T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KUCUK HUCRELI OLMAYAN AKCIiGER
KANSERLERINDE
FLUORESAN in-situ HIBRIDIZASYON ILE
HER-2/neu AMPLIFIKASYONUNUN
SAPTANMASI

SEBNEM YILDIRIMCAN

TIBBI BIYOLOJI VE GENETIK

YUKSEK LISANS VE DOKTORA TEZI

IZMIR-2006



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KUCUK HUCRELiI OLMAYAN AKCiGER
KANSERLERINDE
FLUORESAN in-situ HIBRIDIZASYON ILE
HER-2/neu AMPLIFIKASYONUNUN
SAPTANMASI

SEBNEM YILDIRIMCAN

TIBBI BIYOLOJI VE GENETIK

YUKSEK LISANS VE DOKTORA TEZi

Yrd.Do¢.Dr.CIGDEM ERESEN YAZICIOGLU

Bu arastirma, Dokuz Eylill Universitesi Bilimsel Arastirmalar Subesi tarafindan

2005.KB.SAG.022 sayi ile desteklenmistir.



“Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserlerinde Fluoresan in-situ
Hibridizasyon Ile HER-2/neu Amplifikasyonun Saptanmas1” isimli Yiiksek
Lisans Tezi, 04/08/2006 tarihinde degerlendirilerek kabul edilmesine oy birligi

ile karar verilmistir.

Yrd.Dog.Dr. Cigdem ERESEN YAZICIOGLU

Jiiri Bagkani

Prof.Dr.Meral SAKIZLI Prof.Dr.Aydanur KARGI
Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi
Yrd.Do¢.Dr.Oguz ALTINGOZ Yrd.Dog¢.Dr.Zeynep SERCAN

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi



TESEKKUR
Oncelikle viiksek lisans egitimim siiresince her konuda bana destek
olan Sevgili Danismamim Yrd.Do¢.Dr.Cigdem Eresen Yazicioglu’'na
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica; Anabilim Dali Baskanimiz Pof.Dr.
Meral Sakizli’ya ve diger oOgretim iiyesi hocalaruma destek ve
ilgilerinden dolay:; Prof.Dr.Aydanur Kargi'ya calismalarimdaki
bilimsel ve laboratuvar destegi icin;, Dr. Zekiye Aydogdu Ding’e tiim
ictenligi ile olan katkilarindan dolayt ve tiimor ornekleri ile
bulgularint  benimle paylastigi icin; Molekiiler Genetigi bana
sevdirerek, tezimin sekillenmesinde ¢ok Dbiiyiik katkist  olan
Yrd.Do¢.Dr.Oguz Altungoz’e; Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nin sevgili FISH grubuna, basta Sait Tiimer olmak iizere Nevin
Aygiin, Yalin Kilic ve Sultan Cingoz’e; cok tesekkiir ederim. Manevi
desteginden dolayr Ozgiir Kadigcesme’ye ve son olarak herseyimi
bor¢lu oldugum aileme sonsuz tesekkiirlerimi borg bilirim.
Sebnem YILDIRIMCAN
2006



Dizin
DIZIN

TABLO DIZINI

SEKIL DiZINi

RESIM DIZINI

KISALTMALAR

OZET

SUMMARY

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1 Smiflandirma

2.1.2 Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserlerin alt tiplerinin histopatalojik 6zellikleri
2.1.3 Evreleme

2.1.3.1 TNM smiflandirilmasi

2.1.3.2 Akciger Kanserinin Siniflandirilmasinda Kullanilan Uluslararasi Sistem
2.1.3.3 Kiiciik Hiicreli Di1s1 Akciger Kanseri

2.1.3.4 Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

2.1.4 Prognoz

2.1.5 Akciger Kanserinin Evrelenmesinde Goriintiilemenin Onemi
2.1.6 Akciger Kanserinin Molekiiler Epidemiyolojisi

2.1.7 Akciger kanseri gelisiminin molekiiler yolaklar:

2. 1.8 Akciger Kanseri Gelisimi Ile Tlgili Molekiiler Belirtecler
2.1.8.1 Diagnostik Belirtecler

2.1.8.2 Prognostik Belirtecler

2.1.8.3 Prediktif Belirtecler

2.1.8.4 Erken Saptama Belirtecleri

2.1.9 Akciger kanserlerinde gézlenen Kromozomal Dengesizlikler
2.1.9.1 17 nolu Kromozomu Ilgilendiren Anomaliler

2.2 HER AILESI

2.2.1 HER2/erbB-2

2.2.2 P185'in biyolojik fonksiyonu

2.2.3 HER2'nin degredasyonu

2.2.4 Her-2'nin Degerlendirilmesi

2.3 Akciger kanseri tedavisinde molekiiler yaklasimlar

2.3.1 Risk Tahmini

2.3.2 Prognozu degerlendirmede molekiiler degisikliklerin gostergeleri ve tedaviye yaniti

ongorme
2.3.3 Yeni terapotik gelisimler icin molekiiler degisikliklerin gostergeleri

2.3.4 Degismis sinval yolaklarinin veniden diizenlenmesi
2.3.4.1 Anti-reseptOr terapisi

|<

35
36
36
37



2.3.4.2 Pasif immiinoterapi

2.3.5 Tekrar yerine konan defektif genler

2.3.6 Tumor baskilayict gen fonksivonu olmavan hiicrelerin hedefli oliimii

2.3.7 Akciger kanserinin tedavisi icin diger yaklasimlar

2.3.8 Kemoprevention yaklasimlari

2.3.9 Akciger kanseri gelisimi ile ilgili molekiiler degisikliklerin tanimlanmasi icin yeni

teknolojiler

2.4 Fluoresan in-situ Hibridizasyon (FISH)

3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 Olgular ve Doku Ornekleri
3.2 FISH YoOntemi

3.2.1 Manuel Deparafinizasyon Kullanilarak yapilan FISH

3.2.1.1 Deparafinizasyon ve On Islemler

3.2.1.2 Hibridizasyon

3.2.1.3 Degerlendirme ve optimizasyon

3.2.2 "Paraffin Pretreatment Reagent Kit (Vysis)" ve "PathVysion® HER-2 DNA Probe

Kit (LSI® HER-2/neu SpectrumQOrangeTM /CEP® 17 SpectrumGreenTM)" Kullanilarak

yapilan FISH

3.2.2.1 Deparafinizasyon ve On Islemler

3.2.2.2 Hibridizasyon

3.2.2.3 Degerlendirme ve optimizasyon

3.2.3 "Chromosome 17g12 (HER2/neu) / Alphasattellite 17 Coctail Probe, Dual Colour

(Q-BIOGene) Kit" Kullanilarak yapilan FISH

3.2.3.1 Deparafinizasyon ve On Islemler

3.2.3.2 Hibridizasyon

3.2.3.3 Degerlendirme ve Optimizasyon

3.3 Olgularin Degerlendirilmesi

3.4 Kullamilan Kimyasallar ve Hazirlanislari

3.4.1 Manuel Deparafinizasyon Icin

3.4.2 "Paraffin Pretreatment Reagent Kit (Vysis)" ile Deparafinizasyon Icin

3.4.3 "Chromosome 17g12 (HER2/neu) / Alphasattellite 17 Coctail Probe, Dual Colour

(Q-BIOGene) Kit"e ait Pretreatment Kiti ile Deparafinizasyon Icin

4. BULGULAR

4.1 Olgularin Histopatolojik ve Klinik Verileri

4.2 Olgularin HER-2 icin IHC sonuclari

4.3 Olgularin HER-2 icin FISH Sonuclari

ile

klinik  verilerinin ve

IHC Sonuclarinin

4.4 Olgularin  FISH Bulgulari
Degerlendirilmesi

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR

37
42
42
43
43

43
44
47
47
47
47
47
48
49

49
49
51
52

52
53
54
54
54
55
55
56

56
58
58
59
62

80
87
92
93

il



Tablo Dizini

Tablo 1 : TNM' ye gore evreleme

Tablo 2: Akciger kanseri i¢in uluslararasi siniflandirma sisteminin diizeltmeleri
(Mountain'den)

Tablo 3 : Kiiciik hiicreli dis1 bronsial karsinoma i¢in evreye bagimli 5 yillik yasam
oranlari

Tablo 4 : Akciger kanserinde en sik gozlenen dengesizlikler

Tablo 5: Akciger kanserinde gbzlenen trizomi olgulari

Tablo 6 : Akciger kanserinde gbzlenen monozomi olgulari

Tablo 7: 17q'ya bagimli dengesizlikler

Tablo 8 : Her-2 durumunu degerlendirmede kullanilan yontemler

Tablo 9 : Yeni Her-2 hedefli ajanlar

Tablo 10 : Parafin C6zme

Tablo 11 : Proteaz ve yikama

Tablo 12 : Denatiirasyon

Tablo 13 : Hibridizasyon sonras1 yikama

Tablo 14 : Parafin C6zme

Tablo 15 : Onislem ve yikamalar

Tablo 16 : Proteaz ve yikama

Tablo 17 : Denatiirasyon

Tablo 18: Hibridizasyon sonras1 yikama

Tablo 19 : Parafin Cozme

Tablo 20 : Onislem ve yikamalar

Tablo 21 : Proteaz ve yikama

Tablo 22 : Denatiirasyon

Tablo 23 : Hibridizasyon sonras1 yikama

Tablo 24 : Olgularin histopatolojik 6zellikleri ve klinik evreleri

Tablo 25 : Olgularmn klinik verileri

Tablo 26 : Olgularin IHC sonuglari

Tablo 27 : Olgularin Histopatolojik verileri ile FISH bulgulari

Tablo 28 : Histopatolojik veriler ve FISH sonuclarinin karsilastirilmasi

Tablo 29 : Olgularin evrelendirme verileri ile FISH bulgulari

Tablo 30 : Histopatolojik veriler ve FISH sonuclarinin karsilastiriimasi

Tablo 31 : Olgularin prognostik verileri ile FISH bulgulari

Tablo 32 : Prognostik verileri ile FISH sonuclarinin karsilastirilmasi

Tablo 33 : Olgularin immunohistokimya (HER-2 i¢in) verileri ile FISH bulgular:
Tablo 34 : Immiinohistokimya ve FISH sonuclarinin karsilastiriimasi

Tablo 35 : Olgularin, hiicrelerde saptanan degisik HER-2/Alfasatellit oranlarina gore
FISH bulgular

Tablo 36 : Prognostik verileri IHC sonuglar1 ile HER-2/Alfasatellit sonuglarinin
karsilastirilmasi

14

15

15
25
25
26
26
35
41
47
48
48
48
50
50
51
51
51
53
53
53
53
54
58
59
60
81
81
82
82
83
83
84
84

85

86

iii



Sekil Dizini

Sekil 1 : Akciger kanseri icin bolgesel lenf nodu yerlesimleri.

Sekil 2 : HER1,HER2,HER3 ve HER4'iin hiicre membrani iizerindeki yerlesimleri/Her
sinyal yolaklari.

Sekil 3 : HER sinyal aginin yapisi.

