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OZET

Uzun N. (2012). Graniiloza Hiicreli Over Timorlerinde HER2 amplifikasyonunun
FISH, Ekspresyonunun IHC ile Gosterilmesi Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Over kanseri kadin genital kanserleri igerisinde 6nemli bir yer tutar ¢iinkii en ¢ok 6liime
neden olan genital kanser over kanseridir. Tiim over tiimérlerinin %9011 epitelyal over
timorleri olusturmaktadir. Overin seks-kord stromal tiimoérleri, germ hiicreli timorleri
ve metastatik tiimorler ise hep birlikte tiim over tiimdrlerinin %10’unu olustururlar.

Graniiloza hiicreli tlimorler seks kord stromal tiimorler grubu iginde yer almaktadirlar.

HER2 geni; ERBB2 ve NEU olarak da adlandirilir. 17. kromozomun uzun kolunun 12-
21 bolgesinde lokalize olmus bir onkogendir. HER2’nin asir1 ekspresyonu hiicre
proliferasyonu, diferansiyasyonu, migrasyonu ve apoptoz ile iliskili sinyallegsme
yolaklarini baglatir. Ayn1 zamanda meme ve over kanserli hastalar igin kotii prognozla
iligkilendirilir. Epitelyal koti huylu over tiimdrlerinde HER2 ile ilgili calismalar
oldukga fazladir ve bu ¢alismalarda HER2 geninin asir1 ekspresyon diizeyleri oldukca
degiskenlik gostermektedir. HER2 geninin amplifikasyonu bir¢cok kanser gesidinde
gozlenmektedir. Overin seks-kord stromal tiimorleri, germ hiicreli tiimorleri ve
metastatik tiimorlerinde HER2 ekspresyonu ile ilgili yapilan g¢alismalarin nadir ve
alinan sonuglarin celigkili olmasindan yola ¢ikarak, biz ¢alismamizda arsiv dokusundan
hazirlanan 20 graniiloza hiicreli over timorli parafine gomiilii doku kesitinde HER2
amplifikasyonunu FISH ve ekspresyonunu IHC metodu ile arastirdik. Graniiloza hiicreli
over timorlii doku 6rneklerinin hi¢birinde HER2 gen amplifikasyonu ve ekspresyonuna
rastlamadik. Bu konu ile ilgili daha fazla ¢alisma gerekli olmakla birlikte, sonug¢larimiz
meme kanserlerinin aksine graniiloza hiicreli over timérlerinde HER2 ekspresyon ve

amplifikasyon ¢alismalariin patojenik bir oneme sahip olmadigini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: HER2, Over kanseri, Amplifikasyon, Ekspresyon, FISH, IHC.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 13449
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ABSTRACT

Uzun, N.(2012). Demonstration of HER2 amplification by FISH and its expression by
IHC methods in granulosa cell tumors of the ovary. Istanbul University, Institute of

Health Science, Department of Medical Biology, Master Thesis. Istanbul.

Ovarian cancer has an important place among female genital cancers, because it is the
most lethal gynecologic malignancy.Epithelial ovarian malignancies comprise about
90% of all the ovarian tumors. Ovarian sex-cord stromal tumors, germ cell tumors and
metastatic tumors together constitute 10% of all ovarian tumors.The granulosa cell

tumors that we examined, are a subtype of sex-cord stromal tumors.

The HER2 gene which is located on chromosome 17q12-21 also named NEU or
ERBB2. Overexpression of HER2 initiates intracellular signaling pathways involved in
cell proliferation, differentiation, migration and apoptosis. At the same time its
overexpression is correlated with a poor prognosis for breast and ovarian cancer
patients. There are a lot of reports about HER2 expression in epithelial malignant
ovarian tumors and the overexpression in these studies are quite variable. Amplification
of the HER2 gene is observed in many cancer types. Considering that the studies about
HER2 expression in the other malignant ovarian tumors are rare, and the results are
conflicting, in this study we evaluated the HER2 gene amplification with FISH, and its
over expression with IHC methods in 20 granulosa cell tumor parafin sections obtained
from archival tissue. We detected neither HER2 gene amplification nor its expression in
none of the granulosa cell tumors. Although further studies are required, in contrast to
breast cancer our results indicate that HER2 analysis has no pathogenic significance in

granulosa cell tumors of the ovary.
Key Words: HER2, Ovarian cancer, Amplification, Expression, FISH, IHC

This study was supported by The Research Fund of Istanbul Universty. Project
No: 13449



1. GIRIS VE AMAC

Over kanseri kadin genital kanserleri i¢erisinde 6nemli bir yer tutar. En ¢ok
Oliime neden olan genital kanser over kanseridir. Semptom vermemesi nedeni ile tani
kondugu sirada hastalik genellikle ileri seviyededir (50). Over kanserlerinin %901
epitelyal over kanseridir. Overin seks-kord stromal tiimoérleri, germ hiicreli tiimorler ve
metastatik tiimorlerin tamami tiim over tiimorlerinin %10’unu olustururlar. Graniiloza
hiicreli tiimorler epitelyal olmayan over tiimorlerinin bir alt kolu olan seks kord stromal

timorler grubu i¢inde yer almaktadirlar (23).

HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) geni, ERBB2 (avian
erythroblastosis oncogene B) ve NEU (neuro/glioblastoma derived oncogene homolog)
olarak da adlandirilir. 17. kromozomun uzun kolunun 12-21 bolgesinde lokalize olmus
bir onkogendir ve 185 kDa'luk bir transmembran protein kodlar. Bu protein tirozin
kinaz aktivitesi gosterir (34,35). HER2 bir¢ok tiimor tipinde anormal bir sekilde
eksprese/amplifiye olmaktadir. HER2’nin asir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonu,
diferansiyasyonu, migrasyonu ve apoptoz ile iliskili sinyallesme yolaklarini1 baglatir
(22,23,24,25). Hiicre canliligi i¢in anahtar bir gen olan HER2’nin amplifikasyonu ve

asir1 ekspresyonu malign transformasyona neden olur.

HER2 geninin amplifikasyonu bir¢ok kanser ¢esidinin (kolon, mesane,meme,
over, endometrium, akciger, serviks, bas ve boyun, 6zofagus, ve mide kanseri gibi)
%20-30’unda gozlenmektedir, asir1 ekspresyonu ise meme ve over kanserli hastalar i¢in
kotli  prognozla iliskilendirilmektedir (38). Over kanserinin tespitinde, HER2
amplifikasyon/ekspresyon durumunun belirlenmesi igin calisilan ¢ok sayida metot
vardir. Bu metodlarin igerisinde immunohistokimya (IHC) ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) en yaygm kullanilanlaridir ve yiiksek oranda uyumluluk
gosterdikleri belirtilmistir (24).

Epitelyal koti huylu over tiimorlerinde HER2 ile ilgili ¢aligmalar oldukga
fazladir ve bu calismalarda HER2 geninin asir1 ekspresyon diizeyleri oldukga
degiskenlik gostermektedir. Diger kotii huylu over tiiméorlerinde ise HER2 ekspresyonu

calismalar1 nadirdir ve bulunan sonuglar ¢eliskilidir (23).



Buradan yola ¢ikarak c¢alismamizda graniiloza hiicreli over timorlii arsiv
dokusunda HER2 amplifikasyonunu FISH, ekspresyonunu ise IHC metoduyla
inceleyerek iki yontemi karsilastirmayr ve bu grupta HER2 geninin klinik 6neminin

belirlenmesindeki ¢calismalara katkida bulunmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Overin Yapisi ve Gelisimi:

Over (ovary) kelimesi latince kaynakli bir kelime olan yumurta anlamina gelen
(ovum) kelimesinden tiiremistir. Memeli overi sadece gelecek nesillerin olusumunu
saglayan germ hiicrelerini i¢eren bir disi gonad degildir, ayn1 zamanda disi gelisimi ve

fizyolojisini kontrol eden bir disi tireme bezidir (1).

Overler uterusun her iki yaninda bulunan germinal ve endokrin 6zellikte bir ¢ift
organdir. Badem seklinde bir yapiya sahip olan overler, pelvis boslugunun iist kisminda
bulunur. Uterin tiiplerin uglar1 (ovidukt, fallopyan tiipleri) overlere direkt olarak bagl

degildir. Overlerin yapisi sekil 2-1’de gosterilmistir (1,2).

Overlerin iki farkli islevi bulunur. Birincisi, oogenez yani gametlerin
olusumudur. Ikincisi ise disi steroid cinsiyet hormonlar1 olan dstrojen, progesteron ve

bir peptid hormon olan inhibinin salgilanmasidir (2).

Serviks
(rahim aZzi)

Vajina

Sekil 2-1: Kadin iireme sisteminde fallop tiipleri, uterus, overler ve vajina (2).

Oosit ve spermatozoonlarin zigot olusturmak icin birlesmesinden sonra,
embriyogenezin 8 hiicreli seviyesine kadar olan tiim hiicreler esit derecede totipotentlik

gosterirler ¢iinkii morfolojik olarak tiim hiicreler birbiriyle 6zdestir (3).



Fakat 16 hiicreli morula evresinde hiicreler embriyonun i¢ ve dig yapisini olugturmak

tizere farklilasirlar. Bu siireg ilerledikge 3 farkli hiicre soyu tanimlanir:

1- Plesantay1 olusturan ilkel trofoblastlar
2- Embriyoyu olusturacak olan epiblast

3- Vitelliis kesesini olusturacak olan ilkel endoderm.

Implantasyondan ve bunu takip eden farklilasmadan sonra epiblastda bulunan
hiicreler, meydana gelecek overin ilk hiicreleri olan primordiyal germ hiicrelerinin
(PGH) onciillerini olusturur. PGH’ler farklilasmamis gonada girerler ve sonugta over,
PGH’lerin mayozda tutulmus oosite farklilagsmasini saglar. Bu farklilasma basamagi ve
mayoza giris ile, son oosit kok hiicrelerinin bu fetal asamada ortamdan kayboldugu 6ne
stiriilmektedir. Mayozda tutulan oositlerin etraflar1 6n-graniiloza hiicreleri tarafindan
sarthr ve tek tek primordiyal folikiilleri olustururlar. Gelecek nesilleri olusturacak
folikiilleri meydana getirme potansiyeline sahip bu bekleyen oositler memelilerde
puberte sonrasi fertilize olmak i¢in aday olacaklardir (1). Bu olaylarin tamami sekil 2-

2’te gosterilmistir.

FiGH -bpfnclii?' rasyoiu Oosit
q.
Sornatik hicreler alugumu g olugumué Oosit
migrasyonu rayoz | kayhl
Figot primaordiyal

falikdl olugumu

/Lljnsit
Dosit — Cosit kayhi
Sperm avulasyan Mayoz I 7hﬂﬁ;ﬂmesi

osit
kavhi

Sekil 2-2: Memeli disinin reproduktif yasam dongiisii (1).



Overin histolojisi:

Over ylizeyi germinal epitelyum ismini alan tek katli yass1 ya da kiibik
epitelyum ile ortiiliidiir. Derininde yogun bag doku bulunur. Over kesitlerinde: Dista
korteks, igte medulla vardir. Overe giren-¢ikan damar ve sinirler hilumdan girerler ve

overin medulla dokusunda devam ederler (3).

Korteks, yogun bag dokusu niteligindeKi hiicresel stromadir. Ince kollajen ve
retikiiler 1if ag1 ve ig sekilli fibroblastlar ile farkli gelisim evrelerindeki follikiilleri
igerir. Follikiillerin yapisi ve fonksiyonu yas ve siklusun evresine gore degisir. Puberte
oncesinde sadece primordial follikiiller vardir. Puberte sonrasinda kortekste, gelisen
follikiiller, korpus Iuteum, korpus albikans ve atretik follikiiller yer alir. Korteks
menopozdan sonra ince, fibroz bag dokusu halini alir. Medulla,gevsek fibroelastik bag
dokusudur. Bol damar ve sinirler igerir. Over follikiilleri korteksin stromasi igerisinde
yer alir. Bir folikiil, bir ya da daha fazla tabaka olusturmus folikiil hiicreleriyle
(graniiloza hiicreleri) ¢evrili bir oositten meydana gelir. Folikiiler gelisimin bir kag
safhas1 vardir (4).

Primodiyal folikiiller: Primordiyal folikiillerin en ¢ok sayida bulundugu dénem
dogum oncesidir. Herbir primordiyal folikiil tek sira yassi folikiil hiicreleriyle yani
graniiloza hiicreleriyle gevrili bir primer oositten olusur. Graniiloza hiicreleri birbirine
desmozomlarla baglanirlar. Bu hiicrelerin altinda bir bazal lamina bulunur ve damardan

yoksun folikiilleri stromadan ayiran sinirt olusturur (3).

Biiylimekte olan folikiiller: Folikiillerin biiylimesi esas olarak folikiil
hiicrelerinin ve bununla birlikte primer oositin ve folikiilii cevreleyen stromanin
biiylimesi ile olur. Folikiiller dinlenme evresinden ¢iktiginda primer folikiil olarak
adlandirilirlar. Folikil hiicreleri mitozla ¢ogalirlar ve ¢ok katli folikiiler epiteli ya da
graniiloza tabakasini olustururlar. Folikiiliin bu haline multilaminer primer folikiil ismi
verilir. Primer folikiil evresinde primer oosit zona pellusida adi verilen glikoprotein
ortiistiniin sentezine baslar. Folikiil hiicrelerinin uzantilar1 ile oosit mikrovilluslar1 zona
pellusida igerisine uzanirlar ve oluklu baglantilar (gap junction) ile birbirleriyle temas
kurarlar. Takip eden evre ikincil folikiil evresidir. Bu evre zona pellusidanin kalinlastigi
ve folikiiler hiicrelerin ¢ogalmaya devam ettigi bir evredir. Folikiillerin etrafini saran
stroma hiicreleri farklilasma gostererek tekayr olustururlar. Daha sonra bu tabaka da

teka interna ve eksternaya farklilasir (4).



Teka interna hiicrelerinin androstenedion sentezledigi ve androstenedionun da
graniiloza hiicreleri tarafindan strodiole donistiiriildiigii bilinmektedir. Teka eksterna
esasen bag dokusundan ibarettir. Folikiiliin bliyiimesi esas olarak graniiloza hiicrelerinin
bliylikliigliniin ve sayisinin artmasiyla olur. Bu esnada hiicreler arasinda folikiil sivisi
toplanmaya baslar. Siviy1 iceren bosluklar birleserek tek bir bosluk (antrum) olusturur.
Graniiloza tabakasmin hiicreleri folikiil duvar1 {izerinde belli bir yerde daha fazla
olgunlasir. Burada hiicrelerden kiigiik bir tepecik olusur; oositi de igeren bu yapiya
kumulus ooforus ismi verilir. Kumulus ooforus, antrumun i¢ kismina dogru uzanti

yapar. Bundan sonra oosit daha fazla biiyiimeye devam etmez.

Primordiyal ;o Qosit

folikil K —
M 6] W Stroma hiicresi
)

Folikdi! hiicresi

Tek kath PR Bazal lamina
primer . /f/ﬁ\;i/
folikiil YN
i\ .”‘ Zona pellusida olugumu
2 |
Cok katli
primer

folikdi

Sekonder
(vezikiifer)
folikil

Antrum
o Tekainterna

i
#&— Teka eksterna

< Granuloza niicreleri

Qigun Graaf Teka eksterna
folikalii s

Teka interna
" Likor folikdili
Membrana

agranuioza

‘Korona radyata

Sekil 2-3: Primordiyal folikiilden olgun folikiile dogru gelisen folikiillerin sematik ¢izimi (3).



Olgun folikiiller: En biiytik folikiil olgun folikiildiir ve Graaf folikiilii olarak da
adlandirilir. S1vi toplanmasinin bir sonucu olarak, folikiil boslugunun genisliginde artis
olur ve oosit graniiloza hiicreleri tarafindan olusturulan bir sap ile folikiil duvarina
baglanir. Graniiloza tabakasi daha ince bir hale gelir. Ovum etrafindaki ilk tabakay1
olusturan graniiloza hiicreleri zona pellusida ile yakin temastadir. Bu hiicreler uzayarak
korona radyatay1 olusturur. Korona radyata ovum ovaryumu terk ederken ona eslik eder.
(Sekil 2-3) (3,4).

