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Meme karsinomlarinda HER-2 durumunun
immunohistokimyasal ve molekiiler analizlerle
degerlendirilmesi

Evaluation of HER-2 status with immunohistochemical and
molecular analyses in breast carcinomas
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OZET

Amag¢: Human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) + meme kanser hastalari, trastuzumab tedavisi
i¢in uygun hastalardir; bu nedenle HER-2 durumunun dogru bir sekilde degerlendirilmesi gereklidir. HER-2
durumunu degerlendirmek i¢in, gegerliligi olan ve en yaygin kullanilan metotlar immunohistokimya ve in situ
hibridizasyondur. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli degerlendirmeler, HER-2" nin amplifikasyonunu (kan-
titatif polimeraz zincir reaksiyonu) ya da agir1 ekspresyonunu (eszamanh polimeraz zincir reaksiyonu) gos-
terir, fakat rutin olarak kullamlmamaktadir. Bu ¢alismada, meme kanserinde HER-2 durumunun
degerlendirilmesinde; immunohistokimya, kromojenik in situ hibridizasyon ve eszamanh polimeraz zincir
reaksiyonunun uyumu degerlendirildi.

Yontemler: Primer meme karsinomu tanist almis 76 olguyu incelendi. In situ komponenti >%10 fazla olan
bloklar ¢ahgmaya déhil edilmedi. Hematoksilen-eozin boyamalar, immunohistokimyasal boyamalar ve kro-
mojenik in situ hibridizasyon, formalinde fikse parafine gomiilii doku 6rneklerine uygulandi. Eszamanh
polimeraz zincir reaksiyonu, invaziv karsinom i¢eren tiimér dokusundan izole edilen RNA’da ¢ahigildi.
Bulgular: immunohistokimyasal olarak 0/1+ ve 3+ olan alt gruptaki olgularda kromojenik in situ hibrid-
izasyon ve eszamanh polimeraz zincir reaksiyonu degerlendirme sonuglar1 arasinda uyum istatiksel olarak
anlamh (p<0,0001) saptandi. Ancak, immunohistokimyasal olarak 2+ alt grupta kromojenik in situ hibrid-
izasyon ve eszamanli polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarina gore diger alt gruplarda daha heterojen bir
dagihm oldugu dikkati ¢ekti.

Sonu¢: HER2 durumunu degerlendirmede, eszamanh polimeraz zincir reaksiyonu ve immunohistokimya
arasinda uyum yiiksekti. Ayrica kromojenik in situ hibridizasyon ile immunohistokimya arasinda da iyi bir
uyum vardi. Eszamanlh polimeraz zincir reaksiyonu, HER2 durumunu degerlendirmede, olduk¢a giivenilir
kantitatif bir degerlendirme saglar ve yeni bir yontem olarak immunohistokimyasal yonteme yararh bir
tamamlayic olabilir.

Anahtar kelimeler: Meme karsinomu, HER-2, immunohistokimya (iHK), kromojenik in situ hibridizasyon

(KISH), kantitatif es zamanh-PZR (EZ-PZR)
ABSTRACT

Objective: Breast cancer patients with human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) are eligible for
trastuzumab treatment; therefore, accurate assessment of HER2 status is essential. Immunohistochemistry
and in situ hybridisation are currently the most commonly used methods to assess HER2 status. Polymerase
chain reaction-based assays allow quantitative determination of HER2 amplification or overexpression, but
they are not routinely used. We evaluated the relevance of immunohistochemistry, chromogenic in situ hybri-
disation and real time-polymerase chain reaction for HER2 status determination.

Methods: We analysed 76 primary breast carcinomas. Blocks of tumours with >10% in situ component were
excluded from this study. Haematoxylin—eosin stainings, immunohistochemical stainings and in situ hybridi-
sation techniques were performed on formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples. Real time-polymerase
chain reaction was performed on RNA extracted from invasive carcinoma tissue.

Results: We observed statisticaly significant correlation between chromogenic in situ hybridisation and real
time-polymerase chain reaction in immunohistochemically 0/1+ and 3+ cases. But, compared with the results
of in situ hybridisation and real time-polymerase chain reaction performed in cases with immunohistochemi-
cally 2 + subgroup, other subgroups demonstrated more heterogenous distribution. Alindig tarih: 27.02.2015
Conclusion: Real time-polymerase chain reaction and immunohistochemistry are highly concordant methods  Kahul tarihi: 02.04.2015
for HER2 status assessment, and also high degree of concordance was detected between chromogenic in situ
hybridisation and immunohistochemistry. Real time-polymerase chain reaction allows a highly reliable quan-
titative assessment and could be a useful adjunct to immunohistochemistry as a new method.