Sekil 4 : 17 nolu kromozom iizerinde HER-2'nin yerlesimi

Sekil 5: HER?2 proteinin yapisi

Sekil 6 : HER ailesinin aktivasyonu ile stimiile edilen temel sinyal yolaklar1
Sekil 7 : HER1-HER?2 dimerizasyonu

Sekil 8 : Herceptin'in hareket mekanizmalari

Sekil 9 : Nick Translation ve DOP PCR yo6ntemi ile prob isaretlenmesi
Sekil 10 : Genel FISH protokolii

13

27
28
29
29
31
33
39
44
45

v



Resim Dizini

Resim 1 : +2 boyanmis bir adenokarsinom ornegi 61
Resim 2 : +3 boyanmis bir adenokarsinom 6rnegi 61
Resim 3 : HER-2/neu (kirmiz1) ve alfasatellit 17 (yesil) icin Normal kopya sayisina sahip 63
interfaz alanlari

Resim 4 : Her2/neu (kirmizi) ve alfasatellit 17 (yesil) icin dengeli trizomi gosteren 63
interfaz niikleuslarina bir 6rnek

Resim 5 : Her2/neu ve alfasatellit 17 icin kopya sayis1 artis1 gosteren interfaz niikleuslart 64



Kisaltmalar

ADCC : Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite
AHH : Aril hidrokarbon hidroksilaz

AJCC : American Joint Committee on Cancer
AR : Amphiregulin

BAC : Bronsioalveolar karsinoma

BT : Bilgisayarli tomografi

CGH : Comparative genomic hybridization
CK : Sitokeratinler

COX-2 : Siklo-oksijenaz

ECD : Ekstraselliiler domain

EGFR : Epidermal biiylime faktorii reseptorii
FDA : Food and Drug Administration

FHIT : Fragile histidine triad

FISH : Fluoresan in situ hibridizasyon
HB-EGF: Heparin baglayan EGF biiyiime faktorii
HER - c-erbB : epidermal biiyiime faktorii reseptor ailesi
HGF : Hepatosit biiylime faktorii

HGFR : Hepatosit biiyiime faktor reseptorii
hnRNP : Heterojen nuklear ribonukleoprotein
THC : immiinohistokimya

KHAK : Kiiciik hiicreli akciger kanseri

LCA : Lokosit genel antijeni

LOH : Loss of heterozigosity

MR : Manyetik rezonans



N-CAM/CDS56 : Noral hiicre adezyon molekiilii
NSE : Noron spesifik enolaz

p18SHER2 : 185 kDaltonluk HER2/neu proteini
PET : Pozitron emisyon tomografisi

Rb : Retinoblastoma geni

RTK : Reseptor tirozin kinazlar

SSCP : Tek iplikli konformasyon polimorfizmi
TGF : Transforme edici biiyiime faktorii alfa
TTF-1: Tiroid transkripsiyon faktorii-1

UICC : International Union Against Cancer
VEGTF : Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii

B-cel : Betaselliilin

vii



OZET

KUCUK HUCRELi OLMAYAN AKCiGER KANSERLERINDE FLUORESAN in-situ
HIiBRIDIiZASYON ILE HER-2/neu AMPLIFIKASYONUNUN SAPTANMASI *
Sebnem Yildirimcan

Insan sagligi agisindan, giiniimiizde en onemli sorunlardan biri, kanserdir. Kanser
cesitleri icinde de akciger kanseri; insidansi hizla artarak, bati {ilkelerinde hem erkek hem de
kadinlar arasinda en sik goriilen kanser haline gelmistir. Akciger kanseri hiicrelerin
morfolojisine gore “kiiclik hiicreli akciger kanseri” (KHAK) ve “kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri” (KHDAK) olmak iizere baglica 2 tipe ayrilir. Tiim akciger kanserlerinin %80°1,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleridir.

Akciger kanseri olduk¢a kotii bir prognoza sahiptir ve teshis konulan olgularin
%90’indan fazlasinin o6liimle sonuglandigr tesbit edilmistir. Bu durumda, prognostik
belirtegler ve tedavide yeni yaklagimlar biiyiikk onem kazanmaktadir. Cesitli molekiiler
degisikliklerin, timor prognozunda 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir .

Degisime ugrayan genlerden birisi olan ve 17q12’de yerlesim gosteren HER-2/neu

HER2 olarak adlandirilan 185 kDaltonluk transmembran bir tirozin kinaz

onkogeni; pl85
reseptoriinii  kodlar. HER2/neu geninin amplifikasyonu ve dolayist ile reseptoriin
overekspresyonu, hiicre boliinmesinin artmasina ve hiicre biiylimesinin hizlanmasina neden
olur. HER2/neu overekspresyonu, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarin %10-15"inde,
adenokarsinomlarin %30’unda rapor edilmistir.

Bu calismada; kiigiik hiicreli disi akciger kanseri olgularinin tiimdr Orneklerinde
“fluoresan in situ hibridizasyon” (FISH) yontemi ile HER-2/neu amplifikasyonunun
degerlendirilmesi ve sonuglarin olgularin klinik verileri ile birlestirilerek; HER-2/neu
amplifikasyonunun prognoz {iizerine olan etkisinin arastirilmasi, amaglandi. Ayrica son
yillarda, p185™***’¢ baglanan ve rekombinant DNA tiirevli bir monoklonal antikor olan
Trastuzumab’in (Herceptin), ileri satha kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin tedavisinde
de, kemoterapi ile birlikte uygulanabilirligi hakkinda kanitlar elde edilmistir. Trastuzumab ile
basaril bir tedavinin 6nsartti, HER-2/neu amplifikasyonunun dogru olarak belirlenmesidir.

Calismamizda; onceden immunohistokimya (IHC) ile HER-2/neu ekspresyonlari,
negatif (%46), +2 (%29) ve +3 (%25) olarak degerlendirilmis, 23 adet kiiciik hiicreli dist
akciger kanseri olgusunun parafin doku 6rneginde, fluoresan in situ hibridizasyon teknigi

(FISH) kullanilarak, HER2/neu geni amplifikasyonlar1 saptandi. HER2/ALFA SATELLIT



orani >2.0 olan analiz sonuglari, gen amplifikasyonu var olarak FISH pozitif (+) ; HER2/CEP
17 orani<2.0 olanlar ise FISH negatif (-) olarak kabul edildi. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda, 24 olgunun %100’t FISH (-) olarak bulundu ve bu olgulardan; 22’si dengeli
dizomi, 1 olgu ise dengeli quadrizomi olarak saptandi. Sonuglarimiza gore; prognoz ile FISH
sonuclar1 arasinda anlamli bir iliski saptanamamistir. Ayrica, IHC +2, +3 pozitif sonuglu
olgularimizda  (%44), HER-2/neu proteininin  overekspresyonunun, gercek gen

amplifikasyonu ile baglantili olmadig1 gosterilmistir.

Anahtar kelimeler : Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, HER-2/neu, Herceptin, FISH

* Bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Subesi tarafindan desteklenmistir.

Proje no: 2005.KB.SAG.022



SUMMARY

DETERMINATION OF HER-2/neu AMPLIFICATION THROUGH
FLUORESCENSE in-situ HYBRIDIZATION IN NON SMALL CELL LUNG
CANCER *

Sebnem Yildirimcan

In terms of human health, one of the most important problems is cancer nowadays.
Among the types of cancer, lung cancer; by increasing rapidly its incidence, has become the
most widespread type of cancer among men and women in western countries. Lung cancer,
according to morphology of cells is mainly divided in two types named as non small cell lung
cancer (NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC). 80 percent of all lung cancers are non
small cell lung cancer.

Lung cancer has fairly bad prognosis and it has been proved that more than 90 percent
of the cases which are diagnosed have ended with dead. In this state, prognostic signs and
new approaches in treatment gain importance. It has been claimed that variety of molecular
alterations play significant role in tumour prognosis.

HER-2/neu oncogene, one of the genes which is exposed to change and is located at
17q12, encodes a 185 kDa transmembrane receptor tyrosine kinase which is named as
p185"*”2  The amplification of HER-2/neu gene and as a result of this the overexpression of
receptor causes increase of cell division and fastening of cell growth. HER-2/neu
overexpression has been reported in 10-15 percent of non small cell lung cancer patients and
in 30 percent of adenocarcinoma.

In this study, it has been aimed to evaluate HER-2/neu amplification by means of
FISH and searching the effect of HER-2/neu amplification on prognosis, by connecting the
clinic data of cases with results, in tumour samples of non small cell lung cancer cases. Also

5HER2 and

in recent years, it has been got evidence about that Herceptin which binds pl18
which is recombinant DNA derived monoclonal antibody may use associated with
chemotherapy. Precondition of successful treatment thanks to Herceptin is that HER-2/neu
amplification rightly determine.

In our study, it was determined HER-2/neu gene amplifications with FISH in parafin
tissue samples of 23 NSCLC cases which were evaluated as negative (%46), +2 (%29) and +3

(%25) t, with the help of immunohistochemistry. The analysis results with HER2/CEP17 ratio



>2.0 were accepted as FISH positive; on the other hand analysis results with HER2/CEP 17
ratio <2.0 were accepted as FISH negative. As the result of maded evaluations, it was found
as FISH negative 100 percent of 24 cases and it was evaluated as balanced dysomy 22 and
balanced quadrisomy one of these cases. To our results, a significant connection between
prognosis and FISH consequences cannot been determined. Besides, it has been determined

that overexpression of HER-2/neu protein is not associated with real gene amplification.

Key words : Non small cell lung cancer, HER-2/neu, Herceptin, FISH

* This study was supported by Dokuz Eyliil University, Scientific Research Department.
Project No: 2005.KB.SAG.022



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. 20. yiizyilda tim kanser
cesitleri arasindan; akciger kanserinin insidansi artmig ve bat1 iilkelerinde hem erkek hem de
kadinlar arasinda en sik goriilen kanser haline gelmistir (1).

Akciger kanseri, hiicrelerin morfolojisine gore, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olmak iizere baslica 2 tipe ayrilir. Tiim
akciger kanserlerinin %20 kadart, kii¢iik hiicreli akciger kanseridir. Kii¢lik hiicreli karsinoma,
hizli geligen bir timdordiir ve erken teshis dnemlidir. Akciger kanserlerinin yaklagik %80',
kiiciik hiicreli dis1 tiptedir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, kiiclik hiicreli akciger
kanserinden daha ¢ok goézlenir ve gelisimi daha yavastir (2). Bu kanserin 3 ana tipi vardir: bu
tipler arasinda tedavi ve yasam siiresi agisindan fark yoktur. Bu 3 ana tip, skuamoz hiicreli
karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli akciger kanseridir (3,4,5).

17q12’de yerlesim gosteren HER2/neu onkogeni; HER2 reseptorii ya da proteini
olarak adlandirilan, 185 kDaltonluk transmembran bir tirozin kinaz reseptoriinii
kodlamaktadir(6). HER-2/neu geninin amplifikasyonu ve dolayis1 ile reseptdriin
overekspresyonu, hiicre boliinmesinin artmasina ve hiicre biliylimesinin hizlanmasina neden
olur. HER-2/neu overekspresyonu, kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarin %10-
15’inde, adenokarsinomlarin %30’unda rapor edilmistir (6).

Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), blastomer veya gamette, doku kesitinde,
interfaz nukleusunda ve metafaz kromozomlarinda DNA dizilerinin saptanmasina izin veren
molekiiler sitogenetik bir yontemdir. Bu teknikte, tekrarli dizilere( sentromer, telomer), lokusa
0zgil dizilere ve/veya tiim kromozoma hibridize olan, hedef diziye komplementer fluoresan
isaretli DNA problar1 kullanilir. FISH ile andploidiler ve gen yeniden diizenlenimleri
saptanabilir (7,8).

Trastuzumab (Herceptin); hiicre-dis1 insan epidermal biiylime faktoriiniin protein

{iriinii olan p185"ER2

ya baglanan, rekombinant DNA tiirevli bir monoklonal antikordur.
Herceptin’in metastatik meme kanseri i¢in konvensiyonal tedaviye oranla daha uzun bir
yasam sagladigi ispatlanmistir. Son yillarda ileri satha kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserlerinde Herceptin ve kemoterapinin kombinasyonunun kullanilabilirligi ile ilgili

kanitlar elde edilmistir (9).



Calismamizda; FISH yontemi uygulandiktan sonra HER-2/neu amplifikasyonu ile
olgularin klinik verilerini birlestirerek, HER-2/neu amplifikasyonunun prognoz iizerine olan
etkisini arastirmayi plandik (10,11). Calismamiz sirasinda, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli
olgularda, HER-2/neu i¢in FISH analizinin rutin olarak uygulanabilir hale gelmesi de elde
edilen ek bir kazanim olacakdi. Bdylece, HER-2/neu gen amplifikasyonu pozitif olan

hastalarda, klinik uygun goriirse Herceptin kullanabilecektir (12).



2. GENEL BILGILER

2.1. AKCIGER KANSERIi

Akciger kanseri glinlimiizde en yaygin goriilen kanserdir ve bati iilkelerinde 20.yy
boyunca insidanst giderek artmistir. Cogunlukla 50-70 yaslar1 arasinda goriilmektedir (13).
Kétli bir prognozu vardir ve hastalarin sadece %10-15’1, 5 yil veya daha uzun bir siire
yasamaktadir. Prognoz, kanserin hiicre tipine ve klinik sathaya baglhdir (14).

Genel Oliim nedenleri arasinda ikinci siradadir. Tiim kanser oliimlerinin % 28’ini
olusturur. Kadinlarda da insidans1 giderek artmaktadir (13). Kemoterapi, radyasyon tedavisi ,
cerrahi girisimler ve uygulamalardaki tiim gelismelere ragmen, akciger kanserli bireyler i¢in
en uzun yasam siiresi 5 yildir. Bu diisiik yasam orani i¢in en énemli neden, pek ¢ok akciger
kanserinin ileri evrede saptanmasidir. Diisiik yasam oraninin diger bir nedeni; primer akciger
timoriiniin eksik tedavi edildigi bireylerde yiiksek siklikta ikincil tiimdrlerin ortaya
¢ikmasidir ( KHDAK olan bireylerde %2, KHAK olan bireylerde %4-%6) (15) .

Akciger kanserinin, karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan, ¢ok adimh
timorojenez sonucunda ortaya ¢iktigi, diisiiniilmektedir. Metastaz, invazyon, siirekli
anjiogenez, hiicre 6liimiinden kacis, immortalizasyon ve hiicre biiyiimesinde etkili diizenleyici
genler, tiimor baskilayici genler ve onkogenlerdeki genetik-epigenetik degisiklikler, akciger
kanseri gelisimi ile ilgili molekiiler olaylardir.

