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Ozet

Amac: Bu calismanin amaci, meme kanserinde HER2/neu geninin saptanmasinda immunohistokimya (IHC) ve Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) yontemleriyle elde edilen sonuglari karsilastirmaktir.

Materyal ve metod: Bu calismada aksilla metastazi 14'linde negatif, 36'sinda pozitif, toplam 50 adet invaziv meme
karsinomali hasta incelendi. Elli meme kanserli hastanin parafin bloklarindan Selcuk Universitesi Meram Tip Fakdiltesi Patoloji
Anabilim dalinda immunohistokimyasal calisma yapilip, ayni olgularda istanbul Alman Hastanesi'nde FISH yontemi calisildi.
IHC ile elde edilen sonuclar 3 gruba ayrildi (O ve 1+, 2+, 3+). FISH test yontemiyle elde edilen sonuclar ise negatif ve pozitif
olmak Uzere iki ana kategoriye ayrildi.

Bulgular: [HC ile +3 olarak tanimlanan hastalarin yaklasik %83, 3' HER2/neu gen amplifikasyonu sergilemistir. Geride kalan
hastalar IHC metodu ile pozitif sonug vermistir, ancak gen amplifikasyonu sergilememistir. IHC 2+ olarak siniflandirilan
hastalarin blyUk bir cogunlugu da FISH ile negatif bulunmustur (%70, 6). IHC 2+ timorlerin %29, 4'linde gen amplifikasyonu
tespit edilmistir. Geride kalan hastalarda ise, kromozom 17 ile ilgili anoploidi ile birlikte HER2/neu geniyle ilgili herhangi bir
amplifikasyon tespit edilmemistir. IHC ile 0 ve +1 bulunan hastalarin %20'si FISH metoduile pozitif olarak tanimlanmistir.
Sonug: Meme kanserinde HER2/neu geninin degerlendirilmesinde IHC metodu ¢ok iyi bilinen bir yontemdir. Bununla beraber,
0 - 1+ ve 2+ olarak degerlendirilen bir grup hasta igin ayrica FISH yontemiyle inceleme yapiimalidir. HER2/neu geninin
degerlendirilmesinde dogrulugu arttirmak ve en ylksek kaliteye ulasmak icin O, 1+ ve 2+ hastalara her iki yontem de

uygulanmalidir.
Anahtar kelimeler: meme karsinoma, HER-2/neu geni, immuinohistokimya, fluoresan in situ hibridizasyon, prognoz.

Background: The aim of this study is comparison of the results which are obtained by IHC and FISH methods for the detection
of HER2/neu gene status in breast cancer.

Methods: In this study, 14 negatively and 36 positively axillary metastasis of a total 50 patients with invasive breast cancer
were investigated. Paraffin blocks of 50 breast cancer patients were studied by IHC method in Meram School of Medicine of
Selcuk University and by FISH method in Istanbul Alman Hospital. IHC results were divided into 3 groups (0, 1+, 2+, 3+). The
other results which were obtained by FISH method were divided into two main categories as positive and negative.

Results: Approximately 83, 3% of patients described by IHC as +3 exhibited amplification of HER2/neu gene. Remaining of
the other cases were found positive by IHC method, but exhibited no gene amplification. The majority of cases classed by IHC
as 2+ were found also negative by FISH (70, 6%). Gene amplification was detected 29, 4% of IHC 2+ tumors. There was no
amplification of HER2/neu gene associated with chromosome 17 was detected remaining of the other patients. Twenty
percent of patients who were found 0 and +1 by IHC were described HER2 /neu positive by FISH method.

Conclusions: IHC evaluation of HER2/neu gene in breast cancer is very well-known method. At the same time, a group of
patients who were described as 0 and 1+ and 2+ should be examined by FISH method. Both methods should be performed for

increasing the accuracy and achieving the highest quality for the dfetection of HER2/neu genein 0, +1 and 2+ patients.
Key words: breast carcinoma, her2/neu gene, immunohistochemistry, fluorescence in situ hybridization, prognosis

Giris reseptoru ya da HER ailesine ait bir tye olan bir tirozin
Meme kanseri, kadinlarda en yaygin gorulen kinaz reseptor proteini kodlayan kromozom 17q
kanserlerden biridir (1). Artan insidansi ve mortalite Gzerinde bulunan bir proto-onkogen'dir. HER-2/neu
oranlarindaki artis veni terapétik ilaglarin ve 6zellikle gen amplifikasyonu ya da protein asiri ekspresyonu

h arin gelistirilmesini gerekli meme kanserlerinin % 10-30'unda gordlir (2). Cok
k nini hedef alan humanize sayilda calisma HER-2/neu asiri ekspresyonunun
n astuzumab bu tdr yeni prognostik bir faktor olduguna isaret etmektedir. HER-
14 onemli ilaclardandir. HER- 2/neu asirt ekspresyonu timorlerin, hastaligin
2 pidermal blylime faktorl tekrarlama ve metastaz riskini arttirdigi ve hayatta

kalma suresini kisalttigini géstermektedir (3, 4). HER-
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2/neu ile ilgili prognostik degere ilaveten,
trastuzumab'in HER-2/neu icin kuvvetli bir pozitiflik
sergileyen ve metastaz yapan hastaligi olan
olgularin tedavi edilmesinde etkili oldugu
gosterilmistir (4, 5).

Trastuzumab tedavisinde basarili olabilmenin en
zor yani hasta secimidir (4, 6). HER-2/neu'nun
degerlendirilmesi icin en iyi deneylerde dahi
uyusmazlik yasanabilmektedir. HER-2/neu protein
ekspresyonunu degerlendirmekte kullanilan HC
yontemi; maliyeti, biyolojik uygunlugu ve tim
patoloji laboratuarlarinda kullanima hazir olmasi
bakimindan klinik acidan oldukca cekici bir test
yontemidir (7, 8). Bununla beraber, spesmenin tir(,
fiksasyon suresi, fiksasyondan o©nce dokunun
dilimlenmesi, fiksatif tipi, bloklarin saklanmasi,
kesitlerin hazirlanisi, kullanilan antikorun duyarllig,
teknik problemler ve yorum farklliklari gibi IHC
yontemiyle ilgili bazi sorunlar bulunmaktadir. IHC
yonteminde kullanilan puanlama sisteminin
subjektif olmasindan dolayi, patologlar
laboratuvarlar arasinda bduyuk farkhliklarin
oldugunu ve dustk konkordans bulundugunu
bildirmistir (9).

Bir baska popduler alternatif yontem ise, HER-
2/Neu gen amplifikasyonunu 6lgen FISH yontemidir.
Bu son derece yuksek dogruluga, mikemmel bir
hassasiyete ve 6zgunlige sahip olan bir test
yontemidir ve yorumlanmasina yardimci olmak
amaciyla pozitiflik esigi standartlastiriimistir. Sonug
itibariyle, FISH yontemi ile HER-2/neu tespiti daha
objektiftir ve IHC yodnteminin etkilendigi doku
preperasyon faktorlerinden daha az
etkilenmektedir (4, 10, 11). Trastuzumab'a bagli
tdmor yanitlar icin en 6nemli gostergenin HER-
2/neu gen amplifikasyonu oldugu ileri
surdlmektedir (12). Bununla beraber, FISH teknik
olarak daha zor bir yontemdir ve maliyeti yUksektir.
Bu nedenle rutin olarak patoloji laboratuvarlarinda
kullanilmamaktadir (4, 6-8, 13, 14). Siregelen
calismalar, HER-2/neu geninin degerlendirilmesini
optimize etmek ve kolaylastirmak icin bir
algoritmanin kullanilmasini 6énermekte ve buna
gore FISH yonteminin IHC yontemi ile 2+ boyanmis
olgulara uygulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir
(15,16).

Ozellikle prognoz ve tedavi yaklasimi ile tam
ealacian en kolay uygulanabilir
hastanin yetersiz tedavi
acak veya gereksiz pahall
nin uygulanmasini
u durumunun tespiti hem
avi yontemini belirlemede
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kritik 6neme sahiptir. Yaptigimiz bu calismada,
HER2/neu durumunu saptamada laboratuarimizda
yaygin kullanilan IHC yéntemi ile altin standart olan
FISH yonteminin tutarliik tespiti amaclanmaktadir.
Ayrica calismamizda, tumoér buayuklagu,
Ostrojen/progesteron reseptorleri (ER/PR)
premenopozal ya da postmenopozal durum, timor
derecesi, aksiller lenf nodlarinin durumu ve hastanin
yasl dahil meme timorlerinin diger klinikopatolojik
ozelliklerini IHC ve FISH yontemleri ile karsilastirdik.
Bahsettigimiz histopatolojik &zellikler ile prognoz
arasinda iliski olup olmadigini da degerlendirdik. Takip
sUresi icerisinde nuks yada uzak organ metastazi olan
olgulari istatistiksel degerlendirme amaciyla koétd,
digerleriniiyi prognostik grup olarak tanimladik.

Materyal ve metod

Bu calismada 2004-2006 yillari arasinda 50 adet
invaziv. meme karsinomlu hastaya ait Selcuk
Universitesi Meram Tip Fakailtesi, Patoloji Laboratuvari
arsivinden elde edilen parafin bloklar incelendi.
TUmorlerin - tamami modifiye radikal mastektomi
materyallerinden 6rneklendi. Olgularin ortalama yasi
57 civarinda ve yas araliklari 26-82 arasinda idi ve
tamamindaki histolojik tip infiltratif duktal karsinoma
idi. Hastalar aksilla metastazi agisindan; negatif, 1-3
adet lenf noduli metastazi (low grade) ve 4 ve Uzeri
lenf nodUll metastazi (high grade) olmak Uzere 3
gruba ayrildi. Preperatlarin timutnde HER-2/neu geni
hem IHC hem de FISH yontemleri yardimiyla test edildi.
ilk olarak IHC yontemi uygulandi. Ayrica ER ve PR
pozitifligi, timor derecesi, aksiller lenf noduna
metastaz, timaorin blylkligd ve hastanin yasi gibi
diger klinikopatolojik 6zellikler analize dahil edildi. ER
ve PR degerleri, ER ve PR'ye karsi monoklonal antikorlar
kullanilarak degerlendirildi. Dokunun % 10 ya da daha
fazlasindaki boyanma 1+ pozitif olarak tanimland.
Negatifligi ise, timor hiicrelerinin % 10'unundan daha
azinda boyanma veya herhangi bir boyanma olmamasi
olarak tanimland.

Preperatlarin hazirlanmasi

Arsivden elde edilen parafin bloklardan 4 mikron
kalinhiginda kesitler alinip Hematoksilen-Eozin (H&E) ile
boyandi. H&E'li preperatlarin timU modifiye Elston
Ellis dereceleme sistemine gére Grade I-lI-lll olarak
derecelendirildi.

IHCyontemi

HER2/neu'nun IHC ile degerlendiriimesinde DAKO
poliklonal tavsan anti-human C-erbB-2 onkoprotein
kullanildi. Boyamanin siddeti bir patolog tarafindan
degerlendirildive suslar dort kategoriye ayrild.



s Meme kanserinde IHC ve FISH

1. Tamor hicrelerinde membran boyanmasi yok
yada % 10'undan daha az membran boyanmasi (0-
negatif).

2. TUumor hucrelerin %10'undan fazlasinda hafif-
parsiyel membran boyanmasi (1+ negatif).

3. TUmor hucrelerin %10'undan fazlasinda
komplet hafif-orta siddette membran boyanmasi
(2+ zayif pozitif, Sekil 1).

4. TUmor hlcrelerin % 10'undan fazlasinin komplet
kuvvetli membran boyanmasi (3+ zayif pozitif, Sekil
2).
Hercep Testi HER2 protein asiri ekspresyonu (0 ve
1+) icin negatif, zayif pozitif (2+ boyama siddeti) ve

kuvvetli pozitif (3+ boyama siddeti) olarak
yorumlandi.
FISH ydntemi
Kimyasal maddelerin timU QBiogene (Oncor,

UK)'den satin alindi. Kesitler ksilen icinde
parafinden arindirildi (2x10 Dakika, RT), %99,98
etanol'da suyu giderildi (2x5 dakika, RT) ve havada
kurutuldu. Doku kesitleri on islem c¢ozeltisi ile
muamele edildi (15-30 dakika, 45 Cs, su
banyosunda). Numuneler standart salin sitrat
(2xSSC) icinde calkalandiktan sonra, proteinaz K
(Oncor, UK) calisma cozeltisine aktarildi (25-45
dakika 45 Cs, su banyosu). Enzimatik parcalanmayi
takiben lamlar 2xSSC ile calkalandi ve etanol (%70,
%80, %96, 1 dakika, RT) icinde suyundan
arindirildi. Dijesyon derecesi 20 ml propidyum
iyodlr (Oncor, UK) ilave edilerek élctldt. Lamlar
daha sonra fluoresan mikroskobu altinda incelendi
ve invaziv karsinoma dijesyonu olarak
degerlendirildi. Uygun bir sekilde hazirlanan doku
kesitleri daha sonra 2xSSC ile calkalandi, cesitli
etanol (%70, %80, %96, 1 dakika, RT) derecesi
serilerinde suyundan arindirildi ve havada
kurutuldu.

HER2/neu (rodamin-etiketli, kirmizi) ve
kromozom 17 (FITC- etiketli, yesil) problardan
olusan iki-renkli prob kokteyli uygulandi (Oncor,
UK). Prob karisimin miktari slaydin (10 ile 30 ml
arasi/slayt)blydkligine baghdir. Numune ve prob
DNA numuneleri sicak-plaka tzerine yerlestirmekle
denatlre edildi (80°C, 2 dakika). Hibridizasyon
islemi 1slak bir haznede plastik bir lamel altinda
gerceklestirildi  (bir gece boyunca, 37 Cs).
Hibridizasyon sonrasi yikama, 1xPBD (Oncor, UK) (5

dpldle—P D iloandanamay| takiben, 2xSSC (5
d yapildi. Doku kesitleri
D ) ile aksi yonde boyandi.
P 7\
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sinyalleri icin sensitif uygun fitreler kullanilarak Zeiss KS
400 3.0 adli program ile degerlendirme yapildi. Her
silindir yukarida belirtilen filtreler kullanilarak HER2,
CEP17 ve DAPI acgisindan degerlendirildi. TUmoru
temsil eden alanlarda toplam 40 adet hdcreyi
degerlendirmeye izin verecek sekilde 3-5 (ortalama 4)
alandan her 3 filtre ile ayr ayri fotograf cekildi ve bu
fotograflar her alan bir slayt olacak sekilde Microsoft
Powerpoint Programi icerisinde kaydedildi.
Degerlendirme bu fotograflar Gzerinden yapild.

Her silindirde 40 adet hlcrede 6nce HER2/neu
sinyalleri (kirmizi sinyal) sayildi, daha sonra ayni
hicrelerdeki CEP17 sinyalleri (yesil sinyal) sayildi ve
HER2/CEP17 oranlari belirlendi. Oranin 2'nin Gzerinde
oldugu silindirlerde amplifikasyon oldugu kabul edildi.
Acik gen amplifikasyonu var ise (HER2 sinyal/CEP17
sinyal >10) sayilan 40 hicrenin %50'sinden fazlasinda
nukleus basina 4-10 sinyal veya belirgin kimeler var ise
amplifikasyon olarak degerlendirildi (Sekil 3-6). ikinci
bir yontem olarak da 40 adet hilcrede HER2/neu
kirmizi sinyalleri sayilarak sinyal sayisi timaor hacresi
sayisina (40 hicre) bolinerek her bir doku icin bir
tdmor hicresi basina disen HER2 sinyali sayisi
belirlendi ve bu oranin 4'Un Uzerinde oldugu
dokularda amplifikasyonun oldugu kabul edildi.

istatiksel degerlendirme

Bu calismada istatiksel degerlendirmeler SPSS 10.0
Windows Software Paketi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin degerlendiriimesinde Ki Kare (Chi
Square) testi, T-testi, Kruskal Wallis ve Mann-Whitney
U Testi kullanildi.

Bulgular
Elli invaziv meme kanseri olgusunun yaslarn 26-82
(ortalama 57) arasinda idi. Tani konuldugunda
hastalarin 32'si (%64) postmenopozal, 18'i (%36)
premenopozal durumda idi. Ameliyat materyallerinin
tamami Modifiye Radikal Mastektomi (MRM)
materyallerinden olusmakta idi. Calisma grubumuzu
olusturan olgularda makroskopik timor caplari en
kdclgu 2 cm, en blylgu 5 cm, ortalama 3,39 cm idi.
Calismamizda 14 (%28) olguda aksilla metastazi
negatif, 13 (%26) olguda low grade (1-3 adet lenf
nodull metastazi) ve 23 (%46) olguda high grade (4 ve
Uzerilenf nodUlU metastazi) metastaz mevcutidi.
Calismaya alinan hastalar en az 22 ay, en fazla 46 ay
klinik olarak takip edildi. Ortalama takip stresi 34
aydir. Takip sdresince 18 (%36) hastada uzak organ
metastazi, 6 (% 12) hastada niks tespit edildi. Takip
periyodu boyunca 3 (%6) hasta eks oldu (Tablo 1).
Takip sUresi icerisinde uzak organ metastazi ve/veya
nuks bulunduran hastalar istatistiksel degerlendirme
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amaciyla kotu, digerleri iyi prognostik grup olarak
tanimlandi.

Calisma grubumuzda aksilla metastazi pozitif
olan olgularin kétl prognoz gosterdikleri bulundu.
Istatistiksel anlamliigi olusturan ise high grade
metastaz yapan grup idi (p<0,05). Elli olgunun
27'sinde IHC yontemi ile ER pozitif, 24'Unde PR
pozitif bulundu. ER ve PR pozitifligi ile prognoz
arasinda anlamli iliski bulunamadi (p>0,05). ER
pozitifligi ile disik timor derecesi arasinda anlaml
iliski bulundu (p<0,05). Ayrica PR pozitifligi ile timor
capinin bayukligl arasinda negatif yonde iliski
saptandi (p<0,05).

Calisma grubumuzdaki olgularda minimum
tdmor capl 2 ¢m, maksimum tamor capl 5 cm,
ortalama tUmoér capr 3,39 cm'dir. Aksilla
metastazina gore tUmor capi degerlendirildiginde
metastaz olmayan grup ile ylksek derece metastazi
olan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulundu (p<0,05). Cap arttikca aksillaya metastazin
arttigi sonucuna varildi. Tumor capi ile prognoz
arasinda da anlamli iliski saptandi (p<0, 05). TUmor
capi arttikca kotl prognoz oraninin arttigi sonucuna
varildi.

Calisma grubumuzdaki olgularin 15'inde Cerb-
B2 0 ve +1,17'sinde +2,18'inde +3 olarak
degerlendirildi. Olgularin 27'sinde (%54) FISH ile
HER2/neu amplifikasyonu negatif, 23'lUnde (%46)
pozitif bulundu. Prognoz, ER ve PR reseptorleri,
menopozal durum, timaor derecesi, capi ve aksiller
tutulum gibi histopatolojik 6zellikler ile IHC ve FISH
sonuclart arasinda anlamli bir iliski bulunmadi
(p>0,05). FISH ile immunohistokimyasal Cerb-B2
sonuclari karsilastinldiginda anlamli farkhlik
bulundu (p<0,05). immunohistokimyasal Cerb-B2 0
ve +1 olarak degerlendirilen 15 olgunun 12'sinde
(%80) FISH negatif, 3'Unde (%20) FISH pozitif
bulundu. immunohistokimyasal Cerb-B2 +2 olarak
degerlendirilen 17 olgunun 5'i (%29,4) FISH pozitif,
12'si (%70, 6) FISH negatif bulundu.
Immunohistokimyasal Cerb-B2 +3 olarak
degerlendirilen 18 olgunun 15'i (%83,3) FISH
pozitif, 3'U (% 16,7) FISH negatif bulundu (Tablo 2).
Ayrica Cerb-B2 negatif (0 ve +1), FISH pozitif olarak
degerlendirilen 3 olgunun 1'inde k&td prognoz
olarak tanimladigimiz uzak organ metastazi tespit
edildi.

erlendirilmesinde, yuksek
rarlanabilirliginden dolays,
ISH yontemin en iyi test
rmektedir (10, 11, 17, 18).
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Trastuzumab—-monoklonal anti-HER2 antikor-HER2
reseptorin asiri eksprese edildigi meme kanserlerin
tedavisinde kullanilmistir (19). HER2 protein asiri
ekspresyonu ve/veya HER2/neu gen amplifikasyonu
olan hastalar trastuzumab tedavisinden fayda
gormuUstlr ve bu durum cok sayida yayinda da
tanimlanmistir (20-22).

Yapilan cok sayida calisma dogrultusunda artik lenf
nodu metastazi olan hastalarda HER2/neu'nun
bagimsiz bir prognostik faktér oldugu kabul
edilmektedir (23, 24). Bizim calismamizda, HER2/neu
amplifikasyon ve asiri ekspresyonunun aksilla pozitif
olgularda prognoz Uzerine anlamli etkisi bulunmadi.
Ancak aksilla metastazi ile prognoz arasinda anlamli
iliski tespit edildi. Ozellikle de bu iliskinin high grade
olarak siniflandirilan 4 ve Gzeri lenf nodu metastazi
olan hastalarda daha da kuvvetli oldugu gorulda.
Prognoz tzerine etkili olabilecek hasta yasi, menopozal
durum, hormon reseptora ve timor derecesi gibi diger
klinikopatolojik parametreler de prognoz ile iliskili
bulunmadi. Bu durum calismamizdaki hasta sayisinin
azolmasina bagli olarak ortaya cikmis olabilir.

Yapilan calismalarda timor capr ile nodal metastaz
insidansi ve prognoz arasinda iliskinin oldugu
gosterilmistir (25). Bizim calismamizda da timor capi
ile prognoz arasinda iliski saptanmis olup, timor capi
arttikca kotl prognoz godsteren olgu sayisinin arttigi
tespit edilmistir. Yine timor capi ile aksilla metastazi
durumu arasinda da iliski saptanmis olup, timor capi
arttikca yiksek derece metastaz yapan olgu sayisinda
artis oldugu saptanmistir.

Yapilan bir calismada, hem &strojen hem
progesteron reseptor pozitifligi ile timor capi arasinda
anlaml iliski saptanmamistir (26). Yaptigimiz
calismada ise, hormon reseptorleri ile timor capini
karsilastirdigimizda timor capl ve progesteron
reseptor durumu arasinda negatif yonde iliski
saptanirken o6strojen reseptor durumu ile iliski
saptanmadi.

Calisma grubumuzda hormon reseptorleri ve
prognoz arasinda iliski saptanmadi. Fakat hormon
reseptorlerinden ER, timaor derecesi ile iliskili bulundu.
ER reseptort pozitif olgular distk timaor derecesi ile
iliskili bulundu.

Yapilan bir calismada, Ostrojen ve progesteron
pozitif timor grubunda HER2 amplifikasyonu %9, 6
oraninda tespit edilirken, negatif timorlerde bu oran
%31, 2 olarak bulunmustur (27). Calismamizda ise,
HER2/neu ekspresyonu ve amplifikasyonu ile hormon
reseptorleri arasindailiski bulunmadi.

Yapilan bir calismada, HER2/neu pozitif olgularin
negatif olgulardan (ortalama 57, 6) daha genc
(ortalama 53, 9) oldugu bunun da istatistiksel anlam
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tasimadigl bulunmustur. Bazi calismalarda timor
capt ile FISH pozitifligi arasinda bir iliski bulunmamis
(28-30). Calismamizda FISH pozitifliginin hasta yasi,
timor derecesi ve menopoz durumundan
etkilenmedigi tespit edildi. Ayrica timaor capi ile FISH
pozitifligi arasinda iliski bulunmadi. Bu nedenle
calistigimiz histopatolojik 6zelliklerin FISH yontemi
uygulamasinda herhangi bir yol gdstericiliginin
bulunmadigi sonucuna varildi.

Calismamizda IHC ile 0 ve +1 olarak
degerlendirilen olgularin %20'sinde (3/15) FISH ile
amplifikasyon godzlenirken, +2 olarak
degerlendirilen olgularin  %29'unda (5/17), +3
olarak degerlendirilen olgularin %83, 3'lUnde
(15/18) FISH ile amplifikasyon tespit edildi.
Literatlrlerden elde edilen sonuclarla paralel olarak
bizim bulgularimiz da +2 olgularda FISH ile gen
amplifikasyonunun degerlendirilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Ancak literatirde pek cok
calismada IHC ile O ve +1 olgularin FISH yontemi ile
dogrulanmasina gerek olmadigi belirtilirken, bizim
calismamizda bu grupta 3 vaka FISH ile
amplifikasyon gostermistir. Bu nedenle 0 ve +1
olgularda da FISH ydntemi calisilmasi gerektigi
sonucuna varildi.

Yapilan bir calismada immunhistokimyasal
olarak 0, +1, +2 ve +3 olarak skorlanan olgularda
FISH pozitiflik oranlari sirasi ile %3, 5, %6, 4, %25,
7, %81, 5 olarak bulunmustur. Bu sonuclara gore
trastuzumab tedavisi g6z o6nidnde
bulunduruldugunda, 0 ve +1 olgularda da FISH
yontemi calisilabilecedi sonucuna varilmistir. +3
olgularda tespit ettikleri amplifikasyon oraninin
%381, 5 olmasi, bu grup olgularda FISH yonteminin
daha fazla bilgi saglamadigini gostermistir (30).

Yapilan baska bir calismada,
immunhistokimyasal olarak 0 ve +1 olarak
degerlendirilen ve FISH ile amplifikasyon tespit
edilen 11 olgunun 10'u klinik olarak takip
edildiginde +1 olarak tespit edilen 10 olgunun
3'Unde metastaz gelistigi tespit edilmis (30). Bu
nedenle FISH yénteminin daha Ustin prognostik
faktér oldugu sonucuna varildi. Bizim
olgularimizdan immunhistokimyasal olarak O ve +1
grubunda olup FISH ile amplifikasyon tespit edilen 3
vakanin 1'inde metastaz gelisti. Bu sonuc da FISH'in
daha iyi bir prognostik gosterge oldugunu ve bu
gpe-alamlacdadaliCllugntemi calisiimasi gerektigi
dir. Baska bir calismada da

0 Po12 oraninda FISH ile
a edilmistir. Bu olgularin
t den fayda gorebilecedi

u calismada HER2 /neu
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durumunu belirlemede FISH ydnteminin IHC
yonteminden cok daha guvenilir metot oldugu ve daha
dogru immunhistokimyasal sonuclar icin daha ileri
kalite kontrol élctimlere ihtiyac duyuldugu sonucuna
varilmistir (32, 33).

Literatdrde FISH ile IHC arasindaki uyumsuzlugun
en 6nemli nedenini +2 olgular meydana getirmektedir.
Bizim calismamizda, IHC ile +2 bulunan olgularin
%29'unda amplifikasyon tespit edilmistir. +2
olgularda IHC ile FISH arasindaki uyum literatlrde
%20-30 oraninda bildirilmistir. Bizim +2 olgularda
buldugumuz bu oran literatlrle uyumlu olup bu
gruptaki olgularin ilaveten FISH yontemi ile teyit
edilmesi gerektigi sonucuna varildi. +3 olgularin %83,
3'Unde amplifikasyon pozitiftir. %16, 7 olguda
amplifikasyon saptanmadi. Literatdrlerde +3 olgularda
FISH ile amplifikasyon %79-100 oraninda
bildirilmektedir. Bu muhtemelen membran boyamayla
ilgili subjektif degerlendirmenin bir sonucu olabilir. Bir
baska olasilik da s6z konusu proteinin mRNA'sinin
stabilitesi yada reseptor parcalanmasi ile ilgili
bozukluklardan kaynaklanan asiri  ekspresyondur.
Bizim calismamizdaki +3 olgularda IHC ve FISH
yontemleri arasindaki uyumluluk literatdrle
ortismektedir. Buna gore +3 olgularin FISH yontemiile
teyit edilmesine gerek yoktur.

Sonu¢ olarak, IHC yontemi ile 0 ve +1 ile +2
olgularda FISH yontemi calisilmasi gerektigi, +3
olgularda ise buna gereksinim olmadigi sonucuna
variimistir. Yaygin olarak kullanilan IHC ydnteminin
FISH metodu ile kontrol edilmesi ve her laboratuvarin
kendi guvenilirlik oranlarini belirlemesi bir gerekliliktir.
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Resim 4. HER2/neu genin amplifikasyonu (rodamin-isaretli, kirmizi).

Resim 1. HER2 2+ IFiK'sal boyama. Kromozom 17'nin orta kisimlari FITC ile (yesil) isaretlenmistir.

Hafif-orta siddette membran boyama (x40 BBA)

Resim 5. HER2/neu genin dlistik amplifikasyonu
(rodamin-isaretlj, kirmizi).

Resim 2. HER2 3+ IHK'sal boyama. Kromozom 17'nin orta kisimlari FITC ile (yesil) isaretlenmistir.
Kuvvetli pozitif membran boyama (x40 BBA)

: Resim 6. HER2/neu genin yiksek amplifikasyonu
byonu negatif (rodamin-isaretli, kirmizi).
Kromozom 17'nin orta kisimlari FITC ile (yesil) isaretlenmistir.

| lari FITC ile (yesil) isaretlenmistir.
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Tablo 1. Calisma grubumuzdaki olgular

No | Yas Menopoz Cap Derece Aksilla ER PR Cerb- FISH
durumu (cm) metastazi B2

1 70 Post 3,5 Il Negatif - - ++ -
2 39 Pre 2,5 Il Negatif + + +++ +
3 56 Post 3,5 Il High Grade + - ++ -
4 50 Pre 3 Il High Grade - - ++ -
5 43 Pre 3 I Negatif - + +++ +
6 77 Post 4 Il Low Grade + - ++ -
7 70 Post 4 Il Low Grade - - ++ -
8 72 Post 3,5 Il High Grade - - +++ +
9 61 Post 3,5 Il High Grade + + +++ +
10 42 Pre 4,5 Il High Grade - - +++ +
11 73 Post 4,2 I Negatif + - ++ -
12 75 Post 4,5 I High Grade + - ++ +
13 46 Pre 2 Il Negatif - - 0-1+ +
14 43 Pre 2,5 I Negatif + - +++ +
15 78 Post 4 I Negatif + + ++ -
16 63 Post 3,5 Il Low Grade + - 0-1+ -
17 42 Pre 3 I High Grade - + +++ -
18 61 Post 3 Il High Grade + - ++ -
19 57 Post 3 I High Grade + + 0-1+ -
20 37 Pre 3,5 I Low Grade + + +++ +
21 66 Post 4,3 Il Low Grade - - +++ +
22 42 Pre 2,8 Il Negatif + - 0-1+ -
23 82 Post 3 Il High Grade - - +++ +
24 58 Post 2,5 Il High Grade + + +++ -
25 64 Post 4,8 Il Negatif - - ++ +
26 56 Post 4,5 Il High Grade - - ++ +
27 60 Post 2,5 Il Low Grade + + 0-1+ -
28 65 Post 3 I Negatif + + 0-1+ +
29 58 Post 2 Il Low Grade + + ++ +
30 26 Pre 3 I Negatif + + ++ -
31 35 Pre 4 I High Grade - + +++ +
32 70 Post 4,1 Il High Grade - - 0-1+ -
33 71 Post 4,5 I High Grade + - +++ +
34 48 Pre 4,5 I High Grade + + 0-1+ -
35 61 Post 2,5 Il Negatif + + 0-1+ -
36 67 Post 5 I High Grade + + ++ +
37 39 Post 3,5 Il High Grade + + 0-1+ -
38 37 Pre 2 Il Low Grade - + 0-1+ -
39 53 Post 4 Il High Grade - - 0-1+ +
40 67 Post 2 Il Low Grade + + +++

a1 60 Post 3,5 Il High Grade - - 0-1+ -
42 49 Post 2,5 Il Low Grade - + 0-1+ -
43 42 Pre 3,5 I High Grade - - 0-1+ -
44 51 Post 3,7 Il Low Grade + + +++ +
45 43 Pre 2 I Negatif - + ++ -
46 64 Post 4,5 Il High Grade + + +++ +
47 60 Post 4 Il Low Grade - - ++ -
48 38 Pre 3,5 Il High Grade - - ++ -
49 39 Pre 2,5 I Negatif + + +++ +
50 65 Pre 3,5 Il Low Grade - - +++ +

ER: Ostrojen reseptort
PR: Progesteron reseptoru
FISH: Floresan In Situ Hibridizasyon

C VE FISH dagilim tablosu
CerbB2 0, +1 | CerbB2 +2 CerbB2 +3

3 5 15
12 12 3
15 17 18
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