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OZET

Insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2), tirozin kinaz aktivitesine sahip
epidermal biiyiime faktor reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptériin ¢ogalmasi
hiicre proliferasyonu ve karsinogeneze yol acan bazi sinyal yolaklarini baglatir.
HER2 amplifikasyonu 6zellikle meme ve mide/6zofagus-mide bilegke tiimérlerinde
saptanmaktadir.

HER2 i¢in hedefe yonelik tedavilerin baglamasiyla HER2 pozitif kanserli hastalarin
klinik gidisinde dramatik iyilesme saglanmistir.

Giiniimiizde HER2 testi degisik yontemlerle yapilmaktadir ve HER2 durumuna dogru
degerlendirebilmek i¢in bu testlerin standardizasyonu ¢ok énemlidir. Bununla birlik-
te, onca yillik deneyime kargin hem meme hem de mide tiimérlerindeki HER2 deger-
lendirilmesinde hala tartismah noktalar vardir. Bu derlemenin amaci HER2 degerlen-
dirmesindeki tuzaklar: ve ipuglarini irdelemektir.

Anahtar kelimeler: HER2, meme kanseri, mide kanseri, IHK ve ISH

ABSTRACT

Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) is a member of the epidermal
growth factor receptor family, having tyrosine kinase activity. Amplification of this
receptor initiates some signaling pathways leading to cell proliferation and carcinoge-
nesis. Amplification of HER2 is especially investigated in breast, gastric, and gastro-
esophageal cancers.

Introduction of targeting therapies for HER2 has dramatically influenced the outco-
me of patients with HER2 positive cancers.

Currently HER2 testing is realised by different methods and it is crucial to standar-
dize testing techniques to evaluate HER2 status accurately.

Still several controversial issues related to HER2 testing are on the agenda in both
breast and in gastric cancers, despite decades of experience. The aim of this review is
to discuss the important pitfalls and clues for HER2 assessment.
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GIRIS

On yedinci kromozomun (KR17) uzun kolunda
yerlesen insan epidermal biiylime faktor reseptor 2
(HER2) geni, intrensek tirozin kinaz aktivitesiyle
hiicre biiyiime ve cogalmasi, hiicre farklilagsmasi,
apopitoz, adhezyon, migrasyon benzeri fonksiyonlar-
da rol oynayan transmembran reseptdr proteinini

kodlar. HER2 geninin kodladigr CerbB2 olarak da
adlandirilan membrandz protein immiin histokimya-
sal boyamalarla gosterilebilmektedir. Genle kodladi-
81 proteinin kesfinin ve karsinogenezdeki roliiniin
anlagilmasinin iizerinden 30 yila yakin siire gegmesi-
ne karsin, asil popiilaritesini, HER2 reseptor aktivite-
sini inhibe eden antikorlarin gelistirilmesi ve tedavi-
de kullanilmaya baglamasiyla kazanmigstir. Bu anti-



korlar o6zellikle HER2 overekspresyonu (hiicre
membraninda HER?2 reseptorlerindeki artig) ve HER2
amplifikasyonu (HER2 gen kopya sayisinda artig)
olan tiimorlerin tedavisinde etkilidir. Gilinlimiizde
anti-HER2 antikorlarinin en yaygin kullanim alani
meme ve mide tiimorleridir .

Sagkalim ve yasam kalitesi agisindan belirgin
farkliliklar yaratan hedefe yonelik tedaviler arasinda
en bilinenlerinden olan Trastuzumab (Herceptin,
Roche, Basel, Switzerland) 6zgiil olarak HER?2 resep-
toriine kars1 gelistirilmis bir monoklonal antikordur.
Ik olarak meme kanseri tedavisinde kullanimina bas-
lanmig olup, HER2 pozitif lokal ileri/metastatik
meme kanseri yani sira HER2 pozitif erken evre
meme kanserinin tedavisinde tek basina veya diger
sitotoksik ajanlarla kombine edilerek kullanilmasiyla
sagkalimda belirgin artisa neden oldugu gosterilmis-
tir 9. Benzer sekilde dual HERI/HER2 tirozin
kinaz inhibitérii olan lapatinib  (Tykerb,
GlaxoSmithKline, Philadelphia, USA) de kombine
tedavi protokollerinde yer almaktadir 17, Sagkalim
oranlar1 ¢ok diisiik tiimorlerden olan mide karsinom-
larinda HER?2 pozitifliginin belirlenmesiyle HER2’yi
hedef alan ajanlar, mide tiimorleri icin de yeni bir
tedavi secenegi héline gelmistir ®?. Tiim hedefe
yonelik tedavilerde oldugu gibi tedaviden yararlana-
bilmek i¢in ilacin hedef aldig1 yapinin tiimorde var
olmasi ve varligiin gosterilmesi sarttir. Bu nedenle
de ilacin kullanim endikasyonu olan basta meme ve
mide karsinomlar1 olmak tizere HER?2 pozitif tiimor-
lerde, HER2 durumunun en dogru, giivenilir ve tek-
rarlanabilir sekilde degerlendirilmesi cok dnemlidir
(38 Genis serilerde gerceklestirilen randomize calig-
malarda yanlis pozitif ve yanlig negatif HER2 sonug-
larinin olas1 olan en alt seviyeye diisiiriiliip, tedaviden
en iist diizeyde yararlanimi saglamak icin gereken
unsurlarin; kilavuzdaki kurallart titizlikle uygulamak,
laboratuvar calismalarinda kalitesi tescilli standart
malzemeleri kullanmak ve degerlendirmeyi yapan
patoloji uzmanlarmin egitimi oldugu anlagilmistir.
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TUMORDE HER2 VARLIGINI SAPTAMAK
ICIN GELISTIRILEN TESTLER

HER?2 overekspresyonu immunhistokimyasal
(IHK) olarak, HER2 amplifikasyonu ise in-situ hibri-
dizasyon (ISH) yontemi ile degerlendirilebilir.
[HK’sal yontem ile degerlendirmede, transmembran
HER?2 proteinine kars1 gelistirilmis primer antikorlar
kullanilir ve degerlendirme sonuglari, boyanma orant
ve yogunluguna gore semikantitatif olarak belirlenir.
ISH yonteminde ise, HER2 gen kopya sayisini sapta-
mak icin isaretli problar kullanilir. Trastuzumab teda-
visi uygulanacak hastalarin dogru se¢imini saglaya-
bilmek i¢in ilk olarak 2007 yilinda American Society
of Clinical Oncology (ASCO) ve College of American
Pathologists (CAP) calisma grubu bir araya gelerek,
HER?2 protein ekspresyonunu ve gen amplifikasyo-
nunu degerlendirirken kullanilacak algoritmay: ice-
ren rehberi hazirlamiglardir 9. ASCO/CAP 2007
onerilerine gore IHK ’sal yontemle HER2 pozitifligi,
invaziv timor hiicrelerinin %30’undan fazlasinda
komplet, uniform, membranéz boyanma olmasidir.
ISH ile pozitiflik ise invaziv tiimor hiicrelerinin niik-
leusunda HER2 gen kopya sayisinin 6’nin iizerinde
olmasi ya da HER2 gen/KR17 oraninin 2,2’nin
tistinde olmasidir. HER2 degerlendirmeleri, yakin
gecmise kadar bu kilavuza gore yapilmistir. Ayni
grup 2013 yilinda, giincelleme calismas1 yaparak
HER2 degerlendirme kriterlerini yeniden tanimla-
mustir V. Onceki kriterler 2006 yilindan baglayarak
literatiirde yer alan HER2 degerlendirme yontemleri-
ni igeren tiim caligmalar yeniden gozden gegirilerek
modifiye edilmis; bdylece onceki kilavuz rehberli-
ginde tan1 ve tedavisi yapilan hastalarda karsilasilan
sorunlarin giderilmesi hedeflenmistir. Son giincelle-
melerde en 6nemli 2 degisiklik invaziv timor hiicre
oraninin %30’dan %10’a, HER2 gen/KR17 oraninin
ise 2,2’den 2’ye diisiiriilmesi seklindedir. Diger bir
onemli degisiklik ise skor 2 nin inkomplet boyanma-
lar1 da icerecek sekilde genisletilmesidir. i1k kilavuz-
da yalnizca komplet boyanmalar skor 2 olabilirken,
2013 tarihli giincellenmis kilavuzda %10 {iizerinde
zay1f inkomplet boyanmalar da skor 2 kabul edilmig-
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[HK ’sal yontemlerde kullanilacak bir¢ok primer
antikor piyasada mevcuttur. ISH yontemi olarak dncii
ve uzun siire floresan ISH (FISH) yontemi kullanil-
mistir. Bu testte HER2 gen ve kromozom 17’nin
sentromerik bolgesini isaretleyen problar, iiretici fir-
maya gore degismek lizere kirmizi ve yesil renkli
florokromlarla isaretlenmistir. Isaretleyici olarak
farkli kromojenlerin kullanildig1 tek problu kromoje-
nik ISH (KISH) ve silver ISH (SISH) de yaygin kul-
lanilan ISH y6ntemlerindendir. Son yillarda gelistiri-
len dual silver ISH (DISH) yoénteminde HER2 gen
bolgesine 6zgii prob giimiisle isaretlenmekte, kromo-
zom 17’nin sentromerik bolgesi ise kirmizi kromo-
jenle goriiniir hale gelmektedir. DISH yaygin kabul
gormiis ve FISH’in tahtini sallamaya baglamugtir.
Ciinkii DISH inceleme standart 151k mikroskobunda
degerlendirilebilmekte, ©6zel floresan mikroskopu
gerekmemektedir. Ayrica FISH incelemede sinyalin
zamanla solmast ve bu nedenle preparatin arsivlene-
memesi sorunu vardir. Ustelik heterojen tiimorlerde
FISH incelemede amplifiye hiicre klonlarin kagirma
riski daha yiiksektir. Buna karsilik eger sentromerik
bolge ko-amplifikasyonu da varsa DISH ile yanlis
pozitif sonug¢ olasihigr artar. Ciinkii FISH ile farkli
filtrelerde yesil ve kirmizi sinyaller ayr1 ayri deger-
lendirilebilirken, DISH yonteminde daha biiyiik olan
kirmizi kromozom sinyalleri gen sinyallerini gizleye-
bilmektedir “¥. Son zamanlarda, HER2 ekspresyonu-
nu gostermek igin parafin bloklardan elde edilen
dokularda, real time polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ile m-RNA seviyesi ol¢iilmeye baslamisgtir.
PCR uygulamalart i¢in ¢ok kiiciik doku orneginin
yeterli olmasi ve standardize edilebilmesi bu yonte-
min avantaji gibi goriinmektedir ». Ancak 2013
kilavuzunda DNA dizileme ve mRNA ekspresyon
analizleri tanisal amagl 6nerilmemektedir !.

HER2 DEGERLENDIRMESININ
STANDARDIZASYONU ICIN ONERILER

Giiniimiizde, HER2 durumunu belirlemek icin tek
bir “altin standart” yoktur. ASCO/CAP calisma grubu

da gecerli HER?2 testlerinin %20 kadarinin preanali-
tik ve analitik degiskenlere gore dogru olmayabilece-
gini belirtmektedir. Gergekten de cesitli IHK proto-
kolleri, antikorlar veya problar laboratuvarlar arasi
degiskenlige neden olmaktadir. Laboratuvarlar ara-
sinda HER?2 testinin yinelenebilirliginin saglanmasi
cok onemli oldugu icin yontem, malzeme standardi-
zasyonu ile testi degerlendiren uzmanlarin bu konuda
egitimi sarttir. ASCO/CAP kilavuzlarinin en dogru
sekilde uygulamasi ve hatalarin minimalize edilmesi
konusunda 6zellesmis referans merkezleri tarafindan
kurslar, toplantilar, kongreler diizenlenmektedir. Bu
egitimler sirasinda Ozellikle vurgulanan detaylar
sOyle siralanabilir:

Uzmanlar tarafindan stirekli vurgulanan en dnem-
li konu, trastuzumab tedavisinin endike oldugu 2 ana
tiimor grubu olan meme ve mide kanserlerinde HER2
degerlendirmesinin ¢ok onemli farklar1 olmasidir.
Degerlendiren kiside gorsel ve zihinsel karigiklik
olusabilecegi ve yanlis sonuclara yol acabilecegi icin
meme ve mide tlimorlerinin ayr1 degerlendirilmesi,
hatta olabilirse mide ve meme tiimorii olgularin
farkli seanslarda degerlendirilmesi gerektigidir
(4,8,9,14)‘

HER?2 degerlendirmede bir 6nemli nokta da deger-
lendirmenin hangi testle baglayacagina patologun
karar vermesi ve tiim olgulara ayn1 prosediiriin uygu-
lanmasidir. Giinlimiizde daha ucuz ve kolay oldugu
i¢in cogu laboratuvarda baslangig testi olarak THK ’sal
boyama kullanilmakla birlikte, ISH ile baglamanin da
hatalt olmadigi, hatta coklu doku bloklamayla test
maliyetinin de diigiiriilebilecegi belirtilmektedir.
Ancak, eger baslangic testi olarak ISH kullanilirsa
HER?2 inhibe edici tedaviden yarar gorecek polizo-
mik olgular atlanabilir. Bu nedenle ve test maliyeti
g0z Oniine alinarak hilen ¢cogu merkezde baglangi¢
testi olarak HER2 (cerbB2) membrantz boyanmasi-
nin immiinhistokimyasal degerlendirmesi yapilmak-
tadir. Ote yandan ITHK ’sal boyanma preanalitik siirec-
lerden daha fazla etkilendigi i¢in Ozellikle tespit ve
takip kalitesinin degerlendirilemedigi konsiiltasyon
olgularda ISH ¢ok daha iyi sonug verir V. Ornegin,
HER?2 test yontemleri folmaldehitle tespite gore



gelistirildiginden alkolle tespit edilmis dokularda
uygulanan [HK’sal boyamalar hatali pozitif sonug
verecektir. Benzer sekilde yetersiz tespit siiresi yanlis
pozitif sonuca yol agar. Bu nedenle ASCO/CAP’n
2013 giincellemesinde olabildigince erken (en geg¢ 1
saat icinde) %10’luk tamponlu formol soliisyonuna
alinan orneklerin en az 6 saatlik (bu siire 72 saate dek
uzatilabilir) tespit siiresi sonrasinda igleme alinmast
gerektigi belirtilmektedir. Hatta 2007 kilavuzunda
meme tlimoriinde oncelikle degerlendirilmesi istenen
ornek rezeksiyon materyaliyken son giincellemede
kiiciik olup, tespit soliisyonunun difiizyonunun daha
kolay olmasi ve klinisyen tarafindan neredeyse hemen
alinir alinmaz tespite konularak gonderilmesi nede-
niyle optimal 6rnek kor biyopsisi olarak kabul edil-
mektedir D,

Ayrica gen amplifikasyonu oldugu halde immiin-
histokimyasal boyamada inkomplet, bazolateral/U
seklinde boyanmanin gozlendigi mikropapiller karsi-
nom benzeri bazi ender tiimor tiplerinde ya da ampli-
fikasyon olmadig1 halde THK ’sal pozitiflik saptanabi-
len tubuler karsinom, piir miisindz ve kribriform
karsinom ile cogu kez triple negatif olan adenoid
kistik karsinomda baslangi¢ testi (IHK) sonucu ne
olursa olsun farkli bir HER2 testi yapilmas1 6neril-
mektedir 9.

IHK’sal HER2 ekspresyon degerlendirmesinde en
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temel ipucu nikroskop objektifleridir (Resim 1). Eger
komplet membran6z boyanmay1 en kiiciik biiytitmede
(4X) gorebiliyorsak skor 3+’dir. Eger membranoz
boyanmayi se¢ebilmek icin 10X veya 20X biiylitmeye
gereksinim duyuyorsak skor asla 3+ olamaz, en fazla
2+ olabilir. Eger 40X biiylitmede ancak secilebilen
membran6z boyanma varsa skor en fazla 1+ olabilir .
Ozellikle son yillarda DISH pek cok laboratuvar-
da islem siiresinin kisaligi, floresans mikroskopu
gerektirmemesi benzeri nedenlerle yeglenmektedir.
Ancak kromozom 17 sentromer anormalliklerinin de
eslik ettigi olgularda FISH degerlendirmeye gore
oldukc¢a yiiksek yanlis negatiflik oranlarini dikkate
almak sarttir. Sentromer amplifikasyonunun eslik
ettigi HER2 amplifikasyonlu olgularda DISH negatif
bulunmakta olup, potensiyel olarak anti HER2 teda-
viden yarar gorecek olgular bu sanslarindan yararla-
namamaktadirlar. Ote yandan bazen monozomik
tiimorler hatali olarak ISH incelemede HER2/KR17
orani 2’nin iizerinde bulundugu icin tedavi alabil-
mektedir. Oysa yine calismalar monozomik olgularda
ilacin higbir etkisinin olmadigini gostermigtir 1%
Meme karsinomlarinda HER2 degerlendirmesi
cok daha uzun siiredir uygulandigindan ve tedavi
sonuglarinin arastirildig1 genis serili caligmalar bulun-
dugundan bu konudaki kilavuzlar daha giivenilirdir.
Ornegin, yapilan aragtirmalar meme kanserinde orta-
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Resim 1. invaziv duktal karsmom orneklermde solda en kuguk buyutmede bile degerlendirilebilen 3+ CerbB2 boyanmasi (40XDAB), ortada daha
biiyiik biiyiitme gerektiren 2+ boyanma (100XDAB) ve sagda en biiyiik biiyiitmede hafif (1+) boyanma (400XDAB).

10



G. Diniz ve ark., HER2 degerlendirmesindeki ipucu ve tuzaklar

lama HER2 pozitifligi oraninin %15-20 civarinda
oldugunu ve heterojenite riskinin diisiik (%1-2) oldu-
gunu gostermistir. Apokrin diferansiasyon gosteren
meme tiimorlerinde de HER?2 pozitifligi daha yiiksek
orandadir. Benzer sekilde yiiksek dereceli-yiiksek
evreli tiimorlerde ve daha genc hastalarda HER2
pozitiflik orani yiikselmektedir. Cogu seride, 80 yas
iizeri hasta grubunda HER2 ekspresyon diizeyi %10
civarindayken, 40 yas alt1 hasta grubunda bu oran
%28, 30 yas altindaki populasyonda ise %40 civarin-
da bildirilmistir. Histolojik derecesi diisiik tiimorler-
de HER2 pozitifligi %34 diizeyinde iken, yiiksek
dereceli tiimorlerde bu oran %27,6’dir. Benzer sekil-
de, HER?2 pozitifligi ileri timor evresi ile de iligkili-
dir. Tersine, timorde hormon reseptér (ER/PR) eks-
presyon pozitifligi, HER2 pozitifligi ile negatif kore-
lasyon gostermektedir. Ancak, meme tiimoriinde bile
baz1 noktalara dikkat sarttir. Ozellikle FISH incele-
mede patologun amplifikasyon gozledigi alandaki
hiicrelerin in-situ karsinom hiicreleri olmadigin1 ayirt
etmesi ve orneklemeyi sadece invaziv tiimor alanin-
dan yapmasi sarttir 161,

Gastrik karsinomlar; sagkalim siiresi ¢ok kisa,
tedavi basarisi diisiik ve taramalarin yapilmadigi
iilkelerde tan1 aninda ileri evrede olan tiimorlerdir.
Son yillarda ileri evre HER2 pozitif mide kanserle-
rinde trastuzumab tedavisi ile ortalama sagkalim
stirelerinde goreceli olarak anlamlr artig saptanmugtir.
Bu nedenle mide kanserlerinde HER2 degerlendiril-
mesi de onem kazanmigtir. Mide tiimorlerinde HER2
degerlendirmesinde ciddi farkliliklar vardir. Oncelikle
memedekinin aksine midede genellikle iyi diferansi-
ye intestinal tipte pozitiflik oran1 %30’lara ulagsmis-
ken, diffiiz tipte bu oran %5 civarindadir. Ayrica
hiicrelerde komplet membranoz degil bazolateral
boyanma (U seklinde boyanma) izlenir. Ayrica mide
kanserinde heterojenite orani farkli ¢aligsmalarda
%50’lere ulasan oranlarda bildirilmigstir. Bu nedenle
de biyopsi oOrneklerinde %10 oram1 kaldirilmig, 5
hiicre toplulugu ve iizerinde amplifikasyon gozlen-
mesi pozitif kabul edilmistir. Ozellikle FISH incele-
mede heterojenite nedeniyle cok kiiciik amplifiye
gruplarin gozden kacabilece§i unutulmamali ve bu

risk daha az oldugundan DISH yeglenmelidir. Ayrica
bazi antikorlarla foveoler epitel ve intestinal metapla-
zi alanlar1 pozitif olabileceginden IHK ’sal degerlen-
dirmede hatalar yapilabilir. Benzer sekilde tiimore
siklikla eslik edebilen makrofaj ve mast hiicrelerinin
deneyimsiz biri tarafindan FISH incelemede rahatlik-
la amplifikasyon olarak yorumlanabilecek sinyaller
olugturabilecegini goz oniinde tutmak gerekir ¢814,

Hem meme hem de mide kanserleriyle ilgili calis-
malarda bir bagka tartismali konu da polizomidir.
Bazi calismalar HER2 gen bolgesinde artis olmasa da
gen sayisinda artis olan olgularin tedaviden yarar
sagladigin1 gostermistir. Ancak eskiden uygulanan,
kromozom 17 sentromerik bolge sinyallerinin artisi-
nin (3 ve lizeri) polizomi olarak kabul edilmesi uygu-
lamasi tartigmalr hal almugtir. Clinkii polizomik kabul
edilerek anti HER2 tedavisi verilen bu olgularda
tedavi yanitinin beklenen diizeyde olmamasi lizerine
daha sofistike yontemlerle gen analizi yapilmis ve bu
olgularin yalnmizca %14-15 kadarinin gergek polizi-
mik oldugu, digerlerinin sentromerik bolge amplifi-
kasyonu oldugu gozlenmistir . Genetik inceleme-
lerde polizomi gosterilememis olgularin irdelendigi
caligsmalarda tedavi yanitiyla ilgili celigkili sonuglar
almmustir. Tiim bu bulgular 1s181nda son karar HER2
sinyal sayis1 niikleus bagina 6 ’nin iizerinde olan olgu-
lar1 HER2/Kr17 oranina bakmaksizin pozitif kabul
etmek seklindedir. Yalniz 6 sinyal sayarken bir nok-
tadan daha yakin, neredeyse yapisitk HER2 sinyalle-
rini tek sinyal olarak saymak gerekmektedir. Ciinkii
kromozom katlanmalar1 tek sinyalin ¢ok sinyal gibi
algilanmasina yol agar 529,

Sonug olarak, HER2 degerlendirmesi; son giincel-
lenen ASCO/CAP 2013 kilavuzuna gére, kalitesi
onaylanmig kitlerle ve HER2 degerlendirmesi konu-
sunda egitilmis patologlar tarafindan yapilmalidir.
G0z ve zihin yanilsamalarindan ka¢inmak i¢in olabil-
digince meme ve mide kanser ornekleri ayr1 deger-
lendirilmelidir. Pre-analitik hatalarin azaltilabilmesi
i¢in birden fazla yontem denenmeli ve laboratuvarin
i¢ ve dig kalite kontrolleri yapilmalidir. Test sonugla-
rmin yillik degerlendirilmesi ihmal edilmemelidir.
Ozellikle yillik dokiimlerde HER2 pozitif olgu orani
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%10’un altinda veya %25’in iizerinde ise hatali

degerlendirme olabilecegini diisiinerek HER2 deger-

lendirme siirecinin her agamasi yeniden gozden geci-

rilmelidir 620,

Tesekkiir: HER2 degerlendirmede patologlar icin
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