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MEME KANSERI ve TRASTUZUMAB TEDAVISINE DIRENGTE p95'iN ROLU

Yard. Dog. Dr. Nuket Eliyatkin, Patoloji Uzmani
Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali, 09100,
Aydin-Turkiye, E-mail: drnuket2003@yahoo.com

OZET

Amac: HER2 onkogenini hedefleyen trastuzumab, HER2 amplifikasyonu
gosteren meme kanser hastalarinda belirgin klinik yarar saglar. Gugliu aktivitesine
ragmen, HER2 pozitif meme kanser hastalarinin bazilar, trastuzumab direnci
nedeniyle klinik yarar gérmez. Trastuzumab direncinin molekiler mekanizmalarindan
birisi, p95HER?2 (truncated HER2)'nin asiri ekspresyonudur. Bu ¢alismanin amaci,
p9SHER2 asiri ekspresyonu gosteren meme kanserlerinin trastuzumaba direng
gOsterip gostermedigini aragtirmaktir.

Materyaller ve Yontemler: p95HER2 ve HER2 ekspresyon seviyesi, es
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile saptandi. HER2 protein ekspresyonu ve
HER2 gen amplifikasyonu, immunohistokimya ve kromojenik in situ hibridizasyon ile
belirlendi. Tum degerlendirmeler, formalinde tespit edilmis parafine gomulmus 80
meme kanser dokusu argiv materyalinden elde edilen Orneklerde yapildi. Tani
sirasinda, hastalarin higbirinde uzak metastaz yoktu. HER2 pozitif meme kanser
hastalarina, kemoterapi ile birlikte yada tek ajan trastuzumab tedavisi uygulandi.

Bulgular: Bu calisma seksen meme kanser hastasindan olugsmaktadir.
Otuzdokuz olgu, HER2 pozitifti ve trastuzumab tedavisi aldi. Bu 39 hastanin 11'i
(%28,2), trastuzumaba direncli idi ve 28'i (%71,8) trastuzumaba direngli degildi. Ug
hasta takip sirasinda eks oldu. Trastuzumab direnci gosteren 11 olguda, p95HER?2
ortalama degeri 11,01£19,73 (0,41-5,89) olarak bulundu. Trastuzumab direnci
gOstermeyen 28 olguda ise p95HERZ2 ortalama degeri 1,99+1.37 (0,51-6,63) idi.
p95HER2 orani dusuk ise, trastuzumab direnci yoktur seklinde bir sonug¢ elde
edilemedi (p=0,210 Mann-Whitney U testi). Ancak, p95HER2 oraninin ytksek oldugu
her durumda trastuzumab direnci vardi.

Sonug: p95HERZ2'nin, trastuzumab direnci ile korele oldugu bulundu. Ancak,

yalnizca p95HER2’nin degerlendiriimesinin, trastuzumab direncinin belirleyicisi



olmadigdi saptandi. Bu sonug, trastuzumab direncinin 6ngortulmesinde, p95HER2'nin
duyarl ancak 6zgun olmadigini dusindurmektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, HERZ2, trastuzumab, p95HERZ2, direng



BREAST CANCER and THE ROLE of p95HER2 IN TRASTUZUMAB
RESISTANCE

Nuket Eliyatkin, MD, Assistant Prof, Specialist of Pathology, Department of
Pathology, Faculty of Medicine, Adnan Menderes University, 09100,
Aydin-Turkey Phone: +90 506 417 3659, E-mail: drnuket2003@yahoo.com

ABSTRACT

Aim: Trastuzumab, the HER2 oncogene targeting drug, shows remarkable
clinical efficacy in HER2-amplified breast cancer patients. In spite of robust activity,
some of the patients with HER2-positive breast cancers do not get the benefit
because of the resistance to trastuzumab. Overexpression of p95HER?2 (truncated
HERZ2) is one of the molecular mechanisms of trastuzumab resistance. We aimed to
investigate whether p95HER2 overexpressing breast cancers were resistant to
trastuzumab.

Materials and Methods: p95HER?2 and HER2 expression was determined by
real-time polimerase chain reaction (RT-PCR) analysis. HER2 protein expression and
HER2 gene amplification was also determined by immunohistochemistry and
chromogenic in situ hybridization. 80 formalin fixed paraffin-embedded (FFPE)
breast cancer tumor tissue archieve materials were used to analyze all of the
evaluations. According to clinical information of the cases, none of the cases had
distant metastases in the initial diagnosis. HER2 positive cases underwent
trastuzumab regimens with/without chemoterapy.

Results: This study included 80 breast cancer cases. 39 cases were HER2
positive and had trastuzumab treatment. 11 (28,2%) of these 39 cases were
trastuzumab resistance and 28 (71,8%) of 39 cases did not show trastuzumab
resistance. 3 cases were exitus. pP95HER2 mean ratio was 11,01+19.73 (0,41-5,89)
on 11 cases which were trastuzumab resistant. p95HER2 mean ratio was 1,99+1.37
(0,51-6,63) on 28 cases without trastuzumab resistance. If p95HER2 ratio was low,
there was no trastuzumab resistance. However, for every statement on which
pP95HER?2 ratio was high, there was trastuzumab resistance (p=0,210 Mann Whitney
test).

Conclusion: p95HER2 was found to be correlated with trastuzumab



resistance, but it was not a determinant of trastuzumab resistance alone. We suggest
that p95HER2 is sensitive but not specific for prediction of the trastuzumab
resistance.

Key Words: Breast cancer, HER2, trastuzumab, p95HERZ2, resistance



1. GIRIS VE AMAC:

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Meme kanseri, kadinlarda sik goérilen ve kansere bagli élimlerde 6n siralarda
yer alan bir kanserdir. Tum kanser olgularinin % 23'Unu ve kanser olimlerinin %
14’0n0 olusturur (1). Yakin zamana kadar, meme kanserinin tedavisinde, yogun
cerrahi tedavi pogramlari uygulanmaktaydi (2). Son yayinlanan Diinya Saglik Orgiiti
(WHO - World Health Organization) meme tumorleri siniflamasinda, meme
kanserinin 20 major tip ve 18 mindr subtip olmak Uzere ¢ok sayida varyant
tanimlanmistir (3). Ancak, bu tanimlanan varyantlarin biyolojik 6Gnemi tartisiimaktadir.

Gunumizde, meme kanserinin genetik, epigenetik ve transkriptomik
degisiklikler nedeniyle ¢ok farkli histolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip, klinik bulgulari
farkl olan ve tedaviye cevaplari farkhlik gésteren, beraberinde multipl antiteleri iceren
heterojen bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (3,4). Bu fenotipik farklilik, ¢ok
belirgin olarak meme kanserinin tanisini, taniya gore uygulanacak tedaviyi ve bunun
sonucunda da prognozunu etkilemektedir. Meme kanserinde, tUmoérin patolojik
degerlendiriimesi ile yapilan histolojik derecelendirme semikantitatiftir. Ancak
prognozu belirlemede gugli bir dngoéru saglar (5,6). Histolojik derecelendirmenin,
histolojik tip yanisira 0Ostrojen reseptor (ER) ve progesteron reseptor (PgR)
ekspresyonu, human epidermal growth factor receptor-2 (HER2) gen amplifikasyonu
gibi molekuller degisikliklerle de belirgin sekilde birlikte oldugu bilinmektedir (7).
Ayrica tedaviye karar verme surecinde, sagkalim ve metastatik hastaligin gelisim
ongorusunun basarisini yukseltmek amaciyla timoér, nod, metastaz (TNM) evreleme
sistemi, Avrupa Onkoloji Enstitist (European Institute Oncology-EIO) uzmanlari
tarafindan olusturulan TNMgo sistemi, Nottingham Prognostik indeks, Adjuvant!
Online ve St. Gallen benzeri indeksler de yaygin olarak kullaniimaktadir (8-13).

Meme kanserinde “Molekuler Siniflama” terminolojisi ilk tanimlandigindan bu
yana, meme kanserinin molekuler subtiplemesinin en dogru sekilde yapilabilmesi igin
¢cok sayida calismalar yapilmistir (14-24). Tedaviye cevaplarin ve metastatik
paternlerin de, molekuler subtipe goére degistiginin gdsterilmesi molekuler
siniflamanin deg@erini daha da artirmistir (25,26). Bugun icin, gecerli molekuler
siniflama ile meme kanserleri, [liminal A, liminal B, HER2, bazal ve normal meme

benzeri olmak Uzere bes gruba ayrilmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, invaziv



meme karsinomlarinin yaklasik olarak %15-20’sinde, HER2 gen amplifikasyonu yada
bu genin protein Urunun asirn ekspresyonu gorulur (27). Meme karsinomunda HER2
pozitifligi; agresif tumoér baylumesi, reklrrens riskinde artis, kisa sagkalim ve 6zellikle
lenf nodu pozitifligi olan hastalarda kotl prognoz ile birliktedir (28-31). Bu kot
prognozlu meme kanserinde, molekuler bir belirleyici olan HERZ2'nin yapisi, etki
mekanizmalari ve kanserdeki rolu degisik ¢calismalar ile arastiriimistir (32-35).

HER2'ye karsi gelistirilen monoklonal antikor “Trastuzumab”, HER pozitif
meme kanser hastalarinin tedavisinde yaygin sekilde kullaniimaktadir (36-38).
Trastuzumabin etki mekanizmalari degisik ¢alismalarla ayrintili olarak tanimlanmig
ve HER2 pozitif hastalarda guglu etkinligi kanitlanmistir (39-42). Trasuzumabin guglu
etkinligine ragmen, HER2 pozitif meme kanser hastalarinin bir kisminda klinik etki
saglanamamaktadir (43). Bu nedenle farkli meme kanser klinik tablolarinda,
trastuzumab etkinligi ve diren¢g mekanizmalar arastiriimaya baslanmistir (44-45).

Trastuzumab diren¢ mekanizmalarindan biri trastuzumabin, HERZ2ye
baglanmasinda azalmaya neden olan p95 HER2 (truncated HER2)’ dir (46). Meme
kanser dokusunda, biyolojik olarak p95HER?2 ekspresyonu varsa trastuzumab HER2
reseptorine baglanamayacagi igin etki gosteremeyecektir.

1.2. Aragtirmanin Amaci

Bu projenin amaci, meme kanseri tedavisinde trastuzumaba direngte
P95HER2’nin rolinlin arastiriimasidir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Arastirmanin hipotezi, meme kanseri tedavisinde trastuzumaba direncte

P95HER?2 ekspresyon seviyesi 6nemlidir ve prognozu olumsuz olarak etkiler.



2. GENEL BILGILER:
2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadin saghgini olumsuz olarak etkileyen énemli ve sik gorulen,
ayni zamanda kansere bagl élumlerde 6n sirada yer alan bir kanserdir. Tum kanser
olgularinin %23’unu ve kanser oOlumlerinin %14’4nu olusturur (1). Yillarca Misirh
hekimler tarafindan 6lumcuil hastalik olarak kabul edilmis ve yirminci yuzyila girene
kadar da yogun cerrahi tedavi uygulanmistir (2). Son ylzyilin baglangicinda, meme
kanser hastasinda, bir meme malignitesi oldugunun bilinmesi yeterliydi ve meme
kanser hastalarinin timune tek tip tedavi uygulanmaktaydi. Zamanla ayni tip kanser
tanisi alan hastalarin farkli prognoz gosterdiginin gozlemlenmesi ve son elli yildan
uzun suredir her gegen gin artan sekilde, patologlarin farkli morfolojik varyantlar
tanimlamasi, meme kanser siniflamasinin tartisilir olmasina neden olmustur. Bugin
icin bilinen ve son yayinlanan WHO tumoér siniflamasinda, meme kanserinin yirmi
major tip ve onsekiz minor subtip olmak Uzere ¢ok sayida varyanti bulunmaktadir (3).
Ancak bu tanimlanan varyantlarin biyolojik olarak énemli olup olmadigina dair bazi
kuskular dile getirilmigtir. Ayrica, bu kadar ¢ok sayida varyant tanimlamanin
patologlarin kendi tasarimlarinin bir sonucu olabilecedi de dustunulmustur. Bununla
birlikte patologlar, zaten uzun stredir, meme kanserinin tek bir hastalik olmadiginin,
tam tersine heterojen bir hastalik oldugunun altini gizmiglerdir. Ginumuzde ¢ok agik
bir sekilde, meme kanserinin genetik, epigenetik ve transkriptomik degisiklikler
nedeniyle ¢ok farkli histolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip, klinik bulgulari farkli olan
ve tedaviye cevaplari farklilik gosteren, beraberinde multipl antiteleri iceren heterojen
bir hastalik oldugu kabul edilmektedir. Bu fenotipik farkhlik, ¢ok belirgin olarak meme
kanserinin tanisini, tanilya gore uygulanacak tedaviyi ve bunun sonucunda da
prognozunu etkilemektedir. Tum bu karmasanin temelinde, belirleyici &zel
biyobelirteglerin bulunmamasi ve meme dokusunu olusturan epitelin, hicresel
gelisiminin tam olarak anlasilmamis olmasi s6z konusu gibi gérinmektedir (4,5). Gen
ekspresyon sekli benzeri molekuler tekniklerin ilerlemesi ile “meme kanserinde
heterojenite kavrami” artik genel kabul gorur hale gelmistir. Boylece meme kanser
siniflamasinda yeni bir siniflandirma gelismeye baglamistir. Bu gelisim, cerrahlar ve
onkologlar arasinda, patologlarin standard histopatolojik analizi ile hazirladiklari

raporlarin, hasta tedavisini diizenlemede bazi énemli verileri icermemesi ve bunun



sonucunda hasta tedavisinin uygun sekilde dizenlenmemis olabilecegi seklinde bir
endiseye neden olmustur. Patologlar da geleneksel eski moda “morfolojik”
siniflamay gelistirerek yeni dénem yeni siniflama denen “Molekiler Siniflama” ile
tanismaya baslamislardir. Bu siniflama ile birlikte meme kanserinde hedefe yonelik
tedavi ve daha da onemlisi bireysellestiriimis tedavi programlarinin uygulanmasi
mumkun olmustur.

2.1.1. Geleneksel, eski moda uygulama

invaziv meme kanseri, gliniimiizde 6zel olmayan tipte duktal karsinom yeni
terminolojiye gore invaziv karsinom-nonspesifik tip ve 0Ozel subtipler olarak
siniflanmaktadir (3). Ozel subtipler iginde yer alan meme kanserleri, spesifik
tanimlamalara sahipken, 6zel olmayan tip ise, 6zel subtipler digindaki karsinomlari
iceren bir ¢op sepeti gibidir. Ozel olmayan tipte invaziv duktal karsinomlar tim meme
kanserlerinin yaklasik %60-75'ini kapsar. Ozel subtipler ise %20-25'ini olusturur ve
lobuler, tibdler, papiller ve musindz tumorler bu grup icinde en yaygin tipleri temsil
eder (3,4). Tek bir timdr icinde (intratimdral) veya genelde morfolojik olarak benzer
gorunumld ayni tip timorler arasinda (intertimaoral) heterojenite gunimuzde bilinir ve
kabul edilir hale gelmistir. Bu nedenle patologlar da, klinisyenlerin, hastalarini daha
iyi takip edebilecekleri yeni sistemler uretmeye c¢alismiglardir. Patoloji raporunun
mutlak gerekli bir komponenti olan “histolojik derece”; tiumorde diferansiyasyon
derecesi (tubul formasyonu), nukleer pleomorfizm/derece ve proliferasyonun (mitoz
orani) degerlendiriimesi ile belirlenir. Bu sekilde yapilan histolojik derecelendirme
semikantitatiftir, ancak hasta prognozunu belirlemede olduk¢a gucli bir 6ngo6ru
saglar (5,6). Ayrica, histolojik derecelendirmenin, histolojik tip yanisira ER ya da PgR
reseptori ekspresyonu ve HER2 gen amplifikasyonu gibi molekuler degisikliklerle de
belirgin sekilde birlikte oldugu bilinmektedir (7).

Geleneksel yaklagimda, tumor buyuklugu ve yayillim paterni (6zellikle lenf nodu
tutulum durumu) gibi hastaligin evresini belirleyen guclu birtakim parametreler vardir
ve bunlar ¢ok 6nemli prognostik faktorlerdir. Pierre Denoix tarafindan tim kanser
tiplerine  uygulanabilecek evreleme sisteminin  prensipleri ve tanimlanan
parametreleriyle TNM sistemi geligtirilip bir sure sonra da kabul edilip yaygin olarak
kullanilmigtir (8,9). TNM sisteminin, tedavi merkezleri arasinda ortak dil olarak

kullaniimasi, tedavi planlamada yol goésterici olmasi, uygulanan tedavinin etkinliginin



takip edilebilmesine olanak saglamasi ve hastalarin prognozunu gostermesi
nedeniyle tim dunyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, meme kanseri tani ve
tedauvisi ile ilgili ilerlemeler, gelisen teknoloji ve bilgi artigi, timor biyolojisinin daha
detayh degerlendiriime girisimleri, prognostik faktdrlerin buyidk boéliminin timoérin
biyolojik 6zellikleri ile ilgili olduguna dair yeni verilerin birikmesi ve en 6nemlisi TNM
sisteminde ayni grupta yer alan, ayni histolojik tipteki timorlerin sagkalim oranlarinin
birbirinden ¢ok farkli olabilmesi nedeniyle alternatif ¢ozim arayiglari baglamistir.

EIO uzmanlan tarafindan, meme kanserinde tedavi kararini etkileyebilecek
tumore ait tim biyobelirteclerin ve hastaya ait kisisel 6zelliklerin de dahil edildigi bir
sistem (TNMpgp) Onerilmistir (10). Bu sistemde timoére ait tim anatomik ve ER, PgR,
HER2 gibi timoére ait bazi biyolojik 6zellikler yer almaktadir. Uygulanacak tedavi
seklinin  belirlenmesinde, hastaliksiz sagkallm ve tamsagkalim sdrelerinin
ongorisunde belirleyici olarak St. Gallen, Nottingham Prognostik Indeks ve Adjuvant!
Online gibi indeksler de yaygin olarak kullaniimaktadir (11-13). Histopatolojik
degerlendirme, meme kanser hastasinda klinik tedavinin gekillenmesinde ¢ok
efektiftir. Ancak, ayni histolojik subtiplere sahip hastalar arasinda (tibuler karsinom
gibi) ve ayni histolojik derece-ayni evre (lenf nodu negatif hastalik gibi) hastalar
arasinda hem tedaviye cevapta hem de uzun sureli sagkalim agisindan 6nemli
farkhliklarin bulunmasi, ayrica ER pozitif hastalarin tamoksifen, HER2 amplifikasyonu
gOsteren hastalarin trastuzumab tedavisinden goérdikleri yarar, meme kanserinin
heterojen bir hastalik grubu oldugu yolundaki gorutsleri destekler ve bdylece timaorin
biyolojik 0Ozelliklerinin, tGmor yonetimindeki onemini gosterir. Sinirli klinik veriler,
kuguk Klinik galisma sonuglari ve tanimlanmig bazi algoritmalarin gok sinirli degerleri
ile birlikte, yeni jenerasyon molekiler methodlarin, meme kanser siniflamasinda
daha kusursuz, daha kesin bir siniflamayi ve beraberinde hedefe yénelik ve belki de
kisiye yonelik tedavi imkanlari saglayabilecek olmasi umut vericidir.

2.1.2. Yeni dénem, yeni baglangi¢

Kanser dokusuna uygulanan her tarli molekiler analitik yontem, kanserin
prognostik ve prediktif faktorlerini belilememize yardimcidir. Bu yararli molekuler
analitik yontemlerden mikroarray temelli teknolojik uygulamalarla genomik ve

ekspresyon profilleme c¢alismalarinin gelismesi ve kullanimi, meme kanserinde



morfolojiden ¢ok tiumar biyolojisi temelinde bir klasifikasyon sisteminin gelistirimesine
neden olmustur.

Meme kanserinde “Molekuler Siniflama” terminolojisi, ilk olarak ikibin yilinda
Perou ve Sorlie tarafindan yapilan gen ekspresyon farkliliklarini gosteren kapsamli
bir calisma ile onerilmistir (14). Bu ¢alisma ile ¢ok sayida gen ekspresyonuna gore,
meme kanserleri farkli alt gruplara ayrilmigtir: “Ldminal” (siklikla iki ya da Uug¢
subgruba ayrilan; ER, ER dizenleyici genlerin ve normalde |Uminal epitelyal
hicrelerden eksprese edilen genlerin ekspresyonunu yansitan), “HER2 pozitif’
(HER2 amplifikasyonu ve overekspresyonu gdosteren), “bazal” (ER, PgR ve HER2
negatif olan ve memenin normal bazal/myoepitelial hicreleri tarafindan eksprese
edilen gen ekspresyonu gosteren). Normal benzeri subgrup da tanimlanmistir, ancak
bu subgrubun tanimlanmasinin dnemi ve beraberinde getirecegi sonuglar belirsizdir,
cunkU bu grup, tumor hucre igerigi az, buna karsin normal doku komponenti fazla
olan Ornekleri temsil ediyor gibi gorinmektedir. Meme kanserinin molekiler
subtiplemesinin en dogru sekilde yapilabilmesi igin degisik yontemleri iceren ¢ok
sayida c¢alismalar vyapilmistir (15-24). Bu yoOntemlerin birbirine Ustinltkleri
gunumuzde tartisiliyor olmasina ragmen, temelde luminal A, luminal B, HER2, bazal
ve normal benzeri molekuler subgruplarin farkh prognostik subgruplar temsil ediyor
olmasi, Onerilen siniflama sisteminin hizli bir gekilde klinik kullanimina neden
olmustur.

Molekuler siniflama sisteminin, diagnostik bir ara¢ olarak yaygin kullanimini ve
gegerliligini saglamak igin ¢ok c¢aba gosterilmistir. Bu konuda yapilan degisik hasta
calisma gruplarindan ve farkli array platformlarindan analiz edilen bir¢gok farkli
verilerin, klasifikasyon sistemi ile oldukga siki bir sekilde ortistugu de kanitlanmistir
(15-18). Tedaviye cevaplarin ve metastatik paternlerin de, molekuler subtipe goére
degistiginin gosterilmesi molekuler siniflamanin degerini daha da artirmistir (25,26).
Sonugta, bir meme kanser hastasinin, tumorin molekuler subtipine gore
siniflanabilecedi ve bdylece uygun, spesifik, hedefe yodnelik tedavi programlarina
yonlendirilebilecedi fikri cok cazip hale gelmistir. CUnkl artik ginimuzde tim kanser
tiplerinde, hastanin timoérune 6zel hedefe yonelik, kisisellestiriimis tedavi programlari
arayiglari onplandadir. Bu noktada tumorun histolojik derecesi, ER, PgR, HER2

durumu ve Ki67 proliferasyon indeksi gibi degerlendirmelerden elde edilen verilerin,
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molekuler siniflamanin getirecegi uygun tedavi progamlarini saglayabilecegi
konusunda tartismalar bulunmaktadir.

2.1.3. Molekiiler subgruplarin 6nemi

Bugun igin, gecerli molekuler siniflama ile meme kanserleri, ilk olarak lUminal A,
liminal B, HER2, bazal ve normal meme benzeri olmak Uzere bes gruba ayrilir. Bu
sekilde tanimlanan subgruplarin daha ileri boyutta gruplanip ayrimlastiriimasi da
mumkuinduar ve zorunlu gibi gérunmektedir. Klinik davranisi, radyolojik ve patolojik
Ozellikleri ile biyolojik potansiyeli farkh olan heterojen bir hastallk olan meme
kanserinde molekuler subgruplar olusturuldugunda bile ayni subgruptaki timarlerin
farkh biyolojik heterojenite 06zellikleri nedeniyle ayni subgrup iginde yeni bir alt
gruplama yapilmasi gerekli olabilmektedir. Bu heterojenite, her bir meme kanseri
olgusunun, bu genis spektrum igindeki uygun ve dogru yerine, ayri ayri yerlestiriimesi
ihtiyacini beraberinde getirir. Bu da ancak bugune kadar tanimlanmis, morfolojiye
dayali prognostik parametreler yani sira morfolojiye dayali olmayan prognostik
parametreler, yani molekuler belirteglerin bilinmesi ve degerlendiriimesi, ayrica her
hasta icin gerekli bireysel tedavi planinin olusturularak kisiye 6zel tedavinin
saglanmasi ile mumkin olabilmektedir. Bu baglamda, patolojik prognostik bir
parametre ve molekuler belirteg olarak bir biomarker olan HER2 durumu, ayni
zamanda tedavi planlanmasini da yonlendirecek o6nemli verilerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. invaziv meme karsinomlarinin yaklasik olarak %315-20’sinde,
HER2 gen amplifikasyonu ya da bu genin protein Grinin asiriekspresyonu gorultr
(27). Meme karsinomunda HER2 pozitifligi; agresif tumor buyumesi, rekurrens
riskinde artis, kisa sagkalim ve Ozellikle lenf nodu pozitifligi olan hastalarda kotu
prognoz ile birliktedir (28-31).

2.2. HER Ailesinin Patofizyolojisi

c-erbB-2 olarak da bilinen HER2 protoonkogeni, 17. kromozomda (17g21)
lokalizedir. Bu gen, 185 kilodalton molekuler agirhga sahip ve 1255 amino asid igceren
HER2 glikoproteinini kodlar. HER2, bir transmembran tirozin kinaz reseptort olup
HER ailesine aittir. HER ailesinin dort Uyesi vardir; Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR)/HER1, HER2, HER3 and HER4. HER2 hari¢, HER ailesinin her bir
uyesinin tanimlanmig ligandlari vardir (Sekil 1).
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Sekil 1: HER ailesi Uyeleri ve ligand baglayicilarinin sematik goérinimi. AR,
ampiregulin; BTC, betasellulin; EGF, epidermal blyume faktort; EPRG, epiregulin;
HB-EGF, heparin baglayici EGF; HER2, human epidermal growth factor receptor 2;

NRG, ndregulin; TGF-a, transforme edici buyime faktori-a.

Ekstraselluler bolumlere baglanan ligand, reseptorde homodimerizasyona ya da
heterodimerizasyona neden olan konformasyonal degisikliklere neden olur ve
reseptor tirozin kinaz olarak etki godsterir. Daha sonra her bir dimer, PI3K/AKkt,
Ras/Raf/lEK/ERK, ve STAT gibi gesitli hiicre igi sinyalizasyon yolaklarini tetikleyebilir.
Bu gibi yolaklarin tumu, proliferasyon, sagkalim, motilite ve anjiogenezis gibi hiicresel
onkojenik progeslerde dnemli rol oynar (Sekil 2).
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Sekil 2: HER ailesinin onkojenik sinyalizasyon yolaklarinin sematik gorunuma.

HER2’nin tanimlanmig bir ligandi olmadigi igin, fizyolojik durumlarlarda diger
HER ailesi Uyeleri ile dimerizasyon yapmak zorundadir. Ancak, HER2
asiriekspresyon durumunda, HER2 surekli aktive olabilir (32). HERZ2, teorik olarak
HER1, HER2, HER3 veya HER4 olarak dort farkli tipte dimerle dimerizasyon
olusturabilir, ancak HER2/HER3 heterodimerinin en mitojenik ve transforme edici
Ozellikte oldugu sdylenmektedir (33,34). HER3'U, diger HER aile Uyelerinden ayiran
iki onemli Ozelligi vardir: HER3'Un tirozin kinaz aktivitesi yoktur. Class | PI3K ‘in

diizenleyici niti olan p85 igin en az 6 adet birbiriyle iligkili domaini vardir (Sekil 3).
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Sekil 3: HER2 ve HERS3 heterodimerizasyonunun sematik gériinima.

Bu gibi ozelliklerin, HER3'Un PI3K yolagini daha etkin olarak tetiklemesini
sagladigr dusunulmektedir. Bu durum hem HER2 hem de HER3 eksprese eden
meme kanser hicre hattinin, daha ylksek bir Akt fosforilasyon derecesine sahip
oldugunu gdsteren bir ¢calisma ile de desteklenmistir (35).

2.3. Meme Kanser Patogenezinde HER2

Normal meme epitel hucreleri, HER2 geninin iki kopyasini igerir ve hucre
yuzeyindeki HER2 reseptorini dusiuk seviyelerde eksprese eder (Sekil 4). Ancak
bazi kisilerde, hlcredeki gen kopyalarinin sayisi, onkojenik degisim nedeniyle
artmaktadir. Bu durumda genin amplifikasyonu, HER2 proteinin artmigs membran
ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle de HER2 protein
asiriekspresyonunun temel mekanizmasinin, gen amplifikasyonu oldugu kabul

edilmektedir.
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Sekil 4: Normal meme hicresinde HER2 reseptord.

HER2 proteininin artmig membran ekspresyonu, dimerizasyonu arttirarak
HER2 tirozin kinazi aktive eder. Bu aktivasyon sinyali, hiicre nikleusuna iletilir.
Onkojenik transformasyona ugrayan hucrede, proliferasyon, sagkalim ve motiliteye
neden olur (Sekil 5).
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Sekil 5: HER2 pozitif meme kanser hicresinde ¢ok sayida HER2 reseptorin

varhiginin sematik goranima.

invaziv . meme karsinomlarinin yaklasik olarak %15-20'sinde, HER2 gen
amplifikasyonu yada bu genin protein Urandn asiriekspresyonu goéraldugu icin bu
hastalarda hedefe yoOnelik tedavi programina baslayabilmek igin, pozitif HER2
durumunun dogru, guvenilir ve tekrarlanabilir sekilde belirlenmesi gereklidir. Bu
nedenle de timorde gen amplifikasyonunu ve/veya asiriekspresyonunu saptamada
basit, dogru, yaygin olarak kullanilan, klinik olarak uygulanabilir, ayni zamanda
tekrarlanabilir ve dusik maliyetli methodlarin kullanilmasi hem klinisyen hem de
patolog acgisindan oldukga 6nemlidir. Ancak, meme kanser hastalarinda tUmorin
HER2 durumunun hangi yontemle tespit edilmesi gerektigi uzun yillar tartismal bir
konu olmustur (27). HER2 durumu; onkoprotein miktari, gen amplifikasyon miktari
veya m-RNA diizeyinin, imminohistokimya (iHK), elisa, in situ hibridizasyon (iSH)
yontemleri veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile degerlendiriimesi ile
belirlenebilir. Literatirde ustinde net olarak gorus birligine varilmig en uygun bir
yontem bulunmamaktadir. Her yeni ¢ikan uygulamanin digerlerine UstunlUkleri ve
kisithliklant  s6z konusudur, degisik c¢alismalarin sonuglarinin  birikmesi ve

degerlendiriimesi daha saglikl veriler elde edilmesini saglayacaktir.
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Son guncel bilgi olarak Amerikan Klinik Onkoloji Grubu (ASCO-The American
Society of Clinical Oncology) ve Amerikan Patoloji Grubu (CAP- The College of
American Pathologists) (ASCO/CAP) 2013 kilavuzu, meme kanserinde HER2
durumunun, IHK ve tek ya da dual problu ISH ydntemleri ile degerlendiriimesini
onermektedir (27).

2.4. HER-2 Pozitif Meme Kanserinde Trastuzumabin Yeri ve Onemi

Meme karsinomlarinin bir kisminda, normal meme dokusuna goére HER2
ekspresyon seviyelerinin artmasi ve HER2 pozitif timaérlerin progresyonunda etkin bir
faktor olmasi nedeniyle, HER2 spesifik tedavi edici yaklagimlar igin ideal bir hedef
haline gelmistir. “Trastuzumab” 1998 vyilinda, HERZ2 proteininin ekstrasellller
domaine karsi gelistiriimis rekombinant monoklonal bir antikordur (Sekil 6).

@Ligand

Trastuzumab

HER2
Reseptdr

ABHS

NUkleus

Sekil 6: Trastuzumabin etki mekanizmasinin sematik gériniama.
ABHS: Antikor bagiml sitotoksisite.

HER2 pozitif ileri evre metastatik meme kanser hastalarinda klinik tedavi igin

Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA-“The Food and Drug Administration”) onayi
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alan ilk monoklonal antikor olmasi ile de ayri bir 6neme sahiptir (36). 2006 yilindan
bu yana, trastuzumab erken meme kanser hastalarinin hem adjuvan hem de
neoadjuvan tedavisinde de uygulanmaktadir (37-38). Uzun siredir, bu ajanin
potansiyel tedavi edici etkisi yogun olarak arastiriimistir. Ozellikle de trastuzumabin,
konvansiyonel kemoterapi ile kombinasyonunun, HER2 eksprese eden metastatik
kanserlerin tedavisinde oldukga etkili oldugu gosterilmistir.

2.5. Trastuzumabin Etki Mekanizmalari

Trastuzumab, bugln icin bilinen temelde iki farkl etki mekanizmasina sahiptir:

1-intraselliiler sinyalizasyonun inhibisyonu (sinyal transdiiksiyon yolaklari ve
hicre siklus progresyonunun inhibisyonu); HERZ2’nin bircok sinyalizasyon yolaklarini
tetikledigi  bilinmektedir. Bbdylece teorik olarak HER2 inhibisyonu, bu gibi
sinyalizasyon yolaklarinin inaktivasyonuna neden olmalidir. Trastuzumabin, HER2
aktivitesini inhibe etme sekli tam olarak anlagiimamigtir. Bazi ¢aligmalar bu ilacin,
HERZ2'nin internalizasyonunu ve degradasyonunu duzenleyebilecegini gostermiglerdir
(39,40). Daha yeni galismalarda, HERZ2'yi asirieksprese eden hucrelerdeki hicre
proliferasyonunda, HER2/HER3/PI3K kompleks yapisinin ve bu yapinin etkisiyle
PI3K/Akt sinyalizasyon yolaginin temel rol oynadigi gosterilmistir. Boylece bu
kompleks yapinin dagiimasinin, trastuzumabin temel molekuller etki mekanizmasi
olabilecegi dusunulmastur (41). Trastuzumab uygulandiginda, hucre siklusu G1/S
gegisinde durur. Bu durum, siklikla p27 seviyesinde artis ve siklinD1 ve siklin-

dependent kinaz 2 aktivitesinde azalma ile birliktedir (Sekil 7).
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Sekil 7: Trastuzumab ile intrasellUler sinyalizasyonun inhibisyonu, sematik gorinum.

2-immun sistem iligkili antitimor cevabin uyariimasi: in vivo galismalardan
elde edilen veriler, trastuzumabin antikor bagimli hucresel sitotoksite ve kompleman-
bagimli sitotoksite gibi immun cevaplarin induksiyonuna aracilik edebilme yetenegini
gOstermigtir (42).

*Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (=ABHS): Fcy reseptdri eksprese eden
immun efektor hucreler, 1gG1 antikorunun (trastuzumabin) Fc domanini tanir ve
baglanir, antikora tutunmus hucrede (HERZ2 pozitif hedef hucre) lizis meydana gelir.
Preklinik (Fcy reseptéri olmayan farelerde etki yok) ve az sayida in vivo galisma
(tedavi dncesi ve sonrasi timorde lenfoid hicre infiltrasyonu) ile de desteklenmistir
(37).

*Kompleman-bagimli sitotoksisite
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2.5.1. Trastuzumaba Direng Mekanizmalari ve p95HER2

HERZ2yi asirieksprese eden metastatik meme kanserinin tedavisinde,
trastuzumab ve konvansiyonel kemoterapi kombinasyonunun, tek ajan kemoterapi
kullanimina goére, belirgin olarak etkin oldugu gosterilmistir (31). Bu nedenle,
trastuzumab, HERZ2yi asirieksprese eden opere edilebilir meme kanserlerinde
adjuvan veya neoadjuvan olarak kullanima girmistir (36-38). Objektif klinik verilere
ragmen, anti-HER2 ajanlari, HER2 pozitif meme kanser hastalarinin yaklasik
yarisinda klinik yarar saglamakta olup bir kisim hastada etkili olmamaktadir (43). Bu
nedenle farki meme kanser klinik tablolarinda, trastuzumab etkinliginin ve
rezistansinin mekanizmalar arastinimigtir (44-45). Gunumuzde bilinen ve degisik
calismalarla dogrulanan rezistans mekanizmalari asagidaki gibi siralabilir:

1-Trastuzumabin, HER2'ye baglanmasinda azalma (ekstraselliler domain-
truncated HER2-p95 HERZ2' nin ekspresyonu yada MUC4’Un asiriekspresyonu ile):

-Truncated HER2 (p95 HER2): HER2-pozitif hastalarin bir kisminda HERZ2'nin
karboksi terminal fragmanlari (CTF- C-terminal fragment) eksprese edilir (46). CTF
birbirinden farkli iki mekanizmayla meydana gelir: proteolitik dokilme ve alternatif
translasyon. Metalloproteazlar, HER2'nin ekstraselliler domaininin, transmembran
domainin proksimal bolumunden ayriimasina neden olur (proteolitik dokulme). Bu
sekilde alanin 648’den baslayan ve 95-100 kilodalton agirliginda bir fragman olusgur.
Bu fragman p95HER2 olarak bilinir (45). Alternatif translasyon, 611. ve 687.
pozisyondaki iki internal baslangi¢ aminoasidi metioninden baslayarak HERZ2yi
kodlayan mRNA'nin alternative sekilde kodlama yapmasidir (tam uzunlukta
molekuler gore 611 ve 687 kodonlari ile isimlendirilen) (Sekil 8 A ve B).
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A N 4 EKZONn HEKzomg H EKZONn H EKZONn HEKZON::H PC 638 aa 100-115kDa 611-CT
(p9SHER2)

2091 nt 4006 nt
cDs
B N 4 EKZONn H EKZONn H EKZON21H EKZONn H EKZON31 PC 562 aa 90-95kDa 687-CT
2307 nt cDS 4006 nt

Sekil 8: A; 611-CTF ve B: 687-CTF.

Bu iki fragman, bir transmembran domaini ve sisteinden zengin kisa bir
ekstraselliler domain iceren 76 aminoasidlik bir zincir agisindan farkhlik gosterirler
(47). 611-CTF fragmani, bir sinyal peptidi icermemesine ragmen, sekretuvar
yolaklara etkin sekilde dahildir. Bu fragman, sinyalin plazma membranina
tasinmasina yardimcidir. Buna karsilhik, 687-CTF, hem sitoplazmada hem de
nukleusta bulunabilir. Ancak, solubl intraselliler 687-CTF fragmani intakt bir kinaz
domainine sahip olmasina ragmen inaktiftir. Transmembran domaini iceren 648- ve
611-CTF lan ise ¢ok sayida intrasellller sinyal transdiksiyon yolaklarini aktive
edebilir (48). ilging sekilde bu gibi yolaklarin aktivasyon seviyesi bu iki HER2 CTF
(648- ve 611-CTF) arasinda da belirgin farklihk gosterir. 611-CTF, disulfid baglarinin
korunmasini saglayarak surekli olarak homodimerler olusturdugu icin, mitozu aktive
eden protein kinazi ve Akt yolaklarini, 648-CTF ye gore daha fazla aktive eder. Buna
karsin 648-CTF homodimerler olusturmaz ve aktivitesi tam uzunluktaki HER2
benzerdir. Bunun sonucu olarak, 611-CTF spesifik bir gen setinin diizenlenmesine
neden olur. Bu gen setinde yer alan genlerin bazilari (MMP1, ANGPTL4, MET,
CD44, PLAUR, EPHA2, ITGA2, ITGFB, TGFA, and IL-11 gibi) metastatik
progresyonda etkin olan genlerdir ve kotu prognozlu HER2 pozitif meme kanser
hastalarinin bir kisminin, p95HER2 olarak bilinen HER2 CTF’nin heterojen bir
grubunu eksprese ettigi bildirilmistir (48). Boylece p95HER2 pozitif timorlerin

progresyonunda, muhtemelen 611-CTF gen durumunun etkili oldugu ve trastuzumab
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kullaniminin bu gibi hastalarda hedefe yonelik tedaviyi saglayamacagi sonucuna
ulasiimistir. Bu nedenle meme kanserinde, HER2 pozitif meme kanser hastalarinin
tedavi planlanmasinda, trastuzumab tedavisine baglamadan 6nce ya da HER?2 ile
birlikte pP95HERZ2 degerlendiriimesi yararl olabilir. Ancak bu konuda yeni yapilacak
prospektif klinik galigmalar, bu belirtecin gercek rolinu ortaya g¢ikarmaya yardimci
olacaktir.

-MUC4’Un asiriekspresyonu: Membran iliskili bir musin olan MUC4’Gn, HER2
gen amplifikasyonu ve trastuzumaba primer direnc gosteren timorlerde, HER2'nin
ekstra-selluler domainine antikorlarin baglanmasini azalttigi gosterilmistir (49) (Sekil
9).

2-Alternatif sinyalizasyon ( insulin benzeri buyime faktori-1 ( IGF-1R), diger
epidermal buydme faktor reseptor ailesi Uyeleri veya MET den kaynakh) (45):

-IGF-1R’den alternatif sinyalizasyon:

*IGF-1R; PI3K yolaginin major tetikleyicisi olarak karakterize bir reseptor
tirozin kinazdir. Hem HER2 hem de IGF-1R asiriekspresse eden hiicreler
trastuzumaba direnclidir.

* |GF-1 sinyalizasyonu, p27 igin bir ubiquitin ligazi olan SKP2’nin seviyesini
artirir. Boylece p27 seviyesi azalir. Trastuzumab varligina ragmen hucre siklusu
G1/S fazinda durmaz.

-EGFR aile Uyelerinden alternatif sinyalizasyon: EGFR icin bir ligand olan
transforming growth factor-a (TGF-a), trastuzumaba direngli olgularda artmis
ekspresyon gostermektedir.

-MET’den alternatif sinyalizasyon: MET (RTK) ve ligandi HGF trastuzumaba direngli
hastalarda, direncli olmayanlara gore daha ytiksek seviyelerdedir.

3-Sinyalizasyonda aberrant aktivasyon (45):

-PTEN fonksiyon kaybi:

PTEN, PIP3’G PIP2'ye ceviren bir fosfotazdir ve fizyolojik durumlarda Class |
PI3K’nin negatif dizenleyici olarak gérev yapar. Dusuk PTEN protein ekspresyon
seviyeleri trastuzumaba karsi azalmig cevap ile iligkilidir.

-PIK3CA-aktivasyon mutasyonu

-p27’nin downregilasyonu:

4-FCGRS3A polimorfizmleri (45):
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Trastuzumab

Iﬂo:"*'omo_m

Sekil 9: Trastuzumab direng mekanizmalarinin sematik goranima.
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3. GEREC VE YONTEMLER:
3.1. Arastirmanin Tipi

Bu calisma tanimlayici bir galigmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma Gunes Patoloji Laboratuvarinda 2008-2012 yillari arasinda meme
karsinomu tanisi alan hastalarin biopsi materyalleri Uzerinde gergeklestirilmistir.
Olgularin tedavi sonrasi izlemleri icin ilgili klinik doktorundan bilgi alinmistir. IHK ve
kromojenik iSH (KiSH) ile HER2 durumunun degerlendirilmesi,ve HER2 ve p95HER?2
MRNA protein ekspresyon seviyelerinin es zamanlh-PZR (EZ-PZR) ile
degerlendiriimesi, tum tekrar testler ve verilerin analizi 01.04.2012-01.05.2015
arasinda DEUTF Onkoloji Enstitiisti Arastirma Laboratuar’’nda uygulanmistir (Ek 1).

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi:

Arastirmanin evrenini Gunes Patoloji Laboratuvari’'nda, tani konan 80 hasta
olusturmaktadir. Orneklemi ise olgularin meme biopsi materyallerinden Giines
Patoloji Laboratuvari’nda hazirlanan parafin bloklar olusturmaktadir.

3.4. Caligma Materyali:

Guneg Patoloji Laboratuvar’na ait kayitlarda meme kanser hastalari
kaydedildi. Hastalara ait tum preparatlar, preparat argivinden cikarilarak dikkatlice
incelendi. Calismaya dahil edilecek hastalar belirlendi. Hastalarin demografik bilgileri
laboratuvar elektronik arsivinden ve klinik doktorlarindan elde edildi. Isik mikroskobik
degerlendirmeyle saptanan tim histopatolojik parametreler kaydedildi. Nekroz
alanlari icermeyen canli demonstratif tUmor dokusu bulunduran bloklar ayrildi. Bu
bloklardan polizinli lamlara 5 mikrometre kalinlikta kesitler hazirlandi. iHK’sal ve
KiSH boyamalari yapilincaya dek oda isisinda saklandi. Ayrica EZ-PZR metodu ile
parafin doku bloklarindaki timér dokusunda g¢alisiilmasi planlan HER2 ve p95HER?2
icin her hastadan 6rnek doku alindi ve oda i1sinda sakland.

Bu calismanin amaci trastuzumab direncinde p95HERZ2’nin roli oldugu igin,
trastuzumab alan hastalarin klinik bilgilerine eksiksiz sekilde ulagilmasi gerekliydi. Bu
nedenle hastalarin izlemleri klinik doktorundan tamamlanmaya caligildi. Trastuzumab
bagslama ve bitis tarihleri kaydedildi. Lokal niks ya da metastaz tarihleri de
kaydedildi. Klinik doktorundan, hastalarin son izlem tarihleri ve son durumlari
kaydedildi.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
Bu calismadaki bagimsiz degiskenler timorde p95HER2 ekspresyon seviyesi,

HER2 ekpresyon seviyesi, hastanin yasi, timoér boyutu, tUmoéran histolojik tipi,
timaériin histolojik derecesi, duktal karsinom in situ varligi (DKIiS), timérde ER ve
PgR hormon reseptdr durumu, p53 mutasyonu, Ki67 proliferasyon indeksi, cerbB2
protein ekspresyonu, vaskuler ve lenfatik invazyon, nodal tutulum, perinodal
invazyon, klinik evre, lokal niks, metastaz, hastaliksiz sagkalim siresi, tam sagkalim
suresi gibi o6zelliklerden olugsmustur. Calismadaki primer amag¢ trastuzumab
direncinde p95’in rolu oldugu icin tanimlanan kritelerlere diren¢g gosteren ve
gOstermeyen gruplar olusturuldu.

3.6. Veri Toplama Araglari:

3.6.1. Arac ve Geregler:

3.6.1.1. Tez ¢caligmasinda kullanilan geregler:
-MIKrotom.......cooiii e e ee e LEICE RM2125RT
-Polilizinli lam.......oe Isolab
-Sinirlayici Kalem. ..., Dakopen
-Lamel 22X22mm.........cooiiiiiiii e 2 SOlAD
P R e GeneAmp (9700)
-RT-PCR....i i e i ROCHE Light Cycler 15
-RT-PCR....o ittt i i e e ie e 2. ROCHE Light Cycler 4801

ST A Denver
-MiKroskop........ccoeeviiiiii i e e e .NiKON E400

SVOMEKS . . Biovortex V1
-Mikrodalga fIrin.........coooii Arcelik MD551
-Santriflj Clhazl.......oooo i, Centrifuge S424
SEtOV. . NUVE FNS0O

= 1 Shimadzu AY120

SPH MBI NEL elektronik pH890
-Otomatik pipet (0,5-10 mikrolitre)............cooevveiieineenn.n. DiaMed-ID pipette FP5
-Otomatik pipet (20-200mMikrolitre)..........ccooviiiiiiiinnns ISOLAB

-Otomatik pipet (1000 mMiKrolitre)..........cooovviiiienenns ISOLAB

- Buzdolabi (+4 ve -20 derece)......cccvevviiiieiie e, Arcelik 450 luks
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SEPPeNndort. .. ..o minispin

-Polilizinli lam.......ooo ISOLAB
-Plastik pipet ucu sari, beyazve mavi...............c.oeei i Barrier100
-Sinirlayici Kalem. ... DAKOpen
-Lamel 22Xx22mm........ccooiiiii e e el SOlAD

3.6.1.2. Kullanilan sarf malzemeleri:
-Fosfat tamponlu tuz solisyonu (PBS) 150mM NaCl + 10nM Na-Fosfat, pH:7,4
-TRIS: 11,1 gr+ 940 ml bidistile H20 + 7 ml HCL, pH:7,2
-%3’lUk hidrojen peroksit soliisyonu
-Sitrat tampon ¢ozeltisi, pH:6,0
-Proteinaz K stok c¢ozeltisi
-Tamponlu %4’luk paraformaldehid
3.6.1.3. Kitler ve reaktifler:

-%96 Etil alkol
-Ksilol
-Lam kapaticisi (mounting medium, Surgipath MicroMounth)
-PBS tampon soliisyonu, hazir toz karigim formunda (Scy Tek)
-Proteinaz K (Sigma P2308)
-immiinhistokimyasal degerlendirme igin tniversal kit, LSAB, Thermo
-Anti-HER?2 (klon:21564, Bioss Antibodies, Boston, USA)
-invitrogen SPOT-Light® HER2 CISH Kiti,
-DAB kromojen, Thermo
-DNA ekstraksiyon kiti, QlIAamp DNA FFPE Tissue

3.6.2. YOntemler:

3.6.2.1. Parafine gémiilii arsiv bloklarindan yapilan kesitlerde
immnunohistokimyasal olarak, HER2 gen arund proteinlerinin doku
ekspresyonunun arastirilmasi:

3.6.2.1.1. Genel ilke:

immiinhistokimyasal testler; hiicre veya doku antijenlerinin, uygulanan antikor
ile tepkimeye girme esasina dayal testlerden biridir. Bu test ile hiicre veya dokuda
bulunan antijenler, bu gibi antijenlere yonelik olarak geligtiriimis ve farkli ara

elemanlarla etiketlenmis antikorlarla karsilastirilir. Bdylece hiicre ya da dokuda
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varolan antijen, antikor ile reaksiyona girer ve mikroskobik degerlendirmede gorunur
hale gelir. Bu gibi testlerde kullaniimak Uzere gelistirilen antikorlar genellikle deney
hayvanlarinda Uretilir ve genellikle de IgG tipinde monoklonal antikorlardir. Daha
sonra baska bir deney hayvaninda, bu antijene karsi gelistiriimis olan antikorlara
karsi, yine bir deney hayvaninda sekonder antikorlar yaptirilir. Bu gibi sekonder
antikorlar bir enzimle igaretlenir. Bu enzim de mikroskobik degerlendirmede gorunur
hale getirmeyi saglayan kromojeni aktive eder. Avidin-biotin kompleks (ABC) sistemi
ise indirekt olarak tanimlanan bir testtir. Bu testte sekonder antikor enzimle
isaretlenmez. ABC yontemi ile uygulama, yumurta akinda bulunan avidin adli bir
glikoproteinin biyotin olarak bilinen vitaminle arasindaki affiniteye gore gelistirilmistir.
Avidin glikoproteinine benzer bir molekul olan streptavidin, Streptomyces avidinii adli
bir bakteriden elde edilir. Streptavidin, nétral yapida bir molekil oldugu igin ve
karbonhidrat komponenti tagimadigi icin bu molekulin kullaniminda nispeten boya
artefakti daha az olarak gorulur. Biotinin, degisik enzim ve antikorlar ile bag kurmasi
daha kolaydir. Primer antikorla avidin-biotin kompleksi arasindaki iliskinin saglanmasi
sekonder antikorlar saglar araciligi ile olur. Bu mekanizma tim enzim kompleksi
testlerindeki gibidir. Dokuda antijen mevcut degilse, antikor baglanacak antikor
bulamaz ve yikamalar esnasinda antikorla baglanmayan tum antijenler atilir ve
boyanma olmaz. Primer antikorlar digindaki tim ara reaktifler, tniversal sekilde ticari
forma sahiptir.

3.6.2.1.2. Uygulama basamaklari:
. IHK igin manuel yéntem uygulandi.
. Olgulara ait tiumor dokusu iceren demonstratif bloklardan 5 mikrometre
kalinhginda kesitler yapilarak lizinli lamlara alindi,
. Hazirlanan bu kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilerek parafini eritildi.
. Ertesi sabah hemen, ksilol iceine alindi ve yaklagik 1 saat sureyle oda isisinda
bekletildi.
. Konsantrasyonu giderek azalan (%95, %90, %80, %70) etil alkol serilerinden
gecirildi.
. Distile suyun icinde 10 dakika yilkama yapildi.
. %3 hidrojen peroksit solusyonunda 15 dakika bekletildi.
. Ardindan distile suda 5 dakika sureyle yikama yapildi.
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. Sitrat tampon (pH:6) icerisinde, kapagi kapali plastik salelerde 30 dakika
sureyle mikrodalga firinda 400 Watt’ta on islem yapildi.

. Oda isisinda soguyuncaya dek beklendi.

. Distile suda 10 dakika yikandi.

. PBS (pH:7,4) icinde 10 dakika bekletildi.

. Lamlar GUzerindeki dokular sinirlayici kalemle gergevelendi.

. IHK’sal boyamada indirekt ABC ydntemi uygulandi.

. Blokan soliisyonda 5 dakika bekletildi.

. Yikama yapilmadan primer antikor (anti-HERZ2) uygulandi.

. 1 saat sureyle lamlarin kurumamasi igin altina islak kagit yayilmis plastik
boyama kabinda lamlar bekletildi.

. PBS tampon solisyonu i¢inde 10 dakika yikandi.

. Anti polivalant biotinli antikor oda isisinda 20 dakika uygulandi.

. PBS tampon solusyonu i¢inde 10 dakika yikandi.

. Bayir turbu peroksidazi (horseradish peroxidase: HRP) eklenmis streptavidin
solUsyonuyla kaplanan kesitler oda isisinda 30 dakika bekletildi.

. PBS tampon solusyonu i¢inde 10 dakika yikandi.

. DAB, hidrojen peroksitli hazir solusyonu ile 1/20 oraninda sulandirildi ve
lamlar tzerinde 10 dakika tutuldu.

. Distile suda yikandi.

. Harris hematoksilen ile 15 saniye zemin boyama yapildi.
. Akar gcesme suyunda yikandi.
. Konsantrasyonu giderek artan (%70, %80, %90, %95) etil alkol serilerinden

gecirilip havada kurutuldu.

. Ksilen icinde 30 dakika bekletildi ve kapama maddesi damlatip lamelle
kapatildi.
. Boyali preparatlar 1s1k mikroskopisi ile degerlendirildi.

Tam olgular ASCO/CAP 2013 rehberine gore asagidaki sekilde skorlandi (27).
IHK 3+: invaziv timor hiicrelerinin %10 dan fazlasinda komplet, giiclii ¢cepecevre

membrandz boyanma,
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IHK2+: invaziv timér hiicrelerinin %10’undan fazlasinda inkomplet ve/veya hafif-orta
derecede gepecgevre membrandz boyanma yada tumor hdcrelerinin %10 ve altinda
ancak yogun komplet ve ¢epegevre membrandz boyanma,
IHK1+: invaziv tiumér hicrelerinin >%10 hafif-belirsiz inkomplet membran boyanma
IHK 0: Boyama yok yada <=%10 hafif-belirsiz inkomplet membranéz boyanma.

Bu skorlamaya gére IHK3+ pozitif, IHK2+ kuskulu, IHKO yada iHK1+ ise negatif

olarak kabul edildi.

3.6.2.2. Parafine goémiilii arsiv bloklarindan kromojenik in situ
hibridizasyon yontemi ile HER2 amplifikasyonunun arastiriimasi:

3.6.2.2.1. Genel ilke:

KiSH tekniginde, HER2 gen lokisii (kromozom 17q11.2-21 de lokalizedir) icgin
spesifik olan digoksigenin-isaretli DNA problari, insan meme kanser Orneginde
komplementer niikleik asidlerini hibridize etmek igin kullanilir. isaretli HER2 probu,
insan nukleik asidlerinde bulunan (Alu ve LINE elementleri gibi) énemli oranda
azalmig tekrar sekanslariyla 6zgu problar olugsturan markali ve patentli bir teknoloji
(Substraction Prob Teknoloji-SPT), kullanimiyla yapilir. Bu probun, PZR ile HER2
genini igerdigi ve normal lenfositlerde metafaz floresan iSH (FISH) yéntemiyle,
kromozom 17qg11.2-2de, spesifik olarak HER2 gen lokusuna baglandigi
gosterilmelidir.  Kullanilan bu problar, dogal olarak spesifiktir, sitogenetik DNA
problari icin gerekli oldugu sekilde tekrar sekans bloklama gerektirmez. KiSH teknigi,
kromojenik belirleyici kullanilarak 151k mikroskobu ile genetik aberasyonlarin
degerlendiriimesini saglar.

KiSH boyanma sonuglari standard 1sik mikroskobu ile 40 blyiitmede kolayca
gorulebilir ve HER2 gen amplifikasyon durumu, c¢evreleyici doku morfolojisi ile birlikte
degerlendirilebilir.

Deparafinizasyondan sonra, ornekler sicak onisitma iglemine tabi tutulur, sonra
enzim digesyonu uygulanir. Daha sonra érnekler dehidrade edilir ve HER2 probunun
ilavesinden 6énce havada kurutulur. Ornede probun ilavesi ve coverslipten sonra
kombinasyon denatire edilir ve 10 saatten uzun slre yada tum gece hibridize edilir.
Sonra, ornek, unhibridize probu ¢ikartmak igin yikanir. Daha sonra digoksigenine ve

horsedish peroksidaz-polimer (HRP) konjugatina karsi antikorun ardisik ilavesiyle,
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sinyal kromojenik olarak saptanir. DAB kromojeni ve H»0, substratiyla HRP
baglanmasinin reaksiyonu ile renk gelistiriimistir. Sonu¢ olarak, ornek, doku
morfolojisini tanimlamak i¢in Mayer's hematoksilen ile zit boyamaya tabi tutulur.
HER2 gen sinyali, tek, koyu kahverengi sinyal ile tanimlanir. Cok sayida sinyal
varliginda ise sinyal kahverengi kumeler olarak gorular. Tumor hucre alanlari, 6nce
ISk mikroskobunun kuguk buyutmesi ile incelenir. Uygun alan bulundugunda, HER2
gen kopyalar buylk bluylutmede (x40) sayilir. DAB, renkli, kalici ve solmayan bir
¢oklntl olusturur, bdylece sonuglar arsivlenebilir ve daha sonraki bir tarihte yeniden
incelenebilir.

3.6.2.2.2. Uygulama basamaklari:

. KiSH uygulama igin manuel yéntem kullanildi.
. Lizinli lamlara, olgulara ait demonstratif bloklardan 5 mikrometre kalinliginda
kesitler alind1.
. Deparafinizasyon yapildi;
-Ksilende bekletildi 2x5 dakika
-%100 EtOh da yikama yapildi 3x3 dakika
-Distile suda yikama yapildi 3x 2 dakika
. 98° su banyosunda Reaktif A iginde preparatlar 15 dakika kaynatildi
. Preparatlar oda isisinda distile suda iginde yikandi.
. Lamlar Gzerindeki dokular dikkatlice sinirlayici kalemle ¢ergevelendi.
. Oda isisinda Enzim Pretreatment Reaktif B (kullanima hazir) doku kesitini

ortecek kadar eklendi ve 5 dakika oda i1sisinda inkube edildi.

. Distile suda 3x2 dakika yikandi.

. %70- 85-95-100 ve 100 Itk dereceli etanol serilerinde dehidrasyon yapildi.

. Havada kuruyana kadar beklendi.

. Reaktif C (HER2 probu), her bir 6rnek icin 15 mikrolitre eklendi, coversliple
kapatildi.

. 950 5 dakika denattrasyon, sonra 370 nemli ortamda sabaha kadar bekletildi.
. Dokuyu koruyarak coverslipler ¢ikartildi. iki ayri SCC (Reaktif D) hazirlandi;
oda isisinda ve 700.

. Oda 1sisindaki SCC (Reaktif D) de 2 dakika, sonra 700 SCC de 5 dakika
yikama yapildi.
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. Distile suda 3x2 dakika yikama yapildi.

. % 3 Ik H,0, absolli metanol ile 10 dakika yikama yapildi.

. PBS/Tween20 de 3x2 dakika yilkama yapildi.

. Reaktif F (blokan) damlatilarak 10 dakika bekletildi.

. Reaktif G (antidigoksin) damlatildi, 30 dakika oda isisinda bekletildi.

. PBS/Tween20 de 3x2 dakika yikama yapildi.

. Reaktif H (Goat anti-mouse HRP polimer konjugati) damlatildi, nemli ortamda
ve oda Isinda 30 dakika enkube edildi.

. PBS/Tween 2 3x2 dakika yikama yapildi.

DAB ilave edildi. Nemli ortamda 30 dakika oda i1sisinda bekletildi.

. Cesme suyunda yikama yapildi.
. Hematoksilen ile 3-5 saniye gibi hizli boyama yapildi.
. Cesme suyu altinda akitma yapildi.

. Dereceli alkol serilerinde (%70- 85-95-100 ve 100 luk) sirayla her birinde 2
dakika yikandi.

. Ksilolde bekletildi.

. Histomount (Reaktif K) damlatip lamel kapatildi.

Kromojenik sinyal durumu iki ayri patolog (SA, NE) tarafindan, 20x ve 40x
objektifle yapildi. Degerlendirme Uretici firma tarafindan yeni olarak guncellenmis
skorlama sistemine goére yapildi. Bu skorlama sistemine gore; her olgu igin Uretici
firmanin skorlama tablosuna gore 30 hucre sayildi, sayllan tumor hucrelerinde
ortalama HERZ2 geninin kopya sayisi saptandi. 6-10 gen kopyasi yada HER2 geninin
¢ok sayida kopyalari ve kuguk kiimelerin karigsimi varsa amplifikasyon pozitif-dlsuk;
tumor hicrelerinden HER2 gen kopya sayisi 10’un Uzerinde yada blyuk kimelerin
yada multipl dot ve buyuk kumelerin karigimi varsa amplifikasyon pozitif-yliksek
olarak degerlendirildi. Sayillan tumor hucrelerinde HER2 gen kopya sayisi 4’Un
altinda ise amplifikasyon negatif (AN); HER-2 geninin kopya sayisi 4-6 arasinda bir
degerde bulunan olgularda 30 hicre daha sayildi ve iki ayri sayim ile elde edilen
sonuglarin ortalamasi ile toplam 60 hucrede (30 hucre+30 hucre) bir sonug deger
elde edildi. Eger tanimlanan kriterlere gére, amplifikasyon var ise KiSH pozitif, yok

ise KISH negatif olarak degerlendirildi.
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3.6.2.3. Parafine gémiilii argiv bloklarindan RNA ekstraksiyonu ve EZ-PZR
Calismasi.

3.6.2.3.1. Genel ilke:

PZR, insan ve insan disi bir organizmanin, genomik DNA’daki hedeflenen 6zel
bdlgelerin ¢ogaltiimasini saglayan in vitro DNA sentez yontemidir. Bu yodntem,
basittir, hizhdir ve ¢ok basarilidir. PZR, DNA molekulinin milyonlarca-milyarlarca
kopyasini kisa zamanda yapmayi saglayan bir tekniktir. PZR reaksiyonlarinda 3
basamak vardir; denatirasyon, hibridizasyon, polimerizasyon (sentez).
Denaturasyon asamasi, PZR isleminin ilk asamasi olup bu asamada, amplifiye
edilecek DNA baslangicta 95-100°C’ye kadar isitilir. Denatiirasyon icin genellikle 30
saniye gibi kisa bir siire 90-95°C isI uygulanir. Hibridizasyon asamasinda DNA’nin
Istyla denatlre edilmesi yani ¢ift sarmalli DNA sarmalinin birbirinden ayriimasi
saglanir. Sicakhgin 50°C’ye diisiiriilmesi ile primerler DNA (izerinde yogdunlasiriar.
Primerlerden biri kendine ait 5’-terminusu ile hedef DNA’lardan birinin 3’-ucu ile ve
diger primerler de, ikinci tek iplikgik DNA’nin, anti paralel olarak diger ucunda
bulunan 3’-ucuna baglanarak, DNA polimeraz’in ¢alismasi yoénune uygun olarak (5'-
3') baglanirlar. Hibridizasyon isisi genellikle primerlerin erime isisinin 5°C altinda
olup 55-65°C’lerde en iyi sonu¢ verir. Polimerizasyon (sentez) basamaginda ise
primerlerin DNA polimeraz enzimi vasitasiyla hedef DNA sarmalini tamamlamalari
islemi gerceklesir. Yeni sekillenmis olan sarmal orijinal hedef DNA’dan denatlirasyon
yolu ile ayrilir ve primer hibridizasyonunu, DNA sentezi ve denaturasyon siklusu
tekrar edilir. Butun DNA molekulleri, reaksiyonun sonunda ¢ift sarmalli olarak
bulunur. TagDNA polimeraz enzimi, 5-3' yoniunden olmak uzere, ortamdaki
nakleotidleri kullanirlar, primerlerin 3’ terminusuna nukleotidleri yerlestirir ve bdylece
hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.

3.6.2.3.2. Uygulama:
. Olgularin  her birinden segilen bloklarda isaretlenen demonstratif tumor
dokularindan yaklasik 2 mm capinda pargalar bistlri yardimiyla g¢ikartildi ve steril
ependorflara konuldu.
. RNA ekstraksiyonu yapilmasi amaciyla gelistiriimis hazir Qiagen miRNeasy
FFPG Kiti (Qiagen, Penzberg, Germany) kullanildi.

. Hazir kitin igerisinden ¢ikan uygulama d6nerisine gore islemler gergeklestirildi.
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. Her bir ependorfa doku igindeki parafini ¢ikartmak amaciyla 1 mililitre ksilen
eklendi ve 10 saniye vorteks ile karistirildi.

. Yuksek hizda 2 dakika santriflij yapilip Ustteki soltsyon atildi.

. Tlplere %96-100’lik etanol eklendi ve vortekslendi.

. Yuksek hizda santrifuj edilip Gstteki solusyon atild1.

. Agzi acgik olarak 37°C’lik etivde kalan alkolin ugmasi i¢cin en az 10 dakika
bekletildi. Cok buyuk olan érnekler steril bistlri yardimiyla pargalara ayrildi

. Her bir ependorf tipe 150 mikrolitre (yada doku biylkse 240 mikrolitre) Buffer
PKD (proteinaz K digestive) eklendi, vortekslendi.

. Her tipe 10 mikrolitre proteinaz K ilave edildi.

. Etiivde 56°C’lik 1sida agzi kapali tiipler doku yikimi icin 15 dakika, sonra 80° de
15 dakika kuru 1s1 bloklarinda inktbe edildi.

. Bu asamada mekanik par¢calama saglamak amaciyla 6zel olarak MagNA Lyser
green beadlerden her tlipe bir miktar ilave edildi.

. MagNA Lyser da 2800rpm de 45 sn cevrildi.

. Aciga cikan RNA larin bozulmasi 6nlemek igin epandorf tlpleri direk soguk
ortama alindi.

. 15 dakika 13.500 rpm, 20,000 xg santriftij edildi.

. Santrifuj edildikten sonra Ustteki soltisyon kite ait 0zel filtreli (membranh) tiplere
alindi. Daha sonra santriflj yapildi

. Alttaki suzintu atilip, yeni toplayici tupler yerlestirildi.

. 16 mikrolitre (doku blyukse 25 mikrolitre) DNase Booster Buffer ve 10 mikrolitre
DNAase | stock soltuisyonu ilave edildi ve kapali sekilde biraz galkalayarak 15 dakika
oda isisinda bekletildi.

. Lizat, DNAase | stock soliisyonu ve DNase Booster Buffer iceren tuplere, 320
mikrolitre RBC Buffer (RNA binding C buffer) eklendi.

. Filtreli tiplerde filtre Ustinde asili kalan RNA igeren lizat Uzerine 1120mikrolitre
(doku buytikse 1750 mikrolitre) etanol (%100) ilave edildi.

. TUpteki 6rnekten pipetajlama yaptiktan sonra 750 mikrolitre alip yeni tiplere
aktarma yapildi ve 15 saniye 8000xg de santrifuj yapildi.

. Bu asamada RNA filtreye takildi, diger hicre artiklar alta gecti.

33



. Filtreli tiplere 500 mikrolitre Buffer RPE ilave edildi, 15 saniye 8000xg de
cevrildi.

. Suzunta atildi, filtreli kisimlari yeni tipe konuldu, Gzerlerine 500 mikrolitre Buffer
RPE ilave edildi, 2 dakika 8000xg de cevrildi.

. Filtrede kalan RNA iceren tuple 2 dakika full speed dondurdldu ve yeni tiplere
koyuldu.

. Yeni hazirlanan filtreli tiplere 33 mikrolitre RNaz-free water eklendi ve 1 dakika
full speed dénduruldi.

. Filtreden suzllen suzuntide RNA izole edilmis oldu.

. Orneklerin her birinde nanodropla 6lgiim yapildi.

. 0,2 lik PZR tupleri soguk tablaya yerlestirildi.

. Tlplere 2 mikrolitre primer (nukleotidlerin A, T,G,S tum olasi kombinasyonlari
iceren) eklendi.

. Primerleri koydugumuz 0,2 lik PZR tuplerinin Ustlne izole edilen RNA lardan 11
mikrolitre eklendi.

. 65°de, klasik PZR- termal cyler da 10 dakika bekletildi

. Revers transkriptaz enzimi, Buffer, RNA az inhibitori ve nukleotidleri iceren
hazir kit uygulama semasina gore hazirlandi, her bir olguya 7 mikrolitre ilave edildi.

. Tupler klasik PZR da 25 derecede 10 dakika, 55 derecede 1 saat ve 85
derecede 5 dakika olacak sekilde isleme alindi.

3.6.2.4. Diger Histopatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi:

Tum hastalara ait hazir H&E preparatlar dikkatlice incelendi. Tumaoran histolojik
tipi belirlendi. Histolojik derece, Nottingham dereceleme sistemi olarak da bilinen
Notitingham kombine dereceleme sistemine gore derecelendirildi. Herhangi bir
preparatta timdére komsu alanda yada timér icinde DKIS, vaskiiler invazyon ve
lenfatik invazyon varhigi arastirildi. Metastatik lenf nodlari, perinodal invazyon varligi
acisindan incelendi. Arsive ait hazir ER, PgR, p53 ve Ki67 immunohistokimyasal
boyamalar yeniden degerlendirildi. ER ve PgR reseptori 2%1 ise pozitif, p53 2%10
ise pozitif, Ki67 2%14 ise pozitif olarak degerlendirildi (3). Tum hastalarin timord, ilk
tani aldigi zamandaki bulgular goz onune alinarak ve Amerikan Kanser Komitesi
(AJCC-American Joint Committee on Cancer )'nin patolojik timoér-nodal tutulum-

metastaz siniflamasi goére siniflandi (3). Tumoér <2cm ise T1, 2cm< tUmor boyutu<
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5cm ise . T2, tumodr boyutu >5cm ise T3 olarak degerlendirildi. Gogus duvari
ve/veyaderiye direkt yayilim gosteren (Ulserasyon ve deri nodulleri seklinde) herhangi
bir boyuttaki timdr T4 olarak kabul edildi. Bolgesel lenf nodu metastazi yok ise NO,
aksiler lenf nodlarinda 1-3 metastaz N1 iken 4-9 metastaz N2 olarak degerlendirildi.
10 ve Uzeri metastaz ise N3 olarak kabul edildi.

3.6.2.5. Trastuzumaba Direncin Tanimi:

Trastuzumabin klinik pratige girmesinden sonra, HER2 pozitif meme kanser
hastalarinin yonetimi, tedavisi ve seyri ¢ok degismistir. Ancak bu hedef ilacin tim
etkinligine ragmen, tek ajan trastuzumab ile tedavi edilen metastatik HER2 pozitif
meme kanser hastalarinin >%50’sinda, ilk radyolojik degerlendirmede hastalik
progresyonu (primer rezistans) saptanmistir (50,51). Baslangigta trastuzumaba
duyarli hastalarin gogunlugunda, zaman icinde edinsel rezistans ortaya ¢ikmaktadir.
Literatirde trastuzumab direnci yada refrakterligi icin ortak bir tanimlama yoktur,
siklikla da birbirlerinin yerine kullaniimaktadir. Bu nedenle de trastuzumab direng
mekanizmalarinin degerlendirildigi ¢alismalarin karsilagtiriimasi ve yorumlanmasi
zordur. Trastuzumab igeren tedavinin ¢oklu basamaklarindan sonra progresyon
gosteren ancak, anti-HER2 tedavilere cevap veren tumorlerde, ilk basamak
trastuzumab tedavisi sirasinda progresyon gosteren tumorlerden farkli rezistans
mekanizmalari s6z konusu olabilir.

Wong ve arkadaslari yaptiklari bir derleme c¢aligmalarinda, trastuzumab
tedavisine direncli ve refraktor HER2 pozitif meme kanseri tanimlamalarini ¢ok agik
ve net bir sekilde tanimlamislardir. Bu calismada, trastuzumab direnci, metastatik
HER2 pozitif meme kanser hastasinin birinci basamak tedavisinin
(trastuzumabzkemoterapi) 8.-12. haftasinda yapilan ilk radyolojik degerlendirmede,
progresyon varhgl olarak tanimlanmigtir. Ayrica adjuvan trastuzumab tedavisi
sirasinda yada tamamlanmasindan sonraki 12 ay iginde ortaya ¢ikan rekurrensler de
trastuzumab direnci olarak tanimlanmistir. Trastuzumab refrakterligi ise, trastuzumab
iceren 1. basamak tedavinin ilk radyolojik degerlendirmesinde stabil olan yada
regresyon saptanan hastalarda trastuzumab iceren 2. yada 3 basamak tedavi
sonrasi progresyon gelismesi olarak tanimlanabilecegini bildirmiglerdir (52).
Trastuzumab direncicin klnik davranis modelinin sematize edilmis goérunimu sekil

10’da gorulmektedir.
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TRASTUZUMABA DIRENGTE KLINIK DAVRANIS MODELI
Metastatik durum Postadjuvan durum

*T kullanirken progresyon *T kullanirken rekarrens

(8-12 haftadaki ilk radyolojik degerlendirmede)

*T sonrasi progresyon *T sonrasi rekurrens
(3 ay icinde) (12 ay icinde)

Sekil 10: Metastatik durum ve postadjuvan durumda trastuzumab direng kriterleri.
T: Trastuzumab

Wong ve arkadaglari ayni calismada trastuzumab rezistansi veya trastuzumab
refrakter hastalik ile intrinsik yada edinsel rezistans arasindaki iliskiyi tanimlayan bir
model onermiglerdir (52). Bu modelde, trastuzumab rezistansi ve trastuzumab
refrakterligi trastuzumab yetersizliginin klinik gézlemi olarak tanimlanmstir. intrinsik
yada edinsel rezistansin ise tUmorin biyolojisini gosterdigi dustunulmuastir. Bu
dusunce modeline gore, intrinsik rezistansin, trastuzumaba direngli hastalikta baskin
bir rol oynadigi diger yandan, edinsel rezistansin trastuzumab refrakter hastalikda
nispeten daha onemli oldugunu belirtmiglerdir. Trastuzumaba direncte tumor

biyolojisini agiklayan model sekil 11 de gortulmektedir.
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TRASTUZUMABA DIRENGTE TUMOR BIiYOLOJISi MODELI

Intrinsik Direng
T-diren¢g mekanizmalarnnin varligi HER2-bagimsiz hastalik

Edinsel Direng

T-diren¢ mekanizmalarinin kazaniimasi HER2-bagimsiz klonun geligimi

Sekil 11: Trastuzumaba direngte tumor biyolojisini tanimlayan sematize gorunum.

Beyin metastazi, trastuzumab direncinin degerlendiriimesinde ayrica dikkate
alinmasi gerekli bir durumdur. Meme kanserinde HER2 pozitifliginin, beyin
metastazinin geligimi igin bagimsiz bir faktor oldugu bildirilmigtir (63). HERZ2 pozitif
meme kanserinde beyin metastazinin insidansi, trastuzumab tedavisinin basarisinin
sonucu olarak artmigtir. YUksek molekuler agirhgr nedeniyle trastuzumabin, santral
sinir sistemine penetrasyonu zayiftir. Bu nedenle de trastuzumab tedavisinden sonra
ilk ve tek progresyon yeri olarak beyin metastazlari s6z konusu ise bu durumun
trastuzumab direnci olarak kabul edilmesinin dogru olmayacagi dusunulmuastir. Tam
tersine, santral sinir sistemi diginda trastuzumaba duyarli hastaligi kontrol etmek icin
oldukga etkin oldugunu soylemek daha dogru olabilir. Literaturde, trastuzumabla
tedavi edilen HER2 pozitif meme kanserinde beyin metastazi gelisiminde standard

bir tedavi 6nerisi yoktur.
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Bu calismada trastuzumab direnci tanimi, yukarida tanimlanan kriterlere gore
degerlendirildi ve hastalar gruplandi. Yalnizca beyin metastazi olan olgular
trastuzumab direnci olarak degerlendiriimedi.

3.7. Arastirma plani ve takvimi:
Gunes Patoloji Laboratuvar’'nda meme kanseri tanisi alan olgularin elektronik
ortam arsivinden kaydedilmesi (01.04.2012-15.04.2012)
J
Kaydedilen olgulara ait arsiv preparatlari incelenmesi ve yeterli timdr dokusu iceren
olgularin secilmesi (01.05.2012-30.05.2012)
J
Demonstratif timor alani iceren parafin bloklardan 5 mikrometrelik kesitlerin lizinli
lamlara alinmasi ve demonstratif timoér alani igceren parafin bloklardan timor
orneklerinin ayrilmasi (01.06.2012-15.06.2012)

I

IHK ve KiSH calismalarinin yapilmasi (15.06.2012-30.06.2012)

I

PZR ile HER2 ekspresyonunun degerlendiriimesi (01.09.2012-06.09.2012)

1

PZR ile p95HER?2 ekspresyonunun degerlendiriimesi (10.02.2013-15.02.2013)

I

Sterilizasyon amaciyla tekrar PZR ile HER2 ve p95HER ekspresyonunun
degerlendiriimesi (01.11.2014-15.02.2014)

I

Verilerin istatistiksel analizi (01.03.2014-30.03.2014)

I

Sonuglarin analizi ve degerlendiriimesi (01.04.2014-30.04.2014)

I

Tez konusu ile ilgili literattr bilgilerinin giincellenmesi (01.05.2014-30.06.2014)

l

Tez yazimi ve sekilsel dizenlemelerin yapilmasi (01.09.2014-01.02.2015)

I

Tez savunma sunum hazirhgi ve tez savunmasi (01.03.2015-04.06.2015)
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3.8. Verilerin degerlendirilmesi

3.8.1. Istatistik Yéntem:

istatistiksel degerlendirme SPSS16.0 programi kullanilarak yapildi. HER2
protein ekspresyonu iIHK ve HER2 gen amplifikasyonu KiSH ile nonparametrik veriler
ile degerlendirildi. HER2 m-RNA ekspresyonu ve p95HER2 ekspresyonu EZ-PZR ile
Olcum verileri olarak olgeklendirildi. Ayrica hasta yagi, tumor boyutu, metastatik lenf
digumu sayisl, lokal niks ve metastaza kadar gegen sure, tam sagkalim suresi ve
izlem sdresi de 6lcum verileri ile dl¢eklendirildi. Vaskiler ve lenfatik invazyon, DCIS,
perinodal tutulum, pT, pN, lokal niks, metastaz, organ metaztazi sayisal verilerle
degerlendirildi.

Olgu sayisi ve verinin 6lgim birimi temel alinarak degiskenler arasindaki iligki,
Ki-Kare testi, Mann—-Whitney U testi, Spearman korelasyon testi ile test edildi.
Progresyonsuz sag kalim ve tam sagkalim peryodlari Kaplan-Meir metodu ile ol¢uldi
ve subgruplarin sagkalim egrileri log-rank test ile karsilastirildi. 0.05’den kuguk p
degerleri istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Sinirliklari:

Bu calismada primer amag, HER2 pozitif meme kanser hastalarinda,
trastuzumab tedavisine karsi gelisen direncin molekiler mekanizmalardan biri olan
p9SHER2'nin rolinun arastiriimasidir. Ancak, literatlr bilgilerimize goére, p95SHER?2
asiri ekspresyonu disinda, birgok trastuzumab diren¢ mekanizmalari tanimlanmistir.
Bunlar arasinda PI3K-AKT yolaginin aktivasyonu, PTEN supresyonu, IGF1R, HER3
ve EGFR sinyalizasyonu, MUC4 ekspresyonu sayilabilir. Bu nedenle de, trastuzumab
direnci saptanmasina ragmen p95HER2 ekspresyon seviyesi yuksek olmayan
hastalarda, p95HER?2 disi bir diren¢g mekanizmasi sz konusu olabilir. Calismamizda
trastuzumab diren¢ mekanizmalarindan yalnizca sadece p95HER2 ekspresyonunun
arastinimasi, trastuzumab direnci gorulen ve p95HERZ2 asin ekspresyonu
goOrulmeyen olgular agiklamamizda kisithliga neden olmustur.

p95HER2 ekspresyon durumu, yalnizca EZ-PZR yodntemi ile meme kanser
dokusunda analiz edilmistir. Anti-p95 primer antikorunun ticari formu calisma
tamamlandigi sirada elde edilemedidi icin meme kanser dokusu igceren parafin doku
kesitlerinde p95HER2 protein ekspresyonu immmunohistokimyasal degerlendirme ile

analiz edilememistir.
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3.10. Etik Kurul Onayu:
Bu arastirma DEU Bilimsel Arastirma Daire Bagkanligi tarafindan

“2012-KB SAG 025” numarall proje olarak desteklenmistir ve 30.06.2011 tarihinde
2011/22-15 no ile etik kurul onayi alinmistir (Ekler: 8.2).

28.05.2015 tarihinde Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu’'nun 2015/14-45 no’lu karar ile tez bashginin ‘Meme Kanseri ve
Trastuzumab Tedavisine Direngte p95'in roli” olarak degistiriimesi onaylanmistir
(EKler: 8.3).
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4 BULGULAR:

4.1. Calisma Olgularinin Bulgularina Genel Bakis:

Meme kanseri tanisi alan 80 hasta degerlendirmeye alindi. Hastalarin higbirinde
tani sirasinda metastaz bulgusu yoktu. Hastalarin ortalama yasi 52,80£12,55 yil (28-
81 yil) olarak hesaplandi. Ortalama tumor boyutu 2,47+1,19 cm (0,5-7cm) idi. Kirkbir
olguda (%51,2) timdér sag meme, 39 olguda  (%48,8) timdér sol meme
lokalizasyonluydu. Olgularin 70’i (%87,5) invaziv duktal karsinom, 3’0 (%3,8) invaziv
lobuler karsinom, 7’si (%8,8) diger histolojik subtip (musindz karsinom, invaziv
kribriform karsinom, mikropapiller karsinom, kombine meme karsinomu gibi)
morfolojisindeydi (Sekil 12, 13 ve 14).

Sekil 12: invaziv duktal karsinom (invaziv karsinom, nonspesifik tip)
(H&E x200).
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Sekil 13: invaziv lobiiler karsinom (H&E x100).
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Sekil 14: Misin6z karsinom (H&E x100).

42



Olgular histolojik dereceye gore sirasiyla; 3 olgu (%3,8) histolojik derece |, 54
olgu (%67,5) histolojik derece II, 23 olgu (%28,8) histolojik derece Il olarak dagihm
gosterdi. DKIS 48 olguda (%60) izlenirken, 32 olguda (%40) izlenmedi. Vaskiiler
invazyon 15 olguda (%18,8), lenfatik invazyon 49 olguda (%61,2) mevcuttu. Aksiller
diseksiyon materyallerindeki lenf digumu sayisinin ortalamasi 15,1615,48 (4-40),
metastatik lenf dUgumu sayisinin ortalamasi 2,85+5,54 (0-39) olarak bulundu (Sekil
15).

ER resept6ri 55 olguda (%68,8) pozitifken, PgR reseptori 52 olguda (%65)
pozitifti (Sekil 16).
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Sekil 16: Tumor hucrelerinde nukleer boyanma gosteren ER pozitifligi (ER
x100).

Ki-67 proliferasyon indeksi, 53 olguda degerlendirildi ve 29unda (%36,2)
%14’0n Gzerindeydi. p53 gen mutasyon durumu 38 olguda degerlendirildi ve 12’sinde
(%15) p53 mutasyonu pozitifti.

Onsekiz olguda (%22,5) evre | tumdr, 37 olguda (%46,2) evre Il tumor, 25
olguda (%31,2) evre lll timdr saptandi. Lokal nuks 2 olguda (%2,5), metastaz 21
olguda (%26,2) saptandi. On olguda (%12,5) kemik metastazi, 7 olguda (%8,8)
akciger metastazi, 6 olguda (%7,5) karaciger metastazi, 2 olguda (%2,5) beyin
metastazi, 2 olguda (%2,5) uzak lenf dUgumu metastazi vardi.

Olgularin 6zellikleri tablo 1’de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 1: Galisma Olgularinin Ozellikleri

Yas (Ortalama yil) 52,80

Lokalizasyon
Sag meme 51,2
Sol meme 48,8

Histolojik Derece

Derece | 3,8
Derece Il 67,5
Derece llI 28,8

Lenfatik invazyon
Var 61,2
Yok 38,8

Metastaz
Var 26,2
Yok 73,8

IHK sal ydntemle tiim olgularda cerbB2 protein ekspresyonu degerlendirildi.
Skorlama ASCO/CAP 2013 kilavuzuna goére yapildi (27). cerbB2 20 olguda (%25)
0/1+, 25 olguda (%31,2) 2+, 35 olguda (%43,8) 3+ ti (Sekil 17).
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Sekil 17: CerbB2 ile farkli boyanma skorlari goérilmekte (cerbB2 x100).

™ 3

Olgularin cerbB2’ye gore dagilimlari grafik sekilde hazirlanmigtir (Sekil 18).

IHK ile cerbB2 durumu

m1.0/1+
2. 2+
3.3+

Sekil 18: Calisma olgularinin IHK yéntemi ile cerbB2 durumunun grafiksel gérinimd.
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Tuim olgularda HER2 gen amplifikasyonu, KiISH yéntemi ile belirlendi.
Degerlendirme uretici firmanin ve ASCO/CAP 2013 kilavuzunun Onerilerine gore

yapildi. Kirkbes olguda (%56,2) amplifikasyon saptanirken, 35 olguda (%43,8)
amplifikasyon goérilmedi (Sekil 19 ve 20).
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Sekil 19: Tumor hacrelerinde koyu kahverengi kimeler geklinde sinyal veren
HER gen kopyalari: HER2 gen amplifikasyonu pozitif (KISH x400).
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Sekil 20: Tumor hicrelerinde kiuguk, kahverengi noktasal sinyaller: HER2 gen

amplikasyonu negatif (KISH x400).

Olgularin KiSH uygulama sonucuna gére amplifikasyon durumunun grafiksel

gorunimu asagida gorulmektedir (Sekil 21).

KiSH ile HER2 amplifikasyon durumu

m 1. Amplifikasyon pozitif
2. Amplifikasyon negatif

Sekil 21: Calisma olgularinin KiSH yéntemi ile HER2 gen durumunun grafiksel

gorinimi.
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EZ-PZR yobntemi ile tum olgularda HER2 ekpresyon duzeyleri analiz edildi.
Calismaya alinan 80 olgunun Qunda EZ-PCR degerlendirmesi ¢oklu denemelere
ragmen basarili olmadi. Sonug¢ alinan olgularin EZ-PZR oranlarinin ortalamasi
5,77+18,97 (0,8-155,38) olarak bulundu. EZ-PZR ile HER2 degerlendirme sonucu =2
ise pozitif olarak kabul edildi. Bu esik degere gore olgularin 35’i (%43,8) pozitifken,
36’s1 (%45) negatifti.

EZ-PZR yontemi ile tim olgularda p95HER2 ekpresyon dizeyleri de analiz
edildi. Toplam 69 olguda degerlendirme basarili oldu. Sonug¢ alinan olgularin
pP95HER2 EZ-PZR oranlarinin ortalamasi 7+2,82 (0,13-227,54) olarak bulundu. Tablo
2’ de gorulmektedir.

Tablo 2: HER2 ve p95HER?2 ekspresyon seviyeleri

HER2 5,77+18,97 (0,80-155,38)

P9SHER2 7,00£2,82 (0,13-227,54)

Olgularin 43’li (%53,8) trastuzumab tedavisi alirken, 37’si (%46,2) almadi. KiSH
ile amplifikasyon saptanmayan ve trastuzumab tedavisi almayan olgu sayisi 34,
KiSH ile amplifikasyon saptanan ve trastuzumab tedavisi alan olgu sayidi 42 idi.
KiSH ile amplifikasyon gdstermeyen bir olgu trastuzumab tedavisi aldi. U¢ olgu KiSH
ile amplifikasyon gostermesine ragmen trastuzumab tedavisi almadi.

Lokal nuks/metastaza kadar gecen surenin ortalamasi 26,23£12,71 ay (1,54-
56,21 ay) idi. Hastaliksiz sagkalim suresi 44,10+2,2 ay (1,54-88,31 ay) olarak
hesaplandi. Ortalama izlem suresi 48,71+20,1 ay (15,38-92,42 ay) olarak belirlendi.
Son izlem tarihinde olgularin 71'i (%88,8) sag iken, 9 hasta (%11,2) eks oldugu
saptandi.

4.2. Trastuzumab Tedavisi Alan (Trastuzumab Direnci Gdsteren ve
Gostermeyen) Olgulara ait Bulgular:

Trastuzumab tedavisi alan 43 olgunun 3’Unde (27, 55, 83 no’lu olgular)
p95HER2 ekspresyon seviyesi ¢oklu denemelere ragmen odlgilemedi. Bir olgu (66
no’lu olgu), p95HER2 ekspresyon seviyesi ¢ok yuksek (227,54) oldugu igin, verilerin
normalizasyonu amaciyla degerlendirme disi birakildi. Boylece trastuzumab tedavisi
uygulanan ve Kklinik olarak takip edilen 4 olgu acgiklanan nedenlerle istatiksel
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analizlere alinamadi. istatiksel analize alinacak olgu sayisi 39 olarak belirlendi (Sekil
22).

80 Olgu
(Calismaolgulari)

43 Olgu
(Trastuzumab
alan olgular)

3 Olgu 1 Olgu
(p95HER2 (p95HER2 gok

olgtlemedi) yiiksek)

istatistige alinan olgular

Sekil 22: Calisma olgu sayisi, trastuzumab uygulanan olgu sayisi, trastuzumab

kargilastirmasi yapilan olgu sayisinin sematik gérinamda.

Bu grubun 28'inde (%71,8) takipler sirasinda lokal niks yada metastaz
saptanmadigi i¢in trastuzumab direnci gorilmedi olarak degerlendirildi. 11 (%28,2)
olguda lokal nuks yada metastaz saptandidi i¢in trastuzumab direnci mevcut olarak
degerlendirildi.

Trastuzumab kullanan ve takip sirasinda olen 4 olgu (31, 65, 66 ve 81 no’lu
olgular) vardi. Bu olgularin 1’i (66 no’lu olgu), p95HER2 ekspresyon seviyesi ¢ok
yuksek oldugu icin degerlendirme disi birakilmisti. Sonugta trastuzumab tedavisi alan
ve izlem sirasinda eks olan 3 olgu vardi. Eks olan 3 olgunun 2’si (65 ve 81 no’lu
olgular) trastuzumaba direng¢ gosterirken, 1 olgu (31 no’lu olgu) trastuzumaba direnc
gOstermedi.

Trastuzumab direnci gosteren 11 olguda, p95HER2 ortalama degeri
11,01£19.73 (0,41-58,9) idi. Trastuzumab direnci gostermeyen 28 olguda ise
p95HER?2 ortalama degeri 1,99+1.37 (0,51-6,63) idi. Tablo 3'de trastuzumab tedavisi
uygulanan olgularda p95HER?2 seviyesi gorilmektedir.
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Tablo 3: Trastuzumab direnci gosteren/gostermeyen olgularda p95HER?2 seviyesi

Olgu sayisi (n) p95HER?2 seviyesi
Trastuzumaba direnc var 11 11,01+19.73 (0,41-5,89)
Trastuzumaba direng yok 28 1,99+1.37 (0,51-6,63)

Trastuzumab direnci godsteren olgularda tani sirasinda ortalama yas
54,64+10.68 (37-74) idi. Bu gruptaki hastalarda ortalama timaor boyutu 3,17+£1.28 cm
(1,8-6,0 cm) olarak belirlendi. EZ-PZR yodntemi ile 8 olguda HER2 degeri elde
edilebildi. HER2nin ortalama degeri 0,96+0,72 (0,13-2,06) olarak belirlendi.
Metastatik lenf digimi sayisinin ortalamasi 6,82+6,70 (0-23) idi. Lokal/niks
metastaza kadar gecgen sure ve hastaliksiz sagkalim suresinin ortalama degeri ayni
olup 20,81+9,00 ay (1,54-30,03 ay) olarak saptandi. izlem siiresi 36,89+10,69
(22,14-48,85) idi.

Trastuzumab direnci gostermeyen olgularda tani sirasinda ortalama yas
51,18+13.59 (28-81) idi. Ortalama timor boyutu 2,42+1.49 (0,5-7) olarak belirlendi.
EZ-PZR ile analiz edilen HER2 degeri i¢in 26 olguda bir sonu¢ elde edilebildi.
Ortalama degeri 12,79+30,38 (0,52-155,38) olarak saptandi. Metastatik lenf dUgumu
sayisinin ortalamasi 3,29+7,44 (0-39) idi. Lokal/niks metastaza kadar gecen siirenin
ortalama degeri 39,28+10,90 ay (26,81-56,21 ay), hastaliksiz sagkalim slresinin
ortalama degeri 48,63+20,52 ay (18,63-92,42 ay) olarak saptandi. izlem siiresi
53,42+21,46 ay (18,63-92,42 ay) idi. Trastuzumab tedavisi uygulanan hastalarin

Olcimsel degerlendirmeleri tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: Trastuzumab direnci goOsteren ve gostermeyen olgularda o6lcimsel

degerlendirmeler.

Trastuzumab Direnci (+) Trastuzumab Direnci (-)
11 olgu 28 olgu
Yas (yil) 54,64+10.68 (37-74) 51,18+13.59 (28-81)
Tumér Boyutu (cm) 3,17+1.28 (1,8-6,0) 2,42+1.49 (0,5-7)
HER2 ekspresyonu 0,96+0,72 (0,13-2,06) 12,79+30,38 (0,52-155,38)
Metastatik lenf digimu 6,8246,70 (0-23) 3,29+7,44 (0-39)
Hastaliksiz sagkalim (ay) 20,81+9,00 (1,54-30,03) 48,63+20,52 (18,63-92,42)

Trastuzumab direnci gosteren ve gostermeyen olgular ER ve PgR reseptor
durumu, p53 mutasyonu, Ki67 proliferasyon indeksi, vaskiler ve lenfatik invazyon,
tumorun patolojik evresi, nodal tutulum, evre, lokal nuks ve/veya metastaz varligi,

organ metastazlari agisindan da degerlendirildi. Bulgular tablo 5’de gorilmektedir.
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Tablo 5: Trastuzumab direnci gosteren ve godstermeyen olgularda biyolojik ve

klinikopatolojik parametreler.

Trastuzumab Direnci (+)

Trastuzumab Direnci (-)

n (%) n (%)

ER reseptor pozitifligi 6(54,5) 20(71,4)
PgR reseptor pozitifligi 5(45,5) 19(67,9)
p53 pozitifligi 1(33,3) 6(54,5)
Ki67 pozitifligi 9(81,8) 11(61,1)
Vaskiler invazyon varligi 4(36,4) 7(25)
pN

NO 1(9,1) 15(53,6)

N1 2(18,2) 5(17,9)

N2 6(54,5) 7(25,0)

N3 2(18,2) 1(3,6)
Evre

Evre | 9(32,1)

Evre II 2(18,2) 10(35,7)

Evre Il 9(81,8) 9(32,1)
Lokal niiks varhgi 11(100) 2(7,1)
Metastaz varligi 11(100) 6(21,4)
Organ metastazi

Kemik 5(45,5) 4(14,3)

Akciger 4(36,4) 2(7,1)

Karaciger 3(27,3) 1(3,6)

Beyin 2(18,2)

4.3. istatistiksel bulgular

4.3.1. Trastuzumab Tedavisi Alan Olgularda Istatistiksel Bulgular:

Trastuzumab kullanan 39 olgu Uzerinden istatistiksel analiz yapildi. Evre | ve Il

bir grup, evre lll ve IV bir grup olarak ayrilarak istatistiksel analize alindi. Tanimlanan

kriterlere gore trastuzumab direnci gosteren 11 olguda, p95HER2 ortalama dederi

trastuzumab direnci gostermeyen 28 olgudaki p95HER2 ortalama degerinden belirgin

sekilde yuksek olmasina ragmen bu fark, istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0,210

Mann-Whitney U testi).
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p9SHER2 ekspresyon seviyesi, dusuk oldugunda trastuzumab direnci
gorulmedi. Ancak p95HER2 ekspresyon seviyesinin yuksek oldugu her durumda
trastuzumab direnci vardi.

P95HER2 ekspresyon seviyesi trastuzumab direncini belirlemek icin sensitifti,
ancak spesifik degildi.

EZ-PZR ile analiz edilen HER2 ekspresyon seviyeleri trastuzumab direnci
gosteren olgularda 0,96+0,72 (0,13-2,06), trastuzumab direnci gostermeyen
olgularda 12,79+30,38 (0,52-155,38) olarak belirlendi. Bu fark istatistiksel olarak
anlamhiydi (p=0,0001 Mann-Whitney U testi). Tablo 6'da sonugclar karsilastirmall
olarak gorulmektedir.

Tablo 6: Trastuzumab direnci gésteren/gostermeyen olgularda HER2 ve p95HER2

sonuclari.
Trastuzumab direnci (+)  Trastuzumab direnci (-)
n (%) n (%) p degeri
Olgu sayisi 11 (28,2) 28(71,8)
HER2 ekspresyonu 0,96+0,72 (0,13-2,06) 12,79+30,38(0,52-155,38) 0,0001
p95HER?2 ekspresyonu 11,01+1.97 (0,41-58,9) 1,99+1.37 (0,51-6,63) 0,210

Trastuzumab direnci gosteren ve gostermeyen olgular arasinda tani sirasindaki
yas (p=0,346) ile aralarinda istatistiksel bir iligki yoktu (Mann-Whitney U testi).

Trastuzumab direnci gosteren ve gostermeyen olgular arasinda DCIS
(p=0,446), vaskiler invazyon (p=0,694), inflamatuvar meme (p=0,545), p53
mutasyonu (p=1,000), ER (=0,453), PgR (p=0,277), Ki67 (p=0,412), kemik metastazi
(p=0,085), karaciger metastazi (p=0,060), beyin metastazi (p=0,074) ve lokal niks
(p=1,000) ile iligki istatistiksel olarak anlamh degildi (Ki-kare testi).

Trastuzumab direnci gosteren ve gostermeyen olgular arasinda tumoér boyutu
(p=0,034), lokal nuks/metastaza kadar gegen sure (p=0,005), hastaliksiz sagkalim
suresi (p=0,0001) ve izlem suresi (p=0,037) ile iligki istatistiksel olarak anlamliydi
(Mann-Whitney U testi) (Sekil 23).

54



1,0 |_‘ P95
. I diigie

My sek

T T | T | |
0,00 20,00 40,00 £0,00 80,00 100,00

Hastaliksiz Sagkalim

Sekil 23: Trastuzumab tedavisi alan olgularda p95 durumuna goére hastaliksiz
sagkalim analizi (p95 cut off:4) p= 0,989 (Log Rank).

Trastuzumab direnci goOsteren ve gostermeyen olgular arasinda lenfatik
invazyon (p=0,009), nodal tutulum (p=0,014), perinodal invazyon (p=0,0001),
metastatik lenf digumu sayisi (p=0,013), metastaz (0,0001), akciger metastazi
(p=0,042) ve evre (p=0,011) ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki vardi (Ki-kare
testi). Tablo 7'de trastuzumab direnci gosteren ve gostermeyen olgular arasinda

sonuclar gorulmektedir.
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Tablo 7: Trastuzumab direnci gosteren/gostermeyen olgularin karsilastirmali

gorunuma.
Trastuzumab direnci (+)  Trastuzumab direnci (-)
n (%) n (%) p degeri

Yas (yil) 54,64+10.68 (37-74) 51,18+13.59 (28-81) 0,346
Tumar Boyutu (cm) 3,17+1.28 (1,8-6,0) 2,42+1.49 (0,5-7) 0,034
DCIS 9(81,8) 18(64,3) 0,446
Vaskiiler invazyon 4(36,4) 7(25) 0,694
Lenfatik Invazyon 0,009
ER pozitifligi 6(54,5) 20(71,4) 0,453
PgR pozitifligi 5(45,5) 19(67,9) 0,277
Nodal tutulum 10(90,9) 13(46,4) 0,014
Perinodal invazyon 11 (100) 10(35,7) 0,0001
Evre 0,011
Lokal niks 11(100) 2(7,1) 1,000
Metastaz 11(100) 6(21,4) 0,0001
Hastaliksiz sagkalim (ay) 20,81+9,00(1,54-30,03)  48,64+20,52(18,63-80,43) 0,0001

4.3.2. Galisma Olgularinin Kinikopatolojik Ozelliklerine ait istatistiksel
Bulgular:

p95HER2 ekspresyon seviyesi ile tumor boyutu arasindaki iligki istatiksel olarak
anlamliydi (p=0,035 Pearson korelasyon testi).

p9SHER2 ekspresyon seviyesi ile HER2 ekspresyon seviyesi arasindaki iligki
istatiksel anlamli degildi (p=0,712 Pearson korelasyon testi).

p95HER2 ekspresyon seviyesi ile metastatik lenf digumua sayisinin ortalama
degeri arasindaki iliski (p=0,744) ve hastaliksiz sagkalim arasindaki iligki (p=0,517)
istatistiksel olarak anlamli degildi (Pearson korelasyon testi).

pP95HER?2 ekspresyon seviyesi ile DCIS (p=0,418), inflamatuvar meme (0,151),
lenfatik invazyon (p=0,191), perinodal tutulum (p=0,646), ER (p=0,129) ve PgR
(p=0,312) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (Student’s T testi).

p9SHER2 ekspresyon seviyesi ile vaskuler invazyon varhgr (p=0,288), p53
mutasyonu (p=0,449), yuksek Ki67 proliferasyon indeksi (p=0,088), lokal nuks varligi
(p=0,104), metastaz varhg (p=0,179), kemik metastazi (p=0,755), akciger metastazi
(p=0,905), karaciger metastazi (p=0,071) ve beyin metastazi (p=0,224) arasindaki
iligki istatistiksel olarak anlaml degildi (Mann-Whitney U testi).
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Tumor boyutu ile tani sirasindaki yas (p=0,095), metastatik lenf dugumu
sayisinin ortalama degeri (p=0,368) ve HERZ2 ekspresyon seviyesi (p=0,533)
arasindaki iligki istatiksel olarak anlamlh degildi (Pearson korelasyon testi).

Tumor boyutu ile inflamatuvar meme arasinda iststistiksel olarak anlamli bir
iligki vardi (p=0,012 Mann-Whitney U testi).

Tumor boyutu ile vaskuler invazyon (p=0,288) ve ER reseptor pozitifligi
(p=0,775) arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildi (Mann-Whitney U testi).

TUmor boyutu ile lenfatik invazyon (p=0,001) ve perinodal tutulum (p=0,007)
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamliydi (Student’s T testi).

Tumor boyutu ile DCIS varligi (p=0,958) ve HER2 amplifikasyon pozitifligi
(p=0136) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki yoktu (Student’s T testi).

TUumor boyutu ile lokal nikse kadar gecen sire (p=0,038), metastaza kadar
gegcen sure (0,0001) ve hastaliksiz sagkalim suresi (p=0,011) arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamliydi (Pearson korelasyon testi).

Vaskuler invazyon varligi ile lenfatik invazyon ( p=0,0001), perinodal tutulum
(p=0,0001), metastaz gelisimi (p=0,002), HER2 amplifikasyon varligi (p=0,009), beyin
metastazi (p=0,033) ve kemik metastazi (p=0,017) arasindaki iligki istatiksel olarak
anlamliyd (Ki-kare testi).

Vaskuler invazyon varhgdi ile inflamatuvar meme (p=0,572), lokal nuks
(p=0,342), ER hormon reseptor pozitifligi (p=0,062), p53 mutasyonu (p=1,000 ),
yiuksek Ki67 proliferasyon indeksi (p=0,086), karaciger metastazi (p=0,313) ve
akciger metastazi (p=0,118) arasindaki iligki istatiksel olarak anlaml degildi (Ki-kare
testi).

ER hormon reseptdr pozitifligi ile PR hormon reseptor pozitifligi (p=0,0001),
perinodal tutulum (p=0,047) ve metastaz (p=0,005) arasinda istatiksel olarak anlaml
bir iliski vardi (Ki-kare testi).

ER hormon reseptor pozitifligi ile HER2 amplifikasyonu (p=0,224), p53
mutasyonu (p=1,000), HER2 EZ-PZR pozitifligi (p=0,605) ve lokal niks (p=0,520)
arasindaki iligki istatiksel olarak anlaml degildi (Ki-kare testi).

Yuksek Ki67 proliferasyon indeksi ile metastaz gelisimi (p=0,004), HERZ2
amplifikasyon varligi (p=0,004), DCIS varligi (p=0,020), perinodal tutulum (p=0,012),

57



ER hormon reseptor pozitifligi (p=0,048), PR hormon reseptor pozitifligi (p=0,011)
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki vardi (Ki-kare testi).

Yuksek Ki67 proliferasyon indeksi ile lokal nuks gelisimi(p=0,495), akciger
metastazi (p=0,678), karaciger metastaztazi (p=0,056), beyin metastazi (p=1,000),
lenfatik invazyon (p=0,772), inflamatuvar meme (p=0,617), p53 mutasyonu
(p=0,302), HER2 EZ-PZR pozitifligi (p=0,071) arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iliski yoktu (Ki-kare testi).

HER2 amplifikasyonu ile HER2 ekpsresyon seviyesi (p=0,0001) ve metastaz
gelisimi (p=0,0001) arasindaki iligki istatiksel olarak anlamliydi (Ki-kare testi).

HER2 amplifikasyonu ile perinodal tutulum (p=0,012), metastaz (p=0,0001), kemik
metastazi (p=0,002), akciger metastazi (p=0,014) ve karaciger metastazi (p=0,033)
ile arasindaki iligki istatiksel olarak anlamliydi. (Ki-kare testi).

HER2 amplifikasyonu ile lenfatik invazyon (p=0,064), DCIS (p=0,107), lokal
niuks (p=0,502), lenf dugumu metastazi (p=0,260)ve beyin metastazi (p=0,502)
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi (Ki-kare testi).

Hastaliksiz sagkalim ile HER2 ekspresyon seviyesi (p=0,071) ve tani
sirasindaki yas (p=0,120) arasindaki iligki istatiksel olarak anlamli degildi (Pearson
korelasyon testi).

EZ-PZR ile pozitif/negatif olarak degerlendiriien HER2 durumu ile nodal

metastaz arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,814 Ki-kare testi).
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5. TARTISMA:

HER2 pozitif meme kanseri, meme kanserinin molekuler siniflamasinda ayri bir
grubu temsil eden 6zel bir molekuler ve klinik antitedir. Bu grup meme kanserinin,
trastuzumabla etkin sekilde tedavisi, hastaligin yonetimini ve seyrini belirgin sekilde
degistirmigtir. Ancak baslangigta trastuzumaba cevap veren bazi meme kanser
hastalarinda zaman iginde hastalik progresyonunun ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bu
gucli etkinlige sahip ilacin, yaygin sekilde kullanilmasina ragmen progresyon
goruldigunde uygulanacak standard bir tedavi protokoll gelistirilememistir. Bu
nedenle de trastuzumaba cevap vermeyen HER2 pozitif meme kanser hastalari igin
alternatif tedavi secimlerini saglayacak yeni stratejilerin geligtiriimesine ihtiya¢ vardir.

Bu calismada, HER2 pozitif meme kanser hastalarinda, bugun icin bilinen ve
yukarida ayrintilari ile agiklanmig olan trastuzumab tedavisine karsi gelisen direncin
molekller mekanizmalarindan biri olan p95HERZ2’'nin rollu arastirildi. Calismada
primer timoérde, EZ-PZR ile p95HER2 seviyesi olgum degeri Uzerinden belirlendi.
Trastuzumab tedavisi uygulanan hastalarda, klinik olarak tanimlanan diren¢ gelismis
ve gelismemis gruplar arasinda p95HER?2 ekspresyon seviyesi degerlendirildi. Ayrica
bu subgruplar arasinda klinikopatolojik parametreler agisindan farkllik olup olmadigi
da arastirildi. Diger arastirilan durumlar ise, calismadaki tum olgularda tum
klinikopatolojik parametrelerin degerlendiriimesidir.

Tanimlanan kriterlere gore trastuzumab direnci gosteren ve gdstermeyen
olgular arasinda p95HER2 ortalama degerinin farklihg: istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,210 Mann-Whitney U testi). Ancak, p95HER2 ekspresyon seviyesinin
dusuk oldugu olgularda trastuzumab direnci gorulmedi. Buna karsin p95HER2
ekspresyon seviyesinin yluksek oldugu her durumda trastuzumab direnci vardi.
Trastuzumab kullanan ve tanimlanan kriterlere gore trastuzumab direnci gosteren bir
olgu (66 no’lu olgu), pP95HER2 ekspresyon seviyesi 227,54 gibi ¢ok yuksek bir deger
oldugu igin istatistiksel analize alinmamistir. Eger bu olgu degerlendirme disi
birakilmasaydi, trastuzumab direnci gdsteren olgularda p95HER2 ekspresyon
seviyesinin ortalamasinin daha yuksek olacagi aciktir. Bu duruma ragmen, elde
ettigimiz sonug, p95HER2 ekspresyon seviyesinin, trastuzumab direncini belirlemek
icin duyarli, ancak 6zgun olmadigini gostermistir.
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HER2 ekspresyon seviyeleri, trastuzumab direnci go6steren gruba gore
trastuzumab direnci gostermeyen grupta belirgin olarak yiksekti (p=0,0001). Bu
g6zlem, trastuzumab direnci gdsteren hastalarda, p95HER2 asiri ekspresyonunun
normal uzunluktaki HER2 ekspresyonunu baskiliyor olabilecegini disunmemize
neden oldu. Belki bu iki deger arasindaki oran yada oransal bir degisim direnci
belirlemede istatistiksel olarak daha anlaml olabilir. Trastuzumab direnci gosteren ve
gOstermeyen hastalarda bu iki degerin olgUmlerini iceren ¢ok sayida olguyu iceren
¢alismalarin birikmesiyle bu konuda daha net bilgiler olusacaktir.

Yakin zamana kadar trastuzumab direncinin tanimi konusunda standard bir
tanimlama yoktu (52). Ayrica rezistans ve refrakter terimleri sik sik birbirinin yerine
kullaniimaktadir. Bu nedenle trastuzumab tedavisine karsi diren¢ konusunda yapilan
calismalari birbiri ile kargilastirmak zor olmaktadir. Cunku degisik ¢alismalarda direng
tanimi farkli olabilmektedir. Arastirdigimiz literaturde direng gosteren ve gdstermeyen
subgruplar arasindaki iligkiyi hem HER2 hem de p95SHERZ2 ekspresyon seviyelerinin
Olcimsel degerleri Uzerinden kargilastiran bir ¢alisma bulunamadi. Calismalarda
belli esik deger pozitiflik olarak kabul edilmigtir (54,55)

Tural ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada p95HER2 varliginin, trastuzumab
tedavisine azalmis cevabini (p=0,001), kisalmis hastaliksiz sagkalim surelerini
(p=0,0001) ve tamsagkalim surelerini (p=0,045) 0ongorebilecegi sonucuna
ulasmiglardir (56). Bu c¢alismada p95HER2 yani sira yine immunhistomiyasal
yontemle, PTEN kaybi ve PI3K ekspresyonu da degerlendirilmistir. Sézkonusu
calismada, p95HERZ2’nin, immunohistokimyasal yontemle yani protein duzeyinde bir
degerlendirme ile analiz edildigi bildirilmistir. p95HER?2 eksprese eden ve p95HER?2
eksprese etmeyen seklinde gruplanmistir. Bu gruplama timor hicrelerinde 2%50
sitoplazmik boyanma pozitif kabul edilmis. Sitoplazmik boyanma ile birlikte niukleus
boyanmasi da gorulmus. Nukleer boyanma degerlendirmeye alinmamis.
immunohistokimyasal boyamada kullanilan primer antikor, Abcam firmasina ait
ab32074 katalog numarali, p95 NBS1 (Y112) tavsan monoklonal primer antikorudur.
Uygulamada 1/100 dilisyon oraninin kullanildigi ve timoér dokularinin Gzerinde 52
dakika bekletildigi belirtiimistir. Pozitif kontrol olarak derinin skuamo6z hucreli
karsinomu kullaniimigtir. Calismaya dahil edilen 100 meme kanser hastasinin

33’Unde (%33), p95HER2 ekspresyonu pozitif saptanmis. Bu c¢alisma sonucuna
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gore, arastirmacilar, meme kanser hastalarinda p95HER2'nin gunlik pratikte,
standardize edilmis immunohistokimyasal bir degerlendirmenin kullanilabilecegini
One surmuslerdir. Calismada, p95HER2 eksprese eden hastalarin hastaliksiz
sagkalim surelerinin ortalamasi 8 ay iken p95HER2 eksprese etmeyen hastalarda 22
ay olarak bulunmustur. Bu durumun, p95HER?2 reseptor proteinini eksprese eden ve
trastuzumab kullanan hastalarda direng nedeniyle hastaliksiz sagkalim suresinin
kisalmasi ile iligkilendirmislerdir. Tam sagkalim sulrelerine bakildiginda ise,
P95HER2 eksprese eden hastalarda tam sagkalim slrelerinin ortalamasi 24 ay iken
p9SHER?2 eksprese etmeyen hastalarda bu deger 29,1 olarak hesaplanmistir. Bizim
calismamizda, p95HER2 ekspresyonunun analizi igin immunohistokimyasal bir
yontem kullaniimadi. p95HER2 ekspresyonu, gen dizeyinde m-RNA ekspresyon
dizeyin analiz edilmesi ile belirlendi. Oncelikle trastuzumab direnci gdsteren ve
gostermeyen gruplar (klinik bilgiler esliginde) arasinda degisik parametreler
agisindan bir iligki olup olmadigi arastirnldi. Bizim ¢alismamizda da trastuzumab
direnci olan grupta p95HER2 ekspresyon dizeyi ile hastaliksiz sagkalim suresi
arasinda (p=0,0001) istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptand.

P95HER2 ekspresyonunun, protein dizeyinde immunohistokimyasal yontemle
degerlendirildigi bir bagka g¢alisma Kocar ve arkadaslar tarafindan yapilmigtir (57).
Calisma 38 HER2 pozitif metastatik meme kanserini igermektedir. Meme kanser
dokusunu igeren arsiv parafin bloklardan hazirlanan kesitler immun boyama oncesi
sitrat soliisyonu ile 6n isleme alinmistir. Primer antikor olarak, Abcam firmasina ait ab
75778 no’lu katalog numarasina sahip anti-95 NBS1 (phospho S432) (EPR2470Y)
antikoru kullaniimistir.  Primer antikor, tumor dokusunun Uzerinde 30 dakika
bekletiimistir. Degerlendirme, tumor hicrelerinin membran6éz boyanma durumuna
gore yapimistir. Tumoér dokusunda >%10 membran6z bir boyanma pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Bu degerlendirme kriterlerine gore 38 hastanin 14’Unde (%36,8)
pP9SHER2 pozitif, 26’sinda (%63,2) negatif olarak saptanmigtir. p9SHER2 pozitif
hastalarda hastaliksiz sag kalim sirelerinin ortalama degeri 11,6 ay iken, p95HER?2
negatif hastalarda bu deger 12,37 ay olarak bulunmustur. Tam sagkalim sureleri
dikkate alindiginda, p95HER2 pozitif hastalarda tamsakalim surelerinin ortalama
degeri 27,66 iken, p95HERZ2 negatif hastalarda bu deger 24,02 olarak

hesaplanmigtir. p95HER2 ile hastanin tani sirasindaki yasi, tumoérin histolojik
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derecesi, hormon reseptor durumu, metastataz gelisim yerleri ve 5 yillik sagkalim
sureleri arasinda bir korelasyon saptanmadigini bildirmiglerdir. Bu c¢alismada,
literatirdeki diger benzer calismalarla kiyaslandiginda nispeten daha yuksek
p95HER pozitifliginin (%36,8) saptanmasini iki nedenle agiklamaya calismislardir.
Biri p95HER2 ekspresyonunun immunohistokimyasal degerlendirme ile analiz
edilmesi olarak 6ne surtlmustur. Digeri ise, ¢alismaya dahil edilen hasta sayisinin
(38 hasta) az olmasi ile iligkilendirilmigtir.

Yukaridaki tartisilan son iki calismada, meme kanser dokusu iceren parafin
bloklardan hazirlanan kesitlerde p95HERZ2’nin protein ekspresyon analizi yapiimistir
(56,57). Bu iki caligma ayrintih sekilde incelendiginde her ikisinin de kullandigi
antikor, Abcam firmasina ait anti-p95 NBS primer antikoru oldugu dikkatimizi c¢ekti.
Tural ve arkadaslari, ¢alismalarinda ab32074 katalog numarali, anti-p95 NBS1
(Y112) tavsan monoklonal primer antikoru kullanirken, Kocar ve arkadaglari ab
75778 katalog numarali anti-95 NBS1 (phospho S432) (EPR2470Y) antikorunu
kullanmiglardir. Tural ve arkadaslari, membran6z boyanmayi pozitiflik olarak kabul
etmiglerdir. Kocar ve arkadasglari ise sitoplazmik boyanmayi dikkate almiglardir. Biz
de gcalismamizi planlarken, p9SHERZ2 ekspresyon analizi igin immunohistokimyasal
degerlendirme yapmayi planlamigtik. Ancak, meme kanser dokusu igceren parafin
doku bloklarindan hazirlanan kesitlerde, bu proteinin immunohistokimyasal yontemle
analiz edebilecegimiz bir ticari antikor saglayamadik. p95 adi altinda ticari formalari
bulunan antikorlarin, bizim aradigimiz proteine karsi gelen antikor olmadigini
saptadik. Bir calisma planlanirken, kullanilacak primer antikorlarin, ¢calismadaki hedef
proteine karsi olup olmadiginin ¢ok iyi bir sekilde arastirimasi gereklidir. Yanlis
antikorlarin kullanimi ile ¢alismanin sonuglarini ¢ok farkl yerlere varabilir. Tural ve
arkadaslarn galismalarinda, HER2 pozitif meme kanser hastalarinda, p95HER2’nin
varhiginin, trastuzumab tedavisine ragmen kotu cevabi, kisalmis hastaliksiz sagkalim
ve tam sagkalim ile birlikte oldugunu saptamiglardir. Yanlis bir antikor ile
degerlendirme yapilmis olmasina ragmen literatlirle uyumlu bir sonug¢ elde edilmigstir
(56). Kocar ve arkadaslari ise, p95HER ile trastuzumab direnci arasinda korelasyon
saptamadiklarini bu sonuglarin literatur ile uyumsuz oldugunu belirtmislerdir.

Sperinde ve arkadaslan laboratuar kosullarinda, p95HER2 proteinine karsi

geligtirdikleri antikor ile parafinize meme kanser dokularinda immunohistokimyasal bir
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degerlendirme yapmiglardir (54). Bu cgalismada p95HER2 ekspresyon seviyesini
VeraTag teknolojisi ile de belirlemiglerdir. Yuksek p95SHERZ2 ekspresyon seviyesinin,
azalmis hastaliksiz sagkalim sureleri (p=0,022) ve tamsagkalim sureleri (p=0,009)
ile iligkili oldugunu bulmusglardir. Ayrica bu g¢alismada p95HERZ2 degerlendirme
yontemi olarak immunohistokimyanin, VeraTag teknolojisi kadar duyarli ve olgimsel
(kantitatif) Ozellikte olmadigini vurgulamiglardir (54). Bu durum Kocar ve
arkadaslarinin galismasinda ortaya ¢ikan, literatur ile uyusmayan sonucun, yalnizca
immunohistokimyanin kullanilmasina bagl olabilecedi dusltncesini dogrulamaktadir
(57). Tumor dokusunun preanalitik, analitik ve postanalitik islemlerden etkilenmesine
bagl olarak immunohistokimyasal degerlendirmelerde istenen sonuca ulagilamadigi
bilinen bir durumdur. immunohistokimyasal degderlendirmelerin hiicresel protein
dizeyinde bir belileme olmasi ve nispeten subjektif olmasi nedeniyle, meme
kanserinde HER2 durumunun belirlenmesinde immunohistokimyanin yetersiz yada
kuskulu oldugu durumlarda HER2 gen amplifikasyonu ile genetik dizeyde bir analiz
onerilmektedir (27). Bu yontemin daha dogru ve tekrarlanabilir oldugu bilinmektedir.
p95HER2’'nin immunohistokimyasal yontem ile degerlendiriimesi konusunda daha
cok sayida galigmaya ihtiyag var gibi gorunmektedir.

Tam uzunluktaki HER2'den, proteolitik dokilme ve alternatif translasyon gibi
farkh mekanizmalarla CTF’lar olusur. Metalloproteazlar, HER2'nin ekstraselltler
domaininin, transmembran domainin proksimal bdéliminden ayrilmasina neden
olduklari icin bu mekanizma proteolitik dokilme olarak bilinir. Bu sekilde alanin
648’den baglayan ve 95-100 kilodalton agirliginda bir CTF fragmani meydana gelir.
Bu fragman yaygin sekilde p95 HER2 olarak bilinir (45). Alternatif translasyon
mekanizmasi ise, HER2'yi kodlayan mRNA'nin, 611. ve 687. pozisyonda yer alan
baglangic aminoasidi metioninden baslayarak alternative sekilde kodlama yapmasi
seklinde tanimlanir (45). Alternatif translasyon mekanizmasi ile olugan bu ki
fragman, sirasiyla 611-CTF ve 687-CTF olarak da bilinir. 611-CTF fragmani, bir
sinyal peptidi icermemesine ragmen sekretuvar yolaklarda etkindir. Bu fragman,
sinyalin plazma membranina tagsinmasina yardimcidir. Buna karsilik, 687-CTF, hem
sitoplazmada hem de nukleusta bulunabilir. Ancak, solubl intraselliler 687-CTF
fragmani, intakt bir kinaz domainine sahip olmasina ragmen inaktiftir. Transmembran

domaini iceren 648- ve 611-CTF lari ise ¢ok sayida intrasellller sinyal transdiksiyon
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yolaklarini aktive edebilir (48). intraselliler sinyal iletim yolaklarinin aktivasyon
seviyesi, 648CTF ve 611-CTF arasinda da belirgin farklilik gosterir. 611-CTF, disulfid
baglarinin korunmasini saglayarak surekli olarak homodimerler olusturdugu igin,
mitozu aktive eden protein kinazi ve Akt yolaklarini, 648-CTF ye gore daha fazla
aktive eder. Buna karsin 648-CTF homodimerler olusturmaz ve aktivitesi tam
uzunluktaki HER2 benzerdir. Boylece p95HER?2 pozitif timdrlerin progresyonunda,
muhtemelen 611-CTF gen durumunun etkili oldugu ve trastuzumab kullaniminin bu
gibi hastalarda hedefe ydnelik tedaviyi saglayamacagi sonucuna ulasiimistir (48).

Tam uzunluktaki HER2 ekspresyon seviyesi, primer ve metastatik meme
kanserinde benzerdir. Ancak p95HER2 ekspresyonu, metastatik lenf nodlarinda
primer timordeki ekspresyona gore belirgin sekilde artis gdsterir, bu durum da
hastalik progesyonu ve metastazdaki rolinl ortaya c¢ikarmaktadir (58). Saez ve
arkadaslari, p95HER'nin prognostik dnemini arastirdiklari ¢galismalarinda, HER2 ve
pP95HER2 seviyelerini western-blot analizi ile degerlendirmiglerdir. Western blot,
HER2 durumunu belirlemek icin nadiren kullanilir. Bunun nedeni, rutin érnekler icin
pratik degildir ve daha kullanigsizdir. Ancak tam uzunluktaki HER2 ile p95HER?2
arasinda ayirim yapmak i¢in kullanilabilir metoddur. Saez ve arkadaslarn HER2 ve
pP95HER2 seviyelerini yiksek-dusuk seviye seklinde dederlendirmiglerdir. Bu
calisma, 483 primer meme kanser hastasini icermektedir. HER2 asiri ekspresyonu
bulunan hastalarin sayisi 145 (%30) olarak saptanmistir. Hastalarin 44°G, (%9),
p95HER2 icin ylksek seviyelerde pozitif olarak belirlenmistir. Primer timorde
p9SHERZ2'nin yuksek seviyesinin azalmis hastaliksiz sagkalimi ile korele (p=0,0001)
oldugunu ancak yuksek HER2 seviyesinin azalmis hastaliksiz sagkalim ile korele
olmadigini (p=0,261) bulmuslardir (58). Bizim ¢alismamizda p95HER2 seviyeleri bir
esik degerine gore dusuk-yuksek seklinde iki ayri gruba ayriimamisti. Hastaliksiz
sagkalim ve tamsagkalim parametreleri 6lcim verileri (ay cinsinden-parametrik bir
deger) cinsindendi. HER2 ve p95HER2 ekspresyon seviyeleri de parametrik bir
Olgim verisiydi. Calismadaki tium hastalar i¢cin, hem HER2 hem de p95HER2
ekspresyon seviyesi azalmis hastaliksiz sagkalim ile korele degildi (sirasiyla
(p=0,071 ve p=0,517). Ancak, galismamizda, trastuzumab direnci gosteren grupta
yuksek p95HER?2 ekspresyon duzeyi ile azalmis hastaliksiz sagkalim suresi arasinda
(p=0,0001) istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptandi.

64



p95HER?2 asiri ekspresyonunun ksenograftlarda ve insan meme timoérlerinde
trastuzumaba azalmis cevap ile birlikte oldugu bildirilmigtir (59). Bu retrospektif
analiz, tam uzunlukta HER2 eksprese eden hastalara gore p95HER?2 eksprese eden
hastalarda, trastuzumab ve trastuzumab-kemoterapi kombinasyonuna énemli oranda
azalmis cevap oranlari saptanmistir. p95SHER2, immnunofloresan metod ve western-
blot analizi ile belirlenmistir ve birbiriyle uyumlu sonugclar elde edilmigtir. Ancak
bilindigi gibi bu degerlendirme ydntemleri protein dizeyini 6lcen yontemlerdir. Bu
yontemler yerine gunlik rutinde daha yaygin kullanilabilecek ve tekrarlanabilirligi
yuksek testlere intiyag vardir.

P95HER2 seviyelerini, o6lcimsel olarak (kantitatif) saptamak Uzere bir
degerlendirmenin yapildigi ¢calismada (54), HER2 pozitif metastatik meme kanser
hastalarinda trastuzumabla tedaviye 6nemli oranda azalmis progresyonsuz sagkalim
saptanmigtir. Bizim calismamiz ilk tani sirasinda uzak metastaz bulgusu bulunan
meme kanser olgularini igermiyordu. Calismaya alinan tum olgularin primer invaziv
tumor alanlarindan alinan érneklerde, p95HERZ2 ekspresyon seviyesi analiz edildi.
Klinik olarak trastuzumab direnci gosteren ve goOstermeyen olgular ayrica
degerlendirildi.

Bilindigi gibi meme kanserlerinin bugun igin gecerli molekller siniflamasinda,
HER2 ve ER ekspresyonu 6nemli bir oynar. Bu iki reseptor, etkin ve yaygin olarak
kullanilan anti-timor ilaglar i¢in hedeftir. Malign progresyon sirasinda, HER2 ve ER
capraz etkilesim gosterebilir. Bazi meme kanser hastalarinda, HER2 asir
ekspresyonu, ER diuzenleniminde inhibisyona ve anti-ER tedaviyelere cevabin
azalmasina neden olur. Kotu prognoz gosteren HERZ2 pozitif meme kanser
hastalarinin bir kisminda p95HERZ2’nin asirieksprese oldugu bilinmektedir. Palau ve
arkadaslari, p95HER2 ve ER arasindaki fonksiyonel etkilesimin analiz edildigi bir
calisma yapmiglardir (60). Bu ¢alismada, kulture edilmis meme kanser hucrelerinde,
p9SHER2 ekspresyonunun, ER’yi baskiladigi ve anti-ER tedaviye diren¢ sagladigi
gOsterilmistir. Bu etkiyi, bir klinik tablo modelinde de gdsterebilmek amaciyla meme
kanser orneklerinde (immun aracili) p95HERZ2’yi saptamak igin spesifik antikorlar
gelistirmiglerdir. Geligtirilen bu spesifik antikorlar ile, p95HER2 eksprese eden
tumorlerin %31,2’sinin ER ekspresyonu gosterdigi saptanmigtir. Buna karsilik, ER ve

HER2 eksprese eden, ancak p95HER2 eksprese etmeyen timorler %72,6 olarak
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bulunmustur. Bu oranin (%72,6), ER eksprese eden HER2 negatif timadrlere benzer
bir oran oldugu dikkati cekmistir. Bu calisma ile HER2 pozitif timorlerde, ER’nin
baskilanmasinda p95HER2’'nin  6énemli oldugu sonucuna ulasmislardir.
Calismamizda ER reseptdr pozitifligi, trastuzumab direnci bulunmayan hastalarda
(%71,4), trastuzumab direnci bulunan hastalara (%54,5) gore daha fazla olarak
saptandi. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,453).

Bu calismada, trastuzumab direnci gosteren ve gdstermeyen olgular arasinda
tumor boyutu (p=0,034) acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin varligi
saptanmig olup bu konuda bdyle bir iliskinin daha 6nce degerlendirildigini gosteren
bir bilgi literatirde bulunamamigtir. TUm ¢alisma olgulari analiz edildiginde p95HER?2
ekspresyon seviyesi ile timor boyutu (p=0,035) arasindaki iligki de istatiksel olarak
anlamliydi. Bu anlamli iligkiyi, p95HER2 ekspresyonun, tumdr hacminin artigi ile
artacagi seklinde basit¢ce agiklamak mumkun degildir. Cunkd tum hasta grubunda da
benzer anlamli bir iligki mevcuttu. Bu nedenle trastuzumab direnci gosteren olgularda
tumor boyutu daha buyuktir sonucuna ulasilamamistir.

Calismadaki tum hastalar g6z o6nune alindiginda, p95HER2 ekspresyon
seviyesi ile lenfatik invazyon (p=0,191), perinodal tutulum (p=0,646), metastatik lenf
digumu sayisi (p=0,744), metastaz (p=0,179) ve hastaliksiz sagkalim suresi
(p=0,517) arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu sonucun, tim
hastalari iceren grupta baska parametrelerin sonucu etkiliyor olabilecegi
disunulmustar.

Sperinde ve arkadaslarn 25.06.2013 tarihinde, “US 8,470,542 B2” patent
numarasi ile ornekte p95HER2 ve p95HER?2 iliskili yapilarin dlgimu igin uygulanan
metod ve degerlendirmeler ve/veya p95’e 6zgu antikorlar igin patent almiglardir (61).

Son yapilan galismalarda p95HER2’nin immunohistokimyasal degerlendirme
yontemleri kullaniimaktadir (56,57). Bu calismalarda Sperinde ve arkadaslarinin
urettigi antikor kullanilarak formalinde fikse edilmig parafine gomulmusg tumor iceren
bloklardan hazirlanan kesitlerde, immunohistokimyasal degerlendirmeyle p95HER?2
protein ekspresyonu analiz edilmistir (54). Kocar ve arkadaslarinin ¢alismasindaki
hasta grubu, HER2 pozitif metastatik meme kanseri tanisi konmus ve trastuzumab
iceren birinci basamak tedavi almis hastalardan olugmaktaydi (57). Bu hastalara ait

meme kanser dokusunda immunohistokimyasal yontemle p95HER2 ekspresyonu
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analiz edilmigtir. Calisma 38 hasta icermekteydi. pP95HER2 ekspresyonu pozitif veya
negatif seklinde tanimlanmistir. Olgulari 14’dnde (%36,8) p95HER2 pozitif olarak
bulunmustur. Ancak, p95HER2 ekspresyonu ile tam sagkalim, hastaliksiz sag kalim
ve trastuzumaba cevap arasinda anlamli bir iliski saptanamamigtir. Calismayi yapan
arastirmacilar immunohistokimyanin kullanildigi bir analizin, p95HERZ2’yi belirlemek
icin yeterli olmayabilecegini dugunduklerini belirtmislerdir. Ayrica daha genis hasta
gruplari ile galismaya gereksinim oldugunu vurgulamiglardir. Bu ¢aligma icin biz de
benzer duslUncelere sahibiz. Calismada yalnizca  immunohistokimyasal
degerlendirme yapilmistir. TUmor hucresinin  protein ekspresyonu diginda daha
molekuler duzeyde bir bagka yontemin kullanilmasi sonucu etkileyebilecegini
dusundik. Calismadaki olgu sayisi ¢ok sinirhdir. Ancak bu gibi ¢calismalardaki olgu
sayisini arttirmak igin ortak yapilacak ¢alismalar sonuglari olumlu yonde etkileyebilir.

Bir baska onemli konu, meme kanserinde, trastuzumab kullanimina azalmis
cevap olarak ne anlatiimak istendigidir. Literaturde 2011 yilinda Wong ve
arkadaslarinin yaptiklari metaanaliz ¢alismalari ile trastuzumab direnci ve refrakterligi
tanimi ¢ok acgik ve net bir sekilde yapilmigtir (52). Trastuzumab direnci, metastatik
HER2 pozitf meme kanseri tanili hastanin birinci basamak tedavisinin
(trastuzumabzkemoterapi) 8.-12. haftasinda yapilan ilk radyolojik degerlendirmede,
progresyon varligi olarak tanimlanmigtir.  Ayrica adjuvan trastuzumab tedavisi
sirasinda yada tamamlanmasindan sonraki 12 ay iginde ortaya ¢ikan rekurrensler de
trastuzumab direnci olarak tanimlanmistir. Trastuzumab refrakterligi ise, trastuzumab
iceren 1. basamak tedavinin ilk radyolojik degerlendirmesinde stabil olan yada
regresyon saptanan hastalarda trastuzumab iceren 2. yada 3 basamak tedavi
sonrasli progresyon gelismesi olarak tanimlanabilecegini bildirmiglerdir (52).

Bu tarihe kadar trastuzumab direnci ve refrakterligi birbirinin yerine kullanilan
karmasik terimlerdi. Bu nedenle de literatirdeki trastuzumab direnci ile ilgili
caligsmalari birbiri ile karsilagtirmak zordur. Wong ve arkadaslari ayni g¢alismada
trastuzumab rezistansi veya trastuzumab refrakter hastalik ile intrinsik yada edinsel
rezistans arasindaki iligskiyi tanimlayan bir model 6nermiglerdir (52). Bu modelde,
trastuzumab rezistansi ve trastuzumab refrakterligi trastuzumab yetersizliginin klinik
gozlemi olarak tamimlanmigtir. intrinsik ya da edinsel rezistansin ise timérin

biyolojisini gdsterdigi dustUnulmuastir. Bu duslince modeline goére, intrinsik
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rezistansin, trastuzumaba direncli hastalikta baskin bir rol oynadigi diger yandan,
edinsel rezistansin trastuzumab refrakter hastalikda nispeten daha 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. Yukarida, ara¢ ve geregler ana baglgi altinda, trastuzumaba direncin
tanimi alt bashgi icinde ayrintili olarak agiklanmis ve gorsel olarak sunulmustur.

Meme kanser hastalarinda, HERZ2 pozitifligi, beyin metastazi gelisimi agisindan
artmig bir risk faktorudir. Bu risk faktorunin cesitli nedenleri tanimlanmigtir. Bu
nedenlerden biri, HER2 pozitif hastaligin, meme digi organlara yayilim potansiyeli
olan daha kotu seyirli bir meme kanseri subtipi olmasi ile agiklanmistir (62). Diger
neden, santral sinir sistemi dokusunun, HER2'yi asiri eksprese eden hucreler igin
tercih edilen bir go¢ yeri oldugu tanimlanmigtir. Ancak bu hipotez, klinik ¢caligmalarda
dogrulanmamigtir (63). Diger ve son agiklama, HER2 pozitif meme kanser
hastalarinin trastuzumabla tedavisinin, ekstrakranial hastalik kontrolinu etkin sekilde
sagladigi, hastalarin daha uzun yasadigi ve sonug olarak da santral sinir sistemi
tutulumunun daha sik olarak ortaya c¢ikacagi seklindedir. Trastuzumab etkinligini
degerlendirmede beyin metastazi tartismali bir konudur. Biz c¢alismamizda,
trastuzumab kullaniminda progresyonun ilk ve tek yeri olarak beyin metastazlarinin
varligini, trastuzumab direnci olarak degerlendirmedik. Cunki hem metastatik hem
de adjuvan trastuzumab tedavisi sirasinda yalnizca santral sinir sistemi metastazinin
gelisim, bu ilacin santral sinir sistemine zayif penetrasyonu ile agiklanabilecegini
dusundyoruz. Hatta tam tersine santral sinir sistemi digi hastaligi kontrol etmede
etkin oldugunu gosterir diye dusiinmek de mimkundur.

Duchnowska ve arkadaslari, beyin metastazi gelismis hastalarin hem primer
tumorinde hem de beyin metastazinda p95 VeraTag yontemini kullanarak, kantitatif
p95 protein ekspresyonunu dederlendirmislerdir (53). p95Vera Tag o6lguminde,
p95’in aktif M611 karboksi terminal fragman formuna karsi spesifik bir fare (Mouse)
p95 monoklonal antikor kullaniimigtir. Bu antikor, floresan isaretli bir baglayici ile
konjuge olan anti-mouse sekonder antikora baglanir. Bu baglanma ditiotretiol
tarafindan, reduksiyona duyarli bir baglayici ile saglanmaktadir (54). Duchnowska ve
arkadaslari, bu calismada acgiga cikan flurosen badlayiciyi, kapiller elektroforezle
kantite etmiglerdir. Tumore ait dokunun kesitlerinde, invaziv tumor alaninin her
milimeterkaresine karsilik gelen rolatif floresan (RF) bolgelerini belirleyebilmek igin,

parafinize doku kesitlerindeki invaziv timér alanlan kullanilimistir. Olciimler, bilinen
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p95 hiicre hatti standardlarina gére normalize edilmistir (54) . p95>2,8 RF/mm? pozitif
olarak kabul edilerek yapilmistir. Bu c¢alismada, beyin metastazinda p95HER2
ekspresyon ortalamasi, primer timordeki p95HER2 ekspresyonundan 1,5 kat fazla
olarak bulunmustur (p=0,007) ve bu durum istatistiksel olarak anlamlidir (53). Bizim
calismamizda beyin metastazi gosteren 2 hasta mevcuttu. Bu hastalarin primer
tumorlerindeki p95HER?2 ekspresyon seviyeleri; 1,43 (76 no’lu olgu) ve 0,59 (77 no’lu
olgu) olarak belirlenmisti. pP95SHER2 ekspresyon seviyelerininin ortalama degerini,
trastuzumab direnci gosteren ve gdstermeyen hastalarda karsilastirma yaptigimizda
trastuzumab direnci gosteren hastalarda, yaklasik 5 kat gibi bir artis saptandi. Ancak
biz sadece primer tumorde degerlendirme yaptik. Metastatik timorde, p95SHER?2
ekspresyon analizi yapilmadi. Duchnowska ve arkadaslari bu calismada p95HER2
ekspresyonu yani sira HER2 toplam protein ekspresyonunu da degerlendirmiglerdir.
Bu degerlendirmeyi, Huang ve arkadaslarinin tanimladiklart HERmark ol¢gimlerini
kullanarak yapmiglardir (55). HERmark, 2010 yiinda meme kanseri i¢in 6zel olarak
tasarlanmig, VeraTag teknoloji platform uygulamasinin yeni bir érnegidir. iki farkli
kantitatif 6lcim icerir; toplam HER2 ekspresyonu ve HER2 homodimerleri. Bu 6l¢cim
degerlendirmeleri formalinde fikse edilmis parafine gomulmus dokularda
yapillmaktadir. HERmark assay, formalinde fikse edilmis parafine gomulmuas
dokularda, protein ekspresyonu ve protein-protein komplekslerini (hicre ylzey
dimerleri ile birlikte), dogru ve tekrarlanabilir sekilde olgmek igin tasarlanmis bir
metoddur.

Toplam HER2 ekspresyonu ve HER2 homodimerleri, HER2'nin sitoplazmik
domainine kargi gelistirilmis monoklonal bir antikora baglanan floresan belirleyicinin
(VeraTag ajani), salinimi yoluyla saptanir. VeraTag ajan molekullerinin salinimi,
HER2 i1sik duyarli molekll antikoruna, VeraTag antikorunun molekiler yakinhgini
gerektirir. Kapiller elektroforez ile Ol¢ilen sinyal, formalinde fikse parafinize doku
kesitindeki invaziv tumor alanina normalize edilir. Birbirini takip eden HER2 sonuglari
HERmark negatif, HERmark kuskulu ve HERmark pozitif olarak gruplanir. HERmark
degeri <10,5 ise negatif; HERmark degeri 10,5 < HERmark < 17,8 ise kuskulu;
HERmark degeri > 17,8 ise pozitif olarak degerlendiriimektedir. Bu degerlendirme

yontemi, Clinical Laboratory Improvement Amendments ile tanimlanan sartlara uygun
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olarak gegerliligi onaylanmigtir. Ayrica, 06zel biyolaboratuvar sartlarinda CAP
sertifikali klinik referens laboratuarinda da uygulanmaktadir (55) .

Duchnowska ve arkadaslari, primer meme kanseri ve ayni tiumorin beyin
metastazinda, HERmark yontemi ile olgtikleri kantitatif HERZ2 ekspresyon
seviyelerini, beyin metastazinda primer timore gore 2,1 kat daha yuksek (p<0,0001)
bulmuslardir (53). Bu c¢alismanin sonucu olarak (beyin metastazinda HER2 ve
p95HER2'nin artmis ekspresyonunun saptanmasi), genis tabanli meme kanser hasta
populasyonunu iceren Klinik ¢alismalarda diger biyobelirleyiciler yani sira HER2 ve
p9SHERZ2'nin kantitatif 6lcumlerinin yer almasi i¢in bir gerekce saglayacagi agiktir.

Trastuzumab yaygin sekilde kullaniimasina ragmen, etki mekanizmalari tam
olarak anlasiimamistir. Trastuzumab, HER2’ye ylksek afinite ile baglanarak sagkalim
yolaklarinin inhibisyonuna, HER2nin diger HER reseptorleri ile heterodimer
formasyonunun  olusumunun inhibisyonuna yada lizozomlarda HER2’nin
endositozuna ve degradasyonuna neden olarak sitostatik bir etki olusturur. in vivo
olarak, trastuzumabin antikor bagimli hicresel sitotoksite ve kompleman bagimli
sitotoksite gibi immun cevaplarin indlksiyonuna aracilik edebilme yetenegi
gOsterilmigtir (42). Trastuzumab direnci hakkinda yapilan ¢ok sayida preklinik
calismalar ve hucre hatti ¢galismalari ile gosterilmis cesitli direng mekanizmalarinin
varsigi kanitlanmigtir. Ancak, simdiye kadar trastuzumab direnci gosteren hastalarda
etkin bir tedavi modeli gelistirilememigtir. Bu nedenle, trastuzumaba cevap vermeyen
HER2 pozitif hastalar igin alternatif tedavi saglayabilecek yeni stratejilerin
geligtiriimesi gereklidir. Bu konuda son zamanlarda yapilan bir c¢alismada, bir
multisubunit proton pompasi olan, vakuolar H"ATPaz (V-ATPaz)'in bu anlamda bir
hedef olabilecegi disunlilmus ve trastuzumab direncindeki rolt arastiriimigtir (64). V-
ATPaz, Okaryotik hicrelerde, pH dengesinin dizenlenmesinden sorumludur. Bu
molekil, membrandz proton translokasyonu yapan Vo subuniti ve ATP’nin hidrolize
edildigi sitoplazmik Vi subunitinden olugmaktadir (65). Bu molekullerin, hicre igi
yolaklarin, gesitli asamalarinda, rol oynadiklari bilinmektedir (66). Bu bilgiler is1ginda,
Schwarzenberg ve arkadaslari, V-ATPaz'in inhibisyonunun (endositotik yolagin masif
sekilde bozulmasina neden olarak), meme tumor hucrelerinde onkojenik HER2
sinyalizasyonunu engelleyebilecegini dugunmuslerdir (64). V-ATPaz'in inhibe

edilmesinin, trastuzumabin etki mekanizmasindan tamamen bagimsiz bir etki

70



mekanizmasi oldugu igin trastuzumab direnci bulunan timorlerde etkin olacagi
ongorulmastur. Arkazolid, miksobakteriyal orjinli etkin bir V-ATPaz inhibitoradar
(67,68). Tum bu bilgileri birlestirerek, Schwarzenberg ve arkadaslari yaptiklar
calismada, arkazolidin hem in vivo hem de in vitro olarak trastuzumaba direng
gosteren hacre hattinin (JIMT-1) gelisimini inhibe ettigini ve apopitoza yol agtigini
gostermiglerdir (64). Ayrica, bu gibi etkilerin, HER2 iligkili sinyalizasyonun inhibisyonu
ve hidcre yuzeyindeki HER2'nin azalmis ekspresyonu ile birlikte oldugunu da
gOstermiglerdir  (64). Bu ¢alismanin sonuglari, V-ATPaz inhibisyonunun,
trastuzumaba direncli tumorlerin tedavisi i¢in bir hedef olabilecegi umudunu

vermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER:
HER2 pozitif meme kanseri, farkli bir molekuler ve klinik antitedir. Hedef

tedavinin gelismesinden 6nce, HER2 pozitif hastalikta, HER2 negatif hastaliga gore,
kisalmis hastaliksiz sagkalim ve tam sagkalim gorulmekteydi. Trastuzumabin, klinik
uygulanima girisi ile HER2 pozitif meme kanserinin tedavisi ve prognozu olumlu
yonde degismistir. Ancak, bu hedef ajanin, etkin aktivitesine ragmen, bazi HER2
pozitif hastalarda hastalik progresyonu goérulmektedir. Ortaya ¢ikan progresyonu
aciklamak icin yapilan ¢ok sayida galismalar sonucunda, progresyona neden olan
durumlar arasinda p95HERZ2’nin roll oldugu kanitlanmistir.

Trastuzumab uygulanimina ragmen progresyon gosteren hastalari dnceden
belirlemek ve trastuzumab yerine bir baska ilacin kullaniimasini saglayabilmek
onemlidir. Ancak, bu grup hastalarda yalnizca p95HER2'nin roli olmadigi da bir
gercektir.

Bu c¢alismada p95HERZ2nin trastuzumab direnci gosteren olgularda
trastuzumab direnci gdstermeyen olgulara goére yuksek seviyede oldugu saptandi,
ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica, HER2 ekspresyon seviyesi
trastuzumab direnci gdsteren olgularda, trastuzumab direnci géstermeyen olgulara
goOre daha dusuk seviyedeydi ve bu farkhlik istatistiksel olarak anlamliydi. Bu durum,
p9SHER2 asiri ekspresyonunun, normal uzunluktaki HER2 ekspresyonunu
baskiladigini distundirmustar.

p95HER2  ekspresyonunun, trastuzumab  direncinin  6ngorilmesinde
degerlendiriimesi gereken biyobelirtegler arasinda yer almasi gereklidir.

HER2 pozitif meme kanser hastalarinin prognozunu iyilestirmek igin hedef
molekuler ve klinik ¢alismalarin yapilmasi gereklidir. Bu ¢alismalarda direng gelisimi
oncesinde ve direng gelisimi sonrasinda, etkin sekilde tUmoér dokusunun elde
edilmesi ¢ok onemlidir. Yapilacak klinik caligmalar araciligiyla HER2 yolak direng
mekanizmalarinin prospektif analizi, next jenerasyon sekanslama teknolojileri, ve
consistent tanimlamalari gelisim i¢in dncelikli bir alandir. Tedavi cevabini ve direncini
ongorebilecek biyobelirteglerin gelistirimesi asagidaki nedenlerle blyuk 6neme
sahiptir;

- HERZ2 hedef tedavilerinin maliyetini iyilegtirmek,
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-HER2 yolak iligkili intrinsik direngli hastalar igin yeni tedavi edici yaklagimlari
geligtirmek,
-Tedavinin gruplandiriimasinin saglanmasi

-Hasta prognozunun iyilegtiriimesi.
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Abstract

Background In this retrospective analysis, the clinico-
pathological features and pattern of metastatic spread of
invasive ductal carcinoma (IDC), invasive lobular carci-
noma (ILC), and mixed ductal/lobular carcinoma (MDLC),
together with the type and outcome of surgical interven-
tion, were comparatively evaluated.

Methods A total of 633 breast cancer patients with his-
topathological subtype IDC, ILC or MDLC were included
in the study. The mean age was 52.6 £+ 12.7 years. Follow-
up period ranged between 0 and 33 (median 6.0) years. The
groups were compared with respect to age, tumor size,
nodal involvement, stage, hormonal therapy, multicentric-
ity, multifocality, bilaterality, estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), human epidermal growth fac-
tor receptor 2 (HER2)/meu, p53, and Ki67 expression,
disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) rates,
and surgical approach.
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Results  The distribution of patients was as follows: IDC
508 (80.3 %), ILC 78 (12.3 %), MDLC 47 (7.4 %). Among
the parameters evaluated, statistically significant differ-
ences were observed in mean tumor size (IDC
25+ 198 cm, ILC 3.0 £ 1.8 cm, MDLC 3.2 4+ 2.4 cm),
advanced T stage (T3 + T4) at diagnosis (IDC 14.7 %,
ILC 21.4 %, MDLC 25.6 %), N stage (NO was dominant in
IDC and ILC; N3 was dominant in MDLC), tumor—node—
metastasis (TNM) stage (stage II was dominant in IDC and
ILC; stage II was dominant in MDLC), HER2/neu
expression (IDC 23.8 %, ILC 11.8 %, MDLC 21.4 %), and
frequency of bone metastasis (IDC 14.3 %, ILC 17.9 %,
MDLC 25.5 %).

Conclusions MDLC-type tumors have different histopa-
thological characteristics and are often diagnosed at
advanced stage. However, their survival outcomes do not
vary significantly from ILC and IDC.

Keywords Breast cancer - Invasive ductal
carcinoma (IDC) - Invasive lobular carcinoma (ILC) -
Mixed ductal/lobular carcinoma (MDLC)

Introduction

Breast cancer is the most common cancer and one of the
leading causes of death in women [1, 2]. Two major his-
tological variants of breast cancer are invasive ductal car-
cinoma (IDC) and invasive lobular carcinoma (ILC) [3].
Although therapeutic approach at equivalent stage does not
differ significantly except for stage O disease, these two
subtypes vary in terms of clinicopathological features [4].
The major characteristics of ILC are multicentricity, mul-
tifocality, bilaterality, difficulty in detection by mammo-
graphic examinations due to ill-defined margins, more
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frequent hormone receptor positivity, and tendency to
metastasize to gastrointestinal organs and peritoneum [5—
8]. There is still debate on the clinicopathological and
prognostic features of ILC and MDLC, due to not only the
limited number of ILC patients in most of the published
reports but also the disagreement on classifying mixed
histology as a distinguished histologic type in many studies
[8-13].

The primary objective of this retrospective analysis is to
determine the clinicopathological features, pattern of met-
astatic spread, and prognosis of IDC, ILC, and MDLC
subtypes comparatively and to review our surgical strategy
for these 3 different entities.

Patients and methods
Patients

Database of Turkish Ministry of Health-Izmir Bozyaka
Research and Training Hospital was reviewed. Breast
cancer patients with IDC, ILC or MDLC histology treated
between 1976 and 2012 were identified. Patients with
tubular, mucinous, and papillary carcinomas and those with
stage O disease were excluded. A total of 633 patients were
found eligible for the study.

Routine preoperative evaluation consisted of breast
ultrasound and mammography. Dynamic magnetic reso-
nance imaging (MRI) was used in patients with ambiguous
findings. Chest X-ray, computerized tomography of abdo-
men and thorax, and bone scintigraphy were used for dis-
tant metastasis survey.

The three histological subtypes were comparatively
evaluated with regard to age, tumor size, nodal status,
disease stage, use of oral contraceptives, multicentricity,
multifocality, bilaterality, surgical intervention for breast
and axilla, estrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR), HER2/neu, p53, and Ki67 expression, local relapse,
distant metastasis, and disease-free and overall survival
rates.

Surgical method

Primary tumor was treated by breast-conserving surgery or
total mastectomy. From 1976 to 2007, axillary approach
was merely axillary dissection (AD), whereas after 2007, it
was sentinel lymph node biopsy (SLNB) and/or AD when
indicated.

Pathology

The classification of breast carcinomas is based on the
World Health Organization (WHO) classification of tumors
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[14]. According to this latest edition, the terminology of
infiltrating ductal carcinoma-not otherwise specified (IDC)
has been revised to invasive carcinoma of no special type
(IC-NST). Taking this into consideration, we defined IDC
(IC-NST) as an invasive tumor having a nonspecialized
pattern of >50 % of its mass as judged by examination of
representative sections. The histological diagnosis of ILC
depended on the presence of a recognized lobular type
constituted by dispersed infiltrating tumor cells, often in the
form of a single file without cohesion, and small cells with
relatively little nuclear pleomorphism. The invasive lobular
carcinoma subtype had been also classified as solid, alve-
olar, pleomorphic, and tubulolobular variant. We defined
mixed ductal/lobular histology as tumors in which the
infiltrating ductal (IDC) component accounted for between
10 and 49 % of the tumor, the rest being of a recognized
lobular type.

Serial sections of hematoxylin and eosin (H&E)-stained
specimens with 4-5 pm thickness were reviewed. Immu-
nohistochemistry slides were evaluated with respect to
expression of ER, PR, HER2/neu, p53, and Ki67 by the
tumor. For this purpose we assessed the nuclear staining
ratio in nuclei of 100 invasive tumor cells from separate
areas for estrogen receptor, progesterone receptor, Ki67,
and p53. The intensity of immunohistochemical staining
was recorded as percentages, and p53 expression >10 %,
Ki67 >14 %, and ER and PR >1 % were accepted as
positive [11, 15-22].

In this analysis, the tissue blocks of all patients were
entirely available, thus E-cadherin and p120 staining was
done for all cases with suspicious diagnosis without
exception. Immunostaining of E-cadherin and p120-catenin
was performed by tissue microarray. p120-Catenin-specific
monoclonal antibody of mouse origin (15D2 clone; Santa-
Cruz Biotechnology Inc.) at 1/50 dilution was used because
of its excellent recognition of all known isoforms of p120
in formalin-fixed tissue sections. In addition, we used
E-cadherin monoclonal antibody (SPM471 clone; Thermo-
Scientific Inc.) at 1/100 dilution to stain carcinoma tissue.
Membranous staining for E-cadherin and cytoplasmic
staining for p120-catenin above background levels were
considered positive. Known negative and positive controls
were run with the samples.

We determined HER2/neu status by immunohisto-
chemistry (IHC). However, if necessary, this was followed
by fluorescent in situ hybridization (FISH). Positive, neg-
ative, and equivocal results for HER2/neu were immuno-
histochemical staining of 3+ (uniform, intense membrane
staining of >30 % of invasive tumor cells), 0 or 14 (no or
barely perceptible incomplete membrane staining), and 2+
(10-30 % of tumor cells with strong complete membrane
staining or >10 % of tumor cells with moderate complete
membrane staining), respectively. The immunostaining
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was scored by a senior pathologist, who was blinded to
patients’ survival outcomes.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL) for Windows. Median follow-up of the
three subgroups was compared by Kruskal-Wallis test.
Analysis of variance (ANOVA) test was used for com-
parison of age distribution between subgroups. The clini-
copathological variants of IDC, ILC, and mixed-type
tumors were compared using cross tabulation and Pearson
Chi square. Disease-free (DFS) and overall survival (OS)
curves were estimated by the Kaplan—-Meier method, and
compared by using the log-rank (Mantel-Cox) test for
univariate analysis.

Results

Immunostaining for E-cadherin was reassessed in 44
patients with ILC and in 32 patients with IDC for confir-
mation of previous diagnosis. Loss of membrane expres-
sion of E-cadherin was present throughout the tumor in 40
of 44 cases of ILC (91 %) (Fig. 1). In the remaining three
cases, there was weak focal membrane staining.

In contrast to ILC, E-cadherin expression was present
throughout the tumor in 28 of 32 patients (87 %) with IDC.
Immunostaining of p120-catenin is distinctive for IDC and
ILC. We demonstrated cytoplasmic staining of p120-cate-
nin in 26 of 28 patients with ILC. In IDC, there was only
membranous staining of p120-catenin.

The distribution of the 633 patients according to histo-
logical subtype was as follows: IDC 508 patients (80.3 %),
ILC 78 patients (12.3 %), MDLC 47 patients (7.4 %). The

Fig. 1 H&E of an invasive lobular carcinoma (x200). Inset lack of
membrane expression on E-cadherin immunostaining (x200)

age ranged between 23 and 84 years (mean
52.6 &+ 12.7 years). Of the patients, 626 (98.9 %) were
female and 7 (1.1 %) were male. Histologic variants of ILC
were identified as follows: solid lobular carcinoma (n = 3),
tubulolobular carcinoma (n = 4), pleomorphic lobular
carcinoma (n = 1), and histiocytoid lobular carcinoma
(n=1).

Median follow-up was 6.0 years for IDC and ILC,
7.0 years for MDLC, and 6.0 years for the whole study
group (range 0-33 years). No statistically significant dif-
ference was observed between the groups (p = 0.421).

Clinicopathological characteristics of the histologic
subtypes are summarized in Table 1. Menopausal status,
frequency of bilaterality and axillary involvement, HER2/
neu expression, and estrogen and progesterone receptor,
p53, and Ki67 status were not statistically different
between the groups. ILC patients were older (p = 0.036)
and tended to have more multifocal or multicentric tumors
(p = 0.024). Mean tumor size was 2.5 = 1.98 cm for IDC,
30+ 1.8 cm for ILC, and 3.2 £ 24 cm for MDLC
(p < 0.018).

In all histological subgroups, the most frequent T stage
was T2. Advanced T stage (T3 4 T4) at presentation was
most frequently observed in MDLC (25.6 %), followed by
ILC (21.4 %) and IDC (14.7 %). The distribution of T
stage between IDC versus MDLC was statistically signif-
icant (p = 0.004).

With regard to nodal status, NO-N1 disease was com-
mon in IDC and ILC patients (p = 0.036) whereas N2-N3
predominated in patients with MDLC histology
(p = 0.052).

Stage IV disease at diagnosis was extremely rare in all
groups. The most frequent disease stage was II in IDC and
ILC and II in MDLC patients (p = 0.052).

The patients with MDLC received hormone replacement
therapy more often than patients with IDC and ILC his-
tology (p = 0.01).

The type of surgery for primary tumor and axillary
region was not different between the study groups
(Table 2).

Two-, five-, ten-, and twenty-year DFS rates were
87.4 £ 0.0, 76.5 £+ 0.0, 66.5 + 0.0, and 47.4 £ 0.0 % for
IDC;  83.1+£00, 751 +0.1, 605=£0.1, and
60.5 =+ 0.1 % for ILC; and 84.4 £ 0.1, 64.3 £ 0.1,
54.0 £ 0.1, and 54.0 £ 0.1 % for MDLC (Fig. 2). The
DFS difference between the groups was not significant
(p = 0.342).

Two-, five-, ten-, and 20-year OS rates were 96.5 £ 0.0,
879 £ 0.0, 709 £0.0, and 489 £ 0.1 % for IDC;
92.2 + 0.0, 82.4 + 0.0, 63.8 £ 0.1, and 54.7 + 0.1 % for
ILC; and 97.7 £0.0, 91.8 £0.0, 82.6 £0.1, and
65.1 £ 0.1 % for MDLC (Fig. 3). OS rates were not sta-
tistically different between the three groups (p = 0.201).
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Table 1 Demographic
characteristics by histologic
subgroup

IDC invasive ductal carcinoma,
ILC invasive lobular carcinoma,
Mixed mixed invasive ductal/
lobular carcinoma, HRT
hormone replacement therapy,
ER estrogen receptor, PR
progesterone receptor

@ Springer

IDC, N (%) ILC, N (%) Mixed, N (%) Total, N (%) p
Age (years)
<50 254 (50.0) 29 (37.2) 28 (59.6) 311 (49.1) 0.036
>50 254 (50.0) 49 (62.8) 19 (40.4) 322 (50.9)
Menopausal status
Premenopausal 188 (40.9) 26 (34.7) 22 (56.4) 236 (41.1) 0.079
Postmenopausal 272 (59.1) 49 (65.3) 17 (43.6) 338 (58.9)
HRT
(+) 144 (37.6) 25 (44.6) 18 (60.0) 186 (39.9) 0.040
(=) 239 (62.4) 31 (55.4) 12 (40.0) 280 (60.1)
Multicentricity, multifocality
(+) 47 (9.5) 15 (19.7) 4 (8.5) 66 (10.7) 0.024
(=) 447 (90.5) 61 (80.3) 43 (91.5) 551 (89.3)
Bilaterality
(+) 28 (5.5) 8 (10.3) 4 (8.5) 40 (6.3) 0.230
(=) 478 (94.5) 70 (89.7) 43 (91.5) 591 (93.7)
Axillary involvement
(+) 303 (63.3) 40 (56.3) 31 (70.5) 374 (63.0) 0.299
(=) 176 (36.7) 31 (43.7) 13 (29.5) 220 (37.0)
T stage
T1 147 (32.1) 18 (24.0) 7 (16.3) 172 (29.9) 0.004
T2 244 (53.3) 41 (54.7) 25 (58.1) 310 (53.8)
T3 41 (9.0) 5(6.7) 9 (20.9) 55 (9.5)
T4 26 (5.7) 11 (14.7) 2 (4.7) 39 (6.8)
N stage
NO 176 (36.7) 31 (43.7) 13 (29.5) 220 (37.0) 0.052
N1 136 (28.4) 21 (29.6) 7 (15.9) 164 (27.6)
N2 98 (20.5) 9 (12.7) 11 (25.0) 118 (19.9)
N3 69 (14.4) 10 (14.1) 13 (29.5) 92 (15.5)
Stage
Stage 1 82 (18.1) 13 (18.3) 4 (9.3) 99 (17.5) 0.052
Stage 11 198 (43.8) 38 (53.5 %) 15 (34.9) 251 (44.3)
Stage 111 172 (38.1) 20 (28.2) 24 (55.8 %) 216 (38.2)
ER status
ER(—) 190 (40.1) 21 (29.2) 19 (43.2) 230 (39.0) 0.175
ER(+) 284 (59.9) 51 (70.8) 25 (56.8) 360 (61.0)
PR status
PR(—-) 185 (39.5) 27 (38.6) 14 (32.6) 226 (38.9) 0.677
PR(+) 283 (60.5) 43 (61.4) 29 (67.4) 355 (61.1)
HER2/neu
(neg or 14) 266 (62.6) 54 (79.4) 28 (66.7) 348 (65.0) 0.112
(3+++ or FISH+) 101 (23.8) 8 (11.8) 9 (214) 118 (22.1)
2++) 58 (13.6) 6 (8.8) 5(11.9) 69 (12.9)
pS3
<10 % 304 (78.4) 50 (86.2) 31 (83.8) 385 (79.7) 0.311
>10 84 (21.6) 8 (13.8) 6 (16.2) 98 (20.3)
Ki67
<14 % 252 (71.6) 44 (73.3) 29 (80.6) 325 (72.5) 0.512
>14 % 100 (28.4) 16 (26.7) 7 (19.4) 123 (27.5)
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Table 2 Surgical methods

performed for primary tumor IDC, N (%) ILC, N (%) Mixed, N (%) Total, N (%) p
and axilla by histologic Surgical treatment
subgrou
group Mastectomy 436 (86.0) 67 (85.9) 42 (89.4) 545 (86.2) 0.586
BCS 62 (12.2) 8 (10.3) 5 (10.6) 75 (11.9)
IDC invasive ductal carcinoma, Not operated 9 (1.8) 3 (3.8) 0 (0.0) 12 (1.9)
ILC invasive lobular carcinoma, Axill
Mixed mixed invasive ductal/ xillary treatment
lobular carcinoma, BCS breast- AD 421 (83.0) 63 (80.8) 41 (87.2) 525 (83.1) 0.259
cpnserying surgery, Ap axillary SLNB 73 (14.4) 10 (12.8) 6 (12.8) 89 (14.1)
dissection, SLNB sentinel lymph o o herated 13 (2.6) 5 (6.4) 0 (0.0) 18 (2.8)
node biopsy
Fig. 2 Kaplan-Meier curve of Disease-Free Survival
disease-free survival of patients
according to histologic 10
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Bone metastasis was the most frequent remote organ
spread for the three histologic subtypes, with frequency of
14.3 % for IDC, 17.9 % for ILC, and 25.5 % for MDLC
(p = 0.107). With respect to other remote organ metastasis
and new onset of different malignancies, there was no
difference between the groups (Table 3).

Discussion

IDC accounts for three-quarters of all breast cancers, while
ILC and MDLC subtypes are relatively rare [8, 10, 23].
Besides, mixed histology has not been considered as a
different histological subtype by many opponents [8, 13,
24-26]. Current studies have reported that the incidence of
IDC has remained stable, while the incidences of ILC and
MDLC are increasing, particularly among postmenopausal
women [26, 27]. In our study group, the incidence of mixed

histology (7.4 %) was slightly above the range reported in
relevant literature, which might be due to variable patho-
logical criteria used in diagnosis of a tumor with mixed
histological pattern [24, 26]. On our histologic review, we
diagnosed MDLC as a tumor comprising areas with solid/
cohesive growth pattern consistent with IDC admixed with
areas of discohesive malignant cells with single-cell infil-
tration pattern.

Analysis of expression of E-cadherin and p120 may help to
differentiate between IDC and ILC that are difficult to classify
on the basis of morphological criteria. Previous studies have
demonstrated that E-cadherin expression is lost in the majority
of ILC (80-90 %) and in the areas of lobular morphology in
mixed tumors, while it is usually positive in IDC (particularly
in low-grade tumors), and in areas of ductal morphology in
mixed invasive carcinomas [28]. In this study, we similarly
demonstrated E-cadherin positive staining in the areas with
IDC-type morphology in mixed tumors.
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Fig. 3 Kaplan-Meier curve of
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The incidence of tumors with lobular histology is
increasing, and hormone replacement therapy has been
speculated as a predisposing factor [25-27]. However, in
our study group, history of hormonal therapy was obtained
most frequently in mixed-type tumors (60.0 %), followed
by ILC (44.6 %) and IDC (37.6 %) (p = 0.04).

In one of the largest series evaluating the characteristics
of ILC, patients were at more than twofold risk of devel-
oping contralateral breast carcinoma compared with IDC
cases [8]. On the contrary, some groups have reported
incompatible results [10, 29]. In our study group, mul-
tifocality and multicentricity were observed significantly
more in the ILC group than IDC and MDLC groups.

A distinct metastatic spread pattern of ILC and/or mixed
ductal/lobular tumors has been described in several studies.
Although the mechanism is not clear, the microenviron-
ment of the involved organ or physical properties including
the size or shape of the cells and also decreased cell-to-cell
adhesion secondary to loss of E-cadherin molecule are
thought to influence the metastatic pattern [8]. In accor-
dance with most of the previous reports, the ratio of bone
metastasis was higher in ILC and mixed-type tumors in our
study group [23, 29]. Incidence of distant organ metastasis
other than bone and second primary tumors was not dif-
ferent in the three histologic subgroups.

There is consensus in the literature in terms of ER and
PR receptor positivity and HER2/neu negativity of ILC and
mixed-type tumors [8, 10-12, 23-25, 30-33]. In our study,
expression of ER, PR, p53, and Ki67 was similar in all
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histological subtypes. Besides, HER2/neu levels were sig-
nificantly lower in ILC compared with the other groups.

ILC and mixed tumors differ from IDC in some
respects. One is the recognition of ILC and MDLC at more
advanced stages. However, as shown in our study and in
many others where overall and disease-free survival dif-
ferences were compared stage by stage, no scientific evi-
dence indicating a difference in outcome between IDC
versus ILC and mixed-type tumors has been obtained [8,
10, 12, 23].

In the majority of the studies, some limitations in sur-
vival analysis exist. These include the lack of stage-mat-
ched comparison of survival rates and inadequate patient
population. Wasif et al. [9] overcame these limitations by
comparing a stage-matched study group including 27,639
ILC and 235,769 IDC cases, demonstrating more favorable
disease-free survival in the ILC group. Pestazolli et al.
reported better survival for ILC in the first year but poorer
survival after 6 years, emphasizing the importance and
influence of prolonged follow-up in survival comparisons.
In some previous studies, better survival rates in ILC and/
or mixed-type tumors were attributed to the frequency of
steroid hormone receptor positivity in these tumors, which
is an undisputed favorable prognostic factor in breast
cancer [10]. In our study population, no significant differ-
ence was observed in ER or PR status between the 3
subgroups, and to some extent this observation may explain
the similarity in survival rates within the 3 different his-
tologic subtypes.
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Table 3 Metastatic

involvement by histologic Metastasis IDC, N (%) ILC, N (%) Mixed, N (%) Total, N (%) p
subgroup Axillary lymph node involvement
(+) 303 (63.3) 40 (56.3) 31 (70.5) 374 (63.0) 0.299
(=) 176 (36.7) 31 (43.7) 13 (29.5) 220 (37.0)
Distant metastasis
(+) 131 (26.0) 22 (28.2) 16 (34.0) 169 (26.9) 0.479
(=) 372 (74.0) 56 (71.8) 31 (66.0) 459 (73.1)
Bone
(+) 72 (14.3) 14 (17.9) 12 (25.5) 98 (15.6) 0.107
(=) 431 (85.7) 64 (82.1) 35 (74.5) 530 (84.4)
Lung
+) 55 (10.9) 8 (10.4) 7 (14.9) 70 (11.2) 0.693
(=) 448 (89.1) 69 (89.6) 40 (85.1) 557 (88.8)
Liver
(+) 49 (9.7) 6 (7.7) 5 (10.6) 60 (9.6) 0.820
(=) 454 (90.3) 72 (92.3) 42 (89.4) 568 (90.4)
Brain
(+) 10 (2.0) 1(1.3) 1(2.1) 12 (1.9) 0.908
(=) 492 (98.0) 77 (98.7) 46 (97.9) 615 (98.1)
Gynecologic
+) 1(0.2) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.2) 0.883
IDC invasive ductal carcinoma, (=) 502 (99.8) 78 (100.0) 47 (100.0) 627 (99.8)
ILC invasive l.obula'r carcinoma, Others®
Mixed mixed invasive ductal/
lobular carcinoma (+) 4(0.8) 0 (0.0) 0 (0.0 4 (0.6) 0.606
* Orbital metastasis, adrenal =) 499 (99.2) 78 (100.0) 47 (100.0) 624 (99.4)
metastasis Secondary primary tumors”
® Chronic myelogenous +) 9 (1.8) 0 (0.0) 0 (0.0) 9(1.4) 0.325
leukemia, pancreatic cancer, -) 495 (98.2) 77 (100.0) 47 (100.0) 619 (98.6)

gallbladder cancer

Conclusions

In a few studies, mixed tumors have been described as a
distinct pathological subtype having clinical and histopa-
thological characteristics between IDC and ILC or an entity
resembling ILC [23, 24, 32]. However, the clinical and
biological features of this tumor are yet to be determined.
In our study, MDLC clinically differed from IDC and ILC
with respect to presentation at higher T, N, and TNM stage
and increased tendency for bone metastasis. However,
these unfavorable features did not yield significant differ-
ence in survival outcomes between the three histologic
subtypes.
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ABSTRACT
Background: Sentinel lymph node biopsy is a standard method for the evaluation of axillary status in patients with T1-2NOMO breast cancers.

Aims: To determine the prognostic significance of primary tumour-related clinico-histopathological factors on axillary and non-sentinel lymph node
involvement of patients who underwent sentinel lymph node biopsy.

Study design: Retrospective clinical study.

Methods: In the present study, 157 sentinel lymph node biopsies were performed in 151 consecutive patients with early stage breast cancer between
June 2008 and December 2011.

Results: Successful lymphatic mapping was obtained in 157 of 158 procedures (99.4%). The incidence of larger tumour size (2.543£1.21 vs. 1.974+1.04),
lymphatic vessel invasion (70.6% vs. 29.4%), blood vessel invasion (84.2% vs. 15.8%), and invasive lobular carcinoma subtype (72.7% vs. 27.3%) were
statistically significantly higher in patients with positive SLNs. Logistic stepwise regression analysis disclosed tumour size (odds ratio: 1.51, p=0.0021) and
lymphatic vessel invasion (odds ratio: 4.68, p=0.001) as significant primary tumour-related prognostic determinants of SLN metastasis.

Conclusion: A close relationship was identified between tumour size and lymphatic vessel invasion of the primary tumour and axillary lymph node in-
volvement. However, the positive predictive value of these two independent variables is low and there is no compelling evidence to recommend their

use in routine clinical practice.

Key Words: Breast neoplasms, lymphatic metastasis, sentinel lymph node biopsy.
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Introduction

Subsequent to breast-conserving surgery, sentinel lymph
node biopsy (SLNB) has emerged as another major step in
the surgical treatment of breast cancer. In the meantime, it
is accepted as the standard method for the evaluation of
axillary status in patients with T1-2NOMO breast cancers.
Completion of axillary lymph node dissection (ALND) is the
standard surgical procedure for patients with metastatic
SLNs (1). The prognostic significance of micrometastasis in
SLN or non-SLN is still a matter of debate. A meta-analysis
by Dowlatshahi et al. indicated a statistically significant re-
duction in survival of patients with occult micrometastatic
nodal disease (2). Recent data from studies investigating
the prognostic significance of lymph node micrometasta-
ses compared with node-negative disease revealed poorer
disease-free survival (DFS) (3), which was close to 40% (4),
or overall survival (OS) rates in the micrometastatic group
(5, 6). Thus, the data emphasised the risk of observational
protocols in this subgroup of patients (7). On the contrary,
a novel conservative approach omitting ALND in SLN-posi-
tive patients has been suggested recently (8). In view of the

literature mentioned above, we have so far accepted both
macro- and micrometastatic disease essentially as the stages
of a disease process and have treated them with the same
surgical methods and medical approach.

Following the evolution of axillary conservation con-
cept, determination of risk factors influencing axillary lymph
node involvement aroused interest in many investigators (9,
10). Moreover, estimation of the risk of positive non-SLN in
SLN-positive patients has been an area of research and sev-
eral mathematically designed nomograms that are essentially
based on information about pathological features and the
method of detection were developed (11-14).

In this retrospective analysis, we reviewed our results
in SLNB and elucidated the association between primary
tumour-related histopathological factors and axillary lymph
node involvement. In addition, we systematically reviewed
the current evidence on this issue and evaluated the positive
predictive value (PPV) of primary tumour-related factors on
SLN involvement in a meta-analysis. As a secondary objective,
we employed patient characteristics and primary tumour-re-
lated histopathological factors to evaluate their effectiveness
in predicting the involvement of non-SLN metastasis.
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Material and Methods

The study group consisted of 157 breast cancer patients
(155 female and 2 male) who underwent SLNB between June
2008 and December 2011. All patients had unilateral lesions.
A total of 158 SLNBs were performed. The age range was
24-86 years (mean: 56.8+13.8). Thirty-three patients had
prior excisional biopsy. Patient characteristics such as age,
menopausal status, primary tumour characteristics including
histological type (HT), histological grade (HG) via the modi-
fied Bloom and Richardson system, tumour size (TS), lympho-
vascular invasion (LVI), and blood vessel invasion (BVI), and
ER, PR, cerb-B2, p53, and Ki67 status were assessed as po-
tential predictive factors of axillary lymph node involvement.

Lymphatic mapping was performed by a combined meth-
od (blue dye and radiocolloid) in 87 procedures and only by
radiocolloid in the remaining 75 procedures due to temporary
blue-dye shortage. Three different radiocolloids, with respect
to colloid diameter and chemical composition, were used.
Of the commercially available products; Tc?™-tin colloid (TC)
(Amerscan Hepatate |l; Amersham International, Amersham,
U.K.) was used in 17, Tc?*™ nanocolloid of serum albumin (NC)
(Nanocoll; Nycomed Amersham Sorin s.r.l., Saluggia, Italy) was
used in 43, and Tc”™ colloidal rhenium sulphide (CS) (Nano-
cis; CIS Bio International, Gif-sur-Yvette, France) was used in
89 procedures. Mean colloid diameter was 72-88 nm in TC,
8 nm in NL, and 22-29 nm in NC. Radiocolloid was injected
subdermally in the four quadrants of the periareolar region on
the day (18-24 hr) before surgery in all 149 procedures. For
each injection, 0.25 mCi of radiocolloid was prepared in 0.1
mL volume. Before the operative procedure, lymphatic im-
ages were collected at anterior and lateral projections within
an hour following injection. Isosulphan blue 1% (Lymphazurin®
Tyco Healthcare Group LP, Norwalk, CT 06856 USA) was in-
jected into the subareolar space in 5 mL volume following in-
duction of anaesthesia. Five minutes of efficient massage was
performed to stimulate lymphatic drainage. In group A, all
hot and/or blue nodes and in group B, all hot nodes were ac-
cepted as SLNs and were harvested. Hot nodes were defined
as nodes bearing radioactivity fourfold of the background ac-
tivity and were localised using a hand-guided gamma probe
(Navigator® GPS, Tyco Healthcare, Group LP, Norwalk, CT
USA\). 'Successful lymphatic mapping’ was defined as localisa-
tion of one or multiple SLN(s) by radiocolloid and/or blue dye.
SLNs were evaluated with frozen section analysis intraopera-
tively. At least two sections were prepared and examined. In
case of suspicion, an additional two sections from the same
SLN were evaluated. The remaining tissue fragments of the
SLNs were formalin-fixed, paraffin-embedded, and sectioned.
Haematoxylin&Eosin (HE) staining was used for histological
evaluation. Immunohistochemistry using cytokeratin antibody
was used for lymph nodes that were negative with HE stain-
ing. The detection of metastatic cells in one of these steps
was defined as a 'positive SLN'. Metastatic lymph nodes were
classified according to the size of metastatic deposit as mac-
rometastasis (>2 mm) and micrometastasis (0.2-2 mm). Cell
clusters or isolated tumour cells of <0.2 mm diameter were
described as submicrometastasis. Patients having macro- or

micrometastasis in sentinel nodes underwent axillary dissec-
tion (ALND). No additional axillary clearance was performed
in patients with submicroscopic deposits because of unknown
biological relevance of these cells.

The precise effect of patient and primary tumour charac-
teristics in different studies were qualitatively examined in a
meta-analysis. The primary objective was to determine the
PPV of the statistically significant prognosticators of SLN in-
volvement in independent studies (9, 15-19).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 18.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA) for Windows. The relationship between
clinico-pathological variables and axillary lymph node in-
volvement was initially evaluated using univariate analysis.
Following this, multivariate logistic regression analysis was
performed in order to demonstrate the relationship between
significant dependent variables and their relevance to meta-
static involvement of SLNs or non-SLNs. Two-sided p values
were calculated for all tests and a p value less than 0.01 was
considered statistically significant.

Results

Successful lymphatic mapping was achieved in 157 of 158
procedures (99.4%). Radiocolloid uptake was observed in all
148 cases. The single patient with unsuccessful lymphatic
mapping had a prior excisional biopsy in the upper outer
quadrant and was treated by the combined method.

SLNs were metastatic in 59 (37.6%) cases. Forty-seven of
them were diagnosed during frozen section analysis and 12
during the evaluation of H&E-stained paraffin sections or im-
munohistochemistry. In this latter group, 10 SLNs had micro-
metastasis and one had macrometastasis. In a single patient
with three consecutive negative SLNs, we harvested a para-
sentinel node with suspicious macroscopic appearance and
demonstrated micrometastatic deposits in paraffin sections.
Among 47 patients, one had micrometastasis and 46 had
macrometastasis. Complementary axillary dissection was per-
formed in all patients with positive SLNs and in the particular
patient with positive parasentinel node.

No additional metastatic lymph nodes were identified in
paraffin section analysis of the ALND specimens of 12 patients
with micrometastatic nodal disease. However, additional met-
astatic lymph nodes were detected in 19 of 47 (40.4%) pa-
tients with macrometastasis in SLNs (range: 1-25, median: 2).
Of the 12 patients with micrometastatic nodal involvement,
only one (8.3%) was detected by frozen section analysis.

Patient characteristics and results of the histopathological
evaluation of the primary tumour are shown in Table 1. Patient
demographics and histopathological features of the primary
tumour that were likely to predict metastatic involvement of
SLNs are shown in Table 2. Any potential confounder that had
a p<0.01, which reflected a relationship with the outcome
was included in the multiple logistic regression analysis. TS
(p=0.002), tumour histology (presence of ILC, p=0.001), and
blood and lymphatic vessel invasion (p<0.0001) were statisti-
cally significantly associated with tumour involvement of SLNs
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Table 1. Patient and tumour characteristics

Characteristics

Number of patients (%)

All cases

Mean age, years (range)

Sex
Female
Male

Menopausal Status
Postmenopausal
Premenopausal

Breast Surgery
Mastectomy
Lumpectomy

Histology
Invasive ductal carcinoma
Invasive lobular carcinoma

Mixed (invasive ductal +
invasive lobular carcinoma)

Ductal carcinoma in situ
Others
Histological Grade
1
2
3
Mean Tumour Size (cm) (range)
SLN Metastasis
None
Metastatic
Micrometastatic
ER
Positive
Negative
Unknown
PR
Positive
Negative
Unknown
c-erbB2
Positive
Negative
Unknown
p53
Positive
Negative
Unknown
Ki67
Positive
Negative
Unknown

151
56.8 (24-88)

149 (98.7)
2(1.3)

97 (65.1)
52 (34.9)

81 (51.6)
76 (48.4)

99 (63.1)
11(7.0)
16 (10.2)

10 (6.4)
21 (13.4)

14 (8.9)

89 (56.7)

36 (22.9)
2.192 (0.2-6)

97 (61.8)
47 (29.9)
13(8.3)

110 (70.1)
44 (28.0)
3(1.9)

109 (69.4)
45 (28.7)
3(1.9)

29 (18.5)
116 (73.9)
12 (7.6)

34 (21.7)
91 (58.0)
32 (20.4)

31(19.7)
95 (60.5)
31(19.7)

receptor

SLN: sentinel lymph node; ER: oestrogen receptor; PR: progesterone

Table 2. Comparison of clinical and histopathological cha-
racteristics in SLN (+) and SLN (-) patients and their statis-
tical significance

SLN (-) SLN (+) P
N (%) N (%)
Age (years)
>50 35(57.4) 26 (42.6) 0.192
<50 63 (65.6) 33(34.4)
Menopausal Status
Premenopausal 31 (57.4) 23 (42.6) 0.396
Postmenopausal 65 (64.4) 36 (35.6)
Tumour Histology
IDC 58 (58.6) 41 (41.4) 0.001
ILC 3(27.3) 8(72.7)
Mixed (IDC+ILC) 8 (50.0) 8 (50.0)
DCIS 10 (100.0) 0(0.0)
Others 18 (85.7) 3(14.3)
Histological Grade
HG1 12 (85.7) 2(14.3) 0.09
HG2 51(57.3) 38(42.7)
HG3 19 (52.8) 17 (47.2)

Tumour Size
1.974+1.03822.543+1.2077 0.002
Lymphatic Vessel Invasion

(cm) (meanxSD)

(=) 87 (70.7)  36(29.3) <0.0001
(+) 10 (29.4) 24 (70.6)
Blood Vessel Invasion
(=) 94 (68.1) 44(31.9) <0.0001
(+) 3(15.8) 16 (84.2)
Oestrogen Receptor
ER (-) 27 (61.4) 17 (38.6) 0.958
ER (+) 67 (60.9) 43 (39.1)
Progesterone Receptor
PR (-) 29 (64.4) 16 (35.6) 0.578
PR (+) 65(59.6) 44 (40.4)
c-erbB2
Negative or (1+) or 72 (62.1) 44 (37.9) 0.309
(2++) and FISH (-)
(3+++) or (2++) and 15(51.7) 14 (48.3)
FISH (+)
p53 (+) >10%
() 51(56.0) 40 (44.0) 0.780
(+) 20(58.8) 14 (41.2)
Ki67 (+) >14%
() 56 (58.9) 39 (41.1) 0.474
(+) 16 (51.6)  15(48.4)

SLN: sentinel lymph node; IDC: invasive ductal carcinoma; ILC: invasi-
ve lobular carcinoma; DCIS: ductal carcinoma in situ; FISH: fluorescen-
ce in situ hybridization
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Table 3. Multivariate logistic regression analysis for predic-
ting tumour-related variables having a potential influence
on SLN metastasis

Table 4. Clinical and histopathological features of metasta-
tic or tumour-free non-SLNs in SLN-positive patients who
underwent axillary lymph node dissection

Odds 95% confidence P

ratio interval value
Tumour size 1.511 1.065-2.144 0.0021
Lymphovascular ~ 4.680 1.865-11.743 0.001
invasion

in the univariate analysis. These four independent variables
were further evaluated by logistic stepwise regression analy-
sis, which disclosed tumour size (odds ratio: 1.51, p=0.0021)
and LVI (odds ratio: 4.68, p=0.001) as the only significant pri-
mary tumour-related prognostic determinants of SLN metas-
tasis (Table 3). However, the PPV of both tumour size (0.47)
and LVI (0.70) in determining SLN involvement remained low-
er than expected.

The same variables were reevaluated to identify their
probable impact on non-SLN involvement of patients with mi-
cro- or macrometastatic SLNs following ALND (Table 4). Here
again, LVI of the primary tumour (p=0.002) appeared as the
unique prognostic determinant of non-SLN metastasis. With
regard to other covariates, the impact of tumour size and BVI
(p=0.066) disclosed a statistical trend, but was not statistically
significant.

The review of the literature revealed six methodologically
sound studies with some risk factors being included in the as-
sessment of metastatic involvement of SLNs (Table 5 and 6).
Tumour size and/or LVI were invariably the significant two fac-
tors in determining SLN metastasis in multivariate regression
analysis in all studies. We evaluated the PPV and NPV (nega-
tive predictive value) of these two determinants cumulatively
and display the results in Tables 5 and 6.

Discussion

SLNB is currently the accepted standard method for the
evaluation of axillary status in patients with stage 1 and 2
breast cancer (1, 20-23). Almost 75% of patients in this group
benefit from the technique by avoidance of unnecessary axil-
lary dissection and its related morbidity (24).

Many controversial issues have been disputed following
the introduction of SLNB for the assessment of axillary status
in early breast cancer. Some authors recommended comple-
mentary axillary dissection in patients with micrometastasis
due to the relationship of subclinical nodal disease with worse
survival figures (3, 5-7, 25).

On the contrary, this concept has been questioned even in
patients with metastatic SLNs, due to the encouraging surviv-
al results in recent publications. The Z0011 trial, the only mul-
ticentre randomised phase 3 study, compared ALND with no
further axillary treatment in patients with axillary lymph node
metastasis. The primary objective of this study was OS with
the determination of non-inferiority of SLND to ALND. The
study prematurely closed due to enrolment of less than 50%
of the targeted population (planned: 1900 patients, enrolled:

Non-SLNs Non-SLNs P
without with
tumour tumour
N (%) N (%)
Age (years)
<50 17 (65.4) 9 (34.6) 0.470
>50 23 (69.7 10 (30.3)
Menopausal Status
Premenopausal 14 (60.9) 9 (39.1) 0.363
Postmenopausal 26 (72.2) 10 (27.8)
Tumour Histology
IDC 27 (65.9) 14 (34.1) NA
ILC 7 (87.5) 1(12.5)
Mixed (IDC+ILC) 5 (62.5) 3(37.5)
Others 2 (66.7) 1(33.3)
Histological Grade
HG1 2 (100.0) 0(0.0) NA
HG2 29 (76.3) 9 (23.7)
HG3 7 (41.2) 10 (58.8)
Tumour Size
(cm) (median=IR) 2.0+1.5 2.8+1.5 0.066
Lymphatic Invasion
() 30(83.3) 6(16.7) 0.002
(+) 11(45.8) 13(54.2)
Blood Vessel Invasion
(=) 33(75.00  11(25.0) 0.066
(+) 8 (50.0) 8 (50.0)
Oestrogen Receptor
ER (-) 11 (64.7) 6 (35.3) 0.704
ER (+) 30(69.8) 13(30.2)
Progesterone Receptor
PR (-) 11 (68.8) 5(31.3) 0.967
PR (+) 30(68.2) 14 (31.8)
c-erbB2
Negative or (1+) or 29 (65.9)  15(34.1) 0.486
(2++) and FISH (-)
(3+++) or (2++)and 10 (71.4) 4 (28.6)
FISH (+)
p53 (+) >10%
() 30(75.00 10 (25.0) 0.083
(+) 7 (50.0) 7 (50.0)
Ki67 (+) >14%
() 29 (74.4) 10 (25.6) 0.123
(+) 8(53.3) 7 (46.7)

SLN: sentinel lymph node; IDC: invasive ductal carcinoma; ILC: invasi-
ve lobular carcinoma; FISH: fluorescence in situ hybridization
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Table 5. Analysis of the impact of tumour size on sentinel lymph node metastasis (literature review) (9, 15-19)

Study T<2 em/All  T>2 em/All p value PPV NPV  Sensitivity Specificity Accuracy
Rivadeneira NA NA 0.01 NA NA NA NA NA
Fan NA NA NA NA NA NA NA NA
Ozmen 65/218 83/161 <0.0001 0.52 0.70 0.56 0.66 0.62
Mustac NA NA 0.004 NA NA NA NA NA
Aitken 69/286 160/337 <0.01 0.47 0.76 0.70 0.55 0.61
Boler 69/222 67/110 0.0001 0.61 0.69 0.49 0.78 0.66
Present Study 29/91 31/66 0.002 0.47 0.68 0.52 0.64 0.59
Total 232/817 341/674 NA 0.51 0.72 0.60 0.64 0.62

T: tumour size; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value

Table 6. Analysis of the impact of lymphovascular invasion on sentinel lymph node metastasis (literature review) (9, 15-19)

Study LVI (-)/All LVI (+)/All p value PPV NPV  Sensitivity Specificity Accuracy
Rivadeneira 68/450 14/28 0.0001 0.50 0.85 0.17 0.96 0.83
Fan 81/336 32/47 NA 0.68 0.76 0.28 0.94 0.75
Ozmen 67/223 81/161 <0.001 0.50 0.70 0.55 0.66 0.62
Mustac 38/195 21/64 0.034 0.33 0.81 0.36 0.79 0.69
Aitken 127/455 97/168 <0.001 0.58 0.72 0.43 0.82 0.68
Boler 51/210 82/109 0.0001 0.75 0.76 0.62 0.85 0.76
Present Study 36/123 24/34 <0.0001 0.71 0.71 0.40 0.90 0.71
Total 468/1992 351/611 NA 0.57 0.77 0.43 0.85 0.72

LVI: lymphovascular invasion; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value

891 patients). The definition of clinical non-inferiority was
too lax and the assumption was 5-year survival in the SLND
arm to be no less than 75% of that in the ALND arm. Initially,
500 deaths were required to reach 90% statistical power to
confirm non-inferiority of SLND with the use of a two-sided
90% confidence interval (8). However, final survival analysis
has been reported at a median follow-up of 6.3 years with
94 deaths (42 in the SLN group and 52 in the ALND group).
Moreover, axillary recurrence rate in the SLN arm was double
that in the ALND arm (26). With these drawbacks in mind,
the conclusion of the authors that SLND was non-inferior to
ALND in patients with SLN metastasis should be interpreted
very cautiously.

Improvements in imaging, surgical and radiation methods,
and introduction of sophisticated pathological evaluation and
effective systemic adjuvant chemotherapy entail revisiting
of standard local therapy (27). In our series, none of the 11
patients with micrometastasis in SLNs had additional meta-
static lymph nodes in dissection material, whereas 44.2% of
patients with macrometastatic disease in SLNs had additional
metastatic non-sentinel lymph nodes. These results are com-
patible with the current literature (12). With a conservative
point of view, one might claim that all patients with microme-
tastasis and 55.8% of patients with macrometastasis in SLNs
have been overtreated in our study group. In order to avoid
unnecessary ALND, preoperative risk assessment for axillary

status is of the utmost importance to estimate the metastatic
involvement of the SLN and the likelihood of additional re-
sidual disease in the non-SLN (15, 28-30). In both situations,
certain demographic characteristics of the patient and histo-
logical features of the tumour that are highly predictive of
SLN and non-SLN status would be helpful in decision making.

As reported in the previous studies, the low identification
rate of micrometastases by frozen section and conventional
H&E staining (7) and the strong evidence about the impact
of micrometastatic nodal disease on locoregional recurrence
(31, 32) warrant identification of primary tumour-related histo-
pathological factors with high predictive ability. Many studies
have validated the MSKCC nomogram, which was proposed
for predicting non-SLN metastases. Some of them did not
find it trustworthy particularly for SLNs with micrometastatic
involvement, while others have proposed a different proce-
dure for improving predictive accuracy (11, 33). Given that the
patients presented with a high frequency of micrometastasis,
the predictive ability of non-SLN involvement of the Tenon
and Stanford nomograms is the most important in this regard
(14, 34). In two studies, the MSKCC nomogram did not prove
to be reliable for identifying non-SLN metastasis in patients
with micrometastasis-positive SLNs, with an area under the
ROC curve of 54% and 59%, respectively (11, 34). However,
the Cambridge model and a novel Turkish formula seem to be
uninfluenced by SLN micrometastasis and non-SLN positivity
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rates and have an area under the ROC curve of over 80%
each, and thus deserve further validation in prospective tri-
als (13, 14, 35). Age, menopausal status, HT, HG, size of the
tumour, lymphatic and blood vessel invasion, and hormone
receptor status are previously studied factors.

Despite the inhomogeneity of data concerning predic-
tors of axillary positivity, the literature review and our results
pointed to tumour size and lymphovascular invasion as factors
having an influence on axillary metastatic rates (9, 15-19). Re-
cently, in a prospective study of 177 patients concerning early
invasive breast cancer treatment via tumour excision and SLNB,
TS (p=0.003) and LVI (p=0.01) appeared to be the only histo-
pathological characteristics having a significant association
with lymph node positivity in multivariate analysis (36). How-
ever, the PPV of these two parameters in determining meta-
static involvement of SLNs remained very low both in our study
and in cumulative analysis of six studies including more than
4000 patients, thus hindering us from recommending their use
in routine clinical practice and surgical decision making.

In our study, the low detection rate of micrometastatic de-
posits in SLNs by frozen section analysis was an interesting
observation. Almost 92% percent (11 of 12 patients) of mi-
crometastasis had been missed during intraoperative frozen
section. There is a disparity of view on the contribution of
complementary rapid IHC for improving the diagnostic abil-
ity of intraoperative FS in the subset of patients with micro-
metastatic disease (37-39). Our technique using H&E staining
during frozen section analysis yielded a sensitivity of 97.9%
for macrometastatic disease, which is comparable to prior re-
ports based on the rapid-IHC technique (39).

In conclusion, frozen section analysis using H&E staining was
very successful in detecting macrometastatic disease in SLNs;
however, the technique failed to detect most of the microme-
tastasis. Among various factors, TS and lymphovascular invasion
of the primary tumour were determined as predisposing factors
for axillary SLN and non-SLN involvement. True-cut or excision-
al biopsy of primary tumour in patients with early stage breast
cancer is a common clinical practice. Histopathological evalu-
ation of paraffin-embedded but not frozen section specimens
clearly demonstrated the prognosticators of axillary involve-
ment. However, as the PPV of these prognosticators was unac-
ceptably low, it is very premature to recommend the application
of this information before proceeding to axillary dissection.
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Abstract

Background: Breast cancer is the most common cancer type among women with increasing incidence rates,
improved prognosis and survival. According to the localization of the tumor, breast cancer is designated as
unilateral (UBC) or bilateral (BBC). BBC can be classified as synchronous (SCCB) or metachronous (MBBC)
based on the time interval between the diagnosis of the first and the secondary tumors. According to the guideline
of WHO 2012, BBC is generally defined as SBBC when contralateral breast carcinoma is diagnosed within 3
months. The aim of this study was to compare the characteristics and patterns of metastasis of BBC patients
with UBC. Materials and Methods: A cohort of 768 patients with breast cancer treated at the Turkish Ministry
of Health-Izmir Bozyaka Research and Training Hospital between 1976 and 2012 were studied. Survival analysis
was performed comparing UBC and BBC patients. In addition, evaluations were performed in patients with
SBBC and MBBC sub-groups. We used a 3-months interval to distinguish metachronous from synchronous.
Results: When clinical and histopathological parameters were statistically evaluated, ER status, event-free and
overall survival were found to be significant between UBC and BBC patients. In comparison of SBBC and MBBC
patients, age, histological type of tumor, event-free and overall survival were found to be significant. Conclusions:
BBC cases were found to show worse prognosis than UBC cases. Among BBC, SBBC had the worst prognosis
based on overall survival rates.

Keywords: Bilateral breast cancer - unilateral breast cancer - metachronous - synchronous
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as the presentation of breast cancer within 0- 12 months
of each other (Chen 2013). According to the guideline
of WHO 2012, BBC is generally defined as SBBC when
contralateral breast carcinoma is diagnosed within 3

Introduction

Breast cancer is the most common cancer type among
women which has increasing incedence rates, improved

prognosis and survival (Hartman 2007). Various breast
cancer types may present with different clinical and
biological characteristics According to the localization
of the tumor, breast cancer is designated as unilateral
and bilateral. The unilateral breast cancer (UBC) is
defined when the tumor is appeared in only one breast
tissue. If the tumor arise in each breast tissue, this type of
breast carcinoma is called bilateral breast cancer (BBC).
Among all breast cancers BBC accounts 2-6 % and the
development risk of BBC is two to six fold higher in
women who already had primary UBC (Hartman 2007,
Chen 1999).

BBC can be classified as synchronous and metachronous
based on the time interval between the diagnosis of the
first and the secondary tumors. Some previous studies
have defined synchronous bilateral breast cancer (SBBC)

months. If contralateral breast carcinoma is diagnosed
more than 3 months, this type of BBC is defined as
metachronous bilateral breast carcinoma (MBBC)
(Hartman 2007, Irvine 2009). SBBC is also defined as the
presentation of breast cancer within 12 months in studies
from an epidemiological point of view (Huo 2011, Ibrahim
2015). The SBBC is found to be relatively low between 1
and 3 % of all cases of breast cancers (Holm 2014). SBBC
and MBBC shows distinct biological characteristics which
are mainly reflecting differences in histopathological
features, stage and prognosis (Senkus 2014).

Some studies showed that BBCs are associated with
worse outcome and reduced survival. On the contrary,
some other studies claimed that there is no significant
different in survival between UBC and BBC. Despite the
previous and recent ongoing studies, the impact of the type
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of BBC on the prognosis and the survival of the patients,
still remains uncertain. (Yoshimura 2013).

The aim of this study to compare the characteristics
and patterns of metastasis of BBC patients with UBC.
Survival analysis was performed comparing UBC
and BBC patients. In addition same evaluations were
performed in patients with sub-groups of BBC as SBBC
and MBBC.

Materials and Methods

Patients

We identified 768 patients (760 female, 8 male) women
who were diagnosed as breast cancer and treated for an
invasive primary breast cancer at Turkish Ministry of
Health-Izmir Bozyaka Research and Training Hospital
between 1976 and 2012. We collected clinical and
pathological information of the patients from clinical
archive files until October 2014. UBC patients were
followed up for 1- 293 months (+81.65). BBC patients
were followed up for 10-401 months (+117.2). Median
follow up period was 90 months. 8 patients were excluded
because no further data was achieved after diagnosis. The
patients were operated for mastectomy or prophylactic
mastectomy. We evaluated estrogen receptor (ER),
progesteron receptor (PgR) and CerB2 status, TNM
stages, location and number of metastasis, subtype as
unilateral or bilateral, SBBC and MBBC types and
survivals. Mammographical image of a SBBC patient
was shown in Figure 1. Our outcome of interest were
local recurrence or distant metastasis. Distant metastases
were defined as any lesion located outside the breast
tissue, mastectomy scar, ipsilateral axillary lymph nodes
or ipsilateral supraclavicular lymph nodes. Metastatic
sites were grouped as: bone, lung, liver, central nervous
system, gynecological, distant cutaneous; distant lymph
nodes; multiple organs. We used a 3-months interval to
distinguish metachronous from synchronous CBC.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using SPSS
16.0 software (for Windows, Chicago, IL). Descriptives
and frequencies of the parameters in the study were

100 mm

Figure 1. Senkronous Bilateral Breast Carcinoma
Mammography

2 Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, Vol 16, 2015

evaluated with standard derivation. The correlation
analysis was done by Pearson correlation test. Statistical
analysis were performed by Chi Square test, Mann
Whitney U nonparametric test and Independent sample
t test. According to the distribution of the parameters
and/ or number of the cases in each parameter. Survival
analysis was performed by Kaplan Meier test with log rank
analysis. P values < 0.05 was considered to be statistically
significant.

Figure 2. a) Invasive Ductal Carcinoma; b) Invasive
Lobular Carcinoma; c¢) Carcinoma with Signet-Ring
Cell; d) Mucinous Carcinoma
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Figure 3. a) Overall Survival Analysis; b) Overall
Survival Analysis
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Results

This study included 768 patients with breast cancer.
45 of them were BBC either metachronous (n=30) or
synchronous (n=15). Eight of the cases were male (all
of them were unilateral). 39.5% of the cases had used
birth control pills in the past. 43.5% of the cases were
premenopause. 85.6% of the cases had underwent
modified radical mastectomy, 12.5% cases lumpektomy/
quadrantectomy. 65.8% of the cases were diagnosed
as invasive ductal carcinoma, 10.8% of the cases were
diagnosed as invasive lobular carcinoma and 23.6% of
the cases were diagnosed as other types of breast cancer.
59.4% of the cases were ER positive, 59.1% of the cases
were PgR positive. 66.4% of the cases were cerbB2 score
0/1+, 12.5% of the cases were cerbB2 score 2 and 21.1%
of the cases were cerbB2 score 3. p53 was positive in
20.1% of the cases. Ki67 proliferation index was high
(over 14.0%) in 26,3% of the cases. 15.7% of the cases
were stage 1, 40.9% of the cases were stage II and 33.2%

Table 1. [PLEASE SUPPLY]

of the cases were stage III. Stage was not accessed in
8.1% of the cases. 4.9% of the cases had local recurrence.
14.1% of the cases had bone metastasis while 10.2% of
the cases had lung metastasis, 8.8% of the cases had liver
metastasis and 2% of the cases had brain metastasis. 45.4%
of the cases were right sided breast tumor and 48.7%of
the cases were left sided breast tumor. 45 of the cases had
BBC (5.9%). 15 of the 45 BBC cases had synchronous
tumor (33.3%). 30 of the 45 bilateral breast cancer cases
had metachronous breast cancer (66.7%) (p> 0.005 Chi
Square test). The descriptives and frequencies of the
clinical and pathological characteristics of all cases were
as shown in Table 1.

When histopathologic diagnosis of the groups
compared, the invasive ductal carcinoma whether in
combination with ductal component or not, was observed
in 65.7% of cases in unilateral group, besides it was 75.6%
in bilateral group at the first breast diagnosis (Figure
2). 46.6% of the synchronous cases were in the same
histopathologic morphology of both sides. Besides 60%

Characteristics Unilateral (n=723) First tumor of BBC (n=45) P value
Median age (years) (range) 52.79+12.8 52.55+11.31 p=0.167
Histological types:

Invasive ductal carcinoma 62% 66.7% p=0.12
Invasive lobular carcinoma 9.7% 12.8%

Combined carcinoma 9.3% 7.7%

Others 18% 12.8%

Tumor size (mean value) 3.22+1.88 cm 341+2.16 cm p=0.574
ER status:

Positive 58.5% 732% p=0.043
Negative 41.5% 26.8%

PgR status:

Positive 58.5% 69.2% p=0.122
Negative 41.5% 10.8%

cerbB2 status:

Positive 20.7% 25% p=0.078
Negative 67.3% 55%

Equivocal 12% 20%

Ki67 proliferation index:

< 14% 73.6% 722% p=0.898
> 14% 26.4% 27.8%

Nodal status:

NO 37.3% 40.9%

N1 24.8% 25% p=0.518
N2 18.1% 182%

N3 13.9% 11.4%

TNM stage:

Stage 1 15.6% 17.8%

Stage 1T 39.5% 48.9% p=0.169
Stage 111 33.8% 24.4%

Stage IV 2.6% 6.7%

Metastasis:

Positive 24.7% 28.9% p=0.319
Negative 75.3% 71.1%

Metastatic site:

Bone 6.7% 6.2%

Others (lung, liver, brain) - - p=0.864
None 75.4% 73.3%

Survival:

Alive 64.1% 62.2% p=0.0001
Ex 22.7% 28.9%
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Characteristics Synchronous BBC (n=15) Metachronous BBC (n=30) P value
Mean age (years) (range) 59.86+11.18 49.13+£9.78 p=0.005
Histological types:

Invasive ductal carcinoma 42.8% 79.2% p=0.032
Invasive lobular carcinoma 14.2% 12.5%

Combined carcinoma 21.4% 8.3%

Others 21.4% -

Tumor size (mean value, cm) 3.49+1.53 3.38+2.43 p=0.468
ER status:

Positive 76.9% 71.4% p=0.513
Negative 23.1% 28.6%

PgR status:

Positive 84.6% 61.5% p=0.134
Negative 15.4% 38.5%

cerbB2 status:

Positive 15.4% 29.6% p=0.514
Negative 53.8% 55.6%

Equivocal 30.8% 14.8%

Ki67 proliferation index:

< 14% 91.7% 62.5% p=0.069
> 14% 8.3% 37.5%

Nodal status:

NO 21.4% 50% p=0.771
N1 42.9% 16.7%

N2 28.6% 13.3%

N3 7.1% 13.3%

TNM stage:

Stage 1 13.3% 20% p=0.489
Stage II 46.7% 50%

Stage 111 26.7% 23.3%

Stage IV 13.3% 3.3%

Metastasis:

Positive 20% 33.3% p=0.285
Negative 80% 66.7%

Metastatic focus:

None 80% 70% p=0.441
Single 13.3% 16.7%

Multiple 6.7% 13.3%

Metastatic site:

None 80% 70% p=0.327
Bone 13.3% 3.3%

Others (lung, liver, brain) - 2%

Bone + others 6.7% 6.7%

Overall Survival:

Alive 73.3% 56.7% p=0.0001
Exitus 13.3% 36.7%

N/A 13.3% 6.7%

of the metachronous cases have the same histopathologic
morphology. In bilateral breast cancer cases, metachronous
group were mainly diagnosed as invasive ductal or lobular
carcinoma. However in synchronous group, other types
of breast carcinoma like signet-ring cell differantiated
carcinoma, mucinous carcinoma, tubular carcinoma,
carcinoma with medullary carcinoma, intracystic
papillary carcinoma, apocrine carcinoma were observed
especially in one side (Figure 2). The concordance of
the histopathologic diagnosis in both breasts were not
observed in synchronous. The descriptives and frequencies
of the clinical and pathological characteristics of SBBC
and MBBC were as shown in Table 2.

When clinical and histopathological parameters were
statistically evaluated, ER status, event-free and overall

4 Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, Vol 16, 2015

survival were found to be significant between UBC
and BBC patients. In comparison of SBBC and MBBC
patients, age, histological type of tumor, event-free and
overall survival were found to be significant. The mean
age of synchronous cases is 59+8.6. But in metachronous
cases, the mean age is 49.13+9.78. The mean age of
unilateral cases is 52.79+12.8. There was no statistically
significance for age when unilateral and bilateral cases
compared (independent samples T test p=0.89). But
metachronous cases were younger than synchronous cases
(p=0.005). BBC cases had ER expression more than UBC
cases (p=0.043). Event-free survival (EFS) is found to
be statiscally correlated between unilateral and bilateral
cases (p=0,009) (log-rank test). Event-free survival (EFS)
is found to be statically correlated between metachronous
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and synchronous bilateral breast cancer unilateral and
bilateral cases (p=0,013) (log-rank test). SBBC patients
had higher overall survival rates than both UBC and
MBBC (p=0.0001) (Figure 3).

Discussion

Several studies had reported that UBC and BBC
types showed various metastatic and prognostic patterns.
According to these previous studies, the family history of
breast cancer, young age at the time of the first diagnosis,
a lobular histology or multicentricity of the first primary
breast cancer were found to be increasing the risk of BBC
development (Schwenter 2012, Shi 2012). However,
metastatic and prognostic patterns of sub-groups of
BBC that are known as SBBC and MBBC have not been
well clarified. Therefore, in this study the clinical and
pathological parameters were analysed in comparison with
UBC and BBC also in subgroups of SBBC and MBBC.

Shi et al, had shown that MBBC patients diagnosed
within 24 months after the initial diagnosis had significantly
worse prognosis than SBBC patients (Shi, 2012). In this
study, the diagnosis age of first metachronous tumor was
found to be the earliest in MBBC patients among all other
patients. According to the long interval between the first
and the second tumor diagnosis in these MBBC patients,
we suggest that there should be a different multistep
carcinogenetical pathway inducing the occurence of the
second tumor. We questioned if the histopathological types
of MBBC s differ from each other based on time so first
we sub-grouped MBBC as early (time of diagnosis <36
months) or late (>36 months). In these subgroups we found
that invasive lobular or ductal breast carcinoma types were
found to be the most common type among late MBBCs.
On the contrary, the late MBBCs patients most commonly
had the signet-ring cell carcinoma type. The classification
of the signet-ring cell carcinoma type is a conflict whether
it is included in ductal or lobular carcinoma. As we found
that this complex carcinoma type was more common in
late MBBCs even though both breast tissues were exposed
to the same carcinogenic effects. During the late interval
of the secondary tumor occurence, an additional biological
change might be responsible for the transformation to this
complex type.

Hartman et al. (2007) showed that SBBC and MBBC
diagnosed at different ages showed profound differences
in the incidence trends and prognostic outlook (Hartman
et al., 2007). In this study, the age of diagnosis did not
show statistical significance between UBC and BBC cases
however MBBC patients were found to be younger than
SBBC patients.

Baykara et al investigated 90 MBBC and 60 SBBC
in a retrospective analysis of ten years period (Baykara
2012). They found that MBBC was different from SBBC
by having more advanced grade and stage, beside less ER
expression, more frequent rates of local relapse and distant
metastasis. In their series, MBBC cases responded better
to chemotherapy in case of relapse/metastasis. Similarly,
we founded that MBBC patients had less ER expression
and more frequent rates of single or multipl metastasis
than SBBC patients. Also, there was more advanced stage

for stage I and II in MBBC. We founded that the most
common stage in MBBC was stage II.

Schwentner et al, had studied the association of UBC
and BBC types with prognosis. They showed that the
patients with BBC have primarily a worse prognosis in
terms of relaps-free and overall survival than patients
with primarily UBC (Schwentner, 2012). Ibrahim et al
compared SBBC and MBBC patient characteristics and
evaluated their impact on prognosis. They followed up
and evaluated 110 cases of BBC between 2005 and 2009.
They defined patients as SBBC when contralateral breast
carcinoma was diagnosed less than 12 months. According
to this evaluation they found that SBBC patients might
have worse prognosis (Ibrahim, 2015). Similarly, we
evaluated the overall survival of all cases considering
the subgroups of UBC, SBBC and MBBC. However, we
defined patients with SBBC when contralateral breast
carcinoma was diagnosed within 3 months. We found
that SBBC patients had higher overall survival rates than
both UBC and MBBC. We suggest that the main reason
for this finding could be the fact that SBBC patients had
underwent bilateral mastectomy.

In this study, we evaluated 768 breast carcinoma
cases on the point of view of characteristics of BBCs.
BBC cases were 5.86% of all cases; 3.91% was MBBC
and 1.95% was SBBC. Among MBBCs invasive ductal
carcinoma subtype was higher than SBBC. Rare types of
tumors were observed SBBC cases. BBC cases had ER
expression more than UBC cases. The reason of hormonal
receptor dependence of BBC should be explored. These
data indicate that SBBC cases and MBBC cases might be
derived from different carcinogenetic processes. In this
series, BBC cases were found to show worse prognosis
than UBC cases. Among BBC, SBBC had the worst
prognosis based on overall survival rates. The data about
proliferation index, cerbB2 status, stage, nodal status,
tumor size or metastasis status were not found to be the
reason of this prognostic difference. Our next plan is to
compare molecular characteristics of SBBC and MBBC
to search for new prognostic
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Background: Trastuzumab, the HER2 oncogene targeting drug, shows remarkable
clinical efficacy in HER2-amplified breast cancer patients. In spite of robust activity,
some of the patients with HER2-positive breast cancers do not get the benefit because
of the resistance to trastuzumab. Overexpression of p95HER?2 is one of the molecular
mechanisms of trastuzumab resistance. We aimed to investigate whether p95HER?2
overexpressing breast cancers were resistant to trastuzumab.

Methods: p95HER?2 (truncated HER2) and HER2 was determined by real-time
polimerase chain reaction (RT-PCR) analysis. HER2 protein expression and HER2
gene amplification was also determined by immunohistochemistry and chromogenic
in situ hybridization. 80 formalin fixed paraffin-embedded (FFPE) breast cancer tumor
tissue archieve materials were used to analyze all of the evaluations. embedded .
According to clinical information of the cases, none of the cases had metastases in the
initial diagnosis. HER2 positive cases underwent trastuzumab regimens with/without
chemoterapy.

Results: This study included 80 breast cancer cases. 39 cases were HER2 positive
and had trastuzumab treatment. 11 (28,2%) of these 39 cases were trastuzumab
resistance and 28 (71,8%) of 39 cases did not show trastuzumab resistance. 17
(43,6%) of 39 cases were recurrence. 22 (56,4%) of 39 cases weren't recurrence. 3
cases were exitus. pP95HER2 mean ratio was 11,01£19.73 (0,41-5,89) on 11 cases
which were trastuzumab resistant. pP95HER2 mean ratio was 1,99+1.37 (0,51-6,63) on
28 cases without trastuzumab resistance. If p95HER2 ratio was low, there was no
trastuzumab resistance. However, for every statement on which p95HER? ratio was
high, there was trastuzumab resistance (p=0,210 Mann Whitney test).

Conclusion: p95HER2 was found to be correlated with trastuzumab resistance, but it
was not a determinant of trastuzumab resistance alone. We suggest that pP95HER?2 is
sensitive but not specific for prediction of the trastuzumab resistance.
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ABSTRACT

Background: Trastuzumab, the HER2 oncogene targeting drug, shows remarkable
clinical efficacy in HER2-amplified breast cancer patients. In spite of robust activity,
some of the patients with HER2-positive breast cancers do not get the benefit
because of the resistance to trastuzumab. Overexpression of p95HER2 is one of the
molecular mechanisms of trastuzumab resistance. We aimed to investigate whether

P95SHER?2 overexpressing breast cancers were resistant to trastuzumab.

Methods: p95HER2 (truncated HER2) and HER2 was determined by real-time
polimerase chain reaction (RT-PCR) analysis. HER2 protein expression and HER2
gene amplification was also determined by immunohistochemistry and chromogenic
in situ hybridization. 80 formalin fixed paraffin-embedded (FFPE) breast cancer
tumor tissue archieve materials were used to analyze all of the evaluations.
embedded. According to clinical information of the cases, none of the cases had
metastases in the initial diagnosis. HER2 positive cases underwent trastuzumab

regimens with/without chemoterapy.

Results: This study included 80 breast cancer cases. 39 cases were HER2 positive
and had trastuzumab treatment. 11 (28,2%) of these 39 cases were trastuzumab
resistance and 28 (71,8%) of 39 cases did not show trastuzumab resistance. 17
(43,6%) of 39 cases were recurrence. 22 (56,4%) of 39 cases weren’t recurrence. 3
cases were exitus. p95HER2 mean ratio was 11,01+19.73 (0,41-5,89) on 11 cases
which were trastuzumab resistant. p95HER2 mean ratio was 1,99+1.37 (0,51-6,63)
on 28 cases without trastuzumab resistance. If p95HER?2 ratio was low, there was no
trastuzumab resistance. However, for every statement on which p95HER?2 ratio was

high, there was trastuzumab resistance (p=0,210 Mann Whitney test).

Conclusion: p95HER2 was found to be correlated with trastuzumab resistance, but
it was not a determinant of trastuzumab resistance alone. We suggest that p95HER?2
is sensitive but not specific for prediction of the trastuzumab resistance.
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INTRODUCTION

Breast cancer is one of the most common cancer type seen in female patients
and is among the most common reasons of cancer related deaths. It is a highly
heterogeneus disease which can be microscopically divided into subgroups
according to it's morphologic structure and which can be divided into molecular
subgroups by evaluation of some specific biomarkers. Estrogen receptor (ER) and
human epidermal growth factor receptor 2 (HERZ2) are used for molecular
classification and have a particular importance. HER2 overexpression and/or
amplification is seen in approximately 20% of invasive breast carcinomas (1). HER2
positivity is reported to be correlated with an aggressive clinical course and low
survival rates (1-3). Trastuzumab is a monoclonal antibody developed to act against
the extracellular domain of HER2. It is an important targeted agent for both early and
advanced stage breast cancers. The course of HER2 positive breast cancers have
changed since trastuzumab came into clinical use. Despite it's stong efficieny,
progression occurs in more than a half of HER2 positive breast cancer patients,
within one year or later, due to primary or acquired resistance (4-5).

Approximately in 30% of HER2 positive breast cancer patients, 90-115 kDa
weighting receptor fragments all together known as p95HER2 carboxy terminal
fragments (CTF) are expressed (6-7). These p95HER2-CTFs are generated by two
different mechanisms: proteolytic sheeding and alternative translation. Compared to
tumors expressing HER2 receptor at full length, tumors expressing p95HER?2 have
poorer prognosis, have higher risk of metastasis and resistant to trastuzumab
treatment (8-9). Most p95HER2/CTFs are inactive. However only one of these CTFs
(611-CTF) are an oncogenic form. This form is generated by alternative initiation of
translation from the AUG codon at position 611 (611-CTF) and drives breast cancer
progression in vivo (10). Therefore it is understood that state of 611-CTF gene
possibly influences in the progression of HER2 positive tumors and use of
trastuzumab does not meet a targeted treatment in such patients. For this reason, in
breast cancer, evaluation of either p95HER2 or p95HER2 with HER2 may be
beneficial before the initiation of trastuzumab when planning the treatment of HER2
positive breast cancer patients. However further prospective clinical studies about

this subject will help to reveal the actual role of this marker.
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In this study, we aimed to investigate the predictive and prognostic roles of
pP95HER2 expression, in case of trastuzumab resistance during breast cancer
treatment.

METHODS

112 patients (who had been given the diagnosis of invasive breast cancer in
Private Gunes Pathology Laboratory between the years of 2008-2012) were included
in the study. This study has been supported by Dokuz Eylul University Department of
Scientific Research with given a project number “2012-KB SAG 025” and has been
approved by ethics committee. Archieved FFPE tissue blocks and readily archieved
dyed preparates of the patients were retrospectively investigates. Samples of 80
patients with primary invasive breast cancer were adequate for datum analysis.
Demographic datas of the patients were obtained from electronic media records and
from relevant clinical doctors. Archived ready H&E preparates of the patients were
attentively examined. Histological type(according to WHO 2012) and grade (in
accordance with Nottingham grading system) of tumors were determined. Presence
of vascular and lymphatic invasions were questioned. Entire tumors belonging to the
patients were classified with the classification system of AJCC-American Joint
Committee on Cancer according to pathological tumor-nodal involvement-metastasis
criteria, regarding the findings present at the time of initial diagnosis (11). Tumors
were classified as follows: T1 if tumor <2cm, T2 if 2cm< tumor size < 5cm, T3 if tumor
>5cm. Presence of chest wall invasion and/or direct invasion to skin ( as ulcerations
and skin nodules) were accepted as T4 no matter the size of tumor. No metastasis to
regional lymph nodes was accepted as NO, metastases in 1-3 axillary lymph nodes
were accepted as N1, while 4-9 were accepted as N2. 10 and more metastates were
accepted as N3. Metastatic lymph nodes were examined to reveal the existence of
perinodal invasion.

Immunohistochemical investigations were completed at the time of first
primary breast cancer diagnosis of the patients. Archived ready
immunohistochemical dyings of ER, PgR, p53 and Ki67 were re-examined. ER and
PgR receptors were accepted positive if 2%10, p53 was accepted positive if 2%10,
Ki67 was accepted positive if 2%14. Tumor tissue samples of the patients showed a
distribution of 0, 1+, 2+, 3+ with the categorization of immunohistochemical dying at

the time if first diagnosis.
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Reflex ISH for HER2 gene amplification had been performed at the time of first
diagnosis. HER2 protein expression and HER2 gene amplification were assessed by
re-dying the tissue samples of the patients within scope of this study. Additionally,
HER2 and p95HER?2 expressions were quantitatively assessed by RT-PCR. For this
assessment, blocks containing demonstrative living tumor tissue which were devoid
of necrosis, were designated. Tumoral region was identified in H&E sections of these
blocks, a sample of tumor tissue was taken into eppendorf tube and kept in room
temperature until performing RT-PCR.

Because the primary goal of this study is to find out the role of p95HER2 in
trastuzumab resistance, it was essential to properly obtain the clinical datas of the
patients who received trastuzumab. Therefore clinical datas were collected from
patients themselves and their clinical doctors. Initiation and termination dates of
trastuzumab were recorded. Time of local recurrence or metastasis, last date of
follow up and last status were recorded.

Definition of Trastuzumab Resistance:

There is not a common definition for definition of trastuzumab in literature, they
are often used interchangeably (12). In this study, trastuzumab resistance was
defined as the presence of progression detected in first radiologic evaluation
(performed at 8.-12. weeks) of metastatic HER2 positive breast cancer patient who
receives first line therapy (trastuzumabxchemotherapy). Additionally, recurrences
during adjuvant trastuzumab treatmen for recurrences within 12 months of the
treatment termination was admitted as trastuzumab resistance (12). Because HER2
positivity in breast cancer is known to be an independent factor for the development
of brain metastasis, evaluation of trastuzumab resistance requires to consider brain
metastases (13). If brain metastases were the first and a single region of progression
after trastuzumab treatment, this situation was not considered as trastuzumab
resistance due to the high molecular weight there by poorer penetration of
trastuzumab to central nervous system (13).

Statistics:

Statistical evaluation was performed by using SPSS16.0 programme. Proteine
expression of HER2 was evaluated with IHC and amplification of HER2 gene was
evaluated with KISH according to nonparametric datas.HER2 m-RNA expression and
pP95HER?2 expression were scaled with RT-PCR as measurement datas. Additionally

age of patient, tumor size, number of metastatic lymph nodes, local recurrence and
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time until metastasis occurence, full survival time and follow up time were scaled with
measurement datas. Vascular and lymphatic invasion, DCIS, perinodal involvement,
pT, pN, local recurrence, metastasis, metastasis to organs were assessed with
numeric datas. Based on number of cases and measurement unit of datas,
correlation between variables were tested with Chi-Square test, Mann-Whitney U test
and Spearman correlation test. Analyses of survival without progression and full
survival were measured with Kaplan-Meir method and survival curves of subgroups
were compared with log-rank test. P value smaller than 0.05 was accepted as
statistically significant.

RESULTS:

80 patients with breast cancer diagnosis has been taken under review. No
patient had the sign of distant metastasis at initial diagnosis. All characteristics of the
patients were given in table 1. Biomarkers like ER and PgR status, p53 mutant gene,
Ki67 proliferation index, HER2 amplification, HER2 and p95HER2 expression levels
were analysed in all cases. These are given in table 2. While 43 cases (53,8%)
received trastuzumab treatment, 37 did not receive this treatment (46,2%). 34 cases
did not receive trastuzumab treatment and did not show amplification with ISH. 42
cases received trastuzumab treatment and showed amplification with ISH. One case
received trastuzumab treatment and did not show amplification with CISH. 3 cases
did not receive trastuzumab treatment despite the amplification with ISH. HER2
positivity was detected as shown in Figure 1 by CISH.

Mean time until local recurrence/metastasis was 26,23+12,71 months (1,54-
56,21 months). Disease free survival was found as 44,10+2,2 months (1,54-88,31
months. Mean follow up time was determined as 48,71+20,1 months (15,38-92,42
months). In the last follow up, 71 (88,8%) were alive, 9 (11,2%) patients were ex.

Findings Belonging to the Cases who Received Trastuzumab Treatment
(With and Without Trastuzumab Resistance):

Trastuzumab treatment was taken by 39 cases. In this group, 28 cases (71,8%)
were categorized as non-resistant to transtuzumab because no local recurrence or
metastasis had been watched during follow ups. 11 cases (28,2%) showed local
recurrence or metastasis therefore categorized as trastuzumab resistant.

In 11 cases with trastuzumab resistance, mean p95HER2 level was
11,01+19.73 (0,41-58,9). Mean HER2 level was 0,96+0,72 (0,13-2,06). Mean time

until local recurrence/ metastasis and mean disease free survival time were the same
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and found as 20,81+9,00 months (1,54-30,03 months). In 28 cases who did not show
trastusumab resistance, mean p95HER2 level was 1,99+1.37 (0,51-6,63). Mean
HER2 expression level was detected as 12,79+30,38 (0,52-155,38). Mean time until
the development of local recurrence/metastasis was 39,28+10,90 months (26,81-
56,21 months), mean disease free survival time was 48,63+20,52 months(18,63-
92,42 months).

Statistical Findings of Cases Who Received Trastuzumab:

Statistical analysis of 39 trastuzumab using cases was performed. Stage | and Il
were taken into a group, stage Il and IV was taken in another group for statistical
analysis. According to the defined criteria, in 11 cases with trastuzumab resistance,
mean p95HER?2 level was obviously higher compared to the mean p95HER2 level of
28 cases who were non resistant to trastuzumab, however this difference was not
statistically significant (p=0,210 Mann-Whitney U test). Trastuzumab resistance was
not detected when the level of p95SHER2 expression was low. But whenever
pP95HER?2 level was high, trastuzumab resistance was present. p95HER2 expression
levels was sensitive for the detection of trastuzumab yet not specific (Figure 2).

Levels of HER2 expression analyzed by RT-PCR was 0,96+0,72 (0,13-2,06) in
trastuzumab resistant cases and was 12,79+30,38 (0,52-155,38) in non-resistant
cases. This difference was statistically significant (p=0,0001 Mann-Whitney U test).
Time until local recurrence/metastasis (p=0,005) between trastuzumab resistant and
non-resistant cases, relationship with disease free survival time (p=0,0001) were
statistically significant (Mann-Whitney U test). Amplification curves of p95 and HER2
were as shown in Figure 3.

There was a statistically significant relationship (Chi-square test) between
trastuzumab resistant and non-resistant cases in terms of lymphatic invasion
(p=0,009), nodal involvement (p=0,014), perinodal invasion (p=0,0001), number of
metastatic lymph nodes (p=0,013), metastasis (0,0001), lung metastasis (p=0,042)
and stage (p=0,011). Results between trastuzumab resistance and non-resistance

cases are given comparatively in table 3.

DISCUSSION
HER2 positive breast cancer is a special molecular and clinical entity which
represents a different grup. Efficient treatment of this group of breast cancers with

trastuzumab significantly has changed the management and course of the disease.
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However, it is known that some breast cancer patients who responded to
trastuzumab at initiation shows progression later on. Althought this highly efficient
drug is commonly used, no standard treatment protocol was developed in case of
progression. Therefore new strategies should be developed as alternative treatments
for HER2 positive breast cancer patients who do not respond to trastuzumab.

In HER2 positive breast cancer patients, the role of p9SHER2 which is one of
molecular mechanism of resistance against trastuzumab treatment has been
investigated in this study. According to defined criteria, p95HER2 expression was
not statistically significant between trastuzuman resistant and non-resistant groups.
However, trastuzumab resistance was not detected in groups expressing low levels
of p95SHER2. In spite of that, whenever p95HER2 highly expressed, trastuzumab
resistance was detected. This result showed that p95HER2 expression levels were
sensitive but not specific in determination of trastuzumab resistance.

HER2 expression levels were significantly higher in trastuzumab resistant group
compared to the non-resistant group (p=0,0001). This observation suspected us
about possibility of p95HER2 overexpression to suppress normal length HER2
expression in trastuzumab resistant patients. The ratio between these two levels or
proportional change may carry more statistical significance for determination of
resistance. The data about this subject will become clearer as more studies which
contain measurements of these two levels in trastuzumab resistant and non-resistant
cases, are conducted.

In literature, no study could be found which compared the relationship between
trastuzumab resistant and non resistant subgroups on the basis of quantitative
values of both HER2 and p95HER2 expression levels in HER2 positive primary
breast carcinoma. A certain threshold value is determined as positive in conducted
studies (14-15). Sperinde et al. made an immunohistochemical evaluation in
paraffinized breast cancer tissues, thanks to an antibody that they developed against
pP95HER?2 proteine in laboratory conditions (54). In this study, they determined the
level of pP95HER?2 expression by VeraTag technology as well. They found that high
pP95HER2 expression levels were correlated with reduced disease free survival
(p=0,022) and full survival (p=0,009). Additionally in this study, they emphasized that
immunohistochemistry was not as sensitive and quantitative as VeraTag tag

technology in terms of p95HER2 assessment method (14).
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Full length HER2 expression levels are similar in primary and metastatic breast
cancer. However, p95HER?2 expression level shows significant increase in metastatic
lymph nodes compared to the expression in primary tumor and this situation
demonstrates the role of p95HER?2 in disease progression and metastasis (8). In a
study investigating the prognostic value of p95HER, Saez et al. evaluated the levels
of HER2 and p95HER2 by western-blot analysis. In this study, they determined
HER2 and p95HER?2 levels as “high level” or “low level”. They found that high level
of p95HER2 expression was correlated with decreased disease free survival
(p=0,0001) but high HER2 level was not correlated with disease free survival
(p=0,261) in primary tumor (8). In our study, p95HER2 levels were not divided into
two groups as “high” and “low” based on a treshold level. Measurement datas of
disease free survival and full survival parameters were in same unit (term of month- a
parametric value). HER2 and p95HER2 expression levels were a parametric
measurement datas as well. For all patients involved in study, both HER2 and
pP95HER?2 expression levels were not correlated with decreased disease free survival
(respectively (p=0,071 and p=0,517). However, in our study, a statistically significant
relationship between high p95HER?2 expression levels and decreased disease free
survival (p=0,0001) was detected in trastuzumab resistant group.

pP95HER2 over expression shows cooccurence with reduced trastuzumab
response in xenografts and human breast cancers (9). With this retrospective
analysis, significantly reduced response rates to trastuzumab and trastuzumab-
chemotherapy combination were detected in p95HER2 expressing patients
compared to the patients expressing full length HER2. p95HER2 was detected by
immnunoflorescent method and western-blot analysis and consistent results were
obtained. However, as is known, this evaluation methods calculates the level of
proteines. Instead of these methods, more feasible methods with high repeatability is
needed in daily routine. Regarding all patients enrolled in this study, a statistically
nonsignificant relationship between p95HER2 expression level and lymphatic
invasion(p=0,191), perinodal involvement, number of metastatic lymph nodes
(p=0,744), metastasis (p=0,179) and disease free survival time (p=0,517) was
present. This results raised a suspect that another parameters may effect the
statistical outcome in the group containing all of the patients.

Duchnowska et al. quantitatively evaluated the expression of p95 proteine

both in primary tumor and brain metastasis of patients who developed brain
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metastasis by using VeraTag (13). In this study, mean p95HER?2 expression was
found to be 1,5 times higher than p95HER2 expression in primary tumor (p=0,007)
and this situation was statistically significant (13). In our study, there were two
patients with brain metastasis. Level of p95HER?2 expression in their primary tumor
were determined as; 1,43 (case number 76) and 0,59 (case number 77). When the
mean p95HER2 expression levels were compared with trastuzumab resistance and
non-resistance patients, nearly 5 fold increase was detected in trastuzumab
resistance patients. But, our evaluation covered only primary tumor. Expression
analysis of p95HER2 was not performed in metastatic tumor. Duchnowska et al.
assessed total HER2 proteine expression as well as p95HER2 expression in this
study. They made this assessment by using HERmark measurements defined by
Huang et al. (15). In primary breast cancer and in brain metastasis of same tumor,
Duchnowska et al. found that quantitative levels of HER2 expression (which they
measured by HERmark method) were 2,1 times higher (p<0,0001) compared to
primary tumor in brain metastasis (13). As a result of this study, in broad based
clinical studies which involves the population of breast cancer patients requires

guantitative measurements of HER2 and p95HER?2 along with other biomarkers.

CONCLUSION

We conclude that significantly reduced response rates to trastuzumab and
trastuzumabzchemotherapy combination were detected in p95HER2 expressing
patients compared to the patients expressing full length HER2. And also, according
to the literature, it is understood that overexpression of p95HER?2 possibly influences
in the progression of HER2 positive tumors and therefore, use of trastuzumab does
not meet a targeted treatment in such patients. Therefore, we finally suggest that
in breast cancer, evaluation of either p95HER2 or p95HER2 with HER2 may be
beneficial before the initiation of trastuzumab when planning the treatment of HER2

positive breast cancer patients.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. HER2 amplification detected by CISH (x200)

Figure 2. Roc curve of the relation between p95HER2 expression and trastuzumab
resistance

Figure 3. Amplification curves of HER2 and p95HER?2 detected by RT-PCR

Table 1: Clinicopathological chararacteristics of all cases in this study.
Table 2: Chararacteristics of the biomarkers in primary tumor.

Table 3: Comparison of the cases with/without trastuzumab resistance.
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Figure 1. HER2 amplification detected by CISH (x200)
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Figure 2. Roc curve of the relation between p95HER2 expression and trastuzumab resistance
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Figure 3. Amplification curves of HER2 and p95HER2 detected by RT-PCR
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Table

Table 1: Clinicopathological chararacteristics of all cases in this study.

Chararacteristics Mean/%

Tumor size (cm) 2,47

Histologic type

Invasive ductal carcinoma 87,5%
Invasive lobular carcinoma 3,8%
Other subtypes 8,8%

Vasculary invasion
Positive 18,8%
Negative 81,2%

Lokal recurrence

Positive 2,5%
Negative 97,5%

Stage
Stage | 22,5%
Stage Il 46,2%
Stage Il 31,2%

Stage IV -




Table 2: Chararacteristics of the biomarkers in primary tumor.

Chararacteristics Mean/%

PgR status
Positive 65%
Negative 35%

Ki67
Positive 36,2%
Negative 63,8%

cerbB2 status

3+ 43,8%
2+ 31,2%
0/1+ 25%

p95HER?2 expression level (RT-PCR) 7+2,82




Table 3: Comparison of the cases with/without trastuzumab resistance.

Trastuzumab direnci (+)

Trastuzumab direnci (-)

Mean / n(%) Mean / n(%) p value
Age(years) 54,64+10.68 (37-74) 51,18+13.59 (28-81) 0,346
Tumor size (cm) 3,17+1.28 (1,8-6,0) 2,42+1.49 (0,5-7) 0,034
Vascular invasion 4(36,4) 7(25) 0,694
Lymphatic invasion 0,009
ER positivety 6(54,5) 20(71,4) 0,453
PgR positivety 5(45,5) 19(67,9) 0,277
Ki67 positivety 9(81,8) 11(61,1) 0,412
Nodal involvement 10(90,9) 13(46,4) 0,014
Perinodal invasion 11 (100) 10(35,7) 0,0001
Stage I-II 2(18,2) 19(67,8) 0,011
Stage IlI-IV 9(81,8) 9(32,1) 0,011
Lokal recuurence 11(100) 2(7,1) 1,000
Metastasis 11(100) 6(21,4) 0,0001
HER2 expression 0,96+0,72 (0,13-2,06) 12,79+30,38(0,52-155,38) 0,0001
P95SHER?2 expression 11,01+1.97 (0,41-58,9) 1,99+1.37 (0,51-6,63) 0,210
DFS (months) 20,81+9,00(1,54-30,03) 48,64+20,52(18,63-80,43) 0,0001

DFS: Disease free survival
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The Role of p95HER2 in trastuzumab resistance in breast cancer

Nuket Eliyatkinl’z, Safiye Aktasz,Hakan Ozgurz‘a, Pinar Ert;etinz, Ali K'L'J|:)e-liogh.13

'Department of Pathology, Faculty of Medicine, Adnan Menderes University, Aydin, Turkey
2Department of Basic Oncology, Institute of Oncology, Dokuz Eylul University, lzmir, Turkey
*Gunes Pathology Laboratory, lzmir, Turkey

Introduction/Aim: Trastuzumab, the HER2 oncogene targeting drug, shows remarkable clinical efficacy in
HER2-amplified breast cancer patients. In spite of robust activity, some of the patients with HER2-positive
breast cancers do not get the benefit because of the resistance to trastuzumab. Overexpression of p95HER2 is
one of the molecular mechanisms of trastuzumab resistance. We aimed to investigate whether pS5HER2
overexpressing breast cancers were resistant to trastuzumab.

Materials and Methods: p95HER2 (truncated HER2) and HER2 was determined by real-time polimerase chain
reaction (RT-PCR) analysis. HER2 protein expression and HER2 gene amplification was also determined by
immunohistochemistry and chromogenic in situ hybridization. 80 formalin fixed paraffin-embedded (FFPE)
breast cancer tumor tissue archieve materials were used to analyze all of the evaluations. embedded .
According to clinical information of the cases, none of the cases had metastases in the initial diagnosis. HER2
positive cases underwent trastuzumab regimens with/without chemoterapy.

Results: This study included 80 breast cancer cases. 39 cases were HER2 positive and had trastuzumab
treatment. 11 (28,2%) of these 39 cases were trastuzumab resistance and 28 (71,8%) of 39 cases did not show
trastuzumab resistance. 17 (43,6%) of 39 cases were recurrence. 22 (56,4%) of 39 cases weren't recurrence. 3
cases were exitus. p9SHER2 mean ratio was 11,01£19.73 (0,41-5,89) on 11 cases which were trastuzumab
resistant. pOSHER2 mean ratio was 1,99£1.37 (0,51-6,63) on 28 cases without trastuzumab resistance. If
pPOSHER2 ratio was low, there was no trastuzumah resistance.. However, for every statement on which
p9SHER2 ratio was high, there was trastuzumab resistance (p=0,210 Mann Whitney test}.

Conclusion: p95SHER2 was found to be correlated with trastuzumab resistance, but it was not a determinant of

trastuzumab resistance alone. We suggest that p9SHER2 is sensitive but not specific for prediction of the
trastuzumab resistance
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	ABSTRACT
	1. UGİRİŞ VE AMAÇU:
	1.1. Problemin Tanımı ve Önemi
	1.2. Araştırmanın Amacı
	1.3. Araştırmanın Hipotezleri
	2. UGENEL BİLGİLER:
	2.1. Meme Kanseri
	Meme kanseri, kadın sağlığını olumsuz olarak etkileyen önemli ve sık görülen, aynı zamanda kansere bağlı ölümlerde ön sırada yer alan bir kanserdir. Tüm kanser olgularının %23’ünü ve kanser ölümlerinin %14’ünü oluşturur (1). Yıllarca Mısırlı ...
	2.1.1. Geleneksel, eski moda uygulama
	İnvaziv meme kanseri, günümüzde özel olmayan tipte duktal karsinom yeni terminolojiye göre invaziv karsinom-nonspesifik tip ve özel subtipler olarak sınıflanmaktadır (3). Özel subtipler içinde yer alan meme kanserleri, spesifik tanımlamalara ...
	Geleneksel yaklaşımda, tümör büyüklüğü ve yayılım paterni (özellikle lenf nodu tutulum durumu) gibi hastalığın evresini belirleyen güçlü birtakım parametreler vardır ve bunlar çok önemli prognostik faktörlerdir. Pierre Denoix tarafından tüm ka...
	EIO uzmanları tarafından, meme kanserinde tedavi kararını etkileyebilecek tümöre ait tüm biyobelirteçlerin ve hastaya ait kişisel özelliklerin de dahil edildiği bir sistem (TNMREIOR) önerilmiştir (10). Bu sistemde tümöre ait tüm anatomik ve E...
	2.1.2. Yeni dönem, yeni başlangıç
	Kanser dokusuna uygulanan her türlü moleküler analitik yöntem, kanserin prognostik ve prediktif faktörlerini belirlememize yardımcıdır. Bu yararlı moleküler analitik yöntemlerden mikroarray temelli teknolojik uygulamalarla genomik ve ekspresyo...
	Meme kanserinde “Moleküler Sınıflama” terminolojisi, ilk olarak ikibin yılında Perou ve Sorlie tarafından yapılan gen ekspresyon farklılıklarını gösteren kapsamlı bir çalışma ile önerilmiştir (14). Bu çalışma ile çok sayıda gen ekspresyonuna g...
	Moleküler sınıflama sisteminin, diagnostik bir araç olarak yaygın kullanımını ve geçerliliğini sağlamak için çok çaba gösterilmiştir. Bu konuda yapılan değişik hasta çalışma gruplarından ve farklı array platformlarından analiz edilen birçok fa...
	2.1.3. Moleküler subgrupların önemi
	Bugün için, geçerli moleküler sınıflama ile meme kanserleri, ilk olarak  lüminal A, lüminal B, HER2, bazal ve normal meme benzeri olmak üzere beş gruba ayrılır. Bu  şekilde  tanımlanan subgrupların daha ileri boyutta gruplanıp ayrımlaştırılmas...
	2.2. HER Ailesinin Patofizyolojisi
	c-erbB-2 olarak da bilinen HER2 protoonkogeni, 17. kromozomda (17q21) lokalizedir. Bu gen, 185 kilodalton moleküler ağırlığa sahip ve 1255 amino asid içeren HER2 glikoproteinini kodlar. HER2,  bir transmembran tirozin kinaz reseptörü olup HER ...
	Şekil 1: HER ailesi üyeleri ve ligand bağlayıcılarının şematik görünümü. AR, ampiregulin; BTC, betasellulin; EGF, epidermal büyüme faktörü; EPRG, epiregulin; HB-EGF, heparin bağlayıcı EGF; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; NRG, nöreguli...
	Ekstrasellüler bölümlere bağlanan ligand, reseptörde homodimerizasyona ya da heterodimerizasyona neden olan konformasyonal değişikliklere neden olur ve reseptör tirozin kinaz olarak etki gösterir. Daha sonra her bir dimer, PI3K/Akt, Ras/Raf/EK...
	Şekil 2: HER ailesinin onkojenik sinyalizasyon yolaklarının şematik görünümü.
	HER2’nin tanımlanmış bir ligandı olmadığı için, fizyolojik durumlarlarda diğer HER ailesi üyeleri ile dimerizasyon yapmak zorundadır. Ancak, HER2 aşırıekspresyon durumunda, HER2 sürekli aktive olabilir (32). HER2, teorik olarak HER1, HER2, HER...
	Şekil 3: HER2 ve HER3 heterodimerizasyonunun şematik görünümü.
	Bu gibi özelliklerin, HER3’ün PI3K yolağını daha etkin olarak tetiklemesini sağladığı düşünülmektedir. Bu durum hem HER2 hem de HER3 eksprese eden meme kanser hücre hattının, daha yüksek bir Akt fosforilasyon derecesine sahip olduğunu gösteren bir ça...
	2.3. Meme Kanser Patogenezinde HER2
	Normal meme epitel hücreleri, HER2 geninin iki kopyasını içerir ve hücre yüzeyindeki HER2 reseptörünü düşük seviyelerde eksprese eder (Şekil 4). Ancak bazı kişilerde, hücredeki gen kopyalarının sayısı, onkojenik değişim nedeniyle artmaktadır. ...
	Şekil 4: Normal meme hücresinde HER2 reseptörü.
	HER2 proteininin artmış membran ekspresyonu, dimerizasyonu arttırarak HER2 tirozin kinazı aktive eder. Bu aktivasyon sinyali, hücre nükleusuna iletilir. Onkojenik transformasyona uğrayan hücrede, proliferasyon, sağkalım ve motiliteye neden olur (Şekil...
	Şekil 5: HER2 pozitif meme kanser hücresinde çok sayıda HER2 reseptörün varlığının şematik görünümü.
	İnvaziv meme karsinomlarının yaklaşık olarak %15-20’sinde, HER2 gen amplifikasyonu yada bu genin protein ürünün aşırıekspresyonu görüldüğü için bu hastalarda hedefe yönelik tedavi programına başlayabilmek için, pozitif HER2 durumunun doğru, gü...
	Son güncel bilgi olarak Amerikan Klinik Onkoloji Grubu (ASCO-The American Society of Clinical Oncology) ve Amerikan Patoloji Grubu  (CAP- The College of American Pathologists) (ASCO/CAP) 2013 kılavuzu, meme kanserinde HER2 durumunun, İHK ve te...
	2.4. HER-2 Pozitif Meme Kanserinde Trastuzumabın Yeri ve Önemi
	Meme karsinomlarının bir kısmında, normal meme dokusuna göre HER2 ekspresyon seviyelerinin artması ve HER2 pozitif tümörlerin progresyonunda etkin bir faktör olması nedeniyle, HER2 spesifik tedavi edici yaklaşımlar için ideal bir hedef haline ...
	Şekil 6: Trastuzumabın etki mekanizmasının şematik görünümü.
	ABHS: Antikor bağımlı sitotoksisite.
	HER2 pozitif ileri evre metastatik meme kanser hastalarında klinik tedavi için Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi  (FDA-“The Food and Drug Administration”)  onayı alan ilk monoklonal antikor olması ile de ayrı bir öneme sahiptir (36). 2006 yılından...
	2.5. Trastuzumabın Etki Mekanizmaları
	Trastuzumab, bugün için bilinen temelde iki farklı etki mekanizmasına sahiptir:
	1-İntrasellüler sinyalizasyonun inhibisyonu (sinyal transdüksiyon yolakları ve hücre siklus progresyonunun inhibisyonu);  HER2’nin birçok sinyalizasyon yolaklarını tetiklediği bilinmektedir. Bböylece teorik olarak HER2 inhibisyonu, bu gibi sin...
	Şekil 7: Trastuzumab ile intrasellüler sinyalizasyonun inhibisyonu, şematik görünüm.
	2-İmmun sistem ilişkili antitümör cevabın uyarılması: İn vivo çalışmalardan elde edilen veriler, trastuzumabın antikor bağımlı hücresel sitotoksite ve kompleman-bağımlı sitotoksite gibi immun cevapların indüksiyonuna aracılık edebilme yeteneğini göste...
	•Antikor bağımlı hücresel sitotoksisite  (=ABHS): Fcy reseptörü eksprese eden immun efektör hücreler, IgG1 antikorunun (trastuzumabın) Fc domanini tanır ve bağlanır, antikora tutunmuş hücrede (HER2 pozitif hedef hücre)  lizis meydana gelir.  Preklinik...
	•Kompleman-bağımlı sitotoksisite
	2.5.1. Trastuzumaba Direnç Mekanizmaları ve p95HER2
	HER2’yi aşırıeksprese eden metastatik meme kanserinin tedavisinde, trastuzumab ve konvansiyonel kemoterapi kombinasyonunun,  tek ajan kemoterapi kullanımına göre, belirgin olarak etkin olduğu gösterilmiştir (31). Bu nedenle, trastuzumab,  HER2’yi aşır...
	1-Trastuzumabın, HER2’ye bağlanmasında azalma (ekstrasellüler domain-truncated HER2-p95 HER2’ nin ekspresyonu yada MUC4’ün aşırıekspresyonu ile):
	-Truncated HER2 (p95 HER2): HER2-pozitif hastaların bir kısmında HER2’nin karboksi terminal fragmanları (CTF- C-terminal fragment)  eksprese edilir (46). CTF birbirinden farklı iki mekanizmayla meydana gelir: proteolitik dökülme ve alternatif transl...
	Şekil 8: A; 611-CTF ve B: 687-CTF.
	Bu iki fragman, bir transmembran domaini ve sisteinden zengin kısa bir ekstrasellüler domain içeren 76 aminoasidlik bir zincir açısından farklılık gösterirler (47). 611-CTF fragmanı, bir sinyal peptidi içermemesine rağmen, sekretuvar yolaklara...
	-MUC4’ün aşırıekspresyonu: Membran ilişkili bir müsin olan MUC4’ün, HER2 gen amplifikasyonu ve trastuzumaba primer direnç gösteren tümörlerde, HER2’nin ekstra-sellüler domainine antikorların bağlanmasını azalttığı gösterilmiştir (49) (Şekil 9).
	2-Alternatif sinyalizasyon ( insülin benzeri büyüme faktörü-1 ( IGF-1R), diğer epidermal büyüme faktör reseptör ailesi üyeleri veya MET’den kaynaklı) (45):
	-IGF-1R’den alternatif sinyalizasyon:
	*IGF-1R; PI3K yolağının major tetikleyicisi olarak karakterize bir reseptör tirozin kinazdır. Hem HER2 hem de IGF-1R aşırıekspresse eden hücreler trastuzumaba dirençlidir.
	* IGF-1 sinyalizasyonu, p27 için bir ubiquitin ligazı olan SKP2’nin seviyesini artırır. Böylece p27 seviyesi azalır. Trastuzumab varlığına rağmen hücre siklusu G1/S fazında durmaz.
	-EGFR aile üyelerinden alternatif sinyalizasyon: EGFR için bir ligand olan transforming growth factor-α (TGF-α), trastuzumaba dirençli olgularda artmış ekspresyon göstermektedir.
	-MET’den alternatif sinyalizasyon: MET (RTK) ve ligandı HGF trastuzumaba dirençli hastalarda, dirençli olmayanlara göre daha yüksek seviyelerdedir.
	3-Sinyalizasyonda aberrant aktivasyon (45):
	-PTEN fonksiyon kaybı:
	PTEN, PIP3’ü PIP2’ye çeviren bir fosfotazdır ve fizyolojik durumlarda Class I PI3K’nin negatif düzenleyici olarak görev yapar.  Düşük PTEN protein ekspresyon seviyeleri trastuzumaba karşı azalmış cevap ile ilişkilidir.
	-PIK3CA-aktivasyon mutasyonu
	-p27’nin downregülasyonu:
	4-FCGR3A polimorfizmleri (45):
	Şekil 9: Trastuzumab direnç mekanizmalarının şematik görünümü.
	3. UGEREÇ VE YÖNTEMLER:
	3.1. Araştırmanın Tipi
	Bu çalışma tanımlayıcı bir çalışmadır.
	3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı
	Bu çalışma Güneş Patoloji Laboratuvarında 2008-2012 yılları arasında meme karsinomu tanısı alan hastaların biopsi materyalleri üzerinde gerçekleştirilmiştir. Olguların tedavi sonrası izlemleri için ilgili klinik doktorundan bilgi alınmıştır. ...
	3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi:
	Araştırmanın evrenini Güneş Patoloji Laboratuvarı’nda, tanı konan 80 hasta oluşturmaktadır. Örneklemi ise olguların meme biopsi materyallerinden Güneş Patoloji Laboratuvarı’nda hazırlanan parafin bloklar oluşturmaktadır.
	3.4. Çalışma Materyali:
	Güneş Patoloji Laboratuvarı’na ait kayıtlarda meme kanser hastaları kaydedildi. Hastalara ait tüm preparatlar, preparat arşivinden çıkarılarak dikkatlice incelendi. Çalışmaya dahil edilecek hastalar belirlendi. Hastaların demografik bilgileri laboratu...
	Bu çalışmanın amacı trastuzumab direncinde p95HER2’nin rolü olduğu için, trastuzumab alan hastaların klinik bilgilerine eksiksiz şekilde ulaşılması gerekliydi. Bu nedenle hastaların izlemleri klinik doktorundan tamamlanmaya çalışıldı. Trastuzu...
	3.5. Araştırmanın Değişkenleri:
	Bu çalışmadaki bağımsız değişkenler tümörde p95HER2 ekspresyon seviyesi, HER2 ekpresyon seviyesi, hastanın yaşı, tümör boyutu, tümörün histolojik tipi, tümörün histolojik derecesi, duktal karsinom in situ varlığı (DKİS), tümörde ER ve PgR hormon resep...
	3.6. Veri Toplama Araçları:
	3.6.1. Araç ve Gereçler:
	3.6.1.1. Tez çalışmasında kullanılan gereçler:
	-Mikrotom…………………………………………………………Leica RM2125RT
	-Polilizinli lam…………….……………………………………...Isolab
	-Sınırlayıcı kalem……………….…………………………….....Dakopen
	-Lamel 22x22mm………………..………………………………Isolab
	-PCR……………..……………………………………………….GeneAmp (9700)
	-RT-PCR………………………………………………………….Roche Light Cycler 15
	-RT-PCR………………………………………………………….Roche Light Cycler 480II
	-Tartı…………………………………………..............................Denver
	-Mikroskop…………………………………………………….….Nikon E400
	-Vorteks…………………………………………………………...Biovortex V1
	-Mikrodalga fırın……………………………………………….....Arçelik MD551
	-Santrifüj cihazı………………………………………………….Centrifuge S424
	-Etüv………………………………………………………………Nüve FN500
	-Tartı………………………………………………………………Shimadzu AY120
	-pH metre………………………………………………………...NEL elektronik pH890
	-Otomatik pipet (0,5-10 mikrolitre)..……………………………DiaMed-ID pipette FP5
	-Otomatik pipet (20-200mikrolitre)………………………….….ISOLAB
	-Otomatik pipet (1000 mikrolitre)…………………………….ISOLAB
	- Buzdolabı       (+4 ve -20 derece)…………….…………….Arçelik 450 lüks
	-Eppendorf……………………………………………………..minispin
	-Polilizinli lam………………………………………………….ISOLAB
	-Plastik pipet ucu sarı, beyaz ve mavi………………..……...Barrier100
	-Sınırlayıcı kalem………………………………………….…...DAKOpen
	-Lamel 22x22mm……………………………………………....Isolab
	3.6.1.2. Kullanılan sarf malzemeleri:
	-Fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS) 150mM NaCl + 10nM Na-Fosfat, pH:7,4
	-TRİS: 11,1 gr+ 940 ml bidistile H2O + 7 ml HCL, pH:7,2
	-%3’lük hidrojen peroksit solüsyonu
	-Sitrat tampon çözeltisi, pH:6,0
	-Proteinaz K stok çözeltisi
	-Tamponlu %4’lük paraformaldehid
	3.6.1.3. Kitler ve reaktifler:
	-%96 Etil alkol
	-Ksilol
	-Lam kapatıcısı (mounting medium, Surgipath MicroMounth)
	-PBS tampon solüsyonu, hazır toz karışım formunda (Scy Tek)
	-Proteinaz K (Sigma P2308)
	-İmmünhistokimyasal değerlendirme için üniversal kit, LSAB, Thermo
	-Anti-HER2 (klon:21564, Bioss Antibodies, Boston, USA)
	-İnvitrogen SP0T-Light® HER2 CISH Kiti,
	-DAB kromojen, Thermo
	-DNA ekstraksiyon kiti, QIAamp DNA FFPE Tissue
	3.6.2. Yöntemler:
	3.6.2.1. Parafine gömülü arşiv bloklarından yapılan kesitlerde immnunohistokimyasal olarak, HER2 gen ürünü proteinlerinin doku ekspresyonunun araştırılması:
	3.6.2.1.1. Genel ilke:
	İmmünhistokimyasal testler; hücre veya doku antijenlerinin, uygulanan antikor ile tepkimeye girme esasına dayalı testlerden biridir. Bu test ile hücre veya dokuda bulunan antijenler, bu gibi antijenlere yönelik olarak geliştirilmiş ve farklı ara elema...
	3.6.2.1.2. Uygulama basamakları:
	• İHK için manuel yöntem uygulandı.
	• Olgulara ait tümör dokusu içeren demonstratif bloklardan 5 mikrometre kalınlığında kesitler yapılarak lizinli lamlara alındı,
	• Hazırlanan bu kesitler 1 gece 60 C’lik etüvde bekletilerek parafini eritildi.
	• Ertesi sabah hemen, ksilol içeine alındı ve yaklaşık 1 saat süreyle oda ısısında bekletildi.
	• Konsantrasyonu giderek azalan (%95, %90, %80, %70) etil alkol serilerinden geçirildi.
	• Distile suyun içinde 10 dakika yıkama yapıldı.
	• %3 hidrojen peroksit solusyonunda 15 dakika bekletildi.
	• Ardından distile suda 5 dakika süreyle yıkama yapıldı.
	• Sitrat tampon (pH:6) içerisinde, kapağı kapalı plastik şalelerde 30 dakika süreyle mikrodalga fırında 400 Watt’ta ön işlem yapıldı.
	• Oda ısısında soğuyuncaya dek beklendi.
	• Distile suda 10 dakika yıkandı.
	• PBS (pH:7,4) içinde 10 dakika bekletildi.
	• Lamlar üzerindeki dokular sınırlayıcı kalemle çerçevelendi.
	• İHK’sal boyamada indirekt ABC yöntemi uygulandı.
	• Blokan solüsyonda 5 dakika bekletildi.
	• Yıkama yapılmadan primer antikor  (anti-HER2)  uygulandı.
	• 1 saat süreyle lamların kurumaması için altına ıslak kağıt yayılmış plastik boyama kabında lamlar bekletildi.
	• PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı.
	• Anti polivalant biotinli antikor oda ısısında 20 dakika uygulandı.
	• PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı.
	• Bayır turbu peroksidazı (horseradish peroxidase: HRP) eklenmiş streptavidin solüsyonuyla kaplanan kesitler oda ısısında 30 dakika bekletildi.
	• PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı.
	• DAB, hidrojen peroksitli hazır solüsyonu ile 1/20 oranında sulandırıldı ve lamlar üzerinde 10 dakika tutuldu.
	• Distile suda yıkandı.
	• Harris hematoksilen ile 15 saniye zemin boyama yapıldı.
	• Akar çeşme suyunda yıkandı.
	• Konsantrasyonu giderek artan (%70, %80, %90, %95) etil alkol serilerinden geçirilip havada kurutuldu.
	• Ksilen içinde 30 dakika bekletildi ve kapama maddesi damlatılıp lamelle kapatıldı.
	• Boyalı preparatlar ışık mikroskopisi ile değerlendirildi.
	Tüm olgular ASCO/CAP 2013 rehberine göre aşağıdaki şekilde skorlandı (27).
	İHK 3+: İnvaziv tümör hücrelerinin  %10 dan fazlasında komplet, güçlü çepeçevre  membranöz  boyanma,
	İHK2+: İnvaziv tümör hücrelerinin %10’undan fazlasında inkomplet ve/veya hafif-orta derecede çepeçevre membranöz boyanma yada tümör hücrelerinin %10 ve altında ancak yoğun komplet ve çepeçevre membranöz boyanma,
	İHK1+: İnvaziv tümör hücrelerinin >%10 hafif-belirsiz inkomplet membran boyanma İHK 0: Boyama yok yada  <=%10 hafif-belirsiz inkomplet membranöz boyanma.
	Bu skorlamaya göre İHK3+ pozitif, İHK2+ kuşkulu, İHK0 yada İHK1+ ise negatif olarak kabul edildi.
	3.6.2.2. Parafine gömülü arşiv bloklarından kromojenik in situ hibridizasyon yöntemi ile HER2 amplifikasyonunun araştırılması:
	3.6.2.2.1. Genel ilke:
	KİSH tekniğinde, HER2 gen loküsü (kromozom 17q11.2-21 de lokalizedir) için spesifik olan digoksigenin-işaretli DNA probları, insan meme kanser örneğinde komplementer nükleik asidlerini hibridize etmek için kullanılır. İşaretli HER2 probu, insan nüklei...
	KİSH boyanma sonuçları standard ışık mikroskobu ile 40 büyütmede kolayca görülebilir ve HER2 gen amplifikasyon durumu, çevreleyici doku morfolojisi ile birlikte değerlendirilebilir.
	Deparafinizasyondan sonra, örnekler sıcak önısıtma işlemine tabi tutulur, sonra enzim digesyonu uygulanır. Daha sonra örnekler dehidrade edilir ve HER2 probunun ilavesinden önce havada kurutulur. Örneğe probun ilavesi ve coverslipten sonra kom...
	3.6.2.2.2. Uygulama basamakları:
	• KİSH uygulama için manuel yöntem kullanıldı.
	• Lizinli lamlara, olgulara ait demonstratif bloklardan 5 mikrometre kalınlığında kesitler alındı.
	•         Deparafinizasyon yapıldı;
	-Ksilende bekletildi                            2x5 dakika
	-%100 EtOh da yıkama yapıldı          3x3 dakika
	-Distile suda yıkama yapıldı              3x 2 dakika
	• 98˚ su banyosunda Reaktif A içinde preparatlar 15 dakika kaynatıldı
	• Preparatlar oda ısısında distile suda içinde yıkandı.
	• Lamlar üzerindeki dokular dikkatlice sınırlayıcı kalemle çerçevelendi.
	• Oda ısısında Enzim Pretreatment Reaktif B (kullanıma hazır) doku kesitini örtecek kadar eklendi ve 5 dakika oda ısısında inkübe edildi.
	• Distile suda 3x2 dakika yıkandı.
	• %70- 85-95-100 ve 100 lük dereceli etanol serilerinde dehidrasyon yapıldı.
	• Havada kuruyana kadar beklendi.
	• Reaktif C (HER2 probu), her bir örnek için 15 mikrolitre eklendi, coversliple kapatıldı.
	• 950 5 dakika denatürasyon, sonra 370 nemli ortamda sabaha kadar bekletildi.
	• Dokuyu koruyarak coverslipler çıkartıldı. İki ayrı SCC (Reaktif D) hazırlandı;  oda ısısında ve 700.
	•   Oda ısısındaki SCC (Reaktif D) de 2 dakika, sonra 700 SCC de 5 dakika yıkama yapıldı.
	• Distile suda 3x2 dakika yıkama yapıldı.
	• % 3 lük HR2R0R2 Rabsolü metanol ile 10 dakika yıkama yapıldı.
	• PBS/Tween20 de 3x2 dakika yıkama yapıldı.
	• Reaktif F (blokan) damlatılarak 10 dakika bekletildi.
	•         Reaktif G (antidigoksin)  damlatıldı, 30 dakika oda ısısında bekletildi.
	•         PBS/Tween20 de 3x2 dakika yıkama yapıldı.
	•   Reaktif H (Goat anti-mouse HRP polimer konjugatı) damlatıldı, nemli ortamda ve oda ısında 30 dakika enkübe edildi.
	•         PBS/Tween 2 3x2 dakika yıkama yapıldı.
	•         DAB ilave edildi. Nemli ortamda 30 dakika oda ısısında bekletildi.
	•         Çeşme suyunda yıkama yapıldı.
	•         Hematoksilen ile 3-5 saniye gibi hızlı boyama yapıldı.
	•         Çeşme suyu altında akıtma yapıldı.
	•      Dereceli alkol serilerinde  (%70- 85-95-100 ve 100 lük) sırayla her birinde 2 dakika yıkandı.
	•         Ksilolde bekletildi.
	•         Histomount (Reaktif K) damlatıp lamel kapatıldı.
	Kromojenik sinyal durumu iki ayrı patolog (SA, NE) tarafından,  20x ve 40x objektifle yapıldı. Değerlendirme üretici firma tarafından yeni olarak güncellenmiş skorlama sistemine göre yapıldı. Bu skorlama sistemine göre; her olgu için üretici f...
	3.6.2.3. Parafine gömülü arşiv bloklarından RNA ekstraksiyonu ve EZ-PZR Çalışması:
	3.6.2.3.1. Genel ilke:
	PZR, insan ve insan dışı bir organizmanın,  genomik DNA’daki hedeflenen özel bölgelerin çoğaltılmasını sağlayan in vitro DNA sentez yöntemidir. Bu yöntem, basittir, hızlıdır ve çok başarılıdır. PZR, DNA molekülünün milyonlarca-milyarlarca kop...
	3.6.2.3.2. Uygulama:
	•  Olguların her birinden seçilen bloklarda işaretlenen demonstratif tümör dokularından yaklaşık 2 mm çapında parçalar bistüri yardımıyla çıkartıldı ve steril ependorflara konuldu.
	• RNA ekstraksiyonu yapılması amacıyla geliştirilmiş hazır Qiagen miRNeasy FFPG Kiti (Qiagen, Penzberg, Germany) kullanıldı.
	• Hazır kitin içerisinden çıkan uygulama önerisine göre işlemler gerçekleştirildi.
	• Her bir ependorfa doku içindeki parafini çıkartmak amacıyla 1 mililitre ksilen eklendi ve 10 saniye vorteks ile karıştırıldı.
	• Yüksek hızda 2 dakika santrifüj yapılıp üstteki solüsyon atıldı.
	• Tüplere %96-100’lük etanol eklendi ve vortekslendi.
	• Yüksek hızda santrifüj edilip üstteki solüsyon atıldı.
	• Ağzı açık olarak 37 C’lik etüvde kalan alkolün uçması için en az 10 dakika bekletildi. Çok büyük olan örnekler steril bistüri yardımıyla parçalara ayrıldı
	• Her bir ependorf tüpe 150 mikrolitre (yada doku büyükse 240 mikrolitre) Buffer PKD (proteinaz K digestive)  eklendi, vortekslendi.
	• Her tüpe 10 mikrolitre proteinaz K ilave edildi.
	• Etüvde 56 C’lik ısıda ağzı kapalı tüpler doku yıkımı için 15 dakika, sonra 80P0P de 15 dakika kuru ısı bloklarında inkübe edildi.
	• Bu aşamada mekanik parçalama sağlamak amacıyla özel olarak MagNA Lyser green beadlerden her tüpe bir miktar ilave edildi.
	•  MagNA Lyser da 2800rpm de 45 sn çevrildi.
	• Açığa çıkan RNA ların bozulması önlemek için epandorf tüpleri direk soğuk ortama alındı.
	• 15 dakika 13.500 rpm, 20,000 xg santrifüj edildi.
	• Santrifüj edildikten sonra üstteki solüsyon kite ait özel filtreli (membranlı) tüplere alındı. Daha sonra santrifüj yapıldı
	• Alttaki süzüntü atılıp, yeni toplayıcı tüpler yerleştirildi.
	• 16 mikrolitre (doku büyükse 25 mikrolitre) DNase Booster Buffer ve 10 mikrolitre DNAase I stock solüsyonu ilave edildi ve kapalı şekilde biraz çalkalayarak 15 dakika oda ısısında bekletildi.
	• Lizat, DNAase I stock solüsyonu ve DNase Booster Buffer içeren tüplere, 320 mikrolitre RBC Buffer (RNA binding C buffer) eklendi.
	• Filtreli tüplerde filtre üstünde asılı kalan RNA içeren lizat üzerine 1120mikrolitre (doku büyükse 1750 mikrolitre) etanol (%100) ilave edildi.
	•  Tüpteki örnekten pipetajlama yaptıktan sonra 750 mikrolitre alıp yeni tüplere aktarma yapıldı ve 15 saniye 8000xg de santrifüj yapıldı.
	• Bu aşamada RNA filtreye takıldı, diğer hücre artıkları alta geçti.
	• Filtreli tüplere 500 mikrolitre Buffer RPE ilave edildi, 15 saniye 8000xg de çevrildi.
	• Süzüntü atıldı, filtreli kısımları yeni tüpe konuldu, üzerlerine 500 mikrolitre Buffer RPE ilave edildi, 2 dakika 8000xg de çevrildi.
	• Filtrede kalan RNA içeren tüple 2 dakika full speed döndürüldü ve yeni tüplere koyuldu.
	• Yeni hazırlanan filtreli tüplere 33 mikrolitre RNaz-free water eklendi ve 1 dakika full speed döndürüldü.
	• Filtreden süzülen süzüntüde RNA izole edilmiş oldu.
	• Örneklerin her birinde nanodropla ölçüm yapıldı.
	• 0,2 lik PZR tüpleri soğuk tablaya yerleştirildi.
	• Tüplere 2 mikrolitre primer (nükleotidlerin A,T,G,S tüm olası kombinasyonları içeren) eklendi.
	• Primerleri koyduğumuz 0,2 lik PZR tüplerinin üstüne izole edilen RNA lardan 11 mikrolitre eklendi.
	• 65P0 Pde, klasik PZR- termal cyler da 10 dakika bekletildi
	• Revers transkriptaz enzimi, Buffer,  RNA az inhibitörü ve nükleotidleri içeren hazır kit uygulama şemasına göre hazırlandı, her bir olguya 7 mikrolitre ilave edildi.
	• Tüpler klasik PZR da 25 derecede 10 dakika,  55 derecede 1 saat ve 85 derecede 5 dakika olacak şekilde işleme alındı.
	3.6.2.4. Diğer Histopatolojik Parametrelerin Değerlendirilmesi:
	Tüm hastalara ait hazır H&E preparatları dikkatlice incelendi. Tümörün histolojik tipi belirlendi. Histolojik derece, Nottingham dereceleme sistemi olarak da bilinen Notitingham kombine dereceleme sistemine göre derecelendirildi. Herhangi bir ...
	3.6.2.5. Trastuzumaba Direncin Tanımı:
	Trastuzumabın klinik pratiğe girmesinden sonra, HER2 pozitif meme kanser hastalarının yönetimi, tedavisi ve seyri çok değişmiştir. Ancak bu hedef ilacın tüm etkinliğine rağmen, tek ajan trastuzumab ile tedavi edilen metastatik HER2 pozitif meme...
	Wong ve arkadaşları yaptıkları bir derleme çalışmalarında, trastuzumab tedavisine dirençli ve refraktör HER2 pozitif meme kanseri tanımlamalarını çok açık ve net bir şekilde tanımlamışlardır. Bu çalışmada, trastuzumab direnci, metastatik HER2 p...
	Şekil 10: Metastatik durum ve postadjuvan durumda trastuzumab direnç kriterleri.
	T: Trastuzumab
	Wong ve arkadaşları aynı çalışmada trastuzumab rezistansı veya trastuzumab refrakter hastalık ile intrinsik yada edinsel rezistans arasındaki ilişkiyi tanımlayan bir model önermişlerdir (52). Bu modelde,  trastuzumab rezistansı ve trastuzumab refrakte...
	Şekil 11: Trastuzumaba dirençte tümör biyolojisini tanımlayan şematize görünüm.
	Beyin metastazı, trastuzumab direncinin değerlendirilmesinde ayrıca dikkate alınması gerekli bir durumdur. Meme kanserinde HER2 pozitifliğinin, beyin metastazının gelişimi için bağımsız bir faktör olduğu bildirilmiştir (53). HER2 pozitif meme ...
	Bu çalışmada trastuzumab direnci tanımı, yukarıda tanımlanan kriterlere göre değerlendirildi ve hastalar gruplandı. Yalnızca beyin metastazı olan olgular trastuzumab direnci olarak değerlendirilmedi.
	3.7. Araştırma planı ve takvimi:
	Kaydedilen olgulara ait arşiv preparatları incelenmesi ve yeterli tümör dokusu içeren olguların seçilmesi (01.05.2012-30.05.2012)
	3.8. Verilerin değerlendirilmesi
	3.8.1. İstatistik Yöntem:
	3.9. Araştırmanın Sınırlıkları:
	3.10. Etik Kurul Onayı:
	4.1. Çalışma Olgularının Bulgularına Genel Bakış:
	Şekil 13: İnvaziv lobüler karsinom (H&E x100).
	Şekil 14: Müsinöz karsinom  (H&E x100).
	Şekil 16: Tümör hücrelerinde nükleer boyanma gösteren ER pozitifliği (ER x100).
	Şekil 17: CerbB2 ile farklı boyanma skorları görülmekte (cerbB2 x100).
	Olguların cerbB2’ye göre dağılımları grafik şekilde hazırlanmıştır (Şekil 18).
	Şekil 18: Çalışma olgularının İHK yöntemi ile cerbB2 durumunun grafiksel görünümü.
	Olguların KİSH uygulama sonucuna göre amplifikasyon durumunun grafiksel görünümü aşağıda görülmektedir (Şekil 21).
	4.2. Trastuzumab Tedavisi Alan (Trastuzumab Direnci Gösteren ve Göstermeyen) Olgulara ait Bulgular:
	Tablo 3: Trastuzumab direnci gösteren/göstermeyen olgularda p95HER2 seviyesi
	4.3.1. Trastuzumab Tedavisi Alan Olgularda İstatistiksel Bulgular:
	4.3.2. Çalışma Olgularının Kinikopatolojik Özelliklerine ait İstatistiksel Bulgular:
	66-  Kozik P, Hodson NA, Sahlender DA, Simecek N, et al. A human genome-wide screen for regulators of clathrin-coated vesicle formation reveals an unexpected
	68-  Sasse F, Steinmetz H, Hofle G, Reichenbach. Archazolids, new cytotoxicmacrolactones from Archangium gephyra (Myxobacteria). Production, isolation,physicochemical and biological properties. J. Antibiot. 2003;56: 520-5.
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