Akciger kanseri gelisimi, akcigerin Ozellikle genomik kararsizliga neden olan
karsinojenlere maruz kalmasi ile tetiklenir. Akciger dokusundaki bu degisikliklerin direk
olgtimii ve akciger tiimorogenez yolaklar1 ile ilgili bilgiler, karsinojenlere maruz kalan
bireylerde kanser riskini degerlendirmeye, erken teshise, bireyler icin en uygun tedavi
yaklagimini tanimlamaya yarar. Akciger tlimorlerinin molekiiler 6zellikleri hakkindaki
bilgiler, aynm1 zamanda hasar gormiis hiicresel yolaklara yonlenerek tedaviye olanak

saglamaktadir(15).

2.1.1 Simiflandirma
1924°te Marchesani, akciger kanserini, halen WHO (World Health Organization)

siniflandirmasinda da gecerli oldugu sekliyle, skuamoz hiicreli karsinoma, kiigiik hiicreli
karsinoma, adenokarsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olmak iizere 4 ana histolojik tip
altinda toplamistir (14).

Akciger karsinomlar1 i¢cin 1999 WHO/IASLC simiflandirmasi asagidaki gibidir:



1) Skuamdz Hiicreli Karsinom
2) Kiigiik Hiicreli Karsinom
3) Adenokarsinom
— Asiner
— Papiller
— Bronsioloalveolar
— Nonmiisindz
— Miisin6z
— Mist miisindz ve nonmiisindz
— Mukus yapan solid adenokarsinom
— Mikst tip
4) Biiyiik Hiicreli Karsinom
5) Adenoskuaméz Hiicreli Karsinom
6) Pleomorfik, Sarkomatoid ya da Sarkomat6z elemanlar i¢eren karsinomlar
— Pleomorfik Karsinom
— 1gsi Hiicreli Karsinom
— Dev Hiicreli Karsinom
— Karsinosarkom
— Pulmoner Blastom
Akciger karsinomlarinin %90-95’1 kadar biiylik kisminda ilk 4 tip gézlenmektedir. Bu
tiplerin insidansi tilkelere ve zamana gore farklilik gdstermektedir. Avrupa iilkelerinin biiyiik
bir ¢ogunlugunda; skuamoz hiicreli karsinomun goriilme sikligi %40, adenokarsinom igin %
25, kiiciik hiicreli karsinom (KHK) i¢in %25, biiyilik hiicreli karsinom i¢in ise %10 olarak
bildirilmektedir(13).
Skuam6z  hiicreli  karsinom ve KHK’lar ¢ogunlukla santral yerlesimli;
adenokarsinomlar ve biiyiik hiicreli karsinomlar ise ¢ogunlukla periferik yerlesimlidir (13).
Tiim akciger kanserlerinin %30’u skuamdz hiicre grubundandir. Bunlar merkezi olarak
yerlesmistir ve ¢ap1 4 cm’den biiyiiktiir. Kavitasyon %82 tizerindedir. Merkezi yerlesimleri
nedeni ile lobar veya segmental ¢okiintli yaygindir (13).
Kiigtik hiicreli akciger kanseri tiim akciger kanserlerinin %18’ini olusturur. Biiyiik
hacimli hilar ve mediastinal lenfadenopati yaygin olarak bulunur (13).
Adenokarsinomalar; ¢capt 4cm’den daha az olan periferal tiimdrlerdir ve tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %31’ini olustururlar. Adenokarsinomanin bir alt tipi olan

bronsoalveolar hiicreli karsinoma ise tiim akciger kanserlerinin %2-10’unu olusturur (13).



Biiytik hiicreli karsinoma kiiclik hiicreli karsinomanin goriiniimiine sahip olmayan
farklilagmis tiimorlerdir. Tiim akciger kanserlerinin %9 unu olusturur (13).

Adenoskuamoz karsinoma tiim akciger kanserlerinin %2’sini icerir. Genellikle soliter
periferal nodiil olarak bulunur, %50’si 1-3 cm biiyiikliigiindedir ve %13 oraninda kavitedir
(14).

Tedavi ve prognozlarindaki dikkate deger farklilik nedeni ile kiiciik hiicreli karsinom
ve kiiclik hiicreli dis1 karsinom (adeno, skuamoz hiicreli ve biiyiik hiicreli karsinom)
ayiriminin yapilmasi uygun tedavinin planlanmasi yoniinden oldukg¢a dnemlidir (13).

KHK” lari, kiiclik hiicreli dis1 karsinomlardan ayiran belli morfolojik 6zellikler vardir.
KHK hiicresini KHDK hiicresinden ayiran asil 6zellik; boyut degil, kromatin yapisidir. KHK
hiicresinin bir diger belirgin 6zelligi de, tiimor hiicrelerinin kolay zedelenebilmesi nedeni ile
olusan ezilme artefaktidir. Fakat dogru tan1 koyabilmek i¢in biyopsi 6rneklerinde, az da olsa
iyl korunmus tlimor hiicresi aranmalidir. Bu gibi durumlarda, “lokosit genel antijeni” (LCA)
ile immiinohistokimyasal boyama; ezilmis hiicrelerin dogru degerlendirilmesi icin

uygulanabilir (13).

2.1.2 Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserlerin alt tiplerinin histopatalojik
ozellikleri
Skuamoz hiicreli karsinoma : Erkeklerde daha sik rastlanir. Biiyiik bronslarin santralinden

cikmaya egilimlidir. Lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilir; fakat toraks disina diger
tiplerden daha gec¢ yayilir (16).

Skuamoz hiicreli karsinoma, brons epitelinde yillar 6ncesinde baslayan metaplazi veya
displaziyi izleyen in-situ karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Mukozada 1-2 cm ¢apinda
kalinlagsma ve irregiiler nodiil seklinde kabariklik olusmaya baglar. Bu sathada klinik agidan
bir bulguya rastlanmamasina ragmen; balgamda atipik epitel hiicrelere rastlanir. Kisa siire
icerisinde tiimor; brong liimenini kapatacak sekilde bir kitle haline gelir, akcigerin diger
kisimlarina invaze olur. Histolojik olarak, keratin inciler ve interselliiler kopriiler olusturan iyi
diferansiye tip ya da az derecede skuamoz 6zellige sahip andiferansiye tip seklinde gortiliir.
Skuamdz hiicreli karsinomlar metastaz yapmadan once biiyiik ve bronglari tikayan bir kitle

olusturduklari i¢in diger tiplerden daha iyi bir pognoza sahiptir (16).

Adenokarsinoma : Kadinlarda ve sigara igmeyenlerde en yaygin goriilen tiptir(17).

Genellikle akcigerdeki mukus iireten hiicrelerden kaynaklanir (18). Adenokarsinomada tiimor



hiicreleri tarafindan miisin iretimi gerceklesir ya da glandular farklilasma olur(17).
Cogunlukla periferal yerlesimlidir. Yavas biiylir ve daha kiiciik kitle olustururlar. Diger alt
tiplere gore daha erken safhada metastaz yaparlar. Histolojik olarak neoplastik hiicreler
genellikle kiiboidal ve kolumnardir ve miisin salgilarlar. Tipik olarak tubuler, asiner ya da

papiller yapilar olustururlar(16). Tedaviye, diger alt tiplere gore daha az yanit verir.(19)

Bronsioalveolar karsinoma (BAC) : Ozel bir adenokarsinoma tipidir (16). Bronsioalvelar
karsinoma terminal bronsioalveolar bdlgelerdeki pulmoner parankimada olusur. Tiim akciger
kanserlerinin %1-9’unda cesitli sekillerde bronsioalvelar karsinomaya rastlanir(17) iki ¢esidi
vardir. Misin salgilayan c¢esidinde; timorler multifokal miisinézdiir. Cogunlukla
olusturduklar1 kitle bir lobda sinirli kalir, bazen ise birden fazla loba tutanabilirler. Histolojik
olarak bu kitleler yiliksek kolumnar hiicrelerin iyi korunmus alveolar septalar iizerinde
siralanan yapilar olusturur. Mitoz nadirdir. Diger ¢esidi 10 cm ¢apina kadar olabilen gri-beyaz
renkli tek bir nodiil seklindedir ve yerlesimi perifere yakindir. Multifokal tipin aksine
neoplastik hiicreler miisin salgilamazlar. Alcak kolumnar ya da kiiboidal sekildedirler.
Alveolar septalar yerine tiimoriin fibrovaskiiler stromasi iizerinde irregiiler siralanirlar,
papiller yapilar belirgindir. Nukleuslar biiyiik, santral yerlesimlidir ve mitoz gozlenir.
Brongoalveolar karsinomanin pognozu diger akciger karsinomlarina oranla daha iyidir.
Multifokal tipte 5 yillik yasam %20-25 oraninda gozlenirken; lokalize tek kitle yapan tipte bu
oran %50-70 civarlarindadir(16).

Biiyiik hiicreli karsinoma : Sitolojik diferansiyasyon gostermez. Hiicreler genellikle
anaplastiktir ve biiyiik vezikiiler nukleuslar1 vardir. Cogunlukla periferal yerlesimli olup
biiylik hacimlidirler. Erken fazda metastaz goriiliir; bu nedenle kotli prognoza sahiptir. Tan1

konularin hastalarin cogunda beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasam orani %2-3’diir.(16)

2.1.3 Evreleme
Kanserli hastalarin tedavilerini planlayabilmek icin; hastalarin prognoz 6zelliklerine

gore gruplandirilmasina gerek duyulmustur ve bunun sonucunda da bir evreleme sistemi
gelistirilmistir. 1946°da ilk kez Denoix tarafindan oOnerilen TNM sistemi, 1966’da
“International Union Against Cancer” ( UICC) ve 1973’ de “American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) tarafindan akciger kanserlerine de uyarlanmistir. Bu farkli yaklagimlar
1986°’da AJCC ve UICC’nin yillik toplantilarinda yeniden gozden gegirilerek; “Uluslar Arasi

Akciger Kanseri Evreleme Sistemi” ad1 altinda tek bir sistem haline getirilmistir.
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Bu evreleme sisteminde Evre I, II ve IIIA icindeki TNM alt gruplarinin prognoz
acisindan oldukga heterojen oldugu gozlenmistir. Evreleme sisteminin daha 6zgiil olmasi igin

AJCC ve UICC’nin 1996’ da yillik toplantilarinda kabul edilen yeni bir diizenleme yapilmistir
(13).

2.1.3.1 TNM simiflandirilmasi
TNM simiflandirmasini 6neren ilk kisi Denoix’dir(1946). TNM sistemi en son

1997°de modifiye edilmekle beraber; temel prensipleri ayni kalmistir. Hem kiiciik hem de
biiylik hiicreli akciger kanserini igeren akcigerin 4 temel histolojik tipini igerir. TNM
siiflandirilmasinin en son diizenlenmis sekli 1997° de Union International Contre le Cancer
(UICC) ve American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan diizenlenmistir (14).
Anterior mediastinotomi ve mediastinoskopi gibi invazif islemler ile saptanan
hastaligin anatomik derecesi; primer tiimor (T), bolgesel lenf nodu (N), uzak metastaz (M)‘a
gore tarif edilir. Siniflandirmanin T komponenti; primer tiimoriin hem biiytikliik hem de lokal
invazyon derecesini, N komponenti bdlgesel lenf nodu igerigini belirtir. Mountain ve Dresler
tarafindan tarif edilen boélgesel lenf nodu yerlesimleri, Sekil-1’de gdosterilmistir. M

komponenti ise metastazin varligini veya yoklugunu belirtir (14).

PRIMER TUMOR (T)
Tx : Primer tiimoriin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda malign hiicrelerin
tespit edilip goriintiileme teknikleri ya da bronkoskopi ile tiimdriin gosterilememesi.
TO : Primer tiimor belirtisi yok.
Tis : Karsinoma in situ .
T1 : En genis cap1 < 3 cm, akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, bronkoskopik olarak lob
bronsundan daha proksimale ( ana bronsa) invazyon gostermeyen tlimoér ( Ornegin: ana
bronsda olmayan).
T2 : Timoriin agsagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmas:

- En genis ¢ap1 >3 cm,

- Ana brong invaze ancak ana karinaya uzaklik > 2 cm

- Visseral plevra invazyonu

- Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi ya da obstriiktif

pnomoni
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T3 : Tiimoriin herhangi bir biiytikliikkte olup; gégiis duvari ( superior sulkus tiimorleri dahil),
diafragma, mediastinal plevra, pariyetal perikard gibi yapilardan herhangi birine direkt
invazyon goOstermesi; veya karinaya 2 cm’den daha yakin ancak karinayir tutmayan ana
bronstaki tlimor; ya da biitiin akcigeri kapsayan atelektazi veya obstriiktif pndmoni ile birlikte
goriilen timor.

