (KHL: Kolumnar hiicreli lezyonlar)

Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren
lezyonlar
KHL Papiller lezyonlar | Bifazik lezyonlar | Toplam
n (total %) n (total %) n (total %) n (total %)
pAKT negatif | 84 (51,9) 36 (22,2) 25 (15,4) 145 (89,5)
pozitif 11 (6,8) 2(1,2) 4 (2,5) 17 (10,5)
Toplam | 95 (58,6) 38 (23,5) 29 (17,9) 162 (100)

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklarini olusturan lezyonlar ve

ylksek dereceli invaziv-in situ lezyonlarda pAKT ekspresyonunda istatistiksel anlamli

sonug yiksek dereceli invaziv timorler ve yiiksek dereceli DKiS arasinda elde

edilmistir (Tablo 4.4). pAKT ekspresyonu vyiksek dereceli invaziv timorlerin

%34,3’inde, yiiksek dereceli DKiS’larin %8,3’(inde izlenmistir. Disiik dereceli meme
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karsinogenez basamaklarinda, diisiik dereceli invaziv timorden, ADH ve FEA’ya
dogru gidildikge pozitiflik orani azalmaktadir (sirasiyla %24,1, %11,1 ve %9,9).
Atipisiz KL'de FEA’ya gore pAKT ekspresyon orani daha fazladir (sirasiyla %21,4 ve

%9,9).
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Tablo 4.4. Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yliksek dereceli invaziv-in situ tiimorlerde pAKT ekspresyonu. (p=0,002)
(inv. tm: invaziv tiimér, DKIS: duktal karsinoma in situ, ADH: atipik duktal hiperplazi, FEA: flat epitelyal atipi, KL: kolumnar
lezyon)

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiiksek dereceli tiimérler

Yiiksek dereceli | Diigiik dereceli | Yiiksek dereceli Atipisiz
inv. tm. inv. tm DKIiS Diisiik dereceli FEA KL
n n n DKiS ve ADH n n n Toplam
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %) (total %) n
(lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon ici %) | (lezyonici %) | (lezyon ici %) (total %)
. 46 (18,5) 22 (8,9) 33(13,3) 16 (6,5) 73 (29,4) 11 (4,4)
PAKT negatif | (65,7) (75,9) (91,7) (88,9) (90,1) (78,6) 201 (81)
- 24.(9,7) 7(2,8) 3(1,2) 2(0,8) 8 (3,2) 3(1,2)
PAKT pozitif (34,3) (24,1) (8,3) (11,1) (9,9) (21,4) 47 (19)
Total 70 (28,2) 29(11,7) 36 (14,5) 18(7,3) 81(32,7) 14(5,6) 248 (100)
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KHL’yi, atipisiz KL ile atipili olanlari timor eslik etmeyen, timoére yakin ve
uzak yerlesimli olmasina gore dort grupta inceledigimizde pAKT ekspresyonu

acisindan aralarinda anlamli fark bulamadik.

4.2. PTEN

PTEN ve diger immiinohistokimya sonugclari kiyaslandiginda elde edilen
bulgular dogrultusunda PTEN zayif pozitif boyananlar negatif gruba dahil edilmistir.
Lezyonlarin %54,5’'inde PTEN kaybi mevcuttur (Tablo 4.5). PTEN kaybi invaziv
karsinomlarin %78,7’sinde, papiller karsinomlarin %31,5’inde mevcuttur. DKiS, ADH
ve AKL'de PTEN kaybi gosteren vaka sayisi, korunmus olanlardan daha fazladir. 15
atipisiz kolumnar lezyon vakasinin 7’sinde, 31 normal meme vakasinin 11’inde PTEN

kaybi gozlenmistir. Bu 11 vakanin 7’sini fibrokistik degisiklik olusturmaktadir.



Tablo 4.5. Lezyonlara gore PTEN ekspresyonu. (p<0,05)
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PTEN
Negatif Pozitif
Negatif Zayif pozitif Orta siddette pozitif Kuvvetli pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %) n (total %) n (total %)

invaziv duktal karsinom 18(4,8) 12(3,2) 5(1,3) 0 (0) 35(9,3)
invaziv tiibiiler / kribriform karsinom 5(1,3) 9(2,4) 3(0,8) 1(0,3) 18 (4,8)
invaziv lobiiler karsinom 10(2,7) 12(3,2) 4(1,1) 1(0,3) 27 (7,2)
invaziv mikropapiller karsinom 0 (0) 0 (0) 1(0,3) 0 (0) 1(0,3)
Metaplastik karsinom 7 (1,9) 5(1,3) 3(0,8) 3(0,8) 18 (4,8)
intraduktal papiller karsinom 1(0,3) 3(0,8) 5(1,3) 1(0,3) 10(2,7)
Enkapsiile papiller karsinom 1(0,3) 1(0,3) 5(1,3) 2(0,6) 9(2,4)
Duktal karsinoma in situ 12(3,2) 9(2,4) 11(2,9) 1(0,3) 33(8,8)
Atipik duktal hiperplazi 2(0,5) 9(2,4) 2 (0,5) 3(0,8) 16 (4,3)
Atipili kolumnar lezyon 11(2,9) 33(8,8) 29(7,7) 10(2,7) 83(22,1)
Kolumnar lezyon, atipisiz 0(0) 7(1,9) 4(1,1) 4(1,1) 15 (4)
Radyal skar 0(0) 4(1,1) 6(1,6) 3(0,8) 13 (3,5)
Sklerozan adenozis 0(0) 5(1,3) 1(0,3) 2(0,5) 8(2,1)
intraduktal papillom 0 (0) 9(2,4) 7(1,9) 0 (0) 16 (4,3)
Duktal epitel hiperplazi — siddetli 0 (0) 2(0,5) 2 (0,5) 0 (0) 4(1,1)
Kompleks apokrin metaplazi 1(0,3) 2(0,5) 6(1,6) 2(0,5) 11 (2,9)
Filloides tiimérii 0 (0) 0 (0) 5(1,3) 4(1,1) 9 (2,4)
Fibroadenom 0(0) 4(1,1) 7(1,9) 8(2,1) 19 (5,1)
Normal meme 2(0,5) 9(2,4) 16(4,3) 4(1,1) 31(8,2)
Toplam 70 (18,6) 135 (35,9) 122 (32,4) 49 (13) 376 (100)
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Yiksek ve disuk dereceli invaziv ve in situ karsinomlar ile ADH, FEA ve
atipisiz KHL'de PTEN ekspresyonu bakimindan, yiksek ve duslik dereceli invaziv
karsinomlar arasinda ya da yliksek ve disik dereceli in situ karsinomlar arasinda
anlamli fark bulamadik. PTEN kaybi, FEA’da (%53), dlisiik dereceli invaziv timorlere
(%82,8) gore anlaml olarak daha azdir (Tablo 4.6). Ayrica FEA’dan, ADH/dlsuk
dereceli DKIS ve diisiik dereceli invaziv tiimére gidildikce PTEN kaybi gésteren vaka

orani artmaktadir (sirasiyla %53, %70,6 ve %82,8).
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Tablo 4.6. Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve ylksek dereceli invaziv-in situ timorlerde PTEN ekspresyonu. (p=0,007)

(inv. tm: invaziv timér, DKIiS: duktal karsinoma in situ, ADH: atipik duktal hiperplazi, FEA: flat epitelyal atipi, KL: kolumnar
lezyon)

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiiksek dereceli tiimorler

Yiksek dereceli | Dlsuk dereceli | Yuksek dereceli | Distk dereceli Atipisiz
inv. tm. inv. tm DKiS DKIS ve ADH FEA KL
n n n n n n Toplam
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %) (total %) n
(lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon ici %) | (lezyon ici %) | (lezyon igi %) (total %)
PTEN 54(21,9) 24 (9,7) 20 (8,1) 12 (4,9) 44 (17,8) 8 (3,2) 162 (65,6)
negatif (77,1) (82,8) (62,5) (70,6) (53) (50) ’
PTEN 16 (6,5) 5(2) 12 (4,9) 5(2) 39 (15,8) 8 (3,2) 85 (34,4)
pozitif (22,9) (17,2) (37,5) (29,4) (47) (50) ’
Toplam 70 (28,3) 29 (11,7) 32 (13) 17 (6,9) 83 (33,6) 16 (6,5) 247 (100)
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Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre igeren lezyonlar arasinda PTEN
ekspresyonu agisindan anlamli fark bifazik lezyonlar ile diger iki grup (KHL ve papiller
lezyon) arasindadir. Bifazik lezyonlarda PTEN kaybi gosteren vaka orani %14,3 ile en
az olup, KHL'de %52,5 ve papiller lezyonlarda %42,9’dur (Tablo 4.7). Bu gruplamada
PTEN kaybi olan vakalarin gogunun (%73,2’si) kolumnar hicreli lezyonlar oldugu
izlenmektedir. Bifazik lezyonlarda PTEN pozitif vaka sayisi (24 vaka), kayip gosteren
vaka sayisinin (4 vaka) 6 katidir. Papiller lezyonlarin %42,9’unda PTEN kaybi
mevcuttur. Bu 15 vakanin pAKT degerlerinde, intraduktal papillomlarin biri kuvvetli
pozitif, diger 8'i negatiftir, enkapstile papiller karsinom ve intraduktal papiller

karsinomlarda pAKT ile ekspresyon mevcut degildir.

Tablo 4.7. Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlarda PTEN
ekspresyonu. (p=0,002)(KHL: kolumnar hicreli lezyonlar)

Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlar
KHL Papiller lezyonlar Bifazik lezyonlar Toplam
n (total %) n (total %) n (total %) n (total %)
PTEN negatif 52(32,1) 15 (9,3) 4(2,5) 71 (43,8)
pozitif 47 (29) 20(12,3) 24 (14,8) 91 (56,2)
Toplam 99 (61,1) 35 (21,6) 28 (17,3) 162 (100)

Kolumnar hicreli lezyonlarda timore yakin AKL (%22,2), timor icermeyen

vakalarin AKL'sine (%5,1) gore anlamh

bir sekilde daha fazla PTEN kaybi

icermektedir (Tablo 4.8). Timor eslik etmeyen vakalarin atipisiz KL ve AKL arasinda

PTEN acisindan anlamli sonug yoktur.

