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HER?2 Assessment in Gastric Carcinoma

Mide Kanserlerinde HER2 Degerlendirmesi
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OZET

flerlemis mide ve gastrodzofageal bileske karsinomlarinda tedaviye Trastuzumab eklenmesi, Her2 pozitif
timorlii hastalarda sagkalim avantaji saglamistir. Bu tedaviden faydalanabilecek hastalarin Her2 testi ile
belirlenmesi gerekmektedir. Meme karsinomlarindan sonra, mide karsinomlarinda da Her2 testi patoloji
laboratuarlarinin giinliik isleri arasina girmistir. Mide karsinomlarinda Her2 testi, meme karsinomlarindakine
benzer ozellikler icermekle birlikte, bilinmesi gereken farkli yonleri de vardir. Bu farklar, baslica mide
karsinomlarinda Her2 pozitifliginin daha heterojen olmasi ve karsinom hiicre membranlarinda, reseptorlerin
bazolateral yerlesimlerinden kaynaklanmaktadir. Her2 testinde kullanilan immiinhistokimyasal ve in situ
hibridizasyon testleri, ¢ogu laboratuarda kullanilir testler arasinda olmakla birlikte, skorlama kriterleri karigiktir
ve dogru sonug icin deneyim gerektirmektedir. Bu testlerde dogrulugu saglamak i¢in analitik kosullar kadar
preanalitik kosullar da etkilidir.

Anahtar Kelimeler: Mide neoplazmlari, HER2

ABSTRACT

Addition of Trastuzumab in treatment of advanced gastric and gastroesophageal carcinomas has provided
benefits in overall survival of those with Her2 positive tumors. It is necessary to identify patients who can
benefit from the treatment with Her2 test. Following breast carcinomas, Her2 testing in gastric carcinomas are
also added to the routine work of pathology labs. Although Her2 test in gastric carcinomas has similar features
with that of breast, it has some aspects to be known well. These aspects have arisen mainly because of
heterogeneous Her2 positivity and basolateral settling of the receptors in gastric carcinoma cells. Although Her2
immunohistochemical and in situ hybridization tests are among routine tests of most laboratories, scoring criteria
are complex and need experience for accurate results. In achieving accurate results in these tests, pre-analytical
as well as the analytical conditions, are also effective.
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Mide Kanserlerinde HER2
Degerlendirmesi

(IHK) yéntemle arastiilir (3). Reseptor
proteinini  kodlayan gen kopya sayisinin
niikleusta artmasi, yani genin amplifikasyonu

Onyedinci kromozom iizerinde yer alan HER2
protoonkogeni, hiicre membraninda yer alan
erbB2 reseptor proteinini kodlamaktadir (1).
Bu protein epidermal biiylime faktor
reseptorlerinden birisidir. Aktive oldugunda,
tirozin kinaz yolu ile hiicre diferansiasyonu,
apopitoz, adhezyon, migrasyon ve biiyiime
fonksiyonlarin1  etkiler (2). Hiicre ¢ogal-
masindan sorumlu sinyal ileti yolu iizerinde
yer almasi nedeniyle de, bir¢ok kanser tiiriinde
etkilidir.

Sitoplazmik membranda HER2
reseptor sayisinin, normal bir hiicredekine
oranla artmasi, yani reseptoriin overekspres-
yonu, patoloji pratiginde immiinhistokimyasal

ise in situ hibridizasyon (ISH) yontemi ile
arastirtlmaktadir (4). Meme karsinomlarinda
HER2 IHK ve ISH calismalar1, prognostik ve
prediktif bilgi vermesi nedeniyle rutin hale
gelmistir.

Memeden bagka organlarin
timorlerinde de HER2 overekspresyonu ve
amplifikasyonu tesbit edilmektedir (5). Mide
karsinomlar1 bunlardan birisidir (6). HER2
durumunun mide karsinomlarinda pozitif ya da
negatif prognostik degeri belirlenememistir,
ancak ilerlemis mide karsinomlu hastalarda
prediktif degerinin gosterilmesiyle birlikte,
mide karsinomlarinda da HER2 testi
¢alisiimaya baglanmustir (7).
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HER2 pozitifligi, meme karsinom-
larinda %15-20 civarinda goriilmektedir (8-
10). Mide karsinomlarinda ise, %5-30 arasinda
degisen bolgesel sikliklar bildirilmektedir (11-
17). Meme timorleri ile kiyaslandiginda mide
timorlerinde HER2 pozitifliginin  degisken
siklikta  goriilmesi, bolgesel veya 1rksal
nedenlere baglanmaktadir (18). Ayrica mide
timorlerinde HER2 testi tekniklerinin ve
skorlama kriterlerinin standart olmayis1 da bu
degiskenlik i¢in bir etken olarak goriilmektedir
(19). Midede HER2 pozitifligi siklikla
intestinal tip gastrik karsinomlarda (%32)
goriilmektedir (7). Daha nadir olarak diffiiz
(%6) ve andiferansiye karsinomlarda da
goriilmektedir (7). Karsinom gelisim bolgesi
olarak da en sik gastro6zofageal bolgede
(%33) HER2 pozitifligi izlenmektedir (7).

Trastuzumab HER2  reseptorlerine
baglanarak etki eden hiimanize rekombinant
monoklonal bir antikordur (20). ileri evre
meme karsinomlarinda gosterdigi sagkalim
avantaji nedeniyle kullanilmaya baglanmis ve
daha sonra erken evre karsinomlarda da tedavi
secenegi haline gelmistir (21-25). Daha sonra,
Trastuzumaba yanitin mide karsinomu hiicre
dizilerinde de, meme timéri  hiicre
dizilerindeki kadar iyi oldugu goriilmiistiir
(17). llerlemis ve metastatik mide ve
gastrodzofageal bileske kanserlerinde kombine
kemoterapi ve trastuzumab tedavisiyle, tek
basina kemoterapiye gore sagkalim avantajinin
gOsterilmesi, trastuzumabi1 mide kanserlerinde
de tedavi segenegi haline getirmistir (7). Bu
gelismeyle birlikte giinliik pratikte tiim yeni
tam alan mide kanserlerinde de HER2 [HK
testi yapilmasi Onerilir hale gelmistir (26).

Trastuzumab tedavisi i¢in dogru hasta
se¢cimi Onemlidir. Cilinkii tedavi ¢ok masrafli
olup oOnemli yan etkileri de vardir. TOGA
calismasinda THK 3+ tiimérlerin hepsi yani-
sira, THK skoruna bakilmaksizin ISH pozitif
timorlerin - de  hepsi tedavi programina
almmustir (7). Sonuglara bakildiginda ise,
kayda deger sagkalim avantajinin, [HK3+ veya
[HK2+/ISH+ tiimérlerde oldugu goriilmiistiir
(7). Bu sonuglar iizerine Avrupa ilag Ajansi
(EMA) ve Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA), Trastuzumab’in ileri evre mide
karsinomlarinda kullanilmasini  onaylamistir
(19). Mide karsinomlarinda HER2 testi igin
EMA, ilk asamada IHK uygulanmasini, ikinci
basamakta THK 2+ tiimorlere de ISH
uygulanmasini 6nermektedir. EMA, HK 3+
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veya [HK 2+/ISH + olan tiimérlerin tedavi igin
uygun oldugunu kabul etmektedir (27). FDA
ise, trastuzumab tedavisine uygun tiimdriin
belirlenmesinde ilk basamagin ISH olmasin1 ve
ISH pozitif olanlarda, IHK ile de dogrulamay:
onermektedir. FDA, ISH+ olup IHK 2+ veya
3+ timorleri tedavi icin uygun kabul
etmektedir. Tiirkiye’de ise IHK 2+ veya 3+ ve
ISH pozitif tiimérler tedaviye uygun kabul
edilmektedir.

Ancak hasta seciminde kullanilan,
HER2 IHK ve ISH yontemleri, sonuglarm
dogrulugunu etkileyen pek c¢ok faktor
barindirir. Test yontemleri zor ve karigiktir.
Meme tiimorlerinde kullanilan testler ile ayni
test Kitleri kullanilmaktadir ve ayni preanalitik
prensipler gecerlidir. Ancak degerlendirme
kriterleri biraz farklidir. Dogru degerlendirme
icin deneyim gerekmektedir (28). Meme
timorlerinde kullanilan skorlama Kriterleri
kullanildiginda, tedaviden fayda gorebilecek
mide tiimorleri tedavi disi kalabilmektedir
(12). Bu durum, mide tiimorlerinde goriilen
HER2 pozitifliginin o6zelliklerinden kaynak-
lanmaktadir. Bu nedenle mide tiimorleri igin
farkli skorlama kriterleri gelistirilmistir.