T4 : Timorin herhangi bir biyiikliikte olup mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea,
0zefagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi birini invaze etmesi; veya malign
plevral veya perikardiyal sivi ile birlikte olan tiimoér; ya da tiimdrle ayni lob iginde satellit

tiimor nodiil ve nodiilleri (13).

BOLGESEL LENF NODU ( N)

Nx : Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi.

NO : Bolgesel lenf bezi metastazi yok.

N1 : Aym taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer
tiimoriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi.

N2 : Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz .

N3 : Kars1 taraf mediastinal, hiler; ayn1 veya karsi taraf supraklavikular veya skalen lenf bezi

metastazi (13).

UZAK METASTAZ (M)

Mx : Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi.
MO : Uzak metastaz yok
M1 : Uzak metastaz (13)
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Sekil 1 : Akciger kanseri i¢in bolgesel lenf nodu yerlesimleri (14).

2.1.3.2 Akciger Kanserinin Simiflandirilmasinda Kullanilan Uluslararasi Sistem
Bu sistem benzer prognoz ve tedavi secenekleri olan hastalar1 gruplandirir. T, N,M’ in

cesitli kombinasyonlar farkli yagamsal 6zellikler tarafindan karakterize edilen farkli klinik
veya yasamsal patholojik sathalari tanimlar (14).

Akciger kanserli hastalarin siniflandirilmasinda, tedavinin planlanmasinda ve
etkinliginin degerlendirilmesinde bolgesel lenf bezlerinin durumu olduk¢ca Onemli bir
faktordiir. Lenf bezlerinin durumunu daha 1iyi degerlendirebilmek icin; haritalar
gelistirilmistir. 1970’ lerde Naruke ve arkadagslar1 tarafindan ilk kez gelistirilen harita, AJCC
tarafindan kabul edilmistir. 1983° de “ American Thoracic Soicety “ tarafindan gelistirilen

13

ikinci bir harita, ilerleyen yillarda “North American Lung Cancer Study Group “ tarafindan
tekrar diizenlenerek yaygin bir sekilde kullanilmistir. 1996’ da Factors TNM Committee of

the UICC birbirine olduk¢a benzeyen bu iki haritay1 birlestirmis ve tek bir bolgesel lenf bezi
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haritas1 kullanilmas1 Onerilmistir (Tablo 1) (13). En son olarak, Mountain tarafindan

uluslararasi siiflandirma sisteminde son bir diizeltme daha yapilmistir (Tablo 2).

Tablo 1 : TNM’ ye gore evreleme (13)

1996 1986
-k Gizli karsinom: TxNOMO
EVREO Tis NOMO EVRE 0 : Ayni
EVREIA TINOMO EVREI : TINOMO
EVREIB T2NOMO T2NOMO
EVRE IIA : TINIMO EVRE II : TINIMO
EVREIIB : T2NIMO T2NIMO
T3NOMO
EVRE IIIA : T3NIMO EVREIIIA : T3NOMO
TIN2MO T3NIMO
T2N2MO T3N2MO
T3N2MO TIN2MO
T2N2MO
EVRE HIB**: TANOMO EVRE IIIB : Ayni
T4ANIMO
TAN2MO
TIN3MO
T2N3MO
T3N3MO
T4N3MO
EVRE I1V*#** .  Herhangi bir T EVRE 1V : Aynmi
Herhangi bir N
M1

*  @Gizli karsinom i¢in evreleme yapilmaz
** T4 icine tiimdrle ayni lob i¢indeki satellit tiimor nodiilii dahil edilmistir.
*** Tiimor lobu disindaki nodiiller M1 olarak smiflandirilir.
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Tablo 2:  Akciger kanseri i¢in uluslararasi smiflandirma sisteminin diizeltmeleri

(Mountain’den) (14)

Safha TNM subset
1A TINOMO
1B T2NOMO
2A TINIMO
2B T2N1MO
3A T3IN1IMO

TIN2MO
T2N2MO
T3N2MO
3B T4NOMO
T4AN1IMO
T4N2MO
TIN3MO
T2N3MO
T3N3MO
T4N3MO
4 T,N yok, M1

2.1.3.3 Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
Klinik ya da cerrahi-patolojik olan TNM alttiplerinin kombinasyonlari, akciger

kanserinin farkli cerrahi-patolojik veya klinik sathalarina gére gruplandirilir (Tablo-2).
Cerrahi-patolojik siniflandirma; klinik siniflandirmadan daha dogru bir prognoz

belirtecidir (Tablo-3).

Tablo 3 : Kiiciik hiicreli dis1 bronsial karsinoma i¢in evreye bagimli 5 yillik yasam oranlari

Evre Klinik evreleme (%) Patolojik evreleme (%)
IA 61 67

IB 38 57

1A 34 55

1B 22-34 38-55

1A 9-13 23-25

I11B 1-8 -

v 1 -
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1997°deki son smiflandirmaya gore, satha I ve satha II, A ve B olarak iki gruba
ayrilmstir.

Evre-I akciger ile sinirlidir. Karinanin 2 cm igindedir. Ana bronsiioliin invazyonu,
parietal pelevral invazyon, ekstratorasik metastaz veya lenf nodu yoktur.
Evre-I; en iyi prognoza sahip olan IA ( TINOMO) sathasina (5 yil i¢in %61 yasam) ve 1B
(T2NOMO) sathasina (5 yil i¢in %38 yasam) ayrilir.

ITA evresi, ipsilateral hilar lenf nodu metastazi veya intrapulmonar lenf nodu
metastazina (TIN1MO) sahip, T1 primer tiimorleri olan hastalar igerir. Bu hastalarin 5 yil
icindeki yasam orani %34°tlir. I B evresi; lokalize olmus hilar lenf nodu olan (T2N1MO)
akcigerle sinirl, biiyiik tiimorii olan hastalari igerir. 5 yil i¢cindeki yasam oranlar1 %22-34
oranindadir.

IITA tiimorleri, Tablo1’de listelendigi gibi 4 cTNM alt grubunu igerir. Bu grup T1-3
tiimorleri ve N2 nodlart veya T3 tiimdrleri ve ipsilateral hilar nodlar1 olan hastalardan olusur.
Evre 1 ve II tiimorlerinin aksine; lobektomi veya pndmonektomi kullanarak, tamamen
cikarilamazlar. IIB safthasi, N3 lenfadenopatisi veya T4 tiimorleri olan tiim hastalar1 igerir. 5
yillik yagam oranlar1 % 1-8 arasindadir.

IV evresindeki hasta gruplari, prognozu kotii ( 5 yil igin %1 ), metastazi var olan

hastalari i¢erir. Bu hastalar i¢in, sadece destekleyici terapi uygundur (14).

2.1.3.4 Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri
Kiiciik hiicreli akciger kanseri olan hastalar; hastaligi sinirli ve ilerlemis olmak {izere

iki gruba ayrilir. Sinirl hastalik, radyoterapi bolgesi sinirli karsinoma olarak tanimlanir. ileri
karsinoma ise, radyoterapi bolgesi oldukca genis olan karsinomay1 ifade eder. Sinirli hastaligi
olan hastalar i¢in radyoterapi ve kemoterapi, ileri hastalig1 olanlar i¢in ise palyatif terapi
uygulanir .

Prognoz metastatik yerlesime baglidir. Karaciger ve kemik iligi metastaz1 diisiik

prognoz tasirken; sadece beyin metastazi ile sinirl hastaligi olanlarla ayn1 prognozu tasir (14).

2.1.4 Prognoz

Akciger kanseri kotii bir prognoza sahiptir; hastalarin sadece %10-15 kadar1 5 y1l veya
daha uzun siire yasar. Yapilan incelemeler 1981-1990 arasinda oliimden kurtulanlarin
sayisinda %0.2 oraninda azalma oldugunu gdstermistir. Bu oran meme kanseri (%]11),

melanoma (%32) gibi kanserler ile karsilastirildiginda oldukca diistiktiir.
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Prognoz; klinik faktorler kadar tiimoriin histolojik smiflandirilmasina ve anatomik
derecelendirilmesine de baglidir. Akciger kanserinin histolojik tipi; prognoz ve timor
davranisi ile korelasyon gosterir. Bu durum KHAK ve KHDAK karsilagtirildiginda agikca
goriilmektedir.

Skuam6z  hiicreli  karsinoma (KHDAK alt tiplerinden), diger akciger
malignansilerinden daha iyi bir prognoza sahiptir. Skumadz tipten sonra en iyi prognoza sahip
olan alt tip, adenokarsinomadir. Brongoalveolar karsinomlarda (6zellikle nodular form, %75-
100), en yiiksek yasama orani gozlenir. Adenoskuamoz karsinomanin prognozu, diger kiiciik
hiicreli dis1 akciger karsinomalarina benzer. Biiyiik hiicreli karsinomanin prognozu genellikle
kotidiir.

Akciger kanserleri bir dizi semptoma neden olur ve hastanin performansini kotli yonde

etkiler. Bunlar 6nemli prognostik degere sahip olabilir (14).

2.1.5 Akciger Kanserinin Evrelenmesinde Goriintiillemenin Onemi

Uzun bir yasam ve en iyi tedavi i¢in, akciger kanserlerinin dogru evrelenmesi son
derece onemlidir. Siipheli hastalarin degerlendirilmesi igin, ilk basta en yaygin olarak BT
(Bilgisayarli tomografi) ve gogiis radyografisi kullanilmaktadir. BT; gogiis radyografisinden
daha hassas olmasina ragmen, hastaligin derecesini fazla ya da diisiikk hesaplayabilir.
Goriintlileme tekniklerine dayali evrelendirme, cerrahi- patolojik evrelendirmeden daha iyi bir
gruplandirma yapar. Bu nedenle goriintiileme tekniklerine dayali evrelendirme, prognoz igin
daha dogru bir tahmin 6ne siirmektedir. MR (manyetik rezonans), PET (pozitron emisyon
tomografisi) gibi yeni teknikler daha dogru siniflandirmaya olanak saglamaktadir.

BT; tiimdr biiyiikliigii ve invazyon hakkinda bilgi verir. Gogiis duvari invazyonu i¢in
BT’ nin 6zgiilliigii ve hassasligi %38-87 ve %40-90 arasinda degisir. MR, mediastinal ve
gogiis duvart invazyonunun degerlendirilmesinde kullanilan konvensiyonal BT ’den daha iyi
bir yontemdir.

Metastatik nodlart normal olanlardan ayirmada, BT’nin hassashgl (%41-67) ve
ozgulligl (%79-86) diisiiktiir. PET metastatik nodlar1 degerlendirmede, BT den daha yiiksek
bir hassasliga (%67-100) ve 6zgiilliige (%81-100) sahiptir.

Akciger kanserinde cerrahi tedavinin basarisiz girisimlerinin %75’ini, tanimlanmamis
metastatik hastaliklar olusturur. BT; abdominal metastazin yaklasik %75 ‘ini saptar; fakat
adrenal bezlerdeki 6zgiilliigii, benign adrenal lezyonlarin yiiksek prevalansi ile sinirlanir. PET

adrenal metastazin degerlendirilmesinde yiiksek hassaslik (%100) ve yiiksek 6zgiilliige (%80-
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100) sahiptir. Negatif bir PET’den sonra, biyopsiye gerek duyulmaz. PET, ayni zamanda
kemik metastazin1 saptayabilir. Ayrica hastalarin %11-14’linde tiim viicutta gizli kalmis
metastazlar1 saptayabilmektedir.

Konvensiyonal BT ile PET’In birlikte kullanim1; simiflandirmanin dogrulugunu artirir

(14).

2.1.6 Akciger Kanserinin Molekiiler Epidemiyolojisi

Sigaraya maruz kalma, hava kirliligi, radon, asbestos, arsenik, nikel, metaller ve
organik kimyasallara maruz kalma akciger kanserinin temel etiolojik faktorleridir (15).

Sigara akciger kanserini tetikleyen en Onemli faktordiir. Sigara, hem gaz hem de
katran fazda akcigerlerde dagilan 4000’ den fazla kimyasal bilesigi igerir. Bu bilesiklerin
40’indan fazlas1 karsinojen olarak tanimlanmigtir. Sigara i¢imine kronik maruz kalmanin,
akciger kanseri olgularmin %90’indan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Sigara i¢iminin
siiresi ve yogunlugu akciger kanseri riski ile dogrudan iliskilidir. Ornegin 20 yil kadar sigara
icen bireylerin akciger kanserine yakalanma riski yaklasik %10’dur. Sigaraya ara vermenin
akciger kanseri riskini azalttigi diisiinlilmesine karsin, ara vermenin etkisi kisi sigarayi
biraktiktan birkag y1l sonra gozlenmektedir. Ustelik sigaraya ara verme kanser riskinin sadece
yarisini azaltabilir. Bu nedenle; yeni akciger kanseri olgularinin %50’sinden fazlasi daha eski
sigara igicilerinde ortaya ¢ikmaktadir. Skuamoz hiicreli kanserlerin %90°1 ve kiiglik hiicreli
kanserlerin biiyiik bir kisminda sigara ¢ok dnemli bir faktdr iken; adenokarsinomlarda bu oran
%40 kadardir (13).