Tablo 4.8. Kolumnar hiicreli lezyonlarda PTEN ekspresyonu. (p=0,049)(AKL: atipili
kolumnar lezyonlar, KL: kolumnar lezyonlar)

Kolumnar Hiicreli Lezyonlar
AKL- AKL-

tiimore timore AKL-
yakin uzak timor yok | Atipisiz KL | Toplam
n (total %) | n(total %) | n (total %) | n (total %) | n (total %)
PTEN negatif | 22(22,2) 17 (17,2) 5(5,1) 8(8,1) 52 (52,5)
pozitif | 10 (10,1) 16 (16,2) | 13(13,1) 8 (8,1) 47 (47,5)
Toplam 32 (32,3) 33 (33,3) 18 (18,2) 16 (16,2) 99 (100)
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4.3. INPP4B

INPP4B kaybi gosteren vaka orani %31,5’tir. INPP4B kaybi invaziv duktal
karsinomlarin yarisinda gorilirken, lobler karsinomlarda bu oran %60,7 ile daha
yuksek, tUbuler/kribriform karsinomlarda %35 ile daha dusiktir. Metaplastik
karsinom ve kompleks apokrin metaplazi lezyonlarinin tiiminde INPP4B negatiftir.
AKL'den ADH ve DKiS'ye dogru gidildikce INPP4B kaybi gdsteren vaka orani
artmaktadir (sirasiyla %5,9, %26,3, %33,3). 16 atipisiz kolumnar lezyon vakasindan
1l’'inde INPP4B kaybi mevcuttur. Benign proliferatif lezyonlarin (radyal skar,
sklerozan adenozis ve siddetli DEH) timiinde INPP4B korunmustur (Tablo 4.9).
Normal meme dokusu grubundaki 31 vakadan 14’Gnde INPP4B negatif izlenmis
olup, bunlardan 8’i fibrokistik degisiklik, 4’0 basit apokrin metaplazi, 1’i
fibroadenomatoid degisiklik ve 1’i hafif DEH’dir.

Tablo 4.9. Lezyonlara gére INPP4B ekspresyonu.

INPP4B
negatif pozitif Toplam
n (total %) n (total %) | n (total %)

invaziv duktal karsinom 21 (5) 21 (5) 42 (10,1)
invaziv tiibiiler/kribriform karsinom 7(1,7) 13 (3,1) 20 (4,8)
invaziv lobiiler karsinom 17 (4,1) 11 (2,6) 28 (6,7)
invaziv mikropapiller karsinom 0 (0) 1(0,2) 1(0,2)
Metaplastik karsinom 19 (4,6) 0(0) 19 (4,6)
intraduktal papiller karsinom 2(0,5) 8(1,9) 10 (2,4)
Enkapsiile papiller karsinom 4 (1) 6(1,4) 10 (2,4)
Duktal karsinoma in situ 13 (3,1) 26 (6,3) 39 (9,4)
Atipik duktal hiperplazi 5(1,2) 14 (3,4) 19 (4,6)
Atipili kolumnar lezyon 5(1,2) 79 (19) 84 (20,2)
Kolumnar lezyon, atipisiz 1(0,2) 15 (3,6) 16 (3,8)
Radyal skar 0 (0) 14 (3,4) 14 (3,4)
Sklerozan adenozis 0(0) 10 (2,4) 10 (2,4)
intraduktal papillom 2 (0,5) 19 (4,6) 21 (5)
Duktal epitel hiperplazi — siddetli 0(0) 4(1) 4 (1)
Kompleks apokrin metaplazi 17 (4,1) 0(0) 17 (4,1)
Filloides tiimori 3(0,7) 8(1,9) 11 (2,6)
Fibroadenom 1(0,2) 19 (4,6) 20 (4,8)
Normal meme 14 (3,4) 17 (4,1) 31(7,5)
Toplam 131 (31,5) 285 (68,5) 416 (100)
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Benign kategorideki lezyonlarin %80,6’sinda INPP4B korunmus, %19,4’Ginde
ise kayip izlenmistir. Malign kategoride ise INPP4B ekspresyon orani %50,9 olup,
benign kategoriden anlamli sekilde daha azdir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Malign ve benign lezyonlarda INPP4B ekspresyonu. (p <0,05)

INPP4B
Negatif Pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %)
Benign 48 (11,5) 200 (48) 248 (59,5)
Malign 83(19,9) 86 (20,6) 169 (40,5)
Toplam 131 (31,4) 286 (68,6) 417 (100)

INPP4B kaybi, yiksek dereceli invaziv timorlerde (%67,9), duslik dereceli
invaziv timorlere (%34,4) gore anlamh olarak daha fazladir. Bu oran invaziv
timorden, DKIS, ADH, FEA ve KL'ye dogru gidildikce genellikle azalmaktadir.
Kolumnar lezyonlarin ise sadece %5.9’unda kayip izlenmistir. Yiksek dereceli invaziv
timorler haric diger lezyonlarda INPP4B ekspresyonu, kaybina gore daha yliksektir

ve pozitif boyanma vylzdesi disik dereceli invaziv timoérden KL'ye dogru

artmaktadir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Distik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiksek dereceli invaziv-in situ tiimorlerde INPP4B ekspresyonu.
(p<0,05) (inv. tm: invaziv timér, DKIS: duktal karsinoma in situ, ADH: atipik duktal hiperplazi, FEA: flat epitelyal atipi, KL:
kolumnar lezyon)

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiiksek dereceli tiimorler

Yiiksek dereceli | Diisiik dereceli Yiiksek Diisiik dereceli
inv. tm. inv. tm dereceli DKIS | DKiS ve ADH FEA KL
n n n n n n Toplam
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %) (total %) n
(lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon ici %) | (lezyon ici %) | (lezyon ici %) | (lezyonicgi %) | (total %)
. 53(19,7) 11 (4,1) 13 (4,8) 5(1,9) 5(1,9) 1(0,4)
INPP4B negatif (67,9) (34,4) (34,2) (25) (6) (5.9) 88 (32,7)
. 25 (9,3) 21(7,8) 25 (9,3) 15 (5,6) 79(29,4) 16 (5,9)
INPP4B pozitif (32,1) (65.6) (65.8) (75) (94) (94.1) 181 (67,3)
Toplam 78 (29) 32(11,9) 38(14,1) 20 (7,4) 84(31,2) 17 (6,3) 269 (100)
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Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlar arasinda INPP4B
ekspresyonu agisindan anlamh fark KHL ve papiller lezyonlar arasindadir (Tablo
4.12). KHL, papiller lezyonlar ve bifazik lezyonlarda INPP4B kaybi gbsteren vaka
orani (sirasiyla %5,9, %19,5 ve %12,9), gostermeyenlere (sirasiyla %94,1, %80,5 ve
%87,1) gore belirgin azdir.

Tablo 4.12. Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlarda INPP4B
ekspresyonu. (p = 0,049)(KHL: Kolumnar hiicreli lezyonlar)

Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre igeren

lezyonlar
Papiller Bifazik
KHL lezyonlar lezyonlar Toplam

n (total %) n (total %) n (total %) n (total %)
INPP4B
negatif 6 (3,5) 8(4,6) 4(2,3) 18 (10,4)
INP?Z}B 95 (54,9) 33(19,1) 27(15,6) 155 (89,6)
pozitif
Toplam 101 (58,4) 41 (23,7) 31 (17,9) 173 (100)

4.4. pSGK3

pSGK3 ekspresyonu, invaziv duktal karsinomlarin %52,3’linde, invaziv
tubuler/kribriform karsinomlarin  %80’inde, lobller karsinomlarin  %40'inda,
metaplastik karsinomlarin %22,2’sinde izlenmistir (Tablo 4.13). DKIS, ADH ve AKL
gibi prekanseroz lezyonlarda, benign proliferatif lezyonlarda, atipisiz kolumnar
lezyonlarda ve normal memede dahi pozitiflik orani invaziv timorlerden ¢ok daha

fazla gikabilmektedir.



Tablo 4.13. Lezyonlara gore pSGK3 ekspresyonu.
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pSGK3
Negatif Pozitif
0 <%25 %25-50 >%50 Toplam
n n n n n
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %)
invaziv duktal karsinom 20 (4,9) 19 (4,7) 2 (0,5) 1(0,2) 42 (10,3)
invaziv tiibiiler / kribriform karsinom 4(1) 8(2) 5(1,2) 3(0,7) 20 (4,9)
invaziv lobiiler karsinom 15 (3,7) 6 (1,5) 5(1,2) 1(0,2) 27 (6,6)
invaziv mikropapiller karsinom 0(0) 1(0,2) 0(0) 0(0) 1(0,2)
Metaplastik karsinom 14 (3,4) 3(0,7) 1(0,2) 0(0) 18 (4,4)
intraduktal papiller karsinom 5(1,2) 5(1,2) 0(0) 0(0) 10(2,5)
Enkapsiile papiller karsinom 4(1) 6 (1,5) 0(0) 0(0) 10(2,5)
Duktal karsinoma in situ 9(2,2) 24 (59) 6 (1,5) 0(0) 39(9,6)
Atipik duktal hiperplazi 3(0,7) 8(2) 5(1,2) 1(0,2) 17 (4,2)
Atipili kolumnar lezyon 6 (1,5) 42(10,3) 31(7,6) 7(1,7) 86 (21,1)
Kolumnar lezyon, atipisiz 0(0) 7(1,7) 6 (1,5) 1(0,2) 14 (3,4)
Radyal skar 1(0,2) 8(2) 5(1,2) 0(0) 14 (3,4)
Sklerozan adenozis 1(0,2) 7(1,7) 1(0,2) 1(0,2) 10 (2,5)
intraduktal papillom 3(0,7) 12 (2,9) 4(1) 1(0,2) 20 (4,9)
Duktal epitel hiperplazi — siddetli 0(0) 1(0,2) 2(0,5) 0(0) 3(0,7)
Kompleks apokrin metaplazi 10 (2,5) 5(1,2) 0(0) 0(0) 15(3,7)
Filloides tiumori 1(0,2) 8(2) 3(0,7) 0(0) 12 (2,9)
Fibroadenom 0(0) 14 (3,4) 6 (1,5) 0(0) 20 (4,9)
Normal meme 6 (1,5) 9(2,2) 11 (2,7) 4(1) 30(7,4)
Toplam 102 (25) 193 (47,3) 93 (22,8) 20 (4,9) 408 (100)
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Yiksek dereceli invaziv ve in situ timorler ile meme karsinogenez
basamaklarinda pSGK3’lin pozitiflik orani, yliksek dereceli timorlerde (%47,4) en
disik, KL'de (%100) en yiksektir ve bu oranlar birbirinden anlamli olarak farklidir
(Tablo 4.14). Ayrica yliksek dereceli timorlerden, atipisiz kolumnar lezyonlara

gidildikce basamakli olarak pSGK3 ekspresyonu artmaktadir.
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Tablo 4.14. Disik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiksek dereceli invaziv-in situ tiimoérlerde pSGK3 ekspresyonu. (p<0,05)
(inv. tm: invaziv timér, DKIS: duktal karsinoma in situ, ADH: atipik duktal hiperplazi, FEA: flat epitelyal atipi, KL: kolumnar

lezyon)

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklari ve yiiksek dereceli tiimérler

Yiksek dereceli | Disuk dereceli Yiksek Dusuk dereceli
inv. tm. inv. tm dereceli DKiS | DKIS ve ADH FEA KL
n n n n n n Toplam
(total %) (total %) (total %) (total %) (total %) (total %) n
(lezyon igi %) (lezyon igi %) (lezyon ici %) | (lezyonigi %) | (lezyon ici %) | (lezyon ici %) (total %)
. 40 (15,1) 13 (4,9) 9(3,4) 3(1,1) 6(2,3) 0(0)
PSGK3 negatif (52,6) (40,6) (23,7) (16,7) 7) (0) 71(268)
- 36 (13,6) 19 (7,2) 29 (10,9) 15 (5,7) 80 (30,2) 15 (5,7)
PSGK3 pozitif (47,4) (59,4) (76,3) (83,3) (93) (100) 194(73,2)
Toplam 76 (28,7) 32(12,1) 38 (14,3) 18 (6,8) 86 (32,5) 15 (5,7) 265 (100)
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Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlar arasinda pSGK3
ekspresyonu agisindan anlaml fark papiller lezyonlar ve diger iki grup (KHL ve bifazik
lezyonlar) arasindadir (Tablo 4.15). pSGK3 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli
sekilde, KHL (%94,1) ve bifazik lezyonlarda (%96,9), papiller lezyonlardan (%70)

daha fazladir.

