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OZET

MEME KARSINOMUNDA c-erbB-2 ( HER-2/neu) EKSPRESYON VE
AMPLIFIKAYONUNUN DiGER PROGNOSTIK FAKTORLERLE
KARSILASTIRILMASI

Meme karsinomunda, tiimériin biyolojik davranigini, tedavi ve prognozunu belirleyen
cesitli parametreler tammlanmigtir. Bunlann igerisinde c-erbB-2 (HER-2/neu), Epidermal
biiyiime faktor reseptoriine benzeyen, hiicre membraninda tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan
bir onkogendir. Meme karsinomlarinda, c-erbB-2 onkoprotein ekspresyonunun ve gen
amplifikasyonunun, tek bagina ve difer parametreler ile birlikte prognostik 6nemi konusunda,
yayinlarda farkl: sonuglar mevcuttur. Immiinohistokimya, PCR, Southern Blot, Northern
Blot, Western Blot, ELISA, FISH gibi yontemler c-erbB-2’nin tespitinde kullanmilmaktadir.

Bu galigmada 60 adet meme karsinomlu kadin hastaya ait parafin doku oOrnekleri
incelenmigtir. Parafin kesitlerde Ostrojen reseptérii.  ve c-erbB-2 protein ekspresyonu
immiinohistokimyasal teknik, c-erbB-2 geninin amplifikasyonu ise kargilagtwrmali PCR
yontemi ile saptanmugtir. Karsilagtwmali PCR, formalinle tespitli parafin dokulara
uygulanabilen, gen amplifikasyonunu tespit eden, semikantitatif, alternatif bir yontemdir. c-
erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu diger klasik prognostik faktorlerle (hasta yagy,
tiimoriin histolojik tipi, ¢ap, grade’i, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodiilii tutulumu ve sayisi,
ostrojen reseptor varligi) karsilagtinlmugtir. Bu galigmada, her iki yontemle tespit edilen c-
erbB-2 amplifikasyonu ve ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmugtur p=0,000). Meme karsinomunda, c-erbB-2 amplifikasyon ve ekspresyonunun
artmug metastatik lenf nodili sayist (p=0,003), yiiksek histolojik grade (p=0,000),
lenfovaskiiler invazyon (p=0,003) arasinda istatistiksel olarak anlaml: iligki go6sterilmigtir.
Ancak, hasta yasi, timorin histolojik tipi, ¢ap1 ve ostrojen reseptor varligi ile anlamli bir
iligki saptanmamugtir (p>0,05)

Cahiymamizda, meme karsinomunda, tek bagina ve konvansiyonel prognostik
faktorler ile birlikte c-erbB-2 ekspresyonu ve gen amplifikasyonunun énemli bir parametre
olarak degerlendirilmesi gerekliligi, bu amacla immiinohistokimyasal teknigin yam sira,
kargilagtirmali PCR’in  semikantitatif sonu¢ veren, giivenilir bir yontem olarak, rutin
uygulamada yer alabilecegi sonucuna varilmigtir,

Anahtar sbzciikler: c-erbB-2, Immiinohistokimya, meme karsinomu, PCR, prognostik
faktorler



ABSTRACT

CORRELATION OF c-erbB-2 (HER-2/neu) EXPRESSION AND
AMPLIFICATION WITH OTHER PROGNOSTIC FACTORS IN
BREAST CARCINOMA

Several factors have been identified in breast carcinoma which affect the biologic
behavior, therapy and the prognosis of the tumor. Among these, c-erbB-2 ( HER-2/neu)
oncogene encodes a transmembrane tyrosine kinase receptor with extensive homology to the
Epidermal Growth Factor receptor. In the literature, studies regarding the prognostic role of c-
erbB-2 oncoprotein overexpression and gene amplification with and without other parameters
is controversial. Immunohistochemistry, PCR, Southern Blot, Northern Blot, Western Blot
analyses, ELISA and FISH are the methods of detecting c-erbB-2 abnormalities.

In this study, paraffin sections from 60 female breast samples were analyzed.
Immunohistochemistry was used to detect estrogen status and c-erbB-2 protein expression
whereas differential PCR was used to detect c-erbB-2 gene amplification. Differential PCR is
an alternative semi-quantitative method for evaluating gene amplification and can be
performed in formalin-fixed paraffin-embedded specimens. We compared the prognostic
impact of c-erbB-2 gene amplification and protein overexpression with conventional
prognostic factors (age, histologic type and size of the tumor, grade, lymphatic invasion,
lymph node involvement and estrogen status). In our study, a highly significant degree of
concordance (p=0.000)
between c-erbB-2 amplification and overexpression was observed. Our results also showed
that c-erbB-2 expression and gene amplification in breast carcinoma is significantly related to
the number of metastatic lymph nodes (p=0.003), poor histologic grade (p=0.000) and
lymphatic invasion (p=0.003). Age, histologic type, tumor size and estrogen status did not
correlate with c-erbB-2 status in our study.

Our study confirmed the importance of c-erbB-2 overexpression and gene
amplification as a single and combined prognostic parameter together with conventional
factors and can be detected by both immunohistochemistry and differential PCR techniques.
Differential PCR technique provides semi-quantitative, reliable results and can be use
routinely.

Key words: c-erbB-2, , immunohistochemistry, breast carcinoma, PCR, prognostic factors



1. GIRiS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik gérillen timoérdir. Her sekiz kadindan biri hayat: boyunca
meme kanseri geligme riski tagimaktadir. Meme kanserinde ¢ok sayida klinik, patolojik
ozellikleri temel alan, hastamin tedavi ve biyolojik davramgim etkileyen prognostik faktorler
tanimlanmugtir. Bunlardan en 6nemlileri, tiimér ¢api, aksiller lenf nodiili metastazi, grade,
Ostrojen reseptor varlig ve c-erbB-2 onkogeninin agin ekspresyonudur (1, 2).

c-erbB-2, kromozom 17q’da yerlesmig, hiicre membraninda tirozin-kinaz biyiime faktor
reseptoriinii kodlayan bir proto-onkogendir. Diger adi HER-2/neu olan bu gen bﬁyﬁme faktor
reseptorleri ile iligkili, dort kigilik bir ailenin Gyesidir. Yiizey reseptorlerinin aracihg: ile hiicre
membramndaki tirozin kinaz reseptériiniin, heregulin ad1 verilen ligandlarina baglamr (3, 4, 5).
c-erbB-2’nin agin amplifikasyonu, meme karsinomlarinin %30’unda bulunur. Ekspresyonun
kotii histolojik grade, aksiller lenf nodiilii metastazi, relaps ile dogru oranda iligkili oldugu,
buna kargilik iyi prognoz gostergesi olan &strojen ve progesteron reseptorii ile ters orantih
bulundugu gosterilmistir (2, 3, 4, 5). Meme karsinomunda c-erbB-2 ekspresyonunun tespiti
icin, “Southern” ve “Slot blotting”, “Northern Blot”, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
“insitu fluorescent hybridization (FISH)”, “nonfluorescent” yontemler, immiinohistokimyasal
tespit, “Western Blot” testi ve “Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)” yontemleri
kullamhr. Bu yontemlerde taze doku, frozen kesitler ve formalinle tespitli parafin bloklardan
hazirlanan kesitler kullanilabilir (1-5). Son yillarda, c-erbB-2’nin meme karsinomlarinda
degerlendirilmesinden elde edilen verilerle, c-erbB-2 proteinine karsi olugturulan monoklonal
antikor Trastuzumab (thu Mab HER-2), c-erbB-2 ekspresyonu olan meme karsinomu
olgularinn tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir (6, 7).

Caligmamizda, aksiller lenf nodiilii metastazi olan ve olmayan, degisik histolojik tip ve
grade’de invaziv meme karsinomu olgularindaki, hasta yag, tiimériin histolojik tipi, capi,
grade’i, lenfovaskiiler invazyon, lenf nodiilii tutulumu ve sayisi, dstrojen reseptor varhg gibi
prognostik faktorler degerlendirilmis, 6zellikle c-erbB-2 ile diger parametreler arasindaki iliski
incelenmigtir. Bu ¢aligma, c-erbB-2 gen ekspresyonunun, immiinohistokimyasal ve
kargilagtirmali  “differential” PCR yoéntemi ile incelemek, bu iki yoéntemin sonuglarim
kargilagtirmak, PCR yonteminin immiinohistokimya ile birlikte veya bagimsiz, rutin uygulamada
ki yerini aragtirmak amaciyla planlanmugtir.
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2. GENEL BiLGiLER

2.1 Meme Karsinomu

Insan viicudunda meme, cilt ve cilt alt1 doku ile ortiilii, modifiye bir ter bezidir. Pektoral
kasin iizerine yerlesmis olup, fasya ile kastan ayrilir. Islevsel birimleri, terminal kanal - lobiiler
amite (TDLU) ve genis kanal sisteminden olusur (1). Internal, eksternal mammarian arter ve
interkostal arterler tarafindan beslenir. Venoz sistemi aksiller ven, internal mammarian ven ve
interkostal venlerden olugur. Lenfatik drenajin %75-97’si aksiller lenf nodilleri, %3-25’1
internal mammarian nodiilleri yoluyla saglamr. Az miktarda posterior interkostal lenf
nodiillerine de drenaj gerceklesir (2).

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignensidir. Her 8 kadindan 1°i yasamu
boyunca bu riski tagir (2).

Ulkemizde kadinlarda, meme kanseri sikhg %23,1°dir (8).

Benign ve malign o6zellikteki meme tiimérleri, oncelikle memenin duktus ve lobil
epitellerinden, stromal elemanlardan ve nadiren lenfoid dokudan geligebilir. Meme tiimorlerinin
histolojik smiflandirmasinda yaygin olarak, 1982 yihinda Diinya Saghk Orgiti’niin (WHO)
hazirladigy simflandirma kullamimaktadir (2) (Tablo 1).

Tablo 1- MEME TUMORLERINDE WHO SINIFLANDIRMASI

1-EPITELYAL TUMORLER
A- Benign
1-intraduktal papillom

2- Meme baginin adenomu

3- Adenom
a-Tubuler
b-* Lactating™
B- Malign

1-invaziv olmayan



a- Intraduktal karsinom
b~ Insitu Lobiiler karsinom
2- invaziv
a- Invaziv Duktal karsinom
b~ Belirgin intraduktal komponenti olan invaziv duktal karsinom
c- Invaziv lobiiler karsinom
d- Miisinoz karsinom
e~ Mediiller karsinom
f- Papiller karsinom
g- Tubiiler karsinom
h- Adenoid kistik karsinom
i- Juvenil sekretuar karsinom
J- Apokrin karsinom
k- Metaplazi gosteren karsinom
1- Skuamoz tip
2- Spindle hiicreli tip
3- Kartilajin6z ve osseoz tip
4- Mikst tip
3- Meme baginin Paget hastalig
II-MIKST KONNEKTIF DOKU VE EPITELYAL TUMORLER
A- Fibroadenom
B- Filloides tiimor “ cystosarcoma phyllodes”
C- Karsinosarkom
II- MUHTELIF TUMORLER

A- Yumusak doku tiimoérleri
B- Deri tiimorleri

C- Hemapoietik ve Lenfoid doku tiimérleri

IV- SINIFLANDIRILAMAYAN TUMORLER
V- MEMEDE DiSPLAZI / FIBROKISTIK HASTALIK



2.2 Meme Karsinomunda Prognostik Faktorler

Hasta Yagr: 50 yag astii ve 35 yas alt1 kadinlarda daha kétii prognoza sahiptir (1).

Gebelik: Emzirme veya gebelik doneminde ortaya gikan meme karsinomlarinin, kétii prognoza
sahip olduguna dair ortak bir goriis vardir. Bes yillik yagam % 15-35°dir (1).

Erken Tam: Tarama programlanyla saptanan asemptomatik meme karsinomlarinda, 5-10 yillik
yasam orami % 83-88’dir. Bu oran klinik bulgularla saptanan meme karsinomunun yagam
oranmindan daha yiiksektir (1, 2).

Tiimbér Boyutu: Timoériin ¢api en onemli prognostik faktér olup evrelendirme’nin temel
parametresidir (2). Cap1 1 cm den kiigiik olan timérlerde 5 yillikk yasam oram % 98, gapi 2
cm’den kiigiik tiimoére sahip ve lenf nodiilii metastazi olmayan olgularda, bu oran % 96’°dir.
Nadir olarak, tiimor gap: ¢ok kiigiik olan olgularda da uzak metastaz varlig bildirilmigtir ( 1,
9, 10).

Stromal invazyon: Memenin duktal karsinomunda, en énemli prognostik faktordiir. Invaziv
ve insitu komponent iceren olgularda invaziv komponentin tiimér hacmine oram ile lenf
nodiilii metastazi olasih@ arasinda anlaml bir iligki tammlanmigtir. Insitu komponent oram ise,
multisentrisite ve dolayl olarak okiilt invazyon ile iligkili bulunmustur ( 1, 2).

Histolojik Grade: Meme karsinomunda, ¢zellikle infiltratif duktal karsinomlarda, en g¢ok
kullamlan mikroskopik grade’leme yontemi, Modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu sistem
niikleer pleomorfizm, tiibiil olusumu ve mitoz sayisina dayanir (Tablo 2). Her parametreye 1-3
arast puan verilir. Verilen puanlar toplanip tiimoriin grade’i tespit edilir. Grade I=3-5 puan,
Grade II= 6-7 puan, Grade III=8-9 puan olarak degerlendirilir (1, 2, 9, 10, 11).

Niikleer ozellikleri temel alan, niikleer grade sistemi ise biiyiime paternini dikkate almadig1 igin
tim meme karsinomu histolojik tiplerinde uygulanabilir. Bu sisteme gore; diizgiin, belirgin
niikleoluslu, kiigiik niikleuslara sahip timoér Grade I, orta derecede biiyiikliikteki, diizgiin
nikleuslar Grade II, biiyiik, diizensiz, hiperkromatik niikleuslar igeren tiimér ise Grade III
olarak simflandirilir (10, 11).



Tablo-2: Modifiye Bloom-Richardson Grade Sistemi

Ozellikler Bulgular Puan
Tiibiil olusumu % 75°den fazla 1
%10-%75 arasi 2
%10’dan az 3
Niikleer pleomorfizm Kiigiik, diizgiin, uniform niikleus 1
Niikleus boyut ve gekli orta derecede
degiskenlik gosteren 2
Belirgin sekil ve boyut degisikligi 3
Mitoz sayis1 10 biiyiik bityiitme alaninda 0-9 mitoz 1
10-19 mitoz 2
20 ve iistii mitoz 3

Tiimériin Histolojik Tipi: Meme karsinomlan, prognostik olarak iyi ve kotii tipler olarak
ayrihrlar. Timor histolojik tipi 6nemli olsa da timor stage’ine etkisi yoktur. Meme
karsinomunun, tiibiiler, miisinéz ( kolloid) ve adenoid kistik karsinom tipleri, temel olarak
diigiik grade’lidirler. Lenf nodu metastazi yoktur veya nadirdir ve nispeten iyi prognoza
sahiptirler. Kotii differansiye, tagh yiiziik hiicreli, inflamatuvar karsinom, karsinosarkomlar
genellikle agresif neoplazm olarak kabul edilirler. En agresif meme tiimorlerinden biri olan
inflamatuar karsinom da, 5 yillik yasam orani sadece %11°dir (2 ,9, 12, 13). Siradan invaziv
duktal ve lobiiler meme karsinomlarimn prognozlan arasinda fark yoktur (1). Kural olarak,
diigiik grade’li karsinomlar daha iyi prognoza sahip iken, yiiksek grade’li karsinomlar kotii
prognoza sahiptirler (2).

Tiimoér Smrlan : Timérin, gevre dokuyu iterek ilerlemesi, siur olugturmasi, infiltratif bir

yayithma gore daha iyi prognozu igaret eder (1, 2).

Aksiller Lenf Nodiilii Metastazi: Mastektomi uygulanan invaziv karsinomlarda, metastatik
lenf nodiillerinin sayis1 6nemli bir prognostik faktérdiir. Metastatik lenf nodiilii sayis: arttikga
prognoz kotiilegir. Aksiller lenf nodiili tutulumu yoksa, 5 yilik yasam % 82,8°dir. Bir
metastatik lenf nodiilii varsa bu oran % 80,1’¢, 2 metastatik lenf nodilii varsa %70’e, 3



metastatik lenf nodiilii varsa % 54,1%¢, 7-12 metastatik lenf nodiilii varsa bu oran dramatik
olarak % 28,4’e diiser (2).

Sadece metastatik lenf nodiilii sayis1 degil, tutulan nodiiliin yeri, seviyesi, metastatik tiimér
miktar,, ekstranodal yayihimin varligi, efferent damarlarda tiimér varligi da prognozu kéti
yonde etkiler (1, 2, 10, 12). Yapilan ilk kesitlerde tiimoér metastazi saptanmayan lenf
nodiillerine uygulanan seri kesitler veya immiinohistokimyasal yéntemler sonucu saptanan,
mikrometastaz varliinin prognozu degistirmedigi saptanmugtir (1, 12). Ancak yapilan bazi
galigmalar sonucu mikrometastazin, peritiiméral damar invazyonu ve ¢api 2 c¢m.’den biiyiik
timorlerle iligkili oldugu sonucuna vanlmigtir. Infiltratif lobiiler karsinomlu olgular harig,
mikrometastaz varh@mn, lenf nodilii tutulumu olmayan olgulara kiyasla daha kétii prognoz
gosterdigi rapor edilmigtir (2, 13, 14, 15, 16).

Vaskiiler invazyon: Vaskiiller invazyon; yikksek timor voliimii, histolojik grade, ozel
histolojik tip, lenf nodiilii tutulumu, uzak metastaz varlig ve kotii prognozla yakindan iligkilidir
(1,2, 9,10, 12).

Steroid Reseptirler: Meme karsinomlannmin yaklagik iigte biri hormona bagimhidir. Yapilan
cahgmalar, hormona bafimh meme kanserinin en kuvvetli etkeninin &strojen oldugunu
gostermistir. Postmenapozal donemdeki kadinlarda kanda, 6stron ve 6stradiol seviyesi gok
diisiik olmasina ragmen karsinom olgulu meme dokusunda, plazma seviyesinden daha yiiksek
diizeylerde ostrojen bulunur. Meme dokusundaki yiiksek ostrojen seviyesi, tiimér iginde lokal
Ostrojen tretimine baglanmugtir. Postmenapozal kadinlardaki ana Ostrojen kaynagi, meme
dokusu i¢inde, androstenedionun ostrona déniigiimii ile olusur. Bu déniisiimii 6stron siilfataz
enzimi katalizler (17).

Ostrojen ve Progesteron reseptorlerinin tayini, invaziv meme karsinomuna tedavi
yaklagmmnin standart iglemi haline gelmigtir. Ostrojen reseptérii tayini galigmalan 20 yildir
sirmektedir. Bu ¢ahgmalar, meme kanserlerinin % 60-70’inde 6strojen ekspresyon varligim
gostermigtir. Adjuvan terapi alan dstrojen reseptorii pozitif olgularda, tedavi almayan olgulara
gore rekiirrens riski %10 azalmstir. Aym zamanda rekiirrens/mortalite oraninda da % 20-30
oraninda azalma saptanmugtir (2, 18). Differansiye tiimorlerde 6strojen reseptor pozitifligi
artmugtir ve ostrojen reseptori pozitif olgulann, rolatif olarak daha iyi prognozlan vardir (2).

Meme kanserlerinde, 6strojen reseptor tayini gibi benzer tedavi ve prognostik amaglarla
progesteron reptdr tayini de yapilmaktadir. Progesteron, biyokimyasal yontemlerle 15 yil 6nce
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saptanmaya baglamamg olup yaklagik 10 yildir progesterona karsti monoklonal antikorlarin
bulunmastyla, immiinohistokimyasal yontemlerle reseptériin tayini yapilmaktadir (18). Primer
metastatik meme kanserlerinin yaklagik % 45-60’1 progesteron igerir. Ostrojen ve progesteron
reseptorlerinin tiimérde birlikte varlii, endokrin tedaviye cevap oramm, sadece Ostrojen
pozitifliinde olan % 55°den % 75-80’e kadar g¢ikanr. Meme karsinomunun prognozunda,
progesteron en az ostrojen kadar degerlidir. Tumér hiicrelerindeki progesteron kaybi kétii
prognozla iligkilidir. Ostrojen negatif, Progesteron pozitif timérlerin yaklagik % 467s1 endokrin
tedaviye iyi yamit vermektedir. Sonug olarak, dstrojen ve progesteron reseptorlerinin beraber
tayini, hem tedavi yaklagimina karar vermek, hemde bagimsiz prognostik ozellikler agisindan
gereklidir (1, 2, 10, 18).

c-erbB-2 (Her-2/neu): Onkogen olan v-erB geni, kuglara ait bir eritroblastosis viriisiidiir, ve
tavuklarda eritroblastosis ve sarkomlarin olusumunu indiikler. Tirozin kinaz aktivitesine sahip,
170 kilodalton agirhgindaki glikoprotein olan “Epidermal Growth Factor” (EGF) reseptor
geninden ortaya ¢tkmmgtir (16). v-erB geni ile iligkili olan c-erbB-2 geni ilk kez etil-nitrosoiire
ile indiiklenerek olusturulan, sican néroblastomalarinda transforming onkogen olarak
tariflendigi icin “neu” diye adlandinlmigtir (17). Semba ve arkadaslan insanda v-erB geniyle
iligkili olan 17 nolu kromozomun q21°de yerlesmis olan c-erbB-2 genini bulmuglardir (19).

c-erbB-2 (HER-2/neu) geni, biiyiime faktér reseptérleri ile yakin iligkili, dort kisilik bir
ailenin elemamdir. Herbiri yiizey reseptérlerinin aracihg ile hiicre membranindaki tirozin kinaz
reseptoriinin ligandlarma baglamr. Bu ligandlara “neu differention” veya “heregulin” adi verilir
(Tablo 3) (4, 5). c-erbB-2, Klas I biiyiime faktoér reseptor tirozin kinaz ailesinden 185-
kilodalton agirhgindaki transmembran proteinini kodlar (2, 4, 5, 20). Hiicre membraninda
bulunan transmembran protein tirozin kinaz reseptorii, N- ug ekstraselliiler ligand baglayict
alan, tek transmembran o helix ve kinaz aktivitesi olan sitozolik c- ug bolgesinden olusur. Bu
reseptorlerin en biiyiikk ozellikleri, ligandin baglanmasiyla dimer olusturmalandir. Bu yolla
reseptorin  otofosforilasyonu olugur. Reseptér fosforilasyonu, hedef proteinlerinin
fosforilasyonuna yol agar ve hiicre igi sinyal ileti yollan tetiklenmis olur. Artmu§ reseptor
ekspresyonu genin amplifikasyonuna neden olur (Sekil 1). Genin amplifikasyonu, c-erbB-2
haberci RNA ve P185 proteinin agin ekspresyonuna yol agar. Artmig olan bu protein
ekspresyonu immiinohistokimyasal yontemle, tiimér hiicresinde yogun hiicre membranmin
boyanmas: seklinde izlenir (5, 20).



Tablo 3: HER (erb) Gen ailesi

Gen _Ligand
HER-1 (c-erbB-B1) “Epidermal growth factor”
“Transforming growth factor-o.”
“B-Cellulin”
“Heparin binding growth factor”
“Amphiregulin”
HER-2 (c-erbB-2) “Heregulin”
HER-3 (c-erbB-3) “Heregulin neu differention factor-1 and 2”
HER-4 (c-erbB-4) “Heregulin neu differention factor-1 and 2”

Reseptor-ligand kompleksi

Baglayici protein kompleksi -~ gap )
(GRB2, SOS) % ,
/ MEK i

MAP kinaz
v Ve e l

. wf\w/ NV w/“ - |

" / Nukleus Gen akhvasymu

sitoplasma

Sekil 1. C-erbB-2’nin hiicre membran reseptérii ve hiicre i¢i sinyallerini kullanan etki mekanizmast

Insan meme karsinomlarmin %30’unda, c-erbB-2’nin amplifikasyonu (2 kat veya daha
fazla) bulunur. Bu amplifikasyon, prognoz ve lenf nodiilii metastazh olgulardaki relaps ile
iligkilidir. c-erbB-2 ekspresyonu; kétii histolojik grade, aksiller lenf nodiillerinin tutulumu ve

tutulan lenf nodiilii sayisi ile dogru orantil, Ostrojen ve progesteron reseptorii ile ters




orantilidir. Her-2 onkogen amplifikasyonu, Ostrojen ve progesteron reseptor yoklugu ile
iligkilidir. c-erbB-2 ekspresyonu ve “ploidy” arasinda anlamlt bir iligki bulunmamugtir.
Amplifikasyon, timoér grade’nin her bir komponentiyle ( tiimériin paterni, niikleer atipi, mitoz
sayist ) yakin iligkilidir. Primer timérde c-erbB-2 ekspresyonu goriilmese dahi metastazlarinda
gortilebilir. Bunun aksine eger primer tiimér c-erbB-2 proteinini eksprese ediyorsa bu kapasite
timorin tim metastazlarinda da izlenir (2).

Meme karsinomunda Her-2/neu anormallikleri, uygulanan gesitli yontemlerle tespit
edilmektedir. Bunlar gene dayal teknikler, “Southern ve Slot blot” testi, PCR, FISH,
“nonfluorescan” teknikleridir. Kalitatif ve kantitatif Her-2/neu olgtimleri, frozen kesitlere ve
formalinle tespitli-parafin bloklardan hazirlanan drneklerde immiinohistokimyasal yontemlerle,
“Western blot” testi ve ELISA ile yapilir (3, 4).

Agin c-erbB-2 ekspresyonu gosteren meme karsinomlaninda adjuvan kemoterapiye
anlamli bir cevap izlenmektedir. Fakat, ekspresyonu olmayan veya minimal olan olgularda
kemoterapiye cevap izlenmez (2).

c-erbB-2’nin asin ekspresyonu, yalniz meme karsinomlarinda degil, mide, prostat,

bobrek, over karsinomlarinda da gosterilmistir ( 21, 22, 23).

c-erbB-2 ve kemoterapi: Metastatik meme karsinomunda, c-erbB-2 eksprese eden olgularda
son yillarda tedavi protokollerine yeni bir anlaylg gelmistir. Tedavide c-erbB-2’ye dayanan
gesitli yaklasimlar vardir; 1) Tek basina veya kombine kullamilan biiyiime reseptorii inhibitorlert,
2) Fosforilasyonu engelleyerek sinyal iletimini engelleyen tirozin kinaz inhibitorleri 3) Bazi
hastalarda c-erbB-2 immiinojenik oldugu igin, aktif immiinoterapi kullanimidir (24). Son
yillarda  geligtirilen rhuMab HER-2, dogrudan c-erbB-2 proteinine kargi olusturulmus,
monoklonal bir antikordur. 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada, Trastuzumab ile kemoterapinin
beraber uygulanmasinin, metastatik meme karsinomlarinm yasam stiresini  olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir (25). Bunun yant sira, c-erbB-2’ye karsi gelistirilmis problar ile gen

tedavisi ve c-erbB-2 protein agisi da halen calisma agamasindadir (3 ,4).

Cathepsin D: Asidik lizozomal bir proteaz olup, meme kanser hiicreleri tarafindan urretilip,
salgilanmaktadir. Son yillarda Cathepsin D’ye olan ilgi artmustir. Cathepsin D, normal
hiicrelerden, 52 kilodalton agirhginda bir prekirsor olarak salimr. Hiicre biyiimesini
indiikleyici etkisi ve ekstraselliiler proteolitik aktivitesi vardir. Bu ozellikleri ile meme

kanserinde prognostik agidan énemli olabilir. Bu enzimin agin salimunin (>70 pmol/mg protein),
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agresif tiimor davramgi ve relapsis gegen zaman ile iliskili olduguna dair gorusler vardir.
Fagositik aktivitesi yiiksek olan meme kanserlerinde, artmis olan Cathepsin D degeri, normalde
fagositik hiicrelerde bulunan lizozomal proteazlarla iligkili olabilir. Cathepsin D ve Her2/neu
onkogeni arasinda iliski bulunmaz iken, c-myc amplifikasyonu ile arasinda korelasyon vardir.
Bu gorisler sonucunda, Tiumor Marker Grubu (ASCO), meme kanserinde tedavi

planlanmasinda Cathepsin D 6l¢uimiiniin, yer almamasi gerektigi kararim almigtir (1, 2).

Onkosiipresor gen p53: Uzerinde en fazla galigilmg bir tiimér siipresér gen olup kromozom
17p13.1 iizerinde lokalizedir. insan tiimoérlerinin bir ¢ogunda pS3 mutasyonlar gozlenir.
Niikleusta lokalizedir ve harekete gegtiginde ana islevi, pek gok genin transkripsiyonunu
kontrol etmektir. “Wild” tip p53 normal hicrelerde diisiik seviyelerde bulunur ve hiicre siklist,
DNA sentez ve tamirinde, apoptosisde rol alir. p53°de goriilen mutasyon, normalde 20 dakika
olan yanlanma Omriini uzatir ve nikleusta birikimine yol acar. Bu birikim
immiinohistokimyasal yontemlerle saptanabilir. Meme karsinomunda, p53’in asin ekspresyonu
yasam suresini kisaltir (2). p53, yiiksek riskli meme kanserli olgularda gii¢lii ve bagimsiz bir
prognostik faktordiir ancak daha disiik riskli ve standart tedavi alacak olgularin belirlenmesi

icin uygun degildir (1, 2).

Anjiogenesis: Normalde hiicre gogalmasi, gelismesi ve yara iyilesmesinde izlenen anjiogenesis;
ekstraselliller matriksin yeniden sekillenmesi, endotelyal hiicrelerin gogi ve proliferasyonunda
yer alir. Tim bu iglevler, anjiogenetik faktorler tarafindan kontrol edilir. Anjiogenesis, aym
zamanda timérin bityiimesinde de gereklidir. Solid timorlerin 2-3 mm’ tizerindeki buyiiklige
ulagabilmeleri i¢in, anjiogenesis sarttir. Tamorin yayilimi, yeni olusmus vaskiler kanallarla
temasi olan hiicrelerin, bu kanallar yoluyla dolagima katilmasiyla meydana gelir. Anjiogenesis
yetenegi olan bir ¢ok faktor invivo ve invitro olarak gosterilmistir. Bunlar, “Vascular
endothelial growth factor (VEGF)”, ‘“Platelet derived endothelial cell growth factor
(pdECGF)”, “Epidermal growth factor (EGF)”, “Transforming growth factor (TGF)”, “Tumor
necrosis factor (TNF)”, “Prostaglandinler (PG)” ve bunlarla iliskili faktorlerdir. Invaziv meme
karsinomlarinda, damarlanmanin en yogun oldugu alanlar, immiinohistokimyasal olarak
boyanip, yeni olusan mikrodamarlarin sayilmasi ile belirlenen anjiogenesis, erken evrede anlamli

bir prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir (2, 9, 10).
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Evrelendirme: Meme kanserinin evrelendirilmesi, tedavi seklinin belirlenmesi icin gereklidir.
Evrelendirmede, primer timér ¢api (T), bolgesel lenf nodiilii tutulumu (N) ve uzak metastaz
(M) varlig: kullanilir. TNM ilk kez 1954 yilinda “International Union Against Cancer (uIccey”
tarafindan  tammlanmigtir. 1997 yilnda TNM  smiflandirmasmnda yeni  versiyonlar
olusturulmustur (Tablo 4)(2). Meme kanserinin TNM evrelendirmesi asagidaki sekildedir;

Tablo 4: Meme kanserlerinin TNM klasifikasyonuna gére Evrelendirilmesi

Stage 0 Tis (insitu karsinom) NO % (0]
Stage 1 i | NO MO
Stage IIA TO N1 MO
iy | N1(2) MO
E2 NO MO
Stage 1IB T2 N1 MO
T3 NoO MO
Stage IIA  TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
18 NI1,N2 MO
Stage IIIB T4 N (herhangi biri) MO
T(herhangi biri) N3 Mo
Stage IV T(herhangi biri) N(herhangi biri) Ml

Tis: Insitu karsinom,

T1: <2cm,

T2: >2-5cm,,

T3:>5cm,

T4: gogiis duvan, cilt invazyonu,

N1: Aym taraf aksillada hareketli lenf nodiilii tutulumu,
PN1a: Mikrometastaz (0.2 cm.den kiigiik),
PN1b: Gross metastaz,



PN1bi: 1-3 lenf nodiiliinde, en biiyiik capi 0,2 cm.-2 cm. arast olan metastaz

PN1bii: 4 veya daha fazla lenf nodiiliinde 0,2 cm.-2 cm metastaz

PN1biii: kapsiil invazyonu olup 2 cm.’den kiigitk metastaz igeren lenf nodiilii

PN1biv: : Bir lenf noduna en biiyiik ¢ap1 2 cm. veya daha fazla olan metastaz
N2: Aym taraf aksilladaki metastatik lenf nodiillerinin, birbirlerine veya gevre dokulara
yapisarak fikse olmast,

N3: Aym taraf internal mammarian lenf nodiillerine metastaz

2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA ilk kez Miescher tarafindan 1869 yilinda izole edilmis ancak, tamm: 1953 yilinda
Watson ve Crick tarafindan yapilmigtir. DNA, birbirine deoksiriboz-fosfat ile zincir seklinde
baglanmig, sarmal bir yap: olusturan iki niikleotit zincirden olugur. Her bir zincirdeki niikleotit
bazlar, kars1 zincirdeki niikleotit bazlara hidrojen baglart ile baghdir. Timidin baz DNA'da
Adeninle ( RNA'da Uridin), Guanin baz ise Sitozinlle baglanir. iki baz arasindaki baglar 1s1 ile
kirilir ve bu iki kargilikh baz "DNA erimesi" veya "denatiirasyonu” denen yontemle birbirinden
aynilir. Her iki zincirin sogumasiyla tekrar bir araya gelirler “renatiirasyon” (26, 27).

PCR, herhangi bir spesifik DNA diziliminin birkag saat icinde milyonlarca kopyasim
saBlayan bir tekniktir. Bu teknik Khorana ve arkadaslari tarafindan 1970 yilinda tarif edilmigtir.
Ancak hayata gegirilmesi ve PCR ismini almasi Kary Mullis tarafindan 1983 yihinda
gerceklesmistir (26).

PCR uygulamak igin gerekli olan kaynaklar, saflastinimis DNA veya mRNA, DNA
Polimeraz, tampon solisyonlari, DNA sentezinde kullanilacak olan tek nikleotitler,
oligoniikleotit primerler, reaksiyon 1sisim hizli bir sekilde degistirecek olan sitict (Thermal
Cycler) ve uygun bir DNA tespit sistemidir. Kuskusuz en 6nemli ve gerekli olan basamak
uygun primer oligoniikleotidlerin kullanimdir. PCR kullanimini simrlayan teknik kosullardan
birisi de, gogaltilmak istenen DNA'min uzunlugudur. Iki primer dizilim arasmdaki maksimum
uzunluk yaklagik 2000 baz iftidir (2kb). 2 kb'dan daha biiyik bir alan ¢ogaltilmak istendigi
taktirde, PCR'n etkinligi énemli bir 6lgiide azalir. En etkili PCR, her birinde 200-500 baz ifti
igeren primerlerin kullanimu ile olur (28, 29).

PCR metodunun temeli tekrarlayan sikluslara dayalidir. Her bir sikliis li¢ temel basamak

igerir;



e Cift sarmalh DNA'nin denatiirasyonu

e Oligoniikleotid primerlerinin baglanmasi
¢ DNA Polimeraz kullanarak, primer uzama

Ik basamakta, gahigilacak olan DNA 6rneginin sicakhiga 90 °C’nin istiine gikarthp DNA'nin
her iki zincirinin birbirinden ayrilarak denatiire olmas1 saglamr. Sicaklik digene kadar ikiye
ayrilan DNA'nin her bir zinciri soliisyonda serbest olarak bulunur. Tkinci basamakta, sicakhign
72 °C’e digmesiyle, ortamdaki oligoniikleotid primerler hizh bir gekilde denatiire olmusg
ornekteki tek zincir tstiinde kargih@ gelen bolgeye baglamir. Bu primerler, ¢ogaltilacak olan
DNA'ya spesifik olarak baglanan iki adet oligoniikleotit pargalaridir. Kisa tek sarmallhi DNA'dan
olusurlar. Kargihfindaki DNA zinciriyle etkilesime girerler ve birbirleriyle baglanmazlar.
Siklisiin son basamagi, yemi oluymus DNA zincirinin primer uzamasidir. Primer-DNA
kompleksine baglanan, DNA'y1 5' den 3' yoniine dogru uzatan DNA Polimeraz'in kullanmi, bu
basamak igin gereklidir. Iglemin yiiriimesi icin gerekli olan bu DNA Polimeraz, 1siya dayamkh
olmahdir. 98 °C’ ye kadar dayamkh olan ve denatiire olmayan Taq DNA Polimeraz’s PCR
tekniginde kullanilir (27,28,29,30).

Taq DNA Polimeraz, termofilik bir organizma olan Thermus aquaticus'dan izole
edilmistir. Ortam 1s1s1 yiikseldikge DNA ile disardan olusabilecek nonspesifik baglanmalar
denatiirasyon yoluyla elimine edilirken, 1siya dayanikh Taq DNA Polimeraz sayesinde primer-
DNA kompleksi butiinligiini korur. Bu sentez basamag tamamlandiktan sonra, reaksiyonun
derecesi tekrar yiikseltilir ve yeni sentezlenmis olan DNA zincirleri denatiire olarak tiim
basamaklar tekrarlamr. Tipik bir PCR analizinde 20-40 siklils uygulamir ve sonugta gen
uriiniiniin 1 milyon kez katlanarak ¢ogalmas: saglanir (27-30)(Sekil 2).
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Sekil 2: PCR yonteminin semasi

Amplifikasyonun ilk basamaginda olusan iiriiniin uzunlugu, yalmzca DNA Polimeraz'in
fonksiyonel oldugu zamana baghdir. ilk DNA "uzun uriin" adim alir. Tekrarlayan sikluslerle,
DNA Polimeraz bir 6nceki baslama noktasinda sonlanir ve her yeni sikliiste daha kiigik DNA
pargalarindan olugan "kisa uiriin" meydana gelir. Temel arastirmalarin yapildigi kissm DNA’nin
"kisa driin"tidir. Reaksiyonda, orijinal DNA kalibi tek bir par¢a oldugu i¢in "uzun riin"
aritmetik olarak gogalir, buna ragmen “kisa tirin” katlanarak artar. 20-40 sikliisiin sonunda
baskin olan gogalmis gen, oligoniikleotid primerlerin lokalizasyonu ile belirlenen kisa iirtindiir.
Bu nedenle, istenen iiriiniin gogalmasim saglamak igin primerlerin dikkatli belirlenmesi
zorunludur (30).

Primerler: PCR reaksiyonunun basanli olmasindaki en 6nemli faktérlerden birisidir.
Primerler dogru olarak sentez edilmemigse deney basanisizhga ugrayacak veya yanls bolge,
yada birden gok bolgeler amplifiye olacaktir. Primerlerin sentezinde su kriterler goz oniinde
bulundurulmalidir (31):

1- Kendi aralarinda ve iglerinde komplementer diziler tasimamasi

2- 3’ uglarinda T(Timidin) bulunmamas: ( T nikleotid yanhs eslesmeye duyarhdir)

3- GC (Guanin-Sitozin) oraninin %40-60 arasinda olmast

4- Dizinin 1-2 piirin baz ile baslayip bitmesi

5- Bir bazin 4’den fazla arka arkaya gelmemesi
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Kalip DNA: Amplifiye edilecek gen veya gen pargasi igin ana kalip (template) olarak
gorev yapar. Primere gére belli bir konsantrasyonda olmahidir. Kalip DNA pargasinin uzunlugu
2 kb’dan daha biiyiik olmamalidir (ideal olam 1kb uzunluktur). Standart PCR teknikleri ile 10
kb’a kadar olan DNA pargalarn amplifiye ~edilebilmektedir, fakat parga biiyudiikge

amplifikasyon verimi diismekte ve istenen sonucu elde etmek zorlagmaktadir (31).

Reaksiyon Tamponu: Reaksiyon ortaminmn iyonik direnci, pH’st ve enzimatik
reaksiyonlar i¢in gereken her ey tampon soliisyonu ile ayarlanir. Daha iyi verim alabilmek ve
bir takim olumsuzluklarin 6niine gegebilmek igin reaksiyon karigimina ekstra maddeler (gliserol
gibi) ilave edilebilir. PCR tamponundaki en onemli (anahtar) degisken Mg
konsantrasyonudur. Uriiniin hem ozgilligu hem de kalitesi ile ilgilidir. Disiik ve yiiksek
konsantrasyonlar reaksiyonu farkfi sekillerde etkiler. Yiiksek Mg~ konsantrasyonu ¢ift iplikli
DNA’y: stabilize eder ve tam olarak denatiire olmasim onler, aym zamanda primerlerin yanhg
bolgelere baglanmasina neden olur. Diigitk Mg konsantrasyonlaninda (0,5 M’dan dusiik) ise,
Mg birgok DNA polimeraz ve biitiin termostabl polimerazlar icin kofaktér olarak islev yaptigi
igin polimerizasyonu zayiflatir (30, 31).

PCR dongiileri ii¢ evreye ayrilir:

* Baslangic Evresi Primerlerin 3’ uglarinin kalip DNA molekiiliine sentezin baslamasina
yetecek kadar bir siirede bagli kalarak, havuzdaki her kalip molekiilden uzun tek iplikli
DNA  molekiillerinin sentezlendigi dongiilerdir. Bu evrede sentezlenen molekiiller bir
ucundan primerle siirlanmis ve olduk¢a uzundur. Daha sonraki dongiilerde yalmz istenen
bélgenin amplifikasyonu igin baslangi¢ dongiileri ok 6nemlidir, giinkii tiriingin ozgilligiini
belirler. Bagarili sonug alabilmek igin kullanilan primerler komplementer bolgelerine gok iyi,
fakat kalip DNA nim diger bolgelerine gok zayif bir sekilde baglanmalidir (28, 30, 31).

* Katlanarak (Eksponensiyel) Artis Evresi: Bu dongiilerde tercih edilen kalip DNA
¢ogunlukla ikinci dongiiden itibaren primerlerle siirlandirimis olan segmentlerdir. Bu
evrede primerlerin homolog bolge bulmalan oldukga kolaylasmistir. Bu evrede taninan
dongu siiresince ( ideal dongi sayist 20-30 arasinda olandir) iriin artis katlamalidir (28,
30, 31).

¢ Plato Evresi: Reaksiyon iiriinleri biriktikge ortamdaki enzimin hemen hepsi iggal edilir ve
primer/kalip orami diiser, DNA iplikleri birbirleriyle birlesmeye baslar. Uriinler primerlerden

daha uzun oldugu igin, daha yiksek sicakliklarda uzama (annealing) olur. Kalip




molekiillerin birbirleri ile birlesmesi arttik¢a ve enzim miktan yetersiz kaldik¢a reaksiyon

doygunluk evresine (plato evresi) gelir ve katlamali artis durur(28, 30, 31).

PCR yontemi, DNA ¢ogalmas: igin digiinilmis olsa bile mRNA da bu yontemle
gogaltilabilir. mRNA g¢ogaltilmas: igin uygulanacak olan ilk basamak ters transkriptaz enzimi
kullanarak mRNA’dan “complemantary DNA” (cDNA) olusturmaktir. Yeni sentezlenecek olan
c¢DNA, ayni PCR yontemi uygulanarak ¢ogaltilir (28, 29, 30).

PCR iglemi tamamlandiktan sonraki basamak, olusan 6zgiin, ¢ogaltilmig DNA mn varligim
gostermektir. Siklikla bu asamada, agaroz jel elektroforezi veya Southern blotting sistemi

kullamihir.

Agaroz Jel Elektroforez: Olusan PCR turini direkt olarak etidyum bromiir ile boyanmig
agaroz jelin uzerine yerlestirilir. Yaklagtk 1 milyon subgenomik pargaya bolinmiis olan
DNA’nin her bir pargasi, elektroforez sirasinda jelin tizerinde ayrilir. Boyutlarina gére her bir
DNA pargast ayn olarak katoda dogru hareket eder. Elektroforetik ayriima tamamlandiktan

sonra, DNA’daki etidyum boyasi ultraviyole iginlar ile aktif hale getirilip, saptamr (30, 31).

Southern Blotting: Ed Southern tarafindan gelistirilmis bir tekniktir (30).  Ethidium—
Bromid’le boyanmus jelde nonspesifik amplifikasyon olusursa, veya DNA’nin boyutunun ¢ok
agir oldugu kosullarda Southern blot teknigi, PCR irtiniiniin tespiti igin kullanilir Analizi
yapilacak olan DNA endoniikleaz enzimleriyle kiigiik pargalara ayrilir. Pargalar halindeki DNA,
Jel elektroforezinde yiiriitiiliir. Jel elektroferezinden sonra jelin tizeri, nitroselliiloz filtre veya
naylon membranla kaplanir. DNA pargalari, jelden membrana diffiizyon yoluyla geger.

Membran, isaretlenmis prob ile inkiibe edilerek x-ray filmde goriintiilenir (31).

PCR TEKNIKLERI

“Reverse Transcription PCR” (RT-PCR)

RT- PCR en hassas olan yontemlerden birisidir. Hedef alinan RNA’yr tespit etmek igin
kullanthr. RT-PCR teknigi iki basamaktan olusur: reverse transkripsiyon ve DNA
amplifikasyonu. Reverse transkriptaz enzimi kullanilarak RNA’min “complemantary DNA”
(cDNA)’ya donistirilmesi, bu teknigin ilk basamagidir. Yeni olusturulmus olan cDNA
standart PCR yontemi kullamlarak gogaltilir (26, 28).
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“Multipiex PCR”

Aymni reaksiyonda iki veya daha fazla primer setin kullamldig: bir tekniktir. Bu sistem, degisik
sayida farkl dizilimlerin tespiti i¢in kullanihr. Tek DNA 6rneginden iki patojenik viriisiin izole
edilmesi buna 6rnek olarak verilebilir. Agaroz jelde iki triinid de tespit etmek igin, ozellikle
farkli boyutlar da olmalarina 6zen gosterilmelidir (28).

“Differential (Karsilastirmal)) PCR”: Iki primerin kullamldigz “Multiplex PCR”yontemidir.
Hedef olan genin yamnda, bilinen bir referans gen, aym PCR reaksiyonunda amplifiye edilir.
Hedef genin, referans gen amplifikasyonuna oranmnin tespit edildigi semikantitatif bir
yontemdir (32, 33).

“Nested PCR (nPCR)”

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun hassasiyeti, ¢ahsilacak olan 6rnekteki ana DNA’mn kéti
kalitede olmas1 veya diigiik sayida kopyalanmasi ile yakindan iligkilidir. Hassasiyet ve ozgillik,
nPCR yonteminin kullanilmas: ile arttinhir. nPCR’da iki ayn amplifikasyon kullamhir. Ik
basamakda, biiyiik iiriin olusturmak i¢in primerler kullanilir. Cogaltilacak olan bu iiriin, ikinci
amplifikasyon igin temel DNA kalibim olugturacaktir. Olugan bu DNA’da ikinci bir grup primer
kullamim ile daha kigik DNA oOrneklerinin amplifikasyonu gergeklesecektir. Son trtiniin
kalitesi, iglemin ilk basamagindaki ana DNA’ya baghdir. Bu yontemle, ilk basamakta
olusturulan DNA dizilimi, daha kaliteli son riiniin olusmasma olanak vermektedir. Iki
basamakta da kullamlan amplifikasyon siklisleri nPCR’in standart PCR’dan daha hassas bir
teknik olmasm saglar. Ornegin kemik iligi transplantinda insan sitemegaloviriis “mtr II early”
geni, standart PCR ile degil nPCR ile gosterilebilmigtir (26, 28, 35).

“Inverse PCR (IPCR)”
Standart PCR’da, uygulanan primerlerin karsihk geldigi, primer uzama sinirlarmmn icindeki,
bilinen zincirin gogaltilmas: gergeklestirilir. IPCR primer uzama simrlanimn diginda da DNA

gogalmasina dayanan bir yontemdir. Ozellikle viral kanserogenesis de kullanilir (28).
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PCR’IN KULLANIM ALANLARI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun tip alaninda kullamm sahasi oldukga genistir. Temel kullanim
alanlan agagida verilmistir;

Translokasyoniarin tespiti. PCR, translokasyonlann tespitinde, Southern Blotting
tekniginden 10 000 kat daha fazla sensitif bir yomtemdir. Ozellikle hematopoietik
tiimorlerdeki translokasyonlarm tespiti icin sik kullamlir. Ornegin, follikiiler lenfoma’da
1(14;18) gibi (1, 29).

Onkegen aktivasyonu: Uygun primerler kullanarak, tirozin kinaz ailesi gibi potansiyel
onkogenlerin, PCR ile c¢ogaltilmas: saglamr. Ormn: Noroblastom’da N-myc, meme
karsinomunda c-erbB-2 amplifikasyonu gibi (1). -

Kilonalite: T ve B hiicre proliferasyonlarinda, monoklonal ve poliklonal gogalmanin ayirt
edilmesi i¢in kullandhir (1).

Neokta mutasyonlari: Timorlerde olusan nokta mutasyonlanmn tespiti i¢in PCR teknigi
kullanthr. Orn: pankreas karsinomunda aktif ras geninin tespiti (1).

Timdr siipresor genlerdeki anormalliklerin tespitinde PCR teknigi kullamlir. P53,
Retinoblastom geni (Rb) gibi (1).

Tiimdrlerde viral etiyoloji: Tiumorlerin etiyopatogenezinde rolii olan viriislerin
saptanmasi igin uygun bir yontemdir. Orn: Skuamoz hiiereli karsinomlarda HPV, malign
lenfomalarda EBV tespiti (1).

Enfeksiyon Hastalklari: Enfeksiyoz hastaliklarda PCR sikhkla viral hastaliklarin tespiti

icin kullanilir. Bu teknik, kiiltiiriin zor oldugu kosullarda ¢ok degerli ve hassas bir
yontemdir. Human T-cell lymphotrophic virus (HTLV-1), Epstein-Barr viriis (EBV),
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hepatit B viriisii, sitomegaloviriis (CMV), human papilloma viris (HPV) PCR ile tespit
edilebilen enfeksiyoz ajanlardir.

Prenatal tami: Amniosentez veya koryonik villiis biyopsisi ile alinan materyalde, PCR
teknigi ile gesitli genetik gegigh hastaliklan tespit etmek miimkiindiir (30).

Adli Tip: Giysi tizerindeki kan damlalan ve sag 6meginden, PCR ile DNA amplifiye
edilebilir. Bu amagla, adli tip bir kullanim sahasidir (34).

Antropoloji: Dinya popiilasyonunun hareketlerini izleyen antropolojik ¢aligmalarda da

PCR teknigi kullanidlir. Bu yontemle, nesli tikkenmis hayvanlara ait, 13 000 yaginda DNA
amplifiye edilmigtir (36).
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Trp Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda 1996-2001 yillar: arasinda tam
almig, 60 adet meme kanseri olgusu, 30 invaziv duktal, 30 invaziv lobiiler karsinom, ¢aliyma
grubuna almmgtir. Invaziv duktal ve invaziv lobiiler karsinom olgularindan toplam 30 olguda
aksiller lenf nodiilii metastaz: meveuttur. Bir adet fibroadenom ve bir adet fibrokistik hastahk
olgusu PCR ve Immiinohistokimya yontemlerinin kontrolii amaciyla ¢ahgmaya alimmgtir (tablo
5).

Table 5: incelenen 60 olgunun histolojik tamlara gore dagilim

Histolojik Tam Olgu Sayis:
invaziv Duktal Karsinom, aksiller lenf nodiilii metastaz iceren 15
Invaziv Duktal Karsinom, aksiller lenf nodiilii metastaz: igermeyen 15
invaziv Lobiler Karsinom, aksiller lenf nodiilii metastaz iceren 15
Invaziv Lobiiler Karsinom, aksiller lenf nodiilii metastaz1 icermeyen 15
Toplam 60

Mastektomi materyalleri %10°luk formaldehit de tespit edildikten sonra, rutin takip
islemlerinden gegirildi. Parafin doku bloklanndan yapilan bes mikron () kalinliktaki histolojik
kesitler Hematoksilen — Eozin (H+E) ile boyandi.

Caligma grubuna alinan olgularin (60 invaziv meme kanseri, 2 kontrol) parafin
bloklarindan hazirlanan kesitlere Avidin-Biotin kompleks immiinperoksidaz yéntemi ile c-erbB-
2 (Dako A 0485), Ostrojen reseptori (Novacastra NCL-ER-6F11) uygulandi. Hazrlanan
ornekler 151k mikroskobunda.degerlendirildi.

Ayrnica olgulann parafin bloklanmdan hazrlanan kesitlere PCR yontemiyle c-erbB-2
onkogeninin amplifikasyonu yapilarak, c-erbB-2/dopamin reseptor elektroforetik bandlarimn
yogunlugu semikantitatif olarak hesaplandi.
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“STREPT AVIDIN-BiOTIN” BOYAMA YONTEMI
(c-erbB-2 VE OSTROJEN RESEPTORUNUN DOKUDA GOSTERILMESI ICIN)

Dokularin Hazirlanmasi:

Tiimorti temsil eden émmekleri igeren parafin bloklardan, lam iizerine bes mikron kalinhiginda
kesitler alindi. Kesitler deparafinize edilip alkollerden gegirildikten sonra fosfat tamponlu
salinde (PBS, pH 7,4 ) yikandi. Her kesitin gevresi kurutulduktan sonra, kesitler nemli ortama

konuldu. Bu evreden baglayarak her basamakta kurutma islemi tekrarlandi.

Boyama Evreleri:

1-

Her kesitin izerini tamamen kaplayacak sekilde 2-3 damla “Peroksidas Blocking Reagent”
(%3°likk H,O,'li metanol) damlatilarak 30 dakika oda sicakhginda bekletildi. Burada amag,
ortamda mevcut endojen peroksitleri yok ederek nonspesifik zemin boyanmasim azaltmakt:.
Distile suda 3-5 dakika yikandi.
Kesitler 10 nM sitrat tampon (pH 6,0) igerisine konularak mikrodalga finnda 8-9 dakika
antijen retriviel yapildi.
Mikrodalga finndan gikanlan kesitler oda 1sisina gelene kadar sitrat tampon igerisinde 20
dakika bekletildi.
PBS’de 2-3 dakika tutularak yikand.
Kesitlerin kenan silinerek asit iire soliisyonu damlatildi ve 20-30 dakika bekletildi.
Musluk suyundan gegirilen kesitler 2-3 dakika da PBS’de yikandi.
Dokularin kenan silinerek protein blokaji i¢in kegi serumu damlatilarak 20 dakika
bekletildi.
Kesitler PBS’de yikanmadan direkt olarak uzerindeki fazla protein blok dokiilerek kenarlan
silindi;
a). C-erbB-2 onkoprotein boyanmasi igin: 1/150 diliisyonda anti-c-erbB-2 antikoru
(Dako A0485) damlatilarak oda 1sisinda 1,5 saat inkiibe edildi.
b). Ostrojen reseptor boyanmas igin: 1/60 diliisyonda ostrojen reseptor monoklonal
antikoru (Novacastro NCL-ER- 6F11) damlatilarak oda 1sisinda 1,5 saat inkiibe edildi.

10- PBS ile 2-3 dakika yikandi.
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11-Kesitlerin kenan silinerek Multilink Biotin Link (Dako KO0675) dokulann iizerini
kaplayacak gekilde damlatilarak 30 dakika bekletildi.

12-PBS ile 2-3 dakika yikandu.

13-“Strept Avidin HRP conjugated”(K0675) damlatildi ve 30 dakika inkiibe edildi.

14-PBS ile 5 dakika yikand.

15- AEC substrat ( Dako, AEC substrate, K0696) ile inkiibe edildi.

16- Orneklerde, 10-15 dakika sonunda mikroskop altinda boyanma olup olmadifi kontrol
edildi.

17- Distile su ile reaksiyon durduruldu ve yikandi.

18- Mayer Hematoksilen ile 1-2 dakika zemin boyamasi yapildi ve musluk suyunda 2-5 dakika

yikand.
19- Kesitler gliserin jel ile kapatilarak mikroskopik incelemeye hazir hale getirildi.

KARSILASTIRMALI PCR YONTEMI iLE c-erbB-2 AMPLIFIKASYONU

Dokudan Parafinin Uzaklastiriimas::
1- Sadece tiimorii temsil eden, etrafinda normal alan bulunmayan, parafin bloklardan hazirlanan
10 p kalmhgindaki 5 adet kesit, 1,5 ml’lik ependorf tiipiine alind1.
2- Her tiipe 1 ml ksilol eklenip, 30 saniye vorteksle kangtinidi. Oda 1sisinda 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 5 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edilip, ksilol uzaklastirildi.
3- Bir 6nceki basamak tekrarland.
4-Tiip icindeki dokuya iki kez 1 ml %99,7 etanol eklenip, oda isisinda 13 000 rpm’de 5 dakika
santriftyj edildi.
5- Alkol uzaklastinldiktan sonra, parafilmle tiipiin iizeri kapatilip, steril igne ile delindi ve oda
1s1sinda 2 saat kurumaya birakildi.

DNA lzolasyonu:
1- Dokular 392 pl “Digestion Buffer” (pH:8,5) ile sulandinldt. 8 pl Proteinaz K (40 mg/ml
stok soliisyon, Promega V 3021) eklendi ve 55 °C’lik su banyosunda bir gece bekletildi.
2- Doku pargalandiktan sonra ependorf tiipiine 500 pl Fenol (P4557) eklenip, vorteks ile 30
saniye kangtirildi.
3- 13 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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4- Ust faz temiz bir ependorf tiipiine alind:.

5- Bu faza 500 pl fenol eklenip, yukandaki adim tekrarlandi.

6- Ust faz temiz bir ependorf tiptine alnds, tzerine 500 il kloroform eklenip 30 sn. vorteksle
karigtirildi.

7- 13 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve tist faz temiz bir tiipe ahindh.

8- Uzerine tiipii dolduracak sekilde %99,7’lik —20 °Cde saklanan etanol eklenip elle gevirerek
DNA goriildii.

9- 13 000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

10- Alkol uzaklagtinlds, 1 ml % 70°lik etanol eklenip, 13 000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
11- Alkol uzaklastinhp, tip 2 saat kurumaya birakildi.

12- Kuruduktan sonra, yeteri kadar steril “nuclease — free” su ile DNA sulandimildi.

PCR:

C-erbB-2 geni (98 kb) ve Dopamin reseptérii (112 kb) amplifikasyonu igin kullamlan
oligoniikleotid primerler:
e C-erbB-2 geni (2122-2141) 5> CCT CTG ACG TCC ATC ATCTC 3’
(2217-2196) 5> ATC TTC TGC TGC CGT CGC TT3’
e Dopamin reseptoriic  (6-27) 5 CCA CTG AAT CTG TCC TGG TAT G 3’
(118-96) 5° GTG TGG CAT AGT AGT TGT AGT GG 3’

1- PCR Core kit (Promega M7660) ve yukandaki sekilde diizenlenen primerler kullamlarak,
steril mikrosantrifiij tiipiiniin igine, her bir 6rnek igin asagida belirtilen miktarlar kullamlarak

PCR kanginu hazirlandi:
MgClL, 3ul (final konsantrasyon 1,5 mM)
10X Buffer 5 pl (final konsantrasyon 1,0X)

“PCR Nucleotid Mix” 1 pl (final konsantrasyon 200pM)

Taq DNA polimeraz 0,25 pl (final konsantrasyon 1,25u/50ul)
c-erbB-2 primer 2ul

Dopamin primer 2ul

“Nuclease-free”su 31,75 ul

23



2- Hazrlanan kangmm bulundufu her mikrosantrifiij tipiine ayn ayn, olgulara ait DNA
omeklerinden 5 pl eklendi. 35 PCR siklisiine ayarlanan “Thermal-Cycler” cihazinda DNA
amplifiye edildi. Her sikliis de denatiirasyon 95 °C’de 1 dak., yapigma (annealing) 55
°C’de 1 dak. ve uzama 72 °C’de 1 dak., ve 6n faz olarak 72 °C’de 10 dakika olacak
sekilde proglamdi.

3- Olusan PCR iriiniinden 10 pl alindi ve 2 pl Loading buffer ile kangtinilip, vertikal %8°lik,
etidyum bromid’le boyah poliakrilamid jelde, 100 volt’da 70 dakika yiiritildi.
Poliakrilamid Jel

10,5 ml distile su

1,5 m! TBE 10X

3 ml stok akrilamid (%640)

150 pl %25 Amonyum Persulfat
15 ul TEMED

4- Jel UV g kullantlarak goruntiilenip, fotografland:.

5- Olugan C-erbB-2 ve Dopamin bandlannin dansitometrik analizleri “NIH Image 1.60”
bilgisayar dansitometrik analiz programm kullamlarak yapildi. C-erbB-2 ve Dopamin
amplifikasyonunun birbirine oram hesaplanarak c-erbB-2’nin amplifikasyon oram tespit
edildi.

Degerlendirme: Bu caliymada immiinohistokimyasal olarak uygulanan c-erbB-2 ve dstrojen
reseptoril baglanma oOzellikleri, renklendirici substrat olarak AEC kullamimasindan dolay
kirmiz1 boyams pozitif olarak kabul edildi. Ostrojen reseptorii igin, tiimor hiicrelerinde nitkleer
boyanma, c-erbB-2 igin membranéz boyanma pozitif olarak degerlendirildi. Membranoz
boyanma paterni, giddeti ve membranda devamliligma gére 0, 1+, 2+, 3+ olarak siniflandirildi.
Aynca, tek bagina veya membranéz boyanma ile birlikte sitoplazmik boyanma gosteren
olgularda kaydedildi.

PCR iriiniinde, c-erbB-2 amplifikasyonunun degerlendirilmesinde “NIH Image 1.60”
dansitometrik analiz yontem programu kullanildi. Jelin gekilen fotografi tizerinden, c-erbB-2 ve
Dopamin elektroforetik bandlannin yogunlugu bu yontemle tespit edilip, c-erbB-2/Dopamin
reseptor oram yaklastk olarak hesaplanip, semikantitatif veriler elde edildi. Buna gore, c-erbB-
2/dopamin reseptor<l,2 tek kopya, 2> ec-erbB-2/dopamin reseptér>1,2 diigitk diizeyde
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amplifikasyon, c-erbB-2/dopamin reseptdr>2 yitksek diizeyde amplifikasyon olarak
siniflandirilds.

Verilerin analizinde, iki ordinal kategorize deBigken arasindaki uyum, ki kare test
istatistigi ile ve uyumun derecesi Gamma 6lgiitii ile saptanmigtir. Gamma=0,58 (p=0,018).

iki kategorize degisken arasindaki iligki veya birbirinden bagimsizhiklarinda ki-kare testi
uygulanmugtir. Siirekli deZigkenler arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile analiz edilmigtir. p
degerinin 0,05 den kiigikk degerleri istatistiksel olarak onemli iliskiyi veya iki faktor arasindaki
bagimsizligr gosterir.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada 1996-2001 yillan arasmda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalinda tam almms, 60 adet invaziv meme karsinomu olgularmm prognostik
parametreleri incelenmigtir. Hastalarm, yas, histolojik tam, timor boyutu ve grade’i, aksiller
lenf nodiilii metastazs ve sayis1 saptanmgtir. Hastalann yas ortalamasi 50,30 +12,37°dir. En
geng hasta 25, en yagh hasta yagt ise 86 yagindadir. Olgularn hepsi kadin hastalardir. 60
olgunun 30°u infiltratif duktal karsinom ve bunlarm 15’inde aksiller lenf nodiili metastaz:
mevcuttur. 30 olgu infiltratif lobiiler karsinom olup 15’inde lenf nodiilii metastazi vardir (Tablo
6). Calismada degerlendirilen hasta listesi Tablo 7°de verilmigtir.

Tablo 6: Meme karsinomunda konvansiyonel prognostik faktorler

(60 olgu)
n %
Yas 50< 29 48,3
50> 31 51,7
Histolojik tip
Duktal 30 50,0
Lobiiler 30 50,0
Grade
Grade I 12 20,0
Grade 11 32 53,4
Grade 11 16 26,6
Tiamdr boyutu
<3 17 283
>3 43 71,7
Lenf nodiilii metastaz:
Var 30 50,0
Yok 30 50,0
Lenfovaskiiler invazyon
Var 24 40.0
Yok 36 60,0
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Tablo 7. Cahsmada degerlendirilen olgulann listesi

Vaka no Prsatokol no Hasta adh Hasta yag Cinsiyet ] Histolojik tip
1 17771/ 00 ME 63 K infiltratif dukial karsinom
2 239/01 CA 66 K Infiltratif duktal karsinom
3 16424/00 RK 43 K Infiltratif duktal karsinom
4 674/01 HK 52 K Infiltratif duktal karsinom
5 1491/01 AY 35 K Infiltratif duktal karsinom
6 471/01 AA 58 K Infiltratif duktal karsinom
7 258/01 AU 40 K infiltratif duktal karsinom
8 4300/00 AA 57 K Infiltratif duktal karsinom
9 13775/99 FB 33 K Infiltratif duktal karsinom
10 17312/00 SD 50 K Infiltratif duktal karsinom
11 178/01 F.G 63 K infiltratif duktal karsinom
12 527/01 M.S 48 K Infiltratif dukial karsinom
13 744/01 ST 75 K Infiltratif dukial karsinom
14 868/01 SK 47 K Infiltratif duktal karsinom
15 3602/00 HD 55 K Infiltratif duktal karsinom
16 2579/01 TK 45 K Infiltratif duktal karsinom
17 2534/01 AE 40 K Infiltratif duktal karsinom
18 990/01 BS 62 K Infiltratif duktal karsinom
19 17877/00 D.G 40 K Infiltratif duktal karsinom
20 16516/00 ES 41 K Infiltratif duktal karsinom
21 792/01 NK 55 K Infiltratif duktal karsinom
22 688/01 DY 66 K Infiliratif dukial karsinom
23 312/01 SK 57 K Infiltratif duktal karsinom
24 10431/00 0.G 25 K Infilteatif dukial karsinom
25 16457/99 GK 32 K Infiltratif duktal karsinom
26 13369/99 AK 44 K Infiltratif duktal karsinom
27 12705/99 N.C 50 K Infiltratif dukial karsinom
28 3683/98 EU 40 K Infiltratif duktal karsinom
29 13652/98 AP 32 K Infiltratif duktal karsinom
30 3956/98 M.C 49 K Infiltratif duktal karsinom
31 6340/98 E.S 39 K Infiltratif lobiiler karsinom
32 6753/98 YA 56 K Infiltratif lobiiler karsinom
33 14976/98 FO 42 K Infiltratif lobiiler karsinom
34 2093/98 Hi 63 K Infiltratif lobiiler karsinom
35 15537/98 F.A 42 K Infiltratif lobiiler karsinom
36 7353/96 HC 51 K Infiltratif lobiiler karsinom
37 2210/97 S.A 40 K Infiltratif lobiiler karsinom
38 1718/98 yAs) 65 K Infiltratif lobiiler karsinom
39 4744/99 ME 51 K Infiltratif lobiiler karsinom
40 8400/97 S.A 52 K Infiltratif Iobiiler karsinom
41 17818/00 AK 65 K Infiltratif lobiiler karsinom
42 17848/00 KA 60 K Infiltratif lobiiler karsinom
43 11124/99 AE 32 K Infiltratif lobiiler karsinom
44 16459/98 FO 42 K Infiltratif lobiiler karsinom
45 2294/99 LD 50 K Infiltratif lobiiler karsinom
46 7890/98 FB 54 K Infiltratif lobiiler karsinom
47 13910/98 L.G 42 K Infiltratif lobiiler karsinom
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Tablo 7’ nin devarm

Vaks no Protokel no Hasta ade Hasta yan Cinsiyet Histolojik tip
48 2031/96 N.U 35 K infiltratif lobiiler karsinom
49 8314/96 ZY 86 K Infiltratif lobiiler karsinom
50 7093/96 FO 58 K Infiltratif lobiiler karsinom
51 4205/96 SD 48 K Infiltratif lobiiler karsinom
52 1864/00 GD 57 K Infiltratif lobiler karsinom
53 16301/99 FS.A 60 K Infiltratif lobiiler karsinom
54 2543/96 SB 53 K Infiliratif lobiiler karsinom
55 2401/99 M.C 2 K Infiltratif lobiiler karsinom
56 6943/00 GN 75 K Infiltratif lobiiler karsinom
57 9352/00 FNE 75 K Infiltratif lobiiler karsinom
58 12368/00 S0 37 K Infiltratif lobiiler karsinom
59 3780/00 DS 65 K Infiltratif lobiiler karsinom
60 5653/98 AQ 37 K infiltratif lobiiler karsinom
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C-erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu:

Olgularda, parafin dokuda immiinohistokimya ile degerlendirilen c-erbB-2 ekspresyonu,
60 omegin 12’sinde digiik, 15’inde yiiksek diizeyde saptanmugtir (Sekil 3-9).
Immiinohistokimyasal yontemle tespit edilen, c-erbB-2’nin membranoz boyanmasi esas
ahnmugtir. Ancak, tiimorde tek bagina veya membrandz boyanma ile olan sitoplazmik
boyanmalar da degerlendirilmigtir. Olgulannmizin 19’unda  sadece sitoplazmik boyanma,
10’nun da sitoplazmik+membranéz boyanma saptanmustir (Sekil 10, 11, 12). iki adet kontrol
omekte ise negatif bulunmugtur. Aym bloklardan hazirlanan paralel kesitlere uygulanan
kargilagtirmahh PCR ile yapilan c-erbB-2 amplifikasyonu degerlendirilmesinde, 60 olgunun
35’inde tek kopya (negatif), 15’inde digik seviyede ve 10’unda yiiksek seviyede
amplifikasyon (pozitif) saptanmstir (Sekil 13, 14). Kontrol olgularda ise tek kopya
amplifikasyon  (negatif)y saptanmgtir. 1ki yontem somuglam  karsilastnldifinda,
immiinohistokimyasal yontemle tespit edilen ekspresyon ile PCR’da tespit edilen amplifikasyon
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir uyum saptanmugtir (Ki kare=77,14, p=0,000,
Kappa=0,80)(Tablo 8). Sitoplazmik boyanma ile PCR ile tespit edilen c-erbB-2 gen
amplifikasyonu arasinda ise anlamh bir iligki bulunmamugtir (p=0,4).

Tablo 8: immiinohistokimya ve PCR ile saptanan c-erbB-2’nin karsilagtiriimas:

Immiinohistokimya ile Differential PCR ile c-erbB-2 Amplifikasyonu

c- erB-2 ekspresyonu |Tek kopya Diisiik Seviye  Yiiksek seviye Toplam
(negatif)

Negatif 33 - ; 33

Désiik 2 10 - 12

Yiiksek - 5 10 15

Toplam 35 15 10 60

#Ki kare=77,14 * p=0,000 *Kappa=0,80
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Sekil 3: Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun kuvvetli (+++) pozitif
membrandz boyanmasi, olgu no:19, ABC immiinohistokimyasal yontem, X 200

Sekil 4; Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun orta siddette (++) membranoz
boyanmast, olgu no: 6, ABC immiinohistokimyasal yontem, X400
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Sekil 5: Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun zayif (+) membran6z
boyanmasi, olgu n0:20, ABC immiinohistokimyasal yéntem, X100

Sekil 6: Infiltratif duktal karsinomda, negatif c-erbB-2 ekspresyonu, olgu no:28, ABC
immiinohistokimyasal yontem, X100
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Sekil 7: Infiltratif lobiiler karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonurun, kuvvetli (+-++) membranoz
boyanmasi, olgu no:44, immiinohistokimyasal yontem, X200

a, c-erbB-2 ekspresyonunun orta siddette (++) membranoz
boyanmas, olgu no:41, ABC immiinohistokimyasal yontem, X 100

32



4

Sekil 9: Infiltratif lobiler karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun zayif siddette (+) membranoz
boyanmast, olgu no:32, immiinohistokimyasal yontem, X 400
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Sekil 10: Infiltratif duktal karsinomda nonspesifik stoplazmik boyanma, olgu no:22,
immiinohistokimyasal yontem, X200
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Sekil 11: Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun, kuvvetli membranoz +
stoplazmik boyanmasi, olgu no:16, Imminohistokimyasal yontem, X 400

\ Wy 5 ..,
Sekil 12: Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun, kuvvetli membransz +
stoplazmik boyanmasi, olgu no:, 15 ABC Immiinohistokimyasal yontem, X 100
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112 bp
98 bp

Sekil 13: Karsilagtirmah (differential ) PCR ile c-erbB-2 gen amplifikasyonu. Etidyum
bromiir’le boyali, %8lik poliakrilamid jel elektroforezi. Ustteki band dopamin reseptori (112
bp), alttaki band ise c-erbB-2 genini (98 bp) gostermektedir. Elektroforetik bandlarin, “NIH
Image 1.6” programu ile dansitometrik dlgiimlerinin sonucunda; Olgu 1,2 negatif c-erbB-2 gen
amplifikasyonunu (c-erbB-2/dopamin=1), olgu 4,7 yiksek diizeyde gen amplifikasyonunu (c-
erbB-2/dopamin>2), olgu 3,6 diigik diizeyde c-erbB-2 amplifikasyonunu ( 1,2<c-erbB-2/dopamin<2),
olgu 5 kontrol olarak kullanilan fibroadeniomda negatif amplifikasyonu (c-erbB-2/dopamin<1)
gostermektedir. X ‘de ise molekiiler tanimlayici izlenmektedir.

Sekil 14: olgu 1, 2, 5°de dansitometrik olcimle belirlenen diisiik diizeyde c-erbB-2
amplifikasyonu (1,2 <c-erbB-2/dopamin<2), olgu 3°de kontrol olarak kullanilan fibrokistik
hastalikda negatif c-erbB-2 amplifikasyonu (c-erbB-2/dopamin<1), olgu 4’de dansitometrik
analizle saptanabilen yiiksek diizeyde amplifikasyon (c-erbB-2/dopamin>2), olgu 6,7,8°de
negatif c-erbB-2 gen amplifikasyonu (c-erbB-2/dopamin<1) goriilmektedir. X= molekiiler
tanimlayici.
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C-erbB-2 amplifikasyonu ve ekspresyonu ile konvansivonel prognostik parametrelerin
karsilastinlmasi:

C-erbB-2 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu ayr ayn, hasta yast, timoriin
histolojik tipi ve ¢api, tiimor grade’i, ve lenfovaskiiler invazyon, aksiller lenf nodiilii metastazi
ve sayist ile karstlastinlmistir. Immiinohistokimyasal (IHKY) yontemle tespit edilen ekspresyon
pozitif (diisiik+yiiksek), negatif (negatif) olarak, gen amplifikasyonu ise pozitif (diisiik-+yiiksek
seviye), negatif (tek kopya sayis1) olarak degerlendirilmistir (33).

Calismamzda, infiltratif duktal karsinom olgulan Bloom-Richardon sistemi, infiltratif
lobiler karsinom olgulani ise nitkleer grade sistemine gore grade’lendirilmigtir. Timoériin
histolojik grade’i arttika, c-erbB-2 ekspresyon ve amplifikasyonunun arttig1 gorilmiis sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000)(Tablo 9)(Sekil 15,16).

Hasta yasi ile, c-erbB-2 ekspresyon ve amplifikasyon karsilastirildiginda  sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,1, p=0,3)(Tablo 9).

Tumérin histolojik tipi ile c-erbB-2 ekspresyon ve amplifikasyonu arasinda istatistiksel
olarak bir iliski bulunmamugtir (p=0,6)(Tablo 9).

Tumér boyutu ve c-erbB-2 ekspresyon ve amplifikasyonunun arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)(Tablo 9).

Aksiler lenf nodiilii metastazi olmayan olgularda c-erbB-2 amplifikasyonu % 30 pozitif,
%70 negatif bulunmustur. Lenf nodiilii metastazi olan hastalarda % 53,3 pozitif, %46,7 negatif
izlenmistir. Metastaz varlig1 ile c-erbB-2 amplifikasyon ve ekspresyonunun arttid: izlenmistir
ancak sonug istatistiksel olarak anlamh degildir (p=0,1). Metastatik lenf nodiilii sayist ile
ekspresyon ve gen amplifikasyonu degerlendirildiginde aralarindaki iliski istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p=0,000, p=0,003)(Tablo 9)(Sekil 17, 1 8).

Lenfovaskiiler invazyon ile c-erbB-2 ekspresyonu (p=0,006) ve gen amplifikasyonu
(p=0,003) arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamh saptanmustir (Tablo 9)(Sekil 19).

Tumor hiicrelerinde  6strojen reseptor varhg ile  c-erbB-2 ekspresyonu  ve
amplifikasyonu kargilastinldiginda sonug istatistiksel olarak anlamsiz bulunmugtur (p=0,4)
(Tablo 9)(Sekil 20, 21).
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Tablo 9. imminohistokimya ve karsilastirmali PCR ile tespit edilen c-erbB-2 ekspresyon ve

amplifikasyonun, hasta yasi, timor tipi ve gapi, grade’i, lenfovaskiiler invazyon, aksiller lenf

nodiilii metastazi ve sayis1, ostrojen reseptor varhg ile karsilastinimast

C-erbB-2 ckspresyonu [p  [C-erbB-2  Amplifikasyonu | p ]
(IHKY) (PCR)
Negatif Pozitif Negatif Pozitif
N % n % N % n %
Yas
<50 |19 (65,5) 10 (345) [0,1 [19 (655 10 (34,5) |03
>50 |14 (452) 17 (54,8) 16 (51,6) 15 (484)
Tip
Duktal |15 (50,0) 15 (50,0) (0.6 |16  (533) 14 (46,7) 0,6
Lobiler |18 (60,0) 12 (40,0) 19 (633 11 (36,7)
Tiimér boyutu
<3 12 (70,6) 5 (294) [0,1 |13 (76,5) 4 (23,5 10,08
>3 21 (488) 22 (51,2) 22 (51,2) 21 (488)
*Grade
1 12 (100) - - |0,000 |12 (100) - 0,000
n 20 (62,5) 12 (37,5 22 (6838) 10 (31,3)
1] 1 (63) 15 (938) 1 (63) 15 (93.8)
* Lenfovaskiiler
invazyon
var |8 (333) 16 (66,7) (0,006 8 (33,3) 16 (66,7) |0,003
yok |25 (694) 11 (30,6) 27 (75.0) 9 (250)
Lenf nodu metastazi
Var 13 (433) 17 (56,7) |01 |14 (467) 16 (53,3) |01
yok 20 (66,7) 10 (33,3) 21 (70) 9 (30)
*Metastatik lenf nodu
sayisi
1-3 |11 (84,6) 2 (154) |0,000 |12 (78,6) 3 (21,4) |0,003
47 |2 (1,8 15 (832 2 (1838) 13 (81,3)
ostrojen reseptori
Var |17 (50,0) 17 (50,0) |04 |18 (52,9) 16 (47,1) |04
yok |16 (61,5) 10 (38,5) 17 (65,4) 9 (346)

* c-erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu ile istatistiksel olarak anlaml iligkisi olan prognostik faktorler

37



30

20 4
say1
10 A GRADE
-grade 1
-grade 2
0] [Efjgrade 3

negatif diigiik yiiksek

PCR yontemi ile c-erbB-2 gen amplifikasyonu

Sekil 15: PCR yontemi ile tespit edilen c-erbB-2 amplifikasyonu ve histolojik grade
arasindaki iligki

sayl

GRADE

-grade 1
- grade 2
[Eorace 3

negatif diigik yiiksek

immiinohistokimyasal yontem ile c-erbB-2 ckspresyonu

Sekil 16: immiinohistokimyasal yontemle tespit edilen c-erbB-2 ekspresyonunun timor
grade’i ile iligkisi



10

metastatik lenf noduli
IS @

N= 14 16
negatif pozitif

PCR yontemi ile c-erbB-2 gen amplifikasyonu

Sekil 17: PCR yontemi ile tespit edilen c-erbB-2 amplifikasyonu pozitif (4,88 + 2,16) ve
negatif (2,50 + 1,56) olan olgulardaki metastatik lenf nodiilii ortalamasinin kargilagtinimast
(veriler Ort + SD olarak verilmistir).

10

metastatik lenf nodiilii

N= 13 17
neg poz

Immiinohistokimyasal yéntem ile c-erbB-2 ckspresyonu
Sekil 18: IHK Yyontem ile tespit edilen c-erbB-2 ekspresyonu pozitif (4,65 + 2,29) ve negatif

(2,62 + 1,56) olan olgulardaki metastatik lenf nodiilii ortalamasinin kargilastinlmasi (veriler
Ort + SD olarak verilmigtir).
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sayt
M c-erbB-2

Pozitif Negatif

Sekil 19: c-erbB-2 amplifikasyonu ile lenfovaskiiler timér invazyonu (LVI) arasindaki iligki
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Sekil 20: Infiltratif duktal karsinomda, pozitif nikleer boyanma gosteren ostrojen reseptori,
olgu no:13, ABC immiinohistokimyasal yontem, X 100

Sekil 21: infiltratif lobiler karsinomda, pozitif nikleer boyanma gosteren ostrojen reseptori,
olgu no:53, ABC immiinohistokimyasal yontem, X 100
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5. TARTISMA

Meme karsinomlarinda, hastahigin seyrini ve tedavisini etkileyen gesitli prognostik
faktorler bildirilmigtir. Prognostik faktorlerden birisi c-erbB-2 (Her-2/neu) onkogenidir. Bu
gen, hiicre membraninda tirozin kinaz aktivitesine sahip, yapisal olarak “Epidermal Growth
factor” reseptoriine benzeyen, 185-kd agirhgindaki glikoproteini kodlar. ilk kez 1987 yilinda
Slamon ve arkadaslar, c-erbB-2 amplifikasyonunun, meme karsinomlu olgularda koti
prognozla olan iligkisini gostermistir (36, 37). Genin amplifikasyonu, c-erbB-2 mRNA ve p185
proteinin agirt ekspresyonuna yol agar. Artnug olan bu proteini tespit etmek igin en sik
kullamilan yontem, immiinohistokimyasal boyama yontemidir. Bu teknikle, artmug olan protein,
tiimor hiicresinde yogun hiicre membraninin boyanmas: seklinde izlenir (5, 20). Literatiirde, en
sik kullamlan yontem olan immunohistokimyasal tetkikin, genin kopya sayisi ile dogru iligkide
oldugunu gosteren, ¢esitli ¢alismalar vardir (3, 4, 32, 33, 37-40, 43, 44). Taze dokudan
hazirlanan kesitlere uygulanan immiinohistokimyasal boyama yonteminin, sensitivitesi oldukga
yiiksektir. c-erbB-2"nin hasta tedavisini yonlendirmesi ile birlikte, kantitatif immiinohistokimya
ilk 1996 yilinda O’Malley ve arkadaglan tarafindan kullanilmustir. Daha sensitif yontem arama
sonucunda, taze dokuda ELISA metodu ile tiimor sitozoliinde ve hasta serumunda c-erbB-2
protein seviyeleri lgilmustir. Gen galismalar Southern ve slot-blotting ile devam etmis ve c-
erbB-2’nin prognostik 6nemini ortaya koyan calismalar yapilmistir (3, 37-40). Bu yontem,
maliyetinin yiiksek olmasi, taze doku gerektirmesi ve uzun siirmesi nedeniyle rutin uygulamada
kullanilamamustir. Direkt c-erbB-2 proteinini hedef alan Monoklonal antikor olan rhuMAB
HER-2 (Herceptin)’nin, gen amplifikasyonu olan hastalarda, tedavi amagh kullanilmaya
baslanmasindan sonra, gen amplifikasyonunu en dogru sekilde tespit edip, rutin
uygulanabilecek yontem aragtirmalani devam etmistir. Southern Blot’dan daha sensitif olan ve
tamor hucrelerindeki gen amplifikasyonunu morfolojik olarak goriintilleyen, FISH yontemi
kullanima girmistir (3). c-erbB-2 geninin amplifikasyonunu dlgmeye dayali olan kargilagtirmah
PCR (Differential PCR), semikantitatif bir yontem olup, hedef genin ve bir referans geninin
aym reaksiyon tiipinde amplifikasyonuna dayamir. Hedef genin amplifikasyon seviyesi, PCR
urinlerinin jel iizerinde gosterilerek, referans gen amplifikasyonuna oram ile tespit edilir.
Kaynaklarda, Jennings ve arkadaslan (32), Gramlich ve arkadaslart (33), bu yontemin

sensitivitesini gostermiglerdir. Jennings referans gen olarak B-globin’i kullanirken, Gramlich ve
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arkadaglant  dopamin reseptorini  kullanmuglardir.  Bu yontemle tayin edilen gen
amplifikasyonunu, ~ immiinohistokimyasal ~ olarak  saptanan protein  ekspresyonu ile
kiyasladiklarinda, Gramlich ve arkadaglan, istatistiksel olarak anlamh bir iliski bulmuslardir
(33). immiinohistokimyasal boyama yontemi, karsilastrmali PCR yontemine gore teknik
kosullardan daha fazla etkilenebilen bir yontemdir. Dokuyu parafine gomerken kullamlan
parafinin 1sis1, uzun sire saklanmast, dokunun fiksasyon siiresi, c-erbB-2 protein antijeninin
degradasyonuna neden olup, yalanci negatiflige yol acar. Bunun yaninda, diger antijenleri
yeterince uzaklagtiramama, yalanci pozitiflikle sonuglanabilir. Nonspesifik sitoplazmik boyanma
bunun bir gostergesidir. Bu yiizden sadece kuvvetli membranoz boyanma dikkate alinmalidir
(4, 37, 40 ,43-45). Harbeck ve arkadaslari (45) gibi bir gok arastirmaci, membrandz boyanmay1
pozitif kabul etmektedir (37, 44, 46). Keshgegian ve arkadaslar ise, nedeni ne olursa olsun,
sitoplazmik boyanmanin da, ktii prognozla iligkisi oldugunu gostermistir (47).

Caligmamizda imminohistokimyasal yontemle c-erbB-2 proteininin, ++ ve +++
membrandz boyanmasi pozitif olarak kabul edilmistir ve PCR ile tespit edilen gen
amplifikasyonu ile  kargilastirilmstir. iki farkli yontemden elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir uyum bulunmustur (p=0,000) ve bu bulgu
kaynak bilgileri ile paralellik gostermektedir. 6 vakada, immiinohistokimyasal olarak hig
boyanma saptanmazken, PCR ile tek kopya gen amplifikasyonu izlenmistir. Bu durum, ¢ok
diisik seviyedeki gen amplifikasyonunda, belli bir kopya saysina ulagmadan, protein
ekspresyonunun membranda gosterilememesine bagh olabilir (3, 4, 37, 39, 48). Bu
amplifikasyon “cut-off” degerinin altinda oldugu icin, istatistiksel sonucu etkilememistir.
Imminohistokimyasal yontemde, yabanci antijenleri uzaklagtiramama nedeni ile, 5 olgumuzda
kuvvetli +++ pozitif boyanma gorilmiistir. Ashnda bu 5 olguda, PCR ile diisitk seviyede gen
amplifikasyonu saptanmistir. Immiinohistokimya ile c-erbB-2 tespitinde membrandz boyanma
esas almmis ancak membranoz boyanma olmaksizin veya birlikte, sitoplazmik boyanma
gosteren olgular da saptanmugtir. Olgulanmizin 19’unda membranéz boyanma olmaksizin
sitoplazmik boyanma, 10’nun da ise membranoz boyanma ile beraber sitoplazmik boyanma
saptanmustir. PCR ile tespit edilen c-erbB-2 gen amplifikasyonu ile immiinohistokimyasal
sitoplazmik c-erbB-2 boyanmasi kargilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamh bir
iliski saptanmamistir (p=0,4). Bu bulgumuz, immiinohistokimya’y1 degerlendirirken,
membranoz boyanmanin dikkate alinmasi gerektigi goriisiinii desteklemektedir (4, 37, 40, 43-
45).
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Cahsmamiz, iki yontemin de c-erbB-2 tayini igin kullamlabilir oldugunu gostermistir.
PCR yontemi daha kiigiik amplifikasyonlan da tespit edebilmekte ancak daha uzun sureli ve
pahali bir yontemdir. immiinohistokimya yontemi ise,uygun antikor segimi ve optimal teknik
kosullarimin saglanmasi durumunda, rutin olarak daha kolay uygulanabilir ve daha kisa siirede
sonug alinabilecek bir yontemdir. Ancak semikantitatif bir deger verdigi igin kargilastirmali
PCR, immiinohistokimyadan daha objektif bir yontemdir. Iki yontemin de parafin kesitlerde
calisilabilmesi, arsiv materyaline uygulanabilirligini saglamaktadir.

Bloom-Richardson histolojik grade’leme sistemi, meme karsinomlu hastalarda
prognozla yakm iligkilidir (2, 49). Hiicresel pleomorfizm, mitoz sayisi ve tiibiil olusumu esas
alnarak uygulanir. Histolojik grade’in diger bir prognostik faktor olan, c-erbB-2 ile iliskisini
degerlendiren Tsuda ve arkadaglan (49) 176 vakalik retrospektif galismasinda, c-erbB-2 ve
histolojik grade arasinda anlamh bir iliski bulmustur. Histolojik grade arttikga, c-erbB-2
ekspresyonu da artmaktadir. Bu da timorin, agresiflifini gostermektedir (49). Cesitli
arastirmalarda histolojik grade ile c-erbB-2 ekspresyonunun dogru oranda arttifim ve koti
prognostik faktorler oldugunu gostermistir (4, 46, 50-53). Press ve arkadaslan ise, yaptiklan
140 olguluk retrospektif bir galismada, “fluorescence insitu hybridization” ile tespit ettikleri
genin, tiimor grade’inden iliskisiz oldugunu gostermisler ve bunlarin birbirinden bagimsiz,
prognostik parametreler oldugunu savunmuslardir (54).

Bizde ¢ahsmamizda, tiimériin histolojik grade’i ile c-erbB-2 ekspresyonu ve
amplifikasyonu arasindaki iligkiyi arastirdik. Infiltratif duktal karsinomlarda Bloom-Richardson,
infiltratif lobiiler karsinomlarda niikleer grade sistemini kullandigimiz olgularda, tiimor grade’i
yiikselirken c-erbB-2 ekspresyonunun ve amplifikasyonunun arttigim saptadik. Aralarindaki bu
iligki istatistiksel olarak anlamhydi (p=0,000). Bu sonug, tiimoriin agresif davranigini gosteren
grade ve c-erbB-2 ekspresyonunun birbirine bagimli, kotii prognostik faktorler oldugu
gorisini desteklemektedir (4, 46, 50-53).

Histolojik tip ile c-erbB-2"yi karsilagtiran az sayidaki gahgmalardan biri olan Rilke ve
arkadaglannin (51) 1210 vakada yaptiklan gahsmada, ekspresyonun histolojik tiple iligkisi
olmadig1 gosterilmistir. Baska bir calismada, Tetu ve arkadaslan (46), infiltratif duktal
karsinomda, diger tiplere gore daha fazla ekspresyon saptamus fakat, istatistiksel olarak
anlamim gosterememislerdir. Uehana ve arkadaslari da (55) histolojik tip ile c-erbB-2 arasinda
iliski bulamamuglardir. Supanoranond ve arkadaslarinin (56) yaptig 60 tiimor ve 90 benign
meme hastaliklarindaki c-erbB-2 amplifikasyon tayininde, benign meme hastah@inda

amplifikasyon saptanmamig ve tiimérlii olgularda ise tipler arasinda anlamli fark bulunmamugtir.
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Cahismamiza alinan 60 hastada duktal karsinomlarin %46,7’sinde, lobiiler karsinomlarin
ise %36.7’sinde c-erbB-2 amplifikasyonu saptanmustir. Infiltratif lobiler karsinomda gen
amplifikasyonunun daha az oldugu izlenmig ancak sonug istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir (p=0,6). Kaynaklarda yetersiz olan histolojik tip ve c-erbB-2 iliskisini tespit
etmek igin daha genis serilerle gahisma yapmak gerekmektedir. Calismamizda mevcut olgu
sayimiz, bu konuda kesin yorum yapmak i¢in yeterli bulunmanugtir.

Hasta yasi ve gen amplifikasyonu, birgok aragtirmaci tarafindan gahsilms ve istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (46, 49, 54, 57, 58). Ancak Rilke ve arkadaslari (51) c-
erbB-2 gen amplifikasyonu ile artan hasta yas arasindaki anlamb iliskiyi gostermiglerdir.

Bizim olgularimizin yag ortalamasi 50,30 + 12,37°dir. 50 yas alt1 ve 50 yas uistii olarak
iki grup da degerlendirildigine c-erbB-2 ekspresyonu, amplifikasyonu ve hasta yasi arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iliski bulunmamigtir (p=0,3). Bu bulgumuz kaynaklardaki
gogunluk calismalarla uyumludur (46, 49, 54, 57, 58).

Slamon ve arkadaglart (3), ilk kez 1987 yilinda c-erbB-2’nin aksiller lenf nodili
metastazi olan hastalardaki prognostik 6nemini tammlamustir. Bunu takiben yaymlanmig
makalelerde, 15 0007in iizerindeki olgu sayilaryla yapilan calismalarda, aksiller lenf nodiili
metastazi olan hastalardaki, c-erbB-2’nin kétii prognoz gostergesi oldugu dogrulanmustir (4,
46, 50-52, 59, 60). 1997 yihnda Press ve arkadaslan (53), sadece lenf nodili metastazi
olanlarda degil, lenf nodiilii metastazi olmayan hastalarda ki c-erbB-2 gen amplifikasyonunun
da kotii prognozla ve rekiirrens riski ile olan iliskisini gostermistir. Ancak bu konuda daha
genis hasta gruplarinda analiz yapmak gerektigini vurgulamistir. Birgok galigma, c-erbB-2
amplifikasyonu ile metastatik lenf nodili sayisinin da arttigimi gostermistir (3, 4, 46, 50-52, 59
61-66).

Cahismamizda, aksiller lenf nodiili metastazi bulunan olgularn %53,3"inde, metastazi
olmayanlarin ise %30’unda c-erbB-2 amplifikasyonu saptadik. Metastazli olgularda,
amplifikasyonun artma egiliminde oldugu, ancak farkin istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi
gorildi (p=0,1). Serimizin kigikligu, literatirde de drnekleri oldugu tzere, istatistiksel anlam
icin yetersizdir (59). Ancak metastatik lenf nodili sayisim  ve amplifikasyonu
karsilastirdigimizda, lenf nodiilii sayist arttikga, amplifikasyon ve ekspresyonunda arttigi tespit
edilmis, sonug istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p=0,003). Bu bulgu, metastatik lenf
nodilii sayisi arttikga, bir anlamda hastalik ilerledikge, c-erbB-2 amplifikasyon ve
ekspresyonunun arttigini ve iki parametrenin birbiriyle bagimli prognostik faktorler oldugunu

gostermektedir. Tamorin lenfovaskiiler invazyonu ile c-erbB-2 amplifikasyonu arasinda iligki
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olup olmadigina baktigimizda, lenfovaskiiler invazyon arttikga amplifikasyonun da arttigini
tespit ettik. Sonug istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003). Aksiller lenf nodilii tespit
edilmemis fakat gen amplifikasyonu olan 4 hastada lenfovaskiler tiamor invazyonu
saptanmustir. Bu bulgu, bu hastalarin, metastazi olmasa da risk altinda olduklarini, c-erbB-2
pozitifliginin hastalarda kotii prognozun gostergesi oldugunu disindirmektedir. Rilke ve
arkadaglarmin galigmasinda, gen amplifikasyonu ile lenf nodiilii metastazi arasinda istatistiksel
anlamh iliski goriilmemis iken amplifikasyon ve lenfovaskiiler invazyon arasinda anlaml bir
bagmtr saptanmugtir (51).

Ostrojen reseptorii ve c-erbB-2 amplifikasyonu gesitli aragtirmalarda degerlendirilmistir.
Bazi arastirmacilar, strojen reseptorii ve c-erbB-2 arasinda kuvvetli bir ters iliski bulmuglardir
(20, 50, 52, 67, 68). Ostrojen reseptorii pozitif olup, c-erbB-2"yi agsin eksprese eden
hastalarda, Tamoxifen tedavisine karst direng gelistigi izlenmistir (67, 69). Saceda ve
arkadaglarinin yaptig1 bir galismada, erB/HER reseptoriiniin aktive olmastyla, Ostrojen reseptor
aktivitesinin kayboldugu ¢ne sirilmistir. Buna neden olarak da c-erbB-2 ligandlar1 olan
heregulin’in ve gp-30°un 6strojen reseptor aktivitesini bloke ettigini gostermiglerdir (67).
Bunun yaninda, c-erbB-2 ekspresyonu ile ostrojen reseptoriiniin arasinda, istatistiksel olarak
anlaml iliski gosteremeyen galismalar da, kaynaklarda yer almaktadir. Bu arastirmacilar, c-
erbB-2 +/6strojen — hastalarin diger gruplara gore daha koti prognoza sahip bulundugunu
ancak bunlarm birbirinden bagimsiz iki parametre olduklari gérisiinde birlesmiglerdir (52-54,
70).

Calismamizda, c-erbB-2 amplifikasyon ve ekspresyonu ve oOstrojen reseptorii arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi. Bu bulgumuz, iki faktoriin birbirinden bagimsiz
parametreler oldugunu diisiindirmiistiir.

Tumér gapt ve c-erbB-2 arasinda anlaml iliski oldugunu savunan yaymlar yani sira,
iliskisiz oldugunu gosteren de bir ¢ok galisma vardir (20, 50, 52- 54, 70, 71). Caligmamizda, c-
erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu ile timér capi arasindaki iliskiyi degerlendirdik ancak
aralaninda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamadik.

Calismamizda elde edilen veriler sonucunda, c-erbB-2’nin meme karsinomunda énemli
bir prognostik faktor oldugu, timor grade’i, metastatik lenf nodiili sayisi ve lenfovaskiiler
tamor invazyonu ile bagimli, ancak hasta yasi, timor capi, histolojik tipi ve dstrojen reseptor
varh@ gibi prognostik parametrelerden bagimsiz oldugunu saptadik. c-erbB-2 ekspresyonunu
tayin etmede kullanilan immiinohistokimyasal yontem ile gen amplifikasyonunu tayin etmek

igin, alternatif metot olan kargilastirmali (differential) PCR’in, birbirleriyle uyumlu ve her
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ikisinin de rutin patoloji laboratuvarinda, parafin dokularda argiv materyallerinde
uygulanabilirligini gosterdik. Hasta tedavi , takip ve yasam siirelerini igeren daha genis serilerde
yapilacak olan ¢aligmalarda, c-erbB-2 ekspresyon ve amplifikasyonunun degerlendirilmesinin,

meme karsinomunda hastahigin tedavi ve prognozuna olumlu katkilar saglayacagi

dusiincesindeyiz.
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6. SONUCLAR

[*¥)

Calismada 30 infiltratif duktal karsinom, 30 infiltratif lobiler karsinom, olmak iizere
toplam 60 meme kasinom olgusu degerlendirilmistir.

Meme karsinomlu olgularimiz kadin hasta olup, yas ortalamas: 50,30+12,37°dir. En
geng hasta 25, en yash hasta ise 86 yagindadr.

Duktal karsinomlu 30 hastanin 15’inde (%50), lobiiler karsinomlu olgularin da 15%inde
(%50) aksiller lenf nodiilii metastazi bulunmaktadur.

On iki olgu (%20) grade 1, 32 olgu (%53,3) grade II ve 16 olgu (%16) grade III
timore sahiptir.

Olgularin 17’sinde (%28,3) timor ¢apt <3 cm, 43’inde (%71,7) tiimor gap1 > 3 cm.dir.
Lenfovaskiiler timor invazyonu 36 hastada (%60) gorilmustir.

immiinohistokimyasal yontem ile c-erbB-2 ekspresyonu degerlendirilmis ve sadece
membranoz boyanma pozitif kabul edilmigtir Membranoz boyanma siddeti ve
devamhligina gore olgular, +, ++, +++ seklinde skorlanmustir.

Tiimor igeren parafin bloklardan hazirlanan histolojik kesitlerde Kargilagtirmalh
(Differential) PCR yontemi ile c-erbB-2 amplifikasyonu arastinilmis ve referans genin
amplifikasyonu ile kargilagtirmali oran saptanmistir.

c-erbB-2’nin tiimordeki ekspresyonu immiinohistokimya ile amplifikasyonu PCR
yontemi ile degerlendirilmis, yapilan karsilastirmada iki yontem arasinda istatatistiksel
olarak anlaml iliski saptanmustir (P=0,000). Bu sonug, iki yontemin de meme
karsinomunda c-erbB-2 tayini igin kullamlabilirligini gostermistir.

Tumor grade’i ve c-erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir uyum saptanmustir (p=0,000). Tumor grade’i arttikga, c-erbB-2’nin de
arttigl gorulmistir.

Aksiller lenf nodiilii metastaz1 olan olgularda c-erbB-2 amplifikasyonu belirlenmis ve
metastazh hastalarda diger gruba gore daha ¢ok amplifikasyon saptanmus, ancak fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. C-erbB-2 ekspresyonu ve amplifikasyonu,
metastatik lenf nodiilii sayisi ve lenfovaskiiler timér invazyonu karsilastirilmug, her iki

parametre ile aralarinda istatistiksel olarak anlamb iliski dikkati gekmistir (p=0,003).
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Timérde, c-erbB-2 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu, hasta yasi, timor tipi ve api,
ostrojen reseptor varhg: iliskisi degerlendirilmis, istatistiksel olarak anlamh sonug
bulunamamugtir (p>0,05).

Bu arastirmanin benzerleri, degisik arastrmacilar tarafindan yapilmis ve halen
yapilmaktadir. Elde ettigimiz sonuglar, kaynaklardaki veriler ile paralellik gostermekte
veya aykiriliklar igermektedir. Sonuglanmiz kadar énemli bir nokta, bu ¢ahsmada
kullanilan PCR yonteminin Anabilim dalimizda molekiiler tekniklerin, arastirma ve
rutin amach kullamlmasinm baglatilmasina énciilitk etmesidir. Meme karsinomunda c-
erbB-2 onkogeninin, genis hasta serilerinde klinik takipler ile birlikte, kantitatif

yontemlerle degerlendirilmesinin daha yararh olacag: goriisiindeyiz.
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