2.2. Neoplazi:

Neoplazi tam olarak yeni biiyiime anlamina gelmektedir ve normal dokular1 asan,
onlarla koordine olmayan ve degisime yol acan, uyar1 durduktan sonra bile ayn1 sekilde
biliylimeye devam eden anormal doku kiitlesi olarak tanimlanabilir. Tiim neoplazilerin
kokeni normal biliylime kontroliine cevap verme yeteneginin kaybina dayanmaktadir.
Neoplastik hiicreler degisime ugrar ve normal hiicrelerden bagimsiz davranirlar ve
boliiniirler. Bununla birlikte parazit gibi davranarak normal hiicre ve dokularla
metabolik gereksinimlerini karsilamak i¢in rekabete girmeleri ve otonomi gdstermeleri
yani lokal cevreleri ve konagin beslenme durumu nasil olursa olsun biiylimelerine

devam etmeleri neoplastik hiicrelerin diger karakteristik 6zellikleridir (5).

Neoplaziler genelde timor olarak adlandirilirlar. Timorler iki gruba ayrilir:
Selim (benign) ve habis (malign). Selim tiimorler, sitolojik 6zellikleri ve yerlesimlerinin
bir bolge ile sinirli olmasi ve yayilim gostermemeleri nedeniyle genelde hastada tehlike
olusturmayan iyt huylu timdrlerdir. Habis tiimorler ise komsu yapilara invazyon
yaparak onlar1 haraplayan ve metastaz yaparak éliime yol acan, kétii huylu tiimérlerdir

(5,6).

Hangi dokudan kaynaklanirsa kaynaklansin kotii huylu tiimérlerin hepsi kanser
terimi altinda toplanmaktadir. Epitel dokusundan (ektoderm, endoderm) kaynaklanan

kanserlere karsinoma, bag dokusundan (mesoderm) kaynaklananlara da sarkoma denir

(6).



2.2.1. Kanserde Derecelendirme (grade) ve Evrelendirme (stage):

Kanseri derecelendirmek (grading), onun agresifligi hakkinda bilgi edinmeye ya
da timor hiicrelerinin sitolojik farklilasmasina bagli olarak gosterdigi malignansi
seviyesini ve tlimordeki mitoz sayisini belirlemeye yaramaktadir. Kanser artan
anaplaziye (bazi hiicre ve dokularin habis timor 6zelliginde gelismesi) gore sirasiyla I,

I, 11 seklinde derecelendirilebilir (7).

Kanseri evrelendirme (staging) ise primer lezyonun boyutuna, bolgesel lenf
diigiimlerine dagilma alanlarmma ve metastazlarin varligima ya da yokluguna gore
olugsmaktadir. Bu degerlendirme genellikle klinik ve radyografik tetkike dayanmaktadir.
Evrelendirmede iki ayr1 sistem kullanimdadir, TNM sistemi (T primer tiimérler igin, N

bolgesel lenf nodu, ve M metastazlar igin) ve AJC sistemi (American Joint Committee).

TNM sisteminde T1, T2, T3 ve T4 sirasiyla primer lezyonun artan boyutunu;
NO,N1,N2 ya da N3 gelisen nod durumunu; MO ve M1 metastazin varligin1 ya da
yoKlugunu tarif eder. AJC kriterinde ise kanser 0’dan IV’e seviyelendirilir. Over
karsinomlarinda farklilasma tipine ek olarak tlimoriin farklilasma derecesine gore de alt

smiflandirilmalart yapilabilir (7,8).

Over kanseri evrelemesinde Uluslararas1  Jinekoloji ve  Obstetrik
Federasyonu’nun (FIGO) 2009°da olusturdugu sistem kullanilmaktadir. (Tablo 2-1) (7).
FIGO tarafindan Onerilen derecelendirme sistemi yapisal ozelliklere dayanmaktadir.
Tiimorde izlenen glandiiler ve papiller yapilarin solid tiimoérdeki oranmna gore

derecelendirme yapilir.

Buna gore tlimorde izlenen solid alanlar %5°den az ise grade 1, %5-50 arasinda

ise grade 2, %50’den fazla ise grade 3 olarak derecelendirilir (8).



Tablo 2-1: Over Tiimérlerinin FIGO Evrelemesi (7).

Evre

1A

1I5]

lnc

1A

IE

Tumar everlere simirhidir,

Tumar bir overe simrly, kapsil intalkt, over ylzeyinde timar yol,
asit snasinda malign hilere yolk.

Tumsr her iki overe sinih, kapsul intalt, over yuzeyinde tUmar yolk,
asit spasinda malign hiicre yok

Tumorun evresi 1A ya daIB ancak bir ya daili overin yuzeyinde
tlmir var ya da kapsil riptireya da malign hiicre igeren asit,
veya peritoneal yikamada malign hilere

Tamdor bir ya da her iki overdedir. Pelvik yayihm mevcuttur

Uterus ve/veya tubada timar yayilimi ve/veya timiar implanti.

Diger pelvik dokulara yayilim.

Tumérin evresi llA yada llB ancak birya daikioverin ylzeyinde

‘timr var ya da kapsil riptlireya da malign hiicre igeren asit,

veya peritoneal yikamada malign hiicre

Bir veya her iki overde tumarle birlikte pelvis disinda mikroskobik
peritoneal metastaz ve/veyabélgesel lenf nodu tutulumu,
Yuzeyel karacifer metastazlan. Tumar gergek pelvise sinirhidir
fakat histolojik olarak kanitlanmisince bagirsak ve omentuma
malign uzantilar var. '

Tum@r negatif lenf nodlan ile birlikte gergek pelvisle sirhidir fakat
histolojik olarak kanklanmig mikroskobil pelvis digi peritoneal
tutulum meveut yva daince bagirsak veya mezentere uzantilar var.

Bir va daiki overde tim&r var ve abdominal peritondaki implantlar

2.3. Karsinogenez (kanser olusumu):

meydana gelmesinde rol oynayan 6nemli bir etmendir. Bu tiir bir genetik hasar (ya da
mutasyon) kimyasallar, radyasyon ve viriisler gibi ¢evresel ajanlarin etkisi ile meydana
gelebildigi gibi, germ line (esey hiicre oOnciilleri) yolu ile de kalitilabilir. Kanserde
gbzlenen genetik degisimler; nokta mutasyonu gibi gen diizeyinde degisiklikler ve gen

amplifikasyonlar1 seklinde olabildigi gibi kromozomal diizeyde yapisal ve sayisal

Hiicre 6liimiine neden olmayan genetik hasar ya da diizensizlik karsinogenezin

anomaliler de olabilir (5).
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Pek c¢ok tiimorde belirlendigi gibi kanser olusum silireci iic asamada
tamamlanmaktadir: Inisiyasyon (baslama), promosyon (olusum) Ve progresyon
(ilerleme). Baslama evresi, cesitli mutajenik faktorlerin DNA’da olusturdugu hasar
sonucu, somatik mutasyona bagli olarak olusan geri doniisiimsiiz bir evre olarak
karakterize edilir. Promosyon evresi, papilloma gibi benign biiyime ve farklilagma
Ozellikleri degismis hiicrelerin olustugu bir asama olarak karakterize edilir.
Karsinogenezin son asamasi, ilerleme ve metastazda ek genetik olaylarla genomik
kararsizlik olusur. Tiimor hiicrelerinin i¢inde daha agresif ve metastatik fenotiplerinin

ortaya ¢ikmasiyla sonugta invazyon ve metastaz gelisir (9,10).

Kanserin genetik hipotezi; genetik hasar meydana gelmis tek progenitor (ata)
hiicrenin klonal olarak ¢ogalarak timor kitlesi olusturmast ile agiklanabilir. Bu durum

tiimdrlerin biiyiik ¢ogunlugunda gosterilmistir.

Kanser olusumunda genetik olarak degisime ugrayan normal regiilator

(diizenleyici) genler iki sinifa ayrilir:

- Biiylime-uyarici protoonkogenler

- Biiylime engelleyici tiimdr baskilayici genler

Protoonkogenlerin mutant allelleri dominant olarak kabul edilir ¢iink{i normal
karsiliginin oldugu durumlarda hiicrelerin doniisiimiinii (transformasyon) saglarlar. Bu
olayin aksine tiimor baskilayici genlerde doniisiimiin gergeklesmesi igin her iki normal
allellinde degisime ugramis olmasi1 gerekmektedir, bu yiizden tiimor baskilayict genler
resesif onkogenler olarak bilinmektedir. Karsinogenez fenotipik ve genetik seviyelerin
her ikisinde de ¢ok adimli bir siirectir. Bir malign neoplazi asir1 biiytime, lokal yayilim
ve uzak metastaz olusturma yetenekleri gibi bir ¢ok fenotipik 06zellige sahiptir.
Molekiiler diizeydeki ilerleme ise, DNA onarimindaki bir defekt ile meydana gelen
genetik lezyonlarin ardi ardina birikimiyle ortaya ¢ikar. Tiimor ilerlemesinin yakiti olan
genetik degisiklikler, yalnizca biiyiimeyle ilgili genleri degil, angiogenezle, invazyonla
ve metastazla ilgili genleri de etkiler. Bu karakteristik o&zellikler adim adim

kazanilmaktadir ve bu olay tiimor progresyonu olarak adlandirilir (5).
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2.3.1. Onkogenler

Onkogenler kansere neden olan tanimlanmis ilk genlerdir (11). Kontrolsiiz
hiicre biliylimesi ve farklilasmasina yol acan hiicre proliferasyonunu aktive ederler (12).
Onkogenler, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ile iliskili protoonkogen olarak
adlandirilan normal hiicresel genlerin degismis versiyonlaridir. Protoonkogenin
onkogene doniisiimii; mutasyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler ve gen

amplifikasyonlar1 gibi yapisal ya da diizenleyici degisimler ile meydana gelirler (13).

Bir konak¢inin genomuna mutant onkogenleri entegre eden DNA ve RNA
viruslarinin  birgok ¢esidinden onkogenler tanimlanabilir. Onkogenler genellikle
dominanttir ve fonksiyon kazanim mutasyonlari ile aktive olurlar. Onkogende germline
(esey hiicre onciilleri) mutasyonlar1 nadirdir, bu nedenle agirlikli olarak somatik bir
olaydir (11, 14, 15). Bilinen bazi onkogenler ve aktivasyon yollar1 tablo 2-2°de

gosterilmistir.

Tablo 2-2: Bazi onkogenler ve aktivasyon yollar1 (10)

Kromozom
Onkogen Lokalizasyonu | Aktivasyon araci Protein
Blylime faktorleri
HST 11g13.3 konstitutif sentez FGF ailesi
INT 11q13 konstitutif sentez FGF ailesi
KS3 11g13.3 konstitutif sentez FGF ailesi
V-SIiS 22g12.3-13.1 | konstitiitif sentez B-zincir PDGF
Tirozin kinaz blyime faktoru
HER1 7p1.1-1.3 gen amplifikasyonu EGF reseptor
HER2 17911.2-12 gen amplifikasyonu insan EGFR 2
FMS 5qg33-34 konstitutif sentez CSF1 reseptor
G Protein iligkili reseptor
MAS 6q24-27 5'kodlanmayan bélgenin yeniden sentezi | anjiyotensin reseptor

Proto-onkogen fonksiyonuna bagl olarak, onkojenik aktivasyonu farkli yollarla
elde edilebilir. Ornegin farkli mekanizmalar reseptdr tirozin kinazin aktif onkogenik
forma doniismesine neden olur: gen amplifikasyonu nedeniyle asir1 ekspresyon ya da
artmis gen transkripsiyonu, nokta mutasyonlar1 igeren aktive edici mutasyonlar,

delesyonlar ve insersiyonlar, aktif fiizyon proteini ekspresyonu ile sonuglanan



12

kromozomal yeniden diizenlenmeler (13). Onkogene doniisiime neden olan aktivasyon

mekanizmalart sekil 2-4’de gosterilmistir.

__ PROTO-ONKOGEN
Gen cogalmasi Genlerin yeniden
dizenlenmesi

g 0 / \ |

Mokta mutasyonu

=== ] - e e T—— Gen
oo, e
Normal Promotor veya . - P .
Hibrid I Protein
proteinin asin enhancer eklenmesiyle n:_'cr\:_'nii::ig :I::rlzivite aktivite artisi Protein
sentezi artnug protein sentezi

Sekil 2-4: Hiicresel Proto-onkogenden onkogene doniisiimii saglayan aktivasyon
mekanizmalari (9).

2.3.1.1. Gen Mutasyonu:

Gen mutasyonu veya nokta mutasyonu olarak tanimlanan bu mutasyon, genin
yapisint olusturan niikleotidlerin sayisinin, ¢esidinin, veya sirasinin degismesidir.
Burada genin kromozom {izerindeki yeri degismeden niikleotid dizisinde bir degisme

s6z konusudur (16).

Sik rastlanan gen mutasyonlarina ras genlerindeki mutasyonlar 6rnek verilebilir.
Ras proteinleri, hiicre yiizeyindeki biiyiime faktorii reseptorlerinden sinyallerin
iletilmesine yardim eden, monomerik GTPazlardir (17). Ras protein ailesine dahil olan
kiictik GTPaz’lar hiicre biyolojisinin her alaninda son derece kritik roller iistlenerek
hiicrelerin ~ boliinmesini, farklilagsmasini, hiicre i¢i  protein taginmasint Ve
lokalizasyonunu, hiicre iskeletinin organizasyonunu, biiytime faktorii sinyal iletimini ve

gen ifadesini diizenlemektedirler (18).

Biiylime sinyallesmesini takiben Ras aktivasyonu MAPK yolagiin aktivasyonu
ile sonuglanir. Ras onkogenleri olan NRAS, HRAS ve KRAS kolorektal kanserler gibi
yiiksek oranda solid tiimorler iceren insan kanserlerinin %30’unda mutasyona ugrarlar
(14). Mutasyonlar sirastyla 12, 13, 61. kodonlarla siirlidir ve hepsi proteinin GTP-bagh
formunda arts ile sonuglanir. Insan kanserlerinde diger bircok gen, nokta mutasyonu ile

aktive olabilir. FMS geninin 301. ve 969. kodonlarinin mutasyonu akut myeloblastik
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16semide tanimlanmistir. Daha yakin zamanda akut lenfoblastik 16semi, akut miyeloid
16semi ve miyelodisplazi hastalarinda FMS- benzeri tirozin kinaz-3'te mutasyonlara
rastlanmistir. Bu gen hematolojik hastaliklarda en sik mutasyona ugrayan genlerden
biridir. Fibroblast biliyiime reseptorii 3 (FGFR3) de, mesane tiimorlerinin ¢ogunda ve

¢ok az da olsa multipl miyelomada mutasyona ugramistir. (13, 15).

Asurt ekspresyon (overexpression):

Gen ekspresyonu, bir genin igerdigi bilginin fonksiyonel bir {iriniin sentezinde
kullanilmasi islemidir. Bu friinler genellikle proteinlerdir yanliz ribozomal RNA,
tagtyict RNA, kiigiik niikleer RNA gibi protein kodlamayan genlerde bu iiriin fonsiyonel
RNA olmaktadir. Hayvan tiimorlerinde onkogenlerin aktivasyonu, bazi hiicresel
genlerin asir1 ekspresyonu gozlenebilir. Bazi durumlarda alisilmamis hiicresel baglamda

diisiik seviyeli ekspresyon da hiicre fenotipini etkileyebilir.

Hiicresel protoonkogenlerin asir1 ekspresyonuna oOnciilik eden iki genetik
mekanizma tanimlanmustir; genomik amplifikasyon ve translokasyon. Her iki
mekanizma ile aktive olan genlerin tanimlanmasi sadece genlerin neoplastik gelisimi ile
ilgili degil normal fonksiyon gosterdikleri yolaklara ait ¢ok fazla bilgi elde edilmesini

de saglamustir (19).

Gen amlifikasyonu ya da transkripsiyonel deregiilasyon aracilifiyla meydana
gelen HER2 proteininin asir1 ekspresyonu meme ve over kanserli hastalarin yaklasik
%25-30'unda goriilmektedir. Meme kanserlerinde HER2 geni 25-50 kopyaya kadar
artabilirken HER2 protein ekspresyonunda da 40-100 katlik bir artis olabilir ve bu da

timor hiicre yiizeyinden fazla sayida reseptoriin eksprese olmasi ile sonuglanir (20).

Bu genin asir1 ekspresyonu kot prognozla iligkilidir. HER2'nin  asir
ekspresyonunun, insan meme ve over kanser hiicre soylarinda DNA sentezini arttirdig,
hiicre biiylimesini tesvik ettigi, fare xenograft modellerinde klonlama verimliligini ve
timor tiretme egilimini arttirdigi yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (21). Epitelyal over
kanserlerinde HER2 asir1 ekspresyonu sikligi %20-30°dur (22). Epitelyal olmayan over

tiimorlerinde ise ekspresyon calismalari oldukga nadir ve sonuglar geligkilidir (23).
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2.3.1.2. Onkogenlerin Amplifikasyonu:
Onkogenez siireci i¢inde bazen bir DNA segmenti ¢cogalmakta (amplifikasyon)
ve o segment i¢inde yer alan bir proto-onkogenin bazen yiizlerce yeni kopyasi genoma

eklenmektedir.