Tablo 4.15. Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren lezyonlarda pSGK3
ekspresyonu. (p<0,05)

Kolumnar hiicreli ve kolumnar hiicre iceren
lezyonlar
Papiller Bifazik
KHL lezyonlar lezyonlar Toplam
n (total %) n (total %) n (total %) n (total %)
pSGK3 negatif 6 (3,5) 12 (6,9) 1(0,6) 19 (11)
pozitif 95 (54,9) 28 (16,2) 31(17,9) 154 (89)
Toplam 101 (58,4) 41 (23,1) 32 (18,5) 173 (100)

4.5. Boyamalarin Birbirleri ile iligkilerine Yonelik Bulgular

INPP4B pozitif boyanan lezyonlarin %85,9’u pSGK3 ile de pozitif ekspresyon

gostermektedir (Tablo 4.16). INPP4B kaybi olan lezyonlarin ise pSGK3 ile %50’si

negatif, %50’si pozitiftir.

Tablo 4.16. INPP4B ve pSGK3 ekspresyonlarinin karsilastirmasi. (p<0,05)

pSGK3
Negatif Pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %)
INPPAB Negatif 62 (15,5) 62 (15,5) 124 (30,9)
Pozitif 39 (9,7) 238 (59,4) 277 (69,1)
Toplam 101 (25,2) 300 (74,8) 401 (100)

pPAKT ve INPP4B ekspresyonu arasinda ters oranti mevcuttur (p<0,023).

INPP4B ekspresyonu, pAKT negatif vakalarin %73,5’inde, pAKT pozitif vakalarin

%59’unda goriulmektedir (Tablo 4.17).



Tablo 4.17. INPP4B ve pAKT ekspresyonlarinin karsilastirmasi. (p=0,023)

pAKT
Negatif Pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %)
INPPAB Neg'a'tif 83(22,2) 25 (6,7) 108 (28,9)
Pozitif 230 (61,5) 36 (9,6) 266 (71,1)
Toplam 313 (83,7) 61 (16,3) 374 (100)

PTEN ve INPP4B arasinda anlamli sonug elde edilmemistir (Tablo 4.18). PTEN
kaybi olan lezyonlar arasinda, INPP4B kaybi (%33,3), INPP4B pozitifligine (%66,7)
gore daha az gorulmektedir. Tersine INPP4B kaybi olan lezyonlarda da, PTEN kaybi
(%62,3), PTEN pozitifligine (%37,7) gore daha fazladir.

Tablo 4.18. INPP4B ve PTEN ekspresyonlarinin karsilastirmasi. (p=0,058)

PTEN
Negatif Pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %)
nppap | Nesatif 66 (18,2) 40 (11) 106 (29,2)
Pozitif 132 (36,4) 125 (34,4) 257 (70,8)
Toplam 198 (54,5) 165 (45,5) 363 (100)

PTEN kaybi olan lezyonlarin %20,9’u pAKT ile pozitif iken, PTEN korunmus
olan vakalarin %10,3'G pAKT ile pozitiftir (Tablo 4.19). pAKT pozitif vakalarin
%70,9’u, pAKT negatif vakalarin %51,4’U PTEN kaybi gostermektedir.

Tablo 4.19. PTEN ve pAKT ekspresyonlarinin karsilastirmasi. (p=0,008)

pAKT
Negatif Pozitif Toplam
n (total %) n (total %) n (total %)
PTEN Negatif 148 (43,1) 39 (11,4) 187 (54,5)
Pozitif 140 (40,8) 16 (4,7) 156 (45,5)
Toplam 288 (84) 55 (16) 343 (100)

PTEN ekspresyonunun 5 grubu (stromadan daha zayif ile negatiften kuvvetli
pozitife) ile pAKT ekspresyonunun medyan degerlerinin karsilastirmasinda, PTEN ile
zayif pozitif boyananlar, PTEN ile orta ve kuvvetli boyananlara gore pAKT

ekspresyonunda daha yiksek medyan degerine sahiptir (medyan pAKT degerleri
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sirastyla 5, 0, 0) (Sekil 4.2). PTEN pozitifler icinde zayif boyananlarin daha yuksek
medyan pAKT degerine sahip olmasi nedeniyle, PTEN zayif pozitif grubun, PTEN
kaybi olanlar gibi davranabilecegini akla getirmis ve PTEN zayif pozitif grup, PTEN

negatiflerin arasinda kabul edilmistir.
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Sekil 4.2. PTEN ekspresyonuna gore pAKT ekspresyonu medyan degerlerinin
karsilastirmasi. (p=0,023)
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5. TARTISMA

Kolumnar hiicreli lezyonlarla yapilan molekiiler ¢alismalarda, AKL, DKIS ve
disuk dereceli invaziv karsinomlarda, ilerleyici sekilde allelik hasar birikimi ve
mutasyon oraninda ilerleyici artis izlenmesi, AKL'nin dlsik dereceli invaziv
karsinomlar icin morfolojik prekiirsér oldugu hipotezini desteklemektedir (51, 79).
FEA o6zellikle invaziv tubiler ve lobiler karsinom ile iliskilidir (43, 47). Primer meme
karsinomlarinda yaklasik %70 vaka PI3K yolagindaki bir veya daha fazla bilesende
degisiklik gostermektedir (80). Bunlar sinif | PI3K’nin katalitik alt birimini kodlayan
PIK3CA genindeki mutasyon veya amplifikasyon, Her2 gibi onkogenik tirozin kinaz
reseptorlerinin aktivasyonu, PTEN ve/veya INPP4B gibi timor supresorlerin kaybi
veya AKT1 protoonkogeninde mutasyon veya amplifikasyon olabilir. Bu degisiklikler
AKT hiperaktivasyonu ve hiicre bliyiimesi, proliferasyonu, yasam siresinin artmasi
ile sonuglanir. Bu yolagin dizenlenememesi; kontrolsiiz proliferasyon, genomik
dengesizlik ve timor hiicrelerindeki yeni metabolik programlama gibi cesitli kanser
ozellikleri ile iliskilidir (63). Meme karsinomlarinda PI3K yolagindaki en sik gorilen
degisiklik, %27 vakada bulunan PIK3CA genindeki fonksiyon kazanimidir (61). Ek
olarak, PI3K/AKT/mTOR yolak aktivasyonu antitimor tedavilerde kanser hiicre
direncinin esas sebeplerinden biridir (81). PI3K yolagindaki degisiklikler, sadece
invaziv timorlerde degil, DKiS, ADH, FEA prekanserdz lezyonlarinda da saptanmistir
(8, 82, 83). Meme karsinomlarindaki bu alandaki calismalarin 6nemli bir kismi
molekiler testler kullanilarak yapilmis olup, bu yolagin bilesenlerinin temsilci
immunohistokimyasal boyamalarinin molekiler testlerle es zamanli yapilmis oldugu
ya da sadece immiinohistokimyaya yer verilen (84, 85) calismalar az sayidadir. Bu
tezde, meme karsinogenezinde onemli roli olan PI3K yolagindaki bilesenlerin
temsilci imminohistokimyasal boyalarinin, diisiik ve yiiksek dereceli invaziv ve in
situ timorler ile distk dereceli meme karsinogenezinin ilk lezyonu olarak kabul
edilen FEA’da, bu karsinogenez basamaklarindan olan ADH’de ve kolumnar
degisiklik iceren benign proliferatif lezyonlardaki sonuclarinin karsilastiriimasi,

kolumnar lezyonlarin kendi icinde atipili ya da atipisiz olmalari, eslik eden timor
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varligi ve timore yakinhklarina gore sonuglarinin karsilastirilmasi ve PI3K yolak
aktivasyonu bakimindan farklarinin incelenmesi amaglanmistir.

CGalismamiza, normal meme parankimi ve normal memede gorilebilecek
degisiklikler dahil, invaziv, in situ, prekanserdz, benign proliferatif, papiller ve bifazik
lezyonlar gibi cok cesitli lezyonlar dahil edilmistir ancak anlamli bulgu iceren kiictik
gruplarda vaka sayilari daha ileri ¢alismalar ile arttirlilmalidir. Calismamizin bir diger
eksik yani ise, PI3K yolagindaki degisikliklerin maddi imkanlar nedeniyle, es zamanl
olarak molekiler ¢alismalar ile saptanamamis olmasidir. Yine ayni sebeple pAKT
T308 ve AKT (aktif olmayan form)’a yonelik immunohistokimya uygulanamamistir.
Eger gen dlzeyindeki degisiklikler ile immiinohistokimyasal sonuglar kiyaslanabilmis
olsaydi, immunohistokimyasal bulgularimizin anlami ¢ok daha degerli olurdu.

PI3K/AKT sinyal yolagi igin temsilci immunohistokimyasal belirteglerin

sonuglari ayrintil olarak asagida tartisiimistir.

5.1. pAKT

PI3K yolaginin akisindaki hedef molekil olan serin-treonin kinaz’'dir ve AKT1,
AKT2 ve AKT3 olmak lizere 3 izoformu vardir. Hiicrenin biylimesi, cogalmasi ve
metabolizmasinda énemli rol oynar (4). Ozetle, ekstraseliiler uyaran tarafindan
aktive olan PI3K, PI4,5P2 ile etkilesime gecip onu fosforile ederek PI3,4,5P3’(
olusturur ve sonucunda PIP3 bagiml PDK1, AKT'nin aktivasyon bdélgesindeki T308'i,
yine PI3K bagimli calisan baska bir kinaz olan mTORC2 de C-terminal hidrofobik
motifteki S473 bolgesini fosforile eder. Boylece AKT'nin maksimum aktivasyonu
gerceklesmis olur (65).

Biz S473 bdlgesini hedef alan phospho-AKT imminohistokimyasal belirtecini
kullandik ve sitoplazmik ve/veya nikleer yerlesimli p-AKT boyanmasi gozlemledik.
Genel olarak lezyonlarda sitoplazmik boyanma daha yaygin olmakla birlikte, niikleer
boyanma siklig1 en fazla olan lezyonlar intraduktal papilllomlar ve bifazik lezyonlarin
(fibroadenom, benign ve borderline filloides timor) epitelyal bilesenidir. Niikleer
boyanmanin gorilmedigi lezyonlar icinde bazi invaziv timorler (lobller ve

metaplastik karsinom), in situ timorler (intraduktal papiller karsinom), benign



64

proliferatif lezyon (siddetli DEH, KAM) ve bifazik lezyon (benign filloides timor)
tipleri yer almaktadir. Nikleer boyanmanin sitoplazmikten farklh olup olmadig
yoninde yapilan literatiir arastirmasinda iki calismada meme kanser vakalarina
uygulanan phospho-AKT boyamalarinda nikleer boyanmanin da gorildugini
belirtmisler ancak nedenine yo6nelik yorum vyapilmamistir (86, 87). 1997'de
Andjelkovic ve arkadaslari AKT’nin aktive olduktan sonra membrandan ayrilip
nikleusa yer degistirdigini belirtmistir (88). Kuclik hicreli disi akciger karsinom
vakalarinda bakilan p-AKT ekspresyonunda tim vakalarda sitoplazmik boyanma
mevcut olup, %42 vakada ek olarak nikleer boyanma da elde etmisler ve her iki
tipte boyanmanin da iyi diferansiye timorlerle kuvvetli iliskisini saptamislardir.
AKT’nin sitoplazmik fonksiyonunun aksine, niikleer yer degistirmesinin heniiz tam
olarak aciklanamadigini séylemisler ve bu durumun dizenleyici bir mekanizma
olabilecegini ya da nikleer bir substratin hedef alinmis olabilecegini one
sirmuslerdir (89). Prostat kanseri vakalarinda yapilan bir calismada pAKT’nin
sitoplazmik ya da nilkleer artmis ekspresyonunun, artmis proliferasyonla dogru
orantili, apoptotik indeksle ise ters orantili oldugunu, ancak nikleer boyanmanin
iliskisinin daha gli¢cli oldugunu gozlemlemisler ve bu nedenle esas anti-apoptotik
etkinin, p-AKT’nin niikleer etkileri ile olabilcegini ileri sirmislerdir (90).

pAKT ekspresyonunu, 81 FEA lezyonunun 8’inde, 17 ADH lezyonunun
2’sinde, 37 DKIS lezyonunun 3’iinde, 99 invaziv karsinomun 31’inde saptadik. 4
siddetli DEH lezyonunun higbirinde pAKT pozitifligi izlemedik. Bu dagilim egilimi Li ve
arkadaslarinin proliferatif ve atipik meme lezyonlari (UDH, FEA, ADH), DKiS ve
invaziv karsinomda PIK3CA mutasyonu incelemesinde de goézlenmistir: 16 UDH
vakasinin hicbirinde, 20 FEA vakasinin 1’inde, 32 ADH vakasinin 2’sinde, 46 in situ
karsinom vakasinin 14’tinde ve ¢ogu invaziv duktal karsinom olan 108 invaziv meme
karsinom vakasinin 29’unda (91) PIK3CA mutasyonu tespit edilmistir. Aleskandarany
ve arkadaslari, 1202 erken evre invaziv meme karsinomunun 914’ iinde (%76) pAKT
asiri ekspresyonu izlemistir, bu durumun karsinogenetik basamaklarda erken bir
olay olarak pAKT’nin onkogenetik roliini yansitiyor olabilecegini belirtmistir (92).

Bizim serimizde invaziv karsinomlarin sadece (g¢te birinde pAKT ekspresyonu
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mevcuttur; bu farklilik doku mikrodizini kullanmis olmamizdan kaynaklaniyor
olabilecegi gibi daha bilylk olasilikla serimizdeki vakalarin ileri evre ve yiksek
dereceli timorleri temsil etmesinden kaynaklanmaktadir.

pPAKT'nin kuvvetli ekspresyonunu en ¢ok sergileyen grup invaziv lobiler
karsinomdur (13 kuvvetli pozitif vakanin 8’i). Ayrica pAKT ekspresyon orani %70,8 ile
en yiiksek olan grup da lobiiler karsinomdur. invaziv lobiiler karsinomlarda hem
S473 hem de T308 bdlgesinden fosforile olan AKT’nin anlamh sekilde artmis oldugu
gosterilmistir (93). invaziv tibiler/kribriform karsinomlarda ise pAKT kuvvetli pozitif
ekspresyonu hig izlemedik. Bu durum, liminal tip meme karsinomlari olan invaziv
tibuler karsinom ve invaziv lobiler karsinomlarda benzer sonuglar elde etme
beklentimizle uyumsuzdur. invaziv duktal karsinom, invaziv tibiler/kribriform
karsinom ve metaplastik karsinomda pAKT ekspresyon oranlari benzer sekilde ve
yaklasik %20’dir. Magkou ve arkadaslari invaziv duktal ve lobller karsinom
vakalarina uyguladiklari pAKT (Thr308) imminohistokimyasal g¢alismasi sonucu,
invaziv lobiler karsinomlarda ekspresyonu daha sik saptamistir (85). Aleskandarany
ve arkadaglari, erken evre invaziv meme karsinomlari ile olan galismasinda, 6zellikle
plr invaziv tibdler ve lobiler karsinomun meddller benzeri karsinomlara gore daha
ylksek pAKT ekspresyonu gosterdigini belirtmistir (92).

Diisiik dereceli meme karsinogenez basamaklarinda, disiik dereceli invaziv
timor, disiik dereceli DKiIS/ADH ve FEA’ya dogru gidildikge pAKT pozitiflik orani
azalmaktadir (sirasiyla %24,1, %11,1 ve %9,9). Ki bu sonuclar, invaziv timoére dogru
gidildikge PI3K/AKT yolaginin aktivitesinin arttigini gosteren aktif formdaki pAKT’nin
pozitif olmasi beklentimiz ile uyumludur. Atipisiz kolumnar lezyonlarda (%21,4),
disik dereceli invaziv karsinoma (%24,1) benzer oranda pozitiflik izledik. Troxell ve
arkadaslari KHL'de %54 vakada, invaziv karsinomlarda %37 vakada PIK3CA
mutasyonu saptamis ve KHL ile invaziv karsinom arasindaki uyumlulugun c¢ok az
oldugunu belirtmistir (8). Atipili ve atipisiz kolumnar lezyonlar arasinda pAKT
ekspresyonu acisindan anlamlh fark bulunamamasi, kolumnar lezyonlardaki atipi
varhgl ve yoklugunun tanisinin 6znelligine bagh olabilir. Bir calismada 14 patoloji

asistani ve yan dal “fellow”u iceren bir gruba 24 vakalk test uygulanmis olup,
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sonucunda istatistiksel « degeri 0,42 (orta uyum diizeyi) olarak hesaplanmistir, bu
diizey egitim sonrasi yapilan test ile 0,56’ya (orta-iyi uyum diizeyi) yikselmistir.
GoOzlemciler arasi uyumun orta diizeyden iyi diizeye ¢ikmasi egitim ile olmustur (24).
Kolumnar lezyonlarin atipi icerip icermedigi konusunda uyumun artmasinda egitimin
roli 6nemlidir. Ayrica, kolumnar lezyonlar igin daha 6nceki kavram karmasasi ve
kriter eksikliginin 2003’te Schnitt (16) tarafindan giderilmesi de bu lezyonlari
tanimada ilerleme saglamistir.

Benign, atipik ve in situ karsinom iceren 38 papiller lezyondan 2’sinde pAKT
pozitifligi izledik ve bu 2 lezyon da intraduktal papillomdur. Troxell ve arkadaslari,
degisik proliferatif lezyonlarin da yiksek oranda PIK3CA mutasyonu icerebilecegini
destekler sekilde, memenin benign ve atipik papiller lezyonlarinda %65 oraninda
PIK3CA ve AKT1 mutasyonu tanimlamistir (36). 4 siddetli DEH lezyonunun higbirinde
pAKT ekspresyonu yoktu, 4 hafif siddette DEH lezyonunun ise birinde pAKT
ekspresyonu saptadik. Jahn ve arkadaslarinin calismasinda ODH vakalarinda kanser
iliskili genlerdeki degisiklikleri analiz etmistir. 16 ODH vakasindan mutasyon igeren
10’unda, en fazla gorilen mutasyon olarak, 6’sinda PIK3CA degisikligi, 2’sinde AKT1
mutasyonu saptamistir. Onlarin gorusine gore, PI3K/AKT/mTOR yolaginin farkli
asamalarindaki mutasyonlar nedeniyle, kansere dontsiim riskinin disik olmasina
ragmen, ODH neoplastik bir lezyondur (94).

Bifazik lezyonlarin kolumnar epitelyal bilesenlerinin %13,7’sinde pAKT
ekspresyonu mevcuttur. AKT yolagini aktive eden genetik degisiklikler bu lezyonlarin
epitelyal bileseninde de goérilebilir. Filloides tlimoérlerde PIK3CA’da aktive edici
mutasyonlar saptanmis ve PI3K hedefli tedaviler igin potansiyel oldugu belirtilmistir
(95), ancak bu mutasyonlarin stromal veya epitelyal bilesende olup olmadigi soru
isaretidir.

Normal meme dokusu iceren 27 vakanin 5’inde pAKT ekspresyonu mevcut
olup, biri kuvvetli pozitif, dordi zayif pozitiftir. Kuvvetli pozitif olan hafif siddette
DEH, zayif pozitif olanlardan (gl fibrokistik degisiklik, biri normal TDLU
icermektedir. Bu durum, AKT hiperaktivasyonunu temsil etmeyip normal bir liiminal

epitel hicresindeki PI3K/AKT vyolak aktivitesini gosteriyor olabilir. Zinda ve
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arkadaslari gostermistir ki: meme, akciger, prostat ve kolonda normal dokular ve
timor dokulari, her i¢ AKT izoformunu da eksprese eder. Ayrica timorigenez ile (g

AKT izoformunun RNA ekspresyon paternlerinde bariz bir kayma izlenmemistir(96).

5.2. PTEN

PTEN lipid/protein fosfataz olup, fosfatidilinositollerin D-3 pozisyonundaki
fosfati hidrolize eder (97). PTEN’in en Onemli substrati PI(3,4,5)P3 gibi
gortiinmektedir ve sinif | PI3K yolaginin 6énemli bir regilatori ve timor supresordiir
(98). Calismamizda PTEN kaybi veya azalmasi olan grupta pAKT sonuglarinin daha
yuksek olmasi PTEN’in, PI3K/AKT sinyal yolaginda timor supresor olarak
davrandigini desteklemktedir.

Yiksek ve dusuk dereceli invaziv ve in situ karsinomlar ile ADH, FEA ve
atipisiz KHL'de PTEN ekspresyonuna baktigimizda, yliksek ve diisik dereceli invaziv
karsinomlar arasinda ya da yliksek ve disuk dereceli in situ karsinomlar arasinda
anlamli fark bulamadik. Ancak PTEN kaybi, FEA'da (%53), dlsuk dereceli invaziv
timorlere (%82,8) gore anlaml olarak daha azdi. Tim in situ karsinomlarin
%63,6'sinda, tim invaziv karsinomlarin %78,7’sinde PTEN kaybi gdzlemledik. Ayrica
tim vakalar arasinda PTEN kaybi, pAKT ekspresyonu olanlarin %70,9’unda, pAKT
negatif olanlarin %51,4’inde mevcuttu. Bir ¢alismada, bizimkinden ¢ok daha az
oranda olacak sekilde, PTEN kaybi invaziv karsinomlarin %26’sinda, in situ
karsinomlarin %11’inde saptanmistir. Bizimkinin aksine yiksek dereceli timdrlerin
PTEN kaybi ile iligkili oldugu; PTEN kaybinin, AKT ekspresyonu ile korele olmadigi
sonucuna varilmistir (99).

KHL’larin %52,5’inde, papiller lezyonlarin %42,9’unda PTEN kaybi izledik. Xia
ve arkadaslarinin bir cesit memeli hayvanda olan meme tiimorleri lizerinde yaptigi
calismalarda da papiller tiimérlerde PTEN mutasyonu saptanmistir (100). ilging ama
sasirtict olmayan bir bulgu olarak tiimoére yakin yerlesimli AKL'nin, timoér icermeyen
AKL'ye gore anlamli sekilde daha fazla PTEN kaybi gosterdigini saptadik.

Bifazik lezyonlarda 28 vakanin 4’iinde PTEN kaybi izledik ve bu 4 vaka da

fibroadenomdu. Calismaya dahil ettigimiz benign ve borderline tipte toplam 9
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filloides timorde de PTEN korunmustu, bizim vakalarimiz malign filloides
icermiyordu. Filloides timorlerde, PTEN ve INPP4B’yi kodlayan genlerin oldugu
kromozom 4q ve 10p’de delesyonlar, daha yaygin olarak malign filloides tiimérlerde
gorilmastir (101). Bu yolakla iliskili genlerdeki degisiklikler, son ¢alismalarda yeni
nesil dizileme ile de borderline/malign filloides timoérlerde izlenmistir. Yine bu
calismada, filloides timorlerde epitelyal PTEN ve INPP4B ekspresyonunda azalma
rekirens ile iliskili bulunmusgtur (95).

Normal meme igeren vakalarin %35’inde PTEN kaybi gozlenmistir. PTEN
kaybi gosteren bu 11 vakanin 7’sini fibrokistik degisiklik olusturmaktadir. Aksine, Qi
ve arkadaslari ¢alismasinda dahil ettikleri vakalardan normal meme dokusunun
hepsinde 3+ PTEN ekspresyonu, FEA, ADH ve DKIS vakalarinin biyiik cogunlugunda
ise 2+ ya da 3+ PTEN ekspresyonu saptamistir. Hic PTEN kaybi goriilmemesini gorece

daha az vaka sayisina baglamistir (102).

5.3.INPP4B

INPP4B; bir timor supresor olarak, ER pozitif hiicrelerde PI3K/AKT sinyalini
ve cogalmayi baskilayici olarak yakin zamanlarda kesfedilmistir (103, 104). INPP4B,
tercihen kullandigi substrat olan PI(3,4)P2’yi, PI3P’ye hidrolize eden bir 4-fosfatazdir
(105). INPP4B, PI3K lipid Grdnlerinin seviyelerini kontrol ederek timor supresor
gorevi gorir (106).

Benign kategorideki lezyonlarin %19,4’Ginde, malign lezyonlarin ise
%49,1'inde INPP4B kaybi izlenmistir. Bu bulgu, invaziv ve in situ meme
timorlerinde, normal meme, benign proliferatif lezyonlar ve atipik lezyonlari iceren
benign gruba gobre, INPP4B’nin kaybinin daha fazla olmasi beklentimiz ile
uyumludur. invaziv tiimérler arasinda INPP4B kaybini en yiiksek oranda gdsteren
grup metaplastik karsinomlar (%100), ikinci sirada ise lobller karsinomlardir
(%60,7). Aksine Fedele ve arkadaslari galigtiklari 22 primer meme karsinomundan ER
pozitif olanlarin hepsinde INPP4B proteini saptamistir. ER negatif olanlarin ise az bir
kisminda saptamistir. INPP4B kaybini, ER ve PR ekspresyon kaybi ve yiksek timor

derecesi ile iliskili bulmustur (74). Calismamizda pAKT ile INPP4B arasinda ters oranti
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mevcuttur; INPP4B kaybi gosteren 17 lobuler karsinom vakamizdan 11’i pAKT ile de
pozitifti. Bu durum, INPP4B kaybinin, o vakalarda AKT aktivasyonunu arttirdigini ve
timor supresor rollinin ortadan kalktigini  destekleyebilir. Ancak yukarida
bahsedilen galismada tek basina yiiksek pAKT’nin, INPP4B kaybi ile istatistiksel
anlaml olarak korele olmadigi, es zamanli PTEN ve INPP4B kaybinin PI(3,4,5)P3 ve
PI(3,4)P2’nin birikimini saglayarak AKT’nin maksimum aktivasyonunu tetikledigi
belirtilmistir (74). Gewinner ve arkadaslari cogu bazal benzeri meme kanserinde
INPP4B boélgesinde heterozigosite kaybi saptamis, INPP4B olmayisinin  AKT
aktivasyonunu arttirdigini belirtmistir (105). Liu ve arkadaslari, lgli negatif meme
timorlerinde INPP4B inaktivasyonunun sik oldugunu ve timorigenezi tetikledigini
saptamis ve INPP4B’nin timor supresor fonksiyonuna isaret etmistir (107).

Galismamizda INPP4B ve PTEN ekspresyonu arasinda anlamli iliski
saptanmamistir. Buna karsin Fedele ve arkadaslari, PTEN kaybi olan vakalarda
INPP4B kaybinin (%49), PTEN korunmus vakalardaki INPP4B kaybina (%14) gore
daha fazla oldugunu belirtmistir (74).

Normal meme grubuna dahil ettigimiz 31 vakadan, INPP4B ekspresyonu
gostermeyen 14 vakanin 8’i fibrokistik degisiklik, 4’G basit apokrin metaplazi, 1i
fibroadenomatoid degisiklik, 1’i hafif DEH’dir. Normal memede, INPP4B protein
ekspresyonu duktuslarda ER-pozitif meme duktal Iiminal epitel hicrelerine
sinirhdir, myoepitelyal hiicreler eksprese etmez. Sekretuar lobiler Unitelerde ise
INPP4B sadece %20 hiicrede pozitiftir. INPP4B, ER pozitif hiicrelerde eksprese olur.
Bununla uyumlu olarak INPP4B protein ekspresyonu, ER-pozitif meme kanseri hiicre
kiltirlerine sinirli olarak izlenmistir (74).

KHL'den AKL’ye, ADH, diisiik dereceli DKIS ve invaziv tiimére dogru gidildikce
INPP4B kaybi gOsteren vaka orani artmaktadir, bu lezyonlarin karsinogenez
basamaklarinda ilk prekanserdz lezyondan invaziv timoére dogru giden yoldaki
basamakl dizilim ile uyumlu bir sonuctur. INPP4B kaybini, yiiksek dereceli invaziv
timorlerde (%67,9), diuslik dereceli invaziv tiimorlere (%34,4) goére anlamli olarak
ylksek izledik. Bu sonuglar ile INPP4B kaybinin agresif timorlerde daha fazla

goriuldugl desteklenmistir. Bir calismada INPP4B iceren kromozomal bdlgede
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heterozigosite kaybinin, Ugli negatif/bazal benzeri meme tiimorlerinin %55’inde
gorildugl rapor edilmistir (105).

KHL, papiller lezyonlar ve bifazik lezyonlarda INPP4B kaybi sik degildir
(strasiyla %5,9, %19,5 ve %12,9). Bu lezyonlarin ER sinyali iligkili oldugu ve ER
ekspresyonu gosterdikleri distndlirse, INPP4B ekspresyonu gostermeleri de diger
calismalarla uyumludur (74). Radyal skar, sklerozan adenozis ve siddetli DEH

lezyonlarinin tiiminde INPP4B korunmustur.

5.4. pSGK3

SGK3, AGC protein kinaz ailesinin bir yesi olup, SGK1 ve SGK2 olarak iki
izoformu daha vardir. Bu izoformlar, AKT1-3’(in katalitik bolgeleri ile %55 oraninda
aynidir. SGK izoformlari da AKT ile yolagin yukari akisindaki ayni kinazlar tarafindan
aktive olur: aktivasyon bolgesi PDK1 ile, hidrofobik motif TORC2 ile (108). SGK3 PX
bolgesi PI3P’ye baglanir (109).

INPP4B pozitif olan vakalarda, pAKT ekspresyonunun disik, pSGK3
ekspresyonunun da yuiksek oldugu gorilmektedir. Bu sonuglar diistindirmektedir ki:
INPP4B, AKT’nin aktivasyonunu azaltmakta ve onkogenik etki ile AKT bagimsiz baska
bir yol olan SGK3’lin aktivasyonunu arttirmaktadir. Vasudevan ve arkadaslari
gostermistir ki: SGK3, onkogenik PIK3CA mutasyonu olan meme kanseri hiicre
kiiltirlerinde, hayatta kalma icin gereklidir (14). Gasser ve arkadaslari analizlerinde
INPP4B ekspresyonunun, SGK3 aktivasyonuna ve es zamanh olarak AKT
fosforilasyonunun inhibisyonuna yol actigini ve bunlarin daha ¢ok liminal tip meme
karsinomlarinda oldugunu saptamistir. Yiksek SGK3’(in, her iki durumla -artmis
INPP4B ekspresyonu ve PIK3CA/PTEN mutasyon statlsu- direk olarak korele
oldugunu bulmustur. Ve verileri, SGK3’lin meme kanserinde arttigini, aktivitesinin
onkogenik PI3K sinyaline bagli oldugunu gostermistir (110).

Yiksek dereceli invaziv ve in situ timorler ile meme karsinogenez
basamaklarinda pSGK3’lin ekspresyonunun, yiksek dereceli invaziv timorlerde
(%47,4) en dislik, KL'da (%100) en yiiksek oldugu izlenmektedir. Bu durum ayni

lezyonlardaki INPP4B ekspresyonu ile iliskilendirilebilir. pSGK3 ekspresyonu da,
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INPP4B’deki gibi yliksek dereceli invaziv timoérden KHL'a dogru artmakta olup,
aralarinda dogru oranti oldugu dikkati ¢ekmistir. Ayrica invaziv meme
timorlerindeki pSGK3 ekspresyon oranlarina baktigimizda, en yiliksek ekspresyon
%80 ile invaziv tlbuler/kribriform karsinomlarda, en disik oran %22,2 ile
metaplastik karsinomlardadir. Bu bulgumuzla uyumlu sekilde, Gasser ve arkadaslari
¢alismasinda liminal meme kanseri hiicre kiiltlrlerinde yiksek seviyede SGK3
fosforilasyonu ve yiksek INPP4B ekspresyonunda direk korelasyon gozlemistir ve ER
pozitif meme kanserinde, INPP4B’nin SGK3’lin aktivasyonunu tetikleyici bir onkogen
gibi davrandigini rapor etmistir (110). Ayni zamanda Uglu negatif/bazal benzeri
meme kanserinde INPP4B kaybi siktir, burda da AKT aktivasyonunu inhibe ederek

timor supresor gibi fonksiyon gorir (74, 105).
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6. SONUGLAR

Bu ¢alismada meme karsinomlarinin ¢ogunda gorilen PI3K yolagindaki
degisiklikler, prekansertz lezyonlarda ve bazi benign proliferatif lezyonlarda da
immunohistokimyasal olarak saptanmistir. Bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

e Lezyonlarin 61/380 (%16)'i pAKT pozitiftir. invaziv karsinomlardan pAKT
ekspresyonunu en fazla gosteren grup lobiler karsinomlardir. Bu, meme
kanserinde PI3K yolagindaki degisikliklerin en sik [iminal tip meme
karsinomlarinda goérildigu bilgisi ile uyumludur. Bunun tersine, biz
invaziv tibuler/kribriform karsinom vakalarimizda ise pAKT ekspresyon
oranini dislik saptadik. Agresif ve Ucli negatif meme karsinomu olan
metaplastik karsinom vakalarimizin da bir kisminda pAKT ekspresyonu
mevcuttur.

e intraduktal papiller karsinom, enkapsiile papiller karsinom, sklerozan
adenozis ve siddetli duktal epitel hiperplazisinde pAKT ekspresyonu
gorilmemistir.

e pAKT ile sitoplazmik ve/veya nikleer ekspresyon gozlenmistir. pAKT
pozitif lezyonlar arasinda, nlkleer ekspresyon en c¢ok intraduktal
papillomda (%77,7) ve bifazik lezyonlarda (%63,6) izlenmistir. Nikleer
pAKT ekspresyonunun ne anlama geldigi bilinmemektedir.

e PTEN kaybi 205/376 (%55) olguda gorilmustir. Dusik dereceli meme
karsinogenezi basamaklarindan FEA’da, dislik dereceli invaziv timore
gore anlamli olarak daha az PTEN kaybi mevcuttur. Timodre yakin FEA'lar,
tlimor icermeyen FEA’lara gore anlamli bir sekilde daha fazla PTEN kaybi
gostermistir.

e Tim lezyonlarin 131/416 (%31)’sinda INPP4B kaybi gortlmustiir. INPP4B
kaybi, malign lezyonlarda benign lezyonlardan daha fazla goriilmektedir.
Yiiksek dereceli invaziv timorlerde dislik dereceli invaziv tiimoérlerden

anlamli olarak daha fazladir.
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INPP4B ve pAKT arasinda ters oranti bulunmustur; INPP4B ekspresyonu
gosteren vakalarda, INPP4B kaybi gosterenlere goére pAKT ekspresyonu
daha azdir. Bu durum, INPP4B ekspresyonunun, o vakalarda AKT
aktivasyonunu azalttigini ve timor supresor rol aldigini destekler.

KHL’de, kolumnar hiicre iceren papiller lezyonlar ve bifazik lezyonlara
gore daha fazla PTEN kaybi gortliirken daha az INPP4B kaybi mevcuttur.
Metaplastik karsinomlar ve kompleks apokrin metaplazilerde total INPP4B
kaybi mevcuttur. Bu durum INPP4B ekspresyonunun, ER ekspresyonu ile
iliskisini ve agresif timorlerde INPP4B’nin kaybinin daha sik oldugunu
desteklemektedir. Ancak bu galismada liminal grupta yer alan invaziv
lobiler karsinomlarin %60,7 sinde de INPP4B kaybi géralmustir.
Lezyonlarin 306/408 (%75)’i pSGK3 pozitiftir. Yiiksek dereceli invaziv ve in
situ timorler ile meme karsinogenez basamaklarindaki karsilastirmada,
yuksek dereceli invaziv timorlerde en disik, KHL'de en yiliksek pSGK3
ekspresyonu mevcuttur. pSGK3 ekspresyonu, KHL de, bifazik lezyonlarla
benzer ve papiller lezyonlardan daha yiksektir.

INPP4B ekspresyonu gosteren vakalarin ¢ogunlugu pSGK3 ile de
ekspresyon gostermektedir ve bu vakalarin da bulyik cogunlugu pAKT
negatiftir. Bu, INPP4B’nin AKT bagimsiz onkogenik aktivitesi ile
uyumludur.

FEA’de, atipik duktal hiperplazi ve disiik dereceli invaziv karsinoma
kiyasla, pAKT ekspresyonu, PTEN kaybi, INPP4B kaybi daha az, pSGK3

ekspresyonu daha yliksektir.



10.

11.

74

7. KAYNAKLAR

Simpson PT, Gale T, Reis-Filho JS, Jones C, Parry S, Sloane JP, et al. Columnar
Cell Lesions of the Breast: The Missing Link in Breast Cancer Progression?: A
Morphological and Molecular Analysis. The American Journal of Surgical
Pathology. 2005;29(6):734-46.

Abdel-Fatah TM, Powe DG, Hodi Z, Reis-Filho JS, Lee AH, Ellis 1O.
Morphologic and molecular evolutionary pathways of low nuclear grade
invasive breast cancers and their putative precursor lesions: further
evidence to support the concept of low nuclear grade breast neoplasia
family. The American journal of surgical pathology. 2008;32(4):513-23.

Bellacosa A, Kumar CC, Cristofano AD, Testa JR. Activation of AKT Kinases in
Cancer: Implications for Therapeutic Targeting. Advances in Cancer
Research. 94: Academic Press; 2005. p. 29-86.

Engelman JA. Targeting PI3K signalling in cancer: opportunities, challenges
and limitations. Nature Reviews Cancer. 2009;9(8):550-62.

Léopez-Knowles E, O'Toole SA, McNeil CM, Millar EK, Qiu MR, Crea P, et al.
PI3K pathway activation in breast cancer is associated with the basal-like
phenotype and cancer-specific mortality. International journal of cancer.
2010;126(5):1121-31.

Bachman KE, Argani P, Samuels Y, Silliman N, Ptak J, Szabo S, et al. The
PIK3CA gene is mutated with high frequency in human breast cancers.
Cancer biology & therapy. 2004;3(8):772-5.

Castaneda CA, Cortes-Funes H, Gomez HL, Ciruelos EM. The phosphatidyl
inositol 3-kinase/AKT signaling pathway in breast cancer. Cancer and
Metastasis Reviews. 2010;29:751-9.

Troxell ML, Brunner AL, Neff T, Warrick A, Beadling C, Montgomery K, et al.
Phosphatidylinositol-3-kinase pathway mutations are common in breast
columnar cell lesions. Modern Pathology. 2012;25(7):930-7.

Vanhaesebroeck B, Guillermet-Guibert J, Graupera M, Bilanges B. The
emerging mechanisms of isoform-specific PI3K signalling. Nature reviews
Molecular cell biology. 2010;11(5):329-41.

Alessi DR, James SR, Downes CP, Holmes AB, Gaffney PR, Reese CB, et al.
Characterization of a 3-phosphoinositide-dependent protein kinase which

phosphorylates and activates protein kinase Ba. Current biology.
1997;7(4):261-9.

Sarbassov DD, Guertin DA, Ali SM, Sabatini DM. Phosphorylation and
regulation of Akt/PKB by the rictor-mTOR complex. Science.
2005;307(5712):1098-101.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

75

Li J, Yen C, Liaw D, Podsypanina K, Bose S, Wang SI, et al. PTEN, a putative
protein tyrosine phosphatase gene mutated in human brain, breast, and
prostate cancer. science. 1997;275(5308):1943-7.

Agoulnik 1U, Hodgson MC, Bowden WA, Ittmann MM. INPP4B: the new kid
on the PI3K block. Oncotarget. 2011;2(4):321.

Vasudevan KM, Barbie DA, Davies MA, Rabinovsky R, McNear CJ, Kim JJ, et
al. AKT-independent signaling downstream of oncogenic PIK3CA mutations
in human cancer. Cancer cell. 2009;16(1):21-32.

Mills SE. Histology for pathologists. 3rd ed. Philadelphia: Lippincott Williams
& Wilkins; 2007. xi, 1272 p. p.

Schnitt SJ, Vincent-Salomon A. Columnar cell lesions of the breast. Adv Anat
Pathol. 2003;10(3):113-24.

Boulos FI, Dupont WD, Simpson JF, Schuyler PA, Sanders ME, Freudenthal
ME, et al. Histologic Associations and Long-term Cancer Risk in Columnar Cell
Lesions of the Breast A Retrospective Cohort and a Nested Case-Control
Study. Cancer. 2008;113(9):2415-21.

Aroner SA, Collins LC, Schnitt SJ, Connolly JL, Colditz GA, Tamimi RM.
Columnar cell lesions and subsequent breast cancer risk: a nested case-
control study. Breast Cancer Res. 2010;12(4):7.

Schnitt SJ. The diagnosis and management of pre-invasive breast disease -
Flat epithelial atypia - classification, pathologic features and clinical
significance. Breast Cancer Res. 2003;5(5):263-8.

Said SM, Visscher DW, Nassar A, Frank RD, Vierkant RA, Frost MH, et al. Flat
Epithelial Atypia and Risk of Breast Cancer: A Mayo Cohort Study. Cancer.
2015;121(10):1548-55.

Dialani V, Venkataraman S, Frieling G, Schnitt SJ, Mehta TS. Does Isolated
Flat Epithelial Atypia on Vacuum-assisted Breast Core Biopsy Require
Surgical Excision? Breast J. 2014;20(6):606-14.

Logullo AF, Nimir C. Columnar cell lesions of the breast: a practical review for
the pathologist. Surgical and Experimental Pathology. 2019;2(1):2.

O'Malley FP, Mohsin SK, Badve S, Bose S, Collins LC, Ennis M, et al.
Interobserver reproducibility in the diagnosis of flat epithelial atypia of the
breast. Modern pathology. 2006;19(2):172-9.

Haupt B, Schwartz MR, Xu Q, Ro JY. Columnar cell lesions: a consensus study
among pathology trainees. Human pathology. 2010;41(6):895-901.

Hartmann LC, Sellers TA, Frost MH, Lingle WL, Degnim AC, Ghosh K, et al.
Benign Breast Disease and the Risk of Breast Cancer. New England Journal of
Medicine. 2005;353(3):229-37.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

76

D'Arcy C, Quinn C. Apocrine lesions of the breast: part 1 of a two-part
review: benign, atypical and in situ apocrine proliferations of the breast.
Journal of Clinical Pathology. 2019;72(1):1-6.

Page DL, Dupont WD, Rogers LW, Rados MS. Atypical hyperplastic lesions of
the female breast. A long-term follow-up study. Cancer. 1985;55(11):2698-
708.

Tavassoli FA, Norris HJ. A comparison of the results of long-term follow-up
for atypical intraductal hyperplasia and intraductal hyperplasia of the breast.
Cancer. 1990;65(3):518-29.

Rabban JT, Sgroi DC. Sclerosing lesions of the breast. Semin Diagn Pathol.
2004;21(1):42-7.

D'Alfonso TM, Shin SJ. Small Glandular Proliferations of the Breast. Surg
Pathol Clin. 2012;5(3):591-643.

Visscher DW, Nassar A, Degnim AC, Frost MH, Vierkant RA, Frank RD, et al.
Sclerosing adenosis and risk of breast cancer. Breast Cancer Res Treat.
2014;144(1):205-12.

Cohen MA, Newell MS. Radial Scars of the Breast Encountered at Core
Biopsy: Review of Histologic, Imaging, and Management Considerations. AJR
Am J Roentgenol. 2017;209(5):1168-77.

Chou WYY, Veis DJ, Aft R. Radial scar on image-guided breast biopsy: is
surgical excision necessary? Breast Cancer Res Treat. 2018;170(2):313-20.

Ferreira Al, Borges S, Sousa A, Ribeiro C, Mesquita A, Martins PC, et al. Radial
scar of the breast: Is it possible to avoid surgery? Eur J Surg Oncol.
2017;43(7):1265-72.

Noguchi S, Motomura K, Inaji H, Imaoka S, Koyama H. Clonal analysis of
solitary intraductal papilloma of the breast by means of polymerase chain
reaction. Am J Pathol. 1994;144(6):1320-5.

Troxell ML, Levine J, Beadling C, Warrick A, Dunlap J, Presnell A, et al. High
prevalence of PIK3CA/AKT pathway mutations in papillary neoplasms of the
breast. Mod Pathol. 2010;23(1):27-37.

Di Cristofano C, Mrad K, Zavaglia K, Bertacca G, Aretini P, Cipollini G, et al.
Papillary lesions of the breast: a molecular progression? Breast Cancer Res
Treat. 2005;90(1):71-6.

Grimm LJ, Bookhout CE, Bentley RC, Jordan SG, Lawton TJ. Concordant, non-
atypical breast papillomas do not require surgical excision: A 10-year multi-
institution study and review of the literature. Clin Imaging. 2018;51:180-5.

Kuijper A, Mommers EC, van der Wall E, van Diest PJ. Histopathology of
fibroadenoma of the breast. Am J Clin Pathol. 2001;115(5):736-42.



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

77

Ross DS, Giri DD, Akram MM, Catalano JP, Olcese C, Van Zee KlJ, et al.
Fibroepithelial Lesions in the Breast of Adolescent Females: A
Clinicopathological Study of 54 Cases. Breast J. 2017;23(2):182-92.

Dupont WD, Page DL, Parl FF, Vnencak-Jones CL, Plummer WD, Jr., Rados
MS, et al. Long-term risk of breast cancer in women with fibroadenoma. N
Engl J Med. 1994;331(1):10-5.

Javed A, Jenkins SM, Labow B, Boughey JC, Lemaine V, Neal L, et al.
Intermediate and long-term outcomes of fibroadenoma excision in
adolescent and young adult patients. Breast J. 2019;25(1):91-5.

Rosen PP. Columnar Cell Hyperplasia Is Associated With Lobular Carcinoma
In Situ and Tubular Carcinoma. The American Journal of Surgical Pathology.
1999;23(12):1561.

Goldstein NS, O’Malley BA. Cancerization of small ectatic ducts of the breast
by ductal carcinoma in situ cells with apocrine snouts: a lesion associated
with tubular carcinoma. American journal of clinical pathology.
1997;107(5):561-6.

Fernandez-Aguilar S, Simon P, Buxant F, Simonart T, Noél J-C. Tubular
carcinoma of the breast and associated intra-epithelial lesions: a
comparative study with invasive low-grade ductal carcinomas. Virchows
Archiv. 2005;447(4):683-7.

Abdel-Fatah TM, Powe DG, Hodi Z, Lee AH, Reis-Filho JS, Ellis 10. High
frequency of coexistence of columnar cell lesions, lobular neoplasia, and low
grade ductal carcinoma in situ with invasive tubular carcinoma and invasive
lobular carcinoma. The American journal of surgical pathology.
2007;31(3):417-26.

Brandt SM, Young GQ, Hoda SA. The “Rosen Triad”: tubular carcinoma,
lobular carcinoma in situ, and columnar cell lesions. Adv Anat Pathol.
2008;15(3):140-6.

Page DL, Kasami M, Jensen RA. Hypersecretory hyperplasia with atypia in
breast biopsies: What is the proper level of clinical concern? AJSP: Reviews &
Reports. 1996;1(1):36-40.

Wellings S, Jensen HM, Marcum R. An atlas of subgross pathology of the
human breast with special reference to possible precancerous lesions.
Journal of the National Cancer Institute. 1975;55(2):231-73.

Larson P, de Las Morenas A, Cerda S, Bennett S, Cupples L, Rosenberg C.
Quantitative analysis of allele imbalance supports atypical ductal hyperplasia
lesions as direct breast cancer precursors. The Journal of Pathology: A
Journal of the Pathological Society of Great Britain and Ireland.
2006;209(3):307-16.



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

78

Dabbs DJ, Carter G, Fudge M, Peng Y, Swalsky P, Finkelstein S. Molecular
alterations in columnar cell lesions of the breast. Modern pathology.
2006;19(3):344-9.

Reis-Filho JS, Simpson PT, Gale T, Lakhani SR. The molecular genetics of
breast cancer: the contribution of comparative genomic hybridization.
Pathology-Research and Practice. 2005;201(11):713-25.

Go EML, Tsang JY, Ni Y-B, Alex MY, Mendoza P, Chan S-K, et al. Relationship
between columnar cell changes and low-grade carcinoma in situ of the
breast—a cytogenetic study. Human pathology. 2012;43(11):1924-31.

Stacher E, Boldt V, Leibl S, Halbwedl I, Popper HH, Ullmann R, et al.
Chromosomal aberrations as detected by array comparative genomic
hybridization in early low-grade intraepithelial neoplasias of the breast.
Histopathology. 2011;59(3):549-55.

de Boer M, Verschuur-Maes AH, Buerger H, Moelans CB, Steenkamer M,
Savola S, et al. Role of columnar cell lesions in breast carcinogenesis: analysis
of chromosome 16 copy number changes by multiplex ligation-dependent
probe amplification. Modern Pathology. 2018;31(12):1816-33.

Aulmann S, Elsawaf Z, Penzel R, Schirmacher P, Sinn HP. Invasive tubular
carcinoma of the breast frequently is clonally related to flat epithelial atypia
and low-grade ductal carcinoma in situ. The American journal of surgical
pathology. 2009;33(11):1646-53.

Sinn H-P, Elsawaf Z, Helmchen B, Aulmann S. Early breast cancer precursor
lesions: lessons learned from molecular and clinical studies. Breast care.
2010;5(4):218-26.

Jovanovic J, Rgnneberg JA, Tost J, Kristensen V. The epigenetics of breast
cancer. Molecular oncology. 2010;4(3):242-54.

Mayer |A, Arteaga CL. The PI3K/AKT pathway as a target for cancer
treatment. Annual review of medicine. 2016;67:11-28.

Brigham, Hospital Ws, 13 HMSCLPPJKR, 25 GdaBCoMCCIDLA, Illya
IfSBRSKRBBBBRETLITVZWS. Comprehensive molecular portraits of human
breast tumours. Nature. 2012;490(7418):61-70.

Liu P, Cheng H, Roberts TM, Zhao JJ. Targeting the phosphoinositide 3-kinase
pathway in cancer. Nature reviews Drug discovery. 2009;8(8):627-44.

Stemke-Hale K, Gonzalez-Angulo AM, Lluch A, Neve RM, Kuo W-L, Davies M,
et al. An integrative genomic and proteomic analysis of PIK3CA, PTEN, and
AKT mutations in breast cancer. Cancer research. 2008;68(15):6084-91.

Lien EC, Dibble CC, Toker A. PI3K signaling in cancer: beyond AKT. Current
opinion in cell biology. 2017;45:62-71.

Cantley LC. The role of phosphoinositide 3-kinase in human disease. Harvey
lectures. 2004;100:103-22.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

79

Manning BD, Toker A. AKT/PKB signaling: navigating the network. Cell.
2017;169(3):381-405.

James SR, Peter Downes C, Gigg R, Grove SJ, Holmes AB, Alessi DR. Specific
binding of the Akt-1 protein kinase to phosphatidylinositol 3, 4, 5-
trisphosphate without subsequent activation. Biochemical Journal.
1996;315(3):709-13.

Franke TF, Kaplan DR, Cantley LC, Toker A. Direct regulation of the Akt proto-
oncogene product by phosphatidylinositol-3, 4-bisphosphate. Science.
1997;275(5300):665-8.

Waterfield M, Downward J. Phosphatidylinositol-3-OH kinase as a direct
target of Ras. Nature. 1994;370:527-32.

Hawkins PT, Stephens LR. Emerging evidence of signalling roles for PI (3, 4) P
2 in class | and Il PI3K-regulated pathways. Biochemical Society Transactions.
2016;44(1):307-14.

Alessi DR, Andjelkovic M, Caudwell B, Cron P, Morrice N, Cohen P, et al.
Mechanism of activation of protein kinase B by insulin and IGF-1. The EMBO
journal. 1996;15(23):6541-51.

Flynn P, Wong M, Zavar M, Dean NM, Stokoe D. Inhibition of PDK-1 activity
causes a reduction in cell proliferation and survival. Current Biology.
2000;10(22):1439-42.

Calleja V, Alcor D, Laguerre M, Park J, Vojnovic B, Hemmings BA, et al.
Intramolecular and intermolecular interactions of protein kinase B define its
activation in vivo. PLoS biology. 2007;5(4):e95.

McManus EJ, Collins BJ, Ashby PR, Prescott AR, Murray-Tait V, Armit LJ, et al.
The in vivo role of PtdIns (3, 4, 5) P3 binding to PDK1 PH domain defined by
knockin mutation. The EMBO journal. 2004;23(10):2071-82.

Fedele CG, Ooms LM, Ho M, Vieusseux J, O'Toole SA, Millar EK, et al. Inositol
polyphosphate 4-phosphatase Il regulates PI3K/Akt signaling and is lost in
human basal-like breast cancers. Proceedings of the National Academy of
Sciences. 2010;107(51):22231-6.

Bertucci MC, Mitchell CA. Phosphoinositide 3-kinase and INPP4B in human
breast cancer. Annals of the New York Academy of Sciences. 2013;1280(1):1-
5.

Park J, Leong ML, Buse P, Maiyar AC, Firestone GL, Hemmings BA. Serum and
glucocorticoid-inducible kinase (SGK) is a target of the Pl 3-kinase-stimulated
signaling pathway. The EMBO journal. 1999;18(11):3024-33.

Tessier M, Woodgett JR. Role of the Phox homology domain and
phosphorylation in activation of serum and glucocorticoid-regulated kinase-
3. Journal of Biological Chemistry. 2006;281(33):23978-89.



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

80

Bago R, Sommer E, Castel P, Crafter C, Bailey FP, Shpiro N, et al. The hVps34-
SGK3 pathway alleviates sustained PI3K/Akt inhibition by stimulating
mTORC1 and tumour growth. The EMBO Journal. 2016;35(17):1902-22.

Turashvili G, Hayes M, Gilks B, Watson P, Aparicio S. Are columnar cell
lesions the earliest histologically detectable non-obligate precursor of breast
cancer? Virchows Archiv. 2008;452:589-98.

Lopez-Knowles E, O'Toole SA, McNeil CM, Millar EKA, Qiu MR, Crea P, et al.
PI3K pathway activation in breast cancer is associated with the basal-like
phenotype and cancer-specific mortality. International Journal of Cancer.
2010;126(5):1121-31.

Martini M, De Santis MC, Braccini L, Gulluni F, Hirsch E. PI3K/AKT signaling
pathway and cancer: an updated review. Annals of medicine.
2014;46(6):372-83.

Sakr RA, Weigelt B, Chandarlapaty S, Andrade VP, Guerini-Rocco E, Giri D, et
al. PI3K Pathway Activation in High-Grade Ductal Carcinoma In Situ—
Implications for Progression to Invasive Breast CarcinomaPI3K Pathway in
DCIS. Clinical Cancer Research. 2014;20(9):2326-37.

Ang DC, Warrick AL, Shilling A, Beadling C, Corless CL, Troxell ML. Frequent
phosphatidylinositol-3-kinase mutations in proliferative breast lesions.
Modern Pathology. 2014;27(5):740-50.

Aleskandarany MA, Rakha EA, Ahmed MA, Powe DG, Ellis 10, Green AR.
Clinicopathologic and molecular significance of phospho-Akt expression in
early invasive breast cancer. Breast cancer research and treatment.
2011;127:407-16.

MAGKOU C, MYLONA E, THEOHARI |, GIANNOPOULOU I, PAPANIKOLAOU E,
MARKAKI S, et al. An Immunohistochemical Evaluation of Phosphorylated
Akt at Threonine 308 [pAkt(Thr308)] in Invasive Breast Cancer. In Vivo.
2007;21(6):967-72.

Al-Bazz YO, Underwood JC, Brown BL, Dobson PR. Prognostic significance of
Akt, phospho-Akt and BAD expression in primary breast cancer. European
Journal of Cancer. 2009;45(4):694-704.

Seow HF, Yip WK, Loh HW, Ithnin H, Por P, Rohaizak M.
Immunohistochemical Detection of Phospho-Akt, Phospho-BAD, HER2 and
Oestrogen Receptors a and B in Malaysian Breast Cancer Patients. Pathology
& Oncology Research. 2010;16:239-48.

Andjelkovic M, Alessi DR, Meier R, Fernandez A, Lamb NJ, Frech M, et al.
Role of translocation in the activation and function of protein kinase B.
Journal of Biological Chemistry. 1997;272(50):31515-24.

Shah A, Swain WA, Richardson D, Edwards J, Stewart DJ, Richardson CM, et
al. Phospho-akt expression is associated with a favorable outcome in non—
small cell lung cancer. Clinical cancer research. 2005;11(8):2930-6.



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

81

Hammerich KH, Frolov A, Li R, Ittmann M, Ayala GE. Cellular interactions of
the phosphorylated form of AKT in prostate cancer. Human Pathology.
2017;63:98-109.

Li H, Zzhu R, Wang L, Zhu T, Li Q, Chen Q, et al. PIK3CA mutations mostly
begin to develop in ductal carcinoma of the breast. Experimental and
molecular pathology. 2010;88(1):150-5.

Green AR. Clinicopathologic and Molecular Significance of phospho-Akt
expression in Early Invasive Breast Cancer.

Ciriello G, Gatza Michael L, Beck Andrew H, Wilkerson Matthew D, Rhie
Suhn K, Pastore A, et al. Comprehensive Molecular Portraits of Invasive
Lobular Breast Cancer. Cell. 2015;163(2):506-19.

Jahn SW, Kashofer K, Thiringer A, Abete L, Winter E, Eidenhammer S, et al.
Mutation profiling of usual ductal hyperplasia of the breast reveals activating
mutations predominantly at different levels of the PI3K/AKT/mTOR pathway.
The American Journal of Pathology. 2016;186(1):15-23.

Tan J, Ong CK, Lim WK, Ng CCY, Thike AA, Ng LM, et al. Genomic landscapes
of breast fibroepithelial tumors. Nature genetics. 2015;47(11):1341-5.

Zinda MJ, Johnson MA, Paul JD, Horn C, Konicek BW, Lu ZH, et al. AKT-1, -2,
and -3 are Expressed in Both Normal and Tumor Tissues of the Lung, Breast,
Prostate, and Colon. Clinical Cancer Research. 2001;7(8):2475-9.

Maehama T, Dixon JE. The tumor suppressor, PTEN/MMACI,
dephosphorylates the lipid second messenger, phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate. J Biol Chem. 1998;273(22):13375-8.

Leslie NR, Downes CP. PTEN function: how normal cells control it and
tumour cells lose it. Biochem J. 2004;382(Pt 1):1-11.

Bose S, Chandran S, Mirocha JM, Bose N. The Akt pathway in human breast
cancer: a tissue-array-based analysis. Modern pathology. 2006;19(2):238-45.

Xia H-J, He B-L, Wang C-Y, Zhang H-L, Ge G-Z, Zhang Y-X, et al. PTEN/PIK3CA
genes are frequently mutated in spontaneous and medroxyprogesterone
acetate-accelerated 7, 12-dimethylbenz (a) anthracene-induced mammary
tumours of tree shrews. European journal of cancer. 2014;50(18):3230-42.

Li J, Ho WY, Tsang JYS, Ni YB, Chan SK, Tse GM. Expression of biomarkers in
the AKT pathway correlates with malignancy and recurrence in phyllodes
tumours of the breast. Histopathology. 2019;74(4):567-77.

Qi L, Bart J, Tan LP, Platteel I, Sluis Tvd, Huitema S, et al. Expression of miR-
21 and its targets (PTEN, PDCD4, TM1) in flat epithelial atypia of the breast
in relation to ductal carcinoma in situ and invasive carcinoma. BMC Cancer.
2009;9(1):163.



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

82

Kofuji S, Kimura H, Nakanishi H, Nanjo H, Takasuga S, Liu H, et al. INPP4B Is a
PtdIns(3,4,5)P3 Phosphatase That Can Act as a Tumor Suppressor. Cancer
Discov. 2015;5(7):730-9.

Li Chew C, Lunardi A, Gulluni F, Ruan DT, Chen M, Salmena L, et al. In Vivo
Role of INPP4B in Tumor and Metastasis Suppression through Regulation of
PI3K-AKT Signaling at Endosomes. Cancer Discov. 2015;5(7):740-51.

Gewinner C, Wang ZC, Richardson A, Teruya-Feldstein J, Etemadmoghadam
D, Bowtell D, et al. Evidence that inositol polyphosphate 4-phosphatase type
Il is a tumor suppressor that inhibits PI3K signaling. Cancer Cell.
2009;16(2):115-25.

Vo TT, Fruman DA. INPP4B Is a Tumor Suppressor in the Context of PTEN
Deficiency. Cancer Discov. 2015;5(7):697-700.

Liu H, Paddock M, Wang H, Murphy C, Geck R, Navarro A, et al. The INPP4B
Tumor Suppressor Modulates EGFR Trafficking and Promotes Triple Negative
Breast Cancer. Cancer Discovery. 2020;10:CD-19.

Kobayashi T, Deak M, Morrice N, Cohen P. Characterization of the structure
and regulation of two novel isoforms of serum- and glucocorticoid-induced
protein kinase. Biochem J. 1999;344 Pt 1(Pt 1):189-97.

Tessier M, Woodgett JR. Serum and glucocorticoid-regulated protein
kinases: variations on a theme. J Cell Biochem. 2006;98(6):1391-407.

Gasser JA, Inuzuka H, Lau AW, Wei W, Beroukhim R, Toker A. SGK3 mediates
INPP4B-dependent PI3K signaling in breast cancer. Molecular cell.
2014;56(4):595-607.



EK 1. Hazirlanan Doku Mikrodizinleri

8. EKLER

83




84

EK 2. immunohistokimyasal Calismalarin Skorlanmis Verileri
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EK 3. imminohistokimyasal Calismalarin Sonug Verilerinde Numaralandiriimis
Lezyonlarin Karsiliklari

Lezyon No

O 0O NOO VI A WNPR

W W WNRNNNNNNNNNRRRRBRRRRBRR
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Lezyon Adi

invaziv duktal karsinom

invaziv tubuler karsinom

invaziv kribriform karsinom

invaziv lobiler karsinom

metaplastik karsinom

intraduktal papiller karsinom
enkapstile papiller karsinom

duktal karsinoma in situ

atipik duktal hiperplazi

atipili kolumnar lezyon — tlimére yakin
atipili kolumnar lezyon — tiimére uzak
atipisiz kolumnar lezyon

radyal skar

sklerozan adenozis

intraduktal papillom

atipik papillom

duktal epitel hiperplazi — siddetli
duktal epitel hiperplazi — hafif siddetli
kompleks apokrin metaplazi

apokrin metaplazi

atipik apokrin metaplazi (calismadan ¢ikarildi)
benign filloides tlimori

borderline filloides timori

malign filloides timori (cahsmadan gikarildi)
fibroadenom

kompleks fibroadenom

juvenil fibroadenom

normal meme

fibrokistik degisiklik
fibroadenomatoid degisiklik

invaziv mikropapiller karsinom

atipili kolumnar lezyon -timor icermeyen
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