Uranyumun pargalanma {riinleri ve radon radyasyon etkisi ile akciger kanserini
tetikleyen faktorler arasinda yer almaktadir. Tiiberkiiloz, kronik obstriiktif akciger
hastaligt,akciger infarkti, silikozis, fibrozis gibi akciger hastaliklar1 ve viral infeksiyon
gecirmis kisilerin kansere yakalanma olasiligi oldukga yiiksektir. P-450 sisteminde bulunan
aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH) enziminin yiiksek aktivite gosterdigi kisilerde, akciger
kanser riski 8 kat kadar artmaktadir (13).

2.1.7 Akciger kanseri gelisiminin molekiiler yolaklari
Akciger kanserleri uzun zaman igerisinde gelistigi icin, tek bir olguda karsilasilan

genetik degisiklik sayisi son derece fazladir. Ayrica biiylime faktdrii ve reseptorlerini
(HER2/neu, EGFR, MET, insiilin biiyiime faktorii reseptor genleri vb.) kodlayan genlerde,

BCL-2 ve telomeraz genlerinde, epigenetik degisikliklere rastlanmaktadir. Hanahan ve
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Weinberg, akciger tiimor gelisimi sirasinda etkili 6 temel yolagin oldugunu ileri stirmiistiir
(2000). Bunlar; biiyiime sinyallerindeki kendi kendine yeterliligi artirma (biiyiime faktorii
reseptoriindeki degisiklikler vb.), antibiiyiime sinyallerine duyarsizlik (Rb kontrol yolagindaki
defektler vb.), apoptozdan kagma (p53 veya Bcl-2’deki degisiklikler vb.), ¢ogalma
potansiyelindeki sinirsizlik (stirekli telomeraz ekspresyonu vb.) , stirekli anjiogenez (vaskiiler
endotelial biiylime faktoriinlin upregiilasyonu vb.), doku invazyonu ve metastazdir (integrin

ekspresyonundaki degisiklikler vb.)(15).

2. 1.8 Akciger Kanseri Gelisimi Ile Ilgili Molekiiler Belirtecler

2.1.8.1 Diagnostik Belirtecler
Noroendokrin belirtecler : Noroendokrin hiicrelerinin hiperplastik veya neoplastik

proliferasyonu, lezyonlara/tiimorlere neden olur. Noroendokrin fenotipi olan tiimorler, néron

spesifik enolaz (NSE), kromogranin, synaptophysin ve ndral hiicre adezyon molekiilii (N-
CAM/CD56) gibi belirtecler ile tanimlanir (20) .

Sitokeratinler : Sitokeratinler (CK), epitel hiicrelerde karakteristik olarak bulunan
intermediate filamentlerin bir ailesidir. CK 6zellikle karsinomanin teshisini dogrulamada
onemlidir. CK7/CK20 IHC paneli; akcigerde metastatik adenokarsinomay1 primer dokudan
ayirt etmek i¢in kullanilir (20) .

Tiroid transkripsiyon faktorii-1 (TTF-1) : TTF-1, akcigerin bronsoalveolar hiicrelerinde ve
tiroidin folikiiler ve parafolikiiler C hiicrelerinde, dogumdan sonra eksprese edilen niiklear bir
proteindir. Akciger neoplazmlarinda; TTF-1 ekspresyonu adenokarsinomalarda %380’in
tizerinde; skuamoz hiicreli karsinomalarda ise % 5-40 oraninda goézlenir (20) .

Mezotelial hiicre belirtecleri : Plevray1 iceren akciger karsinomasi ve malignant plevral
mezotelyomalar arasindaki fark, patologlar i¢in diagnostik bir degisikliktir. Malignant
mezotelyomanin teshisinde tek bir belirte¢ yoktur. Ber EP4, CEA, Bg8, TTF-1 ve Leu-
MI(CD15) negatif, calretinin, sitokeratin5/6, thrombomodulin ve WT-1 ise pozitif belirteg
olarak kullanilir. Genelde 3 pozitif ve 2 negatif belirteci igeren sonuglar; malignant

mezotelyoma i¢in diagnostiktir (20).

2.1.8.2 Prognostik Belirtecler
Prognostik faktdrler; hastanin hayati sonucunu belirleyen tiimor faktorleridir. Hiicresel

fonksiyonlarda diizenleyici rolleri olan yeni genlerin kesfi ile birlikte; pek ¢ok biyolojik ve
molekiiler degisiklik; potansiyel molekiiler prognostik faktor olarak arastirilmistir (20).

19



Ras onkogeni : Ras ailesi genleri ve proteinleri; hiicre yiizeyinden nukleusa biyokimyasal
sinyalleri ileten, en iyi anlagilmis molekiillerdendir. Ha-ras, K-ras ve N-ras olmak {izere ras
protoonkogeninin 3 aile {liyesi vardir. Bu genler ayr1 kromozomlar iizerinde yerlesmistir; fakat
fonksiyonal ve yapisal olarak benzer proteinler iiretirler.

Ras aktivasyonu; kanser biyolojisinde dnemli olan invazyon, metastaz, anjiogenez,

apoptoz ve mitojenez ile iligkilidir. Akciger kanserinde c¢ogunlukla K-ras genine ait
mutasyonlar gozlenir. Bu mutasyonlar biiylik hiicreli faklilagmamis karsinomalarin %20,
adenokarsinomalarin %35’inde gozlenirken, skuamdz hiicreli karsinomlarda (< 5%) ¢ok nadir
gozlenir (20).
HER/c-erbB ( epidermal biiyiime faktorii reseptor ailesi ) ve ligandlar1 : Reseptor tirozin
kinazlar (RTK); protein tirozin rezidiilerini fosforile edebilen intraselliiler tirozin kinaz
domaini ve ekstraselliiler ligand baglayan domaini olan, transmembran proteinleridir. Akciger
kanserinde en ¢ok calisilan ve en ¢ok rastlanan RTKlar, HER/c-erbB ailesi reseptorlerinin
iiyeleri olan epidermal biliyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve HER-2/c-erbB2/neu’dur.
Immiinohistokimya ile saptanan EGFR’in yiiksek ekspresyonu; adenokarsinomalarin yaklagik
%350’sinde, skuamoz hiicreli karsinomalarin %90’indan fazlasinda gozlenir. KHDAK’de
EGFR overekspresyonunun prognostik degeri tartigmalidir .

Ikinci 6nemli c-erbB ailesi geni meme kanserinde ¢ok fazla ¢alisilmis olan HER-2/c-
erbB2/neu’dur. HER-2 geninin amplifikasyonu akciger kanserinde nadiren gozlenir.

KHDAK’de ilk kez Kern ve arkadaglar1 HER-2 ekspresyonunun prognostik dnemini

ve sikligin1 degerlendirmislerdir. Caligmalarinda adenokarsinoma ve skuamdz hiicreli
karsinomada, %36-38 oraninda ekspresyon gozlemislerdir (20).
Hepatosit Bilyiime Faktorii ve reseptoriic Met/HGFR : Met/hepatosit biiylime faktor
reseptorii (HGFR), insiilin reseptdriine yakin homoloji gosteren bir RTK’dir. Met ile ligandi
HGF’in etkilesimi; diferansiyasyon, motilite ve hiicre proliferasyonu iizerinde pleotropik
etkiler olusturur. Hem Met hem de HGF’in ekspresyonuna, insan kanserlerinde siklikla
rastlanmaktadir.

Tsao ve arkadaslar1 in situ hibridizasyon ve IHC kullanarak; KHDAK’de HGF
mRNA’sinin ¢ogunlukla tiimér hiicreleri tarafindan eksprese edildigini gostermistir (20).
Retinoblastoma (Rb) ve p16™"** : Rb gen inaktivasyonu, KHAK ‘nin yaklasik %90’inda,
KHDAK’nin %10-30’unda goriiliir. p16 ekspresyon kaybina ise KHDAK nin %50-60’1nda
rastlanir. Rb gen inaktivasyonu; %20 promotdr metilasyonu, %5-10 nokta mutasyonlari, %20
homozigot delesyonu ile gerceklesir. Genelde KHDAK nin yaklasik %75’inde Rb/p16°y1

diizenleyen hiicre dongiisii kontrol noktalarinin kayip oldugu diisiiniilmektedir (20).
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Siklin E ve p27""' : KHDAK hastalarmin erken safhasinda siklin E ekspresyonunun kotii
prognozla korele oldugu gosterilmistir. Hem erken hem de ileri sathadaki KHDAK ‘de azalan
p27“P! ekspresyonu kotii prognozla korelasyon gostermektedir (20).
P53 : p53 proteini; DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisiinii G1 evresinde durduran ve
cesitli uyaranlarla uyarilan, apoptoz icin gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir.
KHDAK’deki p53 siklig1 immiinohistokimya ile %48, tek iplikli konformasyon polimorfizmi
(SSCP) ile %37 olarak saptanmustir.

p53 gen mutasyonlari ve protein overekspresyonu skuamoz hiicreli karsinomada %49-
54, adenokarsinomada %29-36 oraninda goriiliir. Meta-analiz sonuglari; p53 degisikliklerinin
adenokarsinomali hastalarda negatif, skuaméz hiicreli karsinomalarda ise pozitif etkiye sahip
oldugunu gostermistir (20).
Bcl-2 aile genleri : Normal bronsial epitelin bazal hiicrelerinde Bcl-2 pozitiftir. KHDAK’ de
%20-40 oraninda bcl-2 protein ekspresyonu saptanmistir (20).
Diger belirtecler

FHIT ( fragile histidine triad) geni, VEGF (vaskiiler endotelial biiylime faktorii), siklo-
oksijenaz (COX-2), MMPs ve TIMPs’in prognostik degeri akciger kanseri agisindan

arastirilmaktadir. Bu belirteglerin tedavide kullanilabilmesi umut edilmektedir (20).

2.1.8.3 Prediktif Belirtecler
Prediktif faktorler; kemoterapi veya radyoterapi gibi adjuvant tedavilere yaniti

ongoren klinik ve molekiiler belirteglerdir. Prognostik faktorler, hastadaki tiimor 6zelliklerinin
etkilerini tanimlarken; prediktif faktorler tliimor tizerindeki tedavinin etkisini tanimlar (20).
Ras : Koo ve arkadaglar1 aktive olmus Ras’in apoptotik yaniti giiglendirdigini ve
kemoterapiye karsi insan tiimor hiicrelerinin hassasligini artirdigini bildirmislerdir (20).

p53 : p53 gen degisikligi; pek cok tiimor tipinde hastalarin kemoterapiye yaniti i¢in bir
prediktordiir. Schiller ve arkadaslar1 normal ve mutant p53’li hastalarda etoposide ve
cisplatin ile uygulanan kemoterapi sonuglarinin farkli bir etki gostermedigini bulmustur.
Bununla birlikte Tanaka ve arkadaslari adjuvant UFT ( tegafur ve uraci) ile tedavi edilen
satha I KHDAK hastalarinda; normal p53 genine sahip olanlarin daha uzun yasadigini
bildirmistir (20).
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HER-2/c-erbB2/neu : Tsai ve arkadaglar1 20 KHDAK hiicre hattin1 kullanarak yiiksek HER-
2 ekspresyonunun, uzun doubling time, kisa S fazi ve kemorezistans ile korelasyon

gosterdigini bildirmislerdir (20).

Beta-tubulin gen mutasyonu : Tubulin, mikrotiibiil yapisindaki alfa ve beta altbirimlerinden
olusan bir heterodimerdir. Alfa-tubulin altbiriminin yapisal gorevi vardir. Beta altbirimi ise
hiicre boliinmesi ve replikasyonda 6nemlidir. Monzo ve arkadaslar1 49 KHDAK hastasinin

%?33’iinde beta tubulin geninin 1. ve 4. ekzonlarinda mutasyon saptamustir (20).