Hiicre i¢indeki gen kopyalari1 sayisindaki artis, ekspresyon artisina neden olan
mekanizmalar1 aciklar. Insan tiimérleriyle yapilmis bircok sitogenetik ¢alisma ile
‘double minute’ kromozomlar (sentromeri olmayan kiiclik, ekstrakromozomal DNA
pargalaridir) ve homojen boyanan bdlgeler (HSR) tanimlanmistir. Bunlar spesifik
genomik bdlgelerdeki yiliksek seviyeli amplifikasyonlarin goriilebilir isaretleridir.
DMleri ve HSRleri igeren tiimor kaynakli hiicreler ile belli onkogenler i¢in problar
kullanarak southern isaretleme ya da in situ hibridizasyon c¢aligsmasi1 yapildiginda bir¢cok
amplifiye olan bolgenin onkogen dizileri icerdigi bulunmustur. Ornegin MYC’in
amplifikasyonu (8q24) akut lenfositik 16semi hiicre soyu HL-60 ve iligkili dizide,
MYCN(2p24) amplifikasyonu ise néroblastomalarda tanimlanmstir. Ugiincii MYC aile
tiyesi MYCLL1’in(1p34) kiiciik hiicreli akciger karsinomlarinda amplifiye oldugu

gorilmiistiir.

Meme ve diger epitelyal koti huylu timorlerde HER2 amplifikasyonu
bulunmustur. HER2 nin fare homologu olan neu, daha once de NIH-3T3 deneyi ile bir
onkogen olarak tanimlanmistir. neu onkogeninde, proteinin transmembran bolgesindeki
aktive edici bir mutasyonun, tirozin kinazin siirekli aktif formda kalmasma neden

oldugu bulunmustur.

Birgok kanser cesidinde amplifiye olan 17q ve 20q amplifikasyon bdlgeleri
tizerinde daha ¢ok calisilmigtir. Bunlar genelde biiyiik amplikonlardir, iyi haritalama ve
bolgeler arasinda kopya sayis1 Ol¢iimleri amplifikasyonun birden fazla pik noktasi
oldugunu ortaya koymustur. Bu da aymi kromozom iizerindeki birden fazla genin
amplifiye oldugunu gosterir. 17q 6rneginde HER2 geni 17q12‘de yer almaktadir. Bazi
timorlerde 17923de de amplifikasyon saptanmistir. Birgok meme tiimérii 17q’daki her
iki bolgeyi de kapsayan biiyiik bir amplikon igerir. Ekspresyon analizleri de benzer bir
sekilde kompleks bir goriintii meydana getirmistir. Sonug olarak bu bolgelerdeki birgok
gen uygun tiimor Orneklerinde yiiksek amplifikasyon ve ekspresyon gosterir. Ayni
zamanda fonksiyonel deneylerde bir onkogenden beklenen doniistiirme yetenegi gibi

karakteristik &zellikleri gosterirler. Bu genler HSR’ler ve DM’lerde bulunan ve
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fonksiyonel olarak ©nemli hedef genler olan MYC ve HER2’nin tanimlanmasi

calismalar sirasinda ortaya ¢ikarilmigtir (19).

Kopya sayist degisimlerinin genom ¢apinda belirlenmesi ile ayni timor
dokularinin ekspresyon profillerinin birlikte degerlendirilmesi, kanser hiicrelerinin
molekiiler isaretleri hakkinda kompleks ve dikkat cekici bilgiler vermistir. Bu yaklasim
amplifikasyon hedeflerini dogrudan tanimlamayi saglar. Yapilan caligmalarda over
kanserlerinin HER2 amplifikasyon oran1 %8’den %66°’ya kadar gesitlilik gostermektedir
(24). HER2 meme kanserli hastalarin ise yaklasik %20’sinde amplifiye olmaktadir (25).
Bu onkogen diger birgok tiimdr tipinde de anormal bir sekilde eksprese/amplifiye

olmaktadir (23).

Translokasyonlar ve yeniden diizenlenmeler:

Tiimor hiicrelerine ait karyotiplerde yapilmis en dikkat cekici gozlemler;
kromozomal translokasyonlardir. Siklikla gozlenen dengeli translokasyonlar iki

kromozomun dogrudan materyal degisimi yapmasi ile meydana gelir.

Kromozomal translokasyonlar kronik ve akut hematopoietik koétii huylu
timorlerde ve mezensimal kaynakli bazi solid tiimdrlerde bulunur. Bu baglamda
translokasyonlarin, tiimdr tipi ya da alt tipine 6zgiilliigli gézlenmektedir. Bugiine kadar
epitelyal kotii huylu tiimorlerde yapilan kromozom galigsmalarinda ¢ok az sayida dengeli
translokasyon saptanmistir. Kromozomal kirilma ve yeniden birlesmelerin iki ¢esit
sonucu vardir. Sonuglardan bir tanesinde derivatif kromozomda kirilma noktasina yakin
genin yapisinda bir degisiklik meydana gelmez fakat gen daha aktif bir promotor
bolgenin yakinina transloke olur ve ekspresyon seviyesi artar yani onun ekspresyon
paternini degistirir. Translokasyonun bu ilk tipi ¢esitli 6rneklerde MYC genini
icermektedir. Ornegin, Burkitt’s lenfomada gdzlenen t(8;14)(q24;032), 1(2;8)(p12;q24)
ve (8;22)(g24;g11) gibi ii¢ ana translokasyon sonucunda 8q24 boélgesinde bulunan MYC

geni immunoglobulin promotorii yakinina yerleserek aktive olmaktadir.

Ikinci tipte ise kirilma noktalarinda genlerin yapisi degisir. Bu da genellikle iki
farkl1 genin ekzonlarinin birlesmesine yol acarak yeni transkript ve fiizyon proteini
trlinliniin  olusmasma neden olur. Bu tip translokasyona ornek kronik myeloid

16semideki (KML) 9;22 translokasyonudur.
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Bu translokasyon 9g34 deki Abelson geni ile kromozom 22 deki BCR geninin
promotoriinii iceren 5' bolgesinin flizyonu ile sonuglanir. Her iki gende meydana gelen
intron kirilmalar1 bu tiimor hiicrelerine 6zgii protein ve g¢erceve i¢i (in-frame) mMRNA
flizyonlarinin  olusumuna neden olur. Neredeyse biitin KML hastalar1 bu
translokasyonu gostermektedir ve normal olmayan 210 kDa protein eksprese ederler.
Fiizyon proteini iiretimi ile sonuglanan bu ikinci tipte bir¢ok translokasyon myeloid
losemilerde ve sarkomlarda tanmimlanmistir. Flizyon proteinlerinin = bir¢ogu
transkripsiyon faktorleri kodlamaktadir. Bu da degismis transkripsiyonlarin hiicre
farklilasma programini degistirmek sureti ile tiimdr tiplerinin olusumunda anahtar rol

oynadigimi diisiindiirmektedir (19).

2.3.2. Tumér Baskilayic1 Genler (TBG)

Genel olarak mitoz iki yolla diizenlenir: Hiicre boliinmesini baskilayan genlerin
normal isleviyle ve hiicre béliinmesini yiiriiten genlerin normal isleviyle. Bunlardan ilki,
timor baskilayici genler olarak adlandirilir. Hiicre ¢ogalmasini kontrol altinda tutan
genlerdir. Etkilerini; bozulmus hiicre dongiisiiniin devamini1 engelleyerek, gerekli
durumlarda hiicreleri apoptozise yonlendirerek, hiicre icerisinde DNA replikasyonu ve
tamiri ile segregasyonun hatasiz gergeklesmesini kontrol altinda tutarak, mutasyon
oranlarinin diisiik seviyede tutulmasin1i ve genomun stabil kalmasini saglayarak

gosterirler (26).

TBG genellikle retinoblastoma (Rb) ve p53 geninde ¢alisilmigtir. Diger TBG’ler
ya da potansiyel TBG genlerine 6rnek olarak; ailesel adenomat6z poliposisteki Wilms’
timor (WT1), APC, DCC (deleted in colon carcinoma) genleri, von-Hippel- Lindau
sendromundaki HPL geni ve norofibramatozdaki NF1 ve NF2 genleri verilebilir.
TBG’ler onkogenlerin karsitligin1 temsil etmektedirler. Normalde hiicre biiylimesini
baskilayict1 ve diizenleyici gorevleri vardir. Hiicre biiylimesinin kontrolii veya
baskilanmasinin bozulmasi igin genellikle TBG’nin her iki allelinin kaybi1 gereklidir. Bir
allelde meydana gelen mutasyon resesif etkilidir ve bir sonraki jenerasyona aktarilabilir.
Bir allelinde mutasyon olan bireyler yiiksek kanser riski tasirlar ¢iinkii ikinci alleli de
etkisizlestirecek tek bir mutasyon kanserlesme i¢in yeterli olacaktir.

Ilk klonlanan TBG, Rbl (retinoblastoma) genidir. Familyal ve sporadik
retinoblastoma olusumu ilk kez Knudson’un iki-darbe modeli ile agiklanmistir. Onerilen

modelde hiicrelerin biiylime avantaji kazanmalar1 i¢in, bu genin (veya diger baskilayici
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genlerin) her iki allelin inaktive edici mutasyonunun gerekli oldugu belirtilmistir (Sekil
2-5). Islev kaybina neden olan (retinoblastomada RB1 geninin bulundugu 13ql4
bolgesinde) mutasyonlar ¢ogunlukla heterozigosite kaybiyla  birlikte  olur.
Heterozigosite kaybi genellikle, yanlis anlamli (missens) mutasyonlar, kromozomal
translokasyonlar, tim genin ya da kromozomun eksilmesi ya da gen doniisim
mekanizmalariyla saglanir. Kansere genetik yatkinlik sendromlarinda ilk inaktive edici
mutasyon (ilk darbe) germ hiicrelerinde, diger normal gendeki ikinci mutasyon (ikinci
darbe) ise bu hiicrelerden olusan somatik hiicrelerde ortaya cikar. Kalitsal olmayan
sporadik kanser formunda ise, her iki mutasyon da (her iki darbe) somatik hiicrelerde
(ya da kok hiicrelerde) olusur (9)

a. Sporadik kanser

Nomal _{( ) "H‘; Yani 'P - ;’ﬁ';l —Dielesyon
T56G LA mutasyon | S A o
pI ¢ .- p—— ‘“ » ) JC » TUmBr gelisimi
J L (A,
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b. Kalitsal kanser
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Sekil 2-5: Knudson’in iki darbe modeli (26).

Kanser olusturan ve olusturmayan insan hiicrelerinin fiizyonu ile elde edilen
hibrid hiicreler daha fazla tiimor olusturmaya devam etmez. Bu da normal hiicrelerdeki
genetik bilginin kanseri baskiladigin1 kanitlamaktadir. Bu, hiicre biiyiimesinin kontrolii
ve baskilanmas1 yetenegine sahip genlerde meydana gelen anomalilerin (mutasyon ve

delesyon) kotii huylu tiimor olusumuna neden olabilecegini gostermektedir (15, 27).
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p53 geni 53 kDa’luk bir niiklear fosfoprotein kodlar. Bu protein SV40 T antijeni
iceren viral onkoproteine baglanir. Hiicre dongiisii kontroliindeki roliinlin bir parcasi
olarak, yabanil tip p53Uin SV40 T antijeninin hiicresel homologuna baglandigi
diistiniilmektedir. Mutant p53’iin baglanma yetenegini kaybetmesi, hiicre dongiisii
diizenlenmesinin ortadan kalkmasina ve malign doniisiimiin baslamasina neden olan
kritik bir olaydir. p53 geninde meydana gelen degisimler insan kotli huylu tlimorlerde

en sik goriilenlerdir (28).

2.4. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii Ailesi (EGFR):

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ailesinden olan HER2, HER3 ve HER4
embriyonik gelisimde, doku onariminda ve kanserde anahtar rolii iistlenen tip 1 tirozin
kinazlardir (29). HER reseptorleri 6ncelikle epitelyal, mezensimal ve néronal kokenli
hiicreler olmak tizere bir¢ok hiicre tipinde ekpsrese olur. Homeostatik kosullar altinda,
EGF ailesini olusturan ligandlarin varliginda reseptor aktivasyonu diizenlenir. EGFR
aktivasyonu bir ¢ok kompleks hiicre i¢i sinyallesme yolagini  uyarir.
RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT igeren baslica iki sinyal yolagi EGFR tarafindan
aktiflenir. Timor hiicre c¢ogalmasi, canlilifini korumasi, invazyonu bu yolaklarin

aktivasyonu tizerinden saglanmaktadir (30).

Birgok kanser c¢esidinde EGFR’nin onkojenik role sahip oldugu gosterilmistir.
En son yapilmis gen ekspresyon analizleri ve Ozellikle fonksiyonel ¢alismalar
EGFR’nin meme kanserinde anahtar rol oynadigimi agik¢a gostermistir (31). EGFR
ailesinden olan reseptorler kansere 6zgii proteinler degildir ¢iinkii hem normal dokuda
hem de kotii huylu tiimorlerde bir dereceye kadar eksprese olurlar. Over dokusundaki
ekspresyon durumlari heniiz anlagilmamistir. Tiim6r dokusunda ve normal dokudaki
protein konsantrasyon oranlarinin belirlenmesinin molekiiler hedefler ve kansere karsi

yeni tedavilerin gelistirilmesinde yararl olabilecegi diisiiniilmektedir (32).

Over kaynakli tiimorlerin mikro c¢evresinde EGFR gibi hiicre yiizey
reseptorlerini uyaran biyolojik olarak aktif birgok bilesik vardir. EGFR ekspresyonu
over timdrlerinde ortalama % 48 olarak rapor edilirken asir1 ekspresyon sikligi %10-70
araliginda oldugu tahmin edilmektedir. EGFR ekspresyonu ile ¢esitli hastalik
parametreleri arasindaki iligki ile ilgili kabul goérmiis bir fikir birligi yoktur. Fakat elde

edilen bireysel sonuclarin farkliligina ragmen, EGFR ekspresyon diizensizligi ya da
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aktivitesinin over kanseri olusumunu etkileyen faktorler olduguna dair kanitlar

mevcuttur.

Yapilan bir ¢alismada, metaplastik over yiizey tiimorleri ve kontrol olarak
normal tuba epitelinde EGFR diizeyleri karsilastirildiginda, EGFR asir1 ekspresyonunun
hastaligin agresifligiyle 6nemli Ol¢iide iliskili oldugu gosterilmistir. Cok degiskenli
analizlerde, EGFR ekspresyon durumunun epitel kaynakli over tiimoérlerinde genel

sagkalim siireci i¢in prognostik faktor oldugu rapor edilmistir (33).

2.4.1. HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2):

HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) geni ERBB2 (avian
erythroblastosis oncogene B) ve NEU (neuro/glioblastoma derived oncogene homolog)
olarak da adlandirilir. 17. kromozomun uzun kolunun 12-21 bolgesinde lokalize olmus
bir onkogendir (Sekil 2-6) (34).

17pl2

179212 ] 17g12-21

HERZ Genhilgesi
17922
179241

17925.2

Sekil 2-6: HER2 geninin lokalizasyonu (34)

HER2 185 kDa'luk bir transmembran protein kodlar. Bu protein tirozin kinaz
aktivitesi gosterir. Insanlarda HER ailesi yapisal olarak iliskili dort {iye igermektedir:
HER1,HER2, HER3, HER4. Tanimlanmis hi¢bir ligandi olmayan tek reseptor HER-2
olmasima ragmen diger HER iiyeleriyle heterodimer olusturmak i¢in tercih edilen bir
estir. HER ailesi tarafindan olusturulan biitiin dimerler arasinda heterodimerizasyonla

iliskili HER2, en etkili sinyal iletim yolagidir (35).
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HER?2 hiicre biiytimesi ve farklilagmasinda 6nemli rol oynar. HER2 aracili temel
sinyal yolaklar1 mitojenle aktive olan protein kinaz yolagi (MAPK) ve fosfatidilinositol

3-kinaz (PI3K) yolagidir (36, 37).

Hiicre canliligi i¢in anahtar bir gen olan HERZ2’nin amplifikasyonu ve asiri
ekspresyonu malign transformasyona neden olur. Meme, over, gastrik kanser, prostat ve

diger kanserlerde dogrudan kotii klinik sonuglarla iligkili oldugu bildirilmektedir (38).

Bir anti-HER-2 antikoru olan trastuzumab’in (Herceptin™) gelisimi meme
kanserinin tedavisinde biiyiikk etki saglamistir ve bunu takiben HER2 spesifik
antikorlarin  c¢esitliligi ve kiigiik molekiiler inhibitorler klinik ¢aligmalarda
degerlendirilmistir. Hem HER2 reseptorii hem de tim HER2 sinyallesme yolagi kanser
tedavisi i¢in hedef olarak yaygin bir sekilde ¢alisilmistir. HER2 sinyallesme yolaklari,
sinyalleri bloke etmek ve tiimor biiyiimesini engellemek icin umut verici hedeflerdir.
Ayrica asir1 eksprese olan sito-membran proteini gibi tiimor hiicrelerine hedeflenen ilaci

tasimast i¢cin HER2 ilgi ¢ekici bir timor isaretcisidir (36, 37).
HER2 Amplikonu:

Deneysel modellerde tek bir HER2 geninin spesifik asirt ekspresyonu ile
kanserlesme saglanabilirken, insanda dogal olarak olusan meme kanserleri daima
17912-21 bolgesinin amplifikasyonu ile olusmaktadir. Bu bolgede HER2 ile birlikte
birgok gen bulunmaktadir. Bu nedenle insan hastaliklar1 deneysel modellere gore daha
karmasik bir genetik temeli olmalidir. HER2 amplikonu bir¢ok meme tiimdriinde
oldukgca kiiglik ve sabittir. HER2 lokusu etrafinda 280 kb'lik minimal bir bolgeyi kapsar.
Transkribe olan 10 gen igeren bu bolgenin tiimoérlerde amplifikasyonu durumunda
genlerin 6's1 asir1 eksprese olur. Bu da bu genlerin biyolojik olarak iliskili genler
oldugunu diisiindiirmektedir. Bunlar, HER2, GRB7, MLN64, PNMT, MGC9753, ve
MGC14832 genleridir. GRB7 proteini, SH2 igeren bir adaptor protein olup,fosforile
HER2 baglanir ve hiicre gocii ile ilgili olaylarda rol alir. MLN64 endozomal bir
membran proteini olup sterolleri baglar ve kolestroliin tasinmasinda gorev alir. PNMT
(feniletanolamin N-metiltransferaz) bir katekolamin biyosentez enzimi olup HER2
timorogenezi igin Onemli olmadigr disiiniilmektedir. Hipotetik MGC9753, ve
MGC14832 proteinlerinin fonksiyonlar1 bilinmemektedir (20).
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HER2’nin Biyolojik Onemi

Ostrojen reseptorii (ER) ve HER2 sinyal yolaklari meme kanserlerinin
bircogunda hiicre proliferasyonu ve sag kalimmi destekleyen dominant yolaklardir. Bu
yolaklar1 hedeflemek secilmis hastalarda daha etkili bir tedavi yontemi ortaya
koymaktadir. Mikrometastatik hastalik oldugu durumlarda (tekrarlama riskinde %350
azalma) ER'yi hedefleyen endokrin tedavisi ve HER2'yi hedefleyen trastuzumab
tedavisi, hastaliksiz ve genel sagkalimi saglamada carpici yararlar saglamaktadir.
Ostrojen reseptorii ve HER2’yi hedef alan tedavi uygulanan ve daha sonrasinda
kemoterapi goren metastatik hastalarda duraksama gegici de olsa goriilebilmektedir.

HER?2 yolagi, 3 kisimdan olusan kompleks biyolojik bir ag olarak tanimlanmustir:

Hiicre disindan gelen sinyali alan membran resept6rii ve onun ligandindan olusan
birinci kisim, sinyalin ¢ekirdege ulasmasini saglayan ve protein kinazlardan olusan
ikinci kisim ve transkripsiyon faktorlerinin genleri diizenlemesi ile hiicresel

fonksiyonlarin etkilendigi son kisim.

Bununla birlikte yolagin aktivitesini diizenleyen genler ve gen iirlinleri yeniden
tanimlanmaktadir. Birinci kisim 4 adet membran reseptorii/ tirozin kinazlar (HER1-4)
ve onlarin birgok ligandindan olusmaktadir. Meme kanserinde HER2 dominant tirozin
kinaz reseptoriidiir ve vakalarin %20’sinde amplifiye oldugu goriilmiistiir. Ligandlarin
hiicre dis1 bolgelerine baglanmasiyla HER proteinlerinin hiicre i¢i bdlgelerinde
dimerizasyon ve transfosforilasyon meydana gelir. HER2’nin ligand1 bulunmamaktadir
ve yliksek seviyelerde eksprese edildiginde aktive olmak i¢in ya baska bir aile iiyesiyle
heterodimer ya da bir HER2 ile homodimer olusturmak zorundadir. Bu fosforile olmus
tirozin kalintilar1 ¢esitli hiicre i¢i sinyal molekiilleriyle etkilesime girerek art arda ikincil
mesaj yolaklarinin aktive olmasini ve diger membran sinyal yolaklariyla kesismesini
saglar. Bu yolak tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorleri hiicre ¢ogalmasinda,
sag kaliminda, farklilasmasinda, damar olusumunda (anjiyogenez), invazyon ve

metastazla iligkili genlerin diizenlenmesiyle iliskilidir.

HER2 en giicli katalitik kinaz aktivitesine sahiptir ve HER2’yi igeren
heterodimerler de en giiclii sinyal aktivitesini icermektedirler. HER3 ligand baglanmasi
(heregulin) ile aktive olur fakat tirozin kinaz aktivitesi bulunmamaktadir bu yiizden

HER?2 gibi o da aktive olmak icin baska bir aile {iyesiyle eslesmek zorundadir.
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Bununla birlikte HER2’de PI3K i¢in bir¢ok baglanma bolgesi bulunmaktadir ve HER2
ile heterodimer olusturdugu zaman PI3K/AKT antiapoptoz yolagmin en etkili

uyaranidir.

HER2 ayrica, insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorii | gibi diger membran
reseptorleriyle kompleks olusturarak da aktiflesebilir. Hatta Gstrojen bile, c¢ekirdegin
disindaki dstrojen reseptdorleri vasitasiyla HER2 sinyal yolagini aktiflestirebilir.

HER2’nin hiicre dis1 bolgesini kaybetmesiyle olusmus istisnai bir sekli olan p95
olarak isimlendirilmis protein, bazit meme kanserlerinde gozlenmistir. p95 konstitiitif
olarak aktiftir ¢linkii bu reseptorlerin dis bolgeleri bir liganda baglanana kadar inhibitor
gorevini Ustlenir. p95, HER2 nin hiicre disinda kalan kismindaki bir bolgeye baglanarak
i gbren transtuzumab’a karsi direng goOsterebilir. Ciinkii bu bolge p95°te
bulunmamaktadir. Ayn1 sebeple de HER2’nin eksternal bolgesini hedef alan antikorlar
da p95°i tespit edemezler (25).

2.4.1.1. HER-2 Sinyallesme Yolag:

HER-2 dimerizasyondan sonra, PI3K, MAPK, ve C-y (PLCy) fosfolipaz’1 igeren
en az 3 farkli yolakla sinyallesebilir. Dimerizasyon paterni hangi sinyallesme yolagimnin
aktiflesecegini etkiler. Farkli dimerik kombinasyonlarin farkli hiicre i¢i sinyallesme
kaskadlar1 iirettigi diisiiniiliir. Ornegin PI3K lipit kinaz aktivitesi, en déniistiiriicii ve
mitojenik sinyallesme kombinasyonu olan HER2/HER3 heterodimeri ile baskilanir.
HER-3, PI3K’nin diizenleyici alt {initesi olan p85 ile etkilesime girebilen ¢ok sayidsa
baglanma bolgesine sahip oldugu i¢in tirozin-fosforile HER3 direk olarak PI3K ile
eslesmesi miimkiindiir. PI3K yolagindan farkli olarak, dimerizasyon iceren biitiin HER-
2’ler(HER-1/HER-2,HER-2/HER-3 ve HER-2/HER-4) MAPK yolagini aktive eder.
PI3K ve MAPK hiicre proliferasyonunu tesvik eden ve apoptozu engelleyen anahtar
sinyallesme yolaklaridir. Birgok hiicre soyu ve dokuda rapor edilen niiklear
lokalizasyon HER-2 sinyallesme yolagi i¢in diger onemli bakis agisidir. Nuklear
lokalize reseptorler siklin D1,COX2 ve p53 genleri i¢in muhtemelen transkripsiyon
faktorleri gibi davranirlar. Nuklear HER-2’nin COX-2 geni promotoriinii aktive ettigi ve
timor hiicrelerinde COX2 ekspresyonunu up-regiile ettigi cok iyi bir sekilde
belgelenmistir. Meme kanseri i¢in Sitoplazmik HER2 gibi nuklear HER-2 de prognostik
belirteg gorevi istlenmektedir. HER2 sinyallesme yolagi sekil 2-7’de gosterilmistir
(36).
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Sekil 2-7: Her2 sinyallesme yolagi (36)

2.4.1.2. Tiimor Olusumunda HER2’nin Rolii:

Normal hiicrelerde gelisimin biitiin asamalarinda HER2 6nemli rol oynar.
Bununla birlikte HER2’nin mutasyonu ve asir1 ekspresyonu hem tiimér olusumuna hem
de metastaza yol acgabilir. Kemirgenlerde tiimor olusumunda neu geninin (kemirgen
HER2 geni) mutasyonu goriiliirken insanda normal HER2 geninin asir1 ekspresyonuna
daha sik rastlanmaktadir. HER2 nin asir1 ekspresyonu hiicre doniisiimiinii tetikleyen
sinyalleri arttirir ve uzatir. Insanda meme, mide, over, prostat kanserlerinde HER2

siklikla asir1 eksprese olur (36).

2.4.1.3. HER2 ve Over kanseri:

Over kanserlerinde HER2’nin rolii az ¢alisilmistir ve meme kanserindeki kadar
aydmlatilmamigtir. Yapilan bir c¢aligmada over timéri oOrneginde HER2 asir
ekspresyonu %27,6 olarak bulunmustur. Bunun karsilik, evre Il ve IV over kanserli
hastadan elde edilen 6liimsiiz hiicre soylarimin tamaminda HER2 proteininin asiri
eksprese oldugu saptanmistir. Bu da HER2 asir1 ekpsresyonuna over kanserlerinin ileri
evrelerinde daha sik rastlanildigimi gostermektedir (36). Over kanseri hiicrelerinde
HER2’nin agir1 ekspresyonu hiicrelerin hizli bir sekilde iiremesine, yiiksek DNA tamiri

ve koloni olusturma yetenegine neden olur (38).
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Over kanserli hiicrelerde HER2 ve 0Ostrojen reseptorleri (ER) arasinda karsilikli
etkilesim oldugu gosterilmistir. Ostrojenin HER2 nin fosforilasyonuna sebep oldugu ve
HER2 sinyallesme yolagini baglattigi kanitlanmistir. Bu da HER2 dimerizasyonunu
bloklayan perstuzumabin over kanserinde Ostrojen uyarici degisimleri tersine ¢evirdigi

ile ilgili gozlemleri agiklar (25, 36).

Over kanserinin tespitinde HER2 diizeyinin belirlenmesinde en sik kullanilan
yontemler IHC (immunohistokimya) ve FISH (floresan in situ hibridizasyon) tir ve
yiiksek oranda uyumluluk gostermektedirler (39). Tedaviye uygun hasta segerken
FISH’in HER2 durumunu belirlemede IHC'ye gore daha fazla kesinlik gosterdigi
belirtilmektedir (24).

Tedavide monoklonal antikorlar HER2 nin asir1 ekspresyonunun olusturdugu
tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu engeller. Monoklonal antikorlar ve trastuzumab’in,
HER2 pozitif olan hastalarda 6zellikle kemoterapotik ilaglarla birlikte kullanildiginda
onemli olgiide tedavi edici etkisi oldugu belirtilmistir. Over kanserlerinin %20-30'unda
HER2 onkogeninin asir1 ekspresyonu oldugu ve tiimor dokusunda yiikselen HER2
ekspresyonunun koétii prognozla iliskili oldugu ileri siiriilmektedir. HER2 pozitif over
kanserli hastalar hastaligin erken asamalarinda anti-HER2 moAb (monoklonal antikor)
tedavisinden, ileri asamadaki hastalara gore daha fazla yarar saglarlar. Bu nedenle over
kanserinin farkli klinik evreleri boyunca HER2 dagilimini saptamak ve anti-HER2 ile

tedavi 6ncesinde HER2 asir1 ifadesinin prognostik degerini kanitlamak 6nemlidir (40).

2.4.2. Over Kanserinde HER2 Diizeyinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler:
Floresan in sitii hibridizasyon (FISH) yontemi gen kopya sayilarini tayin ederek
amplikasyonun, immiinohistkimya (IHC) ise gen {irlinii olan proteinin miktarini tayin

ederek ekspresyonu belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

2.4.2.1. FISH Yontemi

FISH gen haritalamasinda ve kromozom degisikliklerinin saptanmasinda
kullanilan elverigli bir yOntemdir. Bu yontem sitolojik preparatlara, interfaz
nukleuslarina veya metafaz kromozomlarma uygulanabilir ve sitogenetik bantlama
teknikleriyle tanimlanmasi miimkiin olmayan bir¢ok kromozom anomalisi (marker
kromozomlar, kiiciik delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar vb.)

tanimlanabilir (19, 41, 42, 43). Aslinda molekiiler bir teknik olan FISH, sitogenetik ve
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molekiiler biyolojiyi biraraya toplayarak sitogenetik analizlerin dogrulugunu ve
etkinligini biiyiik ol¢lide gelistirir. Floresan isaretleme, in sitii hibridizasyon prensibine
gore, prob ve Ornek arasinda hibrid bir yapt meydana gelmesiyle sinyal olusumuna
dayanan bir islemdir. Biyolojik materyalin hazirlanmas1 ve niikleik asit dizisinin prob
elde etmek iizere floresan bir isaretleyici ile isaretlenmesi ilk islemdir. Daha sonra
niikleik asitleri tek iplikli hale getirmek i¢cin hem prob hem de materyal denatiire edilir.
Bir sonraki asamada ise tek iplikli prob, kontrollii deneysel kosullar altinda biyolojik
materyaldeki tek iplikli tamamlayici niikleik asit dizisi (hedef dizi) ile hibrid olusturur.
Boylece yeni bir ¢ift iplikli molekiil olusur. En son asamada floresan isaretleyiciyi
tasiyan hibridizayon bolgeleri floresan mikroskobunda saptanarak incelenir (42,43).
(Sekil 2-8).

4%

ORNEK LAM UZERINDEFIKSE EDILIR ~ MEDEF DNA. PROTEIN VE RNA'DAN  ISARETL PROB ILE HEDEF DNA BIRARAYA
ARINDIRIUR GETIRILIR

) \
LR K&

PROE DNA' SI VE HEDEF DNA, 151 ILE PROE VE ORNE
DENATORE EOILIR msmﬁfz?'-':upﬁﬁ i
HIBRIDIZE OLMAYAN PROB ORTAMDAN UZAKLASTIRILIR OLUSAN DNA-DNA HIBRIT MOLEKULLERT GORUNTULENIR

Sekil 2-8: In sitii hibridizasyon yénteminin sematik olarak gésterilmesi (41).

Laboratuvarlardaki uygulamalar i¢in ¢ok sayida, iyi kalitede FISH problar
mevcuttur. Laboratuvarda rutin olarak kullanilan en elverisli FISH problari; 1)
sentromere Ozgii problar, 2) tiim kromozom boyama problari, 3) gen fiizyon, delesyon

ya da duplikasyonlari i¢in lokusa 6zgii problardir (44).
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Sentromere  6zgii  problar (CEP):  Kromozom  sentromerlerindeki
heterokromatinde bulunan tekrarlayan alfa (veya beta) satellit dizilerini hedef alir ve
sayisal kromozom anomalilerinin saptanmasinda kullanilir. Tiim kromozom ¢iftleri i¢in
ticari sekilleri vardir ve hem metafaz hem de interfazda spesifik bir kromozom ¢iftinin
sayisinin tespiti i¢cin ¢abuk ve kolay bir yol saglarlar. Trizomi ve monozomilerin

belirlenmesinde kullanilabilirler (44).

Tiim kromozom boyama problari: Kromozoma &zgii prob kiitiiphanelerinden
olusturulurlar. Ilgilenilen kromozomun tamamini isaretlemek igin tasarlanmislardir.
Marker kromozomlar gibi karmasik ve belirsiz degisiklikler gegiren kromozomlarin
morfolojik alt yapilarinin ¢oziimlenmesinin zor oldugu sitogenetik degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullanilir. Ancak 2-3 megabaz (Mb)'dan kiigiik degisiklikleri
saptayabilecek kadar hassas degillerdir (45).

Lokusa 6zgii problar: Tek kopya halinde bulunan spesifik dizileri belirlerler. Bu
problar kullanilirken hibridizasyonun verimli olabilmesi i¢in hedef dizinin biiylik olmasi
gerekmektedir. Translokasyon, inversiyon ve spesifik delesyonlar gibi yapisal
degisimler bu tiir problar kullanilarak tespit edilebilir. Ilgilenilen hedef genlerdeki
yeniden diizenlenmelerin, kazanimlarin ve delesyonlarin ayni zamnda metafaz ve

interfaz hiicrelerindeki amplifikasyonlarin tespitinde siklikla kullanilmaktadir (46).

Bu calismada 17. Kromozomun uzun kolunun 12. Bolgesindeki HER2 genini
isaretlemek amaciyla lokusa 6zgii bir prob olan HER2 probu kullanilmistir. Parafine
gomiilii graniiloza hiicreli over doku kesitlerine interfaz FISH yontemi uygulanarak
HER2 geninin amplifikasyonunun tespiti saglanmistir. Bu HER2 amplifikasyon probu,
HER2 gen bolgesi ve komsu bolgeleri kapsayan 347 kb’lik, kirmizi florofor ile
isaretlenmis ve yesil florofor ile isaretlenmis 17 sentromer bolgesine 6zgli prob

karisimindan olusur (sekil 2-9).

HER2, 17q12, kirmizi

17 sentromer, (D17Z71), 17p11.1-911.1, yesil
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D17Z1 ERBB2 (Her2)

Chromosome 17

Lo bidaE g
e N g ﬁi..x $572 SR rmrnnsan

D1752147 D175754 D1751215

Sekil 2-9: Yesil ve kirmizi sinyallerin 17. kromozom iizerindeki yerlerinin gosterilmesi (46).

Interfaz FISH:

Bolinmeyen hiicreleri hedef DNA olarak kullanabilen bir yontemdir. Bu
yontem, hiicrelerin kiiltiirii yapilmadan direkt yaymalara veya histolojik doku
kesitlerinde uygulanabilir. Kanserli hiicrelerden kromozom eldesinin zor olmasi ve
kaliteli kromozoma rastlama sikligimin az olmasi nedeniyle belirli bir anomali veya
DNA dizisi incelendiginde bu yontem kullanisli olmaktadir. Kanserlerde siklikla
rastlanan andploidilerin taranmasinda veya herhangi bir kanser tiirline 06zgi
kromozomal delesyonlarin tayininde, belirli lokus veya bolgeye spesifik problar
kullanilarak interfaz FISH uygulanabilir. Ayrica, sik gézlenen spesifik translokasyon ve
inversiyonlarda flizyon genleri farkli floresan boyalarla isaretlenerek iki (veya daha

fazla) renkli problar olarak interfaz FISH te kullanilabilir (41).

2.4.2.2. immiinohistokimya Yéntemi

Immiinohistokimyasal yontemlerin tamsal patolojide uzun bir gegmisi vardir. Bu
metodlar hiicrelerdeki proteinleri ve molekiilleri tanimlamak i¢in florofor isaretlenmis
(immiinofloresan) ve enzim-isaretlenmis (immiinoperoksidaz) antikorlari igermektedir.
Tanisal cerrahi patolojide immunoperoksidaz metotlar1 (genellikle tek antijen-antikor ve

daha az yaygin olarak cift antikor-antijen kombinasyonlari) hematoksilen ve eozin
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boyanma ile sonu¢ elde edilemediginde ek bilgi olusturabilmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. ~ Avantajt  molekiillerin  hiicre i¢inde tanimlanabilmesidir.
Immiinohistokimya kanser hiicre tiplerinin, kanserin alt siniflarmin ve bilinmeyen veya
belirlenemeyen primer bolgelerinin ve metastatik kanserlerin olasit hiicre menseini
tanimlamak i¢in cerrahi patolojide kullanilir. Her durumda, kabul gérmiis ve standart
morfolojik  kriterler dokunun immunohistokimyasal boyanmasina ek olarak
kullanilmaktadir (47).

Immiinohistokimyasal boyama yéntemleri:

Yontemler , immunojenik fiksasyon tarafindan degistirilmis antijenlerin tespitini
saglamak icin antikor-antijen etkilesiminin yeterli amplifikasyonunu saglamak
zorundadir. Bir enzimle isaretlenmis antijene 6zgii primer antikorlarin kullanildig

teknik direkt yontem olarak adlandirilir.

Substrat enziminin eklenmesini takiben antiserum dokuda inkiibe edilir,
dokularda antikor baglama yerlerinde ¢oziinmeyen renkli bir reaksiyon Triiniiniin
birikimine neden olur. Bu reaksiyon iirlinii 151k mikroskobuyla goriiniir sekildedir.
Direkt immiinohistokimyasal boyamalarin uygulanmasi basit ve ekonomiktir. Bununla
birlikte gozle goriilebilir bir sinyalin az bir amplifikasyonunu saglarlar bu nedenle
kullanim alanlari, otoimmiin deri hastaliklarinin  tanist1 i¢in  kullanmilan deri
biyopsilerindeki immunoglobulin depolar1 gibi antijenlerle smirhidir. Direkt
immiinoshistokimyasal boyamanin diger bir dezavantaji ise her primer antiserumun bir

enzimle baglanmis olmasi gerekmesidir (48).

Indirekt yontemde ise primer antikorun elde edildigi tiire kars1 olusturulan
ikincil bir antikor, haberci molekiilii tagimaktadir. Bu yontem tek asamali olana gore
genellikle daha duyarlidir. Ciinkii her primer antikora sinyal tagiyan birka¢ sekonder
antikor birden baglanabilir (49). Indirekt immiinboyamalar fikse dokularda insulin gibi

antijenlerin ve diger peptidlerin tespitinde kullanilir.
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Indirekt yontemlere ek olarak, doku kesitlerine birincil antikorlarin
baglanmasiyla iiretilen goriiniir sinyalin daha iyi amplifikasyonu i¢in tasarlanmis ¢ok
¢esitli immunoenzim metodlart mevcuttur. Avidin-biotin kompleks (ABC) metodu
bunlarin arasinda en ¢ok amagcli kullanilanidir. ABC immiinboyamasi yumurta akindan
elde edilen bir glikoprotein olan ve biotine karsi yiiksek afinite gosteren avidin ile

gerceklesir.

Doku kesitindeki antijenler, isaretlenmis primer antikorlari takip eden biotin ile
immunoglobulin isaretlenmis ikinci bir antikorla tespit edilir. Ikinci antikoru takiben,
doku avidin ve biotinin onceden hazir karigimina maruz kalir. Her avidin 4 biotin
molekiilii i¢in baglanma bolgesi igerir. Avidin biotin kompleksleri, avidin molekiilleri
tizerindeki serbest biotin baglanma bdlgelerini olusturmak i¢in iretilirler. Bu bolgeler
komplekslerin doku ile iligkili biyotinlenmis ikinci antikorlara baglanmasini
kolaylagtirir. Biotin molekiilleri genellikle peroksidaz enzimi ile isaretlenir. Direkt ve
indirekt enzim metodlarinda oldugu gibi bir enzim substrati dokuya uygulanir ve
antikor-enzim kompleksinin baglandigi bolgelerdeki kesitlerde renklenen reaksiyon

tirlinii sekillenir.

Bu boya tarafindan saglanan amplifikasyon, nadir antijenleri ve formalin
fiksasyonu ile immiinojenik olarak degistirilmis antijenleri saptamada c¢ogunlukla
gereklidir. ABC immiinboyamasi ¢ogu tiimor isaretgilerini ve formalin fikse edilmis
dokulardaki bulasici hastalik ajanlarimi1 saptamada kullanilir. (48). Buraya kadar

anlatilan immiinohistokimyasal boyama yontemleri sekil 2-10°da gosterilmistir.

Bu calismada parafine gomiilii graniiloza hiicreli over kesitlerinde HER2 protein

ekspresyonunu saptamak amaciyla ABC yontemi ile IHC yapilmustir.
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Sekil 2-10: Ug cesit immiinohistokimyasal boyama yénteminin diyagramsal temsilleri (48).
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2.5. Over Kanseri

Over kanseri kadin genital kanserleri igerisinde 6nemli bir yer tutar. Clinkli en
cok oliime neden olan genital kanser over kanseridir. Yine 6liime neden olma agisindan
genel kanserler i¢inde de meme, bagirsak ve akciger kanserinden sonra 4. siray1 alir
(50). Diinyada ise kadinlarda goriilen ve her yil 225 000 yeni hastayi etkileyen en
onemli 7. kanser tiiridiir (51). Kullanilmakta olan tiimor belirteglerinin duyarlilik ve
Ozgiilliikklerinin yeterli olmamas1 ve hastalik ileri evreye ulasmadan klinik olarak 6nemli
semptomlarin meydana gelmemesi nedeniyle erken teshis engellenmekte ve bu ylizden
tiim jinekolojik kanserler iginde en ¢ok 6liimle sonuglananini olusturmaktadir (24, 52).
Cogu kadin, over kanseri evre 1l ve evre IV te iken tan1 almaktadir ve 5 yillik sagkalim
stireleri sirastyla %20 ve %6’dir (53). Kadinlarin %30’undan daha az1 evre I’de tan1 alir
ve bu olgularda 5 yillik sagkalim %90’dir (54). Over kanserinin erken tanisi; daha fazla
tedavi seceneginin bulunmasin1 ve hastaligin seyrinin iyi yonde olmasini saglar
(53).Hastaligin seyrini belirleyen en énemli faktorler; evre ve rezidiiel hastalik varligidir
(39). Yasla beraber goriilme siklig1 artan over kanserlerinin ortalama tani yasi 63’tiir.
Over kanseri goriilme olasilig1 40-44 yas grubunda yaklasik 16/100 000 iken, 50 yasin
tizerinde 35/100000, 75-79 yas grubunda ise 54/100 000’¢ ulasir (55,56).

Over kanserleri farkli alt tiirleri olan ve on besten fazla tiimor tipinden olusan bir
timor grubudur. Her biri alt tipine, 6zel risk faktorlerine, onciil lezyonlara,
histopatolojik 6zelliklerine, onkogenez esnasindaki molekiiler olaylarina, kemoterapiye
olusturduklar1 cevaba gore karakterize edilir (57). Over tiimorleri {i¢ hiicre tipinden
koken alir: overin etrafin1 kaplayan multipotent epitel (s6lomik epitel), totipotent germ

hiicreleri ve multipotent seks-kord stromal hiicreleridir (5) (Sekil 2-11).
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kokeni: e overlere metastaz
yuzey epitel hucreleri: germ hiicreleri: seks-kord stromal
hacreleri
sk : 65-70% 15-26% 5-10% 59
ctkilenen yas 20+yas 0-25+vas tiim yas degisken
grubu:
-Seroz tumor -teratom -fibrom
tipleri : -misindz timar -disgerminom -graniiloza hiicre timari
P :
-endumelrivid WKmor -enduder mal sinds Wmdr - serloli-leydig hiicre Wmdra
-berrak hiicre timéru -koriokarsiom
-brenner timér

“*kistadenofibroma

Sekil 2-11: Cesitli over neoplazilerinin kokeni sikhig1 ve yas arahgi ile ilgili veriler (5).

2.5.1. Over kanserinde genetik faktorler:

Aile oykiisii over kanseri i¢in en giiclii risk faktorii olmasina ragmen epitelyal
over kanserlerinin sadece %5-10"'u kalitsaldir. Over kanserleri ile ilgili Gi¢ klinik genetik
bulgu vardir: bolgesel over kanseri (site-specific), meme ve over kanser sendromlari ve
Herediter nonpoliposis kolorektal kanser sendromu (HNPCC, Lynch I1). Bunlardan ilk
ikisi kalitsal vakalarin %90'inda mevcut olan BRCA1 ve BRCAZ2 tiimor baskilayici
genlerindeki mutasyonla iliskilidir. HNPCC ise, hMLH1 ve hMSH1 gibi, DNA
replikasyonu sirasinda yanlis eslesmeleri onaran genlerde meydana gelen degisimlerle
iligkilidir. BRCA mutasyonlar1 nedeniyle meydana gelen over kanserleri genellikle geng
kadinlarda ya yliksek gradlarda ya da ilerlemis ser6z karsinomalar seklinde goriliir.
Ancak BRCA mutasyonlart miisin6z over kanserlerinde herhangi bir role sahip degildir.
Over kanserinin tiim yagam boyu BRCA1 mutasyonu ile olusma riski %40-50, BRCA2
ile olusma riski ise %20-30'dur. HNPCC mutasyonu tasiyan kadinlarin tiim yasami
boyunca over kanseri gelistirme riski %12’den fazladir. Bu kadinlarda ayn1 zamanda
over kanseri geng¢ yasta gelisir ve diisiik derecelidir. (58, 59, 60). Over kanserindeki

genetik degisimlerden bazilari tablo 2-3’te verilmistir.
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Tablo 2-3: Over kanserlerindeki genetik degisimler (9):

Sinif Aktivasyon %
Herediter
BRCAL1 Tiimor supresdr gen | Mutasyon/delesyon 5
BRCA2 Tiimér supresor gen | Mutasyon/delesyon 3
MSH/MLHL| DNA tamir Mutasyon 1
Sporadik
HER2 Tirozin kinaz Amplifikasyon/overekspresyon| 20
K-ras G-protein Mutasyon 5
AKT2 Kinaz Amplifikasyon 10
PIK3CA Kinaz Amplifikasyon 10-20
c-myc Transkripsiyon faktorii| Overekspresyon 20-30
053 Timor supresor gen | Mutasyon/delesyon 60

transkripsiyon faktorii | Overekspresyon

2.5.2. Over tiimérlerinin siniflandirilmasi

Overleri olusturan hiicre tiplerinin 06zelliklerini yansitan over tlimorleri
neoplazilerin heterojen bir grubudur. Oncelikli olarak histopatolojik &zelliklerine gore
simiflandirilirlar. WHO’nun 6ngordiigii kurallara gore 3 ana kategoriye ayrilirlar:
Epitelyal over tlimorleri, seks-kord stromal tiimdrleri (6r: grantiloza hiicreli tiimdrler) ve
germ hiicreli timorlerdir. Overin sekonder tiimorleri de 4. bir grup olusturabilir. Bu
timorler uterus serviks gibi diger jinekolojik organlardan, gastrointestinal sistem ya da
memeden overe metastaz yapan tiimorlerdir (58). Over kanserlerinde derecelendirme
(grade) ise onemli prognostik faktorlerdendir. FIGO tarafindan 6nerilen derecelendirme
sistemi yapisal Ozelliklere dayanmakta olup, bazen niiklear ozelliklerle kombine

edilmektedir. Over tiimorlerinin histolojik siniflamasi tablo 2-4’te verilmistir.
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Tablo 2-4: Over tiimérlerinin histolojik siniflamas: (57).

1 Epitelyal tiimdler

A Serdz timor
B Musgitdz tim b
C Endottettiodd timar
D Berrak hiicreli tiiradr
E. Tranzisyonel hilereli tirdr
F ¥Vass1 hidereli (skaamdz) tlmor
G angk epitelyal thmér
H Fatldlagmarg karsinoma

2 Heks kord stromal tiimdtler
A Graniloza hilore timdni
B.Teka-fibroma g
C Bettoli-stromal hilore tlimoni
D. Smuflavhnlaraagran werra kansik tip seks kord stroral

tirmidrler

E. Sertoli hitereli tiimér

3 Germ hilcre timod

& Dis e
B Endodermal sitifiz (yvol kesest) timo
C Embriyonel karsinoma
Lv.Foliembryoma
EEoryokareinoma
F. Teratoma
G Flarigik (mixed) formdar
4 Ikiacil fmetastatild) tlunduler

2.5.3. Epitelyal over tiimorleri:

Epitelyal over kanseri Amerika’da kadinlarda goriilen en 6nemli 6liimciil kanser
formunu olusturmaktadir. Over neoplazilerinin %90’indan fazlast overin yiizey
epitelinden, geri kalani germ ve stromal hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Epitelyal
neoplaziler ser6z (%30-70), endometrioid (%10-20), miisindz (%5-20),berrak hiicreli
(%3-10) ve farklilasmamis (%1) olarak simiflandirilir. Alt-tipler de birbirinden risk

faktorleri, biyolojik davraniglari ve tedaviye olusturduklari cevaba gore farklilasir (52).

2.5.4. Seks—kord stromal tiimorler

Seks-kord stromal tiimorleri tiim over tiimdrlerinin yaklasik %8’ini olustururlar
(61). Bu neoplaziler fibromatéz kalmak i¢in over yoniinde (graniiloza hiicreleri, teka
hiicreleri), testikiiler yonde (sertoli,leydig hiicreleri) ve stromal yonde farklilagsma
yetenegine sahip seks kord ve stroma tiirevlerinin birlesiminden olusur (62). Overin
seks kordlar1 primitif gonadi saran s6lomik epitelden kdken alir. Embriyolojik gelisim

sirasinda bu epitel ¢cogalir ve overin mezensimi igerisine dogru biiyiir. Bu seks kordlar
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daha sonra vitelliis kesesi duvarindan go¢ eden primordial germ hiicreleri ile biitlinlesir.
Seks kord hiicreleri (graniiloza ve sertoli) stromal hiicreler (teka, leydig, fibroblast) ile
birlikte overin matriksini meydana getirir. Seks kord hiicreleri overin normal {iretimini
saglarken stromal hiicreler de destek vermektedir. Bu tiimorler tipik olarak steroid
hormon {iretimi ile iligkilidirler ve fonksiyonel seks kord stromal tiimdrleri androjenik

veya ostrojenik tiimorler olmalarina gore de siniflandirilirlar (63).

Seks kord stromal tiimorlerin histopatolojik goériinimleri ve malign
potansiyalleri olduk¢a degiskendir bu yiizden bu tip tlimérler i¢in optimum tedaviyi
belirlemek olduk¢a zordur. Bu tlimorlerin dngorillemeyen davranislar: ve genellikle geg
niiksleri hastalarin ilerki durumlar1 ve prognozunun seyrine rehberlik eder (64, 65).
Klinik olarak onemlidirler ¢linkii birgogu genellikle Ostrojenik bazen de androjenik
olabilen steroid hormonlar salgilayabilirler. Salgiladiklar1 hormonlarin etkileri

nedeniyle erken teshis imkanlar1 vardir (5).

Over kanserleri igerisinde oldukg¢a nadir rastlanan seks kord stromal tiimorleri
genellikle postmenopozal donemde goriilmesine karsilik tiim yas gruplarinda karsimiza
cikabilir. En sik goriilen tipi graniiloza hiicreli tiimorlerdir. Bu grup graniiloza hiicre
timorleri ile birlikte tekoma-fibroma grubunu, sertoli- leydig hiicre tiimoérlerini, anniiler
tiibiillii seks kord stromal tiimorlerini, jinandroblastomalart ve siniflandirilamayan seks-

kord stromal tiimorleri igerir (66).

2.6. Graniiloza Hiicreli Tiimorler (GHT)

Diisiik dereceli maliniteye sahip olan GHT ler seks kord stromal neoplazilerin
%70"ini olustururlar (23). Graniiloza hiicreleri, over folikiillerinin somatik bilesenlerini
olusturur. Seks steroidlerini, folikiilogenez ve ovulasyon i¢in gerekli diger biiyiime
faktorlerini olusturma 6zelligine sahiptirler (61). GHT ler gibi diisiik insidansa sahip bir
hastaligin klinik seyrini tanimlamak veya tedavisi hakkinda ortak bir goriis belirtmek
zordur. Over timorlerinin %?2’sinden daha azini, tim over kanserlerinin %6’sin1
olustururlar. GHT’ler belirti vermeden biiyiirler ve kotii huylu tiimor olusturma

potansiyallerinin varlig1 klinik olarak dnemlerini arttirir (67).

GHT’ler genomik olarak kararlidirlar ve diploiddirler, sitogenetik analizlere gore
cok az anomali gosterilmistir (57). Klinik olarak iki nedenle onemlidirler:1-yiiksek
Ostrojen hormon dagilim1 potansiyalleri 2-graniiloza hiicre formlarmin kesin malinite

riski (5). Erigskin ve juvenil olmak {izere iki farkli histolojik tipi vardir. Erigkin
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GHT’lere daha sik rastlanir. Genellikle 50-55 yas grubunda daha fazla goriilmekle
birlikte perimenopozal ve postmenopozal kadinlarda rastlanmaktadir. Juvenil GHT ler
daha nadir olarak ortaya ¢ikar ve tim GHT’nin %5’ini olustururlar. Menars Oncesi
kizlarda ve geng kadinlarda goriilmektedir. Bu tiimorlerin nadir olmas1 ve ilk tanidan 5-
30 yil sonra tekrarlamasi nedeniyle juvenil ve eriskin GHT lerin prognostik faktorleri
ile ilgili yapilan galismalar oldukc¢a azdir (68). 2009'da yapilan tam transkriptom
sekanslama analizi ¢aligmasiyla erigkin tip GHT'nin %97sinde FOXL2 (forkhead box
L2) geninde (c.402C3G; p.C134W) yeni bir somatik yanlis anlamli mutasyon
tamimlanmistir  (69). Daha sonra yapilan ¢alismalarda juvenil GHT ve diger
malignansilerden farkli olarak eriskin tip GHT 'de bu mutasyonun varlig1 tanimlanmistir

(61).

2.6.1. GHT’nin Epidemiyolojisi:

GHT’ler her yasta kadinlarda goriilebildigi gibi genellikle tiretken kadinlarda ve
menopoz sonrasi kadinlarda goriilmektedir. Avrupali ve Amerikali kadinlarda sikligi
Asyali ve Afrikali kadinlarin neredeyse 2 katidir. GHT'lerin, Ostrojen tretimi ile
endometriyumun uyarilmasindan meydana gelen endometriyal hiperplazi (progesteron
olmaksizin endometriyumun stirekli olarak Ostrojene maruz kalmasi ile olusan hastalik)
ile iligkili oldugu rapor edilmistir. GHT asir1 hormon {iretimi ile iligkili olmasina
ragmen hastalarda infertilite sikiginda bir artis gézlenmemistir (70). Wilmms ve ark.
tarafinan yapilan bir ¢alismada infertilite tedavisinde over stimulasyonu icin klomifen
sitrat ve gonadotropin uygulanmis 12 hastada daha sonra GHT olusumu gozlendigi
saptanmistir. TimoOr ve tedavi arasinda nedensel bir iliski kurulamamasina ragmen
hayvan aragtirmalar1 sonucunda gonadotropin ve GHT gelisimi arasinda bir iligki
oldugu belirlenmistir ve bu arastirmacilar over stimulasyonu ve GHT arasindaki olast
iliskiyi ii¢ sekilde aciklamuslardir. ilk olarak graniiloza hiicreli timdr overde mevcuttur
ve hormonal bir tetik beklemektedir; ikincisi artan folikiil stimiile edici hormon
konsantrasyonlar1 GHT lere onkongenik bir etki olusturmaktadir; {iglincilisii over
stimiilasyonu sirasinda GHTlerin baglangic1 tesadiifidir (71). BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarimin GHT gelistirmede yiiksek risk olusturmadiklart rapor edilmistir (70,

72).
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2.6.2. GHT’nin Klinik Ozellikleri

En sik goriilen semptomlar; uterusun anormal kanamasi ve tiimoriin
biiyiikliigiinden kaynaklanan agridir. Dogurgan yas grubundaki hastalarda; menstrual
diizensizlikler, menoraji, ara kanamalar ya da amenore ve postmenopozal dénemdeki
kadinlarda anormal uterus kanamasi belirgin semptomlardandir (73). Yash hastalarda,
graniiloza hiicreli tiimor belirtileri epitelyal over kanserinin belirsiz karin agris1 ve kilo
kayb1 gibi belirtilerini taklit edebilir. 50 ve 60 yaslarinada bulunan 55 GHT li hasta ile
yapilan ¢aligmada en 6nemli semptomlarin postmenopozal kanama, kitle varligi, pelvik
ya da abdominal kitle oldugu saptanmistir. Benzer sonuglar baska arastiricilar tarafindan
da rapor edilmistir. Hastalarin yaklasik %10’unda anormal kanama igin yapilan
ameliyat sirasinda tiimor tesadiifi olarak ya da alinan 6rnegin histolojik incelenmesiyle
bulunur. Endometrial  hiperplazi olusumu siklikla endojenik Ostrojen etkisine
dayandirilabilir. GHT nin yaklasik %25-50’si endometriyal hiperplazi ile iliskili iken
%5-13’1i endometriyal karsinom ile iligkilendirilir. Bazen, endometrium kanseri
graniiloza hiicreli tiimdrler i¢in yapilan cerrahi evreleme sirasinda tesadiifen teshis
edilebilir. GHT lerle iligkili endometriyal karsinomlar genellikle iyi differansiyedirler,
erken evrede tani alirlar ve iyi prognoz ile iliskilendirilirler. GHT ler endojen &strojen
etkisi nedeniyle meydana gelen meme biiylimesi ve hassasiyet ile iliskilendirilir.
GHT’lerin juvenil varyantt genellikle puberteden once meydana gelir ve histolojik
ozellikleri ile eriskin GHT’lerden ayrilirlar. Otuz yasin altinda rastlanan GHT’lerin
cogu juvenil tip GHT'dir. GHT ler jinekolojide en ge¢ tekrar eden malignansilerdir. Tlk
tanidan sonra 5 yildan fazla bir zaman diliminde tekrarlar goziikmez. GHTler i¢in 37 yil

en uzun rapor edilmis tekrarlama siiresidir (70, 72, 74).

GHT’nin inhbin ve anti-miillerian hormon gibi bazi timér belirtegleri vardir.
Inhibin: Inhibin, normal over follikiillerindeki graniiloza hiicrelerinden sentezlenen
polipeptid yapida bir hormon olup negatif feedback etki ile 6n hipofizden folikiil uyarici
hormon (FSH) salinimini inhibe etmektedir. Inhibin sekresyonu FSH ve luteinize edicci
hormone (LH) tarafindan uyarilmakta ve 6zellikle menstruel siklusun follikiiler fazinda
meydana gelmektedir. Gebe olmayan kadinlarda inhibinin kaynagi yalnizca over olarak
gortliirken, gebelerde plasenta bu hormonun iiretimine katkida bulunur. Postmenopozal
kadinlarda ise inhibin seviyeleri diisiiktiir. GHT de inhibin yiiksekligi ilk olarak 1989
yilinda Lappohn ve arkadaglar1 tarafindan bildirilmistir. Caligmada yiikselmis inhibin

seviyeleri yalnizca GHT i¢in spesifik olmayip 6zellikle miisindz tip epitelyal over
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kanserlerinde de yiikseldigi gozlenmistir. Bu nedenle daha c¢ok tedavi altindaki
hastalarin monitorizasyonu ve rekkiirenslerin tespitinde kullanilabilmektedir (70, 75, 74,

76).

Anti-miillerian hormon (AMH): Miillerian inhibitér madde olarak da adlandirilan
AMH yakin zamanda tespit edilmis bir timor belirtecidir (76, 77). Baskalastirici
biiylime faktorii (TGF-transforming growth factor) siiper ailesinin bir {iyesidir. AMH,
sertoli hiicrelerinde testikiiler farklilasmadan ergenlige kadar giiclii bir sekilde, GHT de
ise dogumdan menopoza kadar daha az bir seviyede eksprese olur (78, 79, 80, 81).
Disilerde AMH ekspresyonu dogumdan sonra baglar ve folikiil biiylimesini diizenler.
Primer folikiillerin graniiloza hiicreleri homojen AMH ekspresyonu gosterirler. Yapilan
caligmalarla GHT’lerde AMH immiinoreaktifliginin her zaman bulundugu tespit
edilmistir (78, 81).

2.6.3. GHT nin patolojisi:

GHT’lerin genel goriiniimlerinde ¢ok biiyiik farkliliklar vardir. Igerdikleri
neoplastik hiicrelerin ve fibrotekamatéz stromanin oranlarina bagli olarak yumusak
veya sert olan kat1 timorler iken lezyonda hiicre igindeki lipit miktarina bagl olarak da

gri ya da sar renklidirler (70).

Daha yaygin olarak GHT ler kistiktirler. Dig goriiniimleri miisindz kistadenoma
ve kist adenokarsinomlar1 andirabilir. Bununla birlikte kesit alindiginda ser6z sivi ve
pihtilasmis kan ile dolu oldugu goriiliir. Kistik GHT’li hastalarin %15°1 ilk olarak
hemoperitoneumla (periton boslugunda kan toplanmasi) iligkili akut karin incelemesi
yapilir. Farklilasmanin temelinde GHT’ler 2 temel kategoriye ayrilir: iyi ve orta
differansiye. Mikrofollikiiler, solid tiibiiler, difiiz olarak adlandirilan ¢esitli formlarda
goriiliir. Bununla birlikte bu patternlerin bir karigimi tek bir tiimorde bulunabilir. Orta
derecede farklilagmis olan tiimér kategorisi, sarkomatoid olarak nitelenebilen diffiiz
patterne sahiptir. Nadiren diffiiz paternli GHT'ler ameliyat esnasinda donmus kesitte az
farklilasmis karsinomlarla karistirilabilirler. Cekirdege ait goriintii bu farki ayirt etmede
yardimci olabilmektedir. Farklilasmamis karsinomlar, adenokarsinomlar ve karsinoidler
GHT ile yiizeysel olarak benzedikleri igin yanlis tan1 alabilirler. Bu tiimoérlerin her biri
dikkat ¢cekecek sekilde farkli prognozlara sahiptirler. GHT igin bir karakteristik 6zellik
ise ¢ekirdegin goriintiisiidiir. Oval ya da koseli, tekdiize ve solgun ¢ekirdek GHT igin

tipiktir (kahve ¢ekirdegi goriintiisii). Farklilasmamis karsinomlarin ¢ekirdegi siklikla
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hiperkromatik, oluksuz, esit olmayan boy ve sekildedir. Niiklear atipi ve ¢oklu mitotik
figirler GHT i¢in daha az yayginken, faklilagmamis karsinomlarda daha fazla
gbzlenmektedir (70, 72, 82).

2.6.4. GHT nin Prognostik faktorleri:

GHT i¢in prognostik 6nemi olan ¢esitli faktorler bildirilmistir. GHTlerin klinik
seyri agri vermeden biiyiimesi ve bu yilizden tami sirasinda biiyiik timor kitlesi ile
karsilagilmasiyla karakterizedir. Evre rekiirrensle iliskili tek klinik faktordiir. Graniiloza
hiicreli tiimorii olan hastalar igin, toplam 10 yillik sagkalim oranlar1 %60 ve %90
arasinda oldugu bildirilmistir, ancak 25 yillik sagkalim orani sadece % 40 ile % 60
arasinda degisir (70).

Yasin prognostik dnemi ile ilgili ¢eliskili bilgiler mevcuttur. Baz1 ¢aligmalarda
40 yasin altindaki GHT’li hastalarda ¢ok iyi prognoza sahip olduklari belirtilirken
digerleri 40 yasin iistiindeki hastalarin iyi prognoza sahip oldugunu belirtmistir (75).

Tliimoriin yirtilmas1 prognostik 6nemi belirten bir faktordiir. Bir calismada
hastalarin yirtilmamis tiimore sahip oldugu durumlarda hastaligin 25 yillik sagkalim
orant %86 iken, ayn1 evrede yirtilmis olan tiimorlere sahip hastada, %60 hayatta kalma

orani oldugu gosterilmistir.

Biiytik tiimor boyutu bazi serilerde kotii prognostik faktor olarak bildirilmistir.
Tiimdr boyutu 10-15 cm’den biiyiik olanlarda evreden bagimsiz olarak hayatta kalma

suresi kisalmakta ve 6lim riski artmaktadir.

Histopatolojik 6zelliklerinden en dnemli prognostik faktor ise mitotik indekstir.
Her 10 biiytitmelik alanda mitotik indeksi 10 mitozdan fazla olanlarda ortalama yasam
stireleri anlamli derecede azalmaktadir. Hiicresel atipi ve diferansiyasyon varliginin ise

prognostik degeri diisiiktiir.

DNA analizlerine gore graniiloza hiicre tiimorlerinin %5-20’s1 andploiddir. Bazi
arastirmalara gore andploidinin rekiirrensler i¢in bir Ol¢li olmadigr belirtilirken
digerlerine gore rekiirens i¢in yiiksek risk olusturmaktadir. Buna benzer c¢eligkili

sonuglar p53 asir1 ekspresyonu ile iligkili olarak da bildirilmistir (75, 70, 82).

Sitogenetik ve molekiiler faktorler; hiicre proliferasyon markerlar1 ve p-53,c-myc
ya da HER2 genlerinin ekspresyonlarinin prognostik degerleri halen tartismalidir. Chan

ve ark. yaptiklar1 ¢alismada cerrahi olarak evreleme yapilan ve yapilmayan hastalarin
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ortalama yasam siireleri acisindan anlamli bir farklilik olmadigini, ancak evreleme
yapilmayan hastalarda rekiirrens oraninin, evreleme yapilan hastalara gore anlamli
sekilde daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (%64, %28) bdylece ilk cerrahisinde
cerrahi evreleme yapilmamis hastalarda prognostik faktorleri tespit etmek, hastaligin
evresini tanimlamak ve hangi hastalarin postoperatif adjuvan tedaviden fayda
gorebilecegini belirlemek amaciyla tamamlayict cerrahinin  yapilmasi tavsiye
edilmektedir (75).

Timor inisiyasyonu ve progresyonu, normal hiicrelerin yiiksek koétii huylu
derivatiflere doniisiimiinii saglayan genetik degisiklikler gerektirmektedir. GHT ile
ilskili morfolojik ozellikler tanimlanmis olmasina ragmen GHT’lerin olusumunu
saglayan gen ekspresyonundaki degisimler belirsizdir. GHT ‘lerin sitogenetik
degisiklikleri hakkindaki bilgilerin eksik olmasindan dolay1 prognostik 6nemi tam
olarak belirlenememistir. Ailesel meme kanseri genleri BRCAL1 ve BRCA2, ile epitelyal

over kanseri iligkili olmasina ragmen GHT’ler i¢in bu bildirilmemistir.

Ayrica bilinen bir¢cok onkogen ve tiimor baskilayici gen GHT patogenezindeki
rolii i¢in aday olarak incelenmistir. 32 GHT'li hastanin bulundugu bir ¢alismada c-myc,
p21-ras, HER2 ve p53'in immiinohistokimyasal tespitinin prognostik Oneminin
olmadig1 bulunmustur. Ras protoonkogeni ve TP53 tiimdr baskilayici genini aktive edici
mutasyonlar epitelyal over kanserlerini de igeren insan kanserlerinde tanimlanmasina

ragmen bu genlerdeki asir1 ekspresyonlar ve mutasyonlar GHT'nin 6zelligi degildir.

Shah ve ark. yaptiklart molekiiler bir ¢alismada FOXL2 geninde tek somatik
yanlis anlamli mutasyon (402C — G) meydana gelerek 134(C134W) pozisyonundaki
amino asitte triptofan rezidiisii ile sistin rezidiisiinlin yerdegistirdigi tanimlanmuistir.
Daha sonra GHT'den DNA'y1 direkt sekanslama ile mutasyon oranlart belirlenmistir.
Buna gore eriskin GHT'nin 89'unun 86'sinda (% 97), 10 juvenil GHT'nin 1'inde (%10)
ve tekomalarin 14%niin 3'linde (%21) mutasyon belirlenmistir. Tek niikleotid
mutasyonunun yliksek orani onkogenik ya da fonksiyon kazanimi mutasyonu oldugunu
diisiindiiriir. Son donemde yapilan c¢aligmalar mutant FOXL2min GHT'de tiimor
olusumuna neden oldugu diisiiniilen mekanizmaya 1s1k tutmaktadir. Juvenil GHT dahil
olmak tizere diger tiimor tiplerinde goriilmeyen bu mutasyon erigkin tip GHT i¢in

ayirici bir belirte¢ gorevi gormektedir (58).
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Glinlimiizde, tiimdr olusumunun altinda yatan molekiiler olaylar1 aydinlatmaya
yonelik caligmalar, single-marker ¢alismalarindan (apoptik ve miicadele yanlisi
yolaklarin kilit parcalarina odaklanmis ¢alismalar), timor profillerine dogru kaymaistir.
Simdiye kadar, GHT'lerin gen ekspresyon paternlerini tanimlamak igin DNA
mikroarraylerinden yiiksek verimlilik alinmamigtir. GHT'lerin genetik, genomik ve
proteomik diizeyde kapsamli olarak calisilmasi i¢in klinik ve biyolojik olarak insan
timorlerini tamamen yansitan hayvan modellerinin gelistirilmesi gelecekteki ¢alisma

hedeflerini olusturmaktadir (83).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Gerec¢

3.1.1. Materyal

I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’nda
graniiloza hiicreli over timorii tanisi alarak opere edilen, 20 hastanin, parafin
kesitlerinde inceleme yapildi. Yas ortalamasi 53 (35-84) olan ve daha 6nce herhangi bir
tedavi almamis, cogunlukla farkli evrelere ve tiimdr ¢apina sahip hastalara ait 6zellikler
tablo 3-1’de goriilmektedir. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji anabilim dalinda
argivlenen doku kesitlerine HER2 gen kopya sayisinin tespiti igin interfaz FISH
yontemi, HER2 gen liriiniiniin ekspresyon tayini i¢in de IHC yontemi uygulandi. FISH
yonteminde 17q12-21 bolgesindeki HER2 genini isaretlemek amaciyla lokusa 6zgi
prob kullanildi. IHC yontemi i¢in ise ABC yontemi (avidin biotin kompleks) uygulandi.
IHC igin pozitif kontrol olarak yine Patoloji A.B.D’dan alinan meme tiimér doku kesiti
kullanildi. FISH analizleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali sitogenetik laboratuvari’nda, IHC analizleri ise 1.U. Cerrahpasa Tip
fakiiltesi Patoloji A.B.D.” da gerceklestirildi.



Tablo 3-1: Calismada kullanilan hastalara ait 6zellikler.

Olgu | isim Yas | Tiimor ¢capr | Histolojik patern Atipi Mitoz/10BBA | Evre
1 A A. 82 * MAF,MIF Goriilmedi 0-1/10 la
2 M. B. 44 | * MIF hafif dereceli 3-6/10 1c
3 T.G. 51 | 5cm. TRA orta dereceli 0-2/10 la
4 F.G. 84 18cm. DFZ,TRA hafif-orta dereceli | 0-2/10 1c
5 S.T. 57 | 1,5cm. MIF,TRA orta dereceli 0-2/10 la
6 A.O. 39 * * * * la
7 B. 0. 44 | * sarkomatdz patern * 10-20/10 3c
8 LY. 49 | 19cm GYR,TRA,MIF hafif orta dereceli | 0-5/10 1c
9 F.V.C. |44 | * * * 15-20/10 3c
10 S.G 57 | * DFZz, orta dereceli 3-8/10 3c
11 M. S. 35 | * MIF, MAF Minimal Goriilmedi 1c
12 N. U. 61 | 16cm. GYR, TRA, MIF hafif dereceli 0-4/10 1c
13 N. S. 38 1licm. TRA, MAF, MIF hafif dereceli 0-2/10 la
14 S.T. 63 | * * hafif dereceli 0-2/10 la
15 E.P. 47 | 1lcm. GYR, TRA, MIF, MAF | hafif dereceli 1-3/10 la
16 S. K. 50 | 4,5cm. GYR, TRA, MIF, MAF | hafif dereceli 0-3/10 la
17 G. A 60 12cm. TRA, DFZ, MAF hafif dereceli 3-5/10 la
18 B. Z 41 | * MIF orta dereceli 4-8/10 1c
19 F. K. 54 | * MIF hafif dereceli 0-4/10 1b
20 M.Y. |46 |* MIF hafif dereceli 0-4/10 1c

MAF: Makrofolikiiller patern, MIF: Mikrofolikiiller patern, TRA:Trabekiiler, SP: Sarkomatdz patern,

GYR: gyriform, DFZ: diffiiz,BBA: biiyiik bityiitme alani, *: veri yok, hastalarin evreleri FIGO kriterlerine

gore olusturulmustur.
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3.1.2. Kimyasal maddeler ve malzemeler:

3.1.2.1. FISH
CYTOCELL AQUARIS HER2 AMPLIFIKASYON KIT:

Her2/cen-17 probemix 50 uL( 5 test)

DAPI 150 pL ( 15 test)

Heat pretreatment solution 11t.(kullanima hazir)
Enzyme reagent (kullanima hazir pepsin enzimi) 10ml.
Ayrica;

Etanol (%96, %85, %70)

PBS (fosfat-buffer-salin)

SSC (salin sodyum sitrat; 20X,2X,0.4X)

3.1.2.2. IHC

C-erbB-2 Oncoprotein(HER-2) (Leica)

SPlink HRP Broad AEC (Golden bridge life science)
Simpo-Mount (WaterBased,universal)(Golden bridge life science)
Peroxide Block Solution (Scytek)

PBS (Labvision)

Citrate Buffer (Biooptica)

Haematoxyln Mayer’s (Labvision)

XYLEN (Leica)

ETHANOL (%96, %99)

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar
Floresan mikroskobu (Nikon eclipse E600W)

Hot plate (Selecta)
Hibridizasyon cihazi (Thermobrite)
Buzdolabi (Argelik)

Hassas Terazi (Shimadzu)
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Benmari (Su Banyosu) (Kéttermann)

Lam (pozitif yiiklii) (isotherm)

3.2. Yontemler

3.2.1. FISH yontemi

Deparafinizasyon (parafini uzaklastirma iglemi):

e Parafine gomiilii sekilde elimize ulasan kesitlerdeki gémme mediumunu
kaldirmak i¢in deparafinizasyon islemi 56°C de preparatlarin bir gece
hibridizasyon cihazinda bekletililmesi ile ger¢eklestirilir.

e Hibridizasyon cihazindan alinan preparatlar ksilol banyosuna alinarak 10 dk.

bekletilir ve her seferinde ksilol banyosu tazelenerek islem 3 kez tekrarlanir.
Rehidratasyon:

e Parafinden arindirilan preparatlar %100’liik alkol icerisine alinir ve 2 dakika
bekletilir. Bu islem alkol tazelenerek bir kez daha tekrarlanir.

e %100’lik alkolden alinan preparatlar %70’lik alkolde 2 dakika bekletilir. Bu
islemde alkol tazelenerek bir kez daha tekrarlanir.

e Preparatlar daha sonra oda sicakligindaki distile suya alimir ve 2 dakika
bekletildikten sonra ayni1 islem 2 kere daha tekrarlanir.

e Heat pretreatment uygulamasinda preparatlar 98-100°C’deki su banyosundaki
sale igerisinde heat pretreatment soliisyonuna alinarak 15 dakika bekletilir.

e Daha sonra oda sicakligindaki distile su igerisine alinarak 3 dakika bekletilir.

Ayni islem iki kez tekrarlanir.

Enzim reagent (pepsin) uygulamas:

Hiicrelerdeki peptid baglariin kirilmasini saglayarak FISH probunun genomik hedef
DNA’ ya girigine olanak saglar.

e Fazla sivi siiziildiikten sonra preparatin iizerindeki doku kesitine 6-8 damla
enzim damlatilarak 15 dakika bekletilir.
e Enzim uygulmasindan sonra siizdiiriilen preparatlar distile su icerisine alinarak 2

dakika bekletilir. Ayni1 islem 3 kez tekrarlanir.
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Dehidratasyon:

e Preparatlar sirasiyla 2’ser dk. %70,%85,%100,%100 alkolden gegirilir ve
kurumaya birakilir.

Hibridizasyon:
izleyen asamalar karanlik ortamda gerceklestirilir.

e Kuruyan preparatlardaki doku kesitlerinin iizerine daha oOnceden 37°C’ye
getirilmis HER2 probu bir pipet yardimiyla kesit alaninin biiyiikliigiine gore 5-
10 pl eklenir.

e Prob eklenen lamin iizeri kiigiik bir lamelle altinda hava kabarcigi kalmayacak
sekilde kapatilir. Lamelin etrafi hava almamasi ve probun zarar gérmemesi i¢in
uhu benzeri bir yapistirict ile yapistirilir. Daha sonra preparatlar denatiirasyon
i¢in hot plate’e alinarak burada 75 °C’de 5 dakika siire ile beklenir.

e Siire sonunda 37°C’deki nemli hibridizasyon cihazina alinarak burada 1 gece

bekletilir.

Hibridizasyon Sonrasi1 Yikamalar:

e Ertesi giin lamellerin etrafindaki yapistirict pens ile dikkatle kaldirilarak
uzaklasgtirilir ve lizerine kapatilan lameller yavasca cikarilir ve 65°C’ye getirilen
benmari i¢inde 0,4 SSC’de preparatlar 2 dakika bekletilir.

e 25°C’deki 2SSC’ye alinir ve burada da 1 dakika bekletilir.

e SSC’den alinan preparatlarDAPI ile kapatilarak floresan mikroskobu ile
incelenmeden 6nce +4°°C’ deki buzdolabinda 10 dakika bekletilir. 10 dakika

sonunda preparatlar mikroskopta incelemek i¢in hazir hale gelir.

Preparatin ~ taranmasi, Nikon  Eclipse = E600W  floresan  mikroskobunda
DAPI/FITCH/Rodamin iglii filtre kullanilarak gerceklestirildi ve Applied Imaging

Powergene otomatik goriintiileme sistemiyle fotograflandi.

3.2.2. Immiinohistokimya yontemi:

Parafine gomiili kesitlerin bulundugu lamlarin deparafinizasyonu ve kesitlerin
lam iizerine tam olarak yapigmalar1 i¢in bir gece boyunca 56°C sicaklikta etiivde
bekletilir. Boyama islemine baslamadan oOnce lamlar sirasiyla ksilolde 30 dakika,
%99’1uk alkolde 15 dakika, %96’lik alkolde 15 dakika bekletilerek distile suya alinir.



47

Daha sonra kesitlere sirastyla asagidaki islemler uygulanir:

Formalin fiksasyonuyla olusan gizlenmis antijenik bolgelerin aciga ¢ikarilmasi
amaciyla antijen Retrieval Reagent ile 6n muamele yapilir. Bu islem i¢in Citrat
Buffer soliisyonu kullanilir Antijen retrieval islemi mikrodalga firinda 5 dakika
siireyle dort kez uygulanir ve daha sonra 20 dakika oda isisinda sogumaya
birakilir. Soguyan lamlar distile suya alinir ve kesitlerin etrafi pappen kalemi ile
cizilerek 5 dakika Fosfat Buffer Salin (PBS) soliisyonunda bekletilir.

Endojen peroksidaz aktivitesinin Onlenmesi i¢in kesitler %3’liikk hidrojen
peroksit ile inkiibe edilir, lamlar distile su ile yikanir ve 5 dakika
PBS’tebekletililir.

Non-spesifik zemin boyasini onlemek i¢in kesitler 15 dakika blokaj soliisyonu
ile inkiibe edilir.

Primer antikorlar damlatildiktan sonra lamlar distile su ile yikanir ve 5 dakika
PBS’te bekletilir.

Primer antikora baglanacak olan sekonder antikor soliisyonu damlatilir ve 25
dakika inkiibe edilir. Siire sonunda lamlar distile su ile yikanir ve 5 dakika
PBS’te bekletilir.

Sekonder antikora baglanacak olan peroksidaz-streptavidin damlatilir ve 25
dakika inkiibe edilir. Siire sonunda lamlar distile su ile yikanir ve 5 dakika
PBS’te bekletilir.

Kesitler AEC kromojen ile 20 dakika inkiibe edilerek goriiniir hale getirilir. Siire
sonunda lamlar distile su ile yikanir.

Lamlar 3 dakika Mayer Hematoksilen’inde bekletildikten sonra musluk suyu ile
yikanir. Daha sonra 15 saniye amonyakli suda bekletilerek distile suya alinir.
Tiim preparatlar su bazli kapatma malzemesiyle kapatilarak 151k mikroskobunda

incelenir.
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3.3. Degerlendirme

3.3.1. FISH:

FISH icin inceleme Nikon Eclipse E600 W floresan mikroskobunda
DAPI/FITCH/Rodamin tgli filtre ve 100X objektif kullanilarak yapildi. Applied
Imaging Powergene otomatik goriintiileme sistemiyle fotograflandi. Nukleus sinirlari
belirgin olan ve sinyalin giiclii oldugu, net goriilebildigi hiicreler degerlendirmeye
alindi. Mikroskobun ince ayari kullanilarak farkli derinliklerde bulunan sinyallerin
goriinmesi saglandi. Bir hastada preparattaki hiicre yetersizligi nedeniyle 38, 19
hastadan ise 50 nukleus sayildi. Sinyaller yesil ve kirmiz1 sinyaller olup Kontrol amagh
olan yesil sinyal 17. kromozomun sentromer bolgesini, kirmizi sinyal ise 17q12
bolgesinde yer alan HER2 gen bolgesini isaretlemektedir. 2 kirmizi sinyal ve 2 yesil
sinyal normal kabul edilirken kirmizi sinyal Sayisinin yesil sinyal sayisinin iki katindan
daha fazla oldugu durumlar ise amplifikasyon kabul edilecek sekilde degerlendirme

yapildi.

3.3.2. IHC:
IHC i¢in ise 151k mikroskobu ile sitoplazmik membran boyanma ozelliklerine
bakildi. Buna gore asagida belirtilen skor derecelerine gore ekspresyon diizeyleri

belirlendi.

Skor 3 (kuvvetli pozitif): Immiinohitokimyasal ydntemde invaziv karsinom
hiicrelerinin en az %30”unda tiim sitoplazmik membrani cevreleyen tarzda kuvvetli

immiin boyanma olmasi durumunda (+++) kararina varilir.

Skor 2 (siipheli pozitif): Benzer sekilde invaziv karsinom hiicrelerinin en az
%10’unda sitoplazmik membrani tiimiiyle ¢evreleyen ancak orta siddette boyanma var
ise ya da %30’undan daha az ama kuvvetli membranéz boyanma varliginda (++)

kararina varilir.

Skor 1 (negatif): Hiicrelerde membrani ¢evrelemeyen, varligl zor saptanan, tam

membrandz olmayan boyanmalarda (+) sonucuna varilir.

Skor 0 (negatif): Hiicrelerde immiin boyanma olmamasidir.
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4. BULGULAR

Calismada patolojik degerlendirilmeye gore graniiloza hiicreli over kanseri tanisi
almis 20 hastadan hazirlanan parafin bloklardan elde edilen kesitlere FISH yontemi
uygulanarak HER2 amplifikasyonuna ve IHC metodu uygulanarak HER2

ekspresyonuna bakildi.

4.1. FISH:
Graniiloza hiicreli over timorii dokusundan alinarak hazirlanmis parafine
gomiilii kesitlerde yapilan ¢alismalarda FISH i¢in 20 hastanin 19’undan 50 hiicre ve 1

hastadan 38 hiicre degerlendirilmistir.

Graniiloza hiicreli over timorli hastalara ait doku kesitlerinde normal sinyal
olarak kabul edilen iki yesil iki kirmiz1 sinyal goriintiisii tespit edildi ve boylece hicbir

hastada amplifikasyon olmadigi sonucuna varildi.

4.2. IHC:

IHC ig¢in ise 20 hasta kesiti ve pozitif kontrol dokusu olarak 1 meme tiimorli
kesit kullanildi. HER2 ekspresyonunun belirlenebilmesi i¢in membranéz boyanma
dikkate alinarak boyamanin siddetine gore ekspresyon seviyesi belirlenmeye calisildi.
Buna gore pozitif kontrol meme kesitinde boyanma gozlenirken, 20 hastanin hi¢birinde
immun boyanma olmadigi i¢in skor O olarak belirlendi. Hastalarin higbirinde
ekspresyon gozlenmedigi sonucuna varildi. Elde edilen bulgularin goriintiisii FISH igin
sekil 4-1’de THC i¢in sekil 4-2°de gosterilmistir.



Sekil 4-1:

Olgu 17 (A) ve olgu 15’e (B) ait interfaz FISH 6rnekleri (x100 biiyiitme).

50



Sekil 4-2: Olgu 17 (C) ,olgu 18 (D) ve kontrol meme doku kesitine (E) ait IHC
ornekleri (x10 biiyiitme).
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5. TARTISMA

Over kanseri kadin genital kanserleri icerisinde énemli bir yer tutar. Ciinkii en
¢ok olime neden olan genital kanser over kanseridir. Seks-kord stromal tiimérler, germ
hiicreli tiimorler ve metastatik tiimorler genellikle nadirdirler; gelisim siirecleri heniiz
tam anlasilamamis ve hastaligin seyri ile ilgili faktorleri belirlenememistir (84). Seks
kord stromal tiimorler grubunda yer alan graniiloza hiicreli over tiimdrlerinde yapilan

caligmalar oldukga azdir.

Onkogenler ¢esitli tipteki hiicrelerin proliferasyonunu uyarirlar. Ornegin bir
tirozin kinaz olan EGFR amplifikasyonuna meme tiimoérlerinde rastlanmaktadir (39).
HER?2 protoonkogeni EGFR reseptor tirozin kinaz ailesinin {iyesi olan bir protein kodlar
(24, 37, 40). HER2 geninin amplifikasyonu invazif meme kanserlerinin %30 unda
goriilen Onemli bir degisimdir ve erken evre meme kanserlerinde bagimsiz bir
prognostik faktordiir. Ayn1 zamanda kemoterapdtik ajanlara, anti Ostrojenlere ve
terapOtik anti HER2 monoklonal antikorlarina olusacak cevaba karst ongoriicii bir
belirtectir (84). Bir¢ok ¢aligmada over karsinomlarinda HER2’nin asir1 ekspresyonunun
kot prognozla iligkili oldugu; bu tiimorlerde HER2 asir1 ekspresyonunun degisken
oranlarda oldugu ve %30°a kadar artabildigi bildirilmistir (40, 39, 85, 86, 87).

Biz de ender rastlanan, az galisilmis ve ¢alismalarin sonunda ¢eliskili sonuglar
alimmis oldugundan graniiloza hiicreli timorlerde HER2 ekspresyonunu ve
amplifikasyonunu incelemeyi ve bu grupta HER2 geninin klinik 6neminin
belirlenmesindeki calismalara katkida bulunmayi amacgladik. Calismamizda FISH ve
IHC yontemi ile inceledigimiz 20 olgunun higbirinde HER2 amplifikasyonu ve
ekspresyonu gozlemedik. GHT’lerde HER2 amplifikasyonu ve ekspresyonu ile ilgili

bizim yaptigimiz ¢alisma ve diger ¢aligmalar Tablo 5-1’de verilmistir.



53

Tablo 5-1: GHT ile yapilan ekspresyon ve amplifikasyon ¢alismalarinin sonuglari

Yazar adi Over GHT'li FISH | FISH IHC IHC | REF. | YIL
tiimorlii over +) ) *+) ) NO
hasta sayisi tiimorlii
hasta sayisi

Uzun N. 20 20 0 20 0 20 - 2012
Mayr D. 262 20 0 20 0 20 39 2006
Menczer J. 20 12 - 0 12 23 2007
Kusamura S. 18 18 - 0 18 88 2003
Leibl S. 40 40 - 0 40 89 2006
Furger C. 12 12 - 6 90 1998
King LA. 32 32 - - 31 1 23 2007
Zheng J. 25 ? 8 17 - - 91 1991
Tuefferd M. 320 ? 41 24 31 279 24 2007

Mayr ve ark. FISH ve IHC metodunu karsilastirmali olarak incelemis ve
yaptiklar1 ¢alismada 1 den 3’e kadar dereceleri bulunan 262 over tiimorli (173 invazif
over karsinomlu, 12 miisindz, 5 berrak hiicre karsinomlu), 36 borderline timoér ( 79
serdz, 16 miisindz ve 1 endometrioid), 20 graniiloza hiicre tlimorlii, 14 karsinosarkoma,
11 kistadenoma ve 8 diger pelvik timorlii hastada HER2 ekspresyonuna ve
amplifikasyonuna bakarak ve sonuglar1 hastalarin timor tipleri, evreleri, klinikleri ile
karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir. 5 invazif karsinomada giiglii ekspresyona
rastlarken GHT’lerin ve selim timorlerin  higbirinde HER2 ekspresyonuna
rastlanmamustir. invazif karsinomlarin 6’sinda (3 serdz, 2 miisindz, 1 endometriod)
giiclii amplifikasyona rastlanirken GHT’lerin ve selim tiimoérlerin hi¢cbirinde HER2
amplifikasyonuna rastlanmamistir. Histolojik tiimor tipi, tiimor seviyesi ya da evresinin
gen amplifikasyonu ve ekspresyonuyla iligkili olmadigini belirtmislerdir ve meme
kanserlerinin aksine over kanserlerinde HER2 analizlerinin prognozu ve tedaviyi
tanimlamada kisitli bir rol oynadigini 6ne siirmiiglerdir (39). Mayr ve ark.’min bu
calismasi ile bizim sonuglarimiz uyumluluk gostermektedir. Evreleri farkli olan hasta
grubumuzda (9 hasta evre 1a, 7 hasta evre 1c, 3 hasta evre 3c, 1 hasta evre 1b) biz de
HER2 ekspresyonuna ya da amplifikasyona rastlamadik. Bizim ¢alismamiz da Mayr ve
ark.’nin ileri siirdiikleri, HER2 amplifikasyon ve ekspresyon seviyelerinin timdr evresi

ile iliskisi olmadig1 diisiincesini desteklemektedir.
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Bizim calismamizla benzer sonuglar elde edilen IHC yontemi ile HER2

ekspresyonunu inceleyen ¢alismalar soyledir:

Menczer ve ark.’1inin, 20 hastaya ait (12’°si graniiloza hiicreli tiimor ve 8’1 germ
hiicre timorlii) parafine gomiilii doku kesitlerini immunohistokimyasal boyayarak
yaptiklar1 bir ¢alismada, graniiloza hiicre tiimorlii ve germ hiicre tiimorlii hastalarin
hi¢birinde HER2 i¢in immunohistokimyasal boyanmaya rastlanmamistir yani HER2
ekprese ettikleri saptanmamuistir. Yazarlar, buna 6rnek sayilarindaki yetersizligin neden
olabilecegi gibi, ¢alismadaki hastalarin gogunun erken evrelerde tani almasi ile iliskili

olabilecegini belirtmislerdir (23).

Kusamura ve ark. farkli atipilerdeki hiicrelere, mitotik sayilara ve evrelere sahip
(12 hasta evre I, 5 hasta evre Ill ve 1 hasta evre IV) 18 graniiloza hiicre timori ile

yaptiklar1 ¢aligmada hastalarin hi¢birinde HER2 ekspresyonuna rastlamamisglardir (88).

Yine Leibl ve ark.’nin, 40 graniiloza (38 erigkin tip GHT ve 2 juvenil tip GHT)
hiicre timorlii hastada yaptiklar1 ¢aligmada, belirli oranlarda HER1,HER3, HER4
ekspresyonuna rastlanirken, higbir hastada HER2 i¢in sitoplazmik ya da membrandz

boyanmaya rastlanmamustir (89).
Bunlarin yani sira GHT nin HER2 eksprese ettigini belirten ¢algsmalar da vardir.

King ve ark.’nin inceledikleri 32 GHT’li vakanin 31'inde HER2 ekspresyonu
(%97) tespit edilmistir (23).

Furger ve ark. tarafindan GHT’de HER1-4 ekspresyonlarini ayr1 ayri inceleyerek
yapilan bir c¢alismada; HER4 ekspresyonuna 12 vakanm 10’unda rastlanirken, 12
vakanin 6'sinda HER2 ekspresyonu tespit edilmistir. HER2’nin GHT olusumu ve

gelismesindeki etkisinin daha fazla ¢alisilmasi gerektigi belirtilmistir (90).

Daha sonra bulunan sonuglardaki celiskiler metodlardaki farkliliga ve THC
hassasiyetine karsi olan ¢esitlilige, farkli anti-her-2 klonlarina ve fiksasyon

prosediirlerinden kaynaklanan kayiplara dayandirilmistir (23,88, 89).

Metot farkliliklarindan birine 6rnek verirsek; Leibl kendi ¢alismasinda, yukarida
bahsedilen Furger’in ¢alismasini sadece sitoplazmik boyanma gosteren hiicreleri HER2
pozitif kabul ederek yaptigini, bu tarz bir ¢alismanin genellikle diger arastirmacilar
tarafindan kabul gormedigini ve alinan pozitif sonuglarin yaniltici olabilecegini

belirtmistir.
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HER2, meme ve over kanserli hastalarin yaklagik %20’sinde amplifiye
olmaktadir (25). Bir¢ok kanser tiirinde FISH yontemi ile HER2 geninin
amplifikasyonunu inceleyen ¢ok sayida ¢alisma vardir. GHT lerde ise FISH yontemi
kullanilarak yapilan amplifikasyon calismalar1 yok denecek kadar azdir. Bu sekilde
GHT konusundaki verilerin ve yapilan ¢alismalarin az olmasi nedeniyle verilerimizi

yorumlamamiz zorlagsmaktadir.

Biz ¢alismamizda FISH yontemi ile HER2 amplifikasyonunu inceledigimiz
higbir olguda amplifikasyona rastlamadik.over kanserlerinde FISH ile yapilan HER2
amplifikasyon ¢aligmalar1 su sekildedir:

Zheng ve ark. FISH yontemi ile baktiklar1 over tiimorlii 25 hastanin 8’inde
HER2 gen amplifikasyonu gozlemlemislerdir (91).

Tuefferd ve ark.’nin 320 over tiimorli hastanin 65’inde FISH yontemi ile
bakilarak 41’inde HER2 amplifikasyonuna rastlanirken 24’{inde amplifikasyon olmadigi

tespit edilmistir.

Zheng ve Tuefferd’in yaptiklar1 ¢alismalarda over tiimorlerini yalniz evrelerine
gbre ayrilmis, tiplerine gore herhangi bir ayirim yapilmadan amplifikasyon oranlar
belirlenmistir. Dolayisiyla, Zheng’in yaptigi ¢alismada HER2 amplifikasyonu gozlenen
8 olgunun, Tuefferd’in yaptig1 calismada ise amplifikasyon gozlenen 41 olgunun GHT

dis1 tiimor tiplerine dahil olabilecekleri diisiiniilebilir.

Over kanserlerinde HER2 amplifikasyonunun goriildiigiinii belirten ¢ok sayida
caligma bulunmakla birlikte, bu ¢alismalarda rastgele olarak segilmis over kanserli
hastalarda HER2 diizeyleri belirlenmeye ¢alisilmistir (24, 23, 36, 40). Biz ¢alismamizda
seks kord stromal tiimorlerin bir alt kolu olan GHT’leri spesifik olarak ayirarak
hastalarimizin tamaminda HER2 negatifligini gosterdik. Over kanserlerinin %20-
30’unda HER2 pozitifliginin goriildiigiini belirten ¢aligmalarda da bu sekilde bir
siniflamanin mevcut olmast durumunda daha farkli sonuclarin alinacagi fikri One

surtlebilir.

GHT’lerin genellikle diisiik dereceli maliniteye sahip olmalar1 ve hastalarimizin
biiyiik ¢ogunlugunun erken bir sathada iken teshis almasi ¢alismamizdaki negatif HER2

amplifikasyon/ekspresyonun sonuglarimin nedenlerinden birini olusturabilir.
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Bu ¢alismada GHT’nin pozitif HER2 durumu goéstermemesi, over kanserinde
calisilmig olan trastuzumab ve perstuzumab gibi anti-HER2 terapotikleri yani HER2
hedefleyen tedavilerin bu tiimérlerde uygun olamayacagimi diisiindiirmekle birlikte,
calisilan hasta sayisimin  yetersizligi nedeni ile bu konuda daha fazla calisma

yapilmasina gerek duyulmaktadir
Sonu¢

Bu calismada, seks-kord stromal tiimorlerinin alt kollarindan birini olusturan
graniiloza hiicreli over tiimorleri ile ilgili yapilan ¢alismalardaki ¢eliskili ve az sayidaki
verilere katkida bulunulmustur. Yaptigimiz g¢alismanin sonuglart 6zellikle erken
evrelerde GHT’de HER2 amplifikasyonun/ekspresyonun olmadigi ve GHT’li hastalarda
HER2 durumunun, tiimor tipi ve gapi ile herhangi bir iligskisi bulunmadigi goriisiinii
desteklemektedir ~ Ayrica graniiloza hiicreli over tiimorlerinin  anti-HER2
terapotiklerinden yarar saglayamayacagini dislindiirmektedir. Sonuglarimiz meme
kanserlerinin aksine graniiloza hiicreli over tiimorlerinde HER2 analizlerinin hastaligin
izlenmesinde bir 6neme sahip olmadigini destekler nitelikte olmakla birlikte bu konu ile

ilgili daha fazla ¢alisma gereklidir.
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