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OzZET

Meme Kanser Dokusunda iskeminin Steroid Reseptér ve cerbB-2 Ekspresyonu

Uzerine Etkisi

Kanserli meme dokusunda formolle tespit edilene kadar olusacak
iskeminin steroid reseptorlerin ekspresyonunu etkileyecegi ile ilgili bilgiler
mevcuttu. iskeminin cerbB-2 ekspresyonunu da etkileyebilecedi hakkinda
yapilmig c¢alisma mevcut degildi. Meme kanseri tedavisinde ¢ok onemli
prognostik degeri olan streoid hormon ve cerbB-2 duzeylerinde yanlis
yorumlamalara neden olabilecektir. “iskemi zamaninin meme kanser dokusunda
steroid reseptor ve cerbB-2 ekspresyonu uUzerine etkisi” adhi calhsma ile
iskeminin kanserli meme dokusundaki bu etkileri aragtiriimistir.

Calismaya modifiye radikal mastektomi uygulanan 20 olgu alindi.
Mastektomi materyalindeki timoral dokudan frozen igin gerekli érnek alinarak,
geri kalan doku normalde uygulandigi sekilde % 10 tamponlu formalin igcerisinde
24 saat sureyle fiksasyona tabii tutuldu. Her iki grupta steroid hormonlar ve
cerbB-2 duzeyi aragtinidi.

Calisma sonunda iskeminin, steroid reseptér ve HER-2/ neu gen
expresyonuna negatif bir etkisinin oldugu ve 6zellikle HER-2/ neu gendeki bu
degisimin istatiksel olarak anlamli oldugu gorulmastur (p<0.002).

Sonug olarak, steroid reseptor ve cerbB-2 diuzeylerinin, en dogru sekilde
tespiti icin mastektomi materyalinin en uygun kosulda ve en kisa iskemi
zamaniyla degerlendirmeye alinmasinin, hedefe yonelik tedaviden yarar

goOrecek hasta sayisini artirabilecegi dugunulmagtur.

Anahtar Kelimeler : Meme kanseri, iskemi, Ostrojen reseptdrii, Progesteron

reseptoru, Her 2 / neu gen,
Yazar Adi : Tbp. Yzb. Mehmet SAYDAM

Danigsman : Dog. Tbp. Kd. Alb. Biilent GULEC
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SUMMARY
The Effect of Ischemia on Steroid Receptor and cerbB-2 Expression at
Breast Cancer Tissue

There is knowledge about the influence of ischemia on the expression of
streoid receptors at breast cancer tissue until it has been fixed with formalin. But
there is no study showing that ischemia may also effect the cerbB-2 expression
according to our knowledge. This situation may lead misinterpretation about the
levels of steroid hormones and cerbB-2, which have high prognostic value at the
treatment of breast cancer. These effects of ischemia at breast cancer tissue
was investigated at this study named “The Effect of Ischemia on Steroid
Receptor and cerbB-2 Expression at Breast Cancer Tissue” .

Twenty patients who have undergone modified radical mastectomy were
included into this study. A sample of tumoral tissue at mastectomy material was
seperated for frozen investigation, and the rest of the tissue was fixed with 10 %
buffered formalin for 24 hours as it was routinely done. The levels of steroid
hormones and cerbB-2 were investigated for both groups.

The results of this study showed us that ischemia has a negative effect on
the gene expression of steroid receptors and HER-2/ neu gene and especially
the variation at HER-2/ neu gene expression was statistically significant
(p<0.002).

In conclusion, in order to determine the accurate detection of steroid
receptor and cerbB-2 levels, evaluation of mastectomy material at the most
appropriate conditions with the shortest ischemia time may increase the number
of patients who will benefit from targeted therapy, as well.

Key Words : Breast cancer, Ischemia, Estrogen receptor, Progesteron receptor, Her
2/ neu gene
Author : Tbp. Yzb. Mehmet SAYDAM

Counseller : Dog. Tbp. Kd. Alb. Biilent GULEC
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GiRiS

Kanser ¢cagimizin en buyuk ve onemli saglk problemidir. Amerika
Birlesik Devletleri verilerine gore 2009 yilinda kadinlarda 192270 yeni meme
kanseri olgusuna tani konulacagl ve ayni donemde 40170 meme kanserli
kadinin hastaligi nedeniyle dlecegi dngérulmektedir (1). Bu verilerle meme
kanseri, kadinlarda en sik gorulen kanser olup, kansere bagh 6limlerde
akciger kanserinden sonra en olumcul olanidir. Her sekiz kadindan birinde
hayati boyunca meme kanseri gelisme riski bulunmaktadir.

Meme kanseri tedavisinde cok sayida klinik ve patolojik 6zellikleri
temel alan prognostik faktorler tanimlanmigtir. Tumoérin c¢api, aksiler lenf
nodu metastazinin varligi, timoérin derecesi, Ostrojen ve progesteron
reseptor varligi ve cerbB-2 onkogen varligi en énemlileri olarak bilinmektedir
(1,2).

Meme kanseri hormona badimh bir hastaliktir. Kadinlarda ilk menars
ve ilk gebelik yasi, menapoz yasi, meme kanseri gorulme sikhdi Uzerinde
etkili gortlmektedir. Ekzojen kaynakli hormon alinmasi meme kanseri riskini
artirabilir. Iyonizan radyasyon ve ginlilk yasamda fizik aktivite durumu da
meme kanseri gorulme sikligi Uzerinde etkili bulunmustur. Ailesinde meme
kanseri olanlarda meme kanseri gortlme riski daha fazladir (3, 4, 5).

Etkin tarama ve gelisen tedavi yontemleri ile meme kanserinden 6lim
oranlarinda belirgin azalma olmustur (6). Meme kanserinde yeni tedavi
yontemlerinin gelistiriimesinde, timoran 6zelliklerinin iyi anlagiimasi énemli
rol oynamaktadir. Meme kanserinin farkli davraniglarini ve farkh tedavi
secgeneklerine yanitlarini belirleyen ¢ok sayida o6zellik ortaya konmustur.
TUmor ¢api, tumor derecesi, hasta yasli, aksiler lenf nodlarinin tutulmasi ve
hormon reseptorlerinin durumu temel prognostik faktorler olarak saptanmistir.
Son yillarda lenfovaskuler invazyon durumu ve “Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2” (HER-2 / neu gen) durumu da o6nemli prognostik
faktorler olarak ortaya konmustur (7). HER-2 / neu gen pozitifligi olumsuz bir
prognostik faktordir Son dénemde Ostrojen ve progesteron hormon
reseptorleri negatif ve HER-2/ neu gen negatif timdrler meme kanserleri

arasinda en koti seyirli grup olarak gosterilmektedir. Ugli negatif “Triple



Negative” meme kanseri olarak tanimlanan bu timédrlerin diger tim meme
kanserlerinden temel farkliliklar gésterdigine dair artan veriler vardir (8).
Meme kanserinde uygulanan cerrahi islem sonrasinda ¢ikartilan doku
formolle tespit edilene kadar bir donem iskemik kalmaktadir. Fiksasyon
isleminde ise % 10 ‘luk formol dokunun derinliklerine ancak zaman igerisinde
nufuz edebilmektedir. Bu durumun dokunun iskemik kalma surecini artirdigi
disunilerek “iskemi zamaninin meme kanser dokusunda steroid reseptor ve
cerbB-2 ekspresyonu Uuzerine etkisi” adh c¢alisma planlanmistir. Bu
calismada, hicre dizeyinde biyokimyasal ve nikleer yapilar Gzerine etki
yapabilecek iskemi surecinin, en dnemli prognostik faktorlerden olan hormon
reseptorleri ve HER-2 / neu gene varlidina olan etkilerini arastirmayi

amacladik.



GENEL BILGILER

2.1. Anatomi:

Esas fonksiyonu yeni dogana sut temini olan meme dokusu, modifiye
aksesuar bir ter bezidir (2, 9). Agirhgr 30 gr.dan az, 500 gr.dan fazla olabilir.
Agirhgi ve seklini, dokunun ¢ogunu olusturan yag dokusu belirler (2). Gogus
on duvarinda transvers eksende sternumun lateral kenar ile orta aksiller hat
arasinda, vertikal eksende ise 2. ve 6. kostalar arasinda yer alir. Santralinde
6. interkostal aralik hizasinda meme basi ve bunun gevresinde pigmente bir
alan olan areola bulunur. Meme dokusunun yaklasik 3/4 kadari pektoralis
major, kalan 1/4' |Uk kismi ise lateralde serratus anterior kasi Uzerinde
bulunur. Bazen kuguk bir kismi aksillaya dogru uzanarak Spence’ in aksiller
kuyrugu adini alir. Meme dokusu, Uzerini 6rten deriye "Cooper' In asici
baglan" ile tutunur. Meme arteria mammaria interna, arteria mammaria
eksterna ve arteria interkostalisler ile beslenir. Vendz drenaji vena mammaria
interna ve vena interkostalisler ile aksillaya dogru olur (10). Memenin
lenfatiklerinin kutan6z, aksiller, internal torasik ve posterior interkostal
lenfatikler olmak Uzere dort ana drenaj yolu vardir. Kutanoz lenfatikler,
memenin superior, medial ve inferior kutandz lenfatiklerinin gogu, subareolar
pleksus da dahil, aksillanin lateraline drene olur. Memenin alt sinirindan
rektus abdominalis kilifindaki epigastrik pleksusa buradan subdiafragmatik ve
subperitoneal lenfatik pleksusa bosalir. Lenfatik akim karin icindeki
lenfatiklerle karacigere ulasabilir ki bu yolla meme kanserinin karaciger
metastazi olusabilir (10). Aksiller lenfatikler, memenin lenfatik akiminin % 75
- 97 kadarini alir. Aksilladaki lenf nodulleri 6 gruptur ve hepsi kostokorokoid
fasianin altinda yer alir. internal torasik lenfatikler, meme lenf akiminin % 3 —
25 'ini tasir. Bu bolgeye ait lenfatik damarlar ice donerek pektoralis major
kasini ve interkostal kaslari delip internal meme nodullerine ulasirlar (10).
Posterior interkostal lenfatikler, toraks iginde, kosta ve vertebralarin birlesim
yerlerinin onudndeki posterior interkostal lenf nodullerine agilir. Memenin

innervasyonu 2. ve 6. interkostal sinirler saglar (10).



2.2. Embriyoloji

Modifiye ter bezleri olan meme bezleri embriyolojik hayatta, aksiler
bdlgeden inguinal bolgeye uzanan “sut ¢izgileri” Uzerinde uzanir. Primitif sut
cizgisi ilk olarak gestasyonun yaklasik 6. haftasinda, aksiler bdlgeden
inguinal bdlgeye uzanan epidermal bir kalinlagsma olarak belirir. Yaklasik 9.
haftada kaudal bdlgedeki kalinlasma gerilerken, pektoral bdlgede yogun
interlober fibroz septa ile birbirinden ayrilan 15 - 20 kadar lob meydana gelir.
Laktifer6z duktuslarin dncill olan bu yapilar, meme basini olusturacak olan
kuguk epitelyal gikintiya agilirlar. Gebeligin son iki ayinda duktuslar kanalize
olur ve meme ¢ikintisi olusur. Dogumla birlikte veya dogumdan hemen sonra
mezenkimal dokunun proliferasyonu ile meme basi olusur. Fetusun yasami
boyunca, fetal meme, c¢esitli hormonlarin etkisindedir. Fetal yasamin erken
evrelerinde meme gelisimi seks steroid hormonlarindan bagimsizdir.
Onbesinci haftada meme dokusu gegici olarak testosterona duyarl hale gelir.
Testosteronun hedefi parankimdir. Testosteron epitelyal sap etrafinda
yogunlasan mezenkimi stimlle ederek meme tomurcugunun deri altinda izole
olmasini saglarken alveolar duktal sistemin gelisimini onler. Belirgin bir
testosteron maruziyeti yoksa epitelyal tomurcuklar kanalize olmaya baslar ve
20 - 32. haftada sut duktuslari olusur. Memenin lobuloalveoler geligimi 32 ile
40. haftalar arasinda olur ve bu dénemde 6zgul hormonal dalgalanmalardan
kismen bagimsizdir. Doguma yakin donemde fetal meme dokusu maternal
ve plasental steroidlerden ve prolaktinden etkilenir ve kolostrum sekresyonu
olusur. Dogumda maternal seks steroidleri ve prolaktin ¢ekilir ve bu sekretuar
aktivite hayatin 1 - 2. ayinda sona erer. infantin cinsiyeti bu gelisim evresini
etkilemez. Maternal steroidler ve prolaktinin geri ¢ekilmesinin devam etmesi
ile glandlar basit duktuslar organizasyonlarina dénerler. Bundan sonra meme
dokusunun gelisimi ve farklilagsmasi, steroid ve peptit hormonlara ve buylime
faktorlerine baghdir (8). Dogum sonrasi donemde erkekte ¢ok az ek gelisim
gorulir ve meme bezleri rudimenter kalir. Kadinlarda ise hormonlar
tarafindan regule edilen meme gelisimi devam eder. Pubertede testosteronun
relatif yoklugu, memenin esas gelisimini saglar. Meme dokusu tam olarak

gelistikten sonra menopoza kadar menstrual siklus sirasinda ve gebelikte



cesitli degisiklikler gosterir. Menopozda ise parankimal lobuloalveoler
yapilarin regresyonu ile involusyonel degisiklikler olur (11).

2.3. Histoloji

Meme dokusu tipik olarak 15 - 25 adet duzensiz lob, loblari birlestiren
fibr6z doku ve loblari saran yag dokusundan olusur. Her lob bag dokusu ile
sarilidir ve pekgok lobule ayrilir. Lobuller de bazal lamina ile gevrili 10 - 100
adet kadar alveole dallanir. Alveollere duktil ya da asinUs de denir. Loblarin
herbiri meme basindaki laktifer6z sinUse agilir. Laktifer6z sinus, laktifer6z
duktuslarin meme basina ac¢ilmadan once olusturdugu genislemedir ve
memenin segmental duktal sistemi bu sinusle baslar. Laktifer6z duktuslar
major (segmental) duktuslara, major duktuslar ise terminal (subsegmental)
duktuslara dallanir. Terminal duktuslar lobullerde sonlanir. Her bir lobll ve bu
lobun terminal duktusu memenin temel yapisal birimi olan terminal duktal
lobdl Unitesini olusturur. Bu tubller yapilari, icte tek sira epitelyal hicreler,
dista myoepitelyal hlcreler doéser. En dista ise bazal lamina bulunur.
Lobdlleri saran stroma yogun kollajenize fibroz stroma 6zelligi gosterirken,
lobul i¢i stroma daha gevsek ve mikzomatdéz gorinumdedir. AsinUslerin
bulundugu intralobiler alanda stroma hormona duyarhdir (12). Meme basi
ektodermden gelisir ve ¢ok sayida sebase ve apokrin gland igerir. Onbes,
yirmibes adet laktiferoz duktus, meme basi tabanina ulastiktan sonra
laktiferdz sinlslU olusturmak Uzere dilate olurlar. Bu sinisler, meme basgi
yuzeyinin hemen altindaki koni seklindeki ampullada sonlanir. Laktasyonda
olmayan memede ampulla tipik olarak limende epitelyal dokuntuler icerirken,
laktasyon sirasinda sitle dolar. Meme basinin govdesi sirkller ve
longitudinal duz kaslar, kollajen6z ve elastik liflerden olusur. Bu kas liflerinin
kontraksiyonu, bolgesel vendz staz ile meme basi ereksiyonunu ve st
sinuslerinin bosalmasini saglar. Areolar bolgede, minyatur duktuslar iceren
“‘Montgomery glandlan” bulunur. Bunlar gergekte modifiye ekrin glandlardir
ve yuzeydeki “Morgagni tuberkullerine” acilirlar, gebelikte genisleyerek
sekresyon yaparken, sebase glandlarin tersine menapoz sonrasi invollisyona
ugrarlar (2,12). Meme dokusunu orten deri; kil folliktleri, sebase glandlar ve

ekrin ter bezleri icerir. Buradan superfisiyel fasianin ylzeysel ve derin



tabakalarina dogru fibréz bantlar uzanir. Fibrozis veya kitle etkisi ile bu fibroz
bantlarin traksiyonu, meme basi ve meme derisinde ¢ekintilere neden olur.

2.4. Meme Tumorlerinin Epidemiyolojisi:

Meme kanseri dunyada kadinlar arasinda en sik gorulen malign tGmor
olup, kadinlarda goérilen tum kanserlerin yaklasik % 30’unu olusturmaktadir.
Avrupa’da yilda 180 bin yeni olgu saptanmaktadir (13,14). Meme kanseri
epidemiyolojik olarak hemen hemen en c¢ok arastirimis timor olmakla
birlikte, henlz insan meme kanserinin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Hastaligin meydana gelisinde risk olusturdugu kabul edilen herediter ve
cevresel etkenler cok karmasik ve i¢ ice gegmislerdir.

Gecgen 40 yil boyunca meme kanseri sikligi 6zellikle gelismis ve
gelismekte olan Ulkelerde surekli sekilde artmaktadir. Amerika Birlesik
Devletlerinde kadinlardaki butin kanserlerin % 32 'sini meme kanseri
olusturmaktadir. Amerikan Kanser Birligi verilerine goére, 2008 vyilinda
Amerika Birlegsik Devletleri'nde 182460 yeni meme kanserli hasta varken
2009 yilinda bu sayr 192270’e ulagsmistir (8). Meme kanserindeki artis,
tarama yontemlerinin daha sik ve duzenli kullanilmasina bagl tani oranindaki
artisa ve toplumlarin ortalama yasam surelerinin uzamasiyla hastalgin ileri
yas grubunda daha sik gorulmesi ile agiklanmaktadir (6). Bununla beraber
meme kanseri siklik oranlari dinyada cografik degisikliler géstermektedir.
Mozambik, Gambiya ve Japonya gibi Ulkelerde meme kanseri sikligi en
dusuk iken, Amerika Birlesik Devletlerinde ve Kuzey Avrupa Ulkelerinde
meme kanseri sikligi en yuksektir. Bu durum, beslenme aligskanliklar ile
birlikte endustrilesmis modern yasamda kadinda mensturasyonun daha
erken yasta baglamasi, daha ileri dogum yasi, oral kontraseptif ve hormon
replasman tedavisi, menapoz yasinin gecikmesi, uzamis yasam beklentisi
gibi degisikliklerin etkisinde kalmasina baglanmaktadir (15). Meme kanserine
bagh mortalite Amerika Birlesik Devletleri'nde 1950 ile 1989 yillari arasinda
ayni oranda kalmistir. Meme kanserinden olum orani 1990 ile 1999 yillan
arasinda belirgin sekilde azalmistir. Bu azalma egilimi, ginimizde devam
etmektedir ve bu da erken tani oraninda artma ve tedavilerdeki gelismelere

baglanmaktadir.



Amerika Birlesik Devletleri’nde meme kanseri, akciger kanserinden
sonra kadinlarda kanser dlimlerinden sorumlu ikinci kanser tipidir. Bes yillik
sag kalim orani beyaz kadinlarda % 63 'den % 89 'a, siyah kadinlarda % 46
'‘dan % 79 'a ylkselmigtir (15,16). Saglik Bakanliginin verilerine gore
Tarkiye'de 1999 yilinda toplam 9919 hastaya kanser tanisi konulmustur ve
kanser insidansi yuz binde 30.38 olarak saptanmistir. Kanser vakalarinin
2390"' meme kanserli hastalardan olusmustur. Tum kanserli hastalarin %
24,1 'ini olusturan meme kanseri kadinlardaki en stk meme kanseri olarak
tespit edilmistir.

2.5. Meme Tumoriiniin Etyolojisi:

Genetik, c¢evresel, hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin
olusumunda rol aldigi kabul edilmekle birlikte, meme kanserli kadinlarin % 70
80 ’'ni bu risk faktorlerine sahip degildir. Hayvanlarda ise bazi kimyasal
maddeler, iyonizan radyasyon ve virusler kanser olusumuna neden olurlar.
Tdm bu ajanlarin mutasyonlara neden olabilecedi ve kromozomal
mutasyonlarin da insanda kanser ortaya cikis ve gelisimi ile yakinda ilgili
oldugu kabul edilmektedir.

Meme kanseri bir dizi somatik ya da germ hicre mutasyonu
sonrasinda bir somatik hucrenin malign potansiyel kazanmasi ile baglar.
Uzun sdre noninvaziv, ya da invaziv ama metastaz yapmayan bir hastalik
olarak kalabildigi icin zamaninda taninmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesi
onemlidir (17).

Meme kanseri hormona badiml bir hastaliktir. Otuz yastan dncesinde
nadir gorulur, otuz yas ile menapoz arasinda gorulme sikligi artar ve
menapozda hafif azalma gorulir. Menapoz sonrasi yillarda surekli devam
eden bir artis olur. Menars baslama yasi, ilk gebelik yasi ve menapoz yasi
meme kanseri insidansi lzerinde etkilidir. Ozellikle ilk miyadinda gebelikten
once olan menstruel yasam uzunlugu risk olusmasinda énemli bir etkendir.
Ulkeler arasinda goérilen farkliliklarin % 70 — 80 ’inden bu farkliligin sorumlu
olabilecegi dusunulmektedir. Diyet ve davranis aligkanliklarinin da insidans
farkliliklarinda rolu olabilmektedir (17, 18).



Meme kanserinin olusum nedenleri arasinda endokrin mekanizmalar,
diyet, cevresel etkenler ve genetik degisiklikler Uzerinde durulmaktadir.
Hormonal karsinogenez konusunda en yararl veriler Ulkeler arasindaki
gorulme sikligi farklarinin incelenmesiyle elde edilmistir. Kuzey Amerika’da
yasayan kadinlarin meme kanserine yakalanma riski dokuzda bir iken, Asyall
kadinlarda ise Bati Avrupa’daki riskin onda biri ya da beste biri arasinda
degismektedir. Asyali kadinlarda 6strojen ve progesteron duzeyleri 6nemli
derecede daha dusuktlr. Bati ortaminda yasayan Asyali kadinlarda risk
batililarin  dlzeyine ¢iktigi icin bu farklar genetik bir temelle
aclklanamamaktadir. Ancak menars yasinin kritik duzenleyicileri olan ve
Ostrojenlerin plazma konsantrasyonlari Uzerinde onemli etkileri gérulen boy
ve kilo degerlerinin batili kadinlar ile Asyali kadinlar arasinda farklilik
gOsterdigi acgiktir (17).

Hipogonadal ya da menapozdaki kadinlarda hormon replasman
tedavisi uygulamasi da tartismali bir konudur. Tek basina Ostrojen
uygulandiginda saglanan dstrojen dlzeyi premenopozal 6strojen dizeyinden
daha dusUktir. Ostrojen eksikligi semptomlarinda, osteoporoz ve iligkili kalca
kiriklarinda azalma ile kardiyovaskuller hastaliga baglh olumlerde Ugte bir
kadar azalma gorullr, ancak endometriyal kanser riski artar. Meta analizler
meme kanseri insidansinda yiksek doz uygulanan 6strojenler ve uzun tedavi
suresine bagl olarak kiguk bir artisa isaret etmektedirler. Postmenapozal
kadinlarda uzun sureli 6strojen tedavisinin meme kanseri riskini artirdigi kisa
sureli kullanimin ise risk olusturmadigi kabul edilmektedir. Ailesinde meme
kanseri olan kadinlar konjuge Ostrojenlerin karsinojenik etkilerine daha
duyarh olabilirler. Hormon replasman tedavisi uygulamalarina progesteron
eklenmesinin, kardiyovaskiler ya da kemik hastaliklari riskini degistirip
degdistirmedigi tam bilinmemekle beraber endometriyal kanser riskini belirgin
sekilde azalttigi gosterilmistir (17, 18).

Meme kanserinde ailevi yuk gosterilmigtir. Aile dykusundeki yukin
artmasi ya da erken yasda goérUlmesi orantisal olarak riski artirir. Ancak

genel olarak tum meme kanserlerinin % 5 - 10 kadarinin BRCA1 ve BRCA2



gibi tumor baskilayici genlerde baskin penetrasyon gdsteren mutasyonlardan
kaynaklandid1 dusunilmektedir (17,19).

2.6. Meme Tumorlerinde Prognostik Faktorler:

Meme kanserinin klinik davranisi uzun bir dogal seyir ve heterojenite
ile karakterizedir. Meme kanseri tanisi konan hastalar uzun sire metastaz
riski tasirlar ve iyilesmenin tanimi sorundur. Meme kanserinde bulylime
modelleri tanimlanmis olmakla beraber bunlar tartismalidir. Meme kanseri
Amerika Birlegsik Devletleri'nde kadinlarda en yaygin tUmordir. Her sekiz
kadinin birinde hayatlarinin herhangi bir ddneminde bu kanser gelisimi s6z
konusudur. invaziv meme kanserlarini tedavi etmek igin cok gesitli ve agresif
tedavi rejimlerinin kullaniimasi prognozu dogru bir sekilde belirlemeyi 6nemli
kilmaktadir. ClUnklU boylesi tedavilerin ¢ok yaygin toksik etkileri mevcuttur.
Uzerinde daha c¢ok calisiimasina ve yenilerinin bulunmasina agik olan
prognostik faktorler asagdida gosterildigi gibi c¢esitli alt gruplar altinda
siniflanmistir (3,13,20).

2.6.1. Fiziksel Etkenler:

a- Yas: Primer meme kanserli hastada yas ve menapoz durumunun
prognoza etkisi tartismalidir. Gen¢ hastalarda klinik seyrin daha iyi (21,22),
daha kétl (23, 24) oldugunu veya yas ile klinik seyir arasinda iliski olmadigini
savunan yayinlar mevcuttur (25, 26). Bununla birlikte bazi ¢alismalarda ¢ok
geng yastaki kadinlarda (<35 yas) prognozun yash kadinlarla ayni oldugu ve
bunlarin niks ve uzak metastaz agisindan ylksek riske sahip olduklari
gOsterilmistir (27). Bir calismada 34 ve daha geng¢ yastaki meme kanseri
hastalarinin daha ileri yastaki hastalarla karsilastirildiginda 6nemli Olgtde
daha kotu bir prognoza sahip olduklari belirlenmigtir. Ayrica yas ile diger
klinikopatolojik degiskenler arasinda hig¢bir korelasyon goézlenmemigstir (27-
29).

b- Irk: Siyah ve hispanik kadinlarda meme kanserlerinde her evre igin
daha dusuk bir sag kalim orani gosterilmistir. Ayrica bu kadinlarda kanser
daha gen¢ yasta ortaya c¢ikmakta ve daha kotu diferansiye olma egilimi
gostermektedir (2, 30).



c- Vicut Agirhgi (Kilo): Son elde edilen veriler tedavi suresince
agirlik artisinin meme kanserinin rekurrens riskini artirdigi ve surviyi azalttigi
yonundedir. Ayrica 30 yasinda artmig vucut agirigi ve android vucut yag
dagihmi meme kanserinden Olum riskini artirmaktadir. Ayrica vicut yag
dagihmi ve obezitenin meme ve endometrial kanser riskini artirdigi
g6zlenmistir (30,31).

2.6.2. Klinik Ozellikler: Timér boyutu, deriye ve kasa invazyon, gcevre
dokuya fiksasyon, aksiller lenf nodu (ALN) tutulumu gibi 6zellikler prognoz
Uzerinde etkili olurlar. Buylk calismalarda primer tUmaorin yerlestigi alanla
prognoz arasinda iliski bulunmamakla birlikte bazi ¢alismalarda medikal
yerlesimli olanlarin daha koétl prognoza sahip olduklari bildirilmistir (6, 18).

2.6.3. Patolojik Ozellikler: Tiimor boyutu ve blylime sekli, timériin
yerlesimi, histolopatolojisi, tUmdrin derece'si, aksiller lenf nodu tutulumu,
damar invazyonu olmasi, yaygin intraduktal komponent bulunmasi, cerrahi
sinirlarin  tumorle iliskisi ve nihayet deri tutulumu ile aksiller lenf nodu
degisiklikleri, dokuda elastozis bulunmasi, lenfosit infiltrasyonu, tumor
nekrozu bulunmasi degerlendirmeye alinmalidir.

a- Tumor Boyutu ve Buyume Sekli:

Primer tUmorin boyutu ile nodal metastaz insidansi ve prognoz
arasinda iyi bir korelasyon vardir (2,27,32,33). Atici ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismaya gore 2 cm' den kuguk, 2-5 cm ve 5 cm 'den buyuk timorli
hastalar i¢in 3 yillik takipler sonucu sirasi ile % 100, % 83, % 77 hastaliksiz
yasam ve % 100, % 93, % 84 sag kalim oranlari belirlenmistir (34). Genelde
rekurrens riski tumor boyutunun artisi ile koreledir ve kanserin boyutu 1 cm
'den blylk oldugunda adjuvan sistemik tedavi igin potansiyel bir adaydir (2).

Ayni memede iki timoran sinirlar arasindaki uzaklik 5 cm'den fazla
oldugu “multisentrik” timorlerde nuks daha sik ve prognoz daha koétudar (2,
33). Egan ve arkadaslari 286 adet total mastektomi Uzerinde yaptiklari
calismada olgularinin % 28 'inde multisentrisite gormugler ve multisentrik
olmayan tumorlerde prognozun daha iyi oldugunu tesbit etmiglerdir. Buna
gore multisentrik olmayan timoérlerde 5 yillik mortalite % 25, multisentrik

olanlarda ise % 15 olarak belirlenmistir (33). Dlizgun sinirli timorler invaziv
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sinirli timdorlerden daha iyi prognoza sahiptir (27). Bazi ¢calismalarda bilateral
tutulumlu kanserlerde, unilateral tutulumlulara oranla yasam suresinin
kisaldigi gosterilmistir (3).

b- Meme Tumorlerinin Histopatolojisi:

Tamorler kadin memesinin en énemli lezyonlaridir. Memeyi olusturan
doku bilegenlerinin (bag dokusu, epitelyum) herhangi birinden kdken
alabilirler. Ancak en sik epitelyumdan kdken alirlar. Hastalarin % 4 kadarinda
primer tumor iki taraflidir ya da % 10 oraninda ikinci primer tUmor olarak
geligir. TUmor en sik Ust dis kadranda gorulir (% 50), bunu santral (% 20), alt
dis (% 10), Ust ic (% 10) ve alt i¢c kadran izler (% 10) (19). Epitel kokenli
tumorlerin gogu duktus epitelinden (%90), digerleri lobul epitelinden koken
alir. Karsinogenezin bu iki formda farkli sekilerde gelistigi distunulmektedir.
Her iki grup kanser bazal membran infiltrasyonu yapip yapmamalarina gore
iki gruba ayrilirlar (19). Meme tumorlerinin histopatolojik siniflamasi Tablo

2.1'de verilmigtir.

Tablo 2.1: Meme Tumorlerinin Histopatolojik Siniflandiriimasi

invazyon yapanlar invazyon yapmayanlar

) 1 intraduktal karsinom
1 Invaziv duktal )
(komedokarsinom)

Bagska bir 6zelligi olmayan 2 Paget hastaliginda
skiro karsinom(NOS) intraduktal karsinom
Paget hastaligini iceren 3

. ) > Lobuler karsinoma in situ
invaziv duktal karsinom

2 invaziv lobuler karsinom
3 Mediiller karsinom

4 Kolloid(musindz) karsinom

5 Tubuller karsinom

6 Diger nadir tipler
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Diinya Saglik Orgiti (DSO) invaziv meme kanserlerini 2003 yilinda
(20) asagidaki gibi siniflamistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: invaziv Meme Kanseri Siniflamasi (DSO 2003) (20)

invaziv duktal karsinoma, baska tiirlii siniflandirilamayan
Tubuler Karsinoma
Medlller Karsinoma
Mdasin olusturan karsinomlar
invaziv papiller karsinom
invaziv mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom
Lipitten zengin karsinom
Sekretuar karsinom
Adenokistik karsinom
Glikojenden zengin berrak hicreli karsinom
Asinik karsinom
Sebase karsinom
Metaplastik karsinom

invaziv lobuler Karsinoma

Noroendokrin karsinomlar

c- Tumor Derecesi (Grade):

Yasam suresi Uzerine olan etkisi en iyi arastirimis olan parametre
tumaorun histolojik derecesidir. Meme kanserinin histolojik derecelendiriimesi
icin Greenough ve Franz, tUmor hicrelerinde tubdlus olusturma egilimi,
pleomorfizm ve mitoz sayisi gibi temel Ozelliklere dayali sistemler
onermislerdir. Bloom ve Richardson 1957 'de 1544 vakalik bir seride yine
daha oOnceki derecelendirme sistemlerindeki kullanilan 6zellikleri ele alan bir
puanlama sistemi ile derecelendirme dnermistir. Bu sistem DSO tarafindan
da benimsenmis, bazi ufak degisikliklerle guinimuizde de gecerliligini
korumaktadir (6) (Tablo 2.3). Clayton ve arkadaslari yaptiklari bir ¢alismada

Bloom - Richardson derecelemesi ve Modifiye Scaff — Bloom - Richardson
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(SBR) derecelemesinin yasam suresi ile iyi korelasyon gosteren dereceleme
semalari oldugunu bildirmiglerdir. Modifiye SBR ’'da tumor diferansiasyon
derecesi gozardi edilmistir. Black 'in nukleer dereceleme yontemi ise nukleer
ve nukleolar verileri dikkate alir (28). Yapilan bir galigsmada 5 yillik yasam
oranlari Grade I, Il ve Ill tamorler icin sirasi ile % 81.9, % 63.4, % 49.5 olarak
belirlenmistir (35). Meme kanserlerinde dereceleme i¢in birgcok sistem ortaya
konulmustur. Buna karsilik en sik kullanilan Bloom - Richardson ve Fisher 'in
ortaya attigi sistemler olmustur. Bunlar histolojik 15 parametre ile birlikte
ndkleer gorinimud de gézonune aldigindan dederlidir. Bloom - Richardson
yonteminin bircok modifikasyonu oldugu bilinmektedir. Bu
modifikasyonlardan Elston ve Ellis 'in ortaya koydugu yontem Tablo 2.4 ’te
gOsterilmistir. Bu ydntemde, duktal ya da tubuler yapi olusumu, hicresel
pleomorfizm ve her 10 blylk buyltme alanindaki toplam mitoz sayisi
skorlanmakta ve genel diferansiasyon i¢in  skorlarin  toplami
degerlendiriimektedir (3).

Elde edilen skor toplamlari derecelendirme igin kullanilir. Buna goére
toplam skoru 3 — 5 olanlar 1. Derece, 6 — 7 olanlar 2. Derece ve 8 — 9 olanlar

3. Derece olarak deg@erlendirilir.

Tablo 2.3: Modifiye Bloom - Richardson Derecelemesi

TUBULER NUKLEER

SKOR FORMASYON PLEOMORFIZM MiToz*
1 Belirgin Hafif 10'dan az
2 orta derecede Orta 10 ila 19 arasi
3 ¢ok az veya yok Belirgin 20'den fazla
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Tablo 2.4: Modifiye Elston ve Ellis Derecelemesi

NUKLEER

SKOR TUBULER YAPI PLEOMORFIZM

MITOZ SAYISI(X400)

kiguk ,dizenli ve
uniform
sekil ve buyukluk
2 %10-75 arasi bakimindan orta derece 6 ila 10 arasi
pleomorfizm
sekil ve buyukluk
3 % 10'dan az bakimindan belirgin 11'den fazla
derece pleomorfizm

1 % 75'den fazla O ila 5 arasi

Aksiler lenf nodu tutulumu, damar invazyonu, yaygin intraduktal
komponent (YIDK), cerrahi sinirlar, deri tutulumu, elastozis, lenfosit
infiltrasyonu ve timor nekrozu meme kanserinde prognozu belirleyen diger
onemli patolojik faktorlerdir.

2.6.4 Meme Tumorlerinde Evreleme:

Evreleme sisteminde tumorleri siniflamak i¢in timaor boyutu (T),aksiller
lenf nodlarina (N) ve uzak bdlgelere yayillimdir (M) degerlendirilir. TUmor
evresi meme kanserli hastalarda tedaviye yon veren énemli bir faktordur (27).

The American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan meme
kanseri tumoérun ozellikleri, lenf nodu tutulumu ile sayisi ve metastaz
durumlarina goére degerlendiriimektedir (Tablo 2.5).

The American Joint Committee on Cancer, 2003 yilinda asagidaki
siniflamayi 6nermigtir (27),

Evre 0 : Tis NO MO

Evre | : TINO MO

Evre IIA : TO NI MO, TI NI MO, T2 NOMO

Evre IIB : T2 N1MO, T3 NO MO

Evre lIA  : TO N2 MO, TI N2 MO, T2 N2 MO, T3 NI MO, T3 N 2M0

Evre llIB : T4, herhangi N MO. Herhangi T N3 MO

Evre IV : T ve N ne olursa olsun M1 iceren tim hastalar
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Tablo 2.5: AJCC (American Joint Comission on Cancer) Sistemi:

T: Primer Timor Boyutu

Tx Primer timor boyutu degerlendirilemiyor
T0 Primer timére ait bulgu yok
Tis Karsinoma in situ
Tis (DCIS) Duktal karsinoma in situ
Tis (LCIS) Lobduler karsinoma in situ
Tis (Paget) Tumdrstiz meme baginin Paget hastalig
T TUmor 2 cm ya da daha kuguk
T1mic Mikroinvazyon, timor 0,1 cm’den kiigik
T1a Tdmér 0,1-0,5 cm arasinda
T1b Tdmér 0,5-1 cm arasinda
T1c Tdmédr 1-2 cm arasinda
T2 Tdmodr 2-5 cm arasinda
T3 Tdmor 5 cm’den biyik
T4 Herhangi boyuttaki timérde
T4a Go6gus duvarina yayilim
T4b Meme derisinde 6dem ya da Ulserasyon ya da satellite deri noddlleri
Tac 4a+4b
T4d inflamatuar meme kanseri
N: Bolgesel Lenf Nodlari
Nx Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemiyor
NO Lenf digimi metastazi yok
N1 Mobil ipsilateral aksiller lenf digimlerine metastaz
N2 Birbirine_ ya da diger y_ap_lla_ra fikse ipsilatera_l aksiller__lvepf dUgUmIerine metastaz
ya da klinik olarak belirgin internal mammaria lenf diigiimlerine metastaz
N2a N2a: Birbirine ya da diger dokulara fikse aksiller lenf diiglimlerine metastaz
N2b Yalnizca internal mammaria lenf diiglimlerine metastaz ve aksiller lenf dugumu
metastazi yok
N3 ipsilateral infraklavikuler, internal mammaria ve supraklavikuler lenf diigiimlerine
metastaz
N3a ipsilateral lenf diiglimlerine metastaz, aksiller lenf diigiimlerine metastaz var ya
da yok
N3b ipsilateral lenf diigiimlerine ve aksiller lenf diigiimlerine metastaz
N3c ipsilateral supraklavikuler lenf diigiimlerine metastaz
pN: Patolojik Lenf Nodlari
PNx Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemiyor
PNO 3I?O'o'll(gesel lenf digumlerinde histolojik olarak metastaz yok, izole timor hiicreleri
pNO(i-) Histolojik ve immunohistokimyasal (IHK) lenf diigiimii metastazi yok
pNO(i+) Histolojik olarak metastaz yok, IHK pozitif ancak 0,2 mm’den kiigiik
pNO(mlo-) :i::aolsotglz \;;(RT-PCR (reserve transcriptase/polymerase chain reaction)
pNO(mol+)  Histolojik incelemede metastaz yok, RT-PCR pozitif
PN1 1-3 aksiller lenf dUgimu metastazi ve/veya internal mammaria lenf dugimlerine
metastaz
pN1mi Mikrometastaz (0,2- 2 mm)
pN1a 1-3 aksiller lenf dUgimui metastazi
pN1b iqternql mammaria lenf diglimlerine metastaz (sentinel lenf digimu
diseksiyonu)
pN1c 1-3 aksiller lenf diigiimii ve internal mammaria lenf digimlerine matastaz

(sentinel lenf digumu diseksiyonu)
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4-9 aksiller lenf digumi metastazi ya da aksiller lenf digimu metastazi

PN2 bulunmadan klinik olarak saptanabilen internal mamaria lenf digimlerine
metastaz
pN2a 4-9 aksiller lenf digimi metastazi (en az birinde timér 2 mm’den biiylk)
pN2b Aksiller lenf digimU metastazi bulunmadan klinik olarak saptanabilen internal

mamaria lenf digiimlerine metastaz

10 ya da daha fazla aksiller lenf diglimiine metastaz, bir ya da daha fazla
aksiller lenf dugumu metastazi ile birlikte infraklavikuler lenf digimlerine

PN3 metastaz, licten fazla aksiller lenf digimine metastazla birlikte internal
mammaria lenf digumlerine mikrometastaz, ipsilateral supraklavikuler lenf
digumlerine metastaz

pN3a 10 ya da daha fazla aksiller lenf digimiine metastaz, ya da infraklavikuler lenf
digumlerine metastaz

Bir ya da daha fazla aksiller lenf dugumi metastazi ile birlikte klinik olarak

saptanabilen internal mamaria lenf dugumlerine metastaz ya da lgten fazla

aksiller lenf dugumiine metastazla birlikte internal mammaria lenf digimlerine

mikrometastaz

pN3b

pN3c ipsilateral supraklavikuler lenf diigiimlerine metastaz

M: Uzak Metastaz

Mx Degerlendirilemeyen uzak metastaz
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Evre Il ve Evre lll kanserler tutulan aksiller lenf nodlarinin sayisina
gore alt gruplara ayrilabilir. Bu islem tedaviyi yonlendirme amaci ile yapilir.
Sayet aksiler metastaz yok ise, bazi hastalar timoérin diger karakteristiklerine
bagll olarak sistemik tedaviyi almayabilirler. Pozitif lenf nodu 1 - 3 olan tim
kadinlarda, hormonal tedavi ya da kemoterapi bi¢cimindeki standart sistemik
tedavi semasi uygulanmalidir. Pozitif lenf nodu 4 - 9 olan hastalar yiksek doz
kemoterapi kullaniminin klinik denemeleri igin uygun adaylardir. Sayet 10 ya
da daha c¢ok lenf nodu pozitf ise bu kadinlarda otolog kemik iligi
transplantasyonu gibi diger deneysel tedaviler dusunulebilir.

2.6.5. Kemik iligi Mikrometastazlar::

Kemik iligi mikrometastazlar metastatik meme kanserli hastalar igin
gelecekteki tedavi stratejilerini etkileyebilen bagimsiz bir prognostik faktordir
(33,36). 5 yil sonra meme kanseri nuksleri % 50 siklikta olmakta ve bunlarin
%57 'si kemiklerde gorilmektedir (6).

2.6.6. Meme Kanserinde Prognozun Biyolojik Belirleyicileri

Meme kanseri biyolojik ve klinik agidan ¢ok heterojenik o&zellikler

goOsterir. Meme kanserine bagli denetimsiz hicre ¢ogalmasi genellikle;
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mutasyon, amplifikasyon, delesyon, kromozal dizenlemeler gibi, genomik
instabilite belirtileri ve belirli epitelyal o6zelliklerin ortadan kalkmasi gibi
degisiklikler gosterir. Bu yuzden kanser gelisimine neden olan molekuler
mekanizmalarin ve her hastada timorin 6zelliklerinin bilinmesi ve buna en
uygun tedavi yontemlerinin belirlenmesi 6énemlidir. Kanserin gelismesine,
ilerlemesine ve yayllmasina neden olan degisiklikler anlasildikga daha etkin
tarama ve tedavi yontemleri de uygulanabilmektedir. Meme kanseri
arastirmalarinin temel amaci kanser hicresinin davranigi hakkinda yol
gosteren, kanser gelisiminin erken agamasinda ortaya ¢ikan ve uygun tedavi
seklinin secilmesi icin yardimci olabilecek degiskenleri belirlemektir. Diger
yandan bu arastirmalar, saglikl fakat riskli bireylerde tarama agisindan
yararli bilgiler saglar.

2.6.6.a Hormonal Kontrol:

Steroid hormon reseptoérleri, HRE (Hormon Responsive Element)
olarak bilinen DNA dizilerine badglanarak ilgili genin transkripsiyonunu
baslatirlar.

Ostrojen Reseptorii (ER):

Ostrojenler 18 karbonlu fenolik steroidlerdir ve aromatik bir halka ile
karakterizedirler. Ostrojenler premenapozal dénemde overlerden (folikiillerin
granulosa hucrelerinden) salgilanan ve ayrica, bu donemde ve daha sonra
dokularda adrenal korteks androjen steroidlerinin aromataz tarafindan
donustirulmesi ile olusurlar. Gebelikte plasentadan bol miktarda salgilanir.
Organizmada iki yonla bir reaksiyonla daha zayif etkili estron’a donigur. O da
kandinden daha zayif etkili estriole donugsur. Tum steroid hormonlar
kolesterolden sentezlenirler. Ostrojenler hedef hiicrede sitosoliin bir
reseptorine baglanirlar ve onunla bir kompleks olustururlar. Daha sonra bu
kompleks aktive olur ve hlcre gekirdegine tasinarak degisik tip RNA’larin
sentezini ve dolayisiyla proteinlerin sentezini uyarirlar. Reseptore en fazla
affinite goOsteren ve potent Ostrojen, O&stradiol’dlr. Dolagsimda ovaryen
hormonlar seks steroid baglayici globilin ve albumine bagli olarak dolasirlar.
Normal kadinlarda Ostron ve Ostradiol plazma seviyeleri 20-500 pg/ml'dir

(37). Ostrojenler puberte sirasinda disiye 6zgii sekonder seks karakterlerinin
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gelismesini ve daha sonra menapoza kadar idamesini saglar. Ostrojenler
memede, duktal ve konnektif dokuda blyumeyi, vaskuler dokuda buylime ve
cogalmayr uyarrlar. Ostrojen/progesteron oraninin  dstrojenler lehine
degdismesi, dokuda su ve elektrolit tutulmasini artirarak intertisyel 6dem
olusturur. Premenstruel devrede gorulen degisiklikler bu etkiden
kaynaklanmaktadir. Steroid hormonlar esas olarak karacigerde, suda
¢ozunebilen glukuronid ve stilfat tlrevlerine donusturilmek suretiyle inaktive
edilirler.

Ostrojen reseptéri ilk olarak 1977 yilinda prognostik bir faktdr olarak
degerlendirilmigtir. Prognostik agidan yol gosterici olmamakla birlikte,
Ostrojen reseptord tayini 25 yili agkin streden beri hormonal tedaviye cevap
yetenegini degerlendirmek amaciyla uygulanmaktadir. Ostrojen reseptorii 66
kilo dalton (kd) ’luk bir proteindir. Reseptdr lUzerinde DNA’ya baglanma,
hormon baglama, c¢ekirdek igindeki konumu belirleme, transkripsiyonun
aktivasyonu ve baskillanmasi gibi gorevlerden sorumlu A - F olarak
adlandirilan 6 ayri bdlge mevcuttur (38).

Meme timorlerinin % 60 — 70 ’i dstrojen reseptdru pozitif oldugu halde,
vakalarin ancak yarisi ile Ugte ikisi kadari hormonal tedaviye cevap verir.
Buna karsilik ER negatif hastalarin bir bolimi de hormon tedavisinden
yararlanirlar. Sebebi henuz agiklanamayan bu durumun yanisira normal ve
malign hucrelerdeki reseptorlerin yapisal ve islevsel agidan ayni ozellikleri
tasiyip tasimadigi da henuz bilinmemektedir (38).

Meme kanserlerinde ER ekspresyonu her asamasi ostrojen tarafindan
kontrol edilen, ¢ok asamali ve kompleks bir islemdir. Ostrojen etkisiyle ER
ekspresyonu ve dolayisiyla dOstrojen baglama bdlgelerinin sayisi azalir.
Ostrojen bu etkisini translasyon, transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi
asamalarin hepsinde gosterir (39).

ER negatif hdcrelerin invazyon yeteneginin ER pozitif hucrelere
kiyasla daha ylUksek oldugu ve ER pozitif hticrelerde bu yetenedin dstrojen
etkisiyle arttig1 gosterilmigtir. Meme kanseri hiicre soylarinda tamoksifenin de

Ostrojen benzeri etki gosteren aktif metabolitlerine bagll olarak invazyonu

18



arttirici etkisi ilgi cekmektedir (3). Bu nedenle steroid olmayan antidstrejen
preperatlarin kullanilmasinin daha yararli olacagi bildiriimektedir.

Progesteron Reseptoriu (PR):

Progesteron 21 karbon atomu iceren steroid bir hormondur.
Progesteron overler, testisler ve adrenal korteks dahil tim Steroid yapan
glandlarda uretilirler. Diger steroid hormonlar igin hem prekursér, hem de ara
basamak yapisi seklinde gorev yaparlar. Endokrin tedaviye cevap agisindan
onemli rol oynayan progesteron reseptorinin ekspresyonu O&strojen -
Ostrojen reseptoru etkilesimi ile regule edilir. Normal insan meme epitelinde
progesteron reseptdrinin Ostrojen reseptériine bagimli olup olmadigi ve
luminal hlcrelerde bu iki reseptorin birlikte bulunup bulunmadigi
bilinmemektedir. Meme kanserinde progesteron reseptdrl saptanmamasi
Ostrojen reseptorinidn islevindeki bir bozukluktan veya molekilin kendisinde
gerceklesen bir kusurdan kaynaklanabilir. Progesteron normal insan meme
dokusunda, lobuler ve alveolar buyimeden primer sorumlu hormondur.
Hormonal tedaviye cevap ile PR arasindaki iligki ideal olmaktan uzaktir.
Teorik olarak PR, dstrojen uyarilmasi ile olustugu igin PR, ER igleme yolunun
saglam oldugunun bir gostergesidir. Cok degiskenli analizlerde ER veya PR
varligr klinik seyirle iligkili bulunmaktadir. Hem ER, hem de PR duzeyleri
proliferasyon oOlgimleri ile ters iligkilidir. ER duzeyleri yas ile dogrusal olarak
artar; PR duzeyleri ise daha ¢cok menopoz durumu ile iligkilidir (40).

PR pozitif kanserlerin % 70 ’i hormonal tedaviye cevap verirken PR
negatif kanserlerinde % 25 - 30 kadari hormonal tedaviden yararlanir.
Reseptor duzeyi ile cevap farkliliklari arasindaki uyumsuzluk Olgim
yontemlerinin yetersizligi, mutasyon tasiyan &strojen reseptérinin gen
ekspresyonu  ligand baglamadan da  uyarabilmesi, tamoksifen
metabolizmasindaki farklilik veya Ostrojene bagimli proteinlerin 6strojen
reseptorinden badimsiz bir yol Uzerinden sentezlenmesi gibi nedenlerden
kaynaklanabilir (41).

Meme kanseri hulcrelerinin progesteron ile etkilesiminde &strojen
etkilesimine benzer sonuglar dogurur. Transkripsiyon hizi diser, mRNA

diizeyi ve progesteron reseptérii sayisi azalir. Ostrojene bagl degisikliklerin
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aksine, mMRNA’'nin yari dmrinde degisiklik olmaz, buna karsilik progesteron
reseptoriinin yari dmri kisalir. Ostrojen etkisinden bir baska farklilikta etkinin
sadece transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi agsamalari kapsamasidir (39,
41).

2.6.6.b Nukleer Onkogenler:

Hemen tum kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de birgok
onkogende degisiklikler belirtiimistir. Ancak bunlarin sadece bir bolimu
bugln klinik ya da gelisme acgisindan 6nem tasimaktadir.

NuUkleer onkogenler ya dogrudan steroidleri etkileyerek, ya da kinaz
sinyal yollari Gzerinden g¢ogalmay! uyarirlar. Mitojen uyarisina hedef olan
bircok hucrede bu sinyal yollarinin sonunda c-myc, c-fos, c-jun gibi
protoonkogenlerin drtnleri yol alir. Protoonkogenlerden bazilari c-myc, ras,
src ve siklinler 6rnek olarak verilebilirler.

2.6.6.c Biuiyume Faktorleri:

Hucrede kansere yol agcan degisimlerin bluylme faktorl sentezinde
artis ya da buyumeyi inhibe edici faktorlerin sayisinda azalmaya bagli oldugu
ileri surtlmastar. Bir bagka goruste hicrede buylime faktorl uyarisina cevap
veren mekanizmalarda ortaya ¢ikan degisiklerdir. Bu hipotezlerin
dogrulugunu arastirmak icin neoplastik hlcrede cogalmayi uyaran sinyal
yollarinin bilinmesi gerekir.

Epidermal Buyume Faktoriu (EGF):

Meme epitelinin  gelismesi, meme hdcresinin ¢ogalmasi ve
farklilasmasi acgisindan 6nem tasiyan bir molekuldir. Faktér membran
Uzerinde yer alan reseptore baglanarak etki gosterir. Kuiltir ortaminda
hdcrelerin tutunma yetenegini korumalarini saglayan en dnemli faktorlerden
biridir.

Transforme Edici Buyume Faktorleri(TGF):

iki grupta toplanirlar. TGF-a ailesi tirozin kinaz aktivitesine sahip
reseptorler ile etkilesirler. TGF-B ise reseptorleri ile etkilesimi sonucu meme
kanseri agisindan dnem tasiyan 3 degisik molekull ortaya ¢ikar. Calismalarda
TGF-4, IGF ve FGF ailesinin epitel hiicrelerinde proliferasyonu uyarici, TGF-

B ve benzeri faktorlerin ise hucre ¢ogalmasini baskiladigi gosterilmistir. Yeni
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calismalar TGF-a ekspresyonun meme kanserinin erken safhasinda 6nem
tasidigina isaret etmektedir (42).

TGF-B ailesi gerek yapisal, gerekse islevsel agidan EGF ve FGF
ailelerinden farkhdir. TGF progesteron etkisiyle baskilanir. Meme hicresinin
malign transformasyonu sirasinda TGF-3 sentezinin arttig1 gorulur (42).

2.6.6.d Buyume Faktorii Reseptorleri:

Meme kanseri agisindan onem tasiyan reseptorlerin ¢ogunlugunu
HER ya da EGFR ailesi olarak bilinen reseptorler olusturur. Buyume faktori
reseptorlerinin hepsi hiicre disinda yer alan amino ucu, membran igi bdlge ve
sitoplazmik bdlge olmak Uzere temelde benzer yapiya sahiptir. Membran
icindeki bolge eskiden sanildigi gibi aradaki baglantiyr saglayan pasif bir
uzanti degil, reseptdrlerin birbirleriyle temasindan ve dimerlesmesinden
sorumludur. Meme kanserinde etkili oldugu gdsterilen bir dizi tirozin kinaz

reseptorleri bildirilmistir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6: Meme Kanseri ile iligkisi Gosterilen Tirozin Kinaz

Reseptorleri

Epitelyal Stromal
EGFR(HER-1) EGFR
FGFR 1 FGFR 1
FGFR 2 FGFR 2
HER-2 IGF-1R
HER-3 PDGFR
HER-4

INSULIN R

c-MET

IGF-1R

HER -2 / neu gen (cerbB-2):

Bulundugumuz son dekat igerisinde meme kanserinde prognostik
faktor olarak 6strojen reseptorinden sonra Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan
onkojenlerden bir tanesi de HER-2/ neu gendir. Bu onkojen 1984 yilinda
Schecter ve arkadaslari tarafindan, sigcanlardaki noéral tiumorlerden elde

edilmis ve NEU(néral) adi verilmisti, DNA Uzerinde 17921 kromozom
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lokusunda yer alir. Gorevi tirozin kinaz aktivitesine sahip 185 kd agirliginda
bir transmembran glikoproteini kodlamaktir (4).

HER-2/ neu gen, insan solid timoérlerinde ortak 6zellik olarak gbézlenen
ve sonuglar bilinen molekiler anormalliklerin prototipidir. Bu gendeki
degisikliklerin bilinen kotl prognostik ozellikler ile iliskisi ve bu molekuler
degdisiklige kargi hedefe yonelik tedavi gelistirime olanadi genin yeni bir
tedavi hedefi olarak dnemini vurgulamaktadir.

Meme kanserlerinde HER-2/ neu genin prognostik ve prediktif 6nemi
bulunmaktadir. Meme kanserli hastalarda % 25 - 30 oraninda HER-2/ neu
gen amplifikasyon ve overekspresyonu bildirilmistir. Birgok c¢alismada
Ozellikle lenfnodu pozitif olan hastalarda HER-2/ neu gen amplifikasyonu ve
asiri ekspresyonunun hastaliksiz yagsam ve sag kalim suresi Uzerine olumsuz
etkisi oldugu bildirilmigtir. Yani HER-2/ neu gen pozitifligi timorun agresif
davranisi ve kot prognoz ile yakindan iligkilidir. Ayni zamanda galimsalar
HER-2/ neu genin bazi tedavi rejimlerinin belirlenmesine katkisi ve bu tedavi
rejimlerine cevapta prediktif rolinden bahsetmektedir.

Meme kanserli hastalarin tgte birinde HER-2/ neu gen amplifikasyonu
veya asirl ekspresyonu goruldigu bildirilmistir (42, 43). Daha sonra over
kanserinde ayni Ozellikler saptanmistir (44). HER-2/ neu gen asiri
ekspresyonu gorulen hastalarda erken nuks gorulmesi ve genel sagkalimin
kisa olmasi ylzinden bu gende ekspresyon artisi koétl prognoz olarak
yorumlanmistir. HER-2/ neu gen asiri ekspresyonunun ayrica invazyon
yetenegdini, gelatinaz 4 aktivitesini ve hlcre migrasyon hizini arttirarak
metastazi da uyardid1 ve metastaz kapasitesini de artirdig1 gosterilmistir (45,
46). Meme kanserlerinin oldukga dnemli bir béluminde HER-2/neu geninde
ekspresyon artigi gorilir. Ostrojenlerin HER-2/ neu gene baglanarak kinaz
aktivitesini uyarmasi meme karsinogenezinde dnemli bir sinyal yolu olusturur
(47). HER-2/ neu gen pozitif meme kanserinin karsinoma in situ’ dan
baslayarak gelistigi, buna karsilik meme kanserinin diger tarlerinin in situ
fazindan gegmeden ortaya c¢iktigi ileri sturilmusttr (40, 47). Yine baska bir
calismada HER-2/ neu gen pozitifliginin duktal karsinoma insitu da % 50 - 60,

invaziv duktal karsinomada ise % 25 - 30 civarlarinda oldugu ifade
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edilmektedir (47). Bu nedenlerle HER-2/ neu gen kisa zaman igerisinde
meme kanserinde prognostik bir marker 6zelligi kazanmis ve HER-2/ neu
gen duzeyinin belirlenmesine yonelik degisik yaklagimlar gelistiriimigtir.

HER-2/ neu gen amplifikasyonu goérilen meme kanserlerinin oral
kontraseptif kullanan ve dogum yapmamis kadinlarda daha sik goruldigu
bildiriimektedir (40). HER-2/ neu gen pozitifligi erken meme kanserinde
prognozun koétu olacagini gostermektedir. HER-2/ neu gene karsi olusturulan
monoklonal antikorlarla yapilan Faz 1 cgalismalar anti HER-2/ neu genin
kemoterapotik ilaglarin sitotoksik etkisini artirdigi goérilmustir. Gelecekte anti
HER-2/ neu gen tedavisinin diger kanser turlerinde de dnemli bir role sahip
olacag! soylenmektedir. ER (-) timdrlerde EGFR ve HER-2/ neu gen daha
yuksek diuzeylerde eksprese olurlar. Bu durum meme kanserlerinde prognoz
acgisindan 6nemlidir.

Tam veriler 1s131inda, HER-2/ neu genin amplifikasyonu ve protein asiri
salinimi; yuksek timor derecesi, DNA anopldidisi, yiksek hlcre proliferasyon
hizi, p53 mutasyonu, Topoizomeraz II-G amplifikasyonu, meme kanserinde
invazivlik ve metastaz riskini artirir. Diger molekiler biyomarkerlarda
varyasyonlar ve dstrojen - progesteron nikleer reseptor sayisinin azaltiimasi
ile de ¢cok yakindan iligkili bulunmustur.

2.6.6.e Tumor Supresor Genler:

Meme kanseri gelisiminde sadece genetik degil, epigenetik olaylar da
onem tasir. Tumor baskilayici genlerde gorilen islev kayiplari malignitenin
baslamasina neden olur. Bu genler genellikle hiicre adezyonu ya da proteaz
aktivitesi gibi invaziv ve metastatik potansiyeli etkiler, buyime ve diger
islevler Gzerinde olumsuz duzenleyici rol oynarlar. Tumor baskilayici genler
olan BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarl ailevi meme kanseri olgularinin
yaklasik % 60 ‘indan sorumludurlar.

Son yilllarda meme kanserinde Uzerinde c¢ok c¢alisilan biyolojik
markerlardan  telomeraz  aktivitesi ve  mikrosatellit instabilitesinin

degerlendiriimesi de dnemli bulunmaktadir.
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2.7. Meme Kanserinde Hormon Reseptor ve cerbB-2 Pozitifligine
Gore Tedavi Segenekleri

ilk kez 1896 vyilinda Beatson, ileri evre meme kanserinde
ooferektominin etkili oldugunu gosterdi (48). Sonraki yillarda cerrahi ydontemle
hormonal ablasyon tedavisinin yerini androjenler, dstrojenler ve progestinler
gibi yan etkileri nispeten daha fazla tibbi tedaviler aldi. Tedavi segenekleri
Ostrojen ve progesteron reseptorl tayin metodlarinin gelisimi ile daha uygun
hale geldi. Meme kanserinin tedavisindeki en 6nemli gelisme tamoksifenin
1970’lerde klinik kullanima girmesiyle olmustur.

Meme kanseri icin endokrin tedavi karari bazi faktorlere baghdir.
Endokrin tedaviye cevap alinabileceginin en O6nemli godstergesi, tumdrde
dstrojen ve progesteron reseptorlerinin  varhgidir. ileri evre hastalikta
endokrin tedaviye cevap orani, bir hormon reseptoru pozitif olan hastalarda
% 33, her iki reseptdru de pozitif olan hastalarda % 50 — 70 ’dir (49) (Tablo 2.
7). Endokrin tedavi alan hastalarin % 20 — 30 'unda da hastalidin ilerlemesi

durdurulur.

Tablo 2.7: Hormon Reseptorleri ve Endokrin Tedaviye Cevap

ER PR Cevap orani (%)
negatif (-) negatif (-) 10
negatif (-) pozitif (+) 45
pozitif (+) negatif (-) 34
pozitif (+) pozitif (+) 78

Hormon reseptér pozitifligi, postmenopozal hastalarda premenopozal
hastalardan daha fazladir (50). Endokrin tedaviye cevabi belirleyen diger
faktorler; endokrin tedaviye dnceden alinan cevap durumu, yumusak doku ve
kemik metastazi varlidi, uzun hastaliksiz sagkalim suresi, ileri yas, iyi

differansiye tumor ve HER-2/ neu gen negatifligidir (51). Endokrin ilaglarin
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secimi hastalarin menopozal durumuna baghdir. Cunkl bu faktdr dstrojenin
kaynagini belirler. Premenopozal kadinlarda Ostrojenin ana kaynagdi
overlerdir. Premenopozal kadinlarda tedavi secenekleri antidstrojenler ve
over ablasyonudur. Over ablasyonu cerrahi, radyoterapi veya LHRH
agonistleri ile saglanabilir. Cerrahi tekniklerle yapilan over ablasyonu ileri
evre premenopozal kadinlarda hala kullanilabilmektedir.

Malignite olusumuna neden olan hicre igi biyolojik suregler
aydinlanmaya basladik¢a bu slreclere tedavi amacli mudahale s6z konusu
olabilmektedir. GUnumuzde, buyime faktor ve reseptorleri, hicre igi sinyal
yolaklari, anjiyogenez ve metastaz siregleri bu amagla hedeflenmektedirler.
HER-2/ neu gen (trastuzumab), Ras (farnezil transferaz inhibitorleri) PI3K
(rapamisin analoglan), cyclin D1 (flavopiridol), cyc-6 (Ro31-7453), c-myc
(antisens) ve p53’e (peptid asi ve gen tedavisi) karsi hedefe yodnelik
tedavilerin bir kismi deneme asamasinda olmakla birlikte uygulanmaktadir.
Bu ilaclarin sitotoksikler, hormonlar ya da diger hedefe yonelik tedaviler ile
beraber kullanildiginda daha fazla yararli olacagi dusunulmektedir (18, 53).

Hedefe yonelik tedaviler icinde epidermal blyime faktor reseptor
(EGFR) ailesi 6nemli yere sahiptir. HER-2/neu gen reseptorini hedefleyen
IlgG1 sinifi bir monoklonal humanize fare antikoru olan trastuzumab
Genentech (South San Francisco, CA) tarafindan rekombinant teknikler ile
geligtirilmistir. Trastuzumab HER-2/ neu gen reseptdrl ekstraselller kismina
spesifik olarak baglanan bir antikordur (54). Trastuzumabin HER-2/ neu gen
asirn  ekspresyonu uygulanan timorlerde gerilemeye neden olma
mekanizmas! tam olarak tanimlanmamis olsa da, in vitro molekiler ve
hicresel etkiler goézlenmistir (55). Trastuzumab asirn HER-2/ neu gen
ekspresyonu yapan Bt474 ve SKBR3 gibi HER-2/ neu gen hicre dizilerinde
doza bagimli sekilde reseptdr internalizasyon ve degradasyonuna neden olur
(55, 56). Reseptor sayisinda gergeklesen azalma nedeniyle reseptor
dimerizasyonu ve fosfatidilinozitol 3’-kinaz kaskadi araciligiyla olusan
sinyallesme bozulur (54, 57). Hlcre dongusinde G1 fazinda p27kip1
indUksiyonu ve p27kip1-cdk2 kompleks olusumunda artisin eslik ettigi bir

duraklama ve proliferasyonda azalma goérulir (56, 58). Trastuzumabin
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etkisine aracilik eden diger mekanizmalar antianjiyojenik farktorlerin
induklenmesi, proanjiyojenik faktorlerin baskilanmasi ile anjiyogenezin
baskilanmasi, antikor bagimli hicresel toksisite reaksiyonunun aktiflenmesi
ve HER-2/ neu gen ekstraselller bdlgesinin proteolitik pargalanmasinin
inhibe edilmesidir (55). Trastuzumab sitotoksik kemoterapi gibi apoptozu
indUkleyerek timor regresyonuna neden olabilir. Anti- HER-2/ neu gen
tedavisi hiicre dongusunde progresyonu ve hicre buylmesi - idamesi igin
gerekli genleri 6zellikle PI3K-AKT sinyal yolagini etkiler (58, 60).

HER-2/ neu gen pozitif metastatik meme kanserinde ilk tedavi olarak
trastuzumab kullanilan prospektif, randomize bir ¢alismanin sonuglari ile
trastuzumab FDA tarafindan meme kanseri tedavisinde onaylanmistir. Bu
¢alismada yalniz kemoterapi ile % 32, ve kemoterapi + trastuzumab ile % 50
yanit elde edilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <
0.001) (59).

Hastaligin ilerlemesine kadar geg¢en sure, yanit sulresi, tedavi
basarisizligi ve genel sag kalim kemoterapiye trastuzumab eklenmesi ile
iyilesmistir (43). ik dnceleri relaps gésteren ve HER-2/ neu gene asiri
ekspresyonu olan ileri meme kanserli hastalara hedeflenmis olan bu tedavi
artik ileri metastatik hastalikta ikinci basamak tedavide yaygin olarak
kullanilmakta ve ayni zamanda daha erken evre hastalikta adjuvan ve
neoadjuvan protokollerde etkinligi arastiriimaktadir (18). Trastuzumab baska
kemoterapdétiklerle sinerjistik olarak da kullaniimaktadir. Trastuzumabin
kemoterapiye eklenmesi (antrasiklin arti siklofosfamid ya da taksan)
hastaligin ilerlemesine kadar gegen slrenin uzamasi, objektif yanit oraninin
artmasi, yanit slresinin uzamasi ve bir yil igindeki 6lim oranlarinda azalma,
daha uzun sag kalim ve 6lum riskinde % 20 azalma gibi olumlu gelismelerle
iligkili bulunmustur (43, 54). Trastuzumab kullaniminda en énemli sinirlayici
faktor kardiyak toksisiteye neden olmasidir. Yapilan ¢aligsmalarda kardiyak
disfonksiyonun antrasiklin ve siklofosfamid ile beraber trastuzumab ile tedavi
edilen grupta % 27, sadece antrasiklin ve siklofosfamid alan grupta % 8
oraninda gercgeklestigi gézlenmistir (43, 54). HER-2/ neu gen ve HER-4 /neu

gen ile ligandi heregulin kalbin normal gelisimi i¢in gereklidirler. Kalp
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miyositlerinde HER-2/ neu gen ekspresyonu olmayan farelerde progresif
dilate kardiyomyopati gortlmustir (54, 61). Kalp Uzerine toksik etkisi bulunan
antrasiklinler ile beraber kullanildiginda kardiyak toksisitenin artmasi nedeni
ile trastuzumabin taksanlar ve platininler ile beraber kullanildigi antrasiklin
icermeyen tedaviler gelistirilmistir (565). Trastuzumab ve antrasiklinler ile
gorulen ve birlikte kullanimlarinda artan kardiyak toksisite nedeniyle, bu
ilaglardan yarar gorebilecek hastalarin belirlenmesi ve diger hastalarin
gereksiz yere yan etkilere maruz kalmamasi igin tedavi yanitini 6n
gorebilecek parametrelere ihtiyag duyulmaktadir.

HER-2/ neu genin farkli kemoterapi uygulamalarinda olasi bir prediktif
faktor olarak yeri degerlendirilmistir (62). Yamauchi tarafindan yapilan bir
meta analizin sonuglarindan HER-2/ neu gen asir ekspresyon /
amplifikasyonu ile meme kanserini tedavi etmek igin kullanilan kemoterapi
formlarina  klinik yanit arasindaki iligkinin ¢ok karmasik oldugu
anlagilimaktadir (62, 63).

HER-2/ neu gen ile trastuzumab disi tedaviler arasinda en belirgin
korelasyon HER-2/neu gen pozitifligi ile hormon tedavisine diren¢ arasinda
gosterilmistir (54). HER-2/ neu gen ekpresyonu ER ve PR ekspresyonu ile
ters iligkilidir (68). HER-2/ neu gen ekpresyonu goérilen meme kanserinde
hormon reseptorlerinin ekspresyonu HER-2/ neu gen amplifikasyon /
ekspresyon duzeyine bagiml bir sekilde azalir. HER-2/ neu gen
amplifikasyon dlzeyi ne kadar ylksek ise hormon reseptor ekspresyonunun
inhibisyonu o kadar belirgindir (62, 68).

in vitro caligmalar HER-2/ neu gen ve ER sinyal yolaklar arasinda
fizyolojik bir iligki oldugunu gostermektedir (63, 64). ER pozitif HER-2/ neu
gen asiri ekspresyonu olan tumoérlerde adjuvan endokrin tedaviye direng
bildirilmigtir. Fakat yeni ¢alismalar bu iliskiyi dogrulamadidi i¢cin son meta-
analize goére HER-2/ neu gen ve ER pozitif meme kanseri hastalarinin,
endokrin tedaviye yanitini tahmin etmekte guvenilir bir faktor olarak kabul
edilmemektedir (63, 65). HER-2/ neu gen protein asir ekspresyonu
siklofosfamid, metotreksat ve 5 florourasil adjuvan tedavisi almis hastalarda

direng ile iligkilendirilmistir (62). Jarvinen ve ark. yaptigi bir meta-analizde
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HER-2/ neu gen amplifikasyonu goérulen tumorlerin CMF tedavisine mutlak
olmasa da nisbi diren¢ gosterdigi sonucuna varilmistir (62). HER-2/ neu gen
durumu ile meme kanserinde antrasiklinlere yanit arasindaki iliski HER-2/
neu gen ile diger sitotoksik tedavi formlari arasindaki iliskiye gbre daha
yogun olarak arastinimistir (62, 66). Meme kanseri hastalarina adjuvan CAF
(siklofosfamid, doksorubisin, ve 5-fluorourasil) uygulanan iki buyuk calisma
HER-2/ neu gen asiri ekspresyonu gorilen hastalarin antrasiklin igeren
kemoterapiden daha fazla yarar gorebilecegini gdstermektedir (66, 67). Bu
sonuglar FDA'nin HER-2/ neu gen testlerini meme kanserinin antrasiklinlere
yanitini belirlemede klinik tani araci olarak onaylamasini saglamistir (58, 61).

Guncel yayinlar degerlendirildiginde, HER-2/ neu genin meme kanser
tedavisinde antrasiklin  yanitini  dngérmedeki yerinin net olmadigi
anlasiimaktadir. Ozellikle metastatik meme kanseri hastalari hakkindaki
calismalarda adjuvan uygulamada HER-2/ neu gen amplifikasyonu ile
antasiklinlere iyi yanit arasinda goézlenen iliski dogrulanmadigi gibi HER-2/
neu gen amplifikasyonu ile antrasikline yanit arasinda ya hi¢ iligki
bulunmamis ya da standart antrasiklin dozlarina direng artigi tanimlanmistir
(62). HER-2/ neu gen amplifikasyon ve asiri ekspresyonu hakkindaki in vitro
calismalar da kemoterapdétik ilaglar ile HER-2/ neu gen amplifikasyonu
arasindaki iliskiyi henlz tanimlayamamistir (66).

HER-2/ neu gen ile transfekte edilmis ve daha sonra in vitro
kemoterapétiklere  maruz  birakilmis  hidcre  dizilerinde, kemoterapi
duyarlihginda artis goérilmemistir (62, 67). Normal insan meme epitel
hicreleri kullanilarak yapilan bir galismada da asin HER-2/ neu gen
ekspresyonunun sitotoksik ilaclara (adriyamisin / doksorubisin / antrasiklin /
topo Il izomeraz inhibitorl / sisplatin / 5-florourasil / paklitaksel (taksan) /
metotreksat / flavopiridol) karsi olan duyarlilik ya da direncle iligkisi olmadigi
yonunde kanit elde edilmistir. Bu sonuglar tzerine hicrelerde gorilen bagka
genetik degisikliklerin HER-2/ neu gen ile beraber etki ederek kemo
duyarlliga ya da kemorezistansa neden olabilecegi fikri ortaya atilmigtir (62).
Bu nedenle HER-2/ neu gen amplifikasyonu olan timorlerde bulunan 29

degisiklige ugramis diger genlerin de degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu
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sayede yalnizca HER-2/ neu genin olasi prognostik ve prediktif degerleri
aydinlanmis olmayacak ayni zamanda bu gune kadar yalnizca HER-2/ neu
gen amplifikasyonundan kaynaklandigi  duasinilen diger biyolojik
degisikliklerin agiklanmasina da olanak saglanabilecektir (62).

2.8. Formalin ile Doku Tespiti

Doku tespiti, alinan 6rnek dokudaki otolizi ve bozulmayi engelleyecek
Ozellikte olmal ki, bu sayede ilerideki degerlendirmeler igin iyi korunmus
doku saklanabilsin. Tespit solusyonunun kalitesi alinan 6rnegin
degerlendiriimesini dogrudan etkilemektedir (69). Oda sicaklgi, kullanilacak
tespit solusyonunun alinan doku voliumune goére orani, alinan dokunun
kalinigi ya da buydklugl, tespit solisyonunda kalma suresi, tespit
solisyonunun cinsi, pH degeri, osmolaritesi gibi faktorler alinan dokunun
degerlendiriimesi i¢cin ayrica énemlidir. Genel kabul gérmuas, standart doku
tepit yontemi yoktur. Bu nedenle laboratuarlar arasi farklilhklar
olusabilmektedir. Ancak meme kanserinde doku tespiti ve tespit edilen
dokuda immunohistokimyasal c¢alismalar igin kilavuzlar olusturulmaya
cahsilimaktadir (68, 69, 70).

Fosfatla tamponlanmis % 10 ‘luk formol solisyonun oda sicakliginda,
pH 7.0 — 7.4 aralhginda olmasi halinde dokunun i¢ kisimlarina ulagsmasi ilk bir
saat icin 3 mm olmakla birlikte sonrasinda bu hiz 0,5 mm / saat degerine
kadar dusmektedir. Formolle tespit yapilirken doku en az 8 en fazla 72 saat
sureyle sollsyon igerisinde tutulmahdir. En kiguk boyutlu dokularin dahi
tespiti 8 saat sUrmelidir. Ancak bdylece dokudaki kimyasal olaylar
durdurulabilir.

Dokunun buylk olmasi halinde i¢ kisimlara tespit solisyonun etki
etmesi gecikeceginden géreceli bir soguk iskemi hali olusacaktir. Ozellikle
meme dokusu gonderilen patoloji laboratuarlarinda iskemi zamani ile ilgili
kayitlarin tutulmasi immuanohistokimyasal ¢alismalarla degerlendirilen ER ve
PR duzeylerinin yanhs yorumlanmasini onleyebilecektir (70) .

2.9 iskemi:

Hucresel fonksiyonlarin  gerceklesebiimesi ve aerobik hicre

metabolizmasinin dizgin sekilde caligsabilmesi igin gerekli temel unsur
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oksijendir. Normal hucre fonksiyonlari igin gerekli olan ylksek enerijili fosfat
baglari aerobik metabolizma ile saglanir. Dokulara oksijen saglayan kan
akimi kesildiginde, o dokuya ait hicrelerin fonksiyon bozuklugu ile baglayan
ve hicre 6lumine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay gergeklesir. Oksijen
yetersizligi durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik
asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz
nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve ylksek enerjili fosfat baglarinin
yapimi azalr. Bu durumda hicre kendi homeostazi igin gerekli olan enerjiden
yoksun kalir (71, 72).

Dokularin iskemiye dayanikhlidi birbirinden farklidir. Kritik iskemi
zamani olarak adlandirilan bu sure, dolasim tekrar saglandiginda dokunun
saglam kalabildigi maksimum total iskemi siresini ifade etmektedir. Ornek
olarak iskelet kaslari icin oda sicakliginda kritik iskemi suresi 2 saatten fazla
iken jejunum epitelinde yaklasik 30 dakika icerisinde geri donusumsiz
histolojik degisiklikler olusmaya baslamaktadir (71, 72, 73). Huicresel
homeostaz i¢in gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP ’nin tiketimi,
hiicre membraninda iyon dengesizligine yol agar. Na* ve Ca™" iyon dengesi
bozulur. Bunu asidoz ve ozmotik gsok gibi klinik bulgular ile kromatin
kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (71, 73). iskeminin
siiresi doku hasarinin agirhgini belirlemektedir. iskemiye bagh olugsan yapisal
ve metabolik degisiklikler kapiller damarlarda daralma, I6kosit birikimi,
endotelyal hicrelerde metabolik disfonksiyon, hiicre membrani disfonksiyonu
ve inflamatuar mediatorleri Ureten enzim sistemlerinin aktivasyonudur (72).
Doku oksijen seviyelerindeki azalma laktik asit birikimine neden olarak doku
pH ’sini dusdrudr. DUsik pH nedeniyle membran transport fonksiyonlari
bozuldugunda hucre igi kalsiyum konsantrasyonunda artis baslar. Hicre ici
artmis kalsiyum miktari c¢esitli enzimlerin aktivasyonunu ve inflamatuar

mediatorlerin birikimini tetikler (73).
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GEREGC VE YONTEM

Bu calisma igin Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Bashekimligi ila¢ Arastirmalar Etik Kurulunun 30.06.2009 tarih ve 09-65 nolu
etik kurulu onay! alinmistir. Mart 2008 — Temmuz 2009 déneminde meme
kanseru nedeniyle opere edilmis 42 olgu degerlendirilmistir. Apokrin timor
olarak raporlanan 5, lumpektomi operasyonu uygulanip aksiler diseksiyon
uygulanmayan 8, taze doku incelemesi basarili olmayan 9 olgu ¢alismadan
cikariimistir. Sonugta toplam 20 olgu bu ¢alismaya dabhil edildi.

Calismaya dahil edilen invaziv duktal karsinom, invaziv lobuler
karsinom ve invaziv duktal+invaziv lobuler karsinoma tanisi almis 20 olguya
modifiye radikal mastektomi operasyonu uygulandi. GATA Haydarpasa
Egitim Hastanesi Genel Cerrahi servisinde ameliyatla ¢ikarilan mastektomi
ve aksiller diseksiyon materyali GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Patoloji
servisinde gorevli pataloji uzmani ile birlikte incelendi. Materyal igerisindeki
timoral dokudan frozen igin gerekli miktarda doku alindi. Geri kalan doku
normalde uygulandigi sekilde % 10 tamponlu formalin icerisinde 24 saat
sureyle fiksasyona tabii tutuldu. Olgularin yasi, tUmoéran histopatolojik
derecesi, varsa lenf nodu metastazi, timor boyutu, timaorin sekli ve timaorin
saglam dokuya olan uzakhgl degerlendirildi. Mastektomi materyalinden
alinan taze doku dérneginde frozen ydntemi ile ve rutin doku takibinde olmak
Uzere iki yontemle Ostrojen, progesteron reseptorleri ve cerbB-2 ekspresyonu
arastinldi. Herbir reseptor grubu ve cerbB-2 grubu igin frozen ve normal takip
neticesinde elde edilen pozitif ve negatif dederler yuzde olarak kaydedildi.
Gruplar arasindaki degisim oranlan karsilastirildi.

ilk degerlendirme ve frozen ile isleme baslama siiresi ortalama 10 + 5
dakika icerisinde (5 - 15 dakika) gercgeklestirildi. Mastektomi materyalinden
alinan malign taze dokudaki tumoérden herhangi bir fiksatif madde tatbik
etmeden, 1 cm? yiizey ve 0.4 cm kalinliginda 3 ’er adet (ER, PR ve cerB-2
icin) olacak sekilde taze doku oOrnekleri alindi. Crytome (Thermo Electron
Corporation, USA) cihazi ile her bir boyama icin birer adet 5 mikron

kalinhginda kesilerek, pozitif sarjli lamlara alinip, alkol ile fikse edildi.
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Ardindan parafinden arindirma ve antijen kurtarma basamagi atlanarak
immunohistokimyasal yontemler tatbik edildi.

Normal takipte en az 24 saat formol igerisinde bekletilerek fikse
edilmis doku daha sonra makroskopik timor boyutu, timoérin sekli, timaorin
saglam dokuya mesafesi gibi parametreler agisindan 24 saat sonra incelendi
ve kayit altina alindi. Daha sonra 14 saatlik takip isleminin ardindan parafine
gémuldu. Parafine gdbmme igleminden sonra derin dondurucuda sogutulan
bloklardan mikrotom (Leica, Germany ) ile 4 micronluk kesitler alinarak 40 °C
su banyosuna birakilip polizin kapli (Menzer-Glaser, Germany) lamlara
aktarildiktan sonra oda i1sisinda kurutuldu.

Frozen yontemiyle ve 24 saatlik % 10’luk formalin fiksasyonu ve rutin
doku takibi sonucu hazirlanmig parafin bloklari incelendi.

Patoloji Degerlendirme Yontemi

Calisma suresince dokularin parafinden arindiriimasi igin Parafin
Pretreatmen Reagant Kit (Vysis, Abbott, USA) kullaniimis ve asagidaki
yontem uygulanmistir.

Parafinden Arindirma Yéntemi:

Lam Uzerine aktariimig olan doku 6rnedi 56°C etlvde bir gece bekletilir.
Etdvden c¢ikarilan lamlar 10 dakika ksilolde bekletilir. Bu islem 2 defa daha
tekrarlanir. Her parafinden arindirma islemi icin ksilol solisyonun yeni
olmasi 6nemlidir.

On iglem:

Lamlar % 100 etanolde 5 dakika tutularak dehidrate edilir. Bu islem iKi
kez uygulanir. Oda i1sisinda ya da 45 - 50 °C ayarli lam i1sitma plakasinda
kurutulur. Plakadan alinan lamlar 20 dakika 0.2 N HCIl'de bekletilir. Distile
suda 3 dakika yikanir. Parafinden arindirma takimina dahil olan yikama
tamponunda 3 dakika bekletilir. On islem solusyonunda 80 + 1 °C ’de 30
dakika bekletilir. Sonra distile suda 1 dakika sireyle daha bekletilip, yikama
tampon solisyonunda 5 dakika tutulur. Bu islem bir kez tekrarlanir.

Proteaz Uygulamasi:

Lamlar yikama tamponundan c¢ikarildiktan sonra 10 dakika 37 °C

proteaz solusyonunda bekletilir. Tekrar yikama tamponundan gegirilir. Bu
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islem bir kere daha tekrarlanir. Lam i1sitma plakasinda 45 - 50 °C ‘de 2 - 5
dakika sureyle kurutulur.

Ornegin Fiksasyonu:
Lamlar 10 dakika oda isisinda %10 tamponlu formalinde bekletilir. Yikama
tamponunda 5 dakika bekletilir. Bu islem bir defa daha tekrarlanir. Lam
Isitma plakasinda 45 - 50 °C ‘de 2 - 5 dakika sureyle kurutulur.

immiinohistokimyasal inceleme

Olgularin tumadne; cerbB-2 tayini icin, cerbB-2/neu Ab-17 (Clone 2-
4001+3B5), Ostrojen reseptoru tayini icin, Estrogen Receptor (Clone S2)
Rabbit Monoklonal Antibody, progesteron reseptor tayini igin, Mouse anti-
Progesterone Receptor clone PR-2C5 onkoprotein antikoru uygulanmistir.
Bunun igin doku bloklarindan 4 mikron kalinhginda kesitler yapilip, Surgipath
(SMI, USA ) marka double adhezivli lamlara alinmistir. Parafinden arindirma
islemi sonrasi cerbB-2, ER, PR igin immiinhistokimyasal boyama islemi igin
asagidaki basamaklar uygulanmistir.

On Hazirlik

Antijenin yeniden kazanilmasi icin antikorun uygulanacagi kesitler, bir
litrelik sitrat solUsyonu i¢inde, buharli 1siticida 35 dakika sureyle kaynatiimig
ve sonrasinda 20 dakika oda isisinda bekletilmistir. Distile suda bekletilerek
rehidratasyonu saglanan dokunun kenarlar kalem ile c¢izildikten sonra 3
degisik Phosphate buffered saline (PBS) solusyonlari ile 5 dakika
yikanmistir. Endojen peroksit aktivitesinin ortadan kaldiriimasi igin, % 3 ’luk
hidrojen peroksit ile 5 dakika inkibe edilmistir. Degdisik 3 Phosphate buffered
saline (PBS) solusyonlari ile 5 dakika yikanmistir. Protein blocking solusyonu
ile 5 dakika inkiibasyon sonrasi yeniden 3 degisik Phosphate buffered saline
(PBS) solusyonlari ile 5 dakika sureyle yikama yapilmistir.

Primer Antikor Uygulanmasi

ER icin 1 / 100 dilusyonda hazirlanan primer antikorda 10 dakika
inkibasyon uygulanmigtir. PR icin ise 1 / 75 dilisyonda hazirlanan primer
antikorda, 60 dakika inkibasyon uygulanmistir. HER-2/ neu gen icin 1 / 600
dilisyonda hazirlanan primer antikorda 30 dakika inkibasyon uygulanmistir.

Uc degisik Phosphate buffered saline (PBS) solusyonlari ile bes dakika
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yilkamay! takiben biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dakika inkibasyon
uygulanmistir. Ug degisik Phosphate buffered saline (PBS) solusyonlari ile
yeniden bes dakika slreyle ylkama sonrasi Streptavidin - Horseradish
peroksidaz ile 30 dakika inkibasyon uygulanmistir. Bir kez daha U¢ degisik
Phosphate buffered saline (PBS) solusyonlari ile 5 dakika sureli yikama
sonras! tamponlanmis substrat - Diaminobenzidin (DAB) kromojen ile bes
dakika suren inkibasyon iglemi gerceklestiriimistir. Sonrasinda distile su ile
yikanarak zemin boyamasi igin Mayer's hemotoksilende bir dakika sureyle
bekletilen slaytlar musluk suyu ile bir dakika sureyle yikanmigtir. Havada
kurutma igleminden sonra ksilen banyosu yaptinimigs ve balzam ile
kapatilarak degerlendirme asamasina hazir hale getirilmigtir.

immunhistokimyasal Boyamanin Degerlendirilmesi:

Ostrojen, Progesteron ve cerbB-2 'nin boyanmalari sadece timérli
dokuda degerlendirildi. in situ ve normal boyanmalar degerlendirme disi
birakildi. cerbB-2 antikoru Hercept Test™ icin gelistiriimis 4 asamal

skorlama sistemine gore degerlendirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Hercept Testinde Skorlama Sistemi

Skor  cerbB-2 Boyanma paterni

0 Negatif Membran boyanmasi yok / %10’dan az membran boyanmasi

(+1)  Negatif %10’dan fazla hafif/parsiyel membran boyanmasi

%10’dan fazla komplet/hafif-orta siddette membran

(+2) Pozitif boyanmas|

(+3) Pozitif %10’dan fazla komplet/kuvvetli membran boyanmasi

invaziv karsinom alanlarindaki timér hiicreleri % 10 ’luk membrandz
boyanma; boyanmanin komplet olup olmadigi, boyanma siddeti temel
alinarak 0, +1, +2, +3 olarak skorlandi. Skor O ve +1 negatif olarak, skor +2
ve +3 pozitif olarak degerlendirildi (Tablo 7). Daha sonra cerbB-2 igin

Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) testiyle tekrar kontrol edildi.
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Parafin bloklar immunohistokimyasal olarak cerbB-2 icin skor O ve +1
olarak deg@erlendirilenler bir grup, skor +2 ve +3 olarak degerlendirilenler
diger grup olmak Uzere 2 grup halinde ek olarak FISH ¢aligiimigtir.

ER ve PR boyanmasinin degerlendiriimesinde nukleer boyanma
dikkate alindi. On blyuk buyttme alaninda toplam 100 hlcre sayilir. Hicreler
kromojen yogunluguna gore 0, 1, 2, 3 olarak derecelendirilir ve boyanma
siddeti endeksi kullanilir.

Boyama siddeti endeksi, [ (Boyanmamigs hucrelerinin sayisi x 0) +
(Zayif boyanmis hucrelerin sayisi x 1) + (orta siddette boyanmis hicrelerin
sayisi x 2) + (siddetli boyanmis hucrelerinin sayisi x 3) ] formullyle
hesaplanir.

Formilde en dusuk 0 en yuksek 300 degeri elde edilir. ER i¢in 20’den
fazla, PR icin 5’ten fazla deger pozitif sayilr.

Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) Yéntemi

Bloklardan 4 mikron kalinliginda pozitif sarjli lama kesit alindiktan
sonra oOncelikle parafinden arindirma islemi uygulanmistir. Bu islem
immunhistokimyada uygulanan iglemin aynisidir.

Hibridizasyon oOncesinde distile suda 5 dakika sureyle yikamayi
takiben 0.2 M HCl icinde 25 dakika bekletilen salytlar sonra yeniden distile su
icine batirihp ¢ikarilarak durulama iglemine tabii tutulurlar. Sonra 2X SSC /
%0.05 Tween 20 icinde 5 dakika sureyle yikanip 80 derecede 2X SSC iginde
20 dakika sureyle bekletilir. Distile su iginde bir dakika sureyle durulamayi
takiben 2X SSC / % 0.05 Tween 20 iginde 5 dakika sureyle yeniden yikama
yapilir. igerisinde 0.05 mg/ml Proteinaz K bulunduran TEN soliisyonu ile 15
dakika sureyle 37 derecede bekletilir ve sonra 2X SSC / %0.05 Tween 20
icinde yeniden 5 dakika sureyle yikanir. Sonra % 4 Formaldehid bulunan
PBS solisyonunda 10 dakika bekletilir ve 2X SSC / % 0.05 Tween 20 iginde
5 dakika sureyle yeniden yikanir. Denatlrasyon solisyonu iginde 74
derecede 5 dakika bekletilir. Yeniden 2X SSC / % 0.05 Tween 20 i¢inde 5
dakika sureyle yikamay takiben sirasi ile % 70, % 85 , % 100 etanollerde
ikiser dakika bekletilerek dehidrate edilir.
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Hibridizasyon iglemi igin Apollo (GX Design Engineers, UK) marka
PCR cihazinin hibridizasyon plate’i kullaniimistir. Bunun igin ON ERBB’,Her-
2 / neu (17q / 2) SE 17 (Poseidon)™ FISH probu kesit Uzerine eklenmistir.
Bu asamada 22 x 22 mm lamel kullanilarak kapatilan kesitler igin 10
mikrolitre probe solusyonu kullaniimasi yeterli olmustur. Lamel kenarlari
plastik ¢cimento (r.cement ) ile kapatildiktan sonra kesitler in situ hibridizasyon
sistemi icerisine konmustur. in situ hibridizasyon sistemi icersinde sirasiyla 5
-10 dakika 42 derecede kurutma, 90 derecede 6 dakika probe ve hedef DNA
denatlrasyonu; son olarak 37 °C ’de gece boyu hibridizasyon igin
inkibasyon uygulanmistir.

Hibridizasyon sonrasi plastik ¢imentonun kaldiriimasi i¢in 42 °C 'de 2X
SSC icinde 10 - 20 dakika sureyle bekletilir. Bu islem sirasinda doku
kesitlerinin zarar gérmemesi icin 6zen gosterilmelidir. Lami solUsyon icine
sokup cikartarak gimentonun kendiliginden erimesi ve lamelin kendiliginden
dismesi beklenir. Sonra 42 °C ’de 2X SSC / % 50 formamid yikama
solUsyonu igerisinde 10 dakika sureyle takiben 42 °C ’de 2 X SSC iginde 5
dakika sureyle yikamalar yapilir. Zemin boyamasi 2 X SSC / 0.03 mikrogram
/ ml DAPI ( 6 — diamidin 2 fenilindol dihidroklorid antifade) sollisyonu ile
gerceklestirilir. Renk solmasini engelleyen gliserol ile lamel kapatilarak ve
lamel ¢evresine renksiz oje surulip lamelin sabit hale getiriimesi saglanarak
degerlendirme asamasina hazirlanir.

FISH Sonuglarinin Degerlendirilmesi:

Leica DM 2500 (Germany) mikroskopta FITCH, Teksas Red, DAPI
sinyalleri icin sensitif uygun fitreler kullanilarak Zeiss KS 400 3,0 adli program
ile degerlendirme vyapilmistir. Her silindir yukarida belirtilen filtreler
kullanilarak HER-2, CEP-17 ve DAPI agisindan degerlendirilmistir. TUmori
temsil eden alanlarda toplam 40 adet hlcreyi degerlendirmeye izin verecek
sekilde 3 - 5 (ortalama 4) alandan her 3 filtre ile ayr ayn fotograf ¢ekilmis ve
bu fotograflar her alan bir slayt olacak sekilde Microsoft Powerpoint Programi
icerisinde kaydedilmistir. Degerlendirme bu fotograflar Gzerinden yapilmistir.
Her silindirde 40 adet hucrede 6nce HER2/neu gen sinyalleri (kirmizi sinyal)

sayllmig, daha sonra ayni hucrelerdeki CEP17 sinyalleri (yesil sinyal)
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sayllmis ve HER2/CEP17 oranlan belirlenmigtir. Oranin 2 ‘nin Uzerinde
oldugu silindirlerde amplifikasyon oldugu kabul edilmigtir. Acik gen
amplifikasyonu var ise (HER-2/ neu gen sinyal/ CEP-17 sinyal > 10) sayilan
40 hdcrenin % 50 ‘sinden fazlasinda nukleus basina 4 - 10 sinyal veya
belirgin kimeler var ise amplifikasyon var olarak degerlendirilmistir (Sekil 5).
ikinci bir yéntem olarak da 40 adet hiicrede HER2/ neu gen (kirmizi sinyal)
sinyalleri sayilarak sinyal sayisi tumor hucresi sayisina (40 hucre) bolunerek
her bir doku icin bir tumoér hucresi bagina disen HER-2 sinyali sayisi
belirlenmistir ve bu oranin 4 ‘Gn Gzerinde oldugu dokularda amplifikasyonun
oldugu kabul edilmistir.

istatistiksel Yéntem

Tum istatisiksel islemler “SPSS for Windows 11.0” (Statistical Package
for the Social Sciences, USA) programi ile yapildi. istatistiksel olarak
anlamlik degeri p< 0.05 kabul edildi. Kullanilan testlerin duyarlihk ve
Ozgullikleri hesaplanarak Receiver Operating Curve (ROC) egrileri
hazirlandi. Hastalardan elde edilen veriler arasindaki karsilagtirmalar ki-kare
testi ile incelendi. Veriler arasindaki korelasyonlarin degerlendiriimesinde

Spearman iligki katsayisi, tani testi uyumu kappa katsayisi ile arastirildi.

37



BULGULAR:
Calismaya alinan olgularin yag, tumor tipi, tumoér yerlesim yeri, timor
gradi ve aksiller lenf nodunda metastaz varligi ile ilgili 6zellikleri Tablo 4.1 ‘de

verilmistir.

Tablo 4.1: Olgularin Ozellikleri

Ozellik Olgu Sayisi Oran (%)
Yas
<60 8 40
>60 12 60
Toplam 20 100
Timor Tipi
invaziv Duktal 15 75
invaziv Lobdler 3 15
Mikst 2 10
Toplam 20 100
Tamor Gradi
Grad 1 1 5
Grad 2 16 80
Grad 3 3 15
Toplam 20 100
Tamor boyutu
T1 6 30
T2 14 70
Toplam 20 100
Lenf nodu
Metastaz yok 9 45
Metastaz var 11 55
Toplam 20 100

Olgularin hepsi kadin olup, yas ortalamasi 59+3 ve yas araligi1 28 - 82
arasinda degismekteydi. Olgularin 8 ’i (% 40) 60 yasin altinda, 12 ’si (% 60)
60 yasin Uzerindeydi. Histolojik tani olarak 15 olguda invaziv duktal (% 75),
Uc olguda invaziv lobuler (% 15) ve iki olguda (% 10) mikst tip (invaziv lobuler
+ invaziv duktal) karsinom saptandi. Tiumor derecesi sadece bir olguda (% 5)
grade1, 16 olguda (% 80) grade2 ve 3 olguda (% 15) grade 3 olarak bulundu.
TUmor bayukligu 6 olguda (% 30) T1, 14 olguda (% 70) T2 idi. Olgularin 9
‘'unda (% 45) lenf nodlarina metastaz saptanmamigken, 11 ’inde (% 55) lenf

nodu metastazi vardi (Tablo 9).
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Olgularin timoral dokusunda frozen ydntemi ve normal rutin takip
sonucu Yyapilan Ostrojen ve progesteron reseptdér durumu ile cerbB-2

ekspresyon durumu degerlendirildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Dokuda Reseptor ve cerbB-2 Degigimi

Ozellik Frozen Oran (%) Normal Takip Oran (%) Oranlar arasi
degisim (%)
ER Durumu
Pozitif 11 55 10 50 5
Negatif 9 45 10 50 5
Toplam 20 100 20 100 10
PR Durumu
Pozitif 14 70 13 65 5
Negatif 6 30 7 35 5
Toplam 20 100 20 100 10
HER2/neu Durumu
Pozitif 7 35 4 20 15
Negatif 13 65 16 80 15
Toplam 20 100 20 100 30

Ostrojen reseptér degisimi  yoniyle degerlendirildiginde iskemi
suresinin en az oldugu kabul edilen frozen ile yapilan degderlendirmede 11
olguda (% 55) ER pozitif (Sekil 4.1) iken, normal takip ile inceleme sonucu 10
olguda (% 50) ER pozitif bulundu. Yine 9 olgu frozen ydntemiyle (% 45)
negatif iken normal takipte 10 olguda (% 50) negatif olarak bulundu. ER igin

incelemede kimdulatif degisim yuzdesi % 10 olarak degderlendirildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Ostrojen Reseptor (ER) Degisimi

ER Yiizde Kiamulatif
ER(fresh) N Yizde (%) | (normal n (%) degisim
takip) o yiizdesi (%)
Negatif 9 45 Negatif 10 50
Pozitif 11 55 Pozitif 10 50 10
Total 20 100 Total 20 100

Calismada frozen yontemiyle bakilip ER'’si pozitif gikan ve daha sonra

normal takipte negatif ¢ikan hasta; 67 yasinda, tiumoér bayuklGgu T1
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duzeyinde, aksiller lenf nodu (-), histolojik tanisi invaziv duktal karsinom olan
10 numaral olgudur. Ayni olguda frozen yontemiyle PR(-), normal takipte PR
(), frozen yontemiyle HER-2/neu gen (-), normal takiple HER-2/neu gen (-)
olarak saptanmis olmasi dikkat c¢ekmistir. Normal takip sonucu ile
degerlendirilseydi bu olgu “Uclii Negatif’ “Triple Negative” kanser olarak

prognozu kotl hasta olarak degerlendirilecekti (Tablo 4.4).

Sekil 4.1: Ostrojen (%100 pozitif), kuvvetli niikleer boyanma 20x

Ostrojen reseptérii icin - elde edilen degerlerden yola ¢ikilarak
olusturulan Recevier Operating Curve analizi egri altinda kalan alan 0.95
[0.83-1] olarak bulunmustur (Sekil 4.2). Egri altinda kalan alana ait glven
arahginin 0.50 degderini icermemesi tani testinin ayirma yeteneginin istatistik
olarak 6nemli oldugunu godstermektedir (p=0,001). Testlere ait duyarhlik
(sensivite) % 100 ve 6zgullik (spesifite) % 90 olarak bulundu. Bu da normal
takip yontemiyle pozitif bulunan ER sonuglari ile frozen yontemi ile pozitif
bulunan ER sonuglarinin birebir ayni oldugunu gdéstermektedir. Normal takip
yonteminin sonuglari ile frozen ydnteminin sonuglari, tani uyumunu

denetleyen yontemlerden biri olan kappa katsayisi kullanildiginda sonug
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istatistiksel olarak anlamli ve 0.90 olarak bulunmustur. Bu sonug iki testin
istatistiksel olarak anlamli ¢ok gugli duzeyde bir uyuma sahip oldugunu
g6stermektedir (p=0,001). iki test arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,31) (Tablo 4.7).

ROC Eqdrisi
1,00
75
Duyarhilik
500
25 .
0,00
0,00 25 A0 75 1,00
1-  Ozglillitk

Sekil 4.2: ER (frozen) ile ER(normal takip) arasindaki ROC analizi
Duyarhlik: 1 (%100)

Ozgiillik: 0,9 (%90)

Pkd (Pozitif Ongorii Degeri): 0,91

Nkd (Negatif Ongérii Degeri): 1
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Tablo 4.4: Calismaya Alinan Olgu Verileri

FISH
Olgu . Boyut ER PR cerbB-2 ER PR CerbB-2
No Yas Tip Grad (T) LN Frozen Frozen | Frozen | (Takip) | (Takip) | (Takip) Ce-rsz
1 |69 |Lobuler | Il t2 | G ) ) ) ) ) )
2 |58 | Duktal I t2 ORENG)) (+) ) (+) (+) ) )
3 |78 | Duktal I t1 ORENG)) (+) ) (+) (+) ) )
4 |74 | Duktal I t2 | G (+) ) ) (+) ) )
5 |34 | Duktal I t1 ) ) (+) ) ) (+) ) )
6 |62 | Duktal I t2 ORENG)) (+) ) (+) (+) ) )
7 |39 | Duktal Il t2 () () (+) () () (+) () ()
8 |63 | Duktal I t2 | &) (+) ) (+) ) ) )
9 |68 P | M| 2 || ®» |0 | 06 @ | 6|6 |6
10 |67 | Duktal Il t1 6] @ () () () () () ()
11 |53 | Duktal Il t2 GHS () (+) () () (+) (+)
12 |82 | Duktal Il t2 GHS () (+) () () (+) (+)
13 |46 | Duktal I t1 ) ) (+) (+) ) (+) (+) (+)
14 |28 |Lobuler | 1l t2 | G ) ) ) ) ) )
15 |63 | Duktal I t1 ] ™ (+) (+) (+) (+) ) )
16 |35 |Lobuler | Il t2 ) ) (+) (+) ) (+) (+) (+)
17 |72 | Duktal I t2 ORENG)) (+) (+) (+) (+) ) )
8 65 (Pher | |2 O] @ [0 |60 | o ® |6 o6
19 |50 | Duktal I t1 | &) (+) (+) (+) (+) ) )
20 |80 | Duktal l t2 | &) (+) ) (+) (+) ) )

PR degisimi yonuyle degerlendirildiginde iskemi suresinin en az

oldugu kabul edilen frozen ile yapilan 14 olguda (% 70) PR pozitif iken (Sekil

4.3), normal takip ile inceleme sonucu 13 olguda (% 65) PR pozitif bulundu.

Yine frozen yontemiyle yapilan incelemede olgularin 6 tanesi PR negatif (%

30) iken normal takip ile 7 tanesi PR negatif olarak bulndu. PR igin

incelemede kimdulatif degisim yuzdesi %10 olarak degerlendirildi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.3: Progesteron (%100 pozitif) kuvvetli nukleer boyanma 20x

Tablo 4.5: Progesteron Reseptor (PR) Degisimi

PR Kiamulatif
PR (fresh) N Yiizde (%) (normal | Frekans Yuo;de d?g:fmf
takip) (%) yuzdesi
(%)
Negatif 6 30 negatif 7 35
Pozitif 14 70 pozitif 13 65 10
Total 20 100 Total 20 100

Calismada frozen yontemiyle bakilip PR’si pozitif ¢ikip daha sonra
normal takipte negatif ¢cikan hastanin 6zellikleri; 63 yasinda, timaor buyuklugu
T2 dizeyinde, aksiller lenf nodu (+), frozen ydntemiyle ER (+), normal takip
ER (+), frozen yontemiyle HER-2/neu gen (-), normal takiple HER-2/neu gen
(-) olarak dikkat ¢cekmistir. Progesteron reseptor pozitifligi ostrojen yolaginin
normal c¢alistigini gosteren bir kriterdir. Frozen ydntemiyle ile bu olguda
progesteron reseptorinin pozitif oldugu gosteriimeseydi 6strojen yolaginda
problemi olabilecedi dusunulecekti.

Progesteron reseptori igin elde edilen degerlerden yola c¢ikilarak

olusturulan Recevier Operating Curve analizi (Sekil 4.4) ile edri altinda kalan
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alan 0.93 [0.77-1] olarak bulunmustur. Egri altinda kalan alana ait glven
araliginin 0.50 degerini icermemesi tani testinin ayirma yeteneginin istatistik
olarak 6nemli ve anlamli oldugu goéstermektedir (p=0,002). Testlere ait
duyarlilhk (sensivite) % 100 ve 6zgullik (spesivite) % 86 olarak bulundu. Bu
da normal takip yodntemiyle caligilan olgularin pozitif sonuglari ile frozen
yontemi ile bulunan pozitif PR sonuglarinin birebir ayni oldugunu
gOstermektedir. Normal takip yontemi sonuglari ile frozen yontemi sonuglari
tani uyumunu denetleyen yontemlerden biri olan kappa katsayisi
kullanildidinda sonug istatistiksel olarak anlamh ve 0.88 olarak bulunmustur.
Bu sonug iki testin istatistiksel olarak anlaml glgli dizeyde bir uyuma sahip
oldugunu géstermektedir (p=0,0001). iki test arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,31) (Tablo 4.7).

ROC Egrisi
1,00
75
Duyarhhk
50 -
25
0,00 _ _ _
0,00 25 50 75 1,00
1-  Ozgiilliik

Sekil 4.4: PR (frozen) ile PR(normal takip) arasindaki ROC analizi
Duyarhlik :1(%100)

Ozgiillik : 0,86 (%86)

Pozitif Ongori Degeri: 0.93

Negatif Ongérii Degeri: 1
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Normal takipte degerlendirilen olgularin timine cerbB-2 i¢in FISH
yontemiyle kontrol gerceklestirildi (Sekil 4.5). HER-2/ neu gen degisimi
yonuyle degerlendirildiginde iskemi suresinin en az oldugu kabul edilen
frozen ile yapilan 13 olguda (% 65) HER-2/ neu gen negatif iken (Sekil 4.6),
normal takip ile inceleme sonucu 16 olguda (% 80) HER-2/ neu gen negatif
bulundu. Yine frozen yontemiyle yapilan incelemede olgularin 7 tanesi (% 30)
HER-2/neu gen pozitif (Sekil 4.7) iken, normal takip ile 4 tanesi (%20) HER-
2/ neu gen pozitif olarak bulundu. HER-2/neu gen igin incelemede kimulatif

degisim yuzdesi % 30 olarak degerlendirildi (Tablo 4.6).

Sekil 4.5: FISH ile cerbB-2 (+3) kuvvetli pozitif boyanmasi

Calismada frozen yontemiyle bakilip HER-2/ neu geni pozitif ¢ikip
daha sonra normal takipte negatif ¢cikan 3 adet hastanin o6zellikleri; 1.nci
olguda; yas 63, tumdr buyukligu T1 duzeyinde, aksiller lenf nodu tutulumu
(-), frozen yontemiyle ER ve PR (+), normal takip yontemiyle ER ve PR (+)
iken, 2.nci olguda; yas 72, tumor buyukligu T2 dizeyinde, aksiller lenf nodu
tutulumu (-) , frozen yontemiyle ER ve PR (+), normal takip yontemiyle ER ve
PR (+) iken, 3.nci olguda; yas 50, tumdr buyuklugu T1 dizeyinde, aksiller
lenf nodu tutulumu (+), frozen yontemiyle ER ve PR (+), normal takip

yontemiyle ER ve PR (+) olarak dikkati ¢cekti. Bu U¢ olguda sadece normal
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takip sonucu dikkate alinarak tedavi dizenlense cerbB-2 negatif olarak

degerlendirildiginden Trastuzumab tedavisi yapilmayacakti.

Tablo 4.6:HER-2/neu gen Degisimi

HER-2 ) Kimulatif
HER-2 N Yiizde (%) | (normal | Frekans Yuozde degisim
(fresh) taki (%) yuzdesi
akip) 0
(%)
Negatif 13 65 negatif 16 80
Pozitif 7 35 pozitif 4 20 30
Total 20 100 Total 20 100

Sekil 4.6:Membran boyanmasinin negatif oldugu cerbB-2 (-)érnegi 20x
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Sekil 4.7: Membran boyanmasinin pozitif oldugu cerbB-2 (3+) 6rnedi 40x

HER-2/ neu gen reseptoru i¢in elde edilen degerlerden yola gikilarak
olusturulan Recevier Operating Curve analizi (Sekil 4.8) ile edri altinda kalan
alan 0.78 [0.54-1] olarak bulunmustur. Egri altinda kalan alana ait glven
arahginin 0.50 degderini icermemesi tani testinin ayirma yeteneginin istatistik
olarak 6nemli ve anlamh oldugu gostermektedir (p=0,04). Testlere ait
duyarlilik (sensivite) % 57 ve 6zgullik (spesivite) % 100 olarak bulundu. Bu
da normal takip yontemiyle calisilan olgularin pozitif sonuglari ile frozen
yontemi ile bulunan negatif HER-2/ neu gen sonuglarinin birebir ayni
oldugunu godstermektedir. Normal takip ydntemiyle bulunan sonuglar ile
frozen yonteminin sonuglari tani uyumunu denetleyen yontemlerden biri olan
kappa katsayisi kullanildiginda sonug istatistiksel olarak anlamh ve 0.63
olarak bulunmustur. Bu sonuc iki testin istatistiksel olarak anlaml orta
diizeyde bir uyuma sahip oldugunu géstermektedir (p=0,002). iki test
arasindaki farkllik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,002) (Tablo 4.7).
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ROC Egrisi

R

Duyarhhk
S0 -

25 -

0,00
0,00 25 50 75 1,00

1-  O=zgiallak

Sekil 4.8:HER-2 /neu (frozen) ile HER-2/neu (normal takip) arasindaki Roc analizi

Duyarlilik :0,57 (%57)
Ozgiillik £ 1 (%100)
Poztitif Ongoéri Degeri 1

Negatif Ongérii Degeri : 0,81

Tablo 4.7: Frozen ile Normal Takipte Bulgular Arasi Anlamlilik Analizi.

Ozellik Pozitif Olgu Sayisi Oran (%) p
HER 2 (frozen) 7 35

0.002*
HER 2 (n.takip) 4 20
ER(frozen) 11 55

0.317
ER(n.takip) 10 50
PR(frozen) 14 70

0.317
PR(n.takip) 13 65

*Ki Kare testi

Calisma verileri arasinda iligkiler arastirildi (Tablo 4.8). Lenf nodu ile

tumor boyu arasinda istatiksel olarak orta duzeyde anlamli pozitif iligki

bulundu (r=0,50;p=0,023).Ayrica yas ile ER pozitifligi arasinda da, istatiksel

olarak orta duzeyde anlamli pozitif iligki bulundu (r=0,49;p=0,027). PR
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(frozen) ile PR (normal takip) arasinda istatiksel olarak yuksek duzeyde
anlaml pozitif iligki bulundu (r=0,89;p=0,0001). ER (frozen) ile ER (normal
takip) arasinda istatiksel olarak ylksek duzeyde anlaml pozitif iliski bulundu
(r=0,90;p=0,0001). HER-2(frozen) ile HER-2(normal takip) arasinda istatiksel
olarak orta dizeyde anlamli pozitif iliski bulundu (r=0,68;p=0,001). Grade ile
ER pozitifligi arasinda istatiksel olarak orta diuzeyde anlamli negatif iligki
bulundu (r=0,48;p=0,03). PR pozitifligi ile lenf nodu arasinda istatiksel olarak
orta duzeyde anlamli negatif iliski bulundu (r=0,45;p=0,04). HER-2 (normal
takip) ile ER pozitifligi arasinda istatiksel olarak orta dizeyde anlaml negatif
iliski bulundu (r=0,55;p=0,01).

Tablo 4.8: Korelasyon analizi.

yas Hiicre Tlimor Lenf ER PR HER-2 ER PR HER-2
Korelasyonlar grup Tipi Grade Boyutu Nodu (frozen) | (frozen) | (frozen) | ( takip) ( takip) ( takip)
Hiicre Tipi r 0,125
p 0,600
Grade r -0,281 0,404

p 0,230 0,078

Tiimor Boyutu r 0,134 0,350 0,150

p 0,574 0,130 0,527

Lenf Nodu r 0,082 0,023 -0,023 0,504

p 0,731 0,923 0,923 0,023

ER (frozen) r 0,492* 0,023 -0,484* -0,154 -0,212

p 0,027 0,923 0,031 0,518 0,369

PR (frozen) r -0,089 -0,317 -0,350 -0,190 -0,373 0,285

p 0,709 0,173 0,130 0,421 0,105 0,223

HER-2(frozen) r -0,257 -0,232 0,072 -0,206 -0,179 -0,179 0,023

p 0,274 0,324 0,762 0,384 0,450 0,450 0,924

ER ( takip) r 0,408 0,076 -0,459* 0,000 -0,101 0,905** 0,436 -0,105

p 0,074 0,749 0,042 1,000 0,673 0,000 0,054 0,660

PR ( takip) r -0,171 -0,249 -0,313 -0,252 ;-0,453* 0,179 0,892** 0,099 0,314

p 0,471 0,291 0,180 0,285 0,045 0,450 0,000 0,678 0,177

HER-2 ( takip) r -0,357 -0,076 0,172 0,055 -0,050 ;-0,553* -0,218 0,681** | ;-0,500* -0,157

p 0,122 0,749 0,468 0,819 0,833 0,011 0,355 0,001 0,025 0,508

Fish r -0,357 -0,076 0,172 0,055 -0,050 ;-0,553* -0,218 0,681** | ;-0,500* -0,157 1.00**

p 0,122 0,749 0,468 0,819 0,833 0,011 0,355 0,001 0,025 0,508
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TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik gorlilen kanserdir. Kansere bagh
olumlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Bu nedenle
meme kanseriyle ilgili ¢alismalar énem kazanmaktadir. Sagkalim suresi
prognoz agcisindan oOnemlidir. Sagkalim suresini etkileyen birgok etken
bulunmakla birlikte en 6nemlisi tani aninda kanserin evresidir. Gelismis
ulkelerde, tarama programlarinin dizenli uygulanmasiyla meme kanserinin
erken evrede teshis edilmesi ve hedefe yonelik tedavilerde saglanan
gelismelere bagll olarak son 3 dekattir meme kanserine bagh 6lim orani
azalmaktadir (1).

Benign hucre ile malign timor hlcresini ayirabilen, kanserin baytime
ve progresyonunda onemli molekullere yonelik tedavi stratejileri (tamoksifen,
trastuzumab gibi) hicre ylzey ve nlkleer reseptorlerini hedef almaktadir.
Hedefe yonelik tedaviler igerisinde hormon reseptor duzeyleri ile iligkili olarak
‘hormonal tedavi’ ve cerbB-2 varligina gére “monoklonal antikor” grubundan
tirozin kinaz inhibitorlerinin verilebilmesi belli bash tedavi segeneklerini
olustumaktadir. Tumoér dokusunda &strojen ve progesteron gibi steroid
hormon reseptorinin saptanmasi hastaya anti-Ostrojen hormonal tedavi
verebilme olanagini saglar (28). Tirozin kinaz inhibitorleri verilebilmesi i¢in ise
tumoral dokuda cerbB-2 diuzeyinin IHC ile +3 pozitif olmasi gerekmektedir.

ER, PR ve cerB-2 aktivitelerini ¢gok cabuk kaybeden proteinlerdir.
Reseptorler pH 7.4 ‘de stabil kalabilirler, bu nedenle iskemi ile ortam pH
degeri kisa surede asidoza kayar. Bu yluzden, ortam sicakhgi, kullanilacak
tespit solusyonunun alinan doku volimune goére orani, alinan dokunun
kalinigi ya da buydkluga, tespit solisyonunda kalma sdresi, tespit
solisyonunun cinsi, pH degeri, osmolaritesi ve tespit solusyonunun kalitesi
gibi faktorler alinan dokunun degerlendiriimesi i¢cin gok dnemlidirler.

GUnUumuzde meme tumord dokusunda ER, PR ve cerbB-2 dizeyinin
tespiti icin Southern blot, Western blot, “immunohistochemistry” IHC, slot blot,
“enzyme linked immunosorbent assay’” ELISA, “reverse transcription-
polymerase chain reaction” RT-PCR, “fluorescence in situ hybridization”

FISH ve “chromogenic in situ hybridization” CISH teknikleri kullaniimaktadir.
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Her yerde kolaylikla bulunup uygulanabilmesi, FISH ve CISH yontemlerine
gbre daha ucuz olmasi, boyali preperatlarin kolaylkla saklanabilmesi
yaninda degerlendirme ig¢in tum patologlarin algkin oldugu normal
mikroskopun kullaniimasi nedeniyle IHC avantajli bir ydntemdir. Diger
yandan IHC ydnteminin slayt skorlama sisteminin kismen subjektif olmasi
yani sira, kullanilan antikorlarin mono ya da poliklonal olmasi, dokunun
tespit, saklanma ve isleme hazirlanma basamaklarinda olabilecek
aksakliklardan olumsuz etkilenmesi ve kendi icinde kontrol yapamama gibi
dezavantajlari da vardir. Son donemde HER-2/neu gen cerbB-2 dlzeyinin
FISH ile tespiti altin standart olarak kabul edilse de IHC ile standart uygulama
yapildiginda % 98 FISH ile uyumlu sonug¢ elde edilebildigi belirtimektedir
(77). Calismamizda reseptor ve cerbB-2 tayininde IHC yontemi kullanilirken,
Ozellikle cerbB-2 icin immunohistokimyasal olarak pozitif ve negatif olarak
tespit ettigimiz tim olgularda FISH ile kontrol saglanmistir. Her iki ydntem
tam uyumlu bulunmustur.

IHC ile 20 000 ‘den daha az reseptdr bulunan hicreler boyanmaz skor
0 olarak raporlanir, yaklasik 100000 civarinda reseptor bulunan ve hicrelerin
% 10 ‘undan daha az kadari kismen boyanan olgular +1 olarak raporlanir.
Yaklasik 500000 civarinda reseptor tasiyan hicreler % 10 ‘dan daha fazla
hafif orta derecede tam boyanma gosterir ve skor +2 olarak raporlanirken
yaklasik 2 300 000 reseptor tasiyan hicreler % 10 dan daha fazla kuvvetli
boyanma gosterirse +3 olarak degerlendiriimektedir. Dikkatlice fikse edilmis,
dizgun olarak muamele edilmis dokularda standart immunohistokimyasal
yontem uygulanirsa gen kopya durumu ile protein ekspresyonu arasinda
mukemmel korelasyon ortaya konulabilecegi bildiriimektedir (78).

Meme kanserinde HER-2/ neu gen amplifikasyonu veya protein asiri
salinimi invaziv meme kanseri olgularinin % 10 — 34 kadarinda pozitif
bulunur (77). Calismamizda HER-2/neu gen pozitifligi normal takip grubunda
%20, frozen grubunda % 35 oraninda pozitif bulunmustur. HER-2/neu gen
pozitif meme kanserlerinin yarisindan fazlasi ayni zamanda hormon reseptor

pozitiftir (76). Bizim ¢alismamizda bu oran % 70 ’ler civarindaydi.
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Meme kanseri olgularinda hormon reseptor pozitifligi % 75 — 80
oraninda saptanmaktadir (39). Calismamizda bu oran 0&strojen reseptor
yonunden normal takip grubunda % 50, frozen grubunda % 55 iken
progesteron yoninden normal takip grubunda % 65, frozen grubunda % 70
olarak bulundu. Bu degerler literatur bulgulari ile uyumludur.

Meme kanserli hastalarin % 10 — 15 'i hem hormon hem de HER-
2/neu gen negatif hasta grubunu olustur (8). Hormon reseptdr pozitif meme
kanserinin aksine olarak bu grupta daha az tedavi segenegi vardir ve
prognozu koétuduar. “Triple negatif’ olarak adlandirilan bu grup hormonal ve
trastuzumabli hedefe yonelik tedavilerden fayda gérmezler. 'Triple negatif”
meme kanserinde tumor derecesi yuksektir (8). Bizim c¢alismamizda 2
hastada (% 10) “Triple negatif” meme kanseri mevcuttu. Bu iki hastada da
aksiller lenf nodu pozitif, grade 3 invaziv lobuler meme kanseri saptanmistir.

Calismamizdaki asil amag, iskeminin cerbB-2 ve steroid reseptor
Uzerine olan etkisini incelemek oldugu igin ilk olarak steroid reseptoérler ve
cerbB-2’nin kendi i¢erisinde (frozen ile normal takip grubu) duyarlilik-6zgulluk
ROC (Receiver Operating Curve) analizini daha sonrasinda ise diger
degdiskenlerle birlikte korelasyon ve anlamlilik analizi yaptik.

ER (frozen) ile ER (normal takip) arasindaki ROC analizinde; ER
(frozen) 11 olgu pozitif iken, ER (normal takip) 10 olgu pozitif bulunmustu. Bu
yontemlerin yapilan ROC analizinde duyarlilik (gercek pozitiflik) 1 (%100),
06zgullik 0.9 (%90) olarak sonuglandi. Bu istatistiki deger, ER (normal takip)
grubunda bulunan pozitif olgularin kesinlikle dstrojen reseptoru tasidiklarini
gOstermektedir. Fakat ER (normal takip) grubunda bulunan negatif deger bu
olgulardan % 10 kadarinin yanlislikla negatif saptandigini géstermektedir.

PR (frozen) ile PR (normal takip) arasindaki ROC analizinde; PR
(frozen) grubunda 14 olgu pozitif iken, PR (normal takip) grubunda 13 olgu
pozitif bulunmustu. Yapilan duyarllik-6zgullik testinde, duyarhlik:1 (%100),
0zgullik: 0.86 (%86) olarak sonuglandi. Bu istatistiki deger, PR (normal
takip) grubunda bulunan pozitif olgularin kesinlikle progesteron reseptori
tasidiklarina guvenebilecegimizi gostermektedir. Fakat PR (normal takip)

grubunda bulunan negatif bulunan olgularin % 14 olasilikla yalanci negatiflik
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olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak ER ve PR yonuyle sadece normal
takip degerleriyle tedavi karari vermis olsaydik ER igin % 10, PR i¢cin % 14
hastada hormon tedavisi vermeyerek eksik tedavi uygulamis olabilecektik.

HER-2/ neu gen (frozen) ile HER-2/ neu gen (normal takip) arasindaki
ROC analizinde; HER-2/ neu gen (frozen) 7 olgu pozitif iken, HER-2/ neu gen
(normal takip) 4 olgu pozitif olarak bulunmustu. Diger iki parametrenin aksine
bu yontem de yapilan her iki analizde istatiksel olarak anlamh olarak
degerlendirildi. Yapilan duyarlilik-6zgullik testinde, duyarlihk:0.57 (% 57),
06zgullik:1 (% 100) olarak sonuglandi. HER-2/ neu gen i¢in yalanci negatiflik
orani:% 43 gibi ¢ok yUksek bir oran, yalanci pozitiflik orani ise % 0 olarak
sonuglandi. Her iki degigsken arasinda yapilan anlamllik analizinde ise
p=0.002 gibi ¢gok anlamli bir deger ¢ikti. Bu istatiksel ¢alisma, HER-2/ neu
gen (normal takip) pozitif bulundugunda % 100 duyarliikla buna
guvenebilinecegini fakat HER-2/ neu gen (normal takip) negatif
sonuglandiginda % 43 gibi ¢ok yuksek olasilikla yalanci negatifligin oldugunu
gOstermektedir.

Diger iki degiskene kiyasla, HER-2/ neu genin immunohistokimyasal
olarak tetkikinde, frozen ve normal takip yontemleri arasinda istatiksel olarak
¢ok anlamli bir sonug ortaya ¢ikti. HER-2/ neu gene’nin aktivitesini gok ¢abuk
kaybeden protein 0Ozelligi gdstermesi sebebiyle iskemiden ¢ok ¢abuk
etkilendigi, bu yuzden verimli dlgim yapilmasi i¢in dokunun uygun sartlarda
alinmasinin ve kisa zamanda testin yapilmasinin ne kadar 6nemli olabileceqgi
dusunulmektedir.

Oda sicakligi, kullanilacak tespit solisyonunun alinan doku volimine
gore orani, alinan dokunun kalinligi ya da buyukligu, tespit solisyonunda
kalma suresi, tespit solusyonunun cinsi, pH degeri, osmolaritesi gibi faktorler
alinan dokunun degerlendirilmesi i¢in ayrica 6nemlidir.

Calismamizda ayrica; hucre tipi, grade, timor boyutu, lenf nodu, ER
(frozen), PR (frozen), cerbB-2 (frozen), ER (normal takip), PR (normal takip),
cerbB-2 (normal takip) ve FISH degiskenleri arasinda korelasyon analizi
yaptik. Lenf nodu pozitifligi ile timoér boyutu arasinda pozitif korelasyon

mevcuttu. Primer timorin boyutu ile nodal metastaz insidansi ve prognoz
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arasinda pozitif korelasyon vardir (2,27,33,74). Atici ve arkadaslarinin
Cukurova Universitesi'nde yaptiklari bir galismaya goére 2 cm 'den kiigiik, 2 -
5 cm ve 5 cm 'den buylk tumdrla hastalar igin 3 yillik takipler sonucu sirasi
ile % 100, % 83, % 77 hastaliksiz yasam ve % 100, % 93, % 84 sag kalim
oranlari belirlenmigtir (34). Genelde reklrrens riski tumor boyutunun artisi ile
koreledir ve kanserin boyutu 1 cm 'den buylk oldugunda adjuvan sistemik
tedavi icin potansiyel bir adaydir (2).

Calismamizda ER pozitifligi ile yas arasinda pozitif korelasyon
mevcuttu. Hormon reseptdr pozitifligi, postmenapozal hastalarda
premenopozal hastalardan daha fazla olmaktadir (50). ER dlzeyleri yas ile
dogrusal olarak artar; PR dizeyleri ise daha ¢ok menopoz durumu ile
iligkilidir (75). Cogu arastirmada yasla birlikte prognozun iyilestigi ve steroid
reseptor pozitifliginin arttigina iliskin bilgiler verilmektedir (22,23,27). Yine
¢alismamizda 60 yasindan buylk olan 12 hastanin 9 ’'unda (% 75) ER
pozitifligi mevcuttu. 60 yasinda kuglik 8 hastanin ise 2 ’sinde (% 25) ER
pozitif idi. Bagka bir retrospektif calismada ER’si pozitif 263 hastanin 151’i (%
57) 56 yasin Ustunde bildiriimektedir (39).

Korelasyon analizinde; ER (frozen) ile ER (normal takip) arasinda, PR
(frozen) ile PR (normal takip) arasinda ve HER-2/ neu gen (frozen) ile HER-
2/ neu gen (normal takip) arasinda pozitif korelasyon mevcuttu. Korelasyon
analizinde; ER ile timdr grade’i arasinda negatif iliski mevcuttu. Grade 3 olan
Uc¢ olgunun dgl de (%100) ER negatif idi. Grade 2 ve Grade 1 olan 17
olgunun 6 ’si (% 35) ER negatif idi. Furmanski ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada toplam 190 olgunun 113 'l (% 59) ER ylUksek pozitif, 77 ’si (% 41)
duguk pozitif olarak bildirilmistir. ER’ si ylksek pozitif 113 hastanin 105’ i (%
93) grade 1 ve grade 2, 8 i (% 7) grade 3 iken, ER’ si dusuk pozitif olan 77
hastanin 53’ U (% 69) grade 1 ve grade 2, 24’ U (% 31) grade 3 idi. Bu
calismaya gore, timor dokusundaki ER yoklugu, artmis hicresel replikasyon,
tumor dediferansiasyonu ve sonug olarak tumor anaplastisi ile direkt iligkili
gibi gorunmektedir. Dogdal olarak da bu faktorler tUmoér derecesinin ana
belirleyicileridir (39).
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Korelasyon analizinde; PR ile lenf nodu arasinda negatif iligki
mevcuttu. PR’si pozitif olan 14 olgunun 10 'nun (% 72) lenf nodu negatif idi.
PR ’si negatif olan 6 olgunun dordundn (% 67) lenf nodu pozitif idi. Her iki
sonugta anlaml bir iligki gostermedi.

Korelasyon analizindeki son negatif parametre; HER-2/ neu gen ile ER
arasindaydi. HER-2/ neu gene pozitif olan 7 hastanin 4 G (% 57) ER negatif
idi. Bu analizi destekleyen Hindistan’da Kumar ve arkadaslari tarafindan
yaplimis c¢alismada da HER-2/ neu gen salinnmi ER ve PR hormon
yokluguyla pozitif iligkili olarak sonuglanmistir (76).

Steroid reseptor ve cerbB-2 dizeylerinin  doku iskemisi ile
etkisebilecegi gosterilmigtir. Mastektomi materyalinin en uygun kosulda ve en
kisa iskemi zamaniyla degerlendirmeye alinmasi son derece 6nemli olarak
degerlendiriimigtir. Hedefe yonelik tedaviden vyarar gorebilecek hasta

sayisinin bu 6zen gosterildiginde artabilecegini dislinmekteyiz.
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SONUGC

GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, Genel Cerrahi Servisi ve Patoloji

Servislerinde yapilan c¢alismamizin amaci, meme kanseri dokusundaki

iskemi surecinin steroid reseptdor ve cerbB-2 expresyonu Uuzerine olan

etkilerini ve klinik 6zelliklerini karsilastirmali degerlendirerek, belirlenecek

farkliliklara gore stratejiler gelistirmekti. Her ne kadar hasta sayisi az olsa da

iskeminin steroid reseptorleri ve cerbB-2 Uzerine olumsuz etkili olabileceqgi

gOzlemlenmigtir.

2B

dogru

kisa

Calismamiz ile su sonuglara ulastik;

. Steroid hormon reseptorleri ve cerbB-2 duzeyinin frozen materyali

uzerinden tespit edilmesi de glvenli bir yontem olarak

degerlendirilmigtir.

. Iskemi siirecinin, steroid reseptér ve HER-2/ neu gene expresyonuna

negatif bir etkisinin oldugu ve 6zellikle HER-2/ neu gene’nin iskemiden
cok daha fazla etkilendigi goraIimustar.

ER pozitifligi ile yas arasinda pozitif iliski bulunmustur.

ER ile timor grade’i arasinda negatif bir iliski saptanmistir.

HER-2/neu gene ile ER arasinda negatif bir iligki gosterilmistir.

Lenf nodu pozitifligi ile tumor boyutu arasinda pozitif iliski mevcuttur.

Bu bulgular 1s1dinda, steroid reseptér ve cerbB-2 dizeylerinin en
sekilde tespiti icin mastektomi materyalinin en uygun kosulda ve en

iskemi zamaniyla degerlendirmeye alinmasinin hedefe yonelik

tedaviden yarar gorecek hasta sayisini artirabilecegi dusunulmustur.

56



KAYNAKLAR

. Jemal A,, Siegel R., Ward E., Hao Y., Xu J., Thun MJ. Cancer Statistics.
CA Cancer J. Clin, 59:225 — 249, 2009.

. Tavassoli FA., Pathology of the breast. 2.nd. Ed. Hong Kong: Mc Graw-
Hill Company, 25-52,1999.

. Darendeliler E., Agaoglu F., Meme kanserinin epidemiyolojisi ve
etiyolojisi. istanbul, Nobel Tip Kitabevleri, 13-34, 2003.

. Haskell CM., Casciato DA., Breast Cancer, 4th ed, Philadelphia PA, USA,
Lippincott Williams Wilkins, 218-238, 2000.

. Lindsley JE., Wang JC., Proteolysis patterns of epitopically labeled yeast
DNA topoisomerase |l suggest an allosteric transition in the enzyme
induced by ATP binding. Proc Natl Acad Sci USA, 88: 10485-10489,
1991.

. Ravdin PM., Cronin KA., Howlader N., Berg CD., Chlebowski RT., Feuer
EJ., et al. The decrease in breast-cancer incidence in 2003 in the United
States. N. Engl. J. Med; 356 (16): 1670-4, 2007.

. Cinieri S., Orlando L., Fedele P., Cusmai A., D'Amico M., Rizzo P., et al:
Adjuvant strategies in breast cancer, new prospectives, questions and
reflections at the end of 2007 St Gailen International Expert Consensus
Conference. Ann Oncol,18 (6): 63-65, 2007.

. Cleator S., Heller W., Coombes RC., Triple-negative breast cancer:
therapeutic options. Lancet Oncol, 8 (3): 235-244, 2007.

. Silverberg SG., Masood S., The Breast, In: Silverberg SG, De Lellis RA,
Frable W.J ed. Principles and Practice of Surgical Pathology and
Cytopathology ed.Churchill Livingston: New York, 575-673, 1997.

10.Williams PL., Bannister LH., Berry MM., Collins R., Dyson M. In: Gray's

Anatomy. 8" ed. Great Britain, 4217-4240,1995.

11.Seftalioglu Aysel, Genel insan Ebriyolojisi 2.th ed Ankara, 15-53, 1991.
12.Mccarty KS., Tucker JA., Breast. In: Sternberg SS ed. Histology for

Pathologists. 1% ed. Raven Press. New York, 893-902, 1992.

57



13.Greenlee RT., Murray T., Bolden S. et al.Cancer statistics 2000, CA
Cancer Clin, 50: 7-33, 2000.

14.Boring CC., Squires TS., Tong T. Cancer statistics 1993 .CA. Cancer J
Clin., 43, 4-26, 1993.

15.Hortobagyi GN, Esserman L, Buchholz TA. Neoplasm of the breast. In:
Holland JF, Frei E (Eds.). Cancer medicine. 7" ed. London: BC Decker
Inc, 1584-1643, 2006.

16.Saglik Bakanhgi Tirkiye Saglik Istatistikleri, http://www.saglik.gov.tr/TR/
Belge Goster, 05. 09. 2009.

17.Gori S., Rimondini S., De Angelis V., Colozza M., Bisagni G., Moretti G.,
et al: Central nervous system metastases in HER-2 positive metastatic
breast cancer patients treated with trastuzumab: incidence, survival, and
risk factors. Oncologist, 12: 766-73, 2007.

18.Margolese G., Hortobagyi N., Buchholz T A., “Breast Cancer Medicine”
6"ed.Hamilton Canada: BCDecker Inc.www.ncbi.nlm.nih.gov/books, 05.
09. 20009.

19.Crum CP., Lester SC., Cotran RS., Pathologic basis of disease 7" ed.
Philadelphia Pennsylvania, Saunders, 679-719, 2002.

20.Tavasolli FA., Devilee P. et al: Pathology an genetics tumours of the
breast and female genital organs WHO Classification of tumours IARC
Pres Lyon, 2003.

21.Wu AH Pike MC., Stram DO.,Meta-analysis, Dietary fat intake, serum
estrogen levels and risk of breast canser, J. Natl. Cancer Inst. 91: 529-
534, 1999.

22.Romieu |., Berlin J.A., Coldits G., Oral contraceptives and breast
cancer.Cancer 1; 2253-2263, 1990.

23.Topuz E., Meme Kanseri, Birinci Baski, istanbul Universitesi Onkoloji
Enstitlist, Istanbul, 22-38, 1997.

24 Leitner SP., Swern AS., Weinberger D., Dunkan LJ: Predictors of
recurrence for patients with small (one centimeter or less) localized breast
cancer (T1 a, b NO MO). Cancer, 76 (11): 2266-2273, 1995.

25.Egan R L., Multicentric Breast Carcinomas. Cancer 49: 1123-1130, 1982.

58



26.Key TJ., Pike MC., The role of estrogen and progestagens in the
epidemiology and prevention of breast canser, Eur. J. Cancer Clin.
Oncol., 24: 29-43, 1988.

27.Rosai J. Breast. In: Ackerman's Surgical Pathology. 8th ed. New York,
1565-1639, 1996.

28.Atici V., Tunali C., Geng V., Kayaselguk F., Tuncer EM., Burgut R: Meme
kanserlerinde prognostik faktdrler,Cukurova Universitesi Tip Fakultesi
Dergisi 23 (l): 35-43, 1998.

29.Bagga D., Ashley JM., Geffrey et al: Effects of a very low fat, high fiber
diet on serum hormones and menstrual function, Cancer 76:2491-2496,
1995.

30.Bernstein ., Anderson BE., Hanisch R et al: Physicial exersize and
reduced risk of breast cancer in young women, J. Natl. Cancer Inst., 86:
1403-1408, 1994.

31.Zhengv W., Gustafson DR., Sinha R. et al: Well done meat intake and the
risk of breast canser, J. Natl. Cancer Inst. 90: 1724-1729, 1998.

32.Tsuchiya A., Abe R., Kanno M., Ohtake T., Fukushima T., Nomizu T.,
Kimijima |: Role of age as a prognostic factor in breast cancer. Surg.
Today 27 (3): 213-6, 1997.

33.Harris JR., Lippman ME., Morrow M., Osborne CK., Disseases of the
Breast. 2. ed. Philadelphia, Lippincott Williams &Wilkins, 489-627, 1999.

34.Kumar B., Lyman GH., Allen K., Cox CE., Schapira DV: Timing of weight
gain and breast cancer risk. Cancer 76 (2): 243-48, 1995.

35.Lohrisch C., Jackson J., Jones A., Mates D., Olivotto |IA: Relationship
between tumor location and relapse in 6781 women with early invasive
breast cancer. J Clin Oncol, 18 (15): 2828-35, 2000.

36.Demark - Wahnefried W, Rimer BK, Winer EP: Weight gain in women
diagnosed with breast cancer. J. Am. Diet. Assoc. May; 97 (5): 519-26,
1997.

37.Frisch RE., Wyhak G., Albright NL., et al: Lower prevalance of breast
cancers of the reproductive systems among former college athelets
compared ton on athelets, Brit. J. Cancer 52: 885-891, 1985.

59



38.Thompson EW.,Kats D.,.Shima TB. et al: ICI, a pure antagonist of
estrogen stimulated MCF-7cell proliferation and invasiveness, Cancer
Res., 49: 6929-6934, 1990.

39.Furmanski P., Dwight E., Saunders BS. et al: The prognostic Value of
Estrogen Receptor Determinations in Patients With Primary Breast
Cancer, Cancer, 46: 2794-2796, 1980.

40.Gammon MD., Hibshosch H., Terry MB., et al: Oral contraceptive use and
other risk factors in relations to HER-2 overexpressionsin Breast cancer
among young women, Cancer Epidemiol Biomark Prev., 8: 413-419,
1999.

41.Slamon DJ., Clark GM., Wrong SG. et al: Human breast cancer
Corelation of relaps and survival with amplification of the HER-2/neu
oncogene, Science 235: 177-182, 1987.

42.Gusterson BA., Gelber RD., Goldhirsch A., et al: Prognostic importance of
c-erb-2 expression in breast cancer international Breast Cancer Study
Group, J. Clin. Oncol., 10: 1049-1056, 1992.

43.Slamon DJ., Leyland-Jones B., Shak S., Fuchs H., Paton V., Bajamonde
A., Fleming T., Eiermann W., Wolter J., Pegram M., Baselga J., Norton L.,
Use of chemotherapy plus a monoclonal antibody against HER2 for
metastatic breast cancer that overexpresses HER-2, N. Engl. J. Med,
344:783-792, 2001.

44 .Berchuk A., Camel A., Whitaker R. et al: Overexpression of HER-2/neu is
associated with poor survival in advanced epithelial ovarian cancer.
Cancer research, 50: 4087-4091, 1990.

45.Yu D.,Wang SS., Dulski K. et al: cerb B2/neu overexpressions enhanced
intrinsic metastatic potential of lung breast cancer cells by induction of

metastasis-associated properties, Cancer Res 54: 3260-3266, 1994.

46.Tan M., Yao Yu D: Overexpression of the c-erb B2 gene enhanced
intrinsic metastatic potential in human breast cancer cells without
increasing their transformation abilities, Cancer Res, 57: 1199-1205,
1997.

60



47.Treurniet HF., Rookus MA., Peterse HL. et al: Differences in breast
cancer risk factors to neu (c-erb B2) protein overexpression of breast
tumor, Cancer Res., 52: 2344-2345, 1992.

48.Beatson GT: On the treatment of inoperabl cases of carsinoma of the
mama, Sugestions for a new method of treatment, with illustrative cases,
Lancet, 2: 104-107, 1986.

49.Sedlacek SM., Horowitz KB: The role of progestins and progesterone
receptors in the treatment of breast cancer. Steroids 44: 467-484, 1984.

50.BeckW: Obstetricsand gynaecology, pp.126. Baltimore, MD:
Williams&Wilkins, 1989.

51.Goldhirsch A., Gelber RD: Endocrine therapies of breast cancer.Semin
oncol; 23: 494-505, 1996.

52.Margolese RG., Hortobagyi GN., Buchholz TA., Breast Cancer Medicine
6". ed. Hamilton (Canada): BC Decker Inc. www.ncbi.nlm.nih.gov/books,
05.09.2009.

53.0sborn C., Wilson P., Tripathy D., Oncogenes and tumor supressor

genes in breast cancer: potential diagnostic and therapeutic applications,
The Oncologist, 9: 361-377, 2004.

54.Ross JS., Fletcher JA., Bloom KJ., Linette GP., Stec J., Symmans WS.,
Pusztai L., Hortobagyi GN., Targeted Therapy in Breast Cancer The
HER-2/ neu gene and protein, Mol Cell Proteomics, 3: 379-398, 2004.

55.Nahta R., Esteva FJ., HER-2-Targeted Therapy: Lessons Learned and
Future Directions, Clin. Cancer Res., 9: 5078-5084, 2003.

56. Sliwkowski MX., Lofgren JA., Lewis GD., Hotaling TE., Fendly BM., Fox
JA., Nonclinical studies addressing the mechanism of action of
trastuzumab (Herceptin)., Semin Oncol. 26 (Suppl. 12): 60-70, 1999.

57.Yakes FM., Chinratanalab W., Ritter CA., King W., Seelig S., Arteaga CL.,
Herceptin-induced inhibition of phosphatidylinositol-3 kinase and Akt is
required for antibody-mediated effects on p27, cyclin D1, and antitumor
action., Cancer Res. 62: 4132—-4141, 2002.

61



58.Lane HA., Motoyama AB., Beuvink |., Hynes NE., Modulation of p27/Cdk2
complex formation through 4D5-mediated inhibition of HER2 receptor
signaling., Ann Oncol., 12 Suppl 1: 21-2. 2001.

59.Mohsin SK., Weiss HL., Gutierrez MC., Chamness GC., Schiff R.,
Digiovanna MP., Wang CX., Hilsenbeck SG., Osborne CK., Allred DC.,
Elledge R., Chang JC. 97 Neoadjuvant trastuzumab induces apoptosis in
primary breast cancers. J Clin Oncol., 23 (11): 2460-8, 2005.

60.Le XF., LAmmayot A., Gold D., Lu Y., Mao W., Chang T., Patel A., Mills
GB., Bast RC Jr,. Genes affecting cell cycle, growth, maintaenance and
drug sensitivity are preferentially regulated by anti-HER2 antibody through
phosphatidylinositol 3- kinase-AKT signaling, J Biol Chem 280 (3): 2092-
104, 2005.

61.0zcelik C., Erdmann B., Pilz B., Wettschureck N., Britsch S., Hubner N.,
Chien KR., Birchmeier C., Garratt AN., Conditional mutation of the ErbB2
(HERZ2) receptor in cardiomyocytes leads to dilated cardiomyopathy. Proc
Natl Acad Sci., USA, 99: 8880-8885, 2002.

62.Jarvinen TAH., Liu ET., HER-2/neu and Topoisomerase |l Simultaneous
Drug Targets in Cancer, Comb Chem High Throughput Screen, 6: 79-99,
2003.

63. Yamauchi H., Stearns V., Hayes DF., When is a tumor marker ready for
prime time?, A case study of c-erbB-2 as a predictive factor in breast
cancer, J Clin Oncol., 19 (8): 2334-56, 2001.

64.Schiff R., Massarweh S., Shou J., Osborne CK., Breast cancer endocrine
resistance: how growth factor signaling and estrogen receptor
coregulators modulate response., Clin. Cancer Res., 9 (1, 2): 447-54,
2003.

65.Knoop AS., Bentzen SM., Nielsen MM., Rasmussen BB., Rose C., Value
of epidermal growth factor receptor, HER2, p53, and steroid receptors in
predicting the efficacy of tamoxifen in high-risk postmenopausal breast
cancer patients.J Clin Oncol., 19 (14): 3376-84, 2001.

66.Jarvinen TAH., Liu ET., Effects of HER-2/neu on chemosensitivity of
tumor cells. Drug Resist Updat., 3: 319-324, 2000.

62



67.Pergram MD., Finn RS., Arzoo K., Beryt M., Pietras RJ., Slamon DJ., The
effect of HER-2/neu overexpression on chemotherapeutic drug sensitivity
in human breast and ovarian cancer cells., Oncogene, 15 (5): 537-47,
1997.

68.Kerstin CH., “Kinetic Studies of Formaldehyde Binding in Tissue”
Laboratory of Membrane Biology, Center for Ulcer Research and
Education, University of California, Los Angeles, California 90073, 69 (3):
177-179, 1994.

69.Hadii Y., et. al: “Consensus Recommendations on Estrogen Receptor
Testing in Breast Cancer By Immunohistochemistry” Appl. Immun. Mol.
Morfol.,16 (6): 513-520, 2008.

70.Carson L., “Histotechnology A. Self Instructional” 2.nd Text Thermo
Shandon Company Pittsburgh PA. Pub: ASCP, 11-14, 1997.

71.Grace PA., Ischaemia-reperfusion injury, British J. of Surgery, 81: 637,
1994.

72.Semenza GL., Cellular and molecular dissection of reperfusion injury
ROS within and without, Circ. Res., 86: 117, 2000.

73.Girotti AW., Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action
in biological systems, J. Lipid Res., 39:1529, 2000.

74.Seidman JD, Schnaper LA, Aisner SC: Relationship of the size of the
invasive component of the primary breast carcinoma to axillary lymph
node metastasis, Cancer 75 (1): 65-71, Jan 1, 1995.

75.Cianfrocca M., Goldstein LJ., Prognostic and predictive factors in early-
stage breast cancer, Oncologist, 9 (6): 606-16, 2004.

76.Vikash K.,Mallika T., Significance of HER-2/neu protein over expression
in Indian breast cancer patients, Indian J. Surg., 69: 122-128, August,
2007.

77.Ross JS., Fletcher JA., Linette GP., Stec J., Clark E., Ayers M., Symmans
WEF., Pustzai L., Bloom KJ., The HER2/neu gene and protein in breast
cancer 2003: Biomarker and target of therapy, The Oncologist, 8: 307 —
325, 2003.

63



78.Yakes FM., Chinratanalab W., Ritter CA., King W., Seelig S., Arteaga CL.,
Herceptin-induced inhibition of phosphatidylinositol-3 kinase and Akt is
required for antibody-mediated effects on p27, cyclin D1, and antitumor
action, Cancer Res., 62: 4132—-4141, 2002.

64



