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Importance of HER2/NEU (C-ERB-B2) Status in Breast
Cancer: Which Method is More Effective to Evaluate of

HER-2 Status?

Meme Kanserinde HER-2/NEU (C-ERB-B2) Durumunun Onemi:
Hangi Yontemle Degerlendirmek Daha Uygun?
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ABSTRACT

Approximately 20% of breast cancers are characterized by overexpression of
human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) protein and associated
gene amplification. HER-2 testing is an essential part of pathological assess-
ment in breast cancer patients, as HER-2 provides not only prognostic but
also predictive information on the response to targeted therapy. A human-
ized monoclonal antibody against the extracellular domain of HER-2 protein,
trastuzumab, has significantly improved treatment outcomes in patients with
HER-2-overexpressing breast cancer. Therefore, distinguishing which patients
will benefit from this drug is essential. Immunohistochemistry and fluores-
cence in situ hybridization are used in many laboratories to determine HER-2
status. Both methods require interpretation of the test by a pathologist. Since
the correlation between these two methods is nearly below 80% and these
techniques are difficult to standardize across laboratories and are subject to in-
terobserver variability, molecular techniques based on the quantitative evalua-
tion of HER-2 messenger RNA (mRNA) have been proposed. More recently,
by using quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (Q-RT-
PCR), the HER2 mRNA levels have been successfully measured, making this
assay a potentially specific, highly sensitive, reliable, and cost-effective way
of measuring HER2 status. Q-RT-PCR could become the test of choice to
evaluate HER2 status in breast cancer. To achieve this result, however, it will
be necessary to validate Q-RT-PCR by a multicenter trial, with the inclusion
of several testing laboratories. Accurate HER2 testing is essential for quality
patient care. However, no gold standard exists for HER2 testing, and an op-
timal test for evaluation of HER2 status is still being discussed by pathology.
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OZET

Meme kansetlerinin yaklastk %20’sinde, insan epidermal biiyiime faktdrii
reseptédrii-2 (HER-2) proteininin overekspresyonu ve iligkili oldugu genin
amplifikasyonu goriilmektedir. HER-2 testi, meme kanserli hastalarin pato-
lojik degerlendirmesinde énemli bir faktdrdiir, yalnizca prognostik degil ayni
zamanda hedefe yonelik tedavi seciminde prediktif bilgi de saglamakeadir.
HER-2 proteininin ekstraselliiler bolgesine karst gelistirilmis bir antikor olan
trastuzumab’'in, HER-2 overekspresyonu gosteren meme kanserli hastalarin
tedavisinde kullanilmasi sagkalim siirelerini anlamli olarak uzatmisur. Bu
ilagtan yarar gorecek hastalarin belirlenmesi optimum tedavi icin gereklidir.
HER-2 durumunu degerlendirmek igin, bir¢ok laboratuvarda immunohisto-
kimya ve floresan in situ hibridizasyon yéntemleri kullanilmaktadir. Her iki
yontem de bir patolog tarafindan degerlendirmeyi gerektirir. Bu iki yontem
arasindaki korelasyonun %80’in altnda oldugu bildirildigi gibi, laboratuvar-
lar arasinda standardize etmenin zorlugu ve gozlemciler arasinda da degis-
kenlik nedeniyle, HER-2 mesajct RNA (mRNA)'nin degerlendirildigi mo-
lekiiler teknikler nerilmektedir. Daha yeni olarak, kantitatif real-time reverz
transkripsiyon-PCR (Q-RT-PCR) kullanimiyla, HER-2 mRNA seviyelerinin
oldukea spesifik, sensitif, giivenilir ve ekonomik olarak basarili sekilde dlgii-
lebilecegi bildirilmigtir. Q-RT-PCR, meme kanserinde HER-2 durumunu
degerlendirmede gelecekte segilecek bir test olabilir. Ancak, bunun miimkiin
olabilmesi i¢in, ¢esitli laboratuvarlarin dahil edildigi cok merkezli ¢alismalar ile
Q-RT-PCR’1n gegerliliginin kabul edilmesi gerekli olacaktr. Dogru HER-2
testi, hasta tedavisini iyilestirmek icin gereklidir. Ancak HER-2 testinde alun
standart yoktur ve hala bu konuda optimal testin ne olmast gerektigi, temel
bir disiplin olarak patoloji tarafindan tartgilmakradir.

Anahtar so6zciikler: Meme kanseri, HER-2, yontem

Meme kanseri, kadin sagligint olumsuz olarak etkileyen 6nemli bir kanser tipi olup, Bat1 diinyasinda insidans ve mortalite yéniinden bi-
rinci siradadir. Yaklasik olarak her yil bildirilen 1,000,000 yeni vaka ile, tiim diinyada, kadinlar arasinda kanserden éliime yol agan 6nemli
bir hastaliktir (1). Ulkemizde ise 2004-2006 kanser insidansi verilerine gore meme kanserleri, malign tiimérler arasinda kadinlarda 1’inci
siray1 almaktadir ve insidanst 100,000 kiside 39,1 olarak belirlenmistir (2).

Meme kanseri klinik davranisi, radyolojik ve patolojik 6zellikleri ile biyolojik potansiyeli farkli olan heterojen bir hastalik grubudur (3).
Bu heterojenite, her meme kanseri olgusunun, bu genis spektrum icindeki uygun ve dogru yerine, ayr1 ayr1 yerlestirilmesi ihtiyacini be-
raberinde getirir (4, 5). Bu da ancak bugiine kadar tanimlanmis, morfolojiye dayali prognostik parametreler yan: sira morfolojiye dayal
olmayan prognostik parametreler, yani molekiiler belirteclerin bilinmesi ve degerlendirilmesi, ayrica her hasta igin gerekli bireysel tedavi
planinin olusturularak kisiye 6zel tedavinin saglanmasi ile miimkiin olabilmektedir (6). Bu baglamda, patolojik prognostik bir parametre
ve molekiiler belirte¢ olarak bir biomarker olan “insan epidermal biiyiime fakedrii reseptorii-2 geni=HER-2 geni veya c-ertbB-2 geni”
durumu, ayni zamanda tedavi planlanmasini da yénlendirecek énemli verilerden biri olarak karsimiza ¢ikmakradir. Invaziv meme kar-
sinomlarinin yaklastk olarak %20’sinde (%10-%30), HER-2 gen amplifikasyonu ya da bu genin protein iiriiniiniin overekspresyonu
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goriiliir (7, 8). Meme karsinomunda HER-2 pozitifligi; agresif tii-
mor biiyiimesi, rekiirrens riskinde art, kisa sagkalim ve zellikle lenf
nodu pozitifligi olan hastalarda kétii prognoz ile birliktedir (9, 10).
Ayrica, meme kanserli hastada, kemoterapi ve hormonoterapiye ya-
nitin tahmininde de kullanilmaktadir (11, 12). Meme karsinomunda,
HER-2 gen amplifikasyon durumunun bilinmesi, HER-2 pozitif olan
ileri evre metastatik meme kanseri tedavisinde, bu reseptorii hedef alan
“trastuzumab”1n (Herceptin: Genentech, San Francisco, CA, USA) ge-
listirilmesi ile daha da énem kazanmustir (11). Trastuzumab, HER-2
proteininin ekstraselliiler bolgesini hedef alan bir monoklonal antikor-
dur ve 1990’1 yillarin sonlarina kadar bu bilesigin potansiyel terapstik
rolleri, klinik ¢aligmalar ile yogun olarak arastirilmugtir (12). Ozellikle
de, HER-2 overekspresyonu gosteren metastatik meme kanserlerinin
tedavisinde, trastuzumab ile konvansiyonel kemoterapinin kombinas-
yonunun, yalnizca kemoterapi ile tedavi edilmesinden gok daha etkili
oldugu gosterilmistir (13). Bu bilgiler dogrultusunda, trastuzumab,
opere edilebilir HER-2 overekspresyonu gésteren meme kanserlerin-
de, adjuvan ya da neo-adjuvan olarak kullanilir duruma gelmistir (14).
Ancak trastuzumabin, yiiksek ilag maliyeti ve az da olsa kardiyak toksi-
sitesi nedeniyle, HER-2 amplifiye eden veya overeksprese eden tiimér-
lerin en dogru ve giivenilir sekilde saptanmasi da gerekli hale gelmistir.

Meme Kanseri Patogenezinde HER-2

c-erbB-2 olarak ta bilinen HER2/neu protoonkogeni, 17. kromozomun
kisa kolunda (17q21) lokalizedir. Bu gen, yiiz seksen bes kilodalton (kDa)
molekiiler agirliga sahip ve 1255 amino asid i¢eren transmembran HER-
2 glikoproteinini kodlar. Normal meme epitel hiicreleri, HER-2 geninin
2 kopyasint icerir ve hiicre yiizeyindeki HER-2 reseptériinii diisiik sevi-
yelerde eksprese eder. Ancak bazi kisilerde, hiicredeki gen kopyalarinin
sayisi, onkojenik transformasyon nedeniyle artmakeadir. Bu durumda
genin amplifikasyonu, HER-2 proteinin artmis membran ekspresyonu
ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle de HER-2 protein overekspresyonu-
nun temel mekanizmasinin, gen amplifikasyonu oldugu kabul edilmek-
tedir. HER-2 proteininin artmis membran ekspresyonu, dimerizasyonu
arttrarak HER-2 tirozin kinazi aktive eder. Bu aktivasyon sinyali, hiicre
niikleusuna iletilir; bu da onkojenik transformasyona ugrayan hiicrede,
hiicre replikasyonu ve mitoza neden olur. Boylece HER-2 gen ampli-
ﬁkasyonunun, meme karsinomu geli§im siirecine, yani karsinogenezise

katkida bulundugu kabul edilmektedir.

Gergekten de deneysel calismalar ile memeyle iligkili epitel hiicrelerine
HER-2’nin transfeksiyonunun, onkojenik transformasyona neden ol-
dugu gosterilmistir (15). Invaziv meme karsinomlarinin yaklagik olarak
%20’sinde (10-30), HER-2 gen amplifikasyonu yada bu genin protein
tiriiniiniin overekspresyonu goriildiigii icin bu hastalarda hedefe yonelik
tedavi olarak trastuzumab tedavisine baglayabilmek icin, pozitif HER-
2 durumunun dogru, giivenilir ve tekrarlanabilir sekilde belirlenmesi
gereklidir. Bu nedenle de tiimérde gen amplifikasyonunu ve/veya ove-
rekspresyonunu saptamada basit, dogru, yaygin olarak kullanilan, klinik
olarak uygulanabilir, ayni zamanda tekrarlanabilir ve diisitk maliyetli
yontemlerin kullanilmast hem klinisyen hem de patolog agisindan ol-
dukea nemlidir. Ancak, meme kanserli hastalarda tiimériin HER-2 du-
rumunun hangi yéntemle tespit edilmesi gerektigi tartismali bir konu-
dur. HER-2 durumu, onkoprotein miktari, gen amplifikasyon miktar:
veya m-RNA diizeyinin immiinohistokimya (IHK), ELISA, i sizu hib-
ridizasyon yontemleri veya polimeraz zincir reaksiyonu ile degerlendiri-
lebilir. Literatiirde iistiinde net olarak goriis birligine varilmis optimal
bir ydntem bulunmamaktadir. Her yeni ¢ikan uygulamanin digerlerine
tistiinliikleri ve kisithiliklari, degisik calismalarin sonuglarinin birikmesi
ve degerlendirilmesi ile daha saglikli veriler elde edilmesini saglayacaktir.

Meme Kanserinde HER-2 Degerlendirmesi

Meme karsinomunda HER-2 gen durumunu degerlendirmek icin
cogu rutin laboratuvarda en yaygin olarak kullanilan yontemlerden
biri THK ile degerlendirmedir. [HK degerlendirme, gen amplifi-
kasyonunu indirekt olarak belirleyen bir yéntemdir ve frozen ya da
parafine gomiilii meme kanseri dokusundaki hiicreler tarafindan
cksprese edilen HER-2 proteinlerini tanimlamak iizere antikor-
larin uygulanmas: ile gerceklestirilir. Genelde, standart laboratu-
var ortaminda, parafine gomiilii dokularda uygulandigt icin cogu
klinik laboratuvarlar i¢in tercih edilen yontem durumundadir.
Ancak [HK’sal degerlendirmeler mikroskobik analiz teknikleridir
ve yogun zaman alan yorumlama gerektirir. Timor hiicrelerinin
boyanma yogunlugu ve miktarina dayandig: icin subjektif bir de-
gerlendirmedir. Ustelik, bu gibi teknikleri laboratuvarlar arasinda
standardize etmek nispeten zordur ve ayni laboratuvarda kisiler ara-
sinda da degiskenlik gdsterebilmektedir (16, 17). Bunun yani sira,
tiimdr dokusunun fiksasyon ve doku takip siirecinden etkilenmesi
nedeniyle laboratuvarlar arasi teknik standardizasyonun da gii¢ ol-
dugu diisiiniilmektedir. IHKsal degerlendirme ile negatif ve pozitif
olgularin saptanmasinda laboratuvarlar arasi ve énemli olarak da
diger standart yontemler ile korelasyonun oldukea yiiksek oldugu-
nu bildirilen ¢aligmalar mevcuttur (18-20).

Ulkemizde de 2010 yilinda patoloji dernekleri federasyonu meme ¢a-
lisma grubunun konsensus toplantsinda, meme kanserlerinde &strojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) yani sira HER-2 durumu-
nun degerlendirilmesinin gerekliligi vurgulanmugtir. Ciinkii, postoperatif
tedavinin belirlenmesi ve prognozun tahmininde kritik 6neme sahip be-
lirteglerdir. Dolayistyla bu belirteglerin durumu patoloji raporunun stan-
dart bir parcasidir. Ayrica bu toplanuda HER-2'nin degerlendirilmesinde
oncelikle IHK’sal yontemin kullanilmast 6nerilmistir. IHKsal degerlen-
dirme, invaziv karsinom hiicrelerinin boyanma yiizdesi ve boyanma nite-
ligine (zayif-orta-kuvvetli/inkomplet-komplet membrandz) gore skorlan-
ma temelinde yapilir. Bu IHK’sal degerlendirmenin, American Society
of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP)

onerilerine gore asagidaki gibi skorlanmasi dnerilmektedir (21).
Skor 0: Membran boyanmasi yok

Skor 1: Invaziv karsinom hiicrelerinde orani ne olursa olsun membrani
cevrelemeyen, varligt zor saptanan, tam membranéz olmayan boyan-
malarda ya da hiicrelerin %10'dan azinda tiim membran: gevreleyen,
zayif boyanma

Skor 2: Invaziv karsinom hiicrelerinin en az %10’unda sitoplazmik
membran: tiimilyle gevreleyen ancak orta siddette boyanma ya da
%30’undan daha az ama kuvvetli membranéz boyanma

Skor 3: Invaziv karsinom hiicrelerinin en az %30’unda tiim sitoplaz-
mik membran: ¢evreleyen uniform tarzda kuvvetli immun boyanma
(Resim 1). Bu skorlama sonuglarina gére;

Skor 0 ve 1: Immunhistokimya negatif demektir, 77 situ hibridizasyon

onerilmez.

Skor 3: immunhistokimyasal olarak kuvvetli pozitiftir, i sizu hibridi-
zasyon onerilmez.

Skor 2: Immunhistokimyasal olarak siipheli pozitif demektir, in situ
hibridizasyon ile dogrulanmalidir. IHK sonuglarina gére uygulanan
algoritma Sekil 1'de 6zetlenebilir.
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Sekil 1. HER-2 durumunun immunohistokimyasal degerlendir-
mesi ve yorumlanmasi

Ulkemiz sartlarinda biitiin meme karsinomu olgularina ## situ hibri-
dizasyon uygulanmast dnerilmemektedir. Yalnizca, IHK’sal yéntemle
skor 2 olan olgularda i situ hibridizasyon ile degerlendirme 6neril-
mektedir. Meme karsinomunda HER-2 gen durumunu degerlendir-
mek icin en yaygin olarak kullanilan ydntemlerden biri olan IHK,
kolayca uygulanabilir ve ucuz bir testtir. Ancak, en 6nemli dezavantaj,
degerlendirme kriterlerinin subjektifligi nedeniyle degerlendiriciler
arasindaki uyumsuzluktur. Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte
in situ duktal karsinom alanlarinda, invaziv karsinom alanlarina kiyasla
daha fazla HER-2 pozitifligi olmaktadir. Dolayistyla bu degerlendir-
meyi yapan kisi, 77 situ duktal karsinom ile invaziv karsinom ayirimini
yapabilecek deneyimde (tercihen meme patolojisinde deneyimli) bir
patoloji uzmani olma gerekliligine sebep olmaktadir (Resim 2a, b).
Ayrica cerrahi materyalin patoloji laboratuvarina gelisinden itibaren
[HK’sal galismanin sonuglari fiksasyon ve tiim doku takip siirecinden
etkilendigi icin de laboratuvarlar arasi standardizasyonun gii¢ oldugu
diigiiniilir.

[lk olarak frozen dokuda uygulanan southern blot yonteminden sonra,
floresan #7 situ hibridizasyon (FISH) ve daha sonralari ise kromojen ve
silver in situ hibridizasyon (CISH ve SISH) yontemleri gelistirilmistir.
In situ hibridizasyon, niikleik asitleri tanimaya yonelik bir molekiiler

biyolojik yontemdir. DNA ya da bir RNA transkriptine bir probun

Resim 2. a) Duktal karsinoma in situ morfolojisi gésteren meme
timor dokusu (hematoksilen&eosin ile boyali). b) Amorf kalsifi-
kasyon iceren yiiksek dereceli invaziv duktal karsinom morfolo-
jisinde timor dokusu (hematoksilen&eosin ile boyali)

hibridize olmasi ve bu probun gériintiilenmesine dayali mikroskobik
gozlemle gergeklesen bir yontemdir. Bu yontem ile HER-2 gen kopya
sayist farkls sekillerde gorsellestirilerek, miktarinin tespit edilmesi sag-
lanir. DNA problari, FISH yénteminde floresanla, CISH ydnteminde
kromojenle isaretlenir (12). “Silver enhanced” in situ hibridizasyon
yontemi (SISH) ise nispeten daha yeni, metalografiye dayali bir in situ
hibridizasyon yéntemidir.

[HK’sal degerlendirme, HER-2 proteininin overekspresyonunu indi-
reke olarak, 77 situ hibridizasyon yéntemleri ise HER-2 gen amplifikas-
yonunu direkt olarak saptayan bir metottur. Ancak IHK’sal yontemle
yukarida belirtilen degerlendirmedeki zorluklar nedeniyle bir¢ok labo-
ratuvarda HER-2 gen amplifikasyonunu belirlemek icin bir yontem
olarak FISH gibi in situ hibridizasyon ydntemleri tercih edilmeye bas-
lanmistr. FISH yéntemi daha fazla emek ve zaman gerektirmesi yani
sira Ozellesmis bir donanim da gerektirir. Ayrica, nispeten maliyeti
yiiksektir. Bununla beraber, bu teknigin dogrulugu, FISH ile HER-2
durumunun degerlendirilmesi, parafine gomiilii meme kanserlerinde
HER-2’nin saptanmasinda zaman zaman altun standart olarak kabul
edilmesine neden olmustur. Uygulanan FISH ydntemleri arasinda iyi
bir korelasyon bulunsa da (%98), FISH ve IHK arasinda genellikle iyi
bir korelasyon yoktur (16, 22). FISH degerlendirmede,hedeflenen 20

interfaz niikleusuna sahip tiimér hiicresinde total HER-2/neu
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sinyallerinin, 17. kromozom sentromerine (CEN-17) sinyallerine ora-
nt saptanir. FISH degerlendirme sirasinda normal hiicreler internal
kontrol olarak bulunmalidir. Niikleer morfoloji intake olmali, ¢ok sa-
yida ghost-like hiicreler ve genel kétii niikleer morfolojide degerlendir-
me yapilmamalidir. Degerlendirilen sinyaller, parlak, ayr1 ve kolay go-
rillebilir olmalt ve en onemlisi normal hiicrelerde sinyal yoksa
degerlendirme  kesinlikle giivenilir olmadigi igin yapilmamalidir.
HER-2/CEN-17 orant 1,8-2,2 ise ek bir degerlendirme daha yapilma-
st 6nerilmektedir. Degerlendirme sonucu 2,2 iizerinde ise sorunsuz
olarak amplifikasyon mevcut anlamina gelmektedir. FISH uygulama ve
degerlendirme algoritmast Sekil 2’'de dzetlenmistir. CISH ise doku 8-
neginde, spesifik bir DNA yada RNA sekansini lokalize etmek icin isa-
retli komplementer DNA ve RNA zincirinin kullanildigt bir islemdir.
Bu metodoloji de kromojenle isaretli DNA problart ile gen amplifikas-
yonu yani sira gen delesyonu, kromozom translokasyonu ve kromozom
sayist degerlendirilebilmeketedir. CISH, formalinde fikse parafine go-
miilii dokularda oldukga etkili ve bazi kaynaklarda FISH’e alternatif bir
yontem olarak kargtmiza ¢ikmaktadir. FISH ile kargilasurildiginda,
CISH’in en 6nemli avantaji, standart stk mikroskobik degerlendirme-
nin miimkiin olmasi, béylece dokuya ait histolojik ayrintlarin daha iyi
gdzlenebilmesi ve morfolojiyle paralel bir degerlendirmenin miimkiin
olmasidir. Ayrica prob sinyalleri hizli solmadig; icin arsivleme imkan:
da saglanmaktadir (Resim 3). Dual-Color CISH (dc-CISH), 2 renkli
FISH teknigine benzer bir prensibe dayanir; HER-2 degerlendirlmesi,
HER-2/CEP17 orani seklinde belirlenir, 2 ya da 2’nin istii degerler
HER-2 gen amplifikasyonu olarak yorumlanir. Meme karsinomunda
CISH teknigi ile HER-2 durumunu pratik, daha az maliyetli ve etkin
bir alternatif olarak degerlendirmenin etkinligini saptamak amaciyla
ok sayida yeni caligmalar yapilmakeadir. SISH ydntemi ise metalogra-
fiye dayali bir yéntem olup diger i situ hibridizasyon yontemlerine
(FISH ve CISH) benzer sekilde bir olgunun HER-2 durumunun, inva-
ziv tiimoral hiicrelerdeki HER-2 gen kopya sayisinin; kromozom
17 kopya sayisina oranlanmast esasina dayanir. Bu degerlendirme inva-
ziv tiimoral sahada isitk mikroskobunda iiretici firmanin kilavuzuna
uygun olarak semikantitatif ya da kantitatif yontemle yapilir (23). Bu
degerlendirmelerin 1s13inda HER-2 amplifikasyonu agisindan 2 grup
tanimlanmaktadir: HER-2 amplifikasyonu olan grup ve HER-2 amp-
lifikasyonu olmayan grup (negatif+“borderline” olgular). SISH yonte-
minde 15tk mikroskobunda degerlendirme yapildig icin CISH gibi
degerlendirme yapilan preparatlar arsivlenebilir ve kantitatif bir yon-
tem oldugu icin degerlendiriciler arasindaki uyum yiiksektir. Bir ¢alis-
mada [HK’sal olarak c-erb-B2 skor 2 olarak degerlendirilen olgularda
molekiiler genetik bir test olarak SISH yéntemi ile HER-2 gen ampli-
fikasyonunu degerlendirilmis ve kullanilabilir giincel bir yontem oldu-
gu sonucuna varilmistir (24). Ayrica SISH, ASCO/CAP kilavuzunun
onerdigi FISH ile %95 uyumlu olan bir ydntemdir. Giiniimiizde bir-
¢ok laboratuvarda yeni tani almig meme karsinomlarinda HER-2 duru-
munu belirlemek icin standart yontemler olarak IHK ya da FISH uy-
gulamast yapilmaktadir ve onerilmektedir (25). iki yontem arasindaki
uyumsuzluk, FISH ile amplifikasyon gostermeyen, [HK ile 3 pozitif
olan bazi tiimérler ile FISH ile gen amplifikasyonu gosteren, [HK ile
2 pozitif tiimérlerin arasinda s6z konusudur. THK ve FISH arasindaki
uyumsuzlugu ¢ozmeye yardimeri olabilmek amaciyla HER-2 mRNA'nin
kantitatif degerlendirilmesine dayali molekiiler teknikler énerilmistir.
[lki, end point dlgiimleri ve jel elektroferez goriintiilemeyi kullanan po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile HER-2 gen amplifikasyonunun
saptanmasidir (26-28). PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik
DNAdaki 6zgiil bslgelerin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan
basit ama ¢ok basarili bir 7z vitro DNA sentezi yontemidir. Bu yontem,
DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini kisa

Meme kanser 6rnegi
(invaziv komponent olmalr)

v

HER-2 gen amplifikasyonunun degerlendirilmesi:

Valide edilmis FISH y6ntemi ile

HER-2 gen amplifikasyonu HER-2 gen amplifikasyonu
pozitif: FISH oran1 >2,2 ya da negatif: FISH orani 1,8 ya da
HER-2 gen kopyasi >6,0 HER-2 gen kopyasi <4,0

HER-2 gen amplifikasyonu pozitif:
FISH orani 1,8-2,2 ya da HER-2 gen kopyasi 4,0-6,0

v

FISH ile ilayc hiicre sayimi1 ya da retest
yada IHK ile HER-2 testi

A
‘ Kugkulu HER-2 gen amplifikasyonu ‘

Sekil 2. HER-2 durumunun FISH yontem ile degerlendirme ve
yorumlanmasi
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Resim 3. CISH yontemle HER-2 igin yiiksek amplifikasyon goste-
ren meme karsinom olgusu

zamanda yapabilen gelismis bir tekniktir. PCR reaksiyonlarinda temel-
de 3 basamak vardir: Denatiirasyon, hibridizasyon ve polimerizasyon
(sentez). PCR temelli degerlendirmeler hem HER-2 gen sayisindaki
degisiklikleri hem de ekspresyonunu saptayabilmektedir (29). Bu tek-
nigin gelistirilmesiyle kantitatif real-time reverz transkripsiyon-PCR
(Q-RT-PCR) kullanimi, HER-2 mRNA seviyelerinin, basaril: sekilde
olciilmesini saglamigur. DNAnin real-time PCR (RT-PCR) analizi,
gen amplifikasyonunun kusursuz kantitatif analizidir. Bu teknigin
avantajt, basit, kullanisli, non-radyoaktif ve hizli olmasidir ki bu ne-
denle de gelismis merkezi rutin klinik laboratuvarlar icin ¢ok uygun-
dur. Dikkatli ve aseptik pipetleme teknigi disinda hicbir tecriibe gerek-
tirmez. Bu degerlendirme, HER-2 durumunun 8l¢iimil igin spesifik,
yitksek oranda sensitif, giivenilir ve masrafsiz bir yontemdir. Bu gibi
kantitatif caligmalar, ilk olarak taze doku ya da frozen 6rneklerde yapil-
mustir, ancak ¢ogu hastane ve laboratuvarda bu nitelikte doku elde
edilmesi nispeten zordur. Bununla birlikte, kantitatif RI-PCR deger-
lendirmelerden elde edilen sonuglar, tiimér drnegine komsu nontiimé-
ral dokudaki niikleik asit ile kontaminasyonu ile etkilenebilir. Bu
problem, laser-destekli mikrodiseksiyon kullanimi ile veya (laser



destekli mikrodiseksiyon saglanamazsa) tiimér alaninin dikkatli bir se-
kilde ¢ikarilip analiz i¢in yalnizca tiimér dokusunun kullanilmastyla
azalulabilir. Ancak RT-PCR ile mRNA seviyesinde HER-2 durumu-
nun degerlendirilmesinde, formalinde fikse parafine gomiilii (FFPG)
dokunun kullanimi sikinti yaratabilir (29, 30). Ciinki, bu islem sira-
sinda RNA yogun olarak degrade olabilmektedir. Ancak giiniimiizde
bu kisitliligs da asan degisik teknikler gelistirilmigtir. HER-2 degerlen-
dirmesi, meme kanserinde tedavi planlamada, prediktif biomarkerlarin
prototipi oldugu icin, en uygun ve en dogru ydntemi bulmak icin de-
gerlendirme ydntemlerini kargilastiran gok sayida caligmalar vardir. Bu
gibi caligmalarda THK’sal yontemle HER-2 protein seviyesini deger-
lendirme ile FISH ya da CISH ile gen amplifikasyonunu degerlendir-
me arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyon gosterilmistir. Boylece, gegerli
yaklagim, kuskulu (skor 2) olgularda in sizu hibridizasyon tekniklerinin
ilave edilmesi ile kombine edilen THK’sal degerlendirme gibi kabul
gormekredir. Ancak, gesitli raporlarla, IHK ile HER-2 degerlendirme-
de %20’ye varan uyumsuzluk oranlari ile birlikte 6nemli zorluklara
dikkat gekilmistir (31). Bu durum temelde daha ok, [HK’sal deger-
lendirmenin yalnizca semi-kantitatif olmast ile iliskili gibi gériinmek-
tedir (32). HER-2 ekspresyonunun, FFPG dokuda RT-PCR ile
mRNA seviyesinde 6lciilebilecegi ileri siiriilmiistiir (33, 34). Bu goz-
lem temelinde yapilan bir calismada, meme kanseri olgularinda FFPG
dokularda HER2 durumu ii¢ farkli yaklagim ile degerlendirilmistir:
[HK, FISH ve kinetik RT-PCR (28). Bu calisma ile konvansiyonal
[HK ve FISH’e ek olarak kinetik RT-PCR ile HER-2 seviyelerinin so-
nuglari arasinda belirgin bir korelasyon olmast yani sira FFPG dokular-
da HER-2 mRNA seviyelerinin degerlendirilebilirligi gosterilmistir.
HER-2 immun boyamasinin ve 77 situ hibridizasyonun laboratuvar ve
gozlemci degiskenligi ile etkilenebilmesi nedeniyle, kinetik RT-PCR
HER-2 degerlendirmesinde ilave bir molekiiler test olarak kullanilabi-
lir. Bu yaklasim, HER-2 ekspresyonunun nispeten hizli, tekrarlanabilir
nitelikte olmasini saglar ve gozlemciler arasi degiskenligi azalur.
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HER-2’nin degerlendirilmesinde kantitatif Q-RT-PCR’in teknik ve
maliyet analizinin degerlendirildigi bir calismada Q-RT-PCR ve IHK
(skor 2 olgular hari¢) sonuglart arasinda tam bir uyum vardir (35).
Meme kanserinde, HER-2 sonuglarr ile ilgili tecriibeler, degerlendirme
sonuglarinin tutarli ve giivenilir olmasi gerekliliginin altni ¢izmistir.
Mikroarray teknolojilerinin gelisimiyle kantitatif real-time PCR
(Q-RT-PCR) uygulamalarinda da ilerlemeler olmustur. Q-RT-PCR,
homojen bir yéntemdir, hem amplifikasyonu hem de analizi yapar,
slab gels, radyoaktivite veya 6rnek maniplasyonu gerektirmez. Mole-
kiiler yaklasimlar icin RT-PCR’in kullanimy, ilgi cekicidir, ¢iinkii ob-
jekdf, hizli, esnek, ve maliyeti diisiiktii. Meme kanserli olgularda
HER-2 durumunu belirlemede, Q-RT-PCR ydnteminin yararliligini
aragtiran genis bir seride olgular [HK, FISH, SISH ve Q-RT-PCRiile
degerlendirilmistir (34). Q-RT-PCR ile siipheli olmayan olgulara ait
[HK (2 pozitif olgular hari¢) degerlendirmeleri arasinda %97,3 ora-
ninda konkordans saptamislar ve Q-RT-PCR yénteminin oldukea gii-
venilir, kantitatif bir degerlendirme olmasi nedeniyle de IHK igin fay-
dali  bir (34).

HER-2 degerlendirme yontemleri ve bu yotemlerin avantajlart ve de-

yardimci-ydntem-olabilecegionucunavarmglardir

zavantajlart Tablo 1'de 6zetlenmistir.

HER-2 pozitif meme kanser hastalarinda kullanilan trastuzumabin,
potansiyel tedavi edici etkisi uzun yillardir yogun olarak aragtirilmisur.
Ozellikle de konvansiyonel kemoterapi ile kombinasyonun, HER-2
eksprese eden metastatik kanserlerin tedavisinde oldukga etkili oldugu
gosterilmistir (13). Ancak zaman i¢inde relapslar ve tedaviye direng
gdsteren olgular nedeniyle, bu ajana kargt rezistansa neden olabile-
cek ¢ok sayida mekanizmalar aragtirilmugtir (35-38). Kétii prognozlu
HER-2 pozitif meme kanser hastalarinin bir kisminin, p95SHER-2
olarak bilinen HER-2 karboksi-terminal fragmanlarinin heterojen
bir grubunu eksprese ettigi bildirilmistir (12). Bu fragmanlardan biri,

Tablo 1. iHK, FISH, CISH ve SISH yontemlerinin karsilastirilmasi

Avantajlari

IHK

Codu patoloji laboratuvarinda tercih edilir
Nispeten hizli, ucuz, kolay bir yontem
Arsivlenebilir ve yeniden degerlendirilebilir
Hucrelerin morfolojik 6zellikleri korunur

FISH

Preanalitik faktorler/islemlerden daha az etkilenir
(DNA, proteinden daha stabildir)

Skor yorumlama daha objektif ve kantitatif
(Sayisal bir sonug)

iHK 2+ olgular icinde HER2 + tiimérleri belirler

CISH
FISH gére daha ucuz
Standard i1sik mikroskobu gerekli

Doku morfolojik 6zellikleri degerlendirilebilir
Nispeten hizli degerlendirme
Arsivlenebilir ve yeniden degerlendirilebilir

SISH

Standard i1sik mikroskobu gerekli

Tam otomatik/hizli uygulama

HER-2 ve CEP17 es zamanli degerlendirme
Boyanma uzun bir siire stabil kalir
Yorumlamak nispeten kolay

Dezavantajlari

Test protokollerinde degisiklikler olabilir
Semikantitatif ve subjektif skorlama

Pahali bir yontem
(Fluoresans mikroskop ve dijital kamera gerekli)
Sinyaller zamanla solar

invaziv karsinom alanlarini degerlendirmek zor

Daha yeni bir teknoloji; tecriibe kisitl
Monokrom CISH de kromozom 17 sayisi igin
intrinsik kontrol yok, polizominin saptanmasi zor

Daha yeni bir teknoloji; tecriibe kisitl
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611-CTE HER-2’nin onkogenidir. Béylece p9SHER-2—pozitif tii-
morlerin progresyonunda, muhtemelen 611-CTF gen durumunun
etkili oldugu ve trastuzumab kullaniminin bu gibi hastalarda hedefe
yonelik tedaviyi saglayamayacagi sonucuna ulagilmistir (39). Bu ne-
denle meme kanserinde, HER-2 pozitif meme kanserli hastalarin te-
davi planlanmasinda, trastuzumab tedavisine baglamadan 6énce ya da
HER-2 ile birlikte p9SHER-2 degerlendirilmesi yararl: olabilir. Ancak
bu konuda yeni yapilacak prospektif klinik caligmalar, bu belirtecin
gercek roliinii ortaya ¢ikarmaya yardimci olacaktir.

Sonug

HER-2 durumu meme kanserli hastalarin tedavisinde kritik bir rol oy-
nadig1 icin, ASCO/CAP kurallarinin uygulanmasiyla standardize edil-
mis bir HER-2 degerlendirmesi gelecekteki klinik tecriibelere temel
olusturacakur. Hormon reseptorleri ve HER-2 durumunun degerlen-
dirilmesinde, giivenilir nitelikteki standartlar rutin klinik yaklagimlar-
da da gereklidir. Bunun yani sira HER-2’nin IHK ve zaman alan ISH
yontemleri ile degerlendirilmesinde yanlis-pozitif oran nedeniyle, gii-
venilir ve dogru degerlendirme yaklagimlari zorunlu hale gelmektedir.
Kabul gormiis yéntemlere ilave olarak, HER-2 degerlendirmesinde,
kinetik RT-PCR, diagnostik altenatif bir ydntem olabilir. Ancak, bu
kantitatif yaklagimin avantajlarini dogrulamak icin daha ileri ¢alisma-
lar gereklidir.
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