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Ozet

Amag: Epstein Barr virisi(EBV) insanda bircok kanser tiirayle
iliskilendirilmis bir virtis tipidir. EBV ile meme kanseri
arasindaki iliski bircok calismada degiskenlik gostermektedir.
Biz de kendi bolgemizdeki meme neoplazilerinde EBV’nin
varhigint aragtirdik.

Gereg ve Yontem: Bu calismada 57 hastanin parafin bloklara
gomuli meme biyopsi 6rnekleri kullanildi. Bu hastalarin 20si
fibroadenom tanist, 37’si ise invaziv duktal karsinom tanisi
almistt. Bu 37 invaziv duktal karsinom hastast Bloom
Richardson sisteminin Nottingham modifikasyonuna gére 13’a
grade 1, 12’si grade 2 ve 12’si grade 3 olarak derecelendirildi.
Tum biyopsilere EBV varligini arastirmak tizere Epstein-Barr
Virus Early RNA (EBER) in situ hibridizasyon y6ntemi
uygulandi.

Bulgular: EBER in situ hibridizasyon yontemi sonucunda 20
fibroadenomun 5’inde, 13 Grade 1 invaziv duktal karsinomun
4unde ve 12 Grade 2 invaziv duktal karsinomun 2’sinde pozitif
boyanma izlendi. Grade 3 invaziv duktal karsinom tanili
vakalarin tamami negatifiti.

Sonug: Bizim ¢alismamizda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmasa da bazi timér hiicrelerinde boyanma izlendiginden, EBV
varligini gostermede daha sensitif olabilecegi distntlen ileri
calismalara ihtiyag¢ oldugu dustinuldi.

Anahtar kelimeler: EBV; meme neoplazileri; in situ
hibridizasyon

Girig

Meme  kanseri dinyada en stk gdrilen
kanserlerden olup kanser ile iligkili o6limlerin
basinda  gelmektedir. Kanser kayit birimi
tarafindan  yaymnlanan 2015 kanser raporu
verilerine gore 2015’te 17 binden fazla kadina
meme kanseri teshisi konulmustur. Turkiye’de ise
1994’te 100 bin kiside 24 kiside meme kanseri
gorilirken 2015°te bu sayt 43.8’e yikselmistir (1).
Meme kanseri gelismekte olan ilkelerde ve geng
yas grubunda daha sik gorilmekle birlikte su ana

Abstract

Objective: Epstein Barr virus (EBV) is a type of virus
associated with many types of cancer in humans. The relation
between EBV and breast cancer varies in different studies. We
also studied the presence of EBV in breast neoplasms, in our
region.

Materials and Methods: In this study, breast biopsy samples
from 57 patients embedded in paraffin blocks were used.
Twenty of these patients were diagnosed with fibroadenoma.
Thirty-seven of the patients were diagnosed with invasive ductal
carcinoma. Out of the 37 invasive ductal carcinoma patients, 13
were graded as grade 1, 12 as grade 2 and 12 as grade 3 based
on the Nottingham modification of the Bloom Richardson
system. Epstein-Barr Virus Early RNA (EBER) in situ
hybridization method was applied to all biopsies to research the
presence of EBV.

Results: The EBER in situ hybridization method shows,
positive staining in 5 of 20 fibroadenomas, 4 of 13 Grade 1
invasive ductal carcinomas and 2 of 12 Grade 2 invasive ductal
carcinomas. All cases with grade 3 invasive ductal carcinoma
were negative.

Conclusion: Although there was no statistically significant
difference in our study, it was thought that further studies
which are more sensitive on demonstrating the presence of
EBV are needed, since staining was observed in some tumor
cells.
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kadar bilinen risk faktorleriyle bu iliski tam olarak
aciklanamamustir (2). Epstein Barr virisi (EBV)
Human Herpes viriis ailesinden olup insanlarin
yaklasik %90-95’1 cocukluk déneminde veya erken
adolesan dénemde bu virlisle enfekte olmaktadir
(3). EBV’nin Burkitt lenfoma, nazofarinks
karsinomu ve Hodgkin lenfoma gibi bircok
hastalikla iliskisi gosterilmistir (2). EBV ile meme
kanseri arasindaki iliskiyi arastiran bircok makale
olup sonuglar tartismalidir. Bunun nedeninin
yapilan arastirmalarin  1rk, cografya, kullanilan
yontemler ve meme kanseri subtiplerinin
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farkliliklarindan ~ kaynaklandigr  distiniilmektedir
(4). Biz de yaptigimiz bu ¢alismada, Epstein-Barr
Virus Early RNA (EBER) in situ hibridizasyon
(ISH) yontemini kullanarak, kendi bdlgemizdeki
farklt derecelerdeki meme kanserlerinin klinik,
histopatolojik ve Ostrojen, progesteron ve cerbb2
gibi imminhistokimyasal bulgularinin EBV ile
iligkisini ortaya c¢ikarmak ve literatiir bilgileriyle
karsilagtirmay1 amagcladik.

Gerecg ve Yontem

Bu calisma igin Van Yiiziincti Y1l Universitesi Tip
Fakiltesi Etik Kurulu’'ndan 22.05.2020 tarih
2020/03-14 nolu karar ile izin alinmistir.

Hastalar ve Ornekler: Bu calismada, ilimizde
2018-2019 yillar1 arasinda invaziv meme kanseri ve
fibroadenom tanist almig, yaglar1 29 ile 80 arasinda
degisen, 57 kadin hastanin meme trucut biyopsi
dokularindan elde edilmis ve patoloji arsimizde
mevcut olan parafin bloklari kullanildi. Dokulart
secerken hem mevcut calismaya yeterli olmasina,
hem de calismada kullanilan dokunun ileri
zamanda hasta veya hasta yakini tarafindan baska
bir merkezde tekrar degerlendirilmesi amaciyla
teslim alinmast durumunda yeterli miktarda doku
bulunmasina 6zen gosterildi. Dokularin  37’si
invaziv duktal karsinom, 20’si fibroadenom (Grup
1) tanisi almis hastalarin dokulariydi. 37 invaziv
duktal karsinom hastasinin 13’4 Grade 1 (lyi
diferansiye) (Grup 2), 12’si Grade 2 (Orta
derecede diferansiye) (Grup 3) ve 12’si Grade 3
(Grup 4) (Az diferansiye) olarak
derecelendirilmistir.  Derecelendirmede  Bloom
Richardson Sisteminin Nottingham modifikasyonu
kullanild: (5).

In situ hibridizasyon: In situ hibridizasyon igin,
rutin olarak islenip %10’luk formaldehitte fikse
edildikten sonra parafine gémilmis arsiv
dokularindan 4 um kalinliginda kesitler alindr. In
situ  hibridizasyon, INFORM EBER probu
(Ventana Medical Systems Inc) ve bu hibridize
prob sinyalini tespit etmek i¢in ISH iVIEW Blue
plus  kiti  (Ventana) kullanilarak  dreticinin
talimatlart dogrultusunda gerceklestirildi. Kesitler
alindiktan sonra boyanma protokoline gegildi.
Boyanma protokoli, reaktiflerin belli sicakliklarda,
6nceden belirlenen siirelerde inkitbe edildigi
bircok adimdan olugmaktadir. Her enkibasyon
adiminin sonunda, BenchMark ULTRA(Ventana)
cihazt baglanmayan materyali uzaklastirmak icin
kesitleri yikandi ve lamdan sulu reaktiflerin
buharlagsmasini en aza indiren sivt lamelleme
¢6zeltisi uygulandi. Bu protokolin ardindan 1sik
mikroskobu kullanilarak degerlendirme yapild1.
Eger bir timdér hiicre ntkleusunda  veya

stoplazmasinda koyu mavi veya siyah boyanma
izlenirse pozitif boyanma olarak kabul edildi ().
Pozitif kontrol icin andiferansiye nazofarinks
karsinomu doku kesiti kullanild.

Istatistiksel analiz: Klinikopatolojik parametreler
ile imminhistokimyasal bulgularin EBV varlig ile
arasindaki iliskinin arastirilmast amaciyla yapilan
bu arastirmanin 6rnek genisligini hesaplamada, her
degisken icin power (testin glicli) en az %80 ve 1.
tip hata %5 alinarak beliflenmistir. Calismadaki
kategorik degiskenler icin tanimlayict istatistikler

sayt ve oran olarak ifade edilmistir. “EBER
pozitifligi” ile  “gruplar”  arasindaki iliskiyi
belirlemede Ki-kare testi kullanilmistir.

Hesaplamalarda istatistik anlamlilik dizeyi (a) %5
olarak alinmis ve hesaplamalar icin SPSS (IBM
SPSS for Windows, ver.24) istatistik paket

programi kullanilmigtir.

Resim 1. Fibroadenom tanili hastadaki meme
asintslerinde EBER ile boyanma izlendi. (EBER x200)

Resim 2. Grade 1 Invaziv duktal karsinom
hicrelerinde EBER ile boyanma izlendi. (EBER x400)
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Tablo 1: Gruplara gére EBER pozitiflik oranlarinin karsilastirilmasi

EBER

.. . *p *p
Pozitif Negatif
1. Grup (Fibroadenom) 5 15
2. Grup Grade 1 IDC (Kanser) 4 9 0423
3. Grup Grade 2 IDC (Kanser) 2 10 0.114 '
4. Grup Grade 3 IDC (Kanser) 0 12
Ostrojen pozitif 4 24
Ostrojen negatif 2 7 0.574
Progesteron pozitif 1 24 0.006
Progesteron negatif 5 7 '
Cerbb2 pozitif 1 9
Cerbb2 negatif 5 22 0-532
Kib7 %15 ve fazlast 4 23 0704
Ki67 %15 den az 2 8 '
50 yas alt1 3 12
50 yas Usti 3 19 0.606
* Ki-kare testi sonuglarina gore anlamlilik diizeyleri IDC: Invaziv Duktal Karsinom EBER: Epstein-Barr Virus
Early RNA
Bulgular

EBV varliginin arastirilmasi: EBV  varligy,
%064.9’u (n=37) invaziv duktal karsinom ve %351
(n=20) fibroadenom olmak izere 57 vakada
arastirildi. EBER in situ hibridizasyon ydntemi
sonucunda 20 fibroadenomun %25’inde (n=5)
(Resim 1) ve 37 invaziv karsinomun %16.2’sinde
(n=06) pozitif boyanma izlendi. Bu invaziv
karsinomlardan, 13 Grade 1 invaziv duktal
karsinomun %30.7’sinde (n=4) (Resim 2) ve 12
Grade 2 invaziv duktal karsinomun %16.6’sinda
(n=2) (Resim 3) pozitif boyanma izlendi. Grade 3
invaziv duktal karsinom tanili vakalarin ise tamami
negatifti.

Resim 3. Grade 2 Invaziv Duktal karsinom
hiicrelerinde EBER ile boyanma izlendi. (EBER x400)

EBER pozitif vakalarda klinik, histopatolojik
ve immiinhistokimyasal 6zellikler: Gruplara
gore EBER pozitiflik oranlari karsilastirildiginda
kanser olmayan 1.grubun Eber pozitiflik orani
(5/20) ile kanser olan 2.-3. ve 4. gruplarin toplam
EBER porzitiflik oranlari (6/37) arasinda istatistik
olarak anlamli  bir farklilk g6zlenememistir
(p>0.05). Bagka bir ifadeyle, kanser olan ve
olmayan bu iki gruba gére EBER pouzitiflik
oranlart birbirine benzer bulunmusgtur. Farkli
derecelerde meme kanseri tanist almis 2., 3. ve 4.
Gruplarin EBER pozitiflik oranlari
karsilastirildiginda da istatistik olarak anlamli bir
farklilik gézlenememistir (p>0.05). Ayrica EBER
pozitif ve negatif vakalar arasinda yas, Ki67
proliferasyonu indeksi, &strojen  ve  cerbb2
ekspresyonlari arasinda anlamli iliski izlenmedi
(p>0.05). birlikte EBER pozitif ve
negatif vakalar arasinda progesteron ekspresyonun
karsilastirildiginda  anlamli  fark  gbzlenmistir
(p<0.05). Progesteron ekspresyonu gostermeyen
invaziv duktal karsinom vakalarinda daha fazla
EBER poritifligi  izlenmistir. Klinikopatolojik
bilgiler ve imminhistokimyasal sonuclarla EBER
pozitif ve negatif kanserler arasindaki iliski Tablo
1’de gdsterilmistir.

Bununla

Tartigma
Bazi  calismalar meme kanseri hiicrelerinde
EBV’nin varligini  gbstermis olsa da, meme

kanserinde EBV’nin onkolojik rolii henliz tam
olarak ortaya konmamistir. Bununla birlikte birkag
calismada EBV’nin meme kanseri hicresinde
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aptanmasinin kotd prognozla iligkili olabilecegi de
belirtilmistir (7). Noha ve ark. (8) yaptig1 calismada
lenf nodu tutulumu ile EBV pozitif vakalar
arasinda istatistiksel olarak anlaml: iliskinin oldugu
gosterildi. Hachana ve ark. (9) yaptigt calisgmada
ise Ostrojen negatifligi ile EBV pozitif vakalar
arasinda anlamli iliski bulundu. Bu calismalar bu
bulgularla EBV  varliginin  kéti  prognozu
gbsterdigini idda etmektedir. Bizim c¢alismamizda
ise EBER pozitif vakalar ile k6t prognoz faktoéri
sayilabilecek parametrelerden biri olan
progesteron negatifligi arasinda istatistiksel olarak
iliski izlenmekle birlikte iyi diferansiye (Grade 1)
meme  kanserlerinin = %30.7’sinde(n=4), orta
derecede diferansiye (Grade 2) meme kanserlerinin
%16.6’sinda (n=2) EBER pozitifligi izlenirken, az
diferansiye (Grade 3) meme kanserli 12 olguda
boyanma izlenmediginden ko6t prognozla kesin
bir iliski kurulamamistir. EBV’nin onkoproteinin
bazi farkli tipteki kanser hiicrelerinde eksprese
edildigi gosterilmistir. Burkitt lenfomada Epstein
Barr Nikleer Antigen (EBNA1) ve EBER,
nazofarinks  karsinomunda EBNA1, Latent
membran protein (LMP1), LMP2, EBER, mide
karsinomunda EBNA1, LMP2, EBER, T/Natural
killer hucreli lenfomada EBNA1, LMP1, LMP2,
EBER, hodgkin lenfomada EBNA1, LMPI1,
LMP2, EBER onkoproteinleri eksprese edilir (10).
Biz de bu calismamizda EBV ile iligkili kanser
hiicrelerinde yaygin olarak saptanan onkogen olan
EBER’i arastirdik. Farkli  tlkelerde  yapilan
arastirmalarda meme kanseri ile EBV arasindaki
iliski %1 ile %068 arasinda ciddi degiskenlik
gostermektedir  (2,6,8,11,12,13,14,15). EBV ile
iliskili nazofarinks karsinomu, Burkitt lenfoma
veya Hodgkin lenfoma gibi neoplazilerin cografik
olarak dagiliminin farklilik gbsterdigi
distnilmektedir (6). Cografik farkliliklarin da
etkiledigi dustnilen EBV-meme kanseri iligkisini
gbstermek  icin  bolgemizde(Van)  yaptigimiz
calismada 37 meme kanser hastasinin 6’sinda
EBER pozitifligi izledik fakat fibroedenom
grubuyla istatistiksel fark izlemedik. Bununla
birlikte retrospektif ¢alisma olmast ve biyopsi
orneklerinde bu c¢alismanin yapilmast sebebiyle
lenf nodu metastazi ve timor ¢apt gibi Onemli
parametreler ¢alismaya dahil edilemedi. EBV ile
iligkili bircok kanser tiriinde, timor hicrelerinde
vaygin EBER pozitifligi izlenmesine karsin, bazi
calismalar meme kanserinde EBV arastirilmasi icin
Polymerase Chain Reaction (PCR) y6nteminin
EBER’e gore daha sensitif oldugunu ileri siirer (9).
Bizim calismamizda  ise PCR  y6ntemi
yapilmamasina ragmen, her ne kadar istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmasa da meme kanseri

vakalarinda  %16.2’sinde  (n=06), fibroadenom
vakalarinin ise %25’inde (n=5) EBER pouzitifligi
gorildiginden, bolgemizde  ileride PCR
yontemiyle ¢alisma yapilmasinin  daha saglikh
sonugclar verebilecegi diisintldi.

Sonug

Istatistiksel olarak benign ve malign neoplaziler
arasinda farklilik gbstermemekle birlikte
bolgemizdeki meme neoplazilerinin bazilarinda
timér hiicrelerinde EBER varligi gosterildi. Bu
yizden  bolgemizdeki ~meme neoplazilerinin
patogenezinde EBV’nin rol oynayabilecegini
distinmekle birlikte EBV varligini gdstermede
daha sensitif olabilecegi disinilen PCR ydntemi
basta olmak tzere ileri ¢aligmalarin yapilmasinin

bu konuda daha saglikli sonuglar verecegi
disunulda.
Cikar c¢atigmasi: Yazarlar c¢ikar catismast

olmadigini bildirmislerdir.
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