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Meme Kanserinde Her2 Durumunu Belirlemedeki

Sorunlar

Problems In Determining Her2 Status In Breast Carcinoma
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ABSTRACT

Objective: Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) oncop-
rotein is overexpressed in 15-25% of breast carcinomas and associated with
poor outcome. Assessment of HER2 status accurately is important to select
patients who will benefit from targeted therapy.

Materials and Methods: In this study immunohistochemistry (IHC)
and fluorescence in situ hybridization (FISH) were used to determine the
HER?2 status in 308 breast carcinoma cases of which 129 were consultation.
The major problems in determining HER2 status and the reasons of discor-
dant results between methods were discussed.

Results: HER2 expression was (-) in 124, (+) in 29, (++) in 92, (+++) in
63 cases. 25 of 76 cases consulted as (++) were evaluated as (++) and 15 of
35 cases consulted as (+++) were evaluated as (+++). HER2 amplification
was found in 88 (28.6%) of 308 cases by FISH. 3 of 124 (-), 1 of 29 (+),
22 of 92 (++), 62 of 63 (+++) cases were amplified by FISH. The relation
between HER2 expression and amplification was statistically significant
(p<0.001). Centromere 17 (CEN 17) region amplification was noted in 11
cases of which 2 were (+++), 9 were (++). 6 of the 11 cases showed focal low
level, 1 of them showed diffuse high level amplification.

Conclusion: The concordance rate between IHC (+++) cases and FISH
was 95.4% for consultation cases, 100% for our cases. The final concor-
dance rate for both case groups was 98.4%. The possible reasons of dis-
crepancy were triple negativity, preanalytical and analytical procedures of
consultation cases and trucut samples.
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Giris

6z

Amag: Human epidermal biiyiime faktor reseptor 2 (HER2) proteini,
invaziv meme kanserlerinin %15-25’inde overeksprese olan ve tiimériin
agresif davranigini belirleyen prognostik bir belirtegtir. Hedefe yonelik teda-
vilerden fayda gdrecek hastalart saptamak i¢cin HER2 durumunu en dogru
sekilde belirlememiz gerekmektedir.

Yontem ve Geregler: Dis merkezlerde tan1 almis 129 konsiiltasyon ol-
gusu ve birimimizde tani almis 179 olgu olmak iizere toplam 308 meme
karsinom olgusunda floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve immunohisto-
kimyasal (IHK) yontem ile HER2 durumunu belirlemede 6ne gikan prob-
lemleri ve uyumsuzluk nedenlerini irdeledik.

Bulgular: [HK’sal yontemle HER2 ekspresyonu 124 olguda (-), 29 olguda
(+), 92 olguda (++), 63 olguda (+++) saptandi. D1 merkezde (++) saptanmus
76 olgunun 25’i (++), (+++) saptanmus 35 olgunun 15’i (+++) olarak deger-
lendirildi. FISH yontemi ile 308 olgunun 88’inde (%28.6) amplifikasyon
izlendi. IHK (-) 124 olgunun 3’iinde amplifikasyon saptanirken, (+) 29 ol-
gunun I’inde amplifikasyon izlendi. 92 (++) olgunun 22’sinde ve 63 (+++)
olgunun 62’sinde amplifikasyon goriildii. IHK’sal HER2 ekspresyon dii-
zeyleri ile HER2 amplifikasyonu arasindaki iligki istatistiksel olarak anlaml
idi (p<0.001). Kromozom 17 sentromer bélge amplifikasyonu gésteren 11
olgunun 2’si (+++), 9’u (++) olup, 6’sinda fokal heterojen, 1’inde difiiz gii¢-
lit HER2 amplifikasyonu saptand.

Sonug: Immunohistokjmya (+++) olgular ile FISH arasindaki uyum kon-
siiltasyon olgularinda %95.4, kendi olgularimizda %100 idi. Tiim olgular ele
alindiginda bu uyumun %98,4 oldugu gériildii. Uyumsuz sonuglarin biiyiik
oranda IHK’sal olarak triple negatif olgular, konsiiltasyon olgularinda preana-
litik/analitik siireler ve trucut biyopsilerden kaynaklandig: goriildii.

Anahtar sozciikler: Meme kanseri, erbB genleri, floresan in situ hibri-
dizasyon

Kromozom 17’nin (Kr17) uzun kolunda bulunan Human epidermal biiyiime fakedr reseptdr 2 (HER2, cerbB2) geni, intrensek tirozin kinaz
aktivitesine sahip, transmembran yiizey reseptor proteinini kodlar (1). HER2 proteini, Epidermal bityiime faktor reseptorii (EGFR) ile yapisal
benzerlik gosterir ve EGFR’ye benzer sekilde hiicre proliferasyonunda gorev alir (2). HER2 farkli kanser tiplerinin onkogenezinde rol oynar.
HER?2 overekspresyonu (hiicre membraninda HER2 reseptérlerinde artis) %95 oraninda gen amplifikasyonu (HER2 gen kopya sayisinda
artg) sonucunda gergeklesmektedir ve meme kanserli olgularin yaklasik %15-25"inde saptanir (3, 4). {lk kez 1987 yilinda Slamon ve ark.lart
(5), HER2 amplifikasyonunun, lenf nodu metastazi olan meme kanserli olgularda genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim siirelerini kisalttg:

sonucuna ulagmiglardir. HER2 durumu; kemoterapétikler, hormonal ajanlar, rekombinant human antd-HER2 antikoru olan trastuzumab
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(Herceptin® Genentech, California, USA) ile ileri evre olgularda capeci-
tabine ile kombine edildiginde klinik gidisi olumlu yonde etkileyen dual
HER1/HER?2 tirozin kinaz inhibitorii lapatinib’e (Tykerb, GlaxoSmith-
Kline, Philadelphia, USA) yanit konusunda belirleyicidir (6). Trastuzu-
mab, HER2 reseptériine karst iiretilmis human monoklonal antikordur.
HER2 overeksprese eden tiimorlerde reseptériin ekstraselliiler parcasina
baglanarak, HER2 aracili sinyalleri inhibe eder, antikor aracili hiicresel
sitotoksisiteyi indiikler ve hiicre proliferasyonunu bloke eder.

HER2 durumunu belirlemede rutinde en sik Floresan in situ hibri-
dizasyon (FISH), giimiis in situ hibridizasyon (SISH), kromojenik in
situhibridizasyon (CISH) ve immiinohistokimyasal (IHK) yontemler
kullanilmaktadir. SISH ve CISH yéntemlerinin en 6nemli avantajt 15tk
mikroskopunda degerlendirmeye olanak saglamalaridir. Hangi yonte-
min altun standart oldugu konusu hala tartismali olmakla birlikee SISH/
CISH yéntemleri ile FISH arasinda uyum oldukea yiiksektir (7).

Bu ¢alismada bir bsliimii konsiiltasyon olan toplam 308 meme kanseri
olgusunda [HK’sal yontemle HER2 protein ekspresyonu ve FISH yon-
temi ile HER2/Kromozom17 gen bélgesi degisikliklerini; bu iki yon-
tem arasindaki uyumsuzluk nedenlerini arastirdik. Ayrica konsiiltasyon
olgularinda dis merkez IHK sonuglart ile kendi birimimizdeki sonuglar
arasindaki uyumsuzluk nedenlerini ve IHK’sal olarak HER2 sonuglarini
etkileyen preanalitik, analitik ve postanalitik siirecleri irdeledik.

Yontem ve Geregler

Dis merkezlerde THKsal olarak HER2 protein ekspresyon diizeyleri sap-
tanip birimimize konsiilte edilen 76’1 (++) 129 olgu ve 2008-2012 yillar:
arasinda TE.A.Hde tant almis 577si (++) 179 olgu olmak iizere toplam 308
olgu calismaya dahil edildi. 308 olgunun ilk degerlendirme sonuglarina
gdre %43’ (++) skora sahipti. Bu calisma birimimizdeki HER2 overeks-
presyon/amplifikasyon goriilme sikligint yansitmakean ziyade IHK, FISH
uyumunu ve IHK/FISH sonuglarini etkileyen nedenleri irdelemekeedir.

Olgularin tiimiinden THK ve FISH igin tiimér dokusu iceren parafin
bloklardan lizinli lamlara 2 adet 4 mikron kalinlikta kesit alindi. Olgu-
larin tamamuinda poliklonal rabbit anti-human HER2 antikoru (Klon
A0485, Dako®, Glostrup, Denmark, diliisyon 1/300) kullanilarak Au-
tostainer Link 48 (Dako®, Glostrup, Denmark) tam otomatik [HK bo-
yama cihazinda HER2 protein ekspresyonunun yiizde ve siddeti sap-
tandt. 308 olguya HER2 DNA ve Kr 17 sentromerik PNA prob mix
(DAKO, Glostrup, Denmark) ile FISH ydntemi uygulandi.58°Cde
bir saat etiivde bekletilen lamlar deparafinizasyon icin ksilol-alkol se-
rilerinden gecirildi. Su banyosunda 95°C'de, 15 dakika pretreatment
soliisyonunda bekletilen lamlar yikama soliisyonundan sonra 37 *Cde,
4 dakika pepsin ile muamele edildi. Yikama ve dehidratasyon islemle-
rinden sonra 10pl probmix damlatld: ve 24x24 mm lamel ve coverslip
sealent ile kapauldi. Hybridizer cihazinda (Dako, Glostrup, Denmark)
82°Cde 5 dk denaturasyon; 45°C'de 12 saat hibridizasyon islemleri ger-
ceklestirildi. Su banyosunda 65°Cde, 10 dakika posthibridizasyon yika-
ma ve dehidratasyon sonrast 15 ul DAPI damlatilip, 30 dakika +4°C'de
bekletildi. HER2 gen bolgesini kirmizi, Kr17 sentromerik gen bélgesini
yesil sinyaller temsil etmekte idi. Degerlendirme; Olympus BX51 flore-
san mikroskoba monte edilmis Texas Red, FITC ve DAPI filtreleri ile
x100 immersiyon objektifi alunda yapildi. IHK, FISH sonuclari deger-
lendirilirken ‘American Society of Clinical Oncology and the College of
American Pathologists’ (ASCO/CAP)’in 2007 yilinda yayinladiklar kri-
terler kullanild: (Tablo 1-2) (8). HER2/Kr17 sentromer orani 25 olanlar
yiiksek diizeyde amplifiye, 2<HER2/Kr17<5 diisiik diizeyde amplifiye
kabul edildi. Olgularin IHK i¢ ve dis degerlendirme sonuglari ve FISH
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Tablo 1. ASCO/CAP immiinohistokimyasal HER2
degderlendirme protokoli (2007)

Negatif (0/+) Boyanma yok veya zayif kesintili membranoz

boyanma

Kuskulu (++) Zayif-orta komplet membran6z boyanma (>%10

timor hiicresi) veya %30'dan az gligli komplet
membran6éz boyanma

Pozitif (+++) %30'dan fazla timor hiicresinde uniform glgla

komplet membranéz boyanma

ASCO/CAP; American Society of Clinical Oncology and the College of
American Pathologists
HER2; Human epidermal blyime faktor reseptor 2 onkoproteini

Tablo 2. ASCO/CAP(2007); HER2 gen amplifikasyonu
degerlendirme kriterleri

Amplifikasyon  Kuskulu  Amplifikasyon
(-) Amplifikasyon (+)
HERZ2 gen <4 4-6 >6
kopya sayisi

HER2/KR17 orani <1,8 1,8-2,2 >2,2

ASCO/CAP; American Society of Clinical Oncology and the College of American
Pathologists

HER2; Human epidermal bilylime fakt6r reseptor 2 onkoproteini

Kr17; Kromozom 17

sonuglari yant sira, histolojik alt tip, tiimér derecesi, dstrojen ve proges-
teron reseptor (ER/PR) durumlart da dokiimante edildi. Ayrica [HK ve
FISH sonuglari arasindaki uyumsuzluk nedenleri tarugild.

Istatistiksel Analiz
Istatistiksel degerlendirmeler SPSS version 15.0 (SPSS Inc, Chicago, II-
linois, USA) ile yapildi. p<0.05 olanlar anlamli kabul edildi.

Bulgular

Yas ortalamasi 53,7 (24-91), tiimér ¢ap: ortalama 2,84 cm (0,3-13cm)
idi. Artan yas ve HER2 amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak an-
laml iligki saptand (p=0,02) (Tablo 3). Olgularin 279’u (%90,7) inva-
ziv duktal karsinom histolojisinde olup (Tablo 4), 125’i (%40,6) derece
2, 178’1 (%57,8) derece 3 olarak degerlendirildi. Materyallerin %14,5’i
trucut/insizyonel, %51,9’u eksizyonel, %33,6’st mastektomi idi. Yeterli
lizinli lama ulagilamamasi nedeniyle 8 olguda IHKsal olarak ER ve PR
caligtlamadi. Olgularin 84’ ER (-), 109’u PR (-) iken 216’s1 ER (+),
191’i PR (+) idi. Azalan ER/PR ckspresyon siddeti ile HER2 overeks-
presyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (p=0.00).
Ayrica PR ytizdesi azaldikca HER2 amplifikasyonu goriilme sikliginin
arctgt goritldii (p=0.00). IHK’sal olarak HER2 ekspresyonu olgularin
124’tinde (%40,3) (), 29’unda (%9,4) (+), 92%sinde (%29,9) (++),
63’tinde (%20,5) (+++) bulundu. Dis merkezde (++) saptanmis 76 olgu-
nun 25°i (++), (+++) saptanmis 35 olgunun 15’i birimimizde (+++) ola-
rak degerlendirildi. Konsiiltasyon olgularinin dis merkez [HK sonuglari
ile birimimizdeki degerlendirme sonuglar1 Tablo 5'de karsilasturilmistir.
Dis merkezde (+++) olarak degerlendirilen 35 olgunun sadece 17’sinde
FISH yéntemi ile amplifikasyon saptand: (Tablo 6). FISH yéntemi ile
[HK (-) 124 olgunun 1i konsiiltasyon, 2’si kendi olgumuz olmak iizere
3linde fokal diisiik diizeyde amplifikasyon (Resim 1), (+) 29 olgudan
kendi olgumuz olan birinde (Resim 2) difiiz amplifikasyon saptandi.
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Tablo 3. Yas ile Human epidermal biyime faktor reseptér 2 amplifikasyon iliskisi (p=0,02)

HER2 amplifikasyonu N
yas yok 220
var 88

HER2; Human epidermal biylime faktor reseptor 2

Tablo 4. Timorlerin histolojik alt tiplerinin dagilimi

Histolojik alt tip Olgu sayi ve yiizdesi

invaziv Duktal Karsinom 279 (%90,7)
invaziv Lobiiler Karsinom 7 (%2,4)
Mikst Karsinom 6 (%1,9)
invaziv Papiller Karsinom 5(%1,6)
Mikropapiller Karsinom 5(%1,6)
Metaplastik Karsinom 2 (%0,6)
Apokrin Karsinom 2 (%0,6)
Misin6z Karsinom 2 (%0,6)

Tablo 5. Konsiiltasyon Human epidermal bliyiime
faktor reseptor 2 immunohistokimya sonuglari ile
birimimizdeki sonuglarin karsilastirilmasi

Tepecik HER2 sonucu
Konsiltasyon - + ++ +++ Toplam
HER2 sonucu
= 5 1 0 0 6 (%4,6)
+ 7 3 2 0 12 (%9,3)
++ 36 8 25 7 76 (%59)
+++ 10 2 8 15 35 (%27,1)
Toplam 58 (%45) 14 (%10,9) 35 (%27,1) 22 (%17) 129 (%100)

HER2; Human epidermal biiylime faktor reseptor 2 onkoproteini
iHK; immiinohistokimya

Tablo 6. Konsiiltasyon HER2 iHK sonuclari ile
birimimizdeki FISH sonuglarinin karsilastirilmasi

Konsiiltasyon iHK FiSH ile HER2 amplifikasyonu

sonucu

var yok Toplam
- 6 0 6 (%4,6)
+ 1 1 12 (%9,3)
++ 65 11 76 (%59)
4+ 18 17 35 (%27,1)
Toplam 100 (%77,5) 29 (%22,5) 129 (%100)

FiSH; Floresan in situ hibridizasyon
HER2; Human epidermal bilytime faktor reseptor 2 onkoproteini
IHK; immunohistokimya

92 (++) olgunun 22’sinde ve 63 (+++) olgunun 62’sinde amplifikasyon
goriildii (Tablo 7). IHK (+++) olarak yorumlanan bir trucut biyopside
FISH ile amplifikasyon saptanmadi (Resim 3). IHK’ sal HER2 ekspres-

Mean Std. Deviation Std. Error Mean
52,68 12,525 ,844
56,51 13,108 1,397

yon diizeyleri ile HER2 amplifikasyonu arasindaki iligki istatistiksel ola-
rak anlamliydi (p <0,001). Amplifikasyon 88 olgunun 67’sinde diffiiz
yiiksek diizeyde, 21 inde fokal diisiik diizeyde izlendi. FISH ile 11 ol-
guda kromozom 17 sentromerik gen bolgesinde amplifikasyon goriildii
(Resim 4). Bu 11 olgunun 9'u IHK’sal olarak (++) , 2’si (+++) idi. 11 ol-
gunun birinde diffiiz, 6’sinda fokal HER2 amplifikasyonu dikkati ¢ekti.

Tartigma ve Sonuglar

American Society of Clinical Oncology and the College of American
Pathologists (ASCO/CAP) rehberinde [HK’sal yontemle HER2 de-
gerlendirmesi yapilamayan 6rneklerin 6zellikleri; tamponlanmis nétral
formalin digt fiksatif ile tespitlenen materyaller, 6 saatten az ya da 48
saatten fazla siire ile formalinde fikse olmus eksizyonel biyopsi mater-
yalleri, retraksiyon ve sikigma artefakt: iceren kor igne biyopsiler, normal
duktus ve lobiillerde gii¢lii membran boyanmasi, kontrol vakalarda bek-
lenmedik sonuglarin alindig1 dokular olarak tanimlanmustr (8). HER2
gen ve protein {irinii arasindaki uyumsuzluk nedenleri ise kromozom
17 polizomisi, [HKda kullanilan primer antikorun sensitivitesi ve spe-
sifitesinin diisiik olmasi, agresif antijen agiga ¢ikarma metodlar: ve doku
tespit-takip asamalarindaki sorunlar olarak belirtilmistir (8).

Immiinohistokimya uygularken HER2 antijeninin diger antijenlerden fark-
liliklarint iyi bilmek gerekir. HER2 termo-labil bir antijendir. Lizinli lama
alnmigs kesitler etiivde (260°C) bir gece bekletildiginde dokularda kuruma
ve spesifik boyanma kaybi goriilmekeedir. HER2 IHK uygulanacak lamlarin
etiivde 37°Cde bir gece veya 60°C'de bir saat bekletilmesi 6nerilmektedir.

Immiinohistokimyal HER2 boyanmasint hiicre membraninda deger-
lendirdigimiz i¢in doku takip basamaklarinin standardizasyonu ve hiicre
morfolojisinin korunmast da ¢ok énemlidir. Hiicrelerde retraksiyon ar-
tefaktr gelistiginde membranéz boyanmay: degerlendirmek gok giiglesir.
Bu baglamda preanalitik, analitik ve post-analitik siireclerin standardizas-
yonu saglanamamis merkezlerde HER2 skoru ile histopatolojik paramet-
reler arasinda uyumsuzluk varsa standardize bir merkezde IHK ve ISH
sonucunun konfirmasyonu uygun olacakur.

Her ne kadar uluslararasi komiteler HER2’yi en dogru sekilde belirle-
mek igin rehberler yayinlasa da, hem FISH hem de [HK'da gézlem-
ciler ve laboratuarlar arast degiskenler fazla olup, uyum diisiikeiir (9).
Bizim calismamizda da dis merkez THK sonuglari ile birimimizdeki THK
sonuglart kargilagtirildi. Dis merkez IHK preparatlarina ulagilabilen ol-
gularda preparatlar gozden gecirildi. Konsiiltasyon olgularinda patoloji
raporundaki HER2 skoru baz alindi. Dis merkezde (++) saptanmuis 76
olgunun 25’i (++), 44’ii (-/+) olarak yorumlandi. (+++) saptanmis 35 ol-
gunun 15’1 (+++), 12si (-/+) olarak degerlendirildi. Dig merkezde (+++)
olarak degerlendirilen 35 olgunun 18’inde amplifikasyon izlenmedi.
Ozellikle (++)/ (+++) skorlar ile FISH sonuglart arasindaki uyumsuz-
luk géz oniine alindiginda, dis merkezlerde sitoplazmik ve inkomplet
membrandz boyanmalarin komplet membranéz boyanma olarak ra-
porlandig1 kanisina varildi. IHK (++/+++) skorlarda uyum diisiik oysa
dis merkezlerin (-/+) skorlari ile birimimizdeki THK ve FISH sonuglart
arasindaki uyum yiiksekti. Bu da temel sorunun kullanilan antikor ve
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Tablo 7. Konsiltasyon olgulari ve kendi olgularimizda HER2 ekspresyonu ile amplifikasyon iliskisi

immunohistokimya

HER2 ekspresyon ()
(+)

(++4)

Tepecik

(+++)

HER2 ekspresyon (-)
(+)

(++4)

Konsiltasyon

(+++)
Total

HER2; Human epidermal blyime faktor reseptor 2 onkoproteini

HER2 Amplifikasyonu Total
yok var
64 2 66
14 1 15
42 15 57
0 41 41
57 1 58
14 0 14
28 7 35
1 21 22
220 88 308

Resim 1. a, b. a) Yiiksek dereceli arada lenfositik infiltrat iceren solid tiim&r adalari (HE, 20x), b) Floresan in situ hibridizasyon (FiSH) ile
nonamplifiye hiicreler arasina dagilmis amplifiye hiicreler (100x)

yontemden ziyade standardize olmamis preanalitik ve post analitik sii-
reclere baglt olabilecegini diisiindiirdii.

Literatiirde THK (++) olgularda amplifikasyon goriilme silkligt %6-25
araliginda bildirilmistir (10, 11). ASCO/CAP ise bu orant %23,9 ola-
rak belirtmistir (8). Bizim galismamizda [HK (++) 92 olgunun 22’sinde
(%23,9) amplifikasyon izlenmis olup, IHK ile FISH arasindaki uyum
%98,4 bulunmustur.

Birimimizde IHK (+) saptanan bir konsiiltasyon olgusunda FISH ile
amplifikasyon saptandi. Bu olguya ait hematoksilen-eosin boyali tiimor
kesitleri tekrar degerlendirildigindepreanalitik siireclerdeki aksakliklar
nedeniyle tiimér morfolojisinin de optimal olmadig: dikkati ¢ekei. Tes-
pit sorunu olan 6rnekte HER2 THK sonucu (+) olarak degerlendirildi.
Bu olguda FISH yéntemi ile amplifikasyon saptandi. FISH preanali-
tik siireclerden en az etkilenen ve dokuya en az hasar veren yontemdir.
HER2 durumunu belirlemede FISH altn standart kabul edilmekredir
(12). FISH yénteminin dezavantajlart ise uzun teknik prosediirleri,
sinyallerin zamanla solmasi ve lamlarin uzun siireli arsivlenememesi,
floresan mikroskop ve degerlendirme konusunda tecriibe gereksinimi-
dir. Floresan mikroskop altinda histomorfolojiyi degerlendirmek cok
zordur. Bu nedenle 15tk mikroskopunda degerlendirmeye olanak sagla-

yan SISH ve CISH yontemleri geligtirilmistir. Bu yontemler ile mor-
folojiyi degerlendirmek ve lamlari uzun siireli arsivlemek miimkiindiir.

Adjuvan randomize trastuzumab calismalarinin prospektif subgrup ¢a-
lismasinda HER2 protein ekspresyon diizeylerinin yaklasik %20 oranin-
da yanlis degerlendirildigi ortaya konmustur (13, 14). Bu ¢alismada biz
de IHK ve FISH sonuglari uyumsuz kendi olgularimuzi tekrar gézden
gecirdik. THK (+++) olup, amplifikasyon izlemedigimiz bir olgunun
trucut biyopsi oldugunu gordiik. Giiniimiizde artik hem tanisal amagl
hem de tedaviye yon vermesi i¢in trucut meme biyopsileri sik¢a kullanil-
maktadir. Bu sayede neoadjuvan kemoterapi alacak olgularda hormon
reseptor durumu ve HER2 ekspresyon diizeyleri belirlenebilmektedir.
Literatiirde trucut biyopsiler ile eksizyonel biyopsilerde HER2 THK
degerlendirme sonuglari arasinda uyum %87-98,8 olarak bildirilmistir
(15, 16). Hatta Chivukula ve ark.larinin (17) goriisii, trucut biyopsile-
rin fiksasyon sorunu olmadigi icin IHK ve ISH'da daha giiveli kullani-
labilecegi yoniindedir. Ancak trucut igne biyopsiler, tiimériin kiigiik bir
alanini 6rnekledigi icin heterojenite gosteren olgularda yanlis (-) sonug-
lara neden olabilmektedir. Olgularimiza ait trucut biyopsiler tekrar géz-
den gecirildiginde son derece ince olup, yogun sikisma artefaku icerdik-
leri goriildii. Bu nedenle nonspesifik sitoplazmik ve graniiler boyanma,
komplet membranéz pozitiflik olarak yorumlanmisti. Trucut biyopsiler
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Resim 2. a-c. a) Preanalitik sorunlar iceren timor hiicreleri (HE,
10x), b) immunohistokimyasal (iIHK)olarak HER2 (+) (DAB, 10x), c)
FiSH ile difiiz amplifikasyon (100x)

her ne kadar daha az tespit sorunu igerse de stkisgma artefaktt mevcutsa
[HK skorunu yorumlamak giigtiir. Bu olgularda THK’nin herhangi bir

ISH y6ntemi ile dogrulanmast uygun olacakur.

HER2 amplifikasyonunu degerlendirirken kromozomun sentromerik
bolgesini de iceren miks problar dnerilmektedir. Ciinkii her iki gen bél-
gesi de amplifiye oldugunda HER2/KR17 orani amplifikasyon sinirinin
alunda kalabilir. Bu durumun ise tedavi yaniuni nasil etkiledigi hala tar-

Resim 3. a-c. a) Sikisma artefakti iceren ince trucut biyopsi (HE,
10x), b) Artefaktlara bagli iHK'sal olarak HER2 ekspresyonu (+++)
olarak degerlendirilen tiimér hiicreleri (DAB, 20x), c) FiSH ile HER2
amplifikasyonu izlenmeyen timor hicreleri (100x)

tusmalidir. Hofmann ve ark.’larinin (18) calismasinda Kr17 sentromer
bolgesinde amplifikasyon izlenen THK (+++) 2 olgu da FISH (-) sap-
tanmis olup, bu olgularda Trastuzumab yanit pozitif olarak degerlen-
dirilmistir. Sonugta Trastuzumab yanitunt belirlemede HER2 gen kopya
sayisinin, orandan daha dnemli olabilecegi goriisii ortaya konmustur.
ASCO/CAP kriterlerinin handikaplarindan biri her iki gen bolgesinin
amplifiye oldugu durumlardir. Sadece HER2 kopya sayisina bakugimiz-
da amplifiye sayilabilecek olgular, oran goz 6niine alindiginda amplifi-
kasyon sinirinin altinda kalmaktadir. Dolayisiyla ASCO/CAP kriterleri-
nin de modifikasyonu énerilmektedir.

Onceleri sentromerik gen bélgesinin amplifiye olmast Kr17 polizomisi
olarak yorumlanirken, giiniimiizde comperative genomic hibridizasyon
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Resim 4. a-c. a) iHK'sal olarak HER2 (++) timér (DAB, 20x), b) FiSH
ile Kromozom17 (Kr17) sentromer bélgesi (yesil filtre) ve c) HER2
gen bolgesinde amplifikasyon (kirmizi filtre) (100x)

Pala et al. HER2 Status in Breast Carcinoma

(CGH) yontemi ile Krl17 iizerinde birgok gen bolgesi es zamanli irde-
lenmis ve gercek polizominin son derece nadir oldugu goriilmistiir (19).
Oysa ki HER2 (-) ve (+) olgularda perisentromerik gen bélgelerinde
amplifikasyon sik goriilmektedir. Perisentromerik rearanjmanlarin oldu-
gu Krl7 aneusomisinde sentromerik bolgede izlenen aberan paternler
(kiimeler) HER2/Kr17 oraninin yanlis degerlendirilmesine yol agmak-
tadir (20). Bu durumda HER2 ve sentromer bélgesinde izlenen sinyal
sayilarinin tek tek belirtilmesi uygun olacakur. Biz de 11 olguda Kr 17
sentromer bolge amplifikasyonu izledik. Bu olgularin 9’u (++), 2’si (+++)
olarak degerlendirildi. Bu olgularin 6’sinda fokal diisiik diizeyde, 1’inde
difiiz yiiksek diizeyde amplifikasyon izlendi. Bu olgularda amplifikasyon
degerlendirilirken HER2/Kr17 orant yant sira, bu gen bélgelerinin tek
tek sinyal sayilari géz niine alindi.

Bu calismada dikkatimizi geken hususlardan biri de THIKsal olarak
triple (-) (ER, PR, cerbB2 ((-)) saptadigimiz 3 olguda FISH ydntemi
ile fokal heterojen diisiik diizeyde amplifikasyon saptanmast oldu. Bii-
tiin vakalarda amplifikasyon kiiciik amplifiye klonlar (<%5 neoplastik
hiicrede amplifikasyon) seklinde izlendi. Bernasconi ve ark. (21) 291
olguluk serilerinde 27 olguda kiiciik amplifiye klonlar izlemistir. Bu
27 olgunun ikisi IHK negatif olup, biri IHK’sal olarak triple nega-
tif saptanmisur. Triple negatif olgularda fokal diisiik diizeyde HER2
amplifikasyonun varligt ve anlami daha genis serilerde irdelenmelidir.

Son dénemde yapilan ¢alismalar meme tiimorlerinin de genetik he-
terojenite icerdigini gostermekeedir (21). Her gecen giin rutinde kul-
lanimi artan tru-cut biyopsilerde genetik heterojenite ve stkisma arte-
faktlar nedeniyle IHK yetersiz kalabilmektedir. Bu olgularda bir ISH
yonteminin IHK’ya eklenmesi HER2 durumunun dogru belirlenme-
sine katkida bulunacakur. Ayrica her tiir materyalde ISH yontemini
raporlarken amplifiye hiicrelerin dagilimi ve sayisi, amplifikasyonun
tipi (diisiik-yiiksek/ diffiiz-fokal) , kromozom 17 sentromer bélge
amplifikasyonunun eslik edip etmedigi belirtilmelidir. Preanalitik,
analitik, postanalitik siireglerin standardizayonuna yonelik meslek ici
egitimler yogunlastrilmalidir.
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