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1- GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biri olup batida her sekiz
kadindan birini etkileyen klinik davranisi, radyolojik ve patolojik 6zellikleri ile biyolojik
potansiyeli farkli olan heterojen bir hastalik grubudur (1). Bu heterojenite, farkli biiylime
ve metastaz kapasitelerine sahip, farkli hastalik durumlarinin bir spektrumu seklinde
diisiiniilebilinir, s0yle ki; benzer hastalik evrelerine sahip hastalar son derece farkli klinik
sonuglar ile karsimiza ¢ikabilir. Bu heterojenitenin bilinmesi, her bir olgunun, bu evrimsel
spektrum i¢indeki yerine, ayri ayr yerlestirilmesi ihtiyacini dogurur (2, 3). Bu da ancak
bugiine kadar tanimlanmig, morfolojiye dayali prognostik parametreler ile morfolojiye
dayali olmayan prognostik parametreler yani molekiiler belirteglerin  birlikte
degerlendirilmesi ile miimkiindiir (4). Bu patolojik prognostik parametreler ile klinik
bulgular birlikte degerlendirilerek her hasta i¢in gerekli bireysel tedavi plam
olusturulabilinir.

1960’lara kadar meme karsinomunun primer tedavisinde en ¢ok kullanilmis olan
mastektomi yerini zamanla, kismi mastektomi, kuadrenektomiye veya primer radyoterapi
ve aksiler diseksiyon veya sentinal lenf nodu haritalamasi ile kombine edilmis
lumpektomiye birakmistir. Tedavi modalitelerine lenf nodu metastazi ve yaygin hastaligi
olan olgularda adjuvant hormonoterapi ve kemoterapinin eklenmesi sonucu ise patolojik
prognostik parametreler farkli anlamlar kazanmastir.

Patolojik prognostik bir parametre ve molekiiler belirte¢ olan HER-2/ NEU ( CerbB2)
gen durumu ayni zamanda tedavi planlanmasini yonlendirecek verilerden biridir. Yaklasik
olarak invaziv meme karsinomlarin %15-25’inde (10-30), HER-2 gen amplifikasyonu
gorilir ( 5, 6, 7, 8, 9,10). Meme karsinomunda HER-2 pozitifligi; agresif timor
biiyiimesi, rekiirrens riskinde artis, kisa sag kalim ve 6zellikle lenf nodu pozitifligi olan
hastalarda kotii prognoz ile birliktedir (6,7, 8, 10). Meme karsinomu hastasinda HER-2
gen amplifikasyonu, kemoterapi ve hormonoterapiye yanitin tahmininde kullanilir (5, 10,
12). Meme karsinomunda, HER-2 gen amplifikasyon durumunun bilinmesi, HER-2 pozitif
olan ileri evre metastatik meme CA tedavisinde, bu reseptorii hedef alan monoklonal
antikor (MADb) olan ‘transtuzumab’in (herceptin: Genentech, South San Francisco, CA)
gelistirilmesi ile daha da 6nem kazanmustir (10, 11, 12). Ciinkii monoklonal antikor
tedavisinden en c¢ok yarar gorecek hasta grubu, HER-2 pozitifligi yiiksek olan hastalardir
(11). Bu tedavinin aym1 zamanda kardiyotoksik etki gibi yan etkileri de bulundugundan,

tedavi i¢in en uygun hasta grubunun uygun bir yontemle se¢ilmesi gerekir (10).



Meme karsinomu hastalarinda tiimoriin HER-2 durumunun hangi yontemle tespit
edilmesi gerektigi ise tartismali bir konudur. Onkoprotein miktari, immiinohistokimya,
elisa veya western blot ile; gen amplifikasyon miktar1 southern blot, in situ hibridizasyon
yontemleri veya PCR ile; m-RNA diizeyi northern blot ile dlgtilebilir (12). Aslinda heniiz,
literatlirde iistiinde gorilis birligine varilmig optimal bir yontem yoktur. HER-2 gen
durumunun tespitindeki en 6nemli sorunsal ise ‘borderline’ yani arada kalan; net olarak
pozitif veya negatif denemeyen vakalardir (13).

Meme karsinomuda HER-2 gen durumunu degerlendirmek icin en yaygin kullanilan
yontemlerden biri immiinohistokimyasal (IHK) yéntemdir. IHK, kolay ve ucuz bir test
olup en Onemli dejavantaji degerlendirme kriterlerinin subjektifligi nedeniyle,
degerlendiriciler arasindaki uyumsuzluktur. Ayrica cerrahi materyalin patoloji
laboratuvarina gelisinden itibaren, immiinohistokimyasal ¢alismanin sonuglar1 fiksasyon ve
tim doku takip siirecinden etkilendigi i¢in laboratvuarlar arasi standardizasyonun gii¢
oldugu diisliniiliir. Aslinda immiinohistokimya sanilandan daha giivenilir bir yontem olup,
negatif ve pozitif vaka tespitinde fakli laboratuvarlar arasi (14) veya diger standart
yontemler ile korelasyonu ytiksektir (15, 16).

Ik olarak frozen kesitlerde calisilan southern in situ hibridizasyondan sonra,
floresan in situ hibridizasyon ve daha sonralari ise kromojen ve silver in situ hibridizasyon
yontemleri gelistirilmistir. In situ hibridizasyon yéntemleri, DNA problar1 kullanarak
HER-2 gen kopya sayisinin farkli sekillerde gorsellestirerek tespit edilmesine dayanir.
DNA problar, floresan in situ hibridizasyonda floresanla, kromojenik in situ
hibridizasyonda kromojenle isaretlenir (12). IHK ile standart bir yontem olarak kabul
edilen FISH yontemi arasindaki korelasyon %90’lar civarindadir (13, 14, 15).

Silver enhanced in situ hibridizasyon yontemi (SISH) metalografiye dayali bir
yontem olup, bir olgunun HER-2 durumunun, invaziv tiimoral hiicrelerdeki, HER-2 gen
kopya sayisinin; kromozom 17 kopya (Kr-17, CHR 17) sayisina oranlanmas ile tespit
edilmesi esasina dayanir. Isik mikroskobunda degerlendirme yapilir ve preparatlar
arsivlenebilir. Bu yontem kantitatif bir yontem olup degerlendiriciler arasindaki uyum
yiiksektir. Ayrica SISH, ASCO/CAP guideline’m 6nerdigi; Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) ile % 95 uyumlu olma kriterine uygundur (17).

Biz ¢alismamizda; ilk asamada, AOH patoloji bdliimiinde, ekim 2007 ile subat 2008
arasinda invaziv meme karsinomu tanis1 almig, immiinohistokimyasal olarak CerbB2 skor
2 olan toplam 83 vakada SISH yéntemi ile HER2 gen amplifikasyonunu arastirdik. Daha

sonra ise, metastatik odak niteligindeki 3 olgu diglanarak, primer odak niteligindeki 80



olguyu, SISH yontemi ile HER-2 amplifikasyonu olan ve olmayan olarak kategorize
ederek ve bu gruplart hasta yasi, timor boyutu, tiimor histolojik grade’i, niikleer grade’i,
mitoz skoru, nekroz varligi, lenfovaskiiler invazyon varligi, steroid reseptér durumu ve lenf
nodu metastaz varligr ile sayisindan olusan prognostik parametreler yoniinden geriye
doniik olarak inceledik. Ayrica SISH yontemi ile Kr-17 polizomisi tespit edilen olgulari
da polizomi olmayanlarla yukarida sayilan patolojik prognostik parametreler bakimidan
karsilastirdik.

Calismanin amaci: 1-SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen olgularda,
amplifikasyonun klinikopatolojik parametreler ile iligkisini degerlendirmek
2- HER-2 gen amplifikasyonu olmaksizin IHK ile yaygin boyanmaya neden olabilen ve bu
nedenle THK ile genetik testlerde diskordansa yol agan Kr-17 polizomi oranini tespit etmek

ve ayrica, Kr-17 polizomisi ile klinikopatolojik parametrelerin iliskisini degerlendirmektir.



2- GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Embriyolojisi, Anatomisi ve Histolojisi

Meme dokusunun morfolojik lezyonlarinin anlagilmasi ve dogru yorumlanmasi igin,
normal histolojik yapilarinin ve bunlarin embriyolojik orijinlerinin bilinmesi gerekir. Fetal
hayatta gestasyonun 5. haftasinda meme bezinin gelisimi basglar. Erken embriyoyu, her iki
midsagital plan boyunca, aksiler bolgeden inguinal bodlgeye uzanan, ventral, lineer
ektodermal kalinlasma olusturur. Embriyolojik gelisimin dokuzuncu haftasindan itibaren,
bu cikintilar yalnizca pektoral bolgede kalirlar. Burada ektoderm daha da kalinlasir ve
alttaki mezenkime ilerleyen solid hiicre kordonlarin1 olusturur. Embriyonik periodun
sonuna dogru, bu kordonlar cukurlasir ve ileride olusacak meme gland parankimini
olusturur. Bunlar: laktifer6z siniis, laktiferdz duktuslar ve sekretuar alveoller. Meme
glandinin stromasint ise lobar glandiiler formasyonlarin etrafindaki doku olusturur.
Gastasyonun 15. haftasindan itibaren, testesteron (varligi veya yoklugu) plasenta kaynakli
prolaktin, Gstrojen ve progesteron gibi plasente ve anne kaynakli steroid hormonlar meme
bezinin gelisiminde etkili olmaya baglar.

Meme, miiskiilokonnektif doku yatagina oturmus, fibroadipéz doku (facia
siiperfisiyalisin derin ve yiizeyel katlar1) ile sarili bir gland sisteminden olusur.
M.pectoralis major, m. serratus anterior ve m.obliquus abdominus externus kaslarinin
tizerine oturur. Genellikle 2.-6. kostalar arasinda ve midaksiller hat ile sternum arasinda
yer alir.

Santral yerlesimli meme basi (papilla mammae), areola mammae denilen sirkiiler,
pigmente alan ile ¢evrilidir. Meme bas1 tepesi, apertura ductuli lactiferi denilen 15-20
delikle delinmistir. Areolada deri alt1 dokusu yoktur, yilizeyinde glandula areolares denilen
yagl salgi yapan bezler vardir. Ayrica bu bolgede sirkiiler ve longitidunal dizilmis diiz
kaslar mevcuttur. Meme basi ve areola duyu sinirleri agisindan ¢ok zengindir.

Meme 15-20 tane lobdan olusur. Bunlar1 makroskopik olarak tespit etmek miimkiin
degildir. Bu loblar meme bag1 etrafinda radiyal olarak dizilmislerdir. Ayrica bu loblar lig.
Suspensorium mammae (Cooper ligamentleri) tarafindan kismen birbirinden ayirirlar.
Her lob bagimsiz olarak meme basina ac¢ilan, kendine ait toplayici kanal sistemine sahip,
bash basina bir bezdir. Yani her bir lob ayr bir ductus lactiferous ile meme basina agilir.
Bunlar meme basina gelmeden once genisleyerek sinus laktiferouslari olustururlar. Loblar,

dens interlobar fibroz septa ile meme parankiminin fonksiyonel iinitini temsil eden



lobiillere ayrilir. Lobiil ise toplayici bir kanal etrafinda toplanmig 10 ile 100 arasi, terminal
duktal lobiiler iiniteden meydana gelir. Terminal duktal lobiiler iinite (TDLU) ise en
distalde alveoller, alveollerin agildig1 intralobiiller duktuslar ve onlarin agildig1 intralobiiler
duktuslardan olusur.

Memenin arterleri, internal ve external mammarian ve interkostal arterlerin dallaridir.
Yiizeyel venleri, v.thoracica interna, v.aksillaris ve v.interkostalis’lere dokiiliirler.
V.interkostalisler vertebral vendz sistemle baglantida oldugundan, bu yol meme
tiimorlerinin kemiklere ve sinir sistemine metastaz yapmasina sebep olur.

Lenfatik sistem yapisinin ise tiimdr yayiliminda direkt etkisi vardir. Meme lenfatik
sistemi, kiitandz ve parankimal olarak ikiye ayrilir. Kiitandz lenfatik sistemin lateral grubu,
nodi lymphatici pectoralise, siiperior grubu, nodi lymphatici pectoralise, Rotter lenf
nodlar1 araciligiyla da subclavian nodlara, medial grup, nodi lymphatici parasternalise ve
kars1 memeye, inferior grup ise karmn 6n duvari ve karaciger lenfatiklerine dokdiliir (3,19,
20, 21, 22).

Dukto-lobiiler sistem kolumnar/basiklasmis sekilli liiminal hiicreler ile onlar1 kesintisiz
olarak ¢evreleyen myoepitel (liiminal hiicrelere adhezyon molekiilleri ve gap junctionlarla
bagli olan) hiicreleri ve fibréz proteinlerin hidrate polisakkaritlere gémiilmesi ile olugan
bazal membrandan olusur. Myoepitel terminal duktusta kesintiye ugrayabilir. Bazal
membran myoepitellere hemidesmozomlar ve fokal adezyon molekiilleri ile baglanir. .
Lobiillerin ¢evresindeki stroma cevreye gore daha dens- selliiler goriinlimde olup,
kollajenden ve retikiiler lifler ile damar yapilarindan zengindir. itralobiiler stroma alcian
bleu (+) mukoid karakterdedir. Myoepitel hiicreleri glikojen iceren, seffaf sitoplazmali,
dens- bipolar niikleuslu ve sitoplazmalarinda abondan kontraktil fibriler apparatuslar igeren
hiicrelerdir. Intermediate hiicreler ise, kolumnar sekilli, soluk eozinofilik sitoplazmali
hiicreler olup, myoepitel ve liiminal hiicrelerin prekiirsorii olduklar1 diisiiniiliir. Meme
basina agilan toplayict duktus disindaki duktuslar iki sirali epitelle doseliyken, toplayict
duktusun bi kism1 ¢ok katli yassi epitelle doseli olabilir (20). Laktifer sinlise girmeden
once doseyici epitel skuamo- kolumnar bileske yaparak distalde kolumnar epitelle devam
eder. Skuamoz epitelin laktifer siniis veya daha distale dogru uzanmasi skuamoz metaplazi
olarak kabul edilir ve patolojiktir.

Hem meme stromasi hem de TDLU’ nun histolojisi duyarlt oldugu steroid hormon
degisimleri nedeniyle,  menstruel siklus, gebelik, laktasyon ve ekzojen hormon
kullaninmina gore degisiklikler gosterir. Menstrual hormonal siklus etkilerine gore;

Ostrojenik fazda glandiiler sistem hiicresel proliferasyona girer, siklusun sonunda ise



belirgin sekretuar aktivite goriiliir. Bu degisikliklerle baglantili olarak, siklusun yaklasik
sonuna dogru, intralobiiler konnektif doku sivi baglayarak kapasitesini artirir.

Post menstrual fazda, selliiler stromada, iki- ii¢ katli soluk eozinofilik sitoplazmali
epitelle doseli dar liimene sahip asiniler izlenir. Follikiiler fazda, biraz daha az selliiler bir
stromada, bazofilik sitoplazmali kolumnar sekilli liiminal hiicreler, az sayida soluk
eozinofilik sitoplazmali intermediate hiicreler ile kiiciik niikleuslu seffaf sitoplazmali
myoepitel hiicreleri olmak iizere 3 farkli hiicre tipi secilebilir. Luteal fazda, stroma
yogunlugu azalmis olup, lobiillerin boyutunda ve terminal duktal yapilarin sayisinda artig
izlenir. Sekretuar fazda, nispeten 6demli stromada, agik ve liimenleri sekret ile dolu
asinilerin, apokrin sekresyona sahip liiminal hiicreler ile doseli oldugu goriiliir (3, 20, 23,
24).

Gestasyon sirasinda, fotal meme glandi, maternal orijinli hormonal stimulasyona
bagli olarak, dogum sonrasi regrese olacak olan sekretuar aktivite isaretleri gosterir.
Piiberteye kadar inaktif donemde olan meme bezi pubertede, hormonlarin etkisi altinda,
gland duktuslarinda uzama ve dallanma ile kismi bir maturasyonuna kavusur. Bu
donemde, laktifer6z kanal sisteminin gelisimi ve g¢evreleyen konnektif ve adip6z doku
proliferasyonu ile eszamanli olusan lobiilasyon islemi (tiibiiloalveoler gelisim) gerceklesir.
Laktasyon periodu ve gebelik sirasinda kadin memesi tam maturasyonua ulasir. Bu
domenlerde, degisik hormonlarin etkisi altinda, asiner hiicreler belirgin sekretuar
differansiasyona giderken lobiiller genisler ve sayica artar. Interlobiiler septalar belirgin
olarak incelir. Laktasyon domeninde ortalama biiytikliikteki bir memenin agirligr 500 gr’1
gecebilir (19, 20). Laktasyon periyodu sonrasi bu degisiklikler geri doner.
2.2 Meme Kanseri
2.2.1. Invaziv Meme Karsinomu ( Tanim)

Cevre dokulara invazyon ve uzak organlara belirgin metastaz egilimi ile karekterize
bir grup malign epitelyal tlimordiir. Biiyiik cogunlugu adenokarsinomalardir ve meme
parankim epitelinden, ozellikle de terminal duktus lobiiler iinit (TDLU) ten kdken
aldiklarina inanilir. Meme karsinomlari, belirgin prognostik veya klinik karakterlere sahip,
bir dizi morfolojik fenotip ve spesifik histopatolojik tipler sergilerler (18) Memenin en sik
infiltratif karsinomu olup (%60-75), herhangi bir spesifik alt tiplendirme yapilamayan grup
(not otherwise specified) NOS olarak ifade edilir. World Health Organisation (WHO)
tarafindan meme karsinomu 8 ana gruba ayrilmistir (18).

2.2.2 Meme Tiimoérlerinin WHO Siniflamasi (Tablo 1)



Tablo 1: WHO 2002 Meme tiimorleri histolojik klasifikasyonu

EPITELYAL TUMORLER

invaziv duktal karsinom, NOS

Mikst tip karsinom

Pleomorfik karsinom

Osteoklastik dev hiicre igeren karsinom
Koryokarsinomatdz 6zellikler gosteren karsinom
Melanositik 6zellikler gosteren karsinom
Invaziv lobuler karsinom

Tiibiiler karsinom

Invaziv kribriform karsinom

Mediiller karsinom

Miisindz karsinom ve bol miisinli diger
tiimorler

Miisin6z karsinom

Kistadenokarsinom ve kolumnar hc.’li miisinéz kars.

Taslt yiiziik hiicreli karsinom

Noroendokrin tiimérler

Solid néroendokrin karsinom

Atipik karsinoid timor

Kiigiik hiicreli/ “oat cell” karsinom

Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom

invaziv papiller karsinom

Invaziv mikropapiller karsinom

Apokrin karsinom

Metaplastik karsinom

“Pure”epitelyal metaplastik karsinomlar
Skuamoz hiicreli karsinom
Spindle hiicre metaplazili adenokarsinom
Adenoskuamoz karsinom
Mukoepidermoid karsinom

Mikst epitelyal/mezensimal metaplastik karsinomlar

“Lipid rich” karsinom

Sekretuar karsinom

Onkositik karsinom

Adenoid kistik karsinom

Asinik hiicreli karsinom

“Glikojen rich” berrak hiicreli karsinom

Sebaséz karsinom

inflamatuar karsinom

Lobuler neoplazi

intraduktal proliferatif lezyonlar
Mikroinvaziv karsinom
intraduktal papiller neoplaziler
Benign epitelyal proliferasyonlar

MYOEPITELYAL TUMORLER
Myoepitelyozis
Adenomyoepitelyal adenozis
Adenomyoepitelyoma

Malign myoepitelyoma

MEZENKIMAL TUMORLER

FiBROEPITELYAL TUMORLER
Fibroadenom
Filloides tiimor

Benign

Borderline

Malign
Periduktal stromal sarkom, diisiik dereceli
Mammary hamartom

MEME BASININ TUMORLERI

Meme bas1 adenomu
Syringomatéz adenom
Meme basinin paget hastahig:

MALIGN LENFOMA

METASTATIK TUMORLER

ERKEK MEMESININ TUMORLERI

2.2.3. Epidemiyoloji

Invaziv meme kanseri, kadinda en sik goriilen kanserdir. Meme kanseri insidansi,
bircok epitelyal tiimdr gibi, yasla birlikte hizla artmaktadir. 25 yasin altinda nadirdir, en
stk 45- 74 yaslart arasinda goriiliir (25). Kadinlarda, meme kanseri gelisme riski tiim
yasam boyunca (0-110 yas) % 7-10 arasindadir. Tiim meme kanserleri i¢inde erkek meme
kanseri orani ise % 1 civarindadir (26). Tiim kadin kanserlerinin % 22’sini, gelismis

iilkelerde ise % 26’sim1 olusturur. Kuzey Amerika ve Avrupa iilkeleri ile Avustralya



yiiksek risk altindaki tilkeler olup bu cografi lokalizasyonlarda, 75 yas altindaki kadinlarin
% 6’sinda invaziv meme kanseri goriilmektedir. Meme kanseri riski, daha az geligmis
iilkelere sahip Afrika, Giiney ve Dogu Asya’da ise zengin iilkelerdekinin tigte biri kadardir.
Diisiik insidansa sahip tek zengin iilkenin Japonya oldugu bildirilmektedir. Go¢menler
lizerine yapilan bir caligmada ise, bir ki kusak sonrasinda, yerlesilen iilkenin diyet
aligkanliklar1 ve yasam tarzina uyum sagladigi ve meme karsinomu goriilme oranlarinin da
benzer sekilde evrildigi, dolayisi ile genetik faktorlerden ¢ok ¢evresel sartlarin daha etkili
oldugu belirtilmistir (27).
Erken 1980’lerden itibaren hastalik riski, hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerde yiikselmektedir (18).
2.2.4 Etiyoloji

Meme kanseri etiyolojisi multifaktoriyel olup, yas, aile dykiisii, genetik predispozisyon,
gecirilmis meme karsinomu Oykiisii, proliferatif meme hastaliklari, ekzojen -endojen
endokrin faktorler, diyet- obezite, sedander hayat tarzi, cografi yerlesim, sosyoekonomik
durum, radyasyon, alkol kullanimi1 ve meme dansitesi gibi farktorleri i¢erir. Reprodiiktif ve
hormonal faktorler arasinda erken menars, ge¢ menapoz, diizenli oviiler menstriiel
sikluslar, oral kontraseptif kullanimi, post menapozal hormon replasman tedavisi,
nulliparite ve ilk full-term gebeligin ileri yasta olmasi yer almaktadir (28, 29, 30, 31, 32).

Epidemiyolojik ¢aligsmalar gostermistir ki sex steroidleri (androjenler, dstrojenler,
progestojenler) meme tiimérii gelismesinde 6nemli role sahiptir. Ostrojen fazlalig: hipotezi
esastir, meme kanseri riskinin direkt olarak meme dokusunun estrojen maruziyetine
bagliligint sart kosar. In vitro ¢alismalarda, Ostrojen fazlalifinda, artmis meme hiicre
proliferasyonu ve apopitozin inhibisyonunu saptanmistir. Hayvan caligsmalari, Ostrojen
hakimiyetinde meme tiimor gelisimi oranlarinda artis oldugunu gostermisdir. Yiiksek
plazma testesteron, androstenedion, Ostron, Ostradiol ve diisiik sex hormon baglayici
globulin seviyeleri gozlenen postmenapozal kadinlarda meme kanseri riski yiiksektir.
(30,33).
Diger bir major teori, Ostrojen + progesteron hipotezidir . Bu hipoteze gore tek

basina Ostrojene maruz kalan, ekzojen hormon kullanmayan postmenapozal kadinlara
oranla, plazma ve dokularda Ostrojenle kombine progesteron yiiksekligi saptanan
kadinlarda risk daha yiiksektir. Bu teori, follikiiler fazla karsilastirildiginda menstriiel
siklusun luteal fazindaki meme epitel hiicrelerindeki proliferasyon artis1 ile
desteklenmektedir (33).

Ekzojen hormon maruziyeti etyolojide rol oynayan baska bir énemli faktordiir. iki



major tip ekzojen hormon alimi meme kanseri ile iligkili bulunmustur: oral kontraseptifler
ve postmenapozal hormon replasman tedavisi (34). Calismalar bu ekzojen alimlarin
bitiminden 1-2 yil sonra, bu hormonlara maruz kalmis olanlardaki riskin azaldigini
gostermistir. Bazi yazarlar ise ozellikle puberteye yakin bir domenden itibaren uzun
donemli oral kontraseptif kullaniminin meme bezindeki yiiksek proliferatif aktivite
nedeniyle genetik hasara yatkin olmasi nedeni ile daha yiiksek riske neden oldugunu ifade
etmistir (35, 36).

Infertilite de, muhtemelen emzirme islemi olmamasindan dolayi, risk faktorii gibi
goriinmektedir.

Epidemiyolojik bilgiler, meme kanserinin, hayvansal yag ve proteinden zengin yiiksek
kalorili diyetle birlikte fiziksel aktivite yoksunlugu ile karakterize bat1 tipi yasam tarzini
benimsemis, zengin toplumlarin hastaligi oldugunu desteklemektedir. Sismanlik veya
obezitenin farkli kanser tiirlerinde farkli mekanizmalar ile kanserojen etki yarttig:
diistiniilmektedir. Bu mekanizmalar1 etkileyen faktorler seker-yag metabolizmasi, immiin
mekanizma, insiilin ve Ostradiolii de igeren pek ¢ok hormon diizeyi, insiilin like growth
faktor-1 gibi hiicre proliferasyonunu ve biiyiimesini diizenleyen faktorler ve hormonlarin
dokulara etkilerini artiran veya azaltan seks hormon baglayict protein miktarlaridir.
Cocukluk ve adolesan ¢agda baslayan sagliksiz beslenme aliskanligi, fiziki aktivite
yoksunlugu ve kilo alma; basta kanser olmak iizere eriskin yasta olusabilecek pek ¢ok
hastaliga zemin hazirlar. Sismanlik ve obezite postmenapozal meme kanseri riskini
artirirken, kilo kaybinin meme kanseri riskini azatligt bildirilmistir (37 ). Diyetteki total
yag, ozellikle de doymus hayvansal yag miktar1 da yine muhtemelen riski artirmaktadir.
Kirmiz1 et, diger bir risk faktoriidiir. Fazla miktarda meyve ve sebze tiiketimi meme
kanseri riskini azaltmaktadir . Meyve ve sebzeler, kompleks yiyecekler olup, ¢ok sayida
koruyucu vitamin, mineral, lif, karetenoid ve indol, sterol, fenol, flavanoid gibi aktif
maddeler igerdiginden kansere kars1 koruyucudur (38).

Diizenli fiziki aktivite, kalori alimi ile harcanmasi arasindaki dengeyi saglayarak basta
meme kanseri olmak iizere, kolon, endometriyum ve prostat kanseri riskinde azalma saglar.
(39). Bu, oncelikle seks hormon diizeyleri olmak iizere, insiliin ve prostoglandinler gibi
pek cok hormon diizeyinin dengelenmesi ve immiin sistemin desteklenmesi sayesinde olur.

Glinliik alkol alim1 da meme kanseri gelisimi i¢in risk faktoriidiir ve alkol aliminin
azaltilmas1 meme kanseri riskini azaltir (37, 40). Tam olarak hangi mekanizma ile oldugu

anlagilamamasina ragmen; alkoliin indiikledigi kanda sirkiile edilen Ostrojen ve diger



hormon diizeylerinde artig, folat diizeyinde azalma ve alkol veya metabolitlerinin meme
dokusuna direkt etkileri, bu nedenler arasinda olabilir denmektedir.

BRCA1 ve BRCA2, genom biitiinliigliniin korunmasinda gorevli, hiicre siklus
kontroliinii, apopitozu ve DNA tamirini regiile eden timor siipresor genlerdir. BRCAT igin
daha fazla miktarda ve daha erken yasta olmak iizere, BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki
mutasyonlar, tastyicilar i¢in dmiir boyu meme ve over kanseri agisindan artmis risk anlami
tasir. Kanser predispozan genetik mutasyonlar tiim meme ve over karsinomlarinin % 5 ile
10’dan sorumluyken, bu olgularin yarisinda BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu vardir.
Ayrica BRCA1 mutasyon tastyicist karsinom olgularinda siklikla atipik mediiller karsinom
seklinde presente olan yiiksek gradeli ve az miktarda karsinoma in situ iceren tiimdrler
goriilirken, BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda, daha az tiibiil formasyonu goriiliir (3,41).
Sigara kullaniminin, anti -0strojenik etkisi nedeniyle, bu olgularda karsinom riskinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (41). BRCA1 mutasyonu tasiyic1 kadinlarda 35 yas
oncesi meme kanseri goriilme riski yliksekken; 6zellikle 5 yilin tizerinde oral kontraseptif
kullananlarda bu risk daha da artar (42). BRCAIl ve BRCA2 mutasyonlarinin genetik
penetranslari oldukea fazla degiskenlik gosterir, bu da BRCA iliskili kanser riskinin,
yasam tarzi, beslenme aligkanliklar1 ve c¢evresel faktorlerle modifiye edilebilecegini
gostermektedir (3, 43).

Epstein Bar virtis (EBV), human mammary murine virus (MMTV) ve human
papilloma virus (HPV) meme kanseri etyolojisinde sorumlu tutulan ajanlardir. (44) Bir
calismada, meme karsinomu olgularinda HPV-DNA aragtirllmistir. Benign meme
lezyonlar1 olan, fibroadenom, fibrokistik degisiklikler veya filloides tiimérde HPV DNA
tespit edilemezken, meme karsinomu olgularinda % 29.4’lik (%66.6 HPV 16, % 20
HPV18 ve % 13.4’t4 HPV16 ve HPV18 pozitif) pozitivite tespit edilmistir. Dolayisiyla
meme karsinomu ve viral etyoloji hala aydinlatilmasi gereken bir sahadir (45).

Proliferatif meme hastaliklarindan, adenozis, mastit, basit apokrin metaplazi,
skuamo6z metaplazi, fibrozis, atipisiz fibroadenom ve duktal ektazide meme karsinomu
riskinde artig yoktur. Atipisiz orta veya siddetli epitelyal duktal hiperplazi, atipisiz soliter
papillom, kompleks fibroadenom ve sklerozing adenozisde 1.5-2 kat artmis meme
karsinomu riski varken; atipili hiperplazide, 6zellikle ailede meme karsinomu Oykiisii
varsa, premenopozal donemde, her iki memede 4-5 kat artmis meme karsinomu riski
vardir (1, 3). Meme karsinomu ile iligkili olan, nulliparite, yiiksek kalorili beslenme,

iyonize radyasyon, ilk dogumun ileri yasta olmasi ve ge¢ menapoz gibi pek ¢ok faktor



proliferatif meme hastaliklar1 riskini artirirken takip eden meme karsinomu gelisimi ile
iligkiyi de pekistiririr (1, 3).
2.2.5 Prognostik Faktorler

Meme kanseri heterojen bir hastalik grubu olup pek ¢ok klinik ve patolojik
parametre ile hastaliin gidisat1 belirlenmeye ¢aligilir. Bu parametreler ile kisiye yonelik
yarar gorebilecegi tedavi plani sekillendirilir. Yapilan ¢aligmalar sonucu tespit edilmis olan
patolojik prognostik parametreleri; morfolojiye dayali prognostik parametreler ve
morfolojiye dayali olmayan prognostik parametreler yani ‘molekiiler belirtecler’ olmak
lizere 2 grupta toplamamiz miimkiindiir (4) (Tablo 1).

Prognoz terimi aslinda hastalifin dogal seyrini ifade etse de, tedavisiz bir kontrol
grubu yaratmak miimkiin olmadigindan, bu terim modern tip anlayisinda, hastaliin olasi
gidisatin1 temsil eder. Ayrica bu parametrelerin hastaligin olasi seyrine olan etkileri
zaman bagimlidir.

Soyle ki, bu parametrelerden tiimor nekrozu, hastaligin gidisatini, kisa takip
siirelerinde daha belirgin olarak yansitirken; tiimoriin niikleer grade’i, lenf nodu tutulumu
ve timor ¢evresindeki lenfositik infiltrasyon, uzun zamana bagl bir sekilde hastaligin olasi
seyrini yansitir (3).

Patolojik prognostik parametreler diginda; hastanin tan1 anindaki yasi, gebelik
durumu, 1rki, sosyoekonomik durumu, performans durumu, tedaviye uyumu gibi hastayla
iliskili prognostik parametrelerden bahsetmek miimkiindiir.

Bir patoloji raporunda, tiim bu prognostik parametreler ve tiimoriin tipi ve
grade’i ne olursa olsun Ostrojen, Progesteron reseptorlerinin durumu ile HER-2 durumu

bildirilmelidir (46).



Tablo 2: Patolojik prognostik parametreler

MORFOLOJIYE DAYALI OLAN MORFOLOJIYE DAYALI OLMAYAN
*  Timor boyutu +  Ostrojen ve progesteron reseptdrleri
e Timor tipi *  Hiicre proliferasyon indeksi(ihk)
*  Tiumor grade( mitotik figiir sayisini igeren) *  Flow veya imaj sitometri ile S fazi
*  Vaskiiler invazyon *  Flow veya imaj sitometri ile DNA ploidy
*  Rezeksiyon smirlarinin durumu *  Growth faktorler
+  Insitu komponentin genisligi *  Onkogenler ( HER-2 /neu, myc, ras)
*  Timoér damar yogunlugu( ihk gerekir) *  Timor siipresor genler( P53)
e  Lenfnodu durumu *  Proteazlar( catepsin-d)
* Hiicre siklus regiilatorleri (siklinler, siklin
bagl kinazlar)
*  Plazminojen sistemi (PAI-1, uPAI)

2.2.5.1 Tiimor Boyutu:

Bagimsiz bir prognostik parametredir ve en dnemli parametrelerden biridir ( 3, 47 ).
Timor boyutu arttikca aksiller lenf nodu metastazi artmakta ve sagkalim orani
diismektedir. Aksiller tutulum gésteren kiigiik ¢apl tiimorlerin prognozu, biiyiik ¢apli
olanlara gore daha iyidir ve tiim nodal tutulum kategorilerinde tiimdr boyu artik¢a yasam
stiresi kisalir. (48) Evrelemede patolog tarafindan 6lgiilen tiimor ¢ap1 goz oniine
alinmalidir (49 ).

Patologlarin da timd6r boyutunu degerlendirirken dikkatli olmalar1 ve doku taze
iken yaptiklar1 6l¢timii fiksasyon sonrasi tekrarlamalari gereklidir. Yaygin in situ
komponent i¢eren tiimorlerde, ayri olarak segilebiliyor ise, mikroskopik olarak lam
tizerinde yapilacak 6l¢lim ile invaziv timdr alaninin ¢apinin ayri olarak verilmesi ve
evrelemenin invaziv alanin ¢apina gore yapilmasi gereklidir.
2.2.5.2 Tiimoriin Histolojik Tipi:

Diinya saglik orgiitii tarafindan 2002°de yapilan siniflama sisteminde meme
tiimorleri farkli histolojik tiplere ayrilmistir. Bu histolojik subtiplerden bazilari daha iyi
prognozludur. Tubuler karsinom, invaziv kribriform karsinom, sekretuar karsinom ve

miisindz karsinomun prognozu iyidir. (18) Buna karsin metaplastik karsinom, kotii



differansiye tasl yiiziik hiicreli karsinom ve karsinosarkomlarin prognozu daha kotiidiir.
(47) Mediiller karsinomun prognozu tartismali olmakla birlikte, invaziv duktal karsinoma
gore daha 1yi prognoz gosterdigi bir¢ok arastirici tarafindan kabul edilmektedir (50).
2.2.5.3 Tumoriin Histolojik Grade’i :

Giliniimiizde morfolojik tipine bakilmaksizin invaziv karsinomlarin tiimiiniin
grade’lenmesi dnerilmektedir. Tiimériin grade, differansiyasyonun dlgiisiidiir. Onceleri
en cok kullanilmis olan gradeleme sistemleri Bloom-Richardson ve Black’tir. Birincisi
tiibiil formasyonun yayginliginin yani yapisal 6zellikleri; ikincisi ise niikleer atipiyi dikkate
almistir. Hem tlimoriin yapisal goriiniimii hem de sitolojik atipinin prognozla korele oldugu
pekistikce, bu parametrelerin kombine edilmesi glindeme gelmistir. Bu parametreleri
kombine edip, bir iligiincli parametre olarak mitotik skoru ekleyen Elston tarafindan,
Nottingham modifikasyonu olarak bilinen; modifiye Bloom-Richardson sistemi
olusturulmustur. Bu grade’leme sisteminde tiimor hiicrelerinin niikleer 6zellikleri,
olusturduklart tlibil yapilarinin orani ve mitoz sayist ayri ayri skorlanarak elde edilen
toplam skora gore grade belirlenmektedir (3, 18, 51) (Tablo 2).

Tiibiil formasyonu degerlendirilirken; tiimoriin tiim alanlarina bakilarak, agik

ltimen yapilarimin orani hesaplanir (18, 19).

Tablo 3: Modifiye Bloom-Richardson histolojik gradeleme sistemi

Histolojik ozellik Skor
A- Tiibiil formasyonu
Tiimoriin ¢ogunlugu (>%75) 1
Orta derecede (%10-%75) 2
Cok az veya yok (<%10) 3
B- Niikleer pleomorfizm
Kiiciik uniform niikleuslar (normal duktus epitel hiicresine 1
benzer)
Boyut ve degiskenlikte orta derecede artig 2

( normal duktus epitel hiicresinin 1.5-2 kati)
Belirgin boyut ve sekil farkliligi (normal duktus epitelyum 3
hiicresinin 2 katindan biiyiik)

C- Mitoz saymm (10 BBA’da) (Olympus BX51, x400

goriintii alan ¢apt 0,55mm)

< 8 mitoz 1
9-17 mitoz 2
>18 mitoz 3

Toplam skor: 3-5:;Gradel 6-7:Grade2 8-9: Grade3




Niikleer atipi, tiimor hiicrelerinin atipisi en yiiksek alanindaki hiicrelerin, normal
duktus epitel hiicreleri ile, boyut, sekil farki, niikleol varlig1 ve sayisinin, kiyaslanmasi ile
degerlendirilir. Pleomorfizm agisindan 1-3 arasi skorlama yapilir . Niikleus kiiciikse ve
normal meme epitelyal hiicreleri ile karsilastirildiginda hafif boyut artis1 gosteriyorsa,
siirlari diizenli ve niikleer kromatini uniform ise 1 puan verilir. Hiicreler normalden
biiyiikse, orta derecede boyut ve sekil farkliligi gosteriyorsa, agik vezikiiler niikleusa
sahipse ve belirgin niikleol igeriyorsa 2 puan, belirgin sekil ve boyut farklilig1 gosteriyor,
devasa biiyiik niikleus i¢eriyorsa 3 puan verilir.

Mitotik figiirler sayilarak, kullanilan mikroskobun goriintii alan ¢capina gore
skorlanir. Tiimor, mitoz skoru agisindan degerlendirilirken, mitotik aktivitenin en ytiksek
oldugu tiimoriin periferik, ardisik alanlarina bakilir. Nekroz, yogun inflamasyon olan
veya kalsifikasyon ile damar yapilari igeren alanlar sayilmaz. Degerlendirme i¢in en az 10
biiylik biiyiitme alaninda (BBA) (x400) sayim yapilmalidir. Mitoz sayilirken, sadece kesin
mitotik figiirler (metafaz, anafaz ve telofazin morfolojik 6zelliklerini tagiyan figiirler)
degerlendirmeye alinir, hiperkromatik ve piknotik niikleuslar degerlendirme dis1 birakilir.
Van Diest tarafindan detayl mitotik figiir tarifi yapilmistir (52) (Tablo 3). Mitoz, 1-3
arasinda skorlanir. Standardize edildiginde, mitotik akvitite indeksi (MAI) tiimdr boyutu
ve lenf nodu durumu ile birlikte kullanilabilecek, prognozu iyi yansitan, giivenilir ve

tekrarlanabilir bir parametredir (3).

Tablo-4 Mitotik Figiirlerin Ozellikleri

Niikleer membran: yoktur, yani hiicreler profaza gegmis olmali

Niikleer yapt: toplanmis (metafaz baslangici), diizlemsel(metafaz/anafaz) veya
ayr1 kiimelenmeler seklinde (telofaz), niikleer materyalin agik sagsi uzantilari
(kondanse kromozomlar) olmalidir. Bos bir merkezi alan ve diizenli uzantilar
mitoz olmadigini destekler

Mitotik figiir: ki tane ayn paralel sarili kromatin, tek bir mitozu temsil ettigi

halde, iki ayr1 mitoz olarak sayilmalidir.



Pinder ve arkadaglari, 450 olguluk uluslararasi bir meme c¢alisma grubunu
incelemisler, tiimdr gradenin 6nemli bir prognostik faktér olmanin yani sira, kemoterapiye
yanitin da 6nemli bir belirteci oldugunu sdylemislerdir. (53)

Pek cok arastirmaci prognostik paremetreleri kombine ederek, prognostik indeks
veya profil olusturmaya calismigtir. Lenf nodu tutulumu olmayan grup i¢inden, S-faz
fraksiyonu, progesteron reseptdr durumu ve tiimdér boyutu kombine ederek, secilen
hastalarda, artmis uzak relaps riski tespit edilmis, yas gruplan esitlendigi zaman benzer
yasam siireleri bulunmustur. (54) Nottingham grubu, tiimor boyutu, lenf nodu evresi ve
histolojik grade gibi prognostik parametreleri birlikte kullanarak “Nottingham Prognostik
Indeksi” (NPI) olusturmuslardir. NPI= 0,2 x tiimor boyutu + lenf nodu evresi (1-3) +
histolojik grade (1-3) seklinde hesaplanir. Prognostik indeks arttikga prognoz kétiilesir
(55, 56). Bir vakadaki tiim prognostik faktorlerin etkileri tek yonlii olmadigindan,
parametrelerin farkli kombinasyonlari, muhtemelen benzer sonuglari isaret etmektedir. (3)
2.2.5.4 Lenfovaskiiler Invazyon:

Invaziv karsinomun i¢inde veya ¢evresindeki kan damarlar1 ve lenfatik bosluklara
tiimoral hiicreler invaze olabilir. Lenfatikler i¢inde tiimor embolisi bulunmasi, timor i¢in
artmis rekiirrens anlamina gelir. (51) Tiimor i¢indeki degil, ¢evresindeki lenfatiklerde
tiimor embolisi bulunmasi aksiler metastaz ile iliskilidir. Doku takibi sirasindaki artifisiyel
yariklamalar lenfatik emboli ile karisabilir. Tiimor ¢evresinde yariklanma artefakti
bulunan, lenf nodu tutulumu olmayan hastalarda, yariklanma atrefakti olmayan hastalara
kiyasla daha yiiksek uzak metastaz oranlari, bu artefaklarin basit bir doku takibi hatasi
olmayip; tiimor -stroma arasindaki etkilesim sonucu gelisen muhtemel lenfatik kanal
formasyonlar1 oldugunu gostermektedir. (3)

Kan damar1 embolisi ise, tiimoriin boyutu, histolojik grade’i, lenf nodu durumu, uzak
metastaz olasilig1 ve kotii prognozla koreledir (51).

Bazen rutin Hematoksilen-Eozin (HE) kesitlerde, lenfatik damarlarin ve kan
damarlarinin birbirinden ayiriminin kesin olarak yapilmasi miimkiin olmayabilir. Kiigiik
kapiller damarlarda diiz kas veya elastik duvar1 gostermek miimkiin olmayabilir veya
lenfatikler de eritrosit igerebilir. Bazi immiinohistokimyasal belirleyicilerin (CD31, CD34,
D2-40, LY VE-1) lenfatik/kan damar1 ayiriminda yardimeci olabilecegi sdylense de bu
konuda hala tartismali noktalar mevcuttur. Dolayisi ile, bazi arastiricilar tarafindan, meme
kanserlerinin rutin histolojik incelemesinde, kan damar1 veya lenfatikleri birlikte ifade
eden, ortak bir kavram olarak “lenfovaskiiler bosluk” teriminin kullaniminin daha uygun

oldugu ifade edilmistir (3, 57).



HER-2 gen amplifikasyonunun, lenfovaskiiler invazyon iceren high grade
tiimorlerle birlikte olduguna iliskin yayinlar mevcuttur (58).
2.2.5.5 Anjiogenezis:

Neoplastik veya pre-neoplastik dokularin vaskiiler proliferasyonu indiikledikleri
zaten biliyoruz (3). Yeni damar olusumu ile karakterize anjiogenezis, meme kanserinde,
perflizyonun artisin1 saglayarak ve endotel hiicre kaynakli parakrin mediyatorler sayesinde,
tiimor biiylimesi ve metastazi i¢in gereklidir. Cevre stromada, daha yogun vaskiiler
komponenti bulunan meme karsinomu olgularinda, daha agresif davranigin izlenmesi; bu
damar yogunlugunun 6l¢iimii ve diger prognostik parametreler ile karsilastirilmasi
ithtiyacinit dogurmustur (51). Meme karsinomlarinda angiogenezisi saptamak i¢in damar
endoteline kars1 antikor kullanilip mikrodamar yogunluk (MVD) 6lgiimleri yapilabilir.
Yapilan ¢aligmalarda, MVD’nin bagimsiz prognostik parametre olabilecegi diisiintilmiistiir
(59). MVD ile yiiksek histolojik tiimor grade’i ve tiimor boyutu, HER-2 pozitifligi,
Ostrojen reseptdr negatifligi ve aksiler lenf nodu tutulumu arasinda iliski kuran
arastirmalar mevcuttur (3).
2.2.5.6 Aksiller Lenf Nodu Metastazi:

En 6nemli prognostik parametrelerden biridir. (1,3) Aksiller lenf nodu tutulumu
olan ve olmayan hastalar arasinda belirgin yasam stiresi farki vardir ve lenf nodu tutulum
seviyesi ( diisiik, orta ve yukar1), tutulan lenf nodu sayisi, metastatik tiimor boyutu,
ekstranodal yayilim ve efferent damarda tiimor bulunmasi da surviyi etkiler. (3 ) Buna ek
olarak metastatik lenf nodu sayis1 arttik¢a, hastaliksiz sag kalim ve toplam sag kalim
oranlarinda azalma oldugu ¢ok sayida ¢aligmada bildirilmistir (18).

Metastatik lenf nodlarinda saptanan tiimoriin ¢ap1 da degerlendirmeye dahil edilen
parametrelerden biridir. 2002 American Joint Commitee on Cancer (AJCC) evreleme
sisteminde, lenf nodlarindaki metastatik tliimdériin en genis ¢ap1 0.2 mm’den biiyiik ve 2
mm’den kii¢lik ise tiimor “mikrometastaz’ olarak kabul edilir. Eger tiimdr hiicreleri 0.2
mm’den kii¢lik kiime halinde veya tek tek tiimor hiicreleri halindeyse, bu durum “izole
tiimor hiicreleri” olarak degerlendirilir. Izole tiimér hiicreleri metastaz olarak kabul
edilmez ve bolgesel lenf nodlar1 pNO olarak kabul edilir (60). Mikrometastaz ve izole
tiimdr hiicrelerinin 6nemi hala aragtirilmasi gereken basliklardan biridir. Lenf noduna gére
yapilabilecek en iyi prognostik siniflama; lenf nodu tutulumu olmayan grup, 1-3 adet lenf
nodu tutulumu olan grup ile 4’ten fazla lenf nodu tutulumu olan grup seklindeki

siniflamadir (51).



Aksiller evrelemede giivenirlik bakimindan en az 10 adet lenf nodu disseke etmek
gerektigi vurgulanmistir. Ancak sentinal nod biyopsisinin daha yayginlagmasi ile beraber,
rutin aksiler diseksiyondan vazgegilme olasiligi giindeme gelmistir. Bu goriise gore meme
kanser hiicreleri anatomik bir sira ile aksiler lenf nodlarini tutmakta yani genellikle timor
yatagini drene eden 1-3 lenf noduna yayilim sonrasi digerlerine gegmektedir. Bu nedenle
sentinal lenf nodu pozitif olanlarda diger lenf nodlarinin da pozitif olma olasilig1 varken;
sentinal lenf nodu negatif hastalarda digerlerinin negatif olacagi varsayim ile diseksiyon
yapilmayabilir (51, 61).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile yapilan bir ¢alismada, Cerb-B2
amplifikasyonunun, lenf nodu tutulumundan daha fazla prediktif degeri oldugu
vurgulanmistir (62). Press ve arkadaslari ise yalnizca cerrahi tedavi alan lenf nodu
tutulumu olmayan hastalarda, HER-2 amplifikasyonu ile erken rekiirrens, herhangi bir
domende rekiirrens veya hastaliga bagli 6liim arasinda kuvvetli iligki oldugunu belirtmistir
(63). Ayrica, lenf nodu tutulum durumundan bagimsiz olarak, HER-2 amplifikasyonun
rekiirrens ve survi ile iligkili oldugunu bildirmistir (63, 64).
2.2.5.7 Timor Nekrozu:

Timor nekroz varligi, lenf nodu metastazi insidansinda artis ve sag kalim
oranlarinda azalma ile iligkili, prognostik degere sahip parametrelerden biridir (18, 51).
Timor nekrozu genelde high grade tiimorlerle birliktedir ve hizli biiyliyen tiimorlerde,
tiimori destekleyen angiogenezin yetersiz kalmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir (3).

HER-2 gen amplifikasyonun, nekroz igeren high grade tiimdrlerle birlikte olduguna
iliskin yayinlar mevcuttur (58).

Diffliz inflamasyon ile tiimor hayatta kalim iliskisi {izerine nekrozun varliginin
veya yoklugunun belirgin etkisi tespit edilmemistir. Ancak, orta dereceli veya belirgin
diffiiz immiin yanitta, inflamasyonun immiin etkisi, tiimorojen etkisine baskin oldugu igin,
meme karsinomunda daha iyi prognozu isaret eder (65).
2.2.5.8 Tiimor Proliferasyonu:

Elston tarafindan modifiye edilen tiimor gradeleme sisteminin de en énemli parcasi
olan mitotik skor, klasik sayma yontemi, MIB( Ki-67) veya analog immiin yontemlerle
veya flow sitometri kullanilan S-fraksiyon fazi ile tespit edilebilir (51). Tiimor hiicrelerinin
proliferatif aktivitesi, meme karsinomlarinda, metastatik potansiyelin ve prognozun énemli
gostergelerinden biridir.

Ki-67, hiicre siklusunun proliferatif fazlarinda (G1, S, G2 ve M) bulunan nitikleer

bir antijene yonelik, Hodgkin lenfoma hiicre kiiltiiriinden elde edilen monoklonal fare



antikordur. Dinlenme fazindaki (GO) hiicrelerde bulunmaz. Immiinohistokimyasal
yontemlerle Ki-67 antikoru kullanilarak tiimoriin proliferatif aktivitesi hakkinda fikir
edinilebilir. Ki-67 ile tespit edilen proliferatif aktivite, S- fraksiyon fazi ile tespit edilenin
yaklasik iki katidir (3). Ki-67 yiizdesi yiiksek olan tiimdrlerde prognoz daha kotiidiir (66).

Heintz ve arkadaslari, southern blot yontemi ile tespit ettikleri HER-2 gen
amplifikasyonunun, mitotik aktivite ve negatif steroid reseptor ekspresyonu ile korelasyon
gosterdigini bildirmistir (67).

Baska bir ¢alismada, lenf nodu tutulumu olmayan, HER-2 ekspresyonu olan,
yiiksek proliferatif aktivite indeksine sahip hasta grubunun en kétii prognoza sahip hasta
grubu oldugu sonucuna varilmistir (68).

Herhangi bir 6zellik aranmaksizin olusturulan 97 vakalik bir meme karsinomu
serisinde, immiinohistokimyasal ¢alisma ile tiimérlerde, ER, PR, Ki-67, P53 ve CerbB2
boyanmalar1 karsilastirilmistir. Bu ¢alismada, degismis P53 ekspresyonu; artmis Ki-67
ekspresyonu, artmis mitoz sayisi, high histolojik grade’e sahip tlimor ve artmig c-erb-B2
ekspresyonu ile ER ve PR negatifligi arasinda kuvvetli iliski tespit edilmistir (69).
2.2.5.9 Steroid Reseptorler:

Reseptdr , bir hormona 6zel noktalarda baglanarak, hormon-reseptor kompleksi
olusturan ve onun bilinen fizyolojik etkilerinden sorumlu; onlar1 diizenleyen, intraselliiler
ya da membran proteini niteligindeki molekiil ya da molekiillerdir. Ostrojen ve progesteron
reseptorleri; intraselliiler proteinler olup, konsantrasyon degisimine bagh olarak,
dolasimdan hiicre i¢ine alinan, hormon molekiiliine segici olarak baglanir ve hormon
reseptor kompleksini olustururlar. Aktive olan hormon-reseptdr kompleksi, spesifik
olarak, niikleus i¢indeki hormon yanit elementleri olarak isimlendirilen kisa DNA
sekanslarina baglanir ve fizyolojik hormon aktivitesini saglayan transkripsiyonu
gergeklestirirler (70). Meme kanserlerinde, 0strojen ve progesteron hormonlar:t mutajenik
ve promotor etki yapmaktadir. Ostrojen hormonunun mutajenik etkisi reseptdrler
tarafindan diizenlenmektedir. Kiiltlir calismalarinda da fonksiyonel 6strojen reseptorii
tagtyan meme kanser hiicresinde mutajenik etkisi kanitlanmigtir (71).

Hem biyokimyasal hem de immiinohistokimyasal olarak tespit edilebilen Gstrojen
reseptOr pozitif tiimore sahip hastalar, hormonoterapiye yanit verir ve daha uzun hastaliksiz
sagkalim siirelerine sahiptir. Fakat bu durum, uzun siireli prognoz {izerine etkili degildir
ve istatistiki degerini kaybeder. (51) Yani Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin

prognostik degeri zayiftir (18).



Immiinohistokimyasal yéntemlerde kullanilan antikorlar yaygimn olarak ER-alfa’yi
tanimaktadir. Ancak yeni kullanilan reseptor olan ER-beta da meme kanserleriyle yapilan
caligmalarda kullanilmis ve tamoksifenle adjuvan hormonal tedavi alan hastalarda,
tedaviye cevapta ER-beta’nin sagkalimi belirlemede Onemli bir gdsterge olabilecegi
Ongorilmiistiir (72).

ER, PR ve HER-2 ‘nin birlikte ekspresyonu nadir olup, bu grup hastalarda
hastaliksiz sag kalim ile toplam sagkalim oranlar1 diisiiktiir (73).
2.2.5.10. HER-2/neu (cerb-B2, ERBB2) :

Tiimér promotorlari, Epidermal growth factor reseptér (EGFR), Insiilin ve Insiilin
like growt factor reseptorlerindeki serin ve treonin rezidiilerinin fosforilasyonunu artirir.
EGFR, Plattelet devired growt factor (PDGF) , Insiilin ve insiilin like growt factor gibi
mediyatorler, tirozin kinaz aktivitesi ile hiicre ¢ogalmasi ve transformasyonunu diizenler.
Bu reseptorlerde tirozinin fosforilasyonu, kinaz aktivitesini arttrir (74).

EGFR’nin baglanmasi reseptoriin dimerizasyonunu ve tirozin rezidiileri tizerindeki
otofosforilasyonu indiikler. Bu fosfotirozinler, Grb2 ve SOS gibi sinyal molekiilleri i¢in
baglanma bolgesi olusturur. Bu sinyal molekiilleri ise Guanosin difosfattan (GDP) ,
Guanosin trifosfat (GTP) olusumunu saglayinca, GTP; G proteinleri-Ras aktivasyonunu
saglar. Bu degisiklik Ras’da konformasyonel bir degisiklik yapar ve Raf-1’e baglanmasini
kolaylastirir. Boylece Raf-1 sitozolden, aktivitesini gosterdigi hiicre membranina tasinir.
Raf’in aktivasyonu; protein fosfotaz-A2 ile inhibitor bolgelerin defosforilasyonu, PAK ve
Src ailesi ile bilemedigimiz baska kinazlarin (p-21 aktive kinaz) aktivasyon bdolgelerinin
fosforilasyonunu ilgilendiren, ¢ok basamakli bir isleyisi tetikler. Aktive Raf-1, MEK’i
(MAP/ERK kinaz) fosforile ederek aktiflestirir. MEK ise ekstraselliiler sinyal regiilator
kinaz’t (ERK) fosforile ederek aktiflestirir. Raf-1 ile MEK arasindaki iliski RKiP ( Raf
kinaz inhibitor protein ) tarafindan inhibe edilebilir. Tiim {i¢ basamakli kinaz kaskadi KRS
(Ras kinaz siipresorii) tarafindan denetlenir. Aktive ERK i¢in; hiicre iskelet proteinleri,
fosfolipaz-a2, tirozin kinaz reseptorleri, Ostrojen reseptorii, SOS, STAT( sinyal
transdiiksiyon ve aktivator proteinleri) gibi, sitozolde pek ¢ok substrat bulunur. ERK
ayrica, niikleusa girerek; Elk-1 ve diger Ets ailesi proteinleri gibi transkripsiyon

faktorlerini fosforile ederek gen ekspresyonunu kontrol eder (75) (Sekil 1).



Sekil-1: EGFR Reseptoriiniin calisma semasi
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* Expert Reviews in Molecular Medicine (75)

Tirozin kinaz aktivitesi gosteren, EGFR reseptor ailesi EGFR (ErbBl1),
ErbB2/HER2/neu, ErtbB3/HER3 ve ErbB4/HER4 dan olusur (10).

HER2, meme karsinomlar1 disinda over, mesane ve gastrik kanserlerde de
overekspresyonu olur. Glioblastoma multiformeye siklikla Erb-1’in mutant bir formu eslik
eder. Viriisler de EGFR sinyalizasyon kaskadi lizerine etki ederler. Avian erythoblastosis
virus, yapisal olarak aktif bir EGFR reseptor formu kodlar. Hepatit B viriis ile EBV virlis
invazyonlar1 sirasinda EGFR reseptoriiniin ekspresyonunu arttirirlar. HPV-ES ise inaktif
reseptorleri tekrar plazma membranina gondererek aktif hale gegirir (10).

HER-2’nin kendisine baglanan bir ligand bilinmemektedir. Primer roliinlin diger
EGFR reseptorlerine ligand baglaninca, onlarla heterodimer olusturarak,  sinyal
transdiiksiyonunu artirmak ve sinyalizasyonu degistirmek oldugu diisiiniilmektedir. Yani

bir ¢esit koreseptor gibi davrandigina inanilir ( 10, 74, 76).
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Tablo-2 EGFR reseptor ailesi ve ligandlar:

GEN LIGAND

HER-1 (c-erbB1) Epidermal growth factor

Transformig growth factor beta
Beta cellulin
Heparin-binding growth factor
amphiregulin

HER-2 (c-erbB2) | ? (Heregulin)

HER-3 (c-erbB3) | Heregulin
HER-4 (c-erbB2) | Neu differansiyasyon faktor 1+2

* Stem Cells (4)

CerbB2 nin iiriinii ise, EGFR aktivitesine sahip transmembrenal bir protein gibi
davranmaktadir. CerbB2’inin iirlinii ile EGFR skanslar1 arasinda ¢ok genis bir homoloji
vardir. Ortama EGFR konmasi direkt olarak degil ama bilmedigimiz bir mekanizma ile, c-
c-erbB2nin iiriiniiniin fosforilasyonunu arttirir. Ciinkii direkt olarak bu proteine EGFR’nin
baglandig1 kanitlanamamustir. Protein kinaz-c tiimor promotoriidiir ve c-erb-B2’nin
aktivitesindeki artig bir seklinde protein kinaz-c, fosfoinositol ve kalsiyum diizeyinin
atrmasin1 saglar. Bu reseptorlere, kendi ligandinin, monomerinin veya heterodimerinin
baglanmasi reseptorii aktive eder (10).

CerbB2 geni, Human Genom Organisation (HUGO) gen isimlendirme komitesi
tarafindan; eritroblastik 16semi viral onkologen homologu 2 seklinde adlandirilmistir.
Liretatiirde; NEU,NGL, TKR1, HER-2, c-erb B2, HER-2/neu olarak farkli adlandirmalar
mevcuttur (10).

Human epidermal growth faktor reseptéor 2 =HER-2 / Neu (CerbB2) geni 17.
kromozomun uzun kolunda lokalizedir. HER-2 geninin ekspresyonu temel olarak iki

mekanizma ile olur; a-normal memede transkripsiyonun aktivasyonu b- protein



overekspresyonu olan meme karsinomlarinin %90’ninda gen amplifikasyonu seklinde.
Tiimdrlerin  %3-15"inde ise protein overekpresyonu ile gen amplifikasyonu arasinda
diskordans vardir. Bu diskordansin nedenleri ve klintk Onemi ise tam olarak
bilinmemektedir (77).

Yaklagik olarak invaziv meme karsinomlarinin %15-25’inde(10-30), HER-2
reseptor overekspresyonu goriiliir (6, 9, 10,).

HER-2, kendisi direkt olarak epidermal growth faktdr reseptdr gibi davranan
transmembranel, 185 kd’luk bir glikoonkoprotein kodlar. Bu glikoprotein; sitoplazmik
tirozin kinaz aktivitesi gosteren domain, ekstraselliiller ligand baglayan domain ve
transmembranal domain’den olusur. Bu protein tiimor hiicre proliferasyonunda énemli
olmanin yanisira, hiicre motilitesinde ve metastaz sirasindaki hiicre yayiliminda énemli rol
oynar.

Meme karsinomunda HER-2 amplifikasyonu, agresif tiimor biiyiimesi, rekiirrens
riskinde artis, kisa survi ve o6zellikle lenf nodu pozitifligi olan hastalarda kotii prognoz ile
birliktedir (5, 6,7 ,8, 9, 10).

HER-2 pozitif olan ileri evre metastatik meme CA tedavisinde, bu reseptorii hedef
alan huminize monoklonal antikor (MAb) olan ‘transtuzumab’ (herceptin: Genentech,
South San Francisco, CA) gelistirilmistir (6, 10).

Monoklonal antikor tedavisinden en c¢ok yarar gorecek hasta grubu, HER-2
pozitifligi yiiksek olanlardir. Yani HER-2 amplifikasyonu meme karsinomu hastalarinda,
farkli kemoterapi rejimlerine ve hormonoterapiye yanitin tahmininde kullanilir.

Patologlarin test ederek klinisyenlere ilettikleri HER-2 durumuna gore hastanin
tedavi planmi sekillendirilir. Bu nedenle, dogru, giincellenebilir, tekrarlanabilir, maliyeti ¢ok
yliksek olmayan bir yontemle, tiim meme karsinomlarinda, HER-2 durumu, tercihen tani
aninda veya rekiirrens doneminde tespit edilmelidir (10).

Su ana kadar patologlarin iizerinde goriis birligine vardiklar1 optimal bir test yontemi
yoktur. Secilecek test, biraz da materyalin cinsine ve patoloji boliimiiniin kosullarina
baghdir. Yeni kullanilacak yontemin, kullanilmakta olan ve giincel yontemle %95 uyumlu
olmas1 6nerilmektedir (10).
Tiimo6riin HER-2 durumu su yontemlerle tespit edilebilir (11).
A- Hiicre yiizeyindeki protein over- ekspresyonu
Immiinohistokimya (IHK)
Elisa ( Enzym linked immunosorbent assay)

Western Blot



B- Gen amplifikasyonu
Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH)
Silver In Situ Hybridisation (SISH)
Chromogenic In Situ Hybridisation (CISH)
Polimerase Chain Reaction (PCR)
Southern Blot

C- m RNA diizeyi
Northern Blot

2.2.5.10.1 immiinohistokimya:

American Society of Clinical Oncology (ASCO) /College of American Pathologists
(CAP), 2007 Ocak ayinda bir makele ile, meme karsinomlarinda HER-2 durum tespiti i¢in
ortak bir klavuz yayinlamistir. Bu klavuza gore oncelikle spesmenin invaziv alaninda,
giincellenmis bir IHK yéntemi ile, HER-2 protein ekpresyonuna bakilir. Invaziv tiiméral
alandaki THK boyanmalar su sekilde degerlendirilir.

- HER2 proteini i¢in negatif IHK boyanma, 0 veya 1+ : Boyanma yok veya tiimor
hiicrelerinin herhangi bir oraninda zayif, inkomplet membran6z boyanma.

- HER2 proteini igin iki anlamli THK boyanma, 2+ : Tiimér hiicrelerinin en az
%10’unda, zay1if veya uniform olmayan yogunlukta komplet membrandz boyanma.

- HER2 proteini igin pozitif IHK boyanma, 3+ : Invaziv tiimdral hiicrelerin
%30’undan fazlasinda, uniform, yogun komplet membrandz boyanma.

Skor 2 olan olgularda, giincellenmis bir test ile, HER-2 gen amplifikasyonuna bakilmasi
Onerilmistir. (10)

1998°de United States Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
immiinohistokimyasal yontem (HercepTest;DakoA/S, Glostrup, Denmark) transtuzumab
tedavisine karar verilebilecek yontem olarak kabul edilmistir. (10) IHK evrensel olarak
kullanilan ucuz ve kolay bir yontem olup, en 6nemli dezavantaj1 bu yontemin sonuglarinin,
cerrahi materyal labrotuvara ulastig1 andan itibaren fiksasyon ve doku takibi siire¢lerindeki
farkliliklardan etkilenmesi nedeniyle standardizasyonun gii¢ olmasidir.

Fiksasyon agsamasinda; fiksasyona kadar gecen siire, 6rnek dilimlerin kalinligi,
fiksatifin tiirli, fiksasyon siiresi standardize edilmelidir. Tim bunlar, materyalin
antijenitesini degistirdiginden, IHK  sonuglarim1 etkiler. Bununla beraber, in situ
hibridizasyon protokollerindeki enzimatik sindirim siirelerini etkiler. Fiksasyon siiresi uzun

olanlarda false negatiflik; kisa olanlarda false pozitiflik artar. (10, 11)



Cerrahi materyalin, tespit solusyonuna en kisa siirede girmesi gerekir. Fiksatif
olarak %10 tamponlu formalin Onerilmektedir. Optimum tespit i¢in 0.5-1 cmlik
dilimlenmis materyal, en az 6, en ¢ok 48 saat tespit solusyonunda kalmalidir. Cerrahi
sinirlar incelenip, degerlendirme i¢in gerekli Onlemler alindiktan sonra, materyal
dilimlenerek, yeteri kadar formaline konmalidir. Ayirica, fiksasyon siiresi ile fiksasyona
kadar gegen siirenin kaydedilmesi gerekir. 1 saatten daha kisa siire tespit edilen igne
biyopsilerde IHK degerlendirilmesi gegersiz sayilmalidir (10).

Immiinohistokimyasal boyanma sonrasi; kenar etkisi, ezilme veya biiziisme
artefakti gosteren kor biyopsiler, normal duktuslarda membranéz boyanma gosteren
olgular ile kontrdlleri dogru ¢aligmamis drnekler degerlendirilmez. Membrandz boyanmay1
kapayacak kadar sitoplazmik boyanma olan olgular ile ilk sonugu borderline olan olgular
tekrarlanmali veya in situ hibridizasyon yapilmalidir. En 6nemli ve dikkat edilmesi
gereken noktalardan biri ise, degerlendirmenin yalnizca invaziv tiimér sahasinda
yapilmasidir (10).

Ayrica, IHK sonuglari, kullanilan antikor farkliliklarindan etkilenir ve sonuglarin
degerlendirilmesi nispeten subjektiftir yani degerlendiriciler arasi degiskenlik gosterebilir.
(78, 79) Kullanilacak antikorlarin, duyarlilik - 6zgiillik dereceleri, kullanilan antikor
dilusyonu ile antijen retrival yontemleri, sonuclari etkileyen diger parametrelerdir.
IHK’nin sonuglarinin degerlendirilmesi asamasinda, degerlendiren kisilerin egitim ve
yeterliligi ile otomatize yOntemlerin kullanilip kullanilmamasi, sonucun subjektifligini
belirleyen degiskenlerdir.

Aslinda THK sanilandan daha giivenilir bir yéntem olup, diger standart yontemler
ile korelasyonu yiiksektir. IHK ile skor 3 olarak degerlendirilen vakalarda ve negatif yani
skor 0 veya skor 1 olan vakalarda; IHK ile standart bir yontem olarak kabul edilen FISH
yontemi arasindaki korelasyon %90’lar civarindadir (13, 14, 15).
2.2.5.10.2 in Situ Hibridizasyon Yontemleri

In situ hibridizasyon yéntemleri, floresan, kromojen veya giimiis ile isaretlenmis
DNA problar1 kullanarak HER-2 gen kopya sayisinin farkli sekillerde gorsellestirerek
tespit edilmesine dayanir.
2.2.5.10.2.1 Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH frozen’da kullanilan, southern blot tekniginin analogudur. HER-2 gen
durumunu DNA diizeyinde belirleyen en giivenilir testlerden biridir. Floresanla
isaretlenmis DNA problar1 kullanilir. Ornek ile prob arasinda melez bir yap1 meydana

gelmesi sonucu sinyalizasyon olusur.



Nick translation yonteminde, DNA-polimeraz-1 kullanilarak, DNA’daki bazi
niikleotidler, isaretli analoglar ile yer degistirilir ve boylece DNA problar etiketlenmis
olur. Etiketli prob ve tiimor O6rnegi ayri ayr1 denatiire edildikten sonra birlikte 37
derecede, 4-16 saat hidridizasyon icin inkiibe edilir. Hibridizasyon sonrasi ortama,
etiketlenmis DNA probunu taniyan, florofor ile isaretli sekonder antikor eklenir ve boylece
istenilen DNA parcasi, floresanla isaretlenmis olur. Istenilen DNA sekansimi gosteren
floresan belirtegler, floresan mikroskobunda sayilir ve gen amplifikasyonu olup,
olmadigina karar verilir.

Tek renk FISH yonteminde, tek renk floresan boya ile isaretlenmis, 1 ¢esit DNA
probu kullanilir. Bu yontem, niikleus basina diisen ortalama HER-2 gen kopya sayisini
tespit eder. Bu oran biiylik 6 ise vaka amplifikasyon agisindan pozitif; kiiciik 4 ise vaka
amplifikasyon agisindan negatif kabul edilir. Cift renkli FISH de ise iki farkli renkte
floresan boya ile isaretlenmis iki DNA probu kullanilir. Ortalama 60 niikleus sayilir ve
HER-2/ CEP17 orani hesaplanir. Bu oran, biiylik 2.2 ise vaka amplifikasyon agisindan
pozitif; kiigiik 1.8 oldugu durumda vaka amplifikasyon agisindan negatif kabul edilir.

FiISH doku hazirlama asamalarindan az etkilenir ve kantitatifdir. FISH ile tespit edilen
yiiksek amplifikasyon veya IHK ile skor 3(+) olan vakalar, tiimériin HER-2 durumunu
klinik ve biyolojik olarak optimal ifade eder (80).

FISH ile IHK ile skor (+)3 pozitif olan olgularin korelasyonu miikkemmel iken; skor
(+)2 olan vakalarda FISH ile tespit edilen gen amplifikasyonu orani %25’tir (13, 80).

FISH’in dejavantajlari; floresan mikroskop kullanmak zorunlugu oldugundan,
karanlik sahada doku morfolojisini degerlendirme gii¢liigii, pahali ve zaman alict bir
yontem olmasi ile floresan sinyallerin solmasi nedeniyle, arsivlenememesi seklinde
sayilabilir (11). FISH kayitlar1 i¢in yalmiz fotograf arsivi olusturulabilir. Floresan
mikroskoplar1 tek basli oldugundan yeni patologlarin yetistirilmesinin giic olmasi veya
vakalarin mikroskop basinda tartisilamamasi diger dejavantajlaridir.
2.2.5.10.2.2 Kromojen In Situ Hibridizasyon (CISH)

Her-2/neu’ya karsilik komplementer isaretli probe kullanmak suretiyle gen kopya
sayisin1 belirlemede kullanilan bir yontemdir. Isaret icin digoksigenin veya biotin
kullanilabilir. Immiinohistokimyadaki saptama yontemine benzer bir ydntem kullanilarak
sonu¢ elde edilir. HRP ( horse redish peroksidaz) ile H202 substrat sistemi ve DAB
kromojen kullanilir. Diisiik amplifikasyonda, tiimor hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda,
niikleus basina 6-10 intraniikleer noktalanma; yiiksek amplifikasyonda ise niikleus basina

10’dan fazla sinyal izlenmesi gerekir. CISH skorlamasi sirasinda, 6 degerinin cut off



olmasinin nedeni her niikleus basina zaten ortalama 3-5 HER-2 gen kopyasinin bulundugu
seklindeki ampirik gozleme dayanmaktadir. Ama Kromozom 17 (Kr-17) polizomisine
bagl 6 dan fazla kopya olmasi durumunda yanlis pozitiflige veya monozomik bir hiicrede
4 kopya sayisina bagl yanlis negatiflige neden olabilir. FISH ile CISH arasinda iyi bir
korelasyon mevcuttur (81, 82).

CIiSH, normal 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirilir. Bu nedenle, gen kopya
sayis1 ve morfolojik degerlendirme arzu edilen hiicre gruplarinda yapilabilir . Ayrica
sinyaller solmadigindan, preparatlar kalic1 bir sekilde saklanabilir. Baz1 yazarlar, FISH
kadar duyarli olmadigini belirtmistir. Bir dejavantaji da, arada kalinan vakalar i¢in Kr-17
diizeyi arastirilmak amagcli ikinci bir preparatin boyanmasi gerekliligidir.
2.2.5.10.2.3 Silver Enhanced In Situ Hibridizasyon (SISH)

Metallografiye dayali yontemlerden biridir. Otometallografiye dayali yontem, yani
nanagold ile yapilan gold enhanced in situ hibridisation yontemine, GOLDFiSH; Enzim
metallografiye dayal1; silver enhanced in situ hibridisation yontemi ; SISH olarak
adlandirilir.

Bir olgudaki HER-2 durumu, invaziv kanserdeki her hiicredeki, HER-2 gen kopya
sayisinin; kromozom 17 kopya (Kr-17, Chrl7) sayisina oranlanmasi ile tespit edilir.
Tiimdre ait bir kesit lizerinde invaziv tiimdral alan HER-2 DNA probu ile; ayni timor
kesitinden hazirlanmis diger preparat ise Kromozom 17 probu ile Silver enhanced in situ
hibridizasyon yontemi kullanilarak isaretlenir.

Dinitrofenol ile isaretli DNA poblar1 kullanilir. Once primer antikor olarak
dinitrofenole karsi ‘rabbit-anti DNP’ antikoru ile inkiibe edilir. Sonra, horseredish
peroksidaz ile isaretli ‘goat antirabbit-HRP’ olan sekonder antikor ile inkiibe edilir. HRP,
H202, hidroquinon ve silver asetat ile reaksiyona girerek; metalik partikiillerin olusmasini
saglar. Enzim glimiis iyonlarinin metalik giimiise indirgenmesine yolacar. Hibridazasyon
olan hedef bolgede, 1 kopyaya kars1 1 partikiil (graniil) seklinde metal nanopartikiilleri
birikir.

Boylece, HER-2 gen durumu; x20, x40 veya x60’lik objektifler ile 151k
mikroskobunda kromozomal diizeyde tespit edilebilir.

Bu sinyallerin sayimi i¢in oncellikle hedef saha se¢imi yapilmalidir. Sayim, invaziv
karsinom alaninda yapilmalidir, in situ karsinom alaninda yapilmaz.

SISH ile boyanmis camlarda yeterlilik degerlendirilirken, timér iginde ve/veya
komsulugunda internal pozitif boyanma goriilmelidir. Pozitif kontrol ig¢in lenfositler,

fibroblastlar, endotel hiicreleri, makrofajlar kullanilabilir. Baz1 vakalarda HER-2/ Kr17 nin



tek kopyay1 temsil eden noktasinin biiytikliikleri farkli olabilir, bu graniil biiytikliikleri de
pozitif kontrollerle kiyaslamalidir. Pozitif kontrol tiim hiicrelerde trunkasyon artefakti
yliziinden goriilmeyebilir. Goriilebilen hiicrelerde, hiicre bagina 1-2 kopya seklinde, normal
HER?2 ve Kr17 sinyallleri bulunmalidir. Benzer sekilde, trunkasyon artefaktina bagli olarak
tiim karsinom hiicrelerinde de sinyal goriilmeyebilir. Dolayis1 ile sayim i¢in zayif veya
yeterince sinyalizasyon yoksa, ayni camdaki komsu alanlara ge¢ip sayim yapilir.

Timorler HER2 agisindan heterojen hiicrelerden meydana gelir; bu nedenle, genel
tiimor hiicre populasyonunu temsil eden ve ortalama en yiiksek sinyal sayisina sahip
niikleuslar sayilmalidir. Dev- iri niikleuslar, ¢ok kii¢iik niikleuslar, zayif boyananlar,
sikismig veya st liste binmis olanlar ile nekrotik niikleuslar sayilmaz. Sinyaller sayilirken
her noktalanma 1 puandir fakat graniillerin kiimelenmesi halinde:

e Kiiciik kiime (cluster) seklindeki sinyalizasyon; 6 puan alir

e Biiyiik kiime seklindeki sinyalizasyon ; 12 puan alir
Sinyaller sayilirken oncelikle semikantitatif metod (Metod -1) kullanilir. Bu yontemde,
semikantitatif olarak ortalama HER-2 ve Kr-17 sinyal sayisina karar verilir ve bunlar
oranlanir. Bu oranlar su sekilde yorumlanir:

1. HER/Chrl17 < 1.4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in negatiftir.

2. 1.4 <HER/Chrl7 <4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in borderline

3. HER/Chrl17 > 4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in pozitiftir.

Metod 1 ile borderline ¢ikan olgularda, metod 2’ye gecilir. Metod 2 (sekil 3)
kantitatif metoddur. Bu metod uygulanmadan 6nce yine HER-2 ve Kr-17 cam yeterlilikleri
degerlendirilir. Camlarin yeterliligi dogrulandiktan sonra, invaziv tiimoral alanda, uygun
hedef alanda, 20 hiicrede HER-2 sinyalleri sayilir. Sonra aymi alanda 20 hiicrede Kr-17
sinyalleri sayilir ve HER-2 sinyallerinin Kr-17 sinyallerine orani hesaplanir. Bu oran
1.8’den kiiciik ise olguda gen amplifikasyonu yoktur. Bu oran biiyilik 2.2 ise olguda gen
amplifikasyonu vardir. Oranin, biiyiik esit 1.8 ile kiiglik esit 2.2 arasinda olmasi1 halinde
metod 2a’ya gegilir.

Metod 2a’da metod 2’deki 20 hiicreye ek olarak, uygun komsu bir sahada, 20
hiicrede daha (toplam 40 hiicrede) HER-2 ve Kr-17 sinyali sayilir. Benzer sekilde, bu oran
1.8’den kiiciik ise olguda gen amplifikasyonu yoktur. Bu oran biiylik 2.2 ise olguda gen
amplifikasyonu vardir. Oranin, biiyiik esit 1.8 ile kii¢iik esit 2.2 arasinda olmasi halinde
olgu tartigmali yani borderline’dir (83). Borderline kabul edilen olgulardan oran 2’nin

tizerinde olanlarda ilag tedavisi kullanilabilir (10).



Sekil-2 HER-2 gen amplifikasyonunun SISH ile degerlendirilmesi, kantitatif metod,

Metod 2
HER-2 camu Ke-17 camt
Cam yeterli mi? Cam yeterli mi?
Hedef alan segilir Hedef alan segilir
Hedef alanda 20 hiicre niikleusunda Hedef alanda20 hiicre niikleusunda
HER?2 sinyali sayilir Kr-17 sinyali sayilir

e —

HER-2/ Kr-17 oran1 hesaplanir

Kiictik 1.8 negatif

[
2.2’den biiyiik pozitif

1.8 biiyiik esit ile kiiclik esit 2.2 arasindaki

olgular borderline; metod 2a’ya ge¢

SISH’in optimizasyonu i¢in cerrahi materyalin, %10’luk tamponlu formalin fikse edilmesi

ve Ornek kalinliginin 4 mikron olmasi onerilir. Su durumlarda test gegersizdir:
Xenograft kontrol camlarinda HER2 boyanmasi yoksa
HER?2 ve/veya Chr 17°de boyanmanin zayif olmas1 veya boyanma olmamasi
Kontrast boyanmanin olmamasi veya zayif olmasi
Kuruma artefakti
Nonspesifik boyanma-niikleer dust
Pozitif kontrolde zay1f/ hi¢ boyanma

SISH ile rutin takibe girmis dokularda veya arsivlenmis parafin bloklarda calisma

yapilabilmesi, 1s1k mikroskobunda degerlendirildiginden invaziv tiiméral sahanin



seciminin kolay olmasi, ¢cok basli 151k mikroskoplar1 sayesinde, olgularin tartisilabilir ve
yeni patologlarin yetistirilebilir olmasi, glimiisle isaretlenmis olan preparatlarin
saklanabilmesi ve boyanma silireci otomatize oldugundan giivenli olmasi, en Onemli
avantajlaridir. Ayrica tek gen kopyalarmi yiiksek sensitivite ile tespit etmesi, DNA
hedeflerini yiiksek ¢Oziiniirliik ile gostermesi ve zemin ile giiclii kontras sayesinde
sinyallerin rahat okunmasi da bunlar arasinda sayilabilir. (84)

Ayrica SISH, ASCO/CAP guideline’n 6nerdigi; Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) ile % 95 uyumlu olma kriterine uygundur. (17, 85, 86)

Brightfield Double In Situ Hybridizasyon ise, silver enhanced in situ yonteminin
benzeri olup, HER-2 sinyalleri aymi sekilde olusturulur ve siyah benekler seklinde
preparatta belirlenir. Kr-17 sinyalleri olusturmak i¢in ise, primer antikor olarak Alkalen
Fosfataz isaretli goat anti-rabbit antikor kullanilir ve reaksiyon naftil fosfat + fast red ile
gerceklestirilir. Bu reaksiyon sonucunda Kr-17 sentromeri kirmizi ve daha iri benekler
seklinde goriiniir hale gelir. SISH’in avantajlarina ek olarak, ayni timor hiicresinde, HER-

2 geni ve Kr-17 sentromeri isaretlenmis olur. (87)

Sekil 3: SISH yonteminde, iki ayr1 preparatta HER-2 gen ve Kr-17’nin

gosterilmesi

HER-2 Kr-17




2.2.5.10.3.1 Kromozom 17 polizomisi

Amplifikasyon kromozomun amplikon olarak adlandirilan bir segmentinin
tekrarlanmasi iken; andploidi kromozomun tiimiiniin sayisindaki degisikligi ifade eder ve
genellikle mitoz sirasindaki yanlis ayrilmadan kaynaklanir (79).

Kromozom 17 polizomisi, kullanilan yonteme ve ¢aligilan materyale gore degismek
kosulu ile, meme karsinomunda yaklasik 1/ 3’inde bulunur ve IHK ile skor 2 boyanan
olgularin 3/ 4’tinde mevcuttur (79). Bu da, HER-2 durumunu degerlendiren testlerde
karisikliga neden olabilir ve muhtemelen IHK ile genetik amplifikasyonu degerlendiren
testler arasindaki diskorelasyonun nedenlerinden biridir (88, 89). Bazi yazarlar Kr-17
polizomisinin HER-2 m —RNA veya protein overekspresyonuna neden olmadigini (79) bir
kismi ise ekspresyonda Kr-17 polizomisinin katkisint sinirli bulmustur (89).

226 kisilik vaka serisi iizerine yapilan bir ¢aligmada, FISH ile net HER-2 kopya
sayis1 degerlendirilerek veya HER-2/ Kr-17 orani hesaplanarak, borderline olan tiim
olgularda Kr-17 polizomisi tespit edilmistir. Ayrica polizominin tek basina HER-2 protein
overekspresyonuna neden olmadigi veya revers transkriptaz- PCR ile bakilan HER-2 m-
RNA diizeyinde artisa neden olmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, Kr-17 polizomisi ile
artmig timor grade’i, steroid reseptor negatifligi veya azalmis hastaliksiz sagkalim
arasinda iligki olmadigi belirtilmistir. Dolayisiyla, Kr-17 pozomisi goriilen tiimdrler,
HER-2 negatif tiimorlere daha ¢ok benzemektedir. Polizomik olgularin HER-2 hedefli
tedaviden fayda goriip gormeyeceklerini ise heniiz {izerine klinik ¢alisma yapilmasi
gereken bir alandir (88). IHK ile skor 3 boyanma olan, high polizomi olgularinda,
Transtuzumab’a yanit oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (79).

189 wvakalik baska bir calismada ise; HER-2 protein ekspresyonun en yiiksek
korelasyonu HER-2 gen kopya sayisi ile gosterdigi tespit edilmistir. Daha az olarak HER-
2/Kr-17 orant ile korelasyon gostermektedir. HER-2 protein ekspresyonunda Kr-17
polizomisinin katkis1 ise sinirlt bulunmustur (89).

415 serilik bir calismada, IHK ile pozitif boyanan hiicre miktarina, FISH ile HER-2
amplifikasyonuna ve Kr-17 polizomisi bakilmistir. 77 olguda polizomi tespit edilmis olup,

polizominin pozitif boyanan hiicre miktar1 ile korele oldugu fakat HER-2 amplifikasyonu



ile korelasyon gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica amplifikasyon olmayan ve Kr-17
polizomisi izlenen gruptaki olgularda, HER-2 amplifikasyonu olan gruba gore belirgin iyi
biyolojik 6zelliklere sahip tiimor varligi dikkati cekmistir (90).

2.2.5.11. Tam1 Aninda Hasta Yasi:

Tan1 aninda 50 yas altinda olan kadinlar en iyi prognoza sahip olanlardir. (51)
Amerikan ulusal kanser enstitiisii (NCI) Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER) programinda 1973 vel998 yillar1 arasinda tani almis hastalarda tiimoér boyutu,
grade ve rkin hastaliksiz sagkalim i¢in sabit olarak etkili oldugu ancak tiimor evresi ve
tan1 aninda hasta yasinin zamanla degisen etkisi oldugu gdsterilmistir (91). Ayrica yapilan
calismalarda bu konuda birbirinden farkli ve hatta birbirine zit sonuclar bildirilmistir.
Genglerde prognozun daha koti oldugunu (92) veya genglerde prognozun daha iyi
oldugunu (93) ileri siiren yayinlar mevcuttur. Baz1 yayimlarda ise yasla prognoz arasinda
iliski bulunmadigi bildirilmistir (94).
2.2.5.12. Gebelik:

Gebelikte veya laktasyon doneminde gelisen meme kanserleri, genelde diisiik
steroid reseptor ekpresyonu, yiiksek HER-2 ekspresyonu olan, daha kétii prognoza sahip
timorlerdir (51). Gebelik doneminde memenin fizyolojik 6zellikleri nedeniyle kiiciik
timorleri saptamak zordur ve genelde gebe hastalar daha ileri evrelerde
yakalanabilmektedir (18).
2.2.5.13. Bilateralite:

Invaziv meme karsinomu tanis1 alan bir hastanin, kars1 taraf memesinde karsinom
goriilme olasilig1, normal populasyona gore 5 kat daha olup, aile Oykiisii olanlarda bu oran
daha da fazladir. Lobiiler karsinomda bu oran, %25- 50 olabilir. (51) Senkron bilateral
meme karsinomu goriilen hastalar, tek tarafli karsinom goriilenlere gore daha yash olma
egilimindedir. (3) Meme kanserlerinin kii¢iik bir grubunu olusturan, bilateral senkron
meme kanserlerinde HER-2 amplifikasyonuna yonelik yapilan 58 vakalik bir ¢alismada,
bilateral senkron meme karsinomu olgularinda %71 oraninda HER-2 overekspresyonu
izlenirken; tek tarafli invaziv karsinom olgularinda HER-2 overekspresyonu %34.7
bulunmustur. Aradaki fark istatistiki olarak anlamli oldugundan bu bulgular ile, senkron
meme karsinomlarindaki artmis mortalitenin, artmig HER-2 ekspresyon insidansina bagh

olabilecegi belirtilmistir. (95)



2.2.6. Meme Kanserinde Evreleme

Meme karsinomunda, en ¢ok kullanilan evreleme sistemi, International Union aganist
Cancer (UICC) ve American Joint Comission on Cancer (AJC) ortak olusturduklari;
tiimor boyutu (T), lenf nodu (N) ve metastaz durumu’nu (M) ifade aden ‘TNM’
sistemidir. (51) Amerika Birlesik Devletlerinde NCI tarafindan yiiriitiilen SEER programi
1988- 2001 yil1 verilerine gore, 302763 hastanin 5 yillik takibine dayanan istatistiklerde,
relatif sag kalim oranlar1; Evre O ve Evre 1 hastalarda %100, Evre 2 hastalarda %86, Evre

3 hastalarda, %57 ve Evre 4 hastalarda %19.9 bulunmustur. (96)



Tablo 6: Meme kanserlerinde TNM evreleme sistemi

Primer tiiméor (T)

TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimére ait bulgu yok
Tis: Tis(DCIS), Tis(LCIS), Tis(Paget)
T1: Tiimoriin en biiylik ¢ap1 <2 cm
T1mic Mikroinvazyon (en biiyik ¢apt <0.1 cm)
Tla: 0.1 cm <en biiyiik ¢ap1 < 0.5 cm
Tlb: 0.5 cm <en biiyiik cap1 <1 cm
Tlc: 1 cm<en biiyiik gapt <2 cm
T2: 2 cm <tiimdriin en bitylik cap1 <5 cm
T3: Timoriin en bityiik capt > 5 cm
T4: Tiimoriin ¢apina bakilmaksizin, asagida
belirtilen sekillerde, gogiis duvarina veya cilde
direkt uzanim varsa
T4a: Gogiis duvarina ulasmis
T4b:  Meme derisinde 6dem (peau d’orange dahil)
veya iilserasyon veya ayn: memede satellit
deri nodiilleri
T4c:  T4a ve T4b birlikte
T4: Inflamatuar karsinom

Bolgesel lenf nodlari (N)

NX: Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1: Ay taraf aksillada, hareketli (sabit olmayan,

cevreye yapisik olmayan) lenf nodlarinda
metastaz
N2: Ay taraf aksillada, hareketsiz lenf nodlarinda
metastaz veya klinik olarak aksiller lenf nodu
metastazi yoklugunda, klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammary lenf nodlarinda
metastaz
Birbirine veya ¢evre yapilara yapisiklik
gosteren aksiller lenf nodlarinda metastaz
Klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi
yoklugunda sadece klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammary lenf nodlarinda
metastaz
N3: Ipsilateral infraklavikuler veya supraklavikuler

lenf nodlarinda metastaz veya klinik olarak
belirgin
internal mammary lenf nodlar ve aksiller lenf
nodlarinda birlikte metastaz
Infraklavikuler lenf nodlarinda metastaz
Aksiller ve internal mammary lenf nodlarinda
birlikte metastaz
Supraklavikuler lenf nodlarinda metastaz

N2a:

N2b:

N3a:
N3b:

N3c:

Uzak metastaz (M)

MX: Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO: Uzak metastaz yok
Mi1: Uzak metastaz var

Bolgesel lenf nodlar (pN)

pNX:  Bolgesel lenf nodlar degerlendirilemiyor
pNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
pN1mi: Mikrometastaz

(0.2 mm < tlimériin en biiyiik ¢ap1 <2 mm)
pN1: 1-3 ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz

ve/veya kln.olarak belirgin olmayan fakat
sentinal lenf nodu diseksiyonu ile saptanan
internal mammary lenf nodlarinda metastazs
pNla: 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz (en az
birinin
en biiylik ¢ap >2 mm)
pN1b: Sentinal lenf nodu diseksiyonu ile saptanan
internal mammary lenf nodlarinda metastaz)
pNlc: pNla ve pN1b birlikte
pN2: 4-9 ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz
veya aksiller lenf nodu metastazi yoklugunda,
klinik olarak belirgin internal mammary lenf
nodlarmda metastaz
pN2a: 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (en az
birinin
en biiyiik ¢apt >2 mm)
pN2b: Aksiller lenf nodu metastazi yoklugunda,
klinik
olarak belirgin internal mammary lenf
nodlarinda metastaz
>10 ipsilateral aksiller lenf nodunda veya
ipsil. infraklavikuler lenf nodlarmda veya
klinik olarak belirgin internal mammary lenf
nodlar1 beraberinde aksiller lenf nodlarinda
veya kln. olarak belirgin olmayan internal
mammary lenf nodlart beraberinde 3’ten fazla
aksiller lenf nodunda veya ipsilateral
supraklavikuler lenf nodlarinda metastaz
>10 aksiller lenf nodunda (en az 1’inin en
biiyiik capt >2 mm) veya infraklavikuler
lenf nodlarinda metastaz
Klinik olarak belirgin internal mammary lenf
nodlar1 beraberinde en az 1 veya daha fazla
aksiller lenf nodunda veya klinik olarak

pN3:

pN3a:

pN3b:

belirgin
olmayan internal mammary lenf nodlar1
beraberinde
3’ten fazla aksiller lenf nodunda metastaz
pN3c: Supraklavikuler lenf nodlarinda metastaz




2.2.7. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanser tedavisi, cerrahi, hormonoterapi, kemoterapi ve radyoterapiyi igerir.
Giliniimiizde cerrahi tedavide, modifiye radikal mastektomi, radikal mastektomi, basit
mastektomi ve parsiyel mastektomi (lumpektomi, segmentektomi) gibi farkli yontemler
uygulanmaktadir (47, 51).

Erken evre meme kanserleri genis ve mulifokal ise mastektomi, kiiclik ise meme
koruyucu cerrahi yapilir. Tiimoriin ne kadar zaman boyunca bulundugunu gdésteren timor
boyutu ve agresifligine isaret eden, lenf nodu tutulumu ile yiiksek grade, erken relaps ile
birlikte oldugundan, bu hastalara sistemik hormonoterapi veya kemoterapi verilir. HER-2
pozitif olan ileri evre metastatik meme CA tedavisinde, bu reseptorii hedef alan
monoklonal antikor (MADb) olan ‘transtuzumab’ (herceptin: Genentech, South San
Francisco, CA) gelistirilmistir. (6) Transtuzumab’in, 1998’de FDA tarafindan, metastatik
meme karsinomu tedavisinde kullanimi kabul edilmistir. (10) Ulkemizde ise, 2005 yilinda,
Saglik Bakanlig1 tarafindan, metastatik hastaligi i¢in bir veya daha ¢ok kez kemoterapi
goren hastalarin tedavisinde tek ajan olarak veya metastatik hastalii icin kemoterapi
gormemis hastalarin tedavisinde taksanlarla kombine olarak kullanimini onaylamistir.

Yapilan bir calismada, 234 hastaya standart kemoterapi verilmis; 235 HER-2
amplifikasyonu olan hastaya ise standart kemoterapiye ek olarak tedavi protokoliine
transtuzumab eklenmistir. Calisma sonucunda, transtuzumab cklenen , metastatik meme
karsinomlarinda, tedaviye yanit oranlarinda, yanit siiresinde, progresyon zamani ve
hayatta kalim oranlarinda artis tespit edilmistir (97). ileri evre metastatik meme tiimoriine
ek olarak, erken evre meme tiimdrlerinde de adjuvant kullaniminin, 1/2 ile 1/3 oraninda
mortalite ve rekiirrens riskini azalttig1 gosterilmistir (98).

Transtuzumab proteine baglanarak, her-2 nun giiclendirdigi tiimor hiicre
bliytimesini durdurur.

HER-2 pozitifligi ile endokrin tedaviye direng arasinda rolatif bir iliski vardir. (99)
Bunun yaninda, HER-2 pozitifligi ile nontaxane ve non antrasiklin tedavilere rolatif direng
varken; HER-2 amplifikasyonu olan hastalarda, tedavinin direk hedefi olan topiizomeraz-2
koamplifikasyonu oldugundan, antrasiklin bazli kemoterapi rejimlerine yanit iyidir. Fakat
transtuzumabin en 6nemli yan etkisi, antrasiklinlerle ortak olan kardiyotoksitedir. Sinirh
bir takip siiresine ragmen, transtuzumab tedavisi almis olan hastalarin %0.5-4.1’inde

semptomatik kardiyak yetmezlik goriilmiistiir (100).



Immiinohistokimya ile skor 0 veya 1 tespit edilen ve/veya gen amplifikasyonu olmayan
olgularda tedaviye transtuzumab eklenmesinin 6nemli istatistiksel yarar1 yoktur.

Bununla birlikte, siklikla triple negatif (ER-negatif, PR-negatif, c-erbB-2-negatif)
Ozellikte olan bazal fenotipteki invaziv meme kanserlerinde, hormonal terapi ve
trastuzumab tedavisi effektif degildir (101). Bu tiimorlerde siklikla EGFR (HERT1)
ekpresyonu goriilir ve bu nedenle HER1’i hedef alan, kiigiik molekiil tirozin kinaz

inhibitorleri ve terapotik antikorlar (cetuximab) gibi ¢esitli yeni ilaglar gelistirilmektedir.



3- GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirma Grubunun Tamimlanmasi

Bu calismada, Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Boliimiinde
ekim 2007 ile subat 2008 arasinda, boliimiimiizce primer timori degerlendirilerek invaziv
meme karsinomu tanis1 almis veya dis merkezlerden konsiilte edilmis ve tarafimizdan
tekrar degerlendirilmis, immiinohistokimyasal olarak HER-2 durumu, Cerb-B2 skor 2
olan, toplam 83 olgu incelenmistir. Bu grupda, primer tiimorii bizim tarafimizdan
degerlendirilen 64 tane modifiye radikal mastektomi ve aksiller diseksiyon yapilmis olgu,
6 tane eksizyonel biyopsi materyali, 4 tane insizyonel biyopsi materyali, 3 tane ise
metastatik lenf nodu eksizyonu mevcuttur. Primer tiimorii bizim tarfimizdan
degerlendirilmis, modifiye radikal mastektomi ve aksiller diseksiyon yapilmis olgulardan
1 tanesi mediiller karsinom, 4 tanesi mikst invaziv lobiiler ve invaziv duktal karsinom, geri
kalani ise invaziv duktal karsinom -NOS- tanist almistir. Eksizyonel biyopsi materyalerinin
tamami1 invaziv duktal karsinom, insizyonel biyopsi materyallerinden 1 tanesi invaziv
lobiiler karsinom, 3 tanesi invaziv duktal karsinom tanisi almistir. Eksize edilmis olan
metastatik lenf nodlarmin, 1’ine mikropapiller karsinom metastazi, 2’sine karsinom
metastazi tanisi verilmistir. 6 tane olgu ise dis merkezden konsiilte edilmis ve tekrar
degerlendirilmis eksizyonel biyopsi materyalidir. Bu olgulardan, 1’1 invaziv mikropapiller
karsinom, 1’1 invaziv lobiiler karsinom, 4’{i invaziv duktal karsinom tanilidir.

Ilk asamada, 83 adet, IHK ile CerbB2 skor 2 olarak degerlendirilen olguda hangi
oranda SISH yontemi ile HER-2 amplifikasyonu oldugu arastirilmigtir. Daha sonra ise, lenf
nodu metastazi eksizyonu digsindaki 80 olgu, SISH yontemi ile HER-2 amplifikasyonu olan
ve olmayan olarak kategorize edilmis ve bu gruplar hasta yasi, tiimor boyutu, histolojik
grade, niikleer grade, mitoz skoru, nekroz varligi, lenfovaskiiler invazyon varligi, steroid
reseptdr durumu ve lenf nodu metastaz varlifi ile sayisindan olusan prognostik
parametreler yoniinden geriye doniik olarak incelenmistir. Ayrica SISH yontemi ile Kr-17
polizomisi tespit edilen olgular da , olmayanlarla benzer olarak yukarida sayilan prognostik

parametreler bakimindan karsilagtirilmstir..

3.2 Histomorfolojik Degerlendirme

Boliimiimiizce primer timorleri degerlendirilmis olgular, %10’luk tamponlu nétral
formalinde, 6-12 saat fikse edilmis, rutin takip islemi sonrasi parafin bloklara gémiilmiis ve

5 mikron kalinliginda kesitler almip rutin olarak hematoksilen eozin ve



immiinohistokimyasal olarak ER, PR ve CerbB2 ile boyanmistir. Olgulara ait tiim
hemotoksilen eozin (HE) boyali preparatlar incelenmis ve belirtilen klinikopatolojik
parametreler yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica, CerbB2 calisilmak lizere se¢ilmis en
uygun bloktan hazirlanan adhezivli camlara 4 mikron kalinliginda kesitler alinirak,
Ventana BenchMark otomatik preparat boyayici ile SISH boyanmustir. SISH protokolii: 1-
Kr-17 boyanmasi sirasinsa su sekildedir; deparafinizasyon, sitrat muamelesi, ISH
proteazla inkiibasyon, Kr-17 probunun eklenmesi ve hibridizasyon i¢in inkiibasyon, Silver
C ile inkiibasyon, kontrast boya olarak hematoksilen ile inkiibasyon ve kontrast boyanma
sonrasi bluing ile inkiibasyon. 2- HER-2 boyanmasi; deparafinizasyon, sitrat muamelesi,
ISH proteaz ile inkiibasyon, HER-2 DNA probu ile hibridizasyon i¢in inkiibasyon, Silver C
ile inkiibasyon, hematoksilen ile kontrast boyama ve kontrast boyama sonrasi bluing ile
inkiibasyon basamaklarindan olusur. Proteaz siireleri ve DNA problari ile olan inkiibasyon
stireleri, doku morfolojisi korunarak, sinyallerin goriiniir kilindig1 optimal siire olacak
sekilde her materyal i¢in ayarlanmstir.

D1s merkezden boliimiimiize konsiilte edilen vakalarin raporlari, hazir bloklardan
elde edilen ve/veya ilgili merkezce gonderilmis HE boyanmis tiim preparatlar
incelenmistir. Bu olgulara IHK calisilarak c-erbB2 skorlar1 2 olarak dogrulanmistir. Hazir
gonderilen bloklardan, adhezivli camlara 4 mikron kalmliginda kesitler almirak SISH
calisiimastir.

Histomorfolojik parametreler asagidaki gibi degerlendirilmistir:

3.2.1 Tiimor Boyutu

Tiimorlerin en biiylik ¢aplari (cm) alinmis ve ilk olarak asagidaki gibi gruplanarak

incelenmistir.
. <2cm
2. 2,1-5cm
3. S5cm

Olgular daha sonra, tiimdr boyutu < 5 cm ve tiimor boyutu > 5 cm seklinde iki grup halinde

incelenmistir.

3.2.2 Timor Histolojik Grade

Tiimdrler oncelikle modifiye Bloom-Richardson sistemi kullanilarak ii¢ grupta
incelenmistir.

1. Gradel



2. Grade?2

3. Grade3
Daha sonra ise, grade 1 ve grade 2 tiimorleri iceren gruplar birlestirilerek diistik grade’li
tiimor grubu ve Grade 3 tiimorler yiiksek grade’li timor grubu seklinde tekrar kategorize

edilmistir.

3.2.3 Niikleer Grade

Timorler ilk asamada modifiye Bloom-Richardson sisteminin bir bileseni olan niikleer
pleomorfizm derecesine gore ii¢ gruba ayrilmistir.

1. Skor 1: Kiigiik, regiiler, uniform hiicreler

2. Skor 2: Boyut ve degiskenlikte orta derecede artis

3. Skor 3: Belirgin boyut ve sekil farklilig
Daha sonra ise, skor 1 ve skor 2 niikleer grade’e sahip gruplar birlestirilerek diisiik niikleer
grade’li tiimor grubu ve niikleer grade’i 3 olanlar ise yliksek niikleer gradeli timdr grubu

seklinde tekrar kategorize edilmistir.

3.2.4 Mitoz Skoru

Timoriin periferik kisimlarinda ve en fazla mitoz bulunan alandan baglanarak ardisik 10
biiylik biiyiitme sahasinda (Olympus BX51, x400, goriintii alan ¢ap1 0,55 mm) mitoz
say1lmistir. Mitoz skoru 6nce 3 grupta incelenmistir.

1. Skor 1: < 8 mitoz

2. Skor 2: 9-17 mitoz

3. Skor 3: > 18 mitoz
Daha sonra ise, skor 3 ve skor 2 mitotik skora sahip timor gruplar birlestirilerek ytiksek
mitotik skora sahip grup olusturulmustur. Skor 1 grup ise diisiik mitotik skora sahip grup

olarak kabul edilerek yeni bir kategorizasyon yapilmistir.

3.2.5 Tiimor Nekroz Varhgi

Tiimdr nekroz varlig1 herhangi bir ‘cut off” degeri veya derecelendirme kullanilmadan iki
grupta incelenmistir.
1. Tumor nekrozu var

2. Tiumor nekrozu yok



3.2.6 Lenfovaskiiler invazyon

Tiimériin lenfovaskiiler invazyonu HE boyali kesitlerde incelenmistir. Inceleme tiimor
kitlesinin periferinde yapilmistir. Lenfatik ve kan damar1 ayirimi yapilmaksizin endotelle
doseli bosluklarda tiimor hiicre varligi degerlendirilmistir. Siipheli bazi1 vakalarda CD31
immiinohistokimyasal boyasiyla, damar duvarinda boyanma ile lenfovaskiiler invazyon
varligina karar verilmistir. Lenfovaskiiler invazyon varligi iki grupta incelenmistir.

1. Lenfovaskiiler invazyon var

2. Lenfovaskiiler invazyon yok

3.2.7. Lenf Nodu Metastazi

Lenf nodu metastaz varligina ve metastaz olan lenf nodlarinin sayisina gore dort grupta
incelenmistir.

= Metastaz durumu bilinmiyor

* Metastaz yok

= Metastaz i¢ceren lenf nodu sayis1 < 3

= 4 < Metastaz i¢eren lenf nodu sayis1 <9

= Metastaz igeren lenf nodu sayist > 10
3.3 immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal ~calisma, tiimorii primer olarak bizim tarafimizdan
degerlendirilmis, %10’luk tamponlu formalinde fikse edilmis dokularin  parafin
bloklarindan hazirlanan veya dis merkezden gonderilmis hazir parafin bloklardan elde
kesitlerde yapilmistir. Bu kesitlerii 1 gecelik 37 C’de etiivde deparafinizasyonu sonrasi,
Ventana otomatik preparat boyayicistyla boyanmustir.

Internal pozitif kontrolii olmayan tiim boyanacak perapatlara, boyanacak doku
disinda, baska bir adehezivli cama veya ayni adhezivli cama, boyaya 6zgii pozitif kontrolii
temsil eden dokudan 6rnek alinmustir .

ER ve PR i¢in invaziv tiimoral alandaki niikleer boyanmalarin siddet ve yiizdesi
degerlendirilmis, CerbB2 skorlamast ASCO/CAP 2007 onerileri dogrultusunda, membran
boyanmalar degerlendirilerek yapilmistir (10).

ER i¢in boyanma olmamasi veya %10’un altinda invaziv tiimdral hiicrelerde niikleer
boyanma olmasi, PR i¢in boyanma olmamasi veya %5’in altinda invaziv tiimdral
hiicrelerde niikleer boyanma olmasi negatif olarak kabul edilmistir. ER ve PR i¢in kontrol

olarak meme tiimorii ve ayrica internal konrol olarak normal meme asini ve



duktuslarindaki liiminal epitel hiicreleri, C-erbB-2 i¢in kontrol olarak meme timori
kullanilmistir.

C-erbB-2 icin, ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncology/College of
American Pathologists) tarafindan uygulanan HER2 protein ekspresyon klasifikasyonu
kullanilarak skorlama yapilmistir. Buna gore; tiimor hiicrelerinin %10’ undan fazlasinda ve
%30’unun altinda, zayif veya uniform olmayan yogunlukta komplet membrandz boyanma

olan olgular skor 2 kabul olarak degerlendirilmis ve ¢calismaya dahil edilmistir.

Tablo 7: Kullanilan primer antikorlarin ozellikleri

PRIMER KLON, TiP DILUSYON FIRMA BOYANMA

ANTIKOR PATERNI

ER SP1, RABBIT | 1/200 NEOMARKERS NUKLEER
MONOKLONAL

PR SP2, RABBIT | 1/400 THERMO NUKLEER
MONOKLONAL SCIENTIFIC

C-ERB-B2 NEU AB 12 1/150 THERMO MEMBRANOZ

SCIENTIFIC

3.4 Silver In Situ Hibridizasyon ile HER-2/ Kr-17 ile Boyama ve Degerlendirme

%10’luk tamponlu formalinde fikse edilmis dokularin parafin bloklarindan, hormon
reseptorleri ile CerbB2 boyama yapilmis olanlar secilerek, adhezivli camlara alinan
kesitler, 1 gecelik 37 C’de etiivde deparafinizasyon sonrasi, Ventana BechMark XT
otomatik preparat boyayicisiyla (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona) farkli
protokoller ile boyanmustir.

Boyanma sonuglari, invaziv tiimoral sahada, 151k mikroskobunda (20x, 40x objektif ),

tiretici firmanin klavuzuna uygun olarak, semikantitatif yontem (metod 1) veya kantitatif



yontemle (metod 2 veya metod 2a) degerlendirilmistir. Sinyaller sayilirken her
noktalanma 1 puan olarak sayilmistir fakat graniillerin kiimelenmesi halinde:

v Kiigiik kiime (cluster) seklindeki sinyalizasyon; 6 puan

v’ Biiyiik kiime seklindeki sinyalizasyon ; 12 puan verilmistir

Semikantitaif yontemde, hedef sahada, 20 hiicrede, ortalama HER-2 ve Kr-17 sinyal
sayilarina karar verilmis ve bu sayilar oranlanmistir. Bu oranlar sonucunda olgular su
sekilde kategorize edilmistir;

e HER/Chrl7 < 1.4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in negatif

e 1.4 <HER/Chrl7 <4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in borderline

e HER/Chrl7 >4 ise HER2 gen amplifikasyonu i¢in pozitif

Borderline ¢ikan olgularda, metod 2’ye gegilmis ve 20 hiicrede HER-2 ve Kr-17
sinyalleri sayilmistir. Daha sonra sinyal sayilar1 oranlanmistir. Bu oran 1.8’den kiigiik ise
olguda gen amplifikasyonu yok, biiylik 2.2 ise olguda gen amplifikasyonu var olarak
kabul edilmistir. Oranin, biiyiik esit 1.8 ile kiiclik esit 2.2 arasinda olmasi halinde metod
2a’ya gecilmistir.

Metod 2a’da metod 2’deki 20 hiicreye ek olarak, uygun komsu bir sahada, 20
hiicrede daha (toplam 40 hiicrede) HER-2 ve Kr-17 sinyali sayilmistir. Benzer sekilde, bu
oran 1.8’den kiiciik ise olguda gen amplifikasyonu yok, biyiikk 2.2 ise olguda gen
amplifikasyonu var olarak degerlendirilmistir. Oranin, biiyiik esit 1.8 ile kiigiik esit 2.2
arasinda olmasi halinde olgu tartismali yani borderline kabul edilmistir.

Calismaya dahil edilmis olan tiim olgularda, pozitif internal kontrol olarak
kullanilan lenfositler, endotel hiicreleri, fibroblastlarda 1-2 noktalanma seklinde boyanma
gOriilmiistiir.

Bu degerlendirmelerin 1s18inda, HER-2 amplifikasyonu acisindan 2 grup
tanimlanmustir.

1- HER-2 amplifikasyonu olan grup
2- HER-2 amplifikasyonu olmayan grup (negatif + borderline
olgular)

Tiim olgularin Kr-17’ye ait SISH ile boyanmis camlar1 degerlendirilmis ve hiicre
basina diisen ortalama Kr-17 sinyal sayis1 tespit edilmistir. Hiicre basina diisen ortalama
Kr-17 sinyal sayisi, 3 ve 3’iin listlinde sinyal igceren olgular Kr-17 agisindan polizomik
kabul edilmistir. Buna gore 2 kategori tanimlanmuigtir.

1- Kromozom 17 polizomisi olan grup

2- Kromozom 17 polizomisi olmayan grup



3.5 istatiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL,
United States) for Windows 11.5 paket programinda yapilmistir. Tanimlayici istatistikler
siirekli ol¢iimlii degiskenler i¢in ortalama + standart sapma veya ortanca (minimum-
maksimum) seklinde, kalitatif degiskenler ise gbzlem sayis1 ve (%) olarak gdsterilmistir.
Gruplar arasinda yas ortalamalar1 yoniinden farkin onemliligi Student’s t testi ile
metastatik lenf nodu sayis1 ve en biiylik metastatik lenf nodu ¢apina ait ortanca degerler
yoniinden farkin onemliligi ise Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Kalitatif
degiskenler Pearson’un Ki-Kare veya Fisher’in Tam Sonuglu Olasilik testi ile

incelenmistir. p<0.05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



4- BULGULAR

4.1. Immiinohistokimya ve Silver Enhanced In Situ Hibridizasyon (SISH) Yéntemi ile
Tespit Edilen Bulgular

Calismanin ilk agamasina dahil edilen 83 adet immiinohistokimya ile Cerb-B2 skor
2 tespit edilen olgudan, 26 olguda (% 31.3) SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu oldugu
tespit edilmistir. (Resim1, Resim 2) 57 olguda (% 68.6) SISH ile HER-2 gen
amplifikasyonu olmadigi tespit edilmistir. (Resim 3)
Prognostik parametreler ile iliskisi arastirilan 80 olgudan, 16 adet olguda (%20) Kr-17
polizomisi tespit edilmis (Resim 4), 64 (%80) olguda Kr-17 polizomisi olmadig1
goriilmiistiir.

Steroid reseptor durumu arastirilan 80 hastadan 65°inde (%81.2) Gstrojen reseptorii
(ER) pozitif, 15 olguda (%18.7) ER negatifdir. Progesteron reseptorii ise 63 olguda (%
78.7) pozitif, 17 olguda (% 21.2) negatiftir. Steroid reseptdrlerinden en az biri pozitif olan
(ER ve PR pozitif + ER veya PR pozitif) olgu sayis1 ise 70’dir (87.5). ER ve PR’nin her
ikisinin de negatif saptandigi olgu sayis1 10°dur (% 12.5).



A. HE, X200 B. iHK, CerbB2, X200

C. SISH, HER-2, X400 D. SISH, Kr-17, x400

Resim 1: SISH ile HER-2 amplifikasyonu saptanan olgu (Metod 1)
Invaziv duktal karsinom, grade3, THK ile CerbB-2 skor 2 olgu. SISH ile HER-2"de kiiciik biiyiik

kiimelenmeler, Kr-17 ile hiicrelerde 1-2 graniil seklinde normal paternde boyanma izlenmistir.
Semikantitatif yontemle, 20 hiicrede tespit edilen HER-2 / Kr-17 sinyal say1s1 > 4 oldugundan
olguda HER-2 amplifikasyonu vardir seklinde sonu¢landirilmistir.



A. HE, X100 B. iHK, CerbB2, X200

C.SISH, HER-2, X400 D.SISH, Kr-17, X400

Resim 2: SISH ile HER-2 amplifikasyonu saptanan olgu (Metod 2)
Invaziv duktal karsinom, grade 3 ve Cerb-B2 skor 2 olgu. SISH ile HER-2"de ¢ok sayida graniil,

Kr-17 ile hiicrelerde 1-2 graniil seklinde normal paternde boyanma izlenmistir. Kantitatif yontemle,
20 hiicrede tespit edilen HER-2 / Kr-17 sinyal sayis1 > 2.2 oldugundan olguda HER-2

amplifikasyonu vardir seklinde sonuglandirilmistir.



A.HE, X200 B.IHK, CerbB2, X200

C.SISH, HER-2, X400 D.SISH, Kr-17, X400

Resim 3: SISH ile HER-2 amplifikasyonu saptanmayan olgu

Invaziv duktal CA, grade2 ve Cerb-B2 skor 2 olgu. SISH ile HER-2 ve Kr-17’de hiicre basma 1-2 graniil
seklinde boyama mevcut. 20 hiicre sayildiginda olgu borderline bulunmus ve 40 hiicre sayilip HER-2 sinyal
sayisi, Kr-17 sinyal sayisina oranlandiginda, sonug < 1.8 ¢iktigindan, olguda HER-2 amplifikasyonu yoktur

seklinde sonug¢landirilmigtir



A. HE, X 200 B. THK CerbB2, X400

C.SISH, HER-2, X400 D.SISH, Kr-17, X400

Resim 4: SISH ile Kr-17 polizomisi saptanan olgu
Invaziv duktal grade 2 ve Cerb-B2 skor 2 olgu. SISH ile HER-2’de 1-2 graniil seklinde normal paternde

boyanma, Kr-17’de ise hiicre basina ortalama olarak 3’ten fazla graniil izlenmistir. Olgu Kr-17 agisindan

polizomik kabul edilmistir.



4.2. Olgularin Prognostik Parametreler Yoniinden Tanimlanmasi

Prognostik parametreler ile kiyaslanmaya dahil edilen 80 olgunun 79 tanesi kadin
hasta, 1 tanesi erkek hasta olup, en geng hasta 25 yasinda, en yash hasta 88 yasindadir.
Ortalama yas 54.8 (+ 12.8) ortanca yas ise 53.5 olarak hesaplanmustir.

Tiimdr ¢aplart incelendiginde, mininum timor ¢ap1 1 cm, maksimum timdr ¢ap1 ise 9
cm’dir. Ortalama timor ¢ap1 3.08 (£ 1.79) ortanca tiimor ¢api ise 2.5 cm’dir. 20 olguda
tiimor boyutu kiiciik esit 2cm, 46 olguda 2.1 ile 5 cm arasinda, 14 olguda ise 5.1 cm’nin
istiindedir. Olgularin 66’sinda (%78) tiimor boyutu kiiciik esit 5 cm; 14’tinde (% 22)
biiylik 5 cm’dir.

Olgular tiimorlerin histolojik grade’ine gore incelendiginde, 7 olgu (% 8.7) grade 1
,41 olgu (% 51.2) grade 2 ve 32 olgu (% 40) grade 3’tiir. Diislik grade’li tiimorleri
olusturan gruptaki (grade 1 + grade 2) olgu sayis1 48 (% 60 ), yiiksek grade’li tiimdrleri
olusturan gruptaki (grade 3) olgu sayis1 32’dir (% 40 )

Tiimorler niikleer grade’lerine gore incelendiginde, 8 olgu (%1) grade, 38 olgu
(%47.5) grade 2 ve 34 olgu (% 42.5) grade 3’tiir. Diisiik niikleer grade’li ( niikleer grade 1
+ niikleer grade 2) olgu sayis1 46 (% 57.5 ) ve yiiksek niikleer grade’li olgu sayis1 34 tiir
(% 42.5).

Tiimorler mitotik skorlar1 yoniinden incelendiginde, mitotik skor olgularin 30’unda
(% 37.5) skor 1, 32’sinde (% 40) skor 2 ve 18 olguda (% 22.5 ) skor 3’tiir. Mitoz skoru <
8 (skor 1) olan gruptaki olgu sayis1 30 (% 37.5), mitoz skoru > 9 olan (skor 2+ skor 3)
gruptaki olgu sayis1 50°dir. (% 62.5)

Incelenen olgularm 29’unda (%36.2) lenfovaskiiler invazyon saptanmustir. 51
olguda (%63.7) ise lenfovaskiiler invazyona rastlanmamustir .

Olgularin 19’unda (% 23.7) tiimor nekrozu tespit edilmis; 61’inde (% 76.2) tiimor
nekrozu goriilmemistir .

Olgular aksiller lenf nodlarinda metastaz varligir yoniinden incelendiginde 16 (%
20) olgu eksizyonel biyopsi materyali oldugundan aksiller lenf nodu durumu
bilinmemektedir. (Nx) 25 hastada (%31.2) lenf nodu metastazi izlenmemistir. ( NO ) 39
hastada (% 48.7) lenf nodu metastazi vardir. Bunun dagilimi ise su sekildedir; metastatik
lenf nodu sayis1 20 olguda 1 ile 3 arasinda (N1), 6 olguda 4 ile 9 aras1 (N2) ve 13 olguda
10’nun tizerindedir. (N3) Minimum metastatik lenf nodu sayis1 0, maksimum metastatik
lenf nodu sayisi 49 olup ortalama metastatik lenf nodu sayisi 3.9 (+8.1) olarak

hesaplanmistir. En biiylik metastatik lenf nodu ¢apt 4 cm, en kiiciik metastatik lenf



nodunun ¢ap1 ise 0.5 cm’dir. Ortalama metastatik lenf nodu cap1 1.9 (£ 0.87) olarak
hesaplanmustir.
4.3 SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu bulunan ve amplifikasyon bulunmayan
gruplarin karsilastirilmasi

Calismanin ikinci agamasina dahil edilen 80 adet olgudan, SISH yontemi ile 24 (
%30) olguda, HER-2 gen amplifikasyonu izlenmis; 56 (%70) olguda gen amplifikasyonu
izlenmemistir. Olgular HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan seklinde iki gruba
ayrilmis ve bu iki grup prognostik parametreler ile olan iligkileri agisindan kiyaslanmustir.

SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen grupta mininum yas 25,
maksimun yas 78, ortanca yas 50.0 ve ortalama hasta yas1 50.3 (x11.4) olarak
bulunmustur. SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu olmayan grupta (n= 56), minimum yas
30, maksinum yas 88 iken ortanca yas 54.0 ve ortalama hasta yas1 56.7 (+13.0) olarak
hesaplanmistir. HER-2 gen amplifikasyonu agisindan, gruplar arasi ortalama yas farki,
istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen (p=0.039) (Tablo 8), klinik olarak her iki grup

da postmenapozal hasta grubunu temsil etmektedir.

Tablo 8: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin ortalama hasta

yas1 yoniinden karsilastirilmasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p

Yas 56.7+13.0 50.3+11.4 0.039

Olgular tiimor boyutlar1 yoniinden incelendiginde; SISH ile HER-2 gen
amplifikasyonu tespit edilen grupta minimum tiimor ¢api 1.5 cm, maksimum tiimor ¢apt 7
cm, ortanca timor cap1 2.5 cm ve ortalama tiimor ¢ap1 3.36 cm (£ 1.7) olarak saptanmistir.
SISH ile gen amplifikasyonu bulunmayan grupta minimum tiimor ¢cap1 1 cm, maksimum
tiimor ¢ap1 9 cm, ortanca timdor ¢ap1 2.5 cm ve ortalama timar ¢ap1 2.9 (£1.6) cm’dir.
HER-2 gen amplifikasyonu olan 24 olgudan 3’iinde (%]12.5) tiimor boyutu 2 cm ve
altinda, 15’inde (%62.5) 2.1-5 cm arasinda, 6’sinda (%25.0) 5 cm’den biiyiiktiir. HER-2
gen amplifikasyonu olmayan 17 (%30.4) olguda tiimoér boyutu 2 cm ve altinda ; 31
(%55.4) olguda, 2.1-5 cm arasinda; 8 (%14.3) olguda 5 cm’nin lizerindedir. (Tablo 8A)
HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen 18 (%75.0) olguda tiimdr boyutu < 5 cm, 6
(%25.0) olguda tlimor boyutu > 5 cm’dir. HER-2 gen amplifikasyonu olmayan 48 (%85.7)




olguda tiimor boyutu < 5 cm, 8 (%14.3) olguda tiimdr boyutu > 5 cm saptanmaistir. (Tablo

9B)

HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda timdér boyutu

yoOniinden istatistiksel anlamli fark bulunmamaistir (p=0.183 ve p= 0.336) (Tablo 9A-B).

Tablo 9-A: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor

boyutu yoniinden ii¢ grupta karsilastirilmasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) P
T Evresi 0.183
T1 (<2cm) 17 (%30.4) 3 (%12.5)
12 (2.1-5 cm) 31 (%55.4) 15 (%62.5)
13 (>5cm) 8 (%14.3) 6 (%25.0)
Tablo 9-B: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor
boyutu yoniinden iki grupta karsilastirilmasi
Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) P
T Evresi 0.336
T1-T2 (< 5cm) 48 (%85.7) 18 (%75.0)
13 (> 5cm) 8 (%14.3) 6 (%25.0)

Olgular tiimorlerin histolojik grade’ine gore incelendiginde, 7 olgu grade 1, 41

olgu grade 2 ve 32 olgu grade 3’tiir. Diislik grade’li tiimdrleri olusturan gruptaki (grade 1

+ grade 2) olgu sayis1 48, yiiksek grade’li tlimorleri olusturan gruptaki (grade 3) olgu sayisi

32’dir.

HER-2 gen amplifikasyonu olan 24 olgudan 1’1 (%4.2) gradel, 12’si (%50.0)

grade 2 ve 11’1 (%45.8) grade 3’tiir. HER-2 gen amplifikasyonu olmayan 56 olgudan 6’s1
(%10.7) grade 1, 29’u (%51.8) grade 2 ve 21°1 (%37.5) grade 3’tiir. (Tablo 9A)

Amplifiye olgulardan 13’1 (%54.2) diisiik grade’li, 11°1 (%45.8) yiiksek grade’lidir.

(Tablo 9-B). Amplifikasyon goriilmeyen olgularin 35’1 (%62.5) diisiik grade’li ve 21’1

(%37.5) yiiksek grade’lidir. (Tablo 10B)




HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda histolojik grade

yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir . (p=0.538 ve p= 0.336) (Tablo

10A-B)

Tablo 10-A: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor

Histolojik grade’i acisindan ii¢ grupta karsilastiriimasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p
Timor Histolojik Grade’i 0.538
Grade 1 6 (%10.7) 1 (%4.2)
Grade 2 29 (%51.8) 12 (%50.0)
Grade 3 21 (%37.5) 11 (%45.8)
Tablo 10-B: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor
Histolojik grade’i acisindan iki grupta karsilastirilmasi
Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p
Timor Histolojik Grade’i 0.486

Diistik Grade (Grade 1 + Grade 2)
Yiiksek Grade (Grade 3)

35 (%62.5)
21 (%37.5)

13 (%54.2)
11 (%45.8)

Tiimorler niikleer grade’lerine gore incelendiginde, 8 olgu grade 1, 38 olgu grade 2
ve 34 olgu grade 3 niikleer 6zellikler gostermektedir. Diisiik niikleer grade’li ( niikleer
grade 1 + niikleer grade 2) olgu sayis1 46 ve yiiksek niikleer grade’li olgu sayis1 34 tiir.
HER-2 gen amplifikasyonu olan 24 olgudan 2’sinin (%8.3) niikleer grade’i 1, 8’inin
(%33.3) grade 2 ve 14’niin (%58.3) grade 3’tiir. Amplifikasyon tespit edilmeyen 56
olgudan 6’smin (%10.7) niikleer grade’i 1, 30’ unun (%53.6) grade 2 ve 20’sinin (%35.7)
grade 3’tiir. (Tablo 11-A)

Amplifikasyon goriilen olgulardan 13’1i(%54.2) diisiik niikleer grade’e sahipken,
11°1 (%45.8) yliksek niikleer grade’e sahiptir. Amplifikasyon goriilmeyen 36 (%64.3)
olgunun niikleer grade’i diisiik, 20 (%35.7) olgunun niikleer grade’i yiiksek tespit
edilmistir. (Tablo 11-B)



HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda tiimor niikleer grade

yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p=0.168 ve p=0.061) (Tablo

11A-B).

Tablo 11-A: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor

niikleer grade’i agisindan ii¢ grupta karsilastirilmasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p
Niikleer Grade 0.168
Grade 1 6 (%10.7) 2 (%8.3)
Grade 2 30 (%53.6) 8 (%33.3)
Grade 3 20 (%35.7) 14 (%58.3)
Tablo 11-B: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin tiimor
niikleer grade’i acisindan iki grupta karsilastirilmasi
Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p
Niikleer Grade 0.061
Diistik Grade (gradel + grade?2) 36 (%64.3) 10 (%41.7)
Yiiksek Grade (grade 3) 20 (%35.7) 14 (%58.3)

Olgular ilk asamada mitoz sayisina gore skor 1 (<8 mitoz), skor 2 (9-17 mitoz) ve
skor 3 (>18 mitoz) olarak siniflanmistir . Buna gore tlimdrler mitotik skorlar1 yoniinden
incelendiginde, mitotik skor olgularin 30’unda skor 1, 32’sinde skor 2 ve 18 olguda skor
3’tiir. Diislik mitotik skora sahip, yani mitoz skoru < 8 (skor 1) olan gruptaki olgu sayis1
30’dur. Yiiksek mitotik skora sahip, yani mitoz skoru > 9 olan (skor 2+ skor 3) gruptaki
olgu sayis1 50°dir.

HER-2 gen amplifikasyonu olan 24 olgudan 5’inde (%20.8) mitotik skor 1,
14’tinde (%58.3) skor 2 ve 5’inde (%20.8) skor 3°tiir. Amplifikasyon olmayan grupta ise
olgularin 25’inde (%44.6) mitotik skor 1, 18’inde (%32.1) mitotik skor 2 ve 13’linde
(%23.2) skor 3’tiir. (Tablo 12-A)

Amplifikasyon goriilen olgulardan 5’inde (%20.8) diisiik mitotik skor (skor 1), 19°’unda
(%79.2) yiiksek mitotik skor (skor 2+skor 3) tespit edilmistir. Amplifikasyon olmayan
grupta ise olgularin 25’inde (%44.6) diisiik mitotik skor, 31’inde (%55.4) yliksek mitotik
skor bulunmustur. (Tablo12-B)




HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda tlimor mitotik skoru

yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir. (p=0. 044) (Tablo 12-B, Sekil-4).

Tablo 12-A: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin mitotik skor

yoniinden 3 grupta karsilastirilmasi

SISH (-) (n=56)

Degisken SISH (+) (n=24) p
Mitoz 0.065
Skor 1 25 (%44.6) 5 (%20.8)
Skor 2 18 (%32.1) 14 (%58.3)
Skor 3 13 (%23.2) 5 (%20.8)
Tablo 12-B: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin mitotik skor
yoniinden 2 grupta karsilastirilmasi
Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p
Mitoz 0.044

Diistik mitotik skor (Skor 1)
Yiiksek mitotik skor (Skor2+ 3)

25 (%44.6)
31 (%55.4)

5 (%20.8)
19 (%79.2)

Yiizde (%)

Skor 1

B SISH (-) B SISH (+)

Skor 2-3

100 7~~~ -

Sekil 4. SISH Sonuclarina Gore Mitotik Skor Bulgularinin Dagihm




Olgular lenfovaskiiler invazyon agisindan incelendiginde, olgularin 29°unda
lenfovaskiiler invazyon saptanmaistir. 51 olguda ise lenfovaskiiler invazyona
rastlanmamustir .

HER-2 gen amplifikasyonu olan 24 olgudan 13’iinde (%56.5), HER-2 gen
amplifikasyonu bulunmayan 56 olgudan ise 16’sinda (%28.6) lenfovaskiiler invazyon
saptanmistir. HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda lenfovaskiiler
invazyon bulunmasi yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p=0.019)

(Tablo 13, Sekil-5).

Tablo 13: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin lenfovaskiiler

invazyon yoniinden karsilastirilmasi

Degisken SiSH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) p

Lenfovaskiiler Invazyon 16 (%28.6) 13 (%56.5) 0.019
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Sekil-6: SISH Sonuclarina Gére LVI Bulgularimin Dagihim

Olgularin 19’unda (% 23.7) tiimdr nekrozu tespit edilmis; 61’inde (% 76.2) timor
nekrozu goriilmemistir. HER-2 gen amplifikasyonu goriilen olgulardan 5’inde (%20.8),
amplifikasyon goriilmeyen olgularin ise 14’tinde (%25.0) tiimdr nekrozu mevcuttur.
HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda tlimor nekrozu bulunmast
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p= 0.688).

Olgular aksiller lenf nodlarinda metastaz varlig1 yoniinden Nx (lenf nodu durumu

bilinmiyor), NO (metastatik lenf nodu yok), N1 (1-3), N2 (4-9) ve N3 (> 10 ) seklinde



kategorize edilmistir. 39 hastada lenf nodu metastazi vardir. 25 hastada lenf nodu

metastazi izlenmemistir. 16 olgu ise eksizyonel biyopsi oldugundan lenf nodu durumu

bilinmemektedir (Nx).

HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen ve lenf nodu durumu bilinen 19 olgudan

3’linde (%15.7) lenf nodu metastaz1 yoktur. Metastatik lenf nodu sayis1 4 olguda (% 21.
05) 1-3 arasinda, 2 olguda (%10.5) 4-9 arasinda ve 10 olguda (%52.6) 10’ nun tizerindedir.

HER-2 gen amplifikasyonu bulunmayan ve lenf nodu durumu bilinen 45 olgudan 22’sinde

(% 48.8) lenf nodu metastazi yoktur. Metastatik lenf nodu sayis1 16 olguda (% 35.5) 1-3
arasinda, 4 olguda (% 8.8 ) 4-9 arasinda ve 3 olguda (% 6.6) 10’nun lizerindedir (Tablo

14).

Tablo 14: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin metastatik lenf nodu

varhgi ve sayisi yoniinden karsilastirilmasi

Degisken * SISH (-) (n=44) SISH (+) (n=19) P
Ortalama metastatik lenf nodu sayist 1 (0-18) 10 (0-49) <0.001
Lenf nodu evrelemesi
NO Metastaz Yok 21 (%47.7) 3 (%15.8) 0.017
NI 1-3 16 (%36.4) 4 (%21.1) 0.231
N2 4-9 4 (%9.1) 2 (%10.5) 1.000
N3 10+ 3 (%6.8) 10 (%52.6) <0.001

* Lenf nodu durumu bilinen vakalar kiyaslanmigtir
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Sekil -6: SISH Sonuclarina Gore Metastatik Lenf Nodu Bulgularinin Dagilini




HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda metastatik lenf nodu
varlig1 (metastaz varligl) ve sayisi yoniinden (10’nun {izerinde metastatik lenf noduna
sahip olmak) istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p=0.017, p=0.01).

En biiyiik metastatik lenf nodu ¢ap1 4 cm, en kii¢iik metastatik lenf nodunun ¢ap1
ise 0.5 cm’dir. Ortalama metastatik lenf nodu ¢ap1 1.9 (+ 0.87) olarak hesaplanmuistir.
HER-2 gen amplifikasyonu bulunan gruptaki en biiyiik metastatik lenf nodu ¢ap1 4 cm ve
ortalama en biiyiik metastatik lenf nodu ¢ap1 1.8 (0.5-4.0) cm olarak saptanmistir. HER-2
gen amplifikasyonu bulunmayan gruptaki en biiyiik metastatik lenf nodu 3.5 cm ve
ortalama en biiyiik metastatik lenf nodu ¢ap1 1.8 (0.9-3.5) cm olarak saptanmustir.

HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda en biiyiik metatatik
lenf nodu ¢ap1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. (p= 0.539)
HER-2 gen amplifikasyonu bulunan gruptaki 24 olgudan 17°s1 (%70.8) ER pozitif, 7’si
(%29.2) ER negatiftir. Ayrica 18 olgu (%75) PR pozitif, 6 olgu (%25) PR negatiftir. HER-
2 gen amplifikasyonu olmayan grupda ise, 48 olgu (%80.4) ER pozitif, 8 olgu 11 (%19.6)
ER negatiftir.

Steroid reseptorlerinden en az biri pozitif olan (ER ve PR pozitif + ER veya PR
pozitif) olgu sayisi ise 70°dir (87.5). ER ve PR’nin her ikisinin de negatif saptandigi olgu
sayist 10°dur. (% 12.5) (Tablo15-A)

Olgulara bu sekilde bakildiginda, HER-2 gen amplifikasyonu bulunan 24 olgudan
21’inde (%387.5) steroid resptorlerden biri pozitif, 3 olguda (%12.5) her iki reseptor de
negatiftir. Gen amplifikasyonu olmayan 54 olgudan 49 olguda (%387.5) steroid
resptorlerden biri pozitif, 7 olguda (%12.5) her iki reseptor de negatiftir. (Tablo 15-B)

Tablo 15-A: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin ER ve PR

ekspresyon durumu yoniinden karsilastirilmasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) P
ER 0.131
Negatif 8 (%14.3) 7 (%29.2)
Pozitif 48 (%85.7) 17 (%70.8)
PR 0.591
Negatif 11 (%19.6) 6 (%25.0)
Pozitif 45 (%80.4) 18 (%75.0)




Tablo 15-B: HER-2 gen amplifikasyonu olan ve olmayan olgularin steroid reseptor

ekspresyonu yoniinden karsilastirilmasi

Degisken SISH (-) (n=56) SISH (+) (n=24) P
Steroid Reseptor 1.000
Negatif 7 (%12.5) 3 (%12.5)
Pozitif 49 (%87.5) 21 (%87.5)

HER-2 gen amplifikasyonu pozitif ve negatif gruplar arasinda timor steroid reseptor
ekspresyonu yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark gériilmemistir (p=0.131, 0.591 ve

p=1.000) (Tablo 15A-B).

4.4. SISH ile Kr-17 polizomisi bulunan ve polizomi bulunmayan gruplarin
karsilastirilmasi

Calismanin ikinci agamasina dahil edilen 80 adet olgudan, SISH yontemi ile 16 (
%20) olguda, Kr-17 polizomisi izlenmis; 64 (%80) olguda Kr-17 polizomisi izlenmemistir.
Polizomi tespit edilmis olan 16 olgunun 2’sinde ayn1 zamanda HER-2 gen amplifikasyonu
varken; Kr-17 polizomisi bulunmayan 64 olgudan 22’sinde HER-2 gen amplifikasyonu
tespit edilmistir. Olgular, HER-2 gen amplifikasyonu olup olmamasina bakilmaksizin, Kr-
17 polizomisi olan ve olmayan seklinde iki gruba ayrilmis ve bu iki grup patolojik
prognostik parametreler ile olan iliskileri agisindan kiyaslanmistir.

SISH ile Kr-17 polizomisi tespit edilen grupta mininum yas 30 , maksimun yas 88,
ve ortalama hasta yas1 53.1 (£14.9) olarak bulunmustur. SISH ile Kr-17 polizomisi
bulunmayan grupta, minimum yas 25, maksimum yas 82 ve ortalama hasta yas1 55.2
(£12.4) olarak hesaplanmistir. Kr-17 polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda,
ortalama hasta yas1 yoniinden istatiksel anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.608) (Tablo
16).

Kr-17 polizomisi bulunan 16 olgunun tamaminda ER pozitif olup, 15’inde
(%93.8) de PR pozitifdir. 1 olgu (%6.3) PR negatiftir. Kr-17 polizomisi olmayan grupta
ise, 49 olgu (%76.6) ER pozitif, 15 olgu (%23.4) ER negatiftir. Bu grupta PR pozitif olgu
sayis1 48 (%75.0), PR negatif olgu sayist 16’dir (%25.0). Polizomi bulunan ve

bulunmayan gruplar arasinda ER ekspresyonu yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark




varken (p= 0.033); PR ekspresyonu yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamastir (p=0.170) (Tablo 16).

Kr-17 polizomisi tespit edilen olgularda en az sifir, en ¢cok 18 adet metastatik lenf
nodu bulunmustur. Kr-17 polizomisi bulunmayan grupta ise en az sifir, en ¢ok ise 49 adet
metastatik lenf nodu mevcuttur. Kr-17 polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda
ortalama metastatik lenf nodu sayis1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemistir (p= 0.300 ).

Lenf nodu durumu bilinen ve Kr-17 polizomisi bulunan toplam 52 olgudan,
20’sinde metatik lenf nodu yoktur (NO). 14 olguda metastatik lenf nodu sayis1 1-3
arasindadir (N1). 6 olguda 4-9 arasindadir (N2). 12 olguda metastatik lenf nodu sayis1
10’dan fazladir. 12 olguda metasttaik lenf nodu durumu bilinmemektedir. Kr-17 polizomisi
bulunmayan toplam 16 olgudan 4’iinde metastatik lenf nodu yoktur (NO). 6 olguda
metastatik lenf nodu 1-3 arasindadir (N1). 1 ologuda ise metastatik lenf nodu sayis1 10’dan
fazladir (N3). 5 olguda metastatik lenf nodu durumu bilinmemektedir.

Polizomik gruptaki en biiyiik metastatik lenf nodu ¢ap1 2 cm ve ortalama en biiytik
metastatik lenf nodu ¢ap1 1.7 (= 0.56) cm olarak saptanmistir. Kr-17 polizomisi
bulunmayan gruptaki en biiyiik metastatik lenf nodu 4 cm, ortalama en biiyiik metastatik
lenf nodu ¢ap1 1.9 (= 0.90) cm olarak saptanmistir. Kr-17 polizomisi bulunan ve
bulunmayan gruplar arasinda en biiyiik metatatik lenf nodu ¢ap1 yoniinden istatistiksel
olarak anlaml fark goriilmemistir (p= 0.268).

Olgular ttimorlerin histolojik grade’ine gore incelendiginde, 7 olgu grade 1, 41
olgu grade 2 ve 32 olgu grade 3’tiir. Kr-17 polizomisi bulunan olan 16 olgudan 2’si
(%12.5) grade 1, 8’1 (%50.0) grade 2 ve 6’s1 (%37.5) grade 3’tiir. Kr-17 polizomisi
bulunmayan 64 olgudan 5’1 (%7.8) grade 1, 33’1 (%51.6) grade 2 ve 26’s1 (%40.6) grade
3’tiir. Kr-17 polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda histolojik grade
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p=0.836 ) (Tablo 16).

Olgular lenfovaskiiler invazyon agisindan incelendiginde, olgularin 29’unda
lenfovaskiiler invazyon saptanmistir. 51 olguda ise lenfovaskiiler invazyona
rastlanmamistir . Kr-17 polizomisi bulunan 16 olgudan 3’iinde (%18.8), Kr-17 polizomisi
bulunmayan 64 olgudan ise 26’sinda (%41.3) lenfovaskiiler invazyon saptanmstir. Kr-17
polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda lenfovaskiiler invazyon varligi
yoOniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p=0.095 ) (Tablo 16).

Olgular tiimor boyutlar1 yoniinden incelendiginde; SISH ile Kr-17 polizomisi tespit

edilen grupta minimum tiimér ¢ap1 1.3 cm, maksimum timor ¢ap1 5 cm ve ortalama timor



cap1 2.7 (£ 1.1) olarak saptanmistir. SISH ile Kr-17 polizomisi bulunmayan grupta
minimum tiimdr ¢apt 1 cm, maksimum timor ¢apt 9 cm ve ortalama tiimor capi 3.1 (+ 1.8)
olarak hesaplanmistir. Kr-17 polizomisi olan 16 olgudan 4’iinde (%25.0) timor boyutu 2
cm ve altinda, 9’unda (%56.3) 2.1-5 cm arasinda, 3’ilinde (%25.0) ise 5 cm’den biiytiktiir.
Kr-17 polizomisi bulunmayan 16 (%25.0) olguda tiimér boyutu 2 cm ve altinda ; 37
(%57.8) olguda, 2.1-5 cm arasinda; 11 (%17.2) olguda 5 cm’nin {izerindedir. Kr-17
polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda, timor boyutu yoniinden istatiksel
anlaml fark tespit edilmemistir (p=0.989) (Tablo 16).

Olgular mitoz sayisina gore skor 1 (<8 mitoz), skor 2 (9-17 mitoz) ve skor 3 (>18
mitoz) olarak siniflanmistir . Buna gore timorler mitotik skorlar1 yoniinden incelendiginde,
mitotik skor olgularin 30’unda skor 1, 32’sinde skor 2 ve 18 olguda skor 3 tiir.

Kr-17 polizomisi bulunan 16 olgudan 6’sinda (%37.5) mitotik skor 1, 7’sinde (%43.8)
skor 2 ve 3’iinde (%18.8) skor 3’tiir. Kr-17 polizomisi bulunmayan grupta ise olgularin
24’tinde (%37.5) mitotik skor 1, 25’inde (%39.1) mitotik skor 2 ve 15’inde (%23.4) skor
3’tiir. Kr-17 polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda niikleer grade yoniinden
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p= 0.907 ) (Tablo 16).

Olgularin 19’unda (% 23.7) tiimor nekrozu tespit edilmis; 61’inde (% 76.2) timor
nekrozu goriilmemistir. Kr-17 polizomisi bulunan olgulardan 4’tinde (%25.0), polizomi
bulunmayan olgularin ise 15’inde (%23.4) tiimor nekrozu mevcuttur. Kr-17 polizomisi
bulunan ve bulunmayan gruplar arasinda tiimor nekrozu varligi yoniinden istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmemistir (p= 1.000 ) (Tablo 16).

Tiimorler niikleer grade’lerine gore incelendiginde, 8 olgu grade 1, 38 olgu grade 2
ve 34 olgu grade 3 niikleer 6zellikler gostermektedir. Kr-17 polizomisi bulunan 16 olgudan
I’inin (%6.3) niikleer grade’i 1, 8’inin (%50.0) grade 2 ve 7’sinin (%43.8) grade 3’tiir. Kr-
17 polizomisi bulunmayan 64 olgudan 7’sinin (%10.9) niikleer grade’i 1, 30’unun (%46.9)
grade 2 ve 27’sinin (%42.2) grade 3’tiir. Kr-17 polizomisi bulunan ve bulunmayan gruplar
arasinda niikleer grade yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark gériilmemistir

(p=0.854) (Tablo 16).



Tablo 16: Polizomi Sonu¢larina Gore Histopatolojik parametrelerin karsilastiriimasi

Degiskenler Polizomi (-) (n=64) Polizomi (+) (n=16) P
Yas 55.2+12.4 53.1+14.9 0.608
ER 0.033
Negatif 15 (%23.4) -
Porzitif 49 (%76.6) 16 (%100)
PR 0.170
Negatif 16 (%25.0) 1 (%6.3)
Pozitif 48 (%75.0) 15 (%93.8)
Ortalama Metastatik LN Sayisi 1 (0-49) 0 (0-18) 0.300
En Biiyiik Metastatik LN Cap1 1.9 (0.8-4.0) 1.7 (0.5-2.0) 0.268
Tiimor Histolojik Grade’i 0.836
Grade 1 5(%7.8) 2 (%12.5)
Grade 2 33 (%51.6) 8 (%50.0)
Grade 3 26 (%40.6) 6 (%37.5)
Lenfovaskiiler Invazyon 26 (%41.3) 3 (%18.8) 0.095
T Evresi 0.989
T1 16 (%25.0) 4 (%25.0)
172 37 (%57.8) 9 (9%56.3)
73 11 (%17.2) 3 (%18.8)
Mitoz Skoru 0.907
Skor 1 24 (%37.5) 6 (%37.5)
Skor 2 25 (%39.1) 7 (%43.8)
Skor 3 15 (%23.4) 3 (%18.8)
Nekroz 15 (%23.4) 4 (%25.0) 1.000
Tiimér Niikleer Grade’i 0.854
Grade 1 7 (%10.9) 1 (%6.3)
Grade 2 30 (%46.9) 8 (%50.0)
Grade 3 27 (%42.2) 7 (%43.8)

Bir alt grup olarak, SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu bulunmayan olgulardan;
Kr-17 polizomisi bulunan 14 olgu ve Kr-17 polizomisi bulunmayan 42 olgu patolojik
prognostik parametreler acisindan kiyaslanmistir (Tablo 17).

Bu iki grup arasinda; ortalama hasta yas1 (p=0.508), ER ekspresyonu (p=0.180), PR
ekspresyonu (p= 0.258), metastatik lenf nodu sayisi (p=0.710), en biiylik metastatik lenf
nodu cap1 (p= 0.349), timor histolojik grade’i (p= 0.889), lenfovaskiiler invazyon varligi
(p=0.734), tiimor ¢ap1 (p= 0.695), timdr mitotik skoru (p= 0.946), nekroz varhigi (p=




0.732) ve tiimor niikleer grade’i (p= 0.766) agisindan istatitiksel anlamli fark

bulunmamastir.

Tablo 17: SISH ile HER-2 (-) Olgularda Polizomi Sonuc¢larina Gore Olgularin

Dagilim

Degiskenler Polizomi (-) (n=42) | Polizomi (+) (n=14) P
Yas 57.4+12.3 54.7£15.2 0.508
ER 0.180

Negatif 8 (%19.0) -

Pozitif 34 (%81.0) 14 (%100)

PR 0.258

Negatif 10 (%23.8) 1 (%7.1)

Pozitif 32 (%76.2) 13 (%92.9)

Ortalama Metastatik LN Sayis1* 0 (0-18) 0 (0-3) 0.710
Lenf Nodu Evresi* (n=34) (n=10) 0.154

NO Metastaz Yok 18 (%52.9) 5 (%50)

NI 1-3 9 (%26.4) 5 (% 50)

N2 4-9 4 (% 11.7) -

N3 10+ 3(%8.8) -

En Biiyiik Metastatik LN Cap1 1.9 (0.8-4) 1.8 (0.5-2) 0.349
Timor Histolojik Grade’i 0.889

Grade 1 4 (9%9.5) 2 (%14.3)

Grade 2 22 (%52.4) 7 (%50.0)

Grade 3 16 (%38.1) 5 (%35.7)
Lenfovaskiiler Invazyon 13 (%31.0) 3 (%21.4) 0.734
T Evresi 0.695

T1 13 (%31.0) 4 (9%28.6)

12 24 (%57.1) 7 (%50.0)

13 5 (%l11.9) 3 (%21.4)

Mitoz Skoru 0.946

Skor 1 19 (%45.2) 6 (%42.9)

Skor 2 13 (%31.0) 5 (%35.7)

Skor 3 10 (%23.8) 3 (%21.4)

Nekroz 10 (%23.8) 4 (%28.6) 0.732
Tiimor Niikleer Grade’i 0.766

Grade 1 5(%11.9) 1 (%7.1)

Grade 2 23 (%54.8) 7 (%50.0)

Grade 3 14 (%33.3) 6 (%42.9)

*Lenf nodu evresi, lenf nodu durumu bilinen olgular iizerinden degerlendirilmistir.

HER-2 gen amplifikasyonu olan fakat Kr-17 polizomisi bulunmayan grup ile HER-

2 amplifikasyonu olmaksizin Kr-17 polizomisi bulunan grup kiyaslandiginda ise, ortalama

metastatik lenf nodu sayis1 (p=0.007), 10°’nun iizerinde metastatik lenf noduna sahip

olmak (N3) (p=0.010) ve lenfovaskiiler invazyon yoniinden (p= 0.019) iki grup arasinda




istatistiksel anlamli fark bulunmustur. Diger patolojik prognostik parametreler yoniinden

istatistiksel anlaml1 fark tespit edilmemistir (Tablo 18).

Tablo 18: SISH ile Kr-17 Polizomisi Olmaksizin HER-2 Amplifikasyonu Bulunan

Grup ile HER Gen Amplifikasyonu Olmaksizin Kr-17 Polizomisi Bulunan Grubun

Karsilastirilmasi
Desiskenler HER-2 SiSH (-) Polizomi HER-2 SiSH (+) P
(+) (n=14) Polizomi (-) (n=22)
Yas 54.7+15.2 50.9+11.5 0.398
Steroid Reseptor 0.267
Negatif - 3 (%13.6)
Pozitif 14 (%100) 19 (%86.4)
Ortalama Metastatik LN 1(0-3) 9 (0-49) 0.007
Sayist *
Lenf nodu Evresi*
NO Metastaz Yok 4 (%40.0) 3 (%16.7) 0.207
NI I-3 6 (%60.0) 4 (%22.2) 0.097
N2 4-9 - 2 (%l11.1) 0.524
N3 10+ - 9 (%50.0) 0.010
En Biiyiik Met.LN Cap1 1.8 (0.5-2.0) 2 (0.9-3.5) 0.266
Grade 0.563
Diisiik Grade 9 (%64.3) 12 (%54.5)
Yiiksek Grade 5(%35.7) 10 (%45.5)
Lenfovaskiiler Invazyon 3 (%21.4) 13 (%61.9) 0.019
T Evresi 1.000
TI-T2 11 (%78.6) 16 (%72.7)
T3 3 (%21.4) 6 (%27.3)
Mitoz 0.273
Skor 1 6 (%42.9) 5(%22.7)
Skor2- 3 8 (%57.1) 17 (%77.3)
Nekroz 4 (%28.6) 5(%22.7) 0.712
Niikliier Grade 0.342
Diisiik Grade 8 (%57.1) 9 (%40.9)
Yiiksek Grade 6 (%42.9) 13 (%59.1)

* HER-2 SISH (-) Polizomi (+) grup 10, HER-2 SISH (+) Polizomi (-) grup 18 denek iizerinden

degerlendirildi.




5- TARTISMA

Meme kanseri farkli biyolojik davranislara sahip hetorojen bir hastaliktir. Benzer
hastalik evrelerine sahip hastalar son derece farkli klinik sonuglar ile karsimiza ¢ikabilir.
Bu heterojenitenin bilinmesi, her bir olgunun, sahip oldugu tiim degiskenlerin géz oniine
alimarak degerlendirilmesi ihtiyacin1 dogurur (2, 3). Bu da ancak bugiine kadar
tanimlanmis, morfolojiye dayali prognostik parametreler ile morfolojiye dayali olmayan
prognostik parametreler yani molekiiler belirteglerin birlikte degerlendirilmesi ile
miimkiindiir (4). Bu patolojik prognostik parametreler ile klinik bulgular birlikte
degerlendirilerek her hasta icin gerekli bireysel tedavi plan1 olusturulabilinir.

Patolojik prognostik bir parametre ve molekiiler belirtec olan HER-2/ NEU (
CerbB2) gen durumu ayni zamanda tedavi planlanmasin1 yonlendirecek verilerden biridir
(10). Yapilan calismalarda, yaklasik olarak invaziv meme karsinomlarinin %15-25inde
(10-30), HER-2 gen amplifikasyonu oldugu saptanmistir ( 6,9,10).

Calismamizin ilk agamasina dahil edilen, immiinohistokimyal yontemle Cerb-B2
skor 2 olarak degerlendirilmis olan 83 adet olgudan, 26 olguda (% 31.3) SISH ile HER-2
gen amplifikasyonu oldugu tespit edilmistir. 57 olguda ise (% 68.6) SISH ile HER-2 gen
amplifikasyonu olmadigi tespit edilmistir. Bu sonug literatiirle uyumludur (12). Yani SISH
yontemi HER-2 gen amplifikasyonunu degerlendirmede kullanilabilir giincel bir
yontemdir.

Meme karsinomunda HER-2 pozitifliginin; agresif timor biiylimesi, rekiirrens
riskinde artis, kisa survi ve ozellikle lenf nodu pozitifligi olan hastalarda kotii prognoz ile
birlikte oldugunu gdsteren pek ¢ok klinik ¢alisma mevcuttur (6,7, 8, 10, 12).

Biz ise g¢alismanin 2. asamasina dahil ettigimiz 80 adet olguyu HER-2 gen
amplifikasyonu olan ve olmayan veya Kr-17 polizomisi olan ve olmayan seklinde
kategorize ederek bu farkli gruplari, hasta yasi, tiimor boyutu, tiimor histolojik grade’i,
tiimor niikleer grade’i, mitotik skor, steroid reseptdr ekspresyonu, lenfovaskiiler invazyon
varligi, nekroz varligi, metastatik lenf nodu varlig1 ve sayisi ve en biiyiik metastatik lenf
nodu cap1 gibi patolojik prognostik parametreler ile olan iligkileri yoniinden kiyasladik.

Hasta yasini1 degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismalarda bu konuda birbirinden farkl
ve hatta birbirine zit sonuglar bildirilmistir. Genglerde prognozun daha koétii oldugunu (92)
veya genglerde prognozun daha iyi oldugunu (93) ileri siiren yayinlar mevcuttur. Bazi
yayinlarda ise yasla prognoz arasinda iligki bulunmadig: bildirilmistir. Bizim

caligmamizda, SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen grupta ortalama hasta yasi



50.3 (=11.4); HER-2 gen amplifikasyonu olmayan grupta ise 56.7 (+13.0) olarak
bulunmustur (Tablo 1). iki grup arasinda, ortalama hasta yas1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark olmasina ragmen her ikisi de post menapozal hasta grubunu temsil ettiginden,
klinik olarak kullanilabilecek bir veri degildir fakat yine de HER-2 gen amplifikasyonu
post menapozal donemdeki daha geng hasta populasyonunda beklenebilir.

Tiimdr boyutu, bagimsiz bir prognostik parametredir ve en dnemli parametrelerden
biridir. ( 3, 47 ). Van de Vivjer ve arkadaslar1 189 kisilik vaka serisinde, IHK ile HER-2
overekspresyonu ile tiimor boyutu iligkisini incelemisler ve Her-2 ekspresyonunun artan
tiimor boyutu ile iliskili oldugunu fakat lenf nodu tutulumu ile iliskili olmadigini
bulmuslardir. Ayrica, ortalama 37 aylik takipleri sonrasinda toplam hayatta kalim
siiresinde azalma oldugunu fakat bu azalmanin tiimor boyutu esitlendiginde 6nemini
yitirdigini tespit etmislerdir (102). Bizim ¢alismamizda ise, SISH ile tespit ettigimiz HER-
2 gen amplifikasyonu ile tiimor boyutlar1 arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunmamastir
(Tablo 9A-B).

Cerb-B2 (HER-2) amplifikasyonunun prognostik degerine iliskin yapilmis ilk
caligmalardan biri Berger ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadir. 51 olguluk bu calismada,
Cerb-B2 amplifikasyonu ile timor niikleer grade’i ve nodal tutulum arasinda istatistiksel
anlamli iligki tespit edilmistir. (103) Bizim ¢alismamizda ise, HER-2 gen amplifikasyonu
olan gruptaki tiimorlerin ¢ogu ( %58.3) yiiksek niikleer grade’e sahipken; bu durum, HER-
2 gen amplifikasyonu olmayan grupla kiyaslandigi zaman, HER-2 gen amplifikasyonu ile
tiimdr niikleer grade’i arasinda istatistiksel anlamli iligki tespit edilmemistir (Tablo 11A-
B). 1990°daki National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP)
kapsaminda yapilan bir ¢calismada, immiinohistokimyasal yontemle Cerb-B2
overekspresyonuna bakilmis ve yiiksek niikleer grade’e sahip olgularda daha ¢ok
overekspresyon oldugu tespit edilmistir. Fakat, ilging olarak, Cerb-B2 overekpresyonu ile
sag kalim arasindaki korelasyon yalnizca diisiik niikleer grade’e sahip olgularda
goriilmiistiir. Bu alt grupta, Cerb-B2 overekspresyonunun, mortalitede yaklasik 5 katlik
artisa neden oldugu bulunmustur. Buna dayanilarak, bu iki parametrenin birlestirilmis
prediktif degerinin, lenf nodu durumunun prediktif degerinden daha giiclii oldugu ifade
edilmistir. Boylece, niikleer grade ile Cerb-B2 durumu kombine edilerek diisiik ve yiiksek
riskli hasta grubu tespit edilebilir denmistir (104).

Calismamizda, HER-2 gen amplifikasyonu bulunan olgulardan 13’ii (%54.2) diisiik
hisyolojik grade’e (grade 1 + grade 2) sahipken; 11 (%45.8) olgu yiiksek histolojik grade’e

sahip bulunmustur. HER-2 gen amplifikasyonu olmayan grupla kiyaslandiklar1 zaman



tiimor histolojik grade’i yoniinden iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamigtir
(Tablo 10A-B). Tsuda ve arkadaglar1 tarafindan ise, tiimdr histolojik grade’i ve onun
bilesenleri olan tiibiil formasyonu ile mitoz skorunun bagimsiz prognostik parametreler
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Cerb-B2 amplifikasyonun tiimér boyutu ve nodal tutulum
ile iliskisi olmadigini fakat tiimor histolojik grade’i, niikleer grade ve mitoz skoru ile gii¢lii
bir korelasyon gosterdigini belirtmislerdir. Nodal tutulum ve tiimor histolojik grade’i sabit
tutuldugu zaman ise Cerb-B2’nin prognostik degerininin azaldigini bildirmislerdir. (105)

Heintz ve arkadaslar1 ise 50 kisilik bir vaka serisinde DNA diizeyinde HER-2 gen
amplifikasyonunu arastirmig ve amplifikasyonu, hayatta kalim, metastaz, rekiirrens veya
histolojik grade’den bagimsiz oldugunu bulmuslardir. Ancak HER-2 amplifikasyonu ile
artmis mitotik skor ve ER —PR negatifligi arasinda giiglii korelasyon tespit etmislerdir
(67). Bu calismaya benzer sekilde, biz de, SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit
edilen gruptaki tiimorlerin yiliksek mitotik skora sahip oldugunu ve bu sonucun
amplifikasyon olmayan grupla kiyaslandigi zaman aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugunu tespit ettik (Tablo 12A-B) (p=0.044). HER-2 geninin epidermal growth
faktor ailesinin liyelerinden biri ve hiicre proliferasyonunda gorevli oldugu diisiintiliirse bu
sonug beklenilen bir sonugtur.

Osterojen (ER) ve progesteron (PR) reseptdr ekpresyonuna bakildigi zaman ise,
calismamizda, HER-2 amplifikasyonu bulunan grupta ER negatifligi (%29.2),
amplifikasyon olmayan gruba gore daha fazla bulunmustur (%14.3). PR negatiflik oranlari
ise birbirine yakin bulunmustur (%25, %19.6) (Tablo 15A). Daha sonra, ER veya PR’den
biri ve her ikisi de pozitif grup ile her ikisi de negatif gruplar olusturarak HER-2 gen
amplifikasyon oranlarin1 kiyaslanmistir. Bu kiyaslama sonucunda da, ER veya PR
ekspresyonu ile HER-2 gen amplifikasyonu arasinda pozitif veya negatif istatistiksel olarak
anlamli sonug¢ bulunmamustir (Tablo 15B)

Calismamizdaki en 6nemli bulgulardan biri lenf nodu tutulumu ile HER-2 gen
amplifikasyonu arasinda tespit ettigimiz gii¢lii korelasyondu. Soyle ki, amplifikasyon olan
grupta lenf nodu tutulumu olmayan (NO) hasta oran1 %15.8 iken, amplifikasyon
izlenmeyen grupta bu oran %47.7°dir. Amplifikasyon olan gruptaki ortalama metastatik
lenf nodu sayis1 10°ken, amplifikasyon olmayan gruptaki ortamala metastatik lenf nodu
sayis1 1°di. Ayrica, amplifikasyon goriilen grupta, 10’nun iizerinde metastatik lenf nodu
tutulum (N3) orani %52.6” iken, amplifikasyon goriilmeyen grupda bu oran ¢ok diisiik
diizeyde, %6.7 diizeyindeydi. Amplifikasyon goriilen ve goriilmeyen gruplar arasinda, bu

her {i¢ lenf nodu metastazi durumu agisindan, istatistiksel fark anlamlidir (Tablo 14) (



p<0.001, p=0.017, p<0.001). Bu sonuglar, HER-2 gen ve iiriinlerinin tiimdr yayilimi ve
tiimor hiicre motilitesinde etkili ve gorevli oldugu ve dolayisiyla timor metastaz
olasiliginda artigsa neden oldugu goriisiinii destekler. Lenf nodu tutulumu ve HER-2
amplifikasyonu arasindaki iligkiye yonelik literatiirde farkli sonuglar mevcuttur. Tiwari ve
arkadaglar1 61 vaka iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, HER-2 amplifikasyonunu tepsit etmek
icin southernblot yontemini kullanmislar ve bizim ¢aligmamiza benzer sekilde; yas, timor
boyutu ve hormon reseptér durumu yoniinden amplifiye grup ile amplifiye olmayan grup
arasinda fark olmadigim fakat lenf nodu tutulumu ve HER-2 amplifikasyonu agisindan
anlamli fark oldugunu tespit etmislerdir. Amplifikasyon goriilen grubun % 94’{inde tani
aninda metastatik hastalik oldugunu dolayisiyla, HER-2’nin tiimdriin erken yayilimiyla
iliskili oldugunu ve bu nedenle kotii prognoz belirteci olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir (106).

Lenfovaskiiler invazyon HER-2 gen amplifikasyonu ile anlaml iligki tespit
ettigimiz bir diger parametredir. Amplifikasyon goriilen grupta (%56.5), amplifikasyon
goriilmeyen gruptakinden (%28.6) 2 kat fazla oranda, lenfovaskiiler invazyon tespit ettik
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamiyd1 (Tablo 13) (p =0.019). Artmis lenfovaskiiler
invazyon orani, HER-2 amplifikasyonu olan grupta, bu yontemin erken tiimor yayilim
mekanizmasi olarak kullanildigini isaret eder.

Tiimo6r nekrozu ve en biiylik metastatik lenf nodu ¢ap1 ise, HER-2 amplifikasyonu
ile arasinda 6nemli bir iligki tespit etmedigimiz, patolojik prognostik parametrelerdir.

Kromozom 17 polizomisi, kullanilan yonteme ve ¢aligilan materyale gore degismek
kosulu ile, meme karsinomlarininda yaklasik 1/ 3’inde bulunur ve IHK ile skor 2 boyanan
olgularin yarisindan azindan bulunur (79). Bu da, HER-2 durumunu degerlendiren
testlerde karisikliga neden olabilir ve muhtemelen IHK ile genetik amplifikasyonu
degerlendiren testler arasindaki diskorelasyonun nedenlerinden biridir (88, 89). Bazi
yazarlar Kr-17 polizomisinin HER-2 m —RNA veya protein overekspresyonuna neden
olmadigini (79) bir kismui ise ekspresyonda Kr-17 polizomisinin katkisinin siirli oldugunu
bulmustur (89).

Bizim c¢alismamizda, 80 olgudan 14’tinde (%]17. 5) HER-2 gen amplifikasyonu
olmadan Kr-17 polizomisi tespit edilmistir. Dolayisiyla, HER-2 amplifikasyonu olmadan
immiinohistokimyasal testlerde tespit edilen boyanmadan ve IHK ile genetik testler
arasindaki diskorelasyonun bir kismindan bu polizomik grup sorumlu tutulabilir. Baska bir
caligmada, immiinohistokimya ile farkli skorlarda boyanmis, 309 olguda, Kr-17 polizomisi

arastirllmis ve IHK ile skor 0 veya skor 1 boyanmis vakalarn %]12.3’linde, skor 2



boyanmis olgularin %42.8’inde ve skor 3 boyanmis olgularin ise %66’sinda, Kr-17
polizomisi tespit edilmistir. Ayrica, FISH ile genetik amplifikasyon tespit edilmeyen, IHK
skor 2 ve skor 3 olgularda; skor 0 ve skor 1 olgulardan istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide
fazla oranda Kr-17 polizomisi oldugunu belirtmislerdir ( 107).

Bizim c¢aligmamizda, Kr-17 polizomisi bulunan grubun patolojik prognostik
parametrelerle olan iligkisine bakildiginda, olgularin %100’iinde ER, %98.3’linde PR
ekspresyonu goriilmiistiir. Metastatik lenf nodu sayis1 0 ile 18 arasinda degisirken,
olgularin ¢cogunda (%50 ) tiimor grade’i 2 olarak saptanmistir. Bu grup, Kr-17 polizomisi
bulunmayan grupla kiyaslandiginda, iki grup arasinda, yalnizca ER ekspresyonu agisindan
istatistiksel anlamli fark bulunmustur (Tablo 16). Daha sonra, HER-2 amplifikasyonunun
prognostik etkisini dislayabilmek i¢in, HER-2 amplifikasyonu olmayan olgulardan Kr-17
polizomisi olanlar ve olmayanlar kiyaslanmistir. Bu iki grup kiyaslandiginda, higbir
patolojik prognostik parametre yoniinden fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(Tablo Bu tespit, Kr-17 polizomisi bulunmasinin, HER-2 amplifikasyonunun tersine koti
prognostik bir belirte¢ olmadig1 goriisiinii desteler.

226 kisilik vaka serisi iizerine yapilan bir calismada, FISH ile net HER-2 kopya
sayist degerlendirilerek veya HER-2/ Kr-17 orani hesaplanarak, borderline olan tiim
olgularda Kr-17 polizomisi tespit edilmistir. Bununla birlikte, Kr-17 polizomisi ile artmis
tiimor grade’i, steroid reseptor negatifligi veya azalmis hastaliksiz sagkalim arasinda iliski
olmadigr belirtilmistir. Dolayisiyla, Kr-17 pozomisi goriilen tiimorlerin, HER-2 negatif
tiimdrlere daha ¢ok benzedigi belirtilmistir (88).

415 serilik baska bir calismada ise, IHK ile pozitif boyanan hiicre miktarina, FISH
ile HER-2 amplifikasyonuna ve Kr-17 polizomisine bakilmistir. 77 olguda polizomi tespit
edilmis olup, polizominin pozitif boyanan hiicre miktar1 ile korele oldugu fakat HER-2
amplifikasyonu ile korelasyon gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica amplifikasyon
olmayan ve Kr-17 polizomisi izlenen gruptaki olgularda, HER-2 amplifikasyonu olan
gruba gore belirgin iyi biyolojik 6zelliklere sahip tiimor varlig1 dikkati gekmistir ( 90 ).

Biz ayrica, SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu olan fakat Kr-17 polizomisi
bulunmayan grupla, HER-2 amplifikasyonu bulunmayan ve Kr-17 polizomisi bulunan
gruplar1 kiyasladik. Polizomi bulunan grupta ortalama metastatik lenf nodu sayis1 1 (0-3),
amplifikasyon bulunan grupta ise 9 ( 0-49) olarak saptanmistir. Bunun yaninda, polizomi
grubunda lenfovaskiiler invazyon % 21.4, amplifikasyon grubunda ise % 61.9 olarak
hesaplanmistir (Tablo 18). Istatistiksel olarak anlamli olan bu parametreler de, polizomik

grubun, daha iyi biyolojik 6zelliklere sahip tiimor grubunu temsil ettigini gosterir.



Bu calismanin belirli sayida olgu tizerinden yiiriitiildiigli g6z ardi edilmemelir. Bu
durum, baz1 prognostik faktorler ile gerek HER-2 amplifikasyonu gerekse Kr-17
polizomisi arasindaki olas1 negatif / pozitif anlamli korelasyonu tespit etmemizi engellemis
olabilir. Dolayisiyla, daha genis vaka serilerinde, HER-2 gen amplifikasyonu ile Kr-17
polizomisinin, prognostik parametreler ile olan iliskisinin arastirilmasi faydali olacaktir.
Sonuglarin klinik korelasyonu da, patolojiyi kilinige daha da yaklastirmis olan bu yeni
prognostik molekiiler belirteg¢ bashiginda, anlamli olacaktir. Ayrica bu arastirmada
kullandigimiz, standart yontemlerle korelasyonu yiiksek, arsivlenebilir, maliyeti nispeten
ucuz, otomatize ve degerlendirmesi 151k mikroskobunda yapildigindan daha pratik bir

yontem oldugunu diisiindiigiimiiz SISH yontemi, giincel pratikte de giivenle kullanilabilir.



6 -SONUCLAR

Calismamizin ilk asamasina dahil edilen IHK ile Cerb-B2 skor 2 tespit edilen 83
adet olgudan, 26 adet olguda (% 31.3) SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu
oldugu tespit edilmistir.

SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen grupta ortalama hasta yas1 50.3
(£11.4) ; HER-2 gen amplifikasyonu olmayan grupta ise 56.7 (+13.0) olarak
bulunmustur. Iki grup arasinda, ortalama hasta yas1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur.

SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu tespit edilen gruptaki tiimdrlerin yiiksek
mitotik skora sahip oldugu ve bu sonucun amplifikasyon olmayan grupla
kiyaslandig1 zaman farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.
Caligmamizdaki amplifikasyon olan grupta lenf nodu tutulumu olmayan (NO) hasta
orani %15.8 iken, amplifikasyon izlenmeyen grupta bu oran %47.7°dir.
Amplifikasyon olan gruptaki ortalama metastatik lenf nodu sayis1 10’ken,
amplifikasyon olmayan gruptaki ortalama metastatik lenf nodu sayis1 1°dir. Ayrica,
amplifikasyon goriilen grupta, 10’nun lizerinde metastatik lenf nodu tutulum (N3)
orani %52.6° iken, amplifikasyon goriilmeyen grupda bu oran ¢ok diisiik diizeyde,
%6.7 diizeyindedir. Amplifikasyon goriilen ve goriilmeyen gruplar arasinda, bu her
ti¢c lenf nodu metastaz durumu agisindan istatistiksel fark anlamliydi.
Amplifikasyon goriilen grupta (%56.5), amplifikasyon goriilmeyen gruptakinden
(%28.6) 2 kat fazla oranda, lenfovaskiiler invazyon tespit ettik ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamiydi.

SISH ile tespit ettigimiz HER-2 gen amplifikasyonu ile tiimor boyutlari, timor
histolojik grade’i, tiimor niikleer grade’i, timor boyutu, en biiyiik metastatik lenf
nodunun ¢ap1 ve timdr nekrozu arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmamaistir.
Calismamizda, 80 olgudan 14’iinde (%]17. 5) HER-2 gen amplifikasyonu olmadan
Kr-17 polizomisi tespit edilmistir.

Kr-17 polizomisi bulunan grupta olgularin %100’iinde ER, %98.3’iinde PR
ekspresyonu goriilmiistiir. Metastatik lenf nodu sayis1 0 ile 18 arasinda degisirken,

olgularin ¢cogunda (%50 ) tiimor grade’i 2 olarak saptanmistir. Bu grup, Kr-17



polizomisi bulunmayan grupla kiyaslandiginda, iki grup arasinda, yalnizca ER
ekspresyonu agisindan istatistiksel anlamli fark bulunmustur.

HER-2 amplifikasyonunun prognostik etkisini diglayabilmek i¢cin, HER-2
amplifikasyonu olmayan olgulardan Kr-17 polizomisi olanlar ve olmayanlar
kiyaslanmistir. Bu iki grup kiyaslandiginda ise, higbir patolojik prognostik
parametre yoniinden fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Polizomi bulunup amplifikasyon bulunmayan grupta ortalama metastatik lenf nodu
sayis1 1 (0-3), polizomi bulunmay1p amplifikasyon bulunan grupta ise 9 ( 0-49)
olarak saptanmistir. Bunun yaninda, polizomi grubunda lenfovaskiiler invazyon %

21.4, amplifikasyon grubunda ise % 61.9 olarak hesaplanmustir.



7-OZET

Meme kanseri, biyolojik potansiyeli farkli olan heterojen bir hastalik grubu olup,
her bir olgunun, bu evrimsel spektrum i¢indeki yerine, ayri ayr yerlestirilmelidir. Bu da
ancak bugiine kadar tanimlanmis, morfolojiye dayali prognostik parametreler ile
morfolojiye dayali olmayan prognostik parametreler yani molekiiler belirteglerin birlikte
degerlendirilmesi ile miimkiindiir. Bu patolojik prognostik parametreler ile klinik bulgular
birlikte degerlendirilerek her hasta i¢in gerekli bireysel tedavi plani olusturulabilinir.

Patolojik prognostik bir parametre ve molekiiler belirteg olan HER-2/ NEU ( Cerb-
B2) gen durumu ayni zamanda tedavi planlanmasini yonlendirecek verilerden biridir.
HER-2 gen amplifikasyonu, kemoterapi ve hormonoterapiye yanitin tahmininde kullanilir.
Ileri evre metastatik meme CA tedavisinde, bu reseptorii hedef alan monoklonal antikor
(MAD) olan ‘transtuzumab’in gelistirilmistir. Monoklonal antikor tedavisinden en ¢ok
yarar gorecek hasta grubu, HER-2 pozitifligi yiiksek olan hastalardir. invaziv meme
karsinomlarinin %15-25’inde(10-30), HER-2 gen amplifikasyonu goriiliir ve bu da; agresif
tiimor biiylimesi, rekiirrens riskinde artis, kisa survi, 6zellikle lenf nodu pozitifligi olan
hastalarda kétii prognoz ile birliktedir.

Meme karsinomu hastalarinda tiimoriin HER-2 durumunun hangi yontemle tespit
edilmesi gerektigi ise tartismali bir konudur. HER-2 gen durumunu degerlendirmek igin
en yaygin kullanilan yontemlerden biri immiinohistokimyasal (IHK) yontemdir. THK,
kolay ve ucuz bir test olup en dnemli dejavantaji degerlendirme kriterlerinin subjektifligi
nedeniyle, degerlendiriciler arasindaki uyumsuzluktur. Silver enhanced in situ
hibridizasyon yénteminde (SISH) 151k mikroskobunda degerlendirme yapilir ve preparatlar
arsivlenebilir. Bu yOntem kantitatif bir yontem olup degerlendiriciler arasindaki uyum
ylksektir.

Biz calismamizda; ilk asamada, AOH patoloji boliimiinde, ekim 2007 ile subat
2008 arasinda invaziv meme karsinomu tanisi almig, immiinohistokimyasal olarak CerbB2
skor 2 olarak degerlendirilmis, 83 adet olguda, SISH yontemi ile, hangi oranda HER-2
amplifikasyonu oldugu arastirdik. Daha sonra ise, lenf nodu eksizyonu disindaki 80
olguyu, HER-2 amplifikasyonu olan ve olmayan olarak kategorize ederek ve bu gruplari
hasta yasi, tiimor boyutu, histolojik grade, niikleer grade, mitoz skoru, nekroz varligi,
lenfovaskiiler invazyon varligi, steroid reseptér durumu ve lenf nodu metastaz varlig ile

sayisindan olusan prognostik parametreler yoniinden geriye doniik olarak inceledik.



Ayrica SISH yontemi ile Kr-17 diizeyine bakilmig ve olgular, polizomi olan ve olmayan
seklinde kategorize edilmistir. Bu gruplar1 da benzer olarak yukarida sayilan prognostik
parametreler ile olan iligkileri yoniinden inceledik.

Calismamuzin ilk asamasina dahil edilen IHK ile Cerb-B2 skor 2 tespit edilen olgularmn
%31.3” iinde SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu oldugu tespit edilmistir. SISH ile HER-2
gen amplifikasyonu tespit edilen gruptaki tlimoérlerin yiliksek mitotik skora sahip oldugu
saptanmistir. Calismamizdaki en 6nemli bulgulardan biri lenf nodu tutulumu ile HER-2
gen amplifikasyonu arasinda bulunan giiclii korelasyondur. Ayrica Lenfovaskiiler invazyon
HER-2 gen amplifikasyonu ile anlaml iligki tespit ettigimiz bir diger parametredir. HER-2
gen amplifikasyonu ile tiimdr boyutlari, tiimor histolojik grade’i, tiimor niikleer grade’i,
timor boyutu, en biiylik metastatik lenf nodunun capi ve timdr nekrozu arasinda
istatistiksel anlaml iliski bulunmamastir.

Caligmamizda, olgularin %17. 5’inde HER-2 gen amplifikasyonu olmadan Kr-17
polizomisi tespit edilmistir. HER-2 amplifikasyonu bulunmayan olgulardan Kr-17
polizomisi olanlar, olmayanlar ile kiyaslandiginda, bu iki grup arasinda, higbir patolojik
prognostik parametre yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

SISH ile HER-2 gen amplifikasyonu olan fakat Kr-17 polizomisi bulunmayan grupla,
HER-2 amplifikasyonu bulunmayan ve Kr-17 polizomisi bulunan gruplar kiyaslanmigtir.
Polizomik grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az metastatik lenf nodu ve
diisiik oranda lenfovaskiiler invazyon saptanmistir.

Giincel pratikte, standart yontemlerle korelasyonu yiiksek, arsivlenebilir, maliyeti
nispeten ucuz, otomatize ve degerlendirmesi 151k mikroskobunda yapildigindan daha pratik
bir yontem oldugunu diisiindiigiimiiz SISH yéntemi, HER-2 gen amplifikasyonunu ve Kr-

17 diizeyini tespit etmek icin giivenle kullanilabilir.
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