Mide tiimorlerinde Meme tiimorlerine
gore HER2 durumundaki farkhliklar

1. Hiicre membraninda ¢epegevre-komplet
boyanma bakimindan farklihik: Meme
timorlerinde HER2 reseptorleri  hiicre
membraninin tiim yiizeyinde cepegevre
yerlesirken, mide tiimorlerinde hiicrelerin
kolumnar sekil ve sekretuar fonksiyonlarina
bagl olarak, bazolateral veya lateral hiicre
membraninda yerlesmektedir (12). Bu
nedenle, meme tiimorlerinde ¢epegevre
komplet membrandz pozitiflik gozetilirken,
mide karsinomlarinda bazolateral veya
lateral membrandéz pozitiflik  gérmek
yeterlidir.

2. HER2 heterojenitesi: meme tiimorlerinde
%1-2 oraninda HER2 heterojen pozitifligi
goriiliirken, mide tiimérlerinde %5-50 gibi
yiiksek oranlarda goriilmektedir (Resim 1)
(12,16,18,29,30).
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da almmustir (34,35). Prognostik Onemi
olmadigin1 gosteren ¢aligmalar da olmak-
¢ tadir (18,30). HER2 skorlama kriterlerinin
& ) . IS standart olmayis1 sonuglardaki gesitliligin
el T nedeni olabilir (19).

Mide tiimoérlerinde heterojenite ile basa
c¢ikmak

1. Metastatik ve ilerlemis hastalikta hasta
cogunlukla opere edilemez oldugundan,
PO 4 3 timor Ornegi endoskopik biyopsi ile
ResimB2T ,p 3 Wyl UGN S sinirlidir.  Mide  tiimérlerinde  HER2

Resim 1a:Mide adenokarsinomunda klonal heterojenitesi nedeniyle pozitifligi
paternde Her2 IHK ekspresyonu (x40) atlamamak i¢in endoskopik 6rnek sayisinin

6-8 adet olmasi ve hepsinin test edilmesi
onerilmektedir (36,37). Tim pargalarin
kesitleri mikroskopta taranmali ve aydinlik
alan ISH yéntemleri tercih edilmelidir (36).

2. Rezeksiyon  materyallerinde  tiimoriin
intestinal diferansiye alanlar1 veya diffiiz tip
karsinomlarda, tiimoriin solid alanlar1 test
icin secilmelidir (36).

3. Rezeksiyon materyallerinde tiimériin farkli
histomorfolojik alanlarini i¢eren bir ya da
birden fazla blok test edilmelidir (18,36).

4. THK ve ISH yontemlerini birlikte kullan-

A 2, g mak da, ozellikle endoskopik biyopsi
-I":es.l';nllia Mi‘d‘e.adenokars-inc;n:mk 6m§k1‘°'?in‘lif heterojeln pOZiF.i ﬂig.il atll(azrr?-
nik (x40) paternde heterojen HER2 THK max 1¢in bazl yazariarca oneriimextedir
ekrs)presyonu (horJ1: 4B5) (35).
Bu nedenle, meme kor biyopsi ve HER?2 IHK skorlama Yéntemi
eksizyonlarinda ayni skorlama kriterleri o
kullanilirken, mide biyopsilerinde mide ToGa c¢aligmasindaki timorlerde HER2
rezeksiyonlarindakinden  farkli  kriterler durumu, daha 6nce Hofmann ve ark.’nin
gelistirilmesi gerekmistir. Meme ya_ptlklarl validasyon galigmasi ile behrlenm.ls
karsinomlarinda kor biyopsi ile saptanan kriterlere gére; yapimustir (12). Yiizaltmgsekiz
HER2 durumu timorin  eksizyonel timor oOrneginde, IHK ve ISH uyumunun,
biyopsisinde saptanan ile yiiksek korelas- 9%93.5 or_amnda saglandig1 6n Qal%smada 6per1—
yon gostermektedir (29). Mide timorlerinde len bu kriterler, Tablo 1°de gosterilmektedir.
ise heterojenite nedeniyle biyopsiler ile
rezeksiyon materyali arasinda
uyumsuzluklar olabilmektedir (16).
3. HER2 pozitifligi, meme tiimorlerinde daha
siklikla az diferansiye-yiiksek dereceli
timorlerde izlenirken, mide tiimorlerinde
daha siklikla iyi diferansiye-intestinal
tiimorlerde goriiliir (7).
4. HER2 pozitifligi meme tiimorlerinde kotii
prognoz gostergesi iken, mide tiimorlerinde
bulgular, prognozla iligkili olmadigim . L
diistindiirmektedir. Kotii prognozla iliskili Tab!o,l: Mide kanseri i¢in HER2 skorlama
sonuglar (14,17,31-33) yanisira iyi sonuglar onerisi (12)
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Boyanma Ozellikleri Skor

Boyanma yok ya da %10°dan

az timor hiicresinde O/negatif
membrandz reaksiyon

%10’dan fazla timor

hiicresinde zor se¢ilen/soluk ve | 1+/negatif
kismi membrandz reaksiyon

%10’dan fazla timor 2+/
hiicresinde zayif/orta siddette borderline
komplet ya da bazolateral (iSH
membrandz reaksiyon gerekir)
%10’dan fazla hiicrede

orta/kuvvetli komplet ya da 3+/pozitif

bazolateral membranéz
reaksiyon

Biyopsi 6rneklerinde THK3+
ve/veya FISH pozitif koheziv
bir klon* bulunmasi pozitif
kabul edilmelidir (yani <%10
olsa da)

*bir klon, 6nce 200 kadar hiicre (12), daha sonra ise
5 hiicre olarak tarif edildi (27).

Bu  skorlama  sistemine  gére;
boyanmanin paterni, bolgesi, siddeti ve
boyanma orami dikkate alinmigtir. Tiimdrde
boyanma membrandz ve komplet/ bazolateral/
lateral oldugunda pozitiflik icin degerlidir.
Sitoplazmik, niikleer, luminal, ya da bazal
boyanma skorlamada kullanilmaz. Boyan-
manin siddeti; orta-kuvvetli olanlar skor3,
hafif-orta olanlar skor2, zayif-zor secilenler
skorl olarak derecelendirilmektedir. Boyanan
timor hiicresi oran rezeksiyonlarda en az %10
ve iizerinde, biyopsilerde ise klonal bir hiicre
grubunda olmalidir. Boyanma orani %10’un
altinda kaldiginda, tiimor bir alt skorda
derecelendirilmistir (Tablo 1). Skor 2 olarak
derecelendirilen tiimérlerde ISH ile amplifi-
kasyon aranmalidir. Skor 3 tiimérler ile skor2
olup ISH ile amplifiye bulunan tiimérler,
tedavi i¢cin HER2 pozitif kabul edilmektedir.
Skor 0 ve 1 tiimérler ile Skor 2 olup ISH ile
amplifiye  bulunmayan tiimérler HER2
negatiftir.

Hofmann’in caligmasinda, biyopsiler-
de bir hiicre grubu olarak kastedilen hiicre
miktart 200 civarinda  hiicre  olarak
belirlenmistir (12). Ancak daha sonra bir klon
olarak belirtilen hiicre miktarinin, subjektif bir
ifade olmasi ve uyumsuzlugu artirmasi
nedeniyle hiicre miktar1 en az 5 hiicre olarak
degistirilmistir (Resim 2) (27).
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Resim 2: Endoskopik biyopsi materyalinde
pozitiflik i¢in, en az 5 hiicre kriterini karsilayan,
ardisik bir hiicre grubunda, skor 2 siddetinde
membrandz pozitiflik (klon: 4B5, x40)

Ciinkii gozlemciler arasinda en fazla
uyumsuzlugun yasandigi olgularda, 5 ardisik
hiicreden daha az hiicrede boyanmalar oldugu
goriilmistir. Bu degisiklik ile biyopsilerde
yanlis negatifliklerin 6nlenmesi amaglanmaistir.
Daha sonra gozlemciler arasi uyumu
yiikseltmek ve mide HER2 skorlamasini daha
standardize hale getirmek igin, IHK boyanma
siddetini degerlendirmede ‘biiyiitmeler kuralr’
gelistirilmistir (27). Bu yontemle, gozlemciler
arasinda %92.5 uyum saglandig1 goriilmiis ve
yaygin olarak uygulanmaya baglanmigtir. Buna
gore skoru belirlemede, membranéz boyan-
manin segilebildigi mikroskop biiyiitmesi,
skora karar vermekte yol gosterici olmaktadir
(Tablo 2).

Tablo 2: IHK boyanma siddetinin
belirlenmesinde biiylitmeler kurali (27)

Skor 3 | Lam tizerinde mikroskopsuz
goriilebilen, ya da kiiciik
biiyiitmelerde (x2-x5) goriilebilen
giiclli membrandz boyanmadir.

Skor 2 | x10-x20 biiyiitmelerde goriilebilen
zayif-orta siddetteki membrandz
boyanmadir.

Skor 1 | X40 biiylitmede goriilebilen zor
secilen membrandz boyanmadir.

Ciplak gozle, lam iizerinde de goriilebilen, ya
da diisik biylitmede (x2.5/x5) goriilebilen
membrandz boyanma skor 3 olarak degerlen-
dirilmektedir. Orta biiylitmelerde (x10/x20)
goriilebilen  boyanma  skor 2, yiiksek
buyiitmede (x40) goriilebilen boyanma skor 1
olarak degerlendirilmektedir (Resim 3).

Adress for correspondence: Uzm. Dr. Sultan Cigdem Irkkan, Kizilcasar Mah. Atakent Sitesi 1225.sk No: 51 Incek Golbasi 06830 Ankara - Tiirkiye

e-mali: cirkkan@gmail.com

Available at www.actaoncologicaturcica.com
Copyright ©Ankara Onkoloji Hastanesi



ACTA
ONCOLOGICA
TURCICA

Review

{ 3 L

Resim 3a: IHK boyanma siddetinin
degerlendirilmesinde (4BS5), ’biiyiitmeler kurali”
na gore a) diisiik biiyiitmelerde goriilebilen, giiglii

(skor 3) (x4)

-

{

' Resim 3b

Resim 3b: Orta biiyiitmelerde gérﬁlén, orta-zayif
(skor 2) (x20)
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Resim 3c: Yiiksek bﬁyﬁtn{e ile goriilen zor
secilebilir 6zellikte (skor 1) membrandz HER2
pozitifligi (x40).

Diisiik biiyiitmelerde secilebilen boyanmanin
daha biiyiik biiyiitmelerde gercek membrandz
boyanma oldugu dogrulanmali ve submemb-
randz sitoplazmik graniiler boyanmalar ekarte
edilmelidir. Yiizde on miktara ulagsmayan
kuvvetli membrandz boyanma goriildigiinde,
timor heterojenitesi nedeniyle baska tlimor
bloklarinda da IHK ¢alisma tekrarlanabilir
(19). Diffiiz sitoplazmik veya niikleer
boyanma gosteren nadir tiimérlerde de ISH ile

46

amplifikasyon bildirilmis olmas: nedeniyle,
beklenmeyen boyanmalarda da ISH ile
dogrulama yapilmasi onerilmektedir (19, 27).

HER2 IHK testinde izlenen tuzak ve
artefaktlar

Mide tiimorlerinde HER2 testi patologlar icin

yeni ve karmasik oldugu kadar, skorlamay1

etkileyecek celdirici 6zellikler de icermektedir.

Bu o6zelliklerin, testi yapan patolog tarafindan

iyi bilinmesi 6nemlidir.

1. Intestinal metaplazi ve reaktif degisiklikler
gosteren mide mukozasinda  goriilen
artefaktif boyanma: Bu tiir boyanmalarn,
validasyonu yapilmis bir antikor olan 4B5
antikoru ile izlendigi belirtilmektedir (27)
(Resim 4).

S
a) reaktif
mide mukozasinda bazal sitoplazmik (x20)

' " ‘..~ g ”“P,
SR

1 - B 4

734 i\_;#:v_‘ > .‘. . - 7
A :
| e f .\ ‘e o \\~ «“ '\ & 1
ak ?’f}'._ )t . ON N A 4;
Resim 4b: Tiimorde 6nemi bilinmeyen niikleer
ve sitoplazmik boyanma (x40)

Bu antikor kullanildiginda, metaplastik-
reaktif degisiklik alanlari yanlis olarak
timordeki boyanma olarak degerlendiril-
memelidir.

2. Kenar artefakti: Doku kenarlarina rastlayan
timor sitoplazmalarinda goriilen, grantiler-
psddomembranéz  boyanmalarin,  kenar
artefakti oldugu bilinmeli ve
skorlanmamalidir (27). Bu durum, 6zellikle
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endoskopik biyopsiler ve kor biyopsilerde
iyi bilinen ve dikkat edilmesi gereken bir
durumdur.

3. Luminal boyanma: Timodrde luminal
ylizeyde olusan boyanmalar dikkate
alinmamalidir. Nonspesifik artefaktif bir
renklenmedir.

4, Niikleer ve sitoplazmik boyanma: Onemi
heniiz belli degildir. Nonspesifik oldugu
diistiniilmektedir. Bu boyanma pozitif kabul
edilmek yerine Onemi anlagilamamis
oldugundan ISH ile arastiriimalidir (Resim
4) (27).

5. THK testi optimize edilmelidir: Immiin
boyanma skorlanmadan 6nce, boya kalitesi
kontrol edilmelidir (27,36). Her zaman
pozitif ~ kontrol  kullanilmalidir.  Doku
icerisindeki negatif kontroller de gdézden
gecirilmelidir.  Boyanmamasi1  gereken
lenfositler, endotel hiicreleri gibi hiicrelerde
boyanma oldugunda antikorun inkiibasyon
siiresi ya da konsantrasyonunun fazla
oldugu ve tiimorde yanlis pozitiflige sebep
olabilecegi unutulmamalidir.

Review

HER?2 ISH degerlendirilmesi

[HK ile kiyaslandiginda, ISH yontemi daha
maliyetli, biraz daha uzun zaman alan ve daha
deneyimli merkezi laboratuarlarda kullanilan
bir yontemdir. HER2 testinde izlenen
algoritmada, Avrupa’da IHK sonucunda
gerekli durumlarda ISH yontemine bagvuru-
lurken, Amerika’da THK ya da ISH testinden
biri ile HER2 testine baslamak ve borderline
sonuglarda digerini kullanmak Onerilmektedir.
[HK’da herhangi bir belirsizlik durumu
goriildiigiinde de ISH testi yapilmalidir (19).
Fléresan iISH (FISH) yontemi, meme
karsinomlarinda HER2 testi i¢in uzun siiredir
kullanilan, dogrulugu kanitlanmig ve altin
standart olarak kabul edilen bir yontemdir. ISH
teknigi olarak sadece genin test edildigi mono
prob yontemler yanisira, dual yontemler de
kullamilabilir. Dual ISH yontemleri, HER2 geni
ve Kromozoml7 sentromerinin birlikte, ayni
hiicrede farkli renklerde kromojen veya 1sima
ile isaretlendigi, ve gen/kromozom oranimnin
belirlenebildigi yontemlerdir. Aydinlik alan
dual iISH (BDISH) yontemi de son yillarda
gelistirilmis ve FISH ile korele bulunmustur
(38,39). Tiim doku kesitinin zaman sinirlamasi
olmadan ve morfoloji esliginde degerlen-
dirilebilmesi  avantajina  sahiptir.  Ayrica,
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boyanan lamlar FiSH’in aksine, solmadan
arsivlenebilmektedir. ToGA  ¢alismasinda
FiSH yontemi kullanilnug olmakla birlikte, bu
yazida mide karsinomlarinda heterojenite ile
basa ¢ikmada faydali oldugu i¢in tercih edilen,
BDISH yonteminden bahsedilecektir.

Immiin degerlendirmede oldugu gibi,
once boyanma kalitesi kontrol edilmelidir.
Tiimor stromasi, lenfositler ve tiimorsiiz mide
mukozasindaki sinyaller gdzden gegirilmelidir
(36). Bu hiicrelerde her hiicrede ikiser kopya
bulunmasi gereken HER2 geni ve kromozom
17  sinyallerinin  goriilmesi, reaksiyonun
gergeklestigini gostermektedir (Resim 5).
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Resim 5: BDISH yontemlnde i¢ kontrolii olusturan
mide mukozasi ve lenfositler yanisira tiimorde
yeterli gen (siyah) ve kromozom (kirmizi)
sinyallerinin goriilmesi (x100)

Hiicrenin bir kisminin kesitte bulunmamasi
(trunkasyonu) nedeniyle bazi hiicrelerde bu
sinyallerin sayis1 birer adet olabilir, ya da
sinyallerin rastlamadigi hiicreler de olabilir.
Gen ve kromozom sinyallerinin her ikisinin de
izlendigi hiicreler degerlendirmeye alinmalidir.
Trunkasyona ugrayan hiicreler degerlen-
dirmeye almmamalidir (36). Reaksiyonun
yeterli kabul edilebilmesi i¢in  timor
hiicrelerinin %70 kadarinda sinyaller belirmis
olmalidir. Daha az miktarda hiicrede sinyal
izleniyorsa, test daha giiglii bir protokolle
tekrar edilerek, sinyaller ortaya ¢ikarilmalidir.

Amplifiye tiimorlerde {stiiste izlenen
gen sinyalleri, bir normal sinyal biyikligi
dikkate  alinarak  sayica  hesaplanmaya
calisilmalidir. Birbirine dokunan ya da bir
sinyal biytkliginden daha yakin olan
sinyaller, “‘ikiz sinyal’’ olarak adlandiril-
maktadir. ikiz sinyaller mitotik hiicrede,
ayrilmaya baglayan kromatin eslerine ait olup,
tek sinyal olarak sayilmalidir.
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ISH lami once disik ve orta
biiyiitmelerde taranmalidir. Immiin laminda
goriilen reaksiyon alani ile yonlenerek tarama
da faydalidir. Tarama ile tim alanlardaki
sinyaller gozden gecirilmeli ve Klonal
heterojenite bulunmasi durumunda farkli olan
alanlar, ayr1 ayri sayilmalidir (Resim 6).
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Resim 6a: BDISH yonteminde a) amplifiye olan ve
olmayan tiimor hiicrelerinin karigik izlendigi,
daginik paternde (x100) ve b) amplifiye hiicrelerin
(solda) nonamplifiye hiicrelerle (sagda) keskin
gecis gosterdigi, klonal paternde (x100) HER2
heterojenitesi.

Sayilacak hiicrelerin {istiiste binmemis
olmalarina dikkat edilmelidir. Ustiiste binme,
ince kesit alinarak Onlenebilir. Belirlenen bir
hiicre grubunda, 20 ardisik hiicrede ve x40
biiyiitmede gen ve kromozom sinyalleri sayilir.
Patoloji raporunda gen/kromozom orani, hiicre
basina HERZ2 sinyal ortalamasi ve hiicre bagina
kromozom 17 ortalamasi belirtilmelidir (Tablo
3).

Tablo 3: iSH sinyallerinin degerlendirilmesi.

Mono Prob ISH | Dual Prob ISH
Ortalama gen Gen/kr ORANI
>6 | pozitif >2 pozitif
4-5 | borderline* Ortgen | pozitif
>6
<4 negatif <9 Ort gen | borderline*
4-5
Ort gen | negatif
<4
* Birkag set 20 hiicre daha sayima
eklenmelidir.

Kullanilan ISH yénteminin mono veya
dual olusuna gore sonuglar degerlendirilir.
Mono prob testlerde hiicre basina gen
ortalamast 6 ve ilizerinde oldugunda, sonug
pozitif kabul edilmektedir. Gen ortalamasi
4’den az oldugunda sonu¢ negatif, 4’den
biiyilk 6’dan kiiglik oldugunda ise borderline
kabul edilmektedir (Tablo 3). Borderline
sonucglarda, ek 20 hiicrelik setler ortalama
hesaplamasma eklenir. Borderline aralikta
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kalmaya devam eden tiimérler, dual ISH
yontemi ile tekrar c¢alisilmalidir. Dual prob
kullanildiginda gen/kromozom oranina gore
test yorumlanir. Oran 2 ve iizerinde oldugunda
sonug pozitif kabul edilmektedir. Oran 2’den
kiiciik oldugunda test negatiftir. Ancak ilk 20
hiicre sayildiginda, oran 1.8 ile 2.2 arasinda
ise, sonuca karar vermeden oOnce, ek 20
hiicrelik setler sayilarak, ortalama
hesaplanmasina eklenmelidir (18).

Meme timorlerinde gen sayisinin
gen/kromozom oranindan daha  Onemli
olabilecegine dair bulgular ve goriisler
bulunmaktadir (40). Gen/kromozom ortalamasi
2’den kiiclik olan tiimorler igerisinde, gen ve
kromozom sayisi yiikksek olanlar; yani
polizomik olanlar, normal olanlardan farkli
olabilir. Gen/kromozom oram 2’den kiigiik
olsa da, gen ortalamasi 6’dan biiyikk olan
meme timorlerinin  tedaviye iyi cevap
verdiklerini gosteren bulgular vardir (41).
Meme tiimdrlerinde polizomiye bagli artmis
gen kopya sayist (>6) Amerikali Klinik
Onkolog ve Patolog Topluluklari (ASCO/
CAP) tarafindan tedavi icin uygun kabul
edilmektedir (42). Meme karsinomlarinda
oldugu gibi, mide karsinomlarinda da dual
prob kullanildiginda, gen ortalamasini dikkate
almak-patoloji raporunda belirtmek konusunda
oneriler vardir (36).

ISH degerlendirmesinde Sorunlar

1. Gastrik biyopsi materyalinde sadece 5
hiicre amplifiye ise, bu hiicreleri i¢ceren 20
hiicre sayilmalidir.

2. Kuruma artefakti iyi bilinmeli ve bu
durumda  zeminde  izlenen  giimiis
partikiilleri yanlis olarak pozitif kabul
edilmemelidir.

3. ISH yontemi de IHK yontemi gibi
preanalitik kosullara hassasdir. Uzun
fiksasyon siiresine bagli zayif sinyal, ya da
sinyal yoklugu olusabileceginden, laboratu-
varda fiksasyon siirelerine dikkat edilmeli
ve standardize edilmelidir.

HER?2 testini etkileyen faktorler

1. Heterojenite nedeniyle biyopsi
materyalinde yanlig negatiflik: Endoskopist
ozellikle ameliyat olamayacak, ileri evre
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hastalarda  yeterli miktarda  parca
orneklemelidir. Bir ¢alismada heterojen
HER2 immiinreaktivitesi bulunan tiimor-
lerde HER2 amplifikasyonunun HER2
overekspresyonu olmayan bolgelerde tesbit
edildigi gortlmistiir (18). Bu nedenle, bazi
yazarlarca, ilk basamakta IHK’nmn uygun
hastay1 atlayabilecegi goz Oniine alinarak,
biyopsilerde her zaman IHK ve ISH’nin
birlikte kullanilmas1  goriisii  vurgulan-
maktadir.

2. Testin  uygun  preanalitik  kosullar
gerektirmesi: Soguk iskemi siiresi, fiksatifin
tiirii ve fiksasyon siiresi gibi preanalitik
kosullarin, meme tiimorlerinde HER2
degerlendirmesinde etkili oldugu, ve bu
nedenle preanalitik kosullar1 saglamanin
O6nemi bilinmektedir (43). Mide tiimor-
lerinde bu kosullar hakkinda ¢alisma
bulunmadigindan, meme i¢in Onerilen
kosullarin mide materyalinde de saglanmasi
akla uygun gozikmektedir (19). Biyopsi
veya cerrahi materyalin bir an Once ve
yeterli miktarda %10 nétral tamponlu
formalin igerisinde, patoloji laboratuarina
gbnderilmesi saglanmalidir. Patoloji
laboratuarinda  gastrektomi  spesmenleri
biran once agilarak en kisa zamanda gastrik
limenin fiksatife ulagmasi saglanmalidir.
Fiksatife girene kadar gegcen soguk iskemi
stiresi 1 saati asmamalidir. Fiksasyon
siiresi, meme materyalleri i¢in Onerildigi
gibi, kiiciik ya da biiylik tiim materyallerde
6 ile 72 saat arasinda tutulmalidir. Doku
takibinde 60 derece iizerinde sicaklik
uygulanmamali, alkol fiksasyonu ve hizli
takip yapilmamalidir.

3. HER?2 testinde gozlemci ici ve gozlemciler
arast uyumsuzluk: HER2 testinin siirekli
bu testi yapan merkezlerde, tercihen de
yilda en az 100 test yapan merkezlerde
yapilmast Onerilmektedir. Miimkiinse bu
testin belirlenmis birkag patolog tarafindan
yapilmasi  saglanmalidir. Mide HER2
testinin de, meme HER2 testi konusunda
deneyimli merkezlerde calisilmasi,
uyumsuzlukla basa c¢ikmakta faydali
olacaktir.

HER?2 testi kalitesi icin 6neriler
1. Sonu¢ 5 giin gibi kisa bir siire icerisinde-

hizli  verilmelidir.  Mide  karsinomlu
hastalarda seyir ¢ok hizli olmaktadir.
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2. Test icin santral laboratuarlar tercih
edilmelidir. Mide i¢in merkezi bir
laboratuar yoksa onceden meme igin bu
testleri yapan merkezler tercih edilmelidir.

3. Baslangicta ilk 50 kadar tiimérde IHK ile
ISH birlikte ¢alisilarak laboratuar icerisinde
testin dogrulugu kanitlanmalidir (validas-

yon).

4. Memede oldugu gibi, mide tiimérlerinde de
dogrulugu kanitlanmus (valide) Kkitlerin
kullanilmasi 6nerilmektedir (36).

Metastatik tiimor ile primer tiimoriin
HER2 durumu

Primer mide tiimorii ile metastazinda HER2
durumu uyumunu arastiran c¢alismalar da
yapilmaktadir (44-47). Bu c¢alismalardan bir
kisminda metastazlarda HER2 durumunun
pozitiflestigi  tesbit  edildiginden,  primer
timorden baska, metastazin da test edilmesi
onerilmektedir (19).
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