2.1.8.4 Erken Saptama Belirtecleri

Akciger kanseri safhasi; hayatta kalmanin en 6nemli belirleyicisi oldugu igin,
kanserlerin erken safthada saptanmasi hastaligin sonucu i¢in 6nemlidir (20).
hnRNP : 1980’lerde NCI-Navy grubu, sputumdaki akciger kanseri hiicrelerini saptamak i¢in;
monoklonal antikor kullanarak immiinohistokimyasal boyama yapmistir. Bu monoklonal
antikorlarin, akciger kanseri gelisiminden 2 yil kadar Once hastalif1 saptayabilecegi
gosterilmistir. Bu antibadiler onko-gelisimsel protein olarak karakterize edilen heterojen
nuklear ribonukleoprotein (hnRNP) A2/B1’i saptamaktadir. Yapilan g¢alismalar sputum
orneklerindeki hnRNPA2/B1 overekspresyonunun akciger kanseri gelisiminin %67-69 unda
onceden belirleyici olabilecegini gostermistir (20).
pl6 promotor metilasyonu : Palmisano ve arkadaslari, sputum o6rneklerinden izole edilen
DNA’larda O°-metil-guanin-DNA metiltransferaz gen promotérleri ve pl6’min sapmis
metilasyonunu, klinik teshisten 3 y1l dnce skuamdz hiicreli karsinomali hastalarin %100 ‘iinde
saptamiglardir. Ayrica pl6 promotdr metilasyonu, akciger kanseri i¢in yiiksek risk tagiyan
bireylerin %20’sinde saptanmustir (20).
FIHT geni : Sozzi ve arkadaslari, 87 satha I-IIl KHDAK hastasinin plazma DNA’sinda,
FHIT lokusunun LOH (loss of heterozigosity) ve mikrosatellit instabilitesi (D21S1245)
saptamistir (20).
Ras geni ve p53 mutasyonlar: : Ki-ras ve p53 genlerindeki mutasyonlar, akciger kanserli
hastalarin bronsiyal alveolar lavaj 6rneklerinde ve sputumda saptanmistir. Mao ve arkadaslari,
bu mutasyonlar1 akciger kanserlerinin klinik teshisinden 1 yil kadar 6nce saptamistir. Ayni
zamanda p53 geninde anlamli (missense) mutasyon olan hastalarin %30’unda p53 antibadisi

saptanmustir (20).
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Retinoik asit reseptorleri : Vitamin A ve analogu retinoidler, akciger gelisimi ve
olgunlasmasinda 6nemlidir. Akciger kanserinde kemoprevantasyon etmeni olarak test
edilmislerdir. Retinoidlerin hiicresel etkileri, g¢esitli retinoik asit reseptor izoformlar1 olan
RARs, RXRs ve RARP ile gerceklestirilir. RARB akciger kanserinde siklikla delete olan
3p24.2 bolgesinde yerlesim gosterir. RARB  promotdr hipermetilasyonu veya delesyonu ile
ekspresyon kaybi, RARB inaktivasyonu; hem KHAK hem de KHDAK’ de gbézlenmistir (20).

2.1.9 Akciger kanserlerinde gozlenen Kromozomal Dengesizlikler
Akciger kanserindeki sitogenetik anomaliler, olduk¢a komplekstir. Bu degisimler

akciger kanserinin her iki temel histolojik grubunda da gézlenmektedir.

Basit ve dengeli kromozomal degisikliklerin gézlendigi pek ¢ok hematolojik
malignansinin aksine; epitelial tiimorlerde genellikle kompleks dengesiz anomalilere
rastlanmaktadir. Akciger tiimorleri diisiik mitotik indekse sahiptir ve bu nedenle detayli
sitogenetik analiz i¢in yeterli metafaz elde etmek zordur. Elde edilen metafaz alanlarinda
tanimlanmamis son derece kompleks marker kromozomlara rastlanmaktadir. Akciger
dokusunun sitogenetik ¢alisma i¢in elverissiz olmasi, aragtirmacilar1 FISH, CGH(comparative
genomic hybridization) gibi molekiiler sitogenetik ¢aligmalara sevk etmistir.

Akciger kanserinde, tekrarlayan sitogenetik anomaliler olusmaktadir. Kiiciik hiicreli
akciger kanserinde tanimlanan ilk tekrarlayan anomali, del(3p)’dir. 3p’nin kaybina akciger
kanserinin tiim histolojik alttiplerinde rastlanir.LOH ¢alismalarinda hem kiiciik hiicreli hem
de kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde, hemen hemen %100 oraninda 3p’de allelik
dengesizlik saptanmistir. Akciger kanseri gelisiminde 6nemli olan bir ya da daha fazla timér
baskilayici genin 3p bolgesinde bulundugu diisiiniilmektedir.

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde, kromozom anomalileri kiigiik hiicreli akciger
kanserindekinden ¢ok daha komplekstir. 3p, 6q, 8p, 9p, 9q, 13q, 17p, 18q, 19p, 21q ve
22q’nun kayiplari, 1p, 1q, 3q,5p, 7p, 79, 8q, 11q vel2q’nun kazanimlar1 olduk¢a yaygindir.

Pei ve arkadaglari, 35 adenokarsinom ve 32 skuamoz hiicreli karsinom olgusunda bu
iki histolojik tip arasindaki genomik dengesizliklerin farklarini tanimlamak i¢cin CGH analizi
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda; 1q, 5p ve 8q kazanimlart gibi bircok dengesizlige,
hem skuamdz hiicreli karsinomada hemde adenokarsinomlarda benzer siklikta rastlanmustir.
Bunun yam sira, belirgin farkliliklar da gdzlenmistir. Ornegin  3q24-qter’in kazanimina,
skuamoz hiicreli karsinomada %80 oraninda rastlanirken, adenokarsinomlarin sadece

%30’unda bu anomaliye rastlanmistir. Diger onemli bir farklilik ise, 20p13 kazanimi
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adenokarsinomada %06 oraninda gozlenirken; skuaméz hiicreli karsinomada %30 oraninda
gozlenmistir.

Goeze ve arkadaglar1 83 adenokarsinoma olgusuna CGH teknigini uygulayip
adenokarsinomlarin metastatik fenotiple iliskili kromozom anomalilerini igerdigini
gostermistir. En sik rastlanan degisiklikler 1q, 8q, 20q’daki overreprezantasyonlar ve 3p, 4q,
6q, 9p, 9q ve 13q’daki delesyonlardir. Ayrica 3p12-pl14, 3p22-p24, 4p13-15, 4g21-qter, 6q21-
qter, 8p, 10q, 14921, 17p12-p13, 20p12 ve 21 qg’daki delesyonlar, 1q21-q25, 7ql1, 9q34,
11q12-q13, 14q11-q13 ve 17q25°deki overreprezantasyonlar da, metastatik fenotiple iliskili
bulunmustur (21).

Catherine Luk ve arkadaslarmin 8 primer ve 15 hiicre hattin1 kullanarak
gerceklestirdigi CGH c¢alismalarina gore; en sik rastlanan kazanim %70 oraninda 5p’dir.
Diger kazanimlar; 8q (%65), 15q22—qter (%52), 20q (%48),1921.3—q41 (%43), 19q (%39), 3q
(%35) ve 11q (%35). 8q24 (4 olgu), 5p (4 olgu),3q24—q27 (3 olgu) ve 2p23—q24, 6sen—p21.1,
6926, 7p21, 7q31, 11ql13—qter, 20q12—q13.2 (1 olgu). En sik rastlanan kromozom kayiplari;
18q (%39), 9 (%34), 6q16—q22 (%30), 13q (%21),5q12—q32 (%17) ve 19p (%17). 2p23—p24,
3q24—q27, 5p, 6cen—p21.1, 6q26, 7p21, 7q31, 8q, 11q13—qter bolgelerinde iken, 20q12—q13.2
bolgelerinde ise amplifikasyon bulunmustur (22).

Soo-Yeun Park ve arkadaslari, 6 hiicre hattinda (NCI-H524, H865, H522, H1373,
H358, A549) RxFISH ve kromozom boyama teknikleri kullanilarak yapilan c¢aligsmalar
sonucunda; 1p, 3q, Spl0—pl5, 6ql13—q21, 7q22—q31, 9p32, 15q22—qter, 17p, 17q21—q25, ve
21 nolu kromozomlarda sapmalar goézlemislerdir (23).

Mattias Hoglund ve arkadaslari, 432 akciger kanserli olguyu, Mitelman veritabanini
kullanarak dengesizlik agisindan degerlendirmistir ( Tablo 4)(24).

Hoglund ve arkadaslar1 yaptiklari istatistiksel calismada; biiylik hiicreli karsinoma,
skuamoz hiicreli karsinoma ve adenokarsinomada gozlenen dengesizliklerin (biiyiik hiicreli
karsinomadaki +20’in diisiik frekansi1 disinda) benzer oldugunu saptamislardir.

Tim 3 alt tipte de, +7 ve 3p dengesizliklerine benzer siklikta rastlanmistir. Bu ¢calisma
sonucunda akciger kanserinin +7, -3p ve +12 ile baslayan 3 yolak sayesinde gelisebilecegi
kanisina varilmistir.

Bu kromozomal degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar hakkinda c¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Telomer islev-bozukluklar1 ve kromozomal kirilma-fiizyon kopriisi
olaylarinin, kromozomal degisikliklerde 6nemli mekanizmalar oldugu diisliniilmektedir.

Akciger kanserinde etkili sitogenetik yolaklar hakkinda ¢ok fazla veri yoktur (21).
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Tablo 4 : Akciger kanserinde en sik gozlenen dengesizlikler (24). (AC, adenokarsinoma;

LC, akciger karsinoma, LCC, biiyiik hiicreli karsinoma, SQC, skuamoz hiicreli karsinoma,

*pc0.05 * pc0.01) (24)

SCC, kiigiik hiicreli karsinoma

Dengesizlik  LC

AC SQC LCC ScCC

+1q10~q44
+2q21~q32
+3q10~q29
+5p15~p10
+6p25~p10
+7
+8ql1~q24
+11q10~q24
+12
+17q10~q25
+19q10~q13
+20
-1p36~p22
-3p26~pl2
-4plo~pll
-4q22~q35
-5ql1~q35
-6q11~q27
-8p23~pl0
-9
-10p15~p10
-11pl5~pl3
-13q10~q34
-14q10~q32
-15q10~q26
-16
-17p13~pl1
-18

-19

-21

=22

-X

32

36
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23
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21
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23
20
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4%
4%
43%*
26
29
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40%*
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32
33
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29

25 29
13 10
22 19
15 19
16 19
48%* 42%
18 6
13%* 19%*
18 13
12 6
15 10
17* 3
57 45
34 32
34 32
40 32
39 35
49 45
40 32
43 26
29 38
36%* 32%
43 26
39 39
42 52
38 29
30 35
39 29
38 35
31 32

42
13
35
6
16
16
13
0
10
6
19
19%*
6
65
32
35
26
10
13
23
29
19
23
10
32
19
35
16
19
23
35
19

2.1.9.1 17 nolu Kromozomu ilgilendiren Anomaliler

Akciger kanserlerinde saptanmis, HER-2/neu geninin yerlestigi 17 nolu kromozomu

ilgilendiren ve Mitelman veri tabanina giren sitogenetik anomaliler Tablo 5, 6 ve 7’de

Ozetlenmistir.

Tablo 5: Akciger kanserinde gozlenen trizomi olgulari (25)

Anomali Morfoloji Topografi Olgu sayisi
+17 Adenokarsinoma Akciger 14
+17 Skuamoz hiicreli Akciger 9
karsinoma
+17 Andiferensiye karsinoma Akciger 4
+17 Andiferensiye karsinoma, kiiclik | Akciger 2
hiicreli
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Tablo 6 : Akciger kanserinde gozlenen monozomi olgulari (25)

Anomali Morfoloji Topografi Olgu sayisi
-17 Adenokarsinoma Akciger 30
-17 Adenoskuamoz Akciger 2
karsinoma
-17 Malignant epitelial timor Akciger 2
-17 Mezengimal timor Akciger 3
-17 Skuamoz hiicreli karsinoma Akciger 27
-17 Andiferensiye karsinoma Akciger 2
-17 Andiferensiye karsinoma, biiylik | Akciger 8
hiicreli
-17 Andiferensiye karsinoma, kiigiik | Akciger 8
hiicreli
Tablo 7: 17q’ya bagimli dengesizlikler (25)
Anomali Morfoloji Topografi Olgu sayisi
1(17) (q10) Adenokarsinoma Akciger 2
1(17) (q10) Andiferensiye karsinoma, | Akciger 2
biiytik hiicreli
der(6;17)(p10;q10) | Adenokarsinoma Akciger 2

2.2 HER AILESI

Reseptor tirozin kinazlar (RTK); protein tirozin rezidiilerini fosforile edebilen
intraselliiler tirozin kinaz domaini ve ekstraselliiler ligand baglayan domaine sahip olan
transmembran proteinleridir (26).

Erb-B gen ailesi biiylime faktorii tirozin kinaz reseptorlerini kodlar. Aile; ErbB-1
(Her1), ErbB-2 (Her-2/neu), ErbB-3(Her3) ve ErbB-4 (Her 4) olmak iizere hiicre membrani
iizerinde yerlesim gosteren 4 reseptorden olusur (Sekil-2)(27,34). Erb-B gen ailesinin 4
reseptOrii yapisal olarak benzerdir. Sisteince zengin domainler, membran spanning bolge ve
intraselliiler tirozin kinaz alan1 igerirler (12). Bu reseptorler genellikle cesitli

kombinasyonlarda koeksprese edilirler ve hematopoietik sistem hari¢ cesitli dokularda

bulunurlar (28).
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Sekil 2 : HERI,HER2,HER3 ve HER4’iin hiicre membrani {lizerindeki yerlesimleri/HER
sinyal yolaklar1 (34).

HER reseptorleri, plazma membraninda monomer halinde bulunurlar. HER
aktivasyonu, genellikle ligandlarin ve HER ailesinin diger reseptorlerinin varligina baghdir. 4
farkli reseptor, homodimer veya heterodimer seklinde olabilen 10 farkli dimer olusturabilir
(Sekil 3). Ligand ve iki reseptdr arasinda olusan dimer kompleksi monomerik kompleksten
daha stabildir (27).

HER ligandlari, diistik afiniteli bolgesi HER2’ye baglanan bivalent biiylime faktori
molekiilleridir (28). HER1’in baglandig1 ligandlar; epidermal biiylime faktorii (EGF),
transforme edici biliylime faktorii alfa ( TGF), amphiregulin (AR), heparin baglayan EGF
biliytime faktorii (HB-EGF), betaselliilin (R-cel) ve epiregulin’dir. HER2 nin ligand1 yoktur.
HER3 ve HER4, pekcok neuroguline veya neu farklilasma faktorlerine baglanir (27).
Reseptorlere ligandlarin baglanmasi heterodimerizasyon ve dolayis: ile aktivasyona neden
olur (12). Epidermal biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR),ERBB2 ( HER2), ERBB3 (HER3)
ve ERBB4 (HER4)’ii igeren reseptor tirozin kinaz (RTK) I ailesi; homo-heterodimer seklinde
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aktive olarak; ¢esitli hiicrelerde adhezyon, motilite, farklilasma ve normal hiicre biiyliimesini

kontrol eden sinyal yolaklar1 ag1 ile etkilesime girer (Sekil 3).

= EGF benzer ligandlar
e @ e oo

HER dmerer
{10tip)

SHZ'PTH adaptiérer
5m, Showb.)

Enzim kaskadlan
(P M K b))

Transkripsiyon
fadirlen

Normal Malignant
bilyiime biiyiime

Sekil 3 : HER sinyal agmin yapisi. Reseptorler plazma membraninda 10 farkh

kombinasyon seklinde bulunurlar (27).

Reseptor tirozin kinazlara (RTK) hormonlarin baglanmasi, sinyal iletimi i¢in gerekli
olan reseptdr dimerizasyonunu baglatir. Reseptorler birlikte iken, otofosforiledirler ve
otofosforile olduktan sonra spesifik reseptor tirozin fosforilasyon boélgelerini tantyan SH2
domaini igeren downstream proteinler i¢in yer olustururlar. ERBB2’yi igceren RTK’larin
enzimatik aktivitesi; hem SH2’yi igeren efektor molekiillerin baglanmasina izin veren
otofosforilasyon i¢in hem de tirozin fosforilasyonu ile downstream proteinlerin regiilasyonu
icin gereklidir. RTK’lara hormon baglanmasi, 5 farkli bagimsiz sinyal yolagini aktive eder:
PLC-y/fosfatidilinozitol (PI) turnover, PI(3) kinaz, STAT91/ISGF-3, ras/raf MAP- Kinaz
yolag1 ve src ailesi. Bu yolaklarin ¢ogu, nukleusdaki gen aktivasyonunun olusmasina katki

saglamaktadir (28).

2.2.1 HER2/erbB-2

Insan ERBB2’nin rodentdeki homologu olan Neu ; ilk kez sican beyin tiimdrlerinde
bir onkogen olarak tanmimlanmustir (29). insanda erbB-2 geni 17q12’de yerlesim gosterir (sekil
4) (28). erbB-2, 1255 aminoasitlik ve 185 kDa’luk (p185) bir reseptor tirozin kinaz (RTK)
kodlar. Tirozin kinaz aktivitesine sahip bir glikoprotein olan erb-B2 (P185 HER-2), diger
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EGFR ailesi liyelerine benzer bir yapiya sahiptir (30). Ekstraselliiler domain (ECD), tek bir

transmembran segment ve sitoplazmik tirozin kinaz domaininden olusur (Sekil 5) .

T
17p 13

17r12 — el
17p11.2 —

et t ﬁ
17q11.2
17a12 = HER-2

17q21 —

L7422
17923

17424

17425

Sekil 4 : 17 nolu kromozom tizerinde HER-2’nin yerlesimi (31)

Bistraszelliler domain
(632 aminoasit)

Ligand badlayan bilge
Transmembran domai

Plazma 22 aminoasit)

membrani

Sitoplazma

Sekil 5: HER?2 proteinin yapisi (27)

HER2; HER ailesinin ikinci tiyesidir ve HER ailesinde temel bir rol oynamaktadir.
Diger HER reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre biiylimesi, hiicre farklilasmasi ve hiicre
yasamint diizenleyen sinyal yolaklarinda gorevlidir. Genelde ligand baglayarak olusan
reseptor tirozin kinazlarin dimerizasyonu; aktivasyonlari ve sinyal iletimindeki diger asamalar
icin gereklidir (32). Son ¢alismalar, ERBB2 ve diger iic RTKI reseptorleri arasindaki 6nemli
yapisal farkliliklart tanimlamistir. Bu veriler, ERBB2’nin dimerizasyonunda rol alan reseptor
bolgesinin aktif durumda oldugunu; diger RTKI reseptorlerinin ise dimerizasyon i¢in yapisal
degisiklige ugramasi gerektigini gostermistir.(33)

HER2, dokularda yaygin olarak bulunmasia ragmen, sinyal aktivitesi transmodiile

edici partnerleri ve HER ligandlarinin varliginda ortaya ¢ikar . Hi¢gbir HER2 spesifik HER
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ligandi, tanimlanmamistir fakat, HER2 diger HER reseptorleri i¢in heterodimerizasyon
partneri olarak tercih edilir. HER3’iin dogal aktivitesi yoktur ve en temel, en iyi dimerizasyon
partneri HER2’dir (27). HER-2 iceren heterodimer; diger komplekslerden daha kuvvetli bir
intraselliiler sinyal olusturur. HER-2 sinyalinin VEGF, TGFoa ve TSP-1 gibi pro ve

antianjiogenik faktorlerinin ekspresyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (33).

HER2 heterodimerleri uzun siireli ve etkilidir. Heterodimerlerin olusumu ve
aktivasyonun baslamasi gegicidir; normal hiicre ve dokularda kontrol edilir. Ancak bu agin
deregiilasyonu, kanserlesmeye neden olmaktadir. HER2 overekspresyonu; onkojenik
transformasyonu ve stromal biiylime faktorlerine yaniti artirmaya yol agan HER?2 igeren
heterodimerlerin olusumunla ilgilidir (27). HER-2’nin overekspresyonu P13K/Akt yasam
yolagini aktive eder. Yasam sinyali normal olarak, MAPK yolagini igeren mitojenik sinyalin
aktivasyonuna baghdir. Her iki yolak p53’lin ubikitinilasyonunu tesvik eder ve CDK
inhibitorleri ile siklin D1 gibi effektorleri regiile ederek hiicre siklusunda gorev alir. Kanserde
artan HER-2/neu ekspresyonu hem P13K/Akt hem de MAPK yolagindan gelen sinyalleri
artirir ve hiicre siklusu kontrol noktalarinin deregiilasyonuna neden olur (Sekil 6) (33). p185
siklikla transkripsiyonal degisiklikler ve/veya gen amplifikasyonunun sonucu olarak insan
tiimorlerinde 100 kat kadar overeksprese olmaktadir. Aktive edici hormonlarin varliginda
ortaya c¢ikan boOyle bir ekspresyon, fibroblastlarda fokus olusumuna neden olmak igin
yeterlidir. Tirozindeki fosforilasyonun sitokiyometrisi; artan erbB-2 ekspresyonu ile artar.
Reseptor tirozin fosforilasyonu, SH2 iceren proteinlerin baglanmasina izin verdigi i¢in bu
hiperfosforilasyon transformasyon ve sinyali ortaya ¢ikarmak icin yeterlidir (28). ERBB2
overekspresyonu, ERBB2’nin dahil oldugu heterodimerler sayesinde sinyalleri artirarak ve
anormal ERBB2 homodimerlerinin olusumunu kuvvetlendirerek RTK agmi tahrib eder.
ERBB?2 yiiksek seviyelerde eksprese edildiginde spontan homodimerler olusturur (33).

SH2 igeren sinyal molekiillerinin baglanmasina izin veren pl85’in temel tirozin
fosforilasyon bolgeleri, kinaz domainindeki karboksil ucunda bulunur. Tirozin 1248, 1221,
1222, 1196 ve 1139’daki mutasyon pl85’in tirozin fosforilasyonunu engeller. Bu 5
fosforilasyon bolgesinin eksik oldugu EGFR/erbB-2 dimeri ile mitojenik birlesmenin azaldigi
gosterilmistir. Delesyon analizi, p185’in karboksil ucunun negatif diizenleyici fonksiyonuna

sahip oldugunu gostermistir (28).
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Sekil 6 : HER ailesinin aktivasyonu ile stimiile edilen temel sinyal yolaklari: Ligand ile
reseptdr dimerizasyonunun aktivasyonu yasam ve hiicre motilitesini, proliferasyonu

diizenleyen ¢esitli yolaklarin aktivasyonuna yol agar (33).

Aktive olmus HER tiimor hiicrelerinde integrin ve kadherin fonksiyonlarinda
degisiklikler gdzlenmistir. Integrinler ile HER ailesi iiyelerinin etkilesimi ( HER2 ve B4
gibi) ve fokal adhezyon kinazlar; P13K yolagini (ikincil mesajcilarin birakilimini saglayan)
calistirr. Bu molekiiller, sirasiyla tiimor hiicre migrasyonunda ve aktin-sitoiskeletin
reorganizasyonunda rol alan multiprotein komplekslerini ¢alistirirlar (33).

HER-2/neu protoonkogeni, normalde nokta mutasyonlar1 ile onkogene doniismesine
ragmen; insan kanserlerinde mutasyondan ¢ok, gen amplifikasyonu ile overeksprese edilir.
KHDAK’de Her-2 ekspresyonunun, ¢ogunlukla polizomi ve duplikasyonla artan kromozom
kopya sayisina bagli oldugu gosterilmistir (12).

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde, HER-2/neu ekspresyonu kiiciik hiicreli
akciger kanserindekinden daha fazla gorilmektedir(12). KHDAK’de HER-2/neu
overekspresyonunun sikligi, yayinlarda %4-27 arasinda degismektedir. Bu heterojenite
HER-2/neu ekspresyonunu degerlendirmek i¢in kullanilan metodlardaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir (30).
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HER-2/neu  overekspresyonu, farkli tiimorlerde  gosterilmistir. HER-2/neu
overekspresyonuna sik olarak en ¢ok Hercept test ile +3 olarak degerlendirilen meme kanseri
(%60) hastalarinda rastlanmistir (33). Meme kanserinde HER-2/neu overekspresyonunun
gbzlendigi vakalarin %92’sinde HER2 gen amplifikasyonu bulunmaktadir (27). Bunu takiben
Wilms timorinde %50, mesane kanserinde %44, noninflamatér meme kanserinde %25
oraninda HER-2/neu overekspresyonu gozlenmektedir. Pankreas, kolon, ovum ve akciger
kanserlerinde HER-2/neu overekspresyonunun sikligi farkli kaynaklara gore farklilik
gostermektedir. Overekspresyonun; bu tiimorlerde gen amplifikasyonundan ziyade gen

deregiilasyonundan kaynaklandig1 6ne stiriilmektedir (33).

2.2.2 P185’in biyolojik fonksiyonu

P185, hematopoietik orijinli olanlarin disinda tiim dokularda ve c¢esitli hiicrelerde
eksprese edilir. Insan fetiisiinde erbB-2; sinir sisteminde, kemik, kas, deri, kalp, akciger ve
intestinal epitelyumda yaygin olarak bulunmaktadir (28).

Yapilan arastirmalarda, kardiyomiyositlerdeki T tiibiillerinde zenginlesen HER2
reseptoriinden gelen sinyallerin, yetiskinlerde kalp fonksiyonu agisindan 6nemli oldugu ortaya
cikmistir. Trastuzumab (monoklonal anti-HER2 antibadi) ile tedavi edilen meme kanseri
hastalarinda gozlenen kardiak yan etkileri 1s183inda; HER2’nin kalp fonksiyonu ile ilgili
oldugu molekiiler mekanizmalar daha iyi anlagilmaya baslanmistir (33).

HER2’nin Schwann hiicre myelizasyonunun kontroliinde ilk sinyal molekiilii olarak
rol oynadig1 in vivo olarak gosterilmistir. Ayrica Kim ve arkadaslart HER2 sinyallerinin

oligodendrosit farklilasmasi i¢in dnemli oldugunu in vivo olarak gostermistir (33).

2.2.3 HER2’nin degredasyonu

Genellikle reseptore baglanan ligandlar endositoza ugrar ve bu vezikiiller erken
endozom olusturur. Endozomda ; ligand reseptdrden ayrilir ve reseptor siklusa geri doner ya
da ligandla degredasyonun gerceklestigi lizozoma tasinir. HER1 homodimeri, ilk olarak
lizozoma gider ve degrade olur. Bununla birlikte, HER2 ile HER1 heterodimer
olusturdugunda, HER1; HER2 tarafindan hiicre yiizeyine geri gotiiriiliir (Sekil 7). Tekrar

dongiiye girme; HER1’ den gelen sinyallerin siirekliligini artirir ve onkogeneze yol acar.
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Sekil 7 : HERI-HER2 dimerizasyonu HER2; HER1’in tekrar siklusa donmesine neden olur
27)

c-Cbl, degradasyon ve siklusa tekrar geri donme yolaklarin1 kontrol eden bir adaptor
proteindir. c-Cbl’'nin ligandlar ile kombinasyonu, lizozom aracilifi ile reseptdrlerin
degredasyonuna neden olur.

c-Cbl, erken endozomda reseptorle birlikte olusur ve ubikitinasyona yol agar, ardindan
lizozomda reseptoriin degredasyou gerceklesir. c-Cbl’ye kuvvetli bir sekilde baglanan
HERTI’in aksine HER2, c-Cbl ile zayif bir etkilesime girer. HER3 ve HER4 ise c-Cbl ile
etkilesime girmez.

HER2 overeksprese oldugunda, HER2 ve HER ailesinin diger iiyeleri arasinda olusan
heterodimerler tarafindan sinyal olusumu gerceklestirilir. HER2 heterodimerleri, liganda
olduk¢a kuvvetli bir sekilde baglanir, proliferasyon i¢in nukleusa sinyal gonderilir, ve
endositozdan sonra plazma membranina tekrar iglev gormek iizere geri doner. Bu giiclii sinyal
hiicre ¢cogalmasini artirir ve malign biiylimeye yol agar. Plazma membranina HER2’nin geri
dontistimii Herceptin gibi antikorlar tarafindan bloklanir ve lizozomda HER2’nin yikimi
gerceklesir. HER2’nin azalan miktarlar1 HER ailesinin diger tiyelerinin HER2 ile dimer
olusturamayacagi anlamina gelir. Bu durum; hiicre biiyiimesi i¢in zayif sinyal olusumuna

neden olur, ve malign biiyiime azalir (27).

33



2.2.4 Her-2’nin Degerlendirilmesi

Tiim6r’tin HER-2/neu durumu, hastanin prognozu hakkinda bilgi verir ve Herceptin’e
yanitin degerlendirilebilmesi i¢in dnemlidir. Bu nedenle HER-2/neu ekspresyon seviyelerinin
dogru degerlendirilmesi, Herceptinden yararlanabilecek hastalar1 tanimlamak igin gereklidir.
HER-2’nin durumunu degerlendirmek i¢in kullanilan yontemler Tablo 4’te Ozetlenmistir.
Giinlimiizde en yaygin kullanilan iki yontem FISH ve IHC dir (35).

1) IHC : Immiinohistokimyada, HER-2’ye &zgiil antikor kullanilarak parafin doku boyanir.
Hercept Test ve Pathway Her-2 gibi kitler kullanildiginda; 0 ( HER-2 ekspresyonu yok) ve +3
( yiiksek HER-2 ekspresyonu) arasinda degisen HER-2 reseptér dansitesi olarak bilinen
derecelendirme yapilir. Herceptin’e en iyi yaniti verenler, +3 derecesine sahip olan
tiimorlerdir. Immiinohistokimyanin dezavantajlari, znel yorumu ve sonuglarin yarikantitatif
olmasidir (35).

2) FISH : FISH; HER-2/neu gen amplifikasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir. ITHC’dan
daha spesifik ve hassastir. FISH kantitatif sonuglar verir yani, farkli laboratuvarlar arasindaki
cesitlilie ve Oznel yorumlara yer vermez. Ayrica FISH, prognozu ve Herceptin’e yaniti
[HC’dan daha dogru bir sekilde degerlendirir. Genellikle IHC ve FISH %80 oraninda
konkordans gosterir. FDA; Herceptin temelli terapiden yararlanabilecek hastalari
degerlendirmek i¢in IHC ve FISH kullanimin1 onaylamaistir (35).

3) HER-2 ECD : Hala arastirilmakta olan Diger bir yontem; HER-2 ECD serum seviyelerinin

Ol¢iilmesidir (36). Tiimor hiicreleri tarafindan kana birakilan HER-2/neu  proteininin
ekstraselliiler domaini, ELISA ile degerlendirilir (36). Bu yontemin avantaji; kanin kolaylikla
elde edilebilir; ve HER-2 hedefli terapilerde HER-2 durumunun degisikliklerinin kolayca
izlenebilir olmasidir. Yapilan c¢alismalar HER2-ECD seviyelerinin daha yiiksek oldugu

hastalarda Herceptin tedavisine cevap oraninin daha iyi oldugunu gostermistir (35).
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Tablo 8 : Her-2 durumunu degerlendirmede kullanilan yontemler (35)

Yontem Avantajlari Dezavantajlar Klinik kullanimi

Western Oldukga elverisli, pahali | Semikantitatif, timor Klinik kullanim1 yok

Blot degil ekstrakt gerekli

PCR Hizli,spesifik, hassas Semikantitatif Klinik kullanim1 yok

IHC Oldukga elverisli, pahali | Semikantitatif, subjektif | FDA onayli, klinik
degil yorum kullanimda

FISH Spesifik, kantitatif Pahali, 6zel arag,gere¢ | FDA onayli, +2 IHC Her-2
Herceptin’e yanitta gerektirir durumunda degerlendirilebilir
giiclii korelasyon

2.3 AKCiGER KANSERI TEDAVIiSINDE MOLEKULER
YAKLASIMLAR

2.3.1 Risk Tahmini

Akciger tiimdrogenezi ¢ok asamali bir genetik siirectir; bu nedenle akciger kanser
riskini hesaplamak i¢in tek ydntem, akciger dokusunu, akciger kanseri ile birlikte yaygin
olarak gozlenen molekiiler degisiklikler agisindan incelemektir.

Akciger dokusunda yiiksek sayida molekiiler degisikliklere sahip bireyler, akciger
kanseri gelisimi acisindan yiiksek riske sahiptir. Akciger kanserlerinde en sik gozlenen
degisiklikler 3p, 9p ve 17p’deki LOH ve p53 mutasyonlaridir. Bu degisikliklerin derecesi;
histolojik degisikliklerin derecesi ile iliskilidir (15).

2.3.2 Prognozu degerlendirmede molekiiler degisikliklerin gostergeleri ve
tedaviye yaniti 6ngorme
Akciger kanserinde, hastanin prognozunu, sadece klinik ve histolojik parametrelerle

degerlendirmek zordur. Ileri evre, hastalik igin kotii prognozu isaret etmesine ragmen; klinik
ozellikleri benzer olan hastalardaki sonuglar 6nemli derecede farklilik gostermektedir.
Molekiiler analizlerin amaci; timoriin gegmisi, potansiyel hassaslik, radyasyon
terapisine veya kemoterapiye diren¢ hakkinda prognostik bilgi veren degisiklikleri
tanimlamaktir. Belirli birtakim molekiiler degisiklikler, akciger kanserinde prognostik agidan

onem tasir. Fakat bu degisiklikler ile ilgili farkli ¢aligma gruplarinin yargilar1 benzer degildir.
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M.D. Anderson’daki ve diger enstitiilerdeki son g¢aligmalar akciger tiimor Orneklerindeki
Ozgiil paternleri tanimlamak i¢in molekiiler ve proteomiks teknolojilerinin kullanimina

odaklanmustir (15).

2.3.3 Yeni terapotik gelisimler icin molekiiler degisikliklerin gostergeleri
Akciger kanserindeki terapdtik yaklasimlar ve korunma ydntemlerindeki problem;

ortaya ¢ikan yan etkilerdir. Kemoprevention durumunda, birey heniiz kanser olmadig: i¢in
tedavinin etkisi belirsizdir ve yan etkiler temel sorundur. Akciger kanserinin tedavisinde;
radyasyon terapisi, kemoterapi ve cerrahi girisimin kombinasyonlarinin faydalari
incelenmekte , normal dokular1 yan etkilerden korumak i¢in yeni stratejiler gelistirilmektedir.
Akciger kanseri gelisiminde rol alan belli molekiiler yolaklarin tanimlanmasi, tedavide bu

yolaklarin hedeflenmesine yol agmustir (15).

2.3.4 Degismis sinyal yolaklarimin yeniden diizenlenmesi
Akciger kanserinin hedefli tedavisindeki yaklagim, degismis olan sinyal yolaklarin

yeniden diizenlemektir. Onkogenlerin aktiviteleri inhibe edilerek ya da sinyal yolaklari
engellenerek ekspresyonlar1 azaltilip aktiviteleri engellenebilir. Ornegin, ras mutasyonlari
akciger kanserinde yaygin olarak caligilmaktadir. Klinik deneyler i¢in hedeflenmis diger
onkogen {rlinleri; EGFR ve aile {iyeleridir Hem EGFR hem de HER-2/neu ‘nun
overekspresyonuna akciger tiimorlerinde rastlanmistir. EGFR’in  primer olarak hiicre
biiylimesini uyardigi diisliniilmesine ragmen, son g¢alismalar; anjiogenez, invazyon, hiicre
adezyonu, hiicre motilitesi gibi kanserle ilgili diger basamaklarda da EGFR sinyal yolaginin
etkili oldugunu gostermistir. Bu yolakla ilgili olarak; EGFR ekspresyonunu downregiile
edebilen ajanlar, EGFR ile 1ilgili tirozin kinazlarin kii¢iik peptid inhibitorleri,
immiinotoksinler, monoklonal antikorlar gelistirilmistir. Insanlastirilmis anti EGFR
monoklonal antikorlarin, bu membran reseptdrlerinin tirozin kinaz aktivitesini azalttig
gosterilmistir. Preklinik caligmalar, radyasyon terapisi ile kemoterapdtik ajanlar arasinda
sinerji gostermistir. M.D. Anderson’da, anti biiyiime faktor reseptorii monoklonal
antibadilerin kullanim1 hakkinda klinik deneyler yapilmaktadir. Ornegin, metastazi olan

hastalarda gemcitabin, cisplatin ve trastuzumab’in kombinasyonu ¢alisilmaktadir (15).
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2.3.4.1 Anti-reseptor terapisi

HER-2’yi igeren heterodimerler tarafindan olusturulan sinyaller, diger HER
dimerlerine gore daha kuvvetli bir aktivite gostermektedir ve tiimorlerdeki HER2
overekspresyonu, EGF ailesi ligandlar1 tarafindan olusturulan sinyal kaskadinin
amplifikasyonuna yol agmaktadir.

HER-2, HERI’in partneri olarak tercih edildigi i¢in; HERI’in aktivasyonunun
inhibisyonu HER2 aktivitesini inhibe etmek i¢in onerilmektedir. HER1’in fosforilasyonunu
ve fonksiyonunu bloklayan tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimi; proliferasyonu HER1 veya
HER2’ye bagli olan tiimoérlerin terapisi i¢in iyi bir yontemdir.

Boyle tek inhibitor ZD1839’dur. ZD1839; oral olarak aktif, HER1’in yiiksek
seviyelerini eksprese eden insan tiimor xenograftlar1 ve kanser hiicre hatlarinin biiylimesini
geciktiren veya geri doniisiimsiiz inhibisyonunu saglayan HER1’e spesifik tirozin kinaz

inhibitériidiir (33).

2.3.4.2 Pasif immiinoterapi

HER-2 overekspresyonu goriilen hastalar icin monoklonal antikorlar gelistirilmistir.
HER2’nin ekstraselliiler domainine spesifik olarak yonlenen monoklonal antikorlar, HER-
2’si overeksprese olan kanser hiicrelerinin bilyiimesini segici olarak inhibe etmektedir.

Trastuzumab, HER-2’si overeksprese olan metastazli meme kanseri hastalarina cesitli
terapoOtik ajanlar ile birlikte verilmistir. Yapilan degerlendirmelerden sonra tek bir
kemoterapotik ajanin verilmesinden ziyade, Trastuzumab’in terapiye ilavesinin hastalarