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ÖZET

Amaç: Human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) + meme kanser hastaları, trastuzumab tedavisi 
için uygun hastalardır; bu nedenle HER-2 durumunun doğru bir şekilde değerlendirilmesi gereklidir. HER-2 
durumunu değerlendirmek için, geçerliliği olan ve en yaygın kullanılan metotlar immunohistokimya ve in situ 
hibridizasyondur. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli değerlendirmeler, HER-2’ nin amplifikasyonunu (kan-
titatif polimeraz zincir reaksiyonu) ya da aşırı ekspresyonunu (eşzamanlı polimeraz zincir reaksiyonu) gös-
terir, fakat rutin olarak kullanılmamaktadır. Bu çalışmada, meme kanserinde HER-2 durumunun 
değerlendirilmesinde; immunohistokimya, kromojenik in situ hibridizasyon ve eşzamanlı polimeraz zincir 
reaksiyonunun uyumu değerlendirildi. 
Yöntemler: Primer meme karsinomu tanısı almış 76 olguyu incelendi. İn situ komponenti >%10 fazla olan 
bloklar çalışmaya dâhil edilmedi. Hematoksilen-eozin boyamalar, immunohistokimyasal boyamalar ve kro-
mojenik in situ hibridizasyon, formalinde fikse parafine gömülü doku örneklerine uygulandı. Eşzamanlı 
polimeraz zincir reaksiyonu, invaziv karsinom içeren tümör dokusundan izole edilen RNA’da çalışıldı. 
Bulgular: İmmunohistokimyasal olarak 0/1+ ve 3+ olan alt gruptaki olgularda kromojenik in situ hibrid-
izasyon ve eşzamanlı polimeraz zincir reaksiyonu değerlendirme sonuçları arasında uyum istatiksel olarak 
anlamlı (p<0,0001) saptandı. Ancak, immunohistokimyasal olarak 2+ alt grupta kromojenik in situ hibrid-
izasyon ve eşzamanlı polimeraz zincir reaksiyonu sonuçlarına göre diğer alt gruplarda daha heterojen bir 
dağılım olduğu dikkati çekti. 
Sonuç: HER2 durumunu değerlendirmede, eşzamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ve immunohistokimya 
arasında uyum yüksekti. Ayrıca kromojenik in situ hibridizasyon ile immunohistokimya arasında da iyi bir 
uyum vardı. Eşzamanlı polimeraz zincir reaksiyonu, HER2 durumunu değerlendirmede, oldukça güvenilir 
kantitatif bir değerlendirme sağlar ve yeni bir yöntem olarak immunohistokimyasal yönteme yararlı bir 
tamamlayıcı olabilir. 

Anahtar kelimeler: Meme karsinomu, HER-2, immunohistokimya (İHK), kromojenik in situ hibridizasyon 
(KİSH), kantitatif eş zamanlı-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.
Conclusion: Real time-polymerase chain reaction and immunohistochemistry are highly concordant methods 
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.
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 gİRİş

 Günümüzde, klinik onkolojik yaklaşım program-
larında, sağkalım ve yaşam kalitesi açısından belirgin 
farklılıklar yaratan hedefe yönelik tedavi programla-
rı, etkin şekilde uygulamaya girmiştir. Bu gibi hedefe 
yönelik tedavi yaklaşımları arasında, meme kanseri 
hastalarında trastuzumab kullanımı, en bilinenlerin-
dendir. Trastuzumab (Herceptin, F. Hoffmann-La 
Roche, Basel, Switzerland) spesifik olarak human 
epidermal growth factor receptor-2 (HER-2)’ye karşı 
geliştirilmiş bir monoklonal antikordur. Trastuzu-
mabın, HER-2 pozitif ilerlemiş yada metastatik 
meme kanserinin yanı sıra HER-2 pozitif erken evre 
meme kanserinin tedavisinde monoterapi şeklinde ya 
da diğer sitotoksik ajanlarla kombine edilerek uygu-
lanmasının, sağkalımda belirgin bir artışa neden 
olduğu gösterilmiştir (1-6). Bu nedenle de tüm meme 
kanseri hastalarının tanısında, trastuzumab tedavisin-
den potansiyel yarar görecek hastaları öngörmek için, 
HER-2 durumunun en doğru, güvenilir ve yinelene-
bilir şekilde değerlendirilmesi önerilmektedir (1). 
 HER-2 testi, immunhistokimya (İHK) ya da in 
situ hibridizasyon (İSH) yöntemi ile yapılabilir. 
İHK’sal yöntem ile değerlendirmede, HER-2 protein 
ekspresyon seviyelerine karşı geliştirilmiş antikorlar 
kullanılır ve değerlendirme sonuçları, boyanma oranı 
ve yoğunluğuna göre yarı niceliksel olarak belirlenir 
(7). İSH yönteminde ise, HER2/neu gen kopya sayısı-
nı saptamak için işaretli problar kullanılır. Trastuzumab 
tedavisi uygulanacak hastaların doğru seçimini sağla-
yabilmek için American Society of Clinical Oncology 
(ASCO) ve College of American Pathologists (CAP) 
çalışma grubu bir araya gelerek, hem HER-2 protein 
ekspresyonunu hem de gen amplifikasyonunu değer-
lendirirken belirli kriterlerin kullanıldığı bir basa-
maklar dizisi içeren kılavuzu ilk olarak 2007 yılında 
hazırlamışlardı (7). 2007 ASCO/CAP önerilerine göre 
İHK’sal yöntemle tümör hücrelerinin % 30’undan 
fazlasında uniform, yoğun, komplet, membranöz 
boyanma HER-2 pozitif sonuç (skor 3) olarak değer-
lendirilir. İSH ile pozitif bir sonuç ise invaziv tümör 
hücrelerinin nükleusunda HER2 gen kopya sayısının 

6’nın üzerinde olması ya da HER2 gen/ CEP17 ora-
nının 2,2’nin üstünde olması olarak belirlenmiştir. 
ASCO/CAP paneline katılan uzmanlar arasında, 
İHK’sal değerlendirmenin, HER-2 durumunu belirle-
mek için yeterince doğru bir değerlendirme olmadığı 
görüşünü savunanlar da olmuştur (7). Bu görüşlerini 
de iki büyük çalışma sonuçları ile desteklemişlerdir 
(8,9). Bu çalışmalarda lokal ve merkezi olarak değer-
lendirilen HER2 testinde İHK ya da hem İHK hem de 
floresan İSH (FİSH) yöntemleri arasında uyumsuz-
luk oranlarının tespit edilmesi ile desteklemişlerdir. 
HER-2 değerlendirmeleri, yakın bir zamana kadar bu 
kılavuz bilgilerine göre yapılmaktaydı. Ancak, aynı 
grubun, 2013 yılında yayınladıkları bir yenileme 
çalışması ile HER-2 değerlendirme kriterleri yeniden 
tanımlandı. Bu kriterler, 2006 yılından itibaren litera-
türde yer alan HER-2 değerlendirme yöntemlerini 
içeren tüm çalışmaların yeniden gözden geçirilerek 
hazırlandığı bir kılavuz olarak sunuldu (10). İSH yön-
temi olarak öncü ve uzun süre uygulanan FİSH yön-
temi, yerini kromojenik İSH (KİSH) veya gümüş İSH 
(GİSH)’ye bırakmaya başlamıştır. Çünkü bu yöntem-
ler zamanla solmayan kromojenik bir sinyalin kulla-
nıldığı, fazla zaman tüketmeyen, ayrıca standart ışık 
mikroskobu ile değerlendirilebilen ve daha sonra 
tekrar değerlendirilebilir şekilde arşivlenebilir özel-
likte oldukları için tercih edilmektedir (11,12). 
Günümüzde, HER-2 durumunu belirlemek için tek 
bir “altın standart yöntem” yoktur. ASCO/CAP çalış-
ma grubu da geçerli HER-2 testlerinin %20 kadarının 
preanalitik ve analitik değişkenlere göre doğru olma-
yabileceğini belirtmektedir (13). Gerçekten de çeşitli 
İHK protokolleri, antikorlar veya problar nedeniyle 
laboratuvarlar arası değişkenliğe neden olmaktadır. 
Laboratuvarlar arasında HER-2 testinin yinelenebi-
lirliğinin sağlanması çok önemli olduğu için yeni 
HER-2 değerlendirme test teknolojilerine gereksinim 
vardır. Son zamanlarda, HER-2 ekspresyonunun, for-
malinde fikse-parafine gömülmüş (FFPG) dokuda, 
m-RNA seviyesinin eşzamanlı polimeraz zincir reak-
siyonu (EZ-PZR) ile ölçülebileceği gösterilmiştir (14). 
Bu değerlendirmeler kolay, hızlı, duyarlı, spesifik ve 
niceliksel yaklaşımlardır, daha da önemlisi İHK, 
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FİSH, KİSH ve GİSH gibi uygulama teknikleri ve 
değerlendirme kriterlerinde görülebilecek değerlen-
direnler arası değişkenlik, PZR değerlendirmelerinde 
yoktur (14). PZR uygulamaları için gerekli doku örne-
ği küçüktür, ayrıca PZR standardize ve otomatize 
edilebilir bir yöntemdir. 
 Bu çalışmada, meme kanser hastalarında HER-2 
testinde PZR temelli teknolojinin uygulanmasını 
değerlendirmek amacıyla, HER-2 durumunun İHK, 
KİSH ve EZ-PZR yöntemleri ile belirlenmesi ve bu 
yöntemlerin arasındaki uyum değerlendirildi. Ayrıca 
özellikle, İHK 2 pozitif (kuşkulu) olgularda EZ-PZR 
ile değerlendirmenin, diğer yöntemlere göre güvenilir 
bir alternatif olabilme olasılığı saptanmaya çalışıldı. 

 gEREç ve yÖNtEM

 çalışma Modeli
 Çalışmaya primer tümörü değerlendirilerek inva-
ziv meme karsinomu tanısı almış 76 olgu dâhil edildi. 
Olguların 17’si insizyon/kalın iğne biopsisinden, 
kalan 59 olgu eksizyon/mastektomi materyalinden 
oluşmaktaydı. Olgulara ait tüm hematoksilen-eosin 
(H&E) boyalı preparatlar histolojik görünümleri de 
dikkate alınarak yeniden değerlendirildi. Her bir olgu 
için, in situ komponent tümör dokusunun %10’dan 
daha azı olacak şekilde en tanıtıcı tümör dokusu içe-
ren bloklar seçildi. Bu bloklardan, İHK ve KİSH 
tekniği ile HER-2 durumunu değerlendirmek amaçlı 
4-5 mikrometre kalınlığında kesitler alındı. Ayrıca, 
tüm olgulara ait H&E kesitlerde olası olabildiğince 
invaziv tümör hücrelerinden zengin, stromadan fakir 
alan işaretlendi ve bu alana uyan tümöral doku örneği 
EZ-PZR değerlendirilmesi için bloktan çıkarılarak, 
sterilize edilmiş ependorf tüp içine alındı ve işleme 
kadar oda sıcaklığında saklandı. 

 İmmunohistokimyasal Boyamanın 
 uygulanması
 İmmunohistokimyasal değerlendirme için tümör 
içeren parafin bloklardan 4-mikronkalınlıkta kesitler 
lizinli lamlara alındı. Bir gece 37 ˚C’de etüvde depa-
rafinize edildi. cerbB-2 için immun boyamalar 

monoklonal HER-2 antikoru (Anti-HER2/klon: 
21564, Rabbit monoclonal, Bioss Antibodies, Boston, 
USA) streptavidin-peroksidaz metodu ile manuel 
yöntemle boyandı. İmmun boyama sonuçları iki ayrı 
patolog (AK, NE) tarafından membran boyanmaları 
değerlendirilerek yapıldı ve ASCO/CAP 2013 öneri-
lerine göre skorlandı (10). 

 kromojenik İn Situ uygulanması
 KİSH uygulamak üzere seçilmiş bloklardan 4-5 
mikrometre kalınlığında parafin doku kesitleri hazır-
landı. KİSH boyama, İnvitrogen kiti (İnvitrogen 
SPOT-Light® HER2 CISH Kit, Paisley, UK) kullanı-
larak üretici firmanın protokolüne göre uygulandı. 
Kromojenik sinyal durumu iki ayrı patolog (SA, NE) 
tarafından, 20x ve 40x objektifle yapıldı. Değerlen-
dirme üretici firma tarafından yeni olarak güncellen-
miş ve ASCO/CAP 2013 kılavuzunda önerilen skor-
lama sistemine göre yapıldı (10). Bu skorlama sistemi-
ne göre: tümör hücrelerinin %50’sinden fazlasında 
her nükleusta 5 ve daha az HER-2 gen sinyal sayısı 
varsa amplifikasyon negatif (AN); tümör hücreleri-
nin %50’sinden fazlasında her nükleusta HER-2 
geninin 6-10 sinyali ya da HER-2 geninin çoğul sin-
yali ve küçük kümelerin karışımı varsa amplifikas-
yon pozitif-düşük (AP-D); tümör hücrelerinin 
%50’sinden fazlasında her nükleusta HER-2 gen sin-
yal sayısının 10’dan fazla yada büyük kümelerin ya 
da çoğul sinyal ve büyük kümelerin karışımı varsa 
amplifikasyon pozitif-yüksek (AP-Y) şeklindedir. 
Çalışmada her olgu için üretici firmanın skorlama 
tablosuna göre 30 hücre sayıldı, ortalama sinyal sayı-
sı 4 ile 6 arasında bir değerde bulunan olgularda 30 
hücre daha sayıldı ve iki ayrı sayım ile elde edilen 
sonuçların ortalaması ile toplam 60 hücrede (30 
hücre+30 hücre) bir sonuç değer elde edildi. 

 Eşzamanlı Polimeraz zincir Reaksiyonu 
uygulanması
 Tüm olgulara ait H&E kesitlerde invaziv tümör 
hücrelerinden zengin, stromadan fakir alana uyan 
doku örneği EZ-PZR değerlendirilmesi için bloktan 
çıkarıldı. RNA izolasyonu yapabilmek için Qiagen 
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miRNeasy FFPG Kiti (Qiagen, Penzberg, Germany) 
kullanıldı. Önerilen prosedüre göre önce dokudaki 
parafin kimyasal yolla uzaklaştırıldı, daha sonra sıra-
sıyla DNA ve RNA açığa çıkarıldı. RNA izolasyonu-
nun yeterliliği nanodropta ölçüm yapılarak (A260/
A280 ve A260/A230 değerleri>10 ng/ul) değerlendi-
rildi. m-RNA’ların, c-DNA’ya dönüştürme işleminde, 
içinde 4 ayrı reaktif içeren (revers transkriptaz enzi-
mi, RNAaz inhibitörü, nükleotidler, tampon) Roche 
Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kiti 
(Roche, Penzberg, Germany) kullanıldı. m-RNA içe-
ren c-DNA’ların yeterliliğinde kontrol geni olarak 
“beta-aktin” ile çalışıldı. Ct değerleri 20-30 arasında 
ise uygun, Ct değerleri >30 ise bu değer HER-2 çalış-
ması için uygun değil olarak kabul edildi. Her tümör 
örneği için elde edilen m-RNA, c-DNA’ya dönüştü-
rüldü. Hazırlanan c-DNA’lardan da Her2/referans 
gen konsantrasyonu EZ-PZR yöntemi ile saptandı. 
Bu oransal değer 2 ve üzerinde ise EZ-PZR pozitif 
olarak kabul edildi.

 İstatistiksel analiz
 Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for 
Social Sciences, Chicago, IL, USA, Windows 16.0) 
paket programında yapıldı. Tanımlayıcı istatistikler 
sürekli değişkenler için ortalama ± standart sapma 
veya ortanca (minimum-maksimum) şeklinde, kalita-
tif değişkenler ise gözlem sayısı ve (%) olarak göste-
rildi. İHK, KİSH ve EZ-PZR bulguları Pearson 
ki-kare testi ile analiz edildi. p değeri <0,05 istatiksel 
olarak anlamlı kabul edildi. 

 BulgulaR  

 Çalışmaya dâhil edilen olguların yaş ortalaması 
53,26±12,21 (28-81) olarak tespit edildi. Elli dokuz 
(%77,6) olgu eksizyon ya da mastektomi, 17 (%22,4) 
olgu kalın iğne ya da insizyonel biopsi niteliğindeydi. 
Altmış yedi (%88,2) olgu, invaziv karsinom-
nonspesifik tip (invaziv duktal karsinom) morfoloji-
sindeydi. Diğer olgular arasında medüller özellikler 
gösteren invaziv karsinom, müsinöz karsinom, lobü-
ler karsinom gibi özel alt tipler vardı.

 Ortalama tümör boyutu 2,40±1,18 (0,5-7) olarak 
tespit edildi. Modifiye Bloom Richardson’a göre his-
tolojik derece (HD) dağılımı; 2 (%2,6) olgu HD 1, 54 
(% 71,1) olgu HD 2, 20 (%26,3) olgu HD 3 olarak 
belirlendi. 
 İHK’sal değerlendirme sonuçlarına göre olguların 
33’ü (%43,4) 3+, 23’ü (%30,3) 2+, 20’si (%26,3) 
0/1+ olduğu tespit edildi (Resim 1) KİSH uygulama-
sı tüm olgulara uygulandı. Amplifikasyon 44 (%57,9) 
olguda saptandı (Resim 2), 32 (%42,1) olguda ampli-
fikasyon saptanmadı (Resim 3). 

 EZ-PZR ile beş olguda Her-2/neu veya referans 
gen ile sonuç alınamadığı için diğer yöntemler ile 
karşılaştırmalar yapılırken, değerlendirme dışı bıra-

Resim 1. HER-2 durumu İHk 3+ olan invaziv meme karsinomu 
(anti-HER2 antikoru x100).

Resim 2. kİSH ile yüksek amplifikasyon (büyük kümeler şeklinde) 
(kİSH x400).
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kıldı. EZ-PZR ile Her2/referans gen konsantrasyonu 
için ortalama değer 5,77±1,89 (0,08-155,38) olarak 
saptandı. Değerlendirme kriterlerine göre 35 (%49,3) 
olgu pozitif, 36 (%50,7) olgu negatif olarak tespit 
edildi. 

 İHk ile kİSH sonuçlarının karşılaştırılması
 İHK 3+ olguların 31’i (%93,9) KİSH ile amplifi-
kasyon gösterdi. İHK 0/1+ (negatif) alt grup içinde 
KİSH negatif 18 (%90) olgu vardı. İHK 2+ (kuşkulu) 
olan 23 olgunun 11’i (%47,8) KİSH ile amplifikas-
yon gösterirken 12 olguda (52,2) amplifikasyon 
görülmedi. İHK ve KİSH sonuçları arasında uyum 
istatiksel olarak anlamlı (p=0,0001) bulundu. Tablo 
1’de bu sonuçlar karşılaştırmalı olarak gösterildi.

 

 İHk ile PCR sonuçlarının karşılaştırılması
 Yinelenen çalışmalara rağmen, toplam 5 olguda (2 
olgu İHK 3+, 1 olgu İHK 2+, 2 olgu İHK 0/1+) 

Her-2/neu veya referans gen ile sonuç alınamadı. 
İHK 3+ 31 olgunun 23’ünde (%74,1) EZ-PZR ile 
pozitiflik saptandı. İHK 0/1+ olan 18 (%88,9) olguda 
EZ-PZR negatif sonuç verdiği gözlendi. İHK ve 
EZ-PZR sonuçları arasındaki uyum istatistiksel ola-
rak anlamlı (p=0,0001) bulundu. Tablo 2’de bu 
sonuçlar karşılaştırmalı olarak gösterildi.

  
  
  
  
 

 kİSH ile PCR sonuçlarının karşılaştırılması
 KİSH ile amplifikasyon gösteren toplam 42 olgu-
nun 30’unda (%71,4) EZ-PZR ile de ekspresyon 
saptandı. KİSH ile amplifikasyon göstermeyen top-
lam 29 olgunun 24’ünde (%82,7) EZ-PZR ile eks-
presyon saptanmadı. KİSH ve EZ-PZR sonuçları 
arasındaki uyum istatistiksel olarak anlamlı 
(p=0,0001) bulundu. Tablo 3’te sonuçlar karşılaştır-
malı olarak gösterildi.

 

 taRtışMa 

 Trastuzumab tedavisi uygulanacak hastaların 
öngörülmesi için HER2 durumunu belirlemede, 
öncelikle önerilen ve uygulanan yöntem İHK’dır 
(13,16). HER2 immun boyamasının uygulanması kolay-
dır, patoloji laboratuvarlarında FFPG örneklerde 

Resim 3. kİSH ile tümör hücre nükleuslarında amplifikasyon 
(kİSH x400).

tablo 2. İHk  ile Ez-PzR değerlendirme sonuçları (p=0,0001).

EZ-PZR
 Negatif
 Pozitif

Toplam (n)

0/1+
      

16
  2      

18

2+

12
10                                       
     
22

3+

  8 
23   

31

toplam (n)

36
35

71

İHK: İmmunohistokimya
EZ-PZR: Eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu

İHk

tablo 1. İHk ve kİSH değerlendirme sonuçları (p= 0,0001).

KİSH
 Negatif
 Pozitif

Toplam (n)

0/1+
      

18
  2
 
20

2+

12
11                                                            

23

3+

  2 
31
 
33

toplam (n)

32
44

76

İHK: İmmunohistokimya
KİSH: Kromojenik in situ hibridizasyon

İHk

tablo 3. kİSH ve Ez-PzR değerlendirme sonuçları (p=0,0001).

EZ-PZR
 Negatif
 Pozitif

Toplam (n)

Negatif

  
24
  5

29

Pozitif
 

       
12
30
     
42

toplam (n)

36
35

71

KİSH: Kromojenik in situ hibridizasyon
EZ-PZR: Eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu

kİSH
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yaygın şekilde uygulanabilir ve güvenilir standart bir 
yöntemdir. Ayrıca, nispeten ucuzdur, ancak semikan-
titatif bir yöntemdir. Ayrıca olguların %3-15’inde, 
İHK kuşkuludur ve daha ileri analizler gereklidir, bu 
da genelde İHK’ya ek olarak FİSH uygulanmasını 
gerekliliğini ortaya koymaktadır (17). FİSH de İHK 
gibi semikantitatif bir yöntemdir, İHK’ya göre daha 
yüksek maliyetli, ayrıca özelleşmiş bir deneyim ve 
donanım (floresan mikroskobu) gerektirir. HER2 
durumunu değerlendirme yöntemleri arasında 
EZ-PZR’nun, bugün için geçerli olan İHK+FİSH 
uygulamasına yararlı bir seçenek olabileceği düşü-
nülmüştür Çok sayıda çalışmada İHK ve EZ-PZR 
uygulamaları karşılaştırılmıştır (18-28). Bu çalışmalar 
ile frozın ve FFPG dokularla çalışıldığında, iyi bir 
uyum (%82-100) olduğu saptanmıştır, ancak çalış-
maların çoğunda olgu sayıları sınırlıdır. Çalışma-
mızda, İHK ve EZ-PZR değerlendirmelerinde, İHK 
0/1+ ve İHK 3+ alt grup içinde iyi uyum saptanmıştır. 
Ancak İHK 3+ olmasına rağmen, EZ-PZR ile pozitif-
lik saptanmayan 8 olguda uyumsuzluğun nedenini 
araştırmak amacıyla tüm parametreler yeniden değer-
lendirildi. Bu 8 olgunun KİSH değerlendirmesinin 
tümünde amplifikasyon saptandığını gördük. İki olgu 
dışında tümü kalın iğne ya da insizyonel biopsi nite-
liğindeydi. EZ-PZR değerlendirmesinde pozitiflik 
saptanamamasını, RNA izolasyonu için alınan doku 
örneğinin, yeterli tümör hücreleri içermeyen desmop-
lastik stromadan zengin bir doku olabileceği ve bu 
nedenle de m-RNA ekspresyonunun bulunmayacağı 
gerçeği ile açıklayabiliriz (Resim 4). ASCO/CAP 
2013 kılavuzuna göre de HER2 durumunun EZ-PZR 
ile değerlendirmesi bu gibi nedenlerle önerilmemek-
tedir (10).
 İHK 2+ alt grubunda ise EZ-PZR +’liği bulunan 
olgularda Her2/referans gen konsantrasyonu değeri-
nin yalnızca bir olgu hariç 2’ye çok yakın bir değer 
olması, olguların yarısının KİSH ile amplifikasyon 
göstermemesi, amplifikasyon gösteren 3 olgunun 
2’sinin düşük amplifikasyon göstermesi bu alt grup 
olgularda, KİSH yerine EZ-PZR ile değerlendirme-
nin uygunluğunu göstermesi açısından anlamlı olabi-
leceği düşünüldü. Lehmann-Che ve ark. (29) tarafından 

İHK ve EZ-PZR’ın uygulandığı ve uyumsuz ya da 
kuşkulu sonuç elde edilen olgulara ek olarak farklı 
yöntemlerin uygulandığı çalışmada, HER2 durumu 
için bir nihai sonuç elde edilmiştir. Uyumsuz olgular-
da, EZ-PZR’nun nihai sonucu belirlemede İHK kadar 
güçlü olmadığı, ancak kuşkulu olguların değerlendi-
rilmesinde EZ-PZR ile nihai sonuç arasında yüksek 
oranda bir uyum sağlanmıştır ve böylece bu çalışma 
ile İHK +2 olgular için FİSH’e alternatif olabileceği 
kabul edilmiştir. Nihai sonuca göre yanlış negatif 
olguların bir kısmında, EZ-PZR değeri çalışmada 
kabul edilen EZ-PZR sınır değerine çok yakın olması 
da dikkat çekicidir. Çalışmamızda, İHK 2+ olgularda, 
KİSH ve EZ-PZR yanı sıra ek değerlendirmeler 
yapılmamış olmasına rağmen, EZ-PZR ile pozitif 
olanlarında değerin 2’ye çok yakın olması, Lehmann-
Che ve ark. (29) çalışmalarına benzer bir özellik oldu-
ğu düşünülmüştür. Bu gibi EZ-PZR yönteminde 
sınırlılık olarak kabul edebileceğimiz durum, basitçe 
tümör hücrelerinin dilüsyonu ile açıklanabilir ya da 
gerçekten bu alt gruptaki olgular heterojendir, 
EZ-PZR gibi nesnel uygulamalar gereklidir. EZ-PZR 
hızlı, uygulanması kolay, kantitatif bir yöntemdir, 
gözlemciler arası değişkenlik yoktur. Ancak, nonne-
oplastik doku ya da in situ komponentin varlığı nede-
niyle tümör genomik materyalinin dilüsyonu EZ-PZR 
da iyi bilenen bir kıstlılık durumudur, bu nedenle 
moleküler çalışmalar öncesi, örneğin mikroskobik 
kontrolü çok önemlidir. 

Resim 4. Desmoplastik stromadan zengin tümör dokusu (H&E x100).
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 Çalışmamızda İHK ve KİSH değerlendirmeleri-
nin karşılaştırılmasında, İHK 0/1+ alt grup içinde iyi 
bir uyum (%90) gözlemlendi. Ancak, İHK 3+ alt grup 
içinde ise KİSH pozitifliği, daha çok yüksek amplifi-
kasyon niteliğinde olduğu görüldü. Buna karşın İHK 
2+ alt grup KİSH pozitifliği daha çok düşük amplifi-
kasyon niteliğinde olduğu görüldü. İHK 3+ alt grup 
için İHK ile KİSH değerlendirmelerindeki uyumsuz 
olgular, aynı KİSH kitinin kullanıldığı farklı bir seans 
uygulaması ile yineleme olarak değerlendirildi. Buna 
rağmen, amplifikasyon saptanmadı. KİSH uygulama-
nın hassas, kitin içeriğindeki reaktif ve ortam sıcaklı-
ğından ya da ortam neminden etkilenebilen nispeten 
öznel bir yöntem olması ve elle uygulamamız ile 
açıklanabilir. KİSH pozitif ve EZ-PZR negatif olgu-
lar incelendiğinde yalnızca iki olgu yüksek amplifi-
kasyon göstermekteydi ve diğer olgularda düşük 
amplifikasyon görüldü. İHK 2+ olguların EZ-PZR 
sonuçlarına bakıldığında negatif olan 12 olgunun 
yalnızca 2’sinde m-RNA ekspresyon düzeyi 1’e 
yakın iken, diğer tüm olgularda sınır değer olan 2’ye 
çok yakın olduğu gözlendi. EZ-PZR ile HER2 mRNA 
seviyelerinin, başarılı şekilde değerlendirildiği ve 
maliyet analizlerinin yapıldığı çalışmalar,  EZ-PZR’nun 
spesifik, yüksek duyarlılıkta, güvenilir ve uygun 
maliyetli bir yöntem olduğunu göstermiştir (21,24,30-32). 
Vinatzer ve ark. (24) yaptıkları çalışmada, HER2 duru-
munu, İHK ve EZ-PZR ile değerlendirmenin, İHK ve 
FİSH ile değerlendirmeden daha ekonomik olduğunu 
saptamışlardır. İHK ve EZ-PZR kullanımı, birbirini 
tamamlayan ve kontrol eden durum gibi düşünülebi-
lir. EZ-PZR ile HER2 durumunun değerlendirilmesi, 
nesnel ve yinelenebilir sonuçların elde edilmesi yanı 
sıra maliyet analiz çalışmalarının desteklemesi duru-
munda gelecekte ilk sırada yer alabilecek bir yöntem 
olabilir. Ancak bu konuda çok merkezli, doğrulanmış 
EZ-PZR çalışmalarının gerekliliği unutulmamalıdır. 
 HER2 durumunu değerlendirmede ender fakat 
önemli bir konu kromozom 17 polizomisidir, çünkü 
HER2 durumunu değerlendirmeyi zorlaştırır. İHK 3+ 
ve KİSH ile amplifikasyon göstermeyen 6 olgunun, 
2’si KİSH ile polizomi gösterdi ve EZ-PZR ile pozi-
tifti. Polizomi durumunu değerlendirmede dual KİSH 

uygulaması bu sorunu ortadan kaldırabilir. Biz dual 
KİSH ile çalışmadık, ancak iki ayrı kişi tarafından 
KİSH değerlendirmesini yaptık ve düşük amplifikas-
yon gösteren olgularda farklı zamanlarda sayma işle-
mini yineledik. 
 Değerlendirmeyi zorlaştırdığı bilinen diğer durum 
da uygunsuz fiksasyonudur. Bu durum yalnızca İHK 
2+ olgularımızda KİSH pozitifliği ve EZ-PZR pozi-
tifliği durumunda söz konusu olabilir. Çünkü İHK 
0/1+ ve KİSH negatif, buna karşılık EZ-PZR pozitif 
olgumuz yoktu. Uyumsuz olgularda bir diğer olası 
neden, gerçek borderline HER2 durumu olabilir ve 
yalnızca hafif teknik duyarlılık değişiklikleri negatif 
ya da pozitif olarak sonuçlanabilir. Uyumsuz olgula-
rın bir kısmı, intratümör heterojenitesi ile açıklanabi-
lir. Bu durum uygulanan değerlendirmelerin birbirine 
çok yakın tümör dokusunda yapıldığında bile söz 
konusudur. 
 Çalışmamızdaki İHK uygulama ve değerlendir-
meleri için kısıtlılıklar, kişiler arası uyumsuzluk gibi 
genel öznel değerlendirmeye bağlı ortaya çıkan 
durum olarak söylenebilir. Bu durumu önlemek için 
farklı zamanlarda iki ayrı değerlendirme yapıldı ve 
uyumsuz olgularda bir üçüncü değerlendirme yapıldı. 
EZ-PZR uygulama ve değerlendirmeler, tüm EZ-PZR 
çalışma prensiplerine göre nükleik asitlerin optimal 
nitelikte (uygun miktar ve sürede formalin fiksasyo-
nu, doku enzimleri, depolanma süresi ve sıcaklığı) 
olması gerekliliği sağlanarak yapıldı. KİSH uygula-
ması, laboratuvarın şartlarına uygun olarak manuel 
şekilde ve hibridizasyon fırını kullanmaksızın yapıl-
dı. Ayrıca, dual KİSH kullanmamış olmamızın poli-
zomi olgularını değerlendirmede bir eksiklik yaratttı-
ğı düşünülebilir. 
 Çalışmamızın olası bir başka sınırlılığı ise tümör 
hücre komponentinin stromal, inflamatuvar ve nor-
mal epitelyal hücreler ile dilüe olması ve sonuçta 
tümöre ait HER2 m-RNA seviyelerinin düşük seviye-
de saptanmasıdır. Bu durum İHK 3+ ve EZ-PZR – 
olgular için geçerlidir ve yukarıda açıklanmıştır. 
İHK2+ alt grup diğer çalışmalarda olduğu gibi diğer 
alt grup lardan daha heterojen nitelik göstermekteydi. 
Bu nedenle özellikle İHK 2+ alt grup için dual KİSH, 
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FİSH, SİSH yanı sıra alternatif İHK değerlendirmeler 
de yapılması uygun olacaktır. 
 Meme kanserinde HER-2 durumunun değerlendi-
rilmesinde, İHK, KİSH ve EZ-PZR gibi yöntemler 
birbirinin yerine geçen değil, birbirlerini tamamlayan 
ve henüz klinik sonuçlarla ilişkileri tam olarak ortaya 
konamamış tetkiklerdir. Bu konuda geniş kapsamlı 
ve çok merkezli doğrulanmış çalışmalara gereksinim 
vardır. 
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