Yazisma adresi: Yrd. Dog¢. Dr. Nuket Eliyatkin,
Adnan Menderes Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji

Key words: Breast carcinoma, HER-2, immunohistochemistry (IHC), chromogenic in situ hybridization Anab}llm Dali, Aydin
(CISH), quantitative real-time-PCR (Q-RT-PCR) e-mail: drnuket2003@yahoo.com

19



GIRIS

Giinlimiizde, klinik onkolojik yaklagim program-
larinda, sagkalim ve yasam kalitesi acisindan belirgin
farkliliklar yaratan hedefe yonelik tedavi programla-
r1, etkin sekilde uygulamaya girmistir. Bu gibi hedefe
yonelik tedavi yaklasimlari arasinda, meme kanseri
hastalarinda trastuzumab kullanimi, en bilinenlerin-
dendir. Trastuzumab (Herceptin, F. Hoffmann-La
Roche, Basel, Switzerland) spesifik olarak human
epidermal growth factor receptor-2 (HER-2)’ye kars1
gelistirilmis bir monoklonal antikordur. Trastuzu-
mabin, HER-2 pozitif ilerlemis yada metastatik
meme kanserinin yani sira HER-2 pozitif erken evre
meme kanserinin tedavisinde monoterapi seklinde ya
da diger sitotoksik ajanlarla kombine edilerek uygu-
lanmasinin, sagkalimda belirgin bir artisa neden
oldugu gosterilmistir “9. Bu nedenle de tiim meme
kanseri hastalarinin tanisinda, trastuzumab tedavisin-
den potansiyel yarar gorecek hastalari 6ngoérmek icin,
HER-2 durumunun en dogru, giivenilir ve yinelene-
bilir sekilde degerlendirilmesi 6nerilmektedir .

HER-2 testi, immunhistokimya (IHK) ya da in
situ hibridizasyon (ISH) yontemi ile yapilabilir.
IHK ’sal yontem ile degerlendirmede, HER-2 protein
ekspresyon seviyelerine karsi gelistirilmis antikorlar
kullanilir ve degerlendirme sonuglari, boyanma oran
ve yogunluguna gore yari niceliksel olarak belirlenir
@, ISH yonteminde ise, HER2/neu gen kopya sayisi-
nisaptamakig¢inigaretli problarkullanilir. Trastuzumab
tedavisi uygulanacak hastalarin dogru se¢imini sagla-
yabilmek i¢in American Society of Clinical Oncology
(ASCO) ve College of American Pathologists (CAP)
caligma grubu bir araya gelerek, hem HER-2 protein
ekspresyonunu hem de gen amplifikasyonunu deger-
lendirirken belirli kriterlerin kullanildig1 bir basa-
maklar dizisi iceren kilavuzu ilk olarak 2007 yilinda
hazirlamiglardi @. 2007 ASCO/CAP onerilerine gore
IHK’sal yontemle tiimér hiicrelerinin % 30’undan
fazlasinda uniform, yogun, komplet, membranéz
boyanma HER-2 pozitif sonug¢ (skor 3) olarak deger-
lendirilir. ISH ile pozitif bir sonug ise invaziv timor
hiicrelerinin niikleusunda HER2 gen kopya sayisinin
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6’nin iizerinde olmast ya da HER2 gen/ CEP17 ora-
ninin 2,2’nin iistiinde olmasi olarak belirlenmisgtir.
ASCO/CAP paneline katilan uzmanlar arasinda,
IHK ’sal degerlendirmenin, HER-2 durumunu belirle-
mek icin yeterince dogru bir degerlendirme olmadigi
goriisiinii savunanlar da olmustur . Bu goriislerini
de iki biiyiik calisma sonuglart ile desteklemislerdir
@9 Bu ¢aligmalarda lokal ve merkezi olarak deger-
lendirilen HER2 testinde IHK ya da hem IHK hem de
floresan ISH (FISH) yontemleri arasinda uyumsuz-
luk oranlarinin tespit edilmesi ile desteklemiglerdir.
HER-2 degerlendirmeleri, yakin bir zamana kadar bu
kilavuz bilgilerine gore yapilmaktaydi. Ancak, ayni
grubun, 2013 yilinda yaymladiklart bir yenileme
calismasi ile HER-2 degerlendirme kriterleri yeniden
tanimlandi. Bu kriterler, 2006 yilindan itibaren litera-
tirde yer alan HER-2 degerlendirme yontemlerini
iceren tiim caligmalarin yeniden gézden gegirilerek
hazirlandig1 bir kilavuz olarak sunuldu '*. ISH y&n-
temi olarak oncii ve uzun siire uygulanan FISH yon-
temi, yerini kromojenik ISH (KISH) veya giimiis ISH
(GISH)’ye birakmaya baglamistir. Ciinkii bu yontem-
ler zamanla solmayan kromojenik bir sinyalin kulla-
nildig1, fazla zaman tiiketmeyen, ayrica standart 151k
mikroskobu ile degerlendirilebilen ve daha sonra
tekrar degerlendirilebilir sekilde arsivlenebilir 6zel-
likte olduklart igin tercih edilmektedir "2,
Giintimiizde, HER-2 durumunu belirlemek i¢in tek
bir “altin standart yontem” yoktur. ASCO/CAP calis-
ma grubu da gecerli HER-2 testlerinin %20 kadarinin
preanalitik ve analitik degiskenlere gore dogru olma-
yabilecegini belirtmektedir "¥. Gergekten de gesitli
IHK protokolleri, antikorlar veya problar nedeniyle
laboratuvarlar arasi degiskenlige neden olmaktadir.
Laboratuvarlar arasinda HER-2 testinin yinelenebi-
lirliginin saglanmasi cok 6nemli oldugu icin yeni
HER-2 degerlendirme test teknolojilerine gereksinim
vardir. Son zamanlarda, HER-2 ekspresyonunun, for-
malinde fikse-parafine gomiilmiis (FFPG) dokuda,
m-RNA seviyesinin eszamanlt polimeraz zincir reak-
siyonu (EZ-PZR) ile ol¢iilebilecegi gosterilmigtir 4.
Bu degerlendirmeler kolay, hizli, duyarli, spesifik ve
niceliksel yaklagimlardir, daha da 6nemlisi THK,
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FISH, KISH ve GISH gibi uygulama teknikleri ve
degerlendirme kriterlerinde goriilebilecek degerlen-
direnler aras1 degiskenlik, PZR degerlendirmelerinde
yoktur Y. PZR uygulamalari i¢in gerekli doku 6rne-
gi kiictiktiir, ayrica PZR standardize ve otomatize
edilebilir bir yontemdir.

Bu calismada, meme kanser hastalarinda HER-2
testinde PZR temelli teknolojinin uygulanmasint
degerlendirmek amaciyla, HER-2 durumunun [HK,
KISH ve EZ-PZR yontemleri ile belirlenmesi ve bu
yontemlerin arasindaki uyum degerlendirildi. Ayrica
ozellikle, THK 2 pozitif (kuskulu) olgularda EZ-PZR
ile degerlendirmenin, diger yontemlere gore giivenilir
bir alternatif olabilme olasilig1 saptanmaya caligildi.

GEREC ve YONTEM

Calisma Modeli

Calismaya primer tiimorii degerlendirilerek inva-
ziv meme karsinomu tanist almig 76 olgu dahil edildi.
Olgularin 17°si insizyon/kalin igne biopsisinden,
kalan 59 olgu eksizyon/mastektomi materyalinden
olugmaktaydi. Olgulara ait tiim hematoksilen-eosin
(H&E) boyal1 preparatlar histolojik goriiniimleri de
dikkate alinarak yeniden degerlendirildi. Her bir olgu
icin, in situ komponent tiimor dokusunun %10’dan
daha az1 olacak sekilde en tanitict tiimor dokusu ice-
ren bloklar segildi. Bu bloklardan, IHK ve KISH
teknigi ile HER-2 durumunu degerlendirmek amaclt
4-5 mikrometre kalinlifinda kesitler alindi. Ayrica,
tiim olgulara ait H&E kesitlerde olasi olabildigince
invaziv timor hiicrelerinden zengin, stromadan fakir
alan isaretlendi ve bu alana uyan tiimoral doku 6rnegi
EZ-PZR degerlendirilmesi icin bloktan ¢ikarilarak,
sterilize edilmis ependorf tiip icine alindi ve igleme
kadar oda sicakliginda saklandi.

Immunohistokimyasal Boyamanin

Uygulanmasi

Immunohistokimyasal degerlendirme igin timor
iceren parafin bloklardan 4-mikronkalinlikta kesitler
lizinli lamlara alindi. Bir gece 37 °C’de etiivde depa-
rafinize edildi. cerbB-2 icin immun boyamalar

monoklonal HER-2 antikoru (Anti-HER2/klon:
21564, Rabbit monoclonal, Bioss Antibodies, Boston,
USA) streptavidin-peroksidaz metodu ile manuel
yontemle boyandi. Immun boyama sonuglari iki ayr
patolog (AK, NE) tarafindan membran boyanmalari
degerlendirilerek yapildi ve ASCO/CAP 2013 oneri-
lerine gore skorlandi %,

Kromojenik In Situ Uygulanmasi

KISH uygulamak iizere segilmis bloklardan 4-5
mikrometre kalinliginda parafin doku kesitleri hazir-
landi. KISH boyama, Invitrogen kiti (Invitrogen
SPOT-Light® HER2 CISH Kit, Paisley, UK) kullani-
larak iiretici firmanin protokoliine gore uygulandi.
Kromojenik sinyal durumu iki ayr1 patolog (SA, NE)
tarafindan, 20x ve 40x objektifle yapildi. Degerlen-
dirme {iretici firma tarafindan yeni olarak giincellen-
mis ve ASCO/CAP 2013 kilavuzunda Onerilen skor-
lama sistemine gore yapildi ‘9. Bu skorlama sistemi-
ne gore: tiimor hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda
her niikleusta 5 ve daha az HER-2 gen sinyal sayisi
varsa amplifikasyon negatif (AN); timor hiicreleri-
nin %50’sinden fazlasinda her niikleusta HER-2
geninin 6-10 sinyali ya da HER-2 geninin cogul sin-
yali ve kiiciik kiimelerin karisimi varsa amplifikas-
yon pozitif-diisik (AP-D); tiimor hiicrelerinin
%50’sinden fazlasinda her niikleusta HER-2 gen sin-
yal sayisinin 10°dan fazla yada biiyiik kiimelerin ya
da cogul sinyal ve biiyiik kiimelerin karigimi varsa
amplifikasyon pozitif-yliksek (AP-Y) seklindedir.
Calismada her olgu icin iretici firmanin skorlama
tablosuna gére 30 hiicre sayildi, ortalama sinyal say1-
st 4 ile 6 arasinda bir degerde bulunan olgularda 30
hiicre daha sayildr ve iki ayr1 sayim ile elde edilen
sonuglarin ortalamasi ile toplam 60 hiicrede (30
hiicre+30 hiicre) bir sonu¢ deger elde edildi.

Eszamanhh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Uygulanmasi

Tiim olgulara ait H&E kesitlerde invaziv timor
hiicrelerinden zengin, stromadan fakir alana uyan
doku 6rnegi EZ-PZR degerlendirilmesi i¢in bloktan
cikarildi. RNA izolasyonu yapabilmek icin Qiagen
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miRNeasy FFPG Kiti (Qiagen, Penzberg, Germany)
kullanildi. Onerilen prosediire gore 6nce dokudaki
parafin kimyasal yolla uzaklagtirildi, daha sonra sira-
styla DNA ve RNA agi8a ¢ikarildi. RNA izolasyonu-
nun yeterliligi nanodropta olciim yapilarak (A260/
A280 ve A260/A230 degerleri>10 ng/ul) degerlendi-
rildi. m-RNA’larin, c-DNA’ya doniistiirme isleminde,
icinde 4 ayr reaktif iceren (revers transkriptaz enzi-
mi, RNAaz inhibitorii, niikleotidler, tampon) Roche
Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kiti
(Roche, Penzberg, Germany) kullanildi. m-RNA ice-
ren c-DNA’larin yeterliliginde kontrol geni olarak
“beta-aktin” ile galisildi. Ct degerleri 20-30 arasinda
ise uygun, Ct degerleri >30 ise bu deger HER-2 calis-
mast i¢in uygun degil olarak kabul edildi. Her tiimor
ornegi icin elde edilen m-RNA, c-DNA’ya doniistii-
riildii. Hazirlanan c-DNA’lardan da Her2/referans
gen konsantrasyonu EZ-PZR yontemi ile saptandi.
Bu oransal deger 2 ve iizerinde ise EZ-PZR pozitif
olarak kabul edildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for
Social Sciences, Chicago, IL, USA, Windows 16.0)
paket programinda yapildi. Tanimlayici istatistikler
stirekli degiskenler icin ortalama + standart sapma
veya ortanca (minimum-maksimum) seklinde, kalita-
tif degiskenler ise gozlem sayis1 ve (%) olarak goste-
rildi. IHK, KISH ve EZ-PZR bulgulari Pearson
ki-kare testi ile analiz edildi. p degeri <0,05 istatiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen olgularin yas ortalamasi
53,26+12,21 (28-81) olarak tespit edildi. Elli dokuz
(%77,6) olgu eksizyon ya da mastektomi, 17 (%22 .4)
olgu kalin igne ya da insizyonel biopsi niteligindeydi.
Altmis yedi (%88,2) olgu, invaziv karsinom-
nonspesifik tip (invaziv duktal karsinom) morfoloji-
sindeydi. Diger olgular arasinda mediiller 6zellikler
gosteren invaziv karsinom, miisin6éz karsinom, lobii-
ler karsinom gibi 6zel alt tipler vardi.
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Ortalama tiimor boyutu 2,40+1,18 (0,5-7) olarak
tespit edildi. Modifiye Bloom Richardson’a gore his-
tolojik derece (HD) dagilimi; 2 (%2,6) olgu HD 1, 54
(% 71,1) olgu HD 2, 20 (%26.3) olgu HD 3 olarak
belirlendi.

[HK ’sal degerlendirme sonuglarina gore olgularin
33’1 (%43.4) 3+, 23’1 (%30,3) 2+, 20’si (%26,3)
0/1+ oldugu tespit edildi (Resim 1) KISH uygulama-
s1 tiim olgulara uygulandi. Amplifikasyon 44 (%57.9)
olguda saptandi (Resim 2), 32 (%42,1) olguda ampli-
fikasyon saptanmadi (Resim 3).

Resim 1. HER-2 durumu IHK 3+ olan invaziv meme karsinomu
(Anti-HER2 antikoru x100).
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Resim 2. KISH ile yiiksek amplifikasyon (biiyiik kiimeler seklinde)
(KISH x400).

EZ-PZR ile bes olguda Her-2/neu veya referans
gen ile sonu¢ alinamadigi i¢in diger yontemler ile
karsilagtirmalar yapilirken, degerlendirme dist bira-
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Resim 3. KiSH ile tiimor hiicre niikleuslarmda amplifikasyon
(KISH x400).

kildi. EZ-PZR ile Her2/referans gen konsantrasyonu
icin ortalama deger 5,77+1,89 (0,08-155,38) olarak
saptandi. Degerlendirme kriterlerine goére 35 (%49.,3)
olgu pozitif, 36 (%50,7) olgu negatif olarak tespit
edildi.

[HK ile KISH sonuclarmin karsilastirilmasi

[HK 3+ olgularin 31’1 (%93,9) KISH ile amplifi-
kasyon gosterdi. IHK 0/1+ (negatif) alt grup iginde
KISH negatif 18 (%90) olgu vardi. IHK 2+ (kuskulu)
olan 23 olgunun 11°i (%47.,8) KISH ile amplifikas-
yon gosterirken 12 olguda (52,2) amplifikasyon
goriilmedi. IHK ve KISH sonuglar1 arasinda uyum
istatiksel olarak anlamli (p=0,0001) bulundu. Tablo
1’de bu sonuglar kargilastirmali olarak gosterildi.

Tablo 1. IHK ve KiSH degerlendirme sonuclar1 (p= 0,0001).

THK
0/1+ 2+ 3+ Toplam (n)
KiSH
Negatif 18 12 2 32
Pozitif 2 11 31 44
Toplam (n) 20 23 33 76

IHK: Immunohistokimya
KISH: Kromojenik in situ hibridizasyon

[HK ile PCR sonuclarinm karsilastirilmasi
Yinelenen calismalara ragmen, toplam 5 olguda (2
olgu THK 3+, 1 olgu IHK 2+, 2 olgu IHK 0/1+)

Her-2/neu veya referans gen ile sonu¢ alimamadi.
IHK 3+ 31 olgunun 23’iinde (%74,1) EZ-PZR ile
pozitiflik saptandi. IHK 0/1+ olan 18 (%88.9) olguda
EZ-PZR negatif sonuc verdigi gozlendi. IHK ve
EZ-PZR sonuglari arasindaki uyum istatistiksel ola-
rak anlamli (p=0,0001) bulundu. Tablo 2’de bu
sonuclar karsilagtirmalr olarak gosterildi.

Tablo 2. 1HK ile EZ-PZR degerlendirme sonuclari (p=0,0001).

IHK
0/1+ 2+ 3+ Toplam (n)
EZ-PZR
Negatif 16 12 8 36
Pozitif 2 10 23 35
Toplam (n) 18 22 31 71

IHK : Immunohistokimya
EZ-PZR: Es zamanl polimeraz zincir reaksiyonu

KISH ile PCR sonuclarinm karsilastirilmasi

KISH ile amplifikasyon gosteren toplam 42 olgu-
nun 30’unda (%714) EZ-PZR ile de ekspresyon
saptandi. KISH ile amplifikasyon gostermeyen top-
lam 29 olgunun 24’iinde (%82,7) EZ-PZR ile eks-
presyon saptanmadi. KISH ve EZ-PZR sonuglari
arasindaki uyum istatistiksel olarak anlaml
(p=0,0001) bulundu. Tablo 3’te sonuglar karsilastir-
mal1 olarak gosterildi.

Tablo 3. KiSH ve EZ-PZR degerlendirme sonuclari (p=0,0001).

KiSH
Negatif  Pozitif Toplam (n)
EZ-PZR
Negatif 24 12 36
Pozitif 5 30 35
Toplam (n) 29 42 71

KISH: Kromojenik in situ hibridizasyon
EZ-PZR: Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

TARTISMA

Trastuzumab tedavisi uygulanacak hastalarin
ongoriilmesi i¢cin HER2 durumunu belirlemede,
oncelikle onerilen ve uygulanan yontem IHK’dir
(316 'HER?2 immun boyamasinin uygulanmasi kolay-
dir, patoloji laboratuvarlarinda FFPG orneklerde
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yaygin sekilde uygulanabilir ve giivenilir standart bir
yontemdir. Ayrica, nispeten ucuzdur, ancak semikan-
titatif bir yontemdir. Ayrica olgularin %3-15’inde,
IHK kuskuludur ve daha ileri analizler gereklidir, bu
da genelde THK’ya ek olarak FISH uygulanmasini
gerekliligini ortaya koymaktadir 7. FISH de IHK
gibi semikantitatif bir yontemdir, IHK ’ya gére daha
yiiksek maliyetli, ayrica 6zellesmis bir deneyim ve
donanim (floresan mikroskobu) gerektirir. HER2
durumunu degerlendirme yontemleri arasinda
EZ-PZR’nun, bugiin icin gecerli olan IHK+FISH
uygulamasina yararli bir secenek olabilecegi diisii-
niilmiistiir Cok sayida calismada IHK ve EZ-PZR
uygulamalar1 kargilagtirilmigtir @82%, Bu ¢alismalar
ile frozin ve FFPG dokularla calisildiginda, iyi bir
uyum (%82-100) oldugu saptanmustir, ancak c¢alis-
malarin cofunda olgu sayilart smirhidir. Caligma-
mizda, THK ve EZ-PZR degerlendirmelerinde, [HK
0/1+ ve IHK 3+ alt grup icinde iyi uyum saptanmustir.
Ancak [HK 3+ olmasina ragmen, EZ-PZR ile pozitif-
lik saptanmayan 8 olguda uyumsuzlugun nedenini
aragtirmak amaciyla tiim parametreler yeniden deger-
lendirildi. Bu 8 olgunun KiSH degerlendirmesinin
tiimiinde amplifikasyon saptandigini gordiik. Iki olgu
disinda tiimii kalin igne ya da insizyonel biopsi nite-
ligindeydi. EZ-PZR degerlendirmesinde pozitiflik
saptanamamasini, RNA izolasyonu i¢in alman doku
orneginin, yeterli timor hiicreleri icermeyen desmop-
lastik stromadan zengin bir doku olabilecegi ve bu
nedenle de m-RNA ekspresyonunun bulunmayacagi
gercegi ile aciklayabiliriz (Resim 4). ASCO/CAP
2013 kilavuzuna goére de HER2 durumunun EZ-PZR
ile degerlendirmesi bu gibi nedenlerle 6nerilmemek-
tedir 1.

IHK 2+ alt grubunda ise EZ-PZR +’ligi bulunan
olgularda Her2/referans gen konsantrasyonu degeri-
nin yalnizca bir olgu hari¢ 2’ye cok yakin bir deger
olmasi, olgularin yarisinin KiSH ile amplifikasyon
gostermemesi, amplifikasyon gosteren 3 olgunun
2’sinin diisiik amplifikasyon gostermesi bu alt grup
olgularda, KiSH yerine EZ-PZR ile degerlendirme-
nin uygunlugunu géstermesi agisindan anlamli olabi-
lecegi diisiiniildii. Lehmann-Che ve ark. ® tarafindan

24

Tepecik Egit. ve Arast. Hast. Dergisi 2015; 25(1):19-27

AN, pe i ey o

Resim 4. Desmoplastik stromadan zengin tiimor dokusu (H&E x100).

IHK ve EZ-PZR’m uygulandig1 ve uyumsuz ya da
kuskulu sonug elde edilen olgulara ek olarak farkl
yontemlerin uygulandigi ¢alismada, HER2 durumu
i¢in bir nihai sonug elde edilmigtir. Uyumsuz olgular-
da, EZ-PZR’nun nihai sonucu belirlemede THK kadar
giiclii olmadigi, ancak kugkulu olgularin degerlendi-
rilmesinde EZ-PZR ile nihai sonug arasinda yiiksek
oranda bir uyum saglanmistir ve bdylece bu ¢aligma
ile IHK +2 olgular i¢in FISH e alternatif olabilecegi
kabul edilmistir. Nihai sonuca gore yanlis negatif
olgularin bir kisminda, EZ-PZR degeri calismada
kabul edilen EZ-PZR sinir degerine ¢ok yakin olmast
da dikkat ¢ekicidir. Calismamizda, IHK 2+ olgularda,
KISH ve EZ-PZR yani sira ek degerlendirmeler
yaptlmamis olmasina ragmen, EZ-PZR ile pozitif
olanlarinda degerin 2’ye ¢ok yakin olmasi, Lehmann-
Che ve ark. ® ¢alismalarina benzer bir 6zellik oldu-
gu diglintilmistiir. Bu gibi EZ-PZR ydnteminde
siirlilik olarak kabul edebilecegimiz durum, basitce
tiimor hiicrelerinin diliisyonu ile agiklanabilir ya da
gercekten bu alt gruptaki olgular heterojendir,
EZ-PZR gibi nesnel uygulamalar gereklidir. EZ-PZR
hizli, uygulanmasi kolay, kantitatif bir yontemdir,
gozlemciler arasi degigkenlik yoktur. Ancak, nonne-
oplastik doku ya da in situ komponentin varlig1 nede-
niyle timor genomik materyalinin diliisyonu EZ-PZR
da iyi bilenen bir kistlilik durumudur, bu nedenle
molekiiler calismalar Oncesi, ornegin mikroskobik
kontrolii cok 6nemlidir.
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Calismamizda IHK ve KISH degerlendirmeleri-
nin karsilastirilmasinda, IHK 0/1+ alt grup iginde iyi
bir uyum (%90) gézlemlendi. Ancak, IHK 3+ alt grup
i¢inde ise KISH pozitifligi, daha ¢ok yiiksek amplifi-
kasyon niteliginde oldugu gériildii. Buna karsin IHK
2+ alt grup KISH pozitifligi daha ¢ok diisiik amplifi-
kasyon niteliginde oldugu goriildii. IHK 3+ alt grup
icin THK ile KISH degerlendirmelerindeki uyumsuz
olgular, ayn1 KISH kitinin kullanildig1 farkli bir seans
uygulamasi ile yineleme olarak degerlendirildi. Buna
ragmen, amplifikasyon saptanmadi. KISH uygulama-
nin hassas, kitin igerigindeki reaktif ve ortam sicakli-
gindan ya da ortam neminden etkilenebilen nispeten
Oznel bir yontem olmasi ve elle uygulamamiz ile
aciklanabilir. KISH pozitif ve EZ-PZR negatif olgu-
lar incelendiginde yalnizca iki olgu yiiksek amplifi-
kasyon gostermekteydi ve diger olgularda diisiik
amplifikasyon goriildii. ITHK 2+ olgularm EZ-PZR
sonuglarma bakildiginda negatif olan 12 olgunun
yalnizca 2’sinde m-RNA ekspresyon diizeyi 1’e
yakin iken, diger tiim olgularda sinir deger olan 2’ye
cok yakin oldugu gozlendi. EZ-PZR ile HER2 mRNA
seviyelerinin, bagsarili sekilde degerlendirildigi ve
maliyet analizlerinin yapildig1 ¢alismalar, EZ-PZR nun
spesifik, yiiksek duyarlilikta, giivenilir ve uygun
maliyetli bir yontem oldugunu gostermigtir 143032,
Vinatzer ve ark. ?¥ yaptiklari calismada, HER2 duru-
munu, [HK ve EZ-PZR ile degerlendirmenin, [HK ve
FISH ile degerlendirmeden daha ekonomik oldugunu
saptamuglardir. IHK ve EZ-PZR kullanimi, birbirini
tamamlayan ve kontrol eden durum gibi diisiiniilebi-
lir. EZ-PZR ile HER2 durumunun degerlendirilmesi,
nesnel ve yinelenebilir sonuglarin elde edilmesi yani
sira maliyet analiz ¢alismalarinin desteklemesi duru-
munda gelecekte ilk sirada yer alabilecek bir yontem
olabilir. Ancak bu konuda ¢ok merkezli, dogrulanmig
EZ-PZR calismalariin gerekliligi unutulmamalidir.

HER2 durumunu degerlendirmede ender fakat
onemli bir konu kromozom 17 polizomisidir, ¢linkii
HER2 durumunu degerlendirmeyi zorlastirir. IHK 3+
ve KISH ile amplifikasyon gostermeyen 6 olgunun,
2’si KISH ile polizomi gosterdi ve EZ-PZR ile pozi-
tifti. Polizomi durumunu degerlendirmede dual KISH

uygulamasi bu sorunu ortadan kaldirabilir. Biz dual
KISH ile calismadik, ancak iki ayr kisi tarafindan
KISH degerlendirmesini yaptik ve diisiik amplifikas-
yon gosteren olgularda farkli zamanlarda sayma isle-
mini yineledik.

Degerlendirmeyi zorlastirdig: bilinen diger durum
da uygunsuz fiksasyonudur. Bu durum yalmzca IHK
2+ olgularimizda KISH pozitifligi ve EZ-PZR pozi-
tifligi durumunda s6z konusu olabilir. Ciinkii IHK
0/1+ ve KISH negatif, buna karsilik EZ-PZR pozitif
olgumuz yoktu. Uyumsuz olgularda bir diger olasi
neden, gercek borderline HER2 durumu olabilir ve
yalnizca hafif teknik duyarhilik degisiklikleri negatif
ya da pozitif olarak sonug¢lanabilir. Uyumsuz olgula-
rin bir kismyi, intratiimor heterojenitesi ile agiklanabi-
lir. Bu durum uygulanan degerlendirmelerin birbirine
cok yakin tiimor dokusunda yapildiginda bile soz
konusudur.

Calismamizdaki THK uygulama ve degerlendir-
meleri i¢in kisithliklar, kigiler aras1 uyumsuzluk gibi
genel 6znel degerlendirmeye bagli ortaya cikan
durum olarak soylenebilir. Bu durumu 6nlemek i¢in
farklt zamanlarda iki ayr1 degerlendirme yapildi ve
uyumsuz olgularda bir tigiincii degerlendirme yapildi.
EZ-PZR uygulama ve degerlendirmeler, tiim EZ-PZR
calisma prensiplerine gore niikleik asitlerin optimal
nitelikte (uygun miktar ve siirede formalin fiksasyo-
nu, doku enzimleri, depolanma siiresi ve sicaklig)
olmasi gerekliligi saglanarak yapildi. KISH uygula-
masi, laboratuvarin sartlarina uygun olarak manuel
sekilde ve hibridizasyon firmi kullanmaksizin yapil-
d1. Ayrica, dual KiSH kullanmamis olmamizin poli-
zomi olgularini degerlendirmede bir eksiklik yarattti-
&1 diiglintilebilir.

Calismamizin olasi bir bagka sinirliligi ise timor
hiicre komponentinin stromal, inflamatuvar ve nor-
mal epitelyal hiicreler ile diliile olmasi ve sonucta
tiimore ait HER2 m-RNA seviyelerinin diistik seviye-
de saptanmasidir. Bu durum IHK 3+ ve EZ-PZR —
olgular icin gecerlidir ve yukarida aciklanmigtir.
IHK2+ alt grup diger calismalarda oldugu gibi diger
alt grup lardan daha heterojen nitelik gostermekteydi.
Bu nedenle 6zellikle IHK 2+ alt grup igin dual KiSH,
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FISH, SISH yani sira alternatif IHK degerlendirmeler
de yapilmasi uygun olacaktir.

Meme kanserinde HER-2 durumunun degerlendi-
rilmesinde, IHK, KISH ve EZ-PZR gibi yontemler
birbirinin yerine gecen degil, birbirlerini tamamlayan
ve heniiz klinik sonuclarla iligkileri tam olarak ortaya
konamamis tetkiklerdir. Bu konuda genis kapsamli
ve ¢ok merkezli dogrulanmig caligmalara gereksinim
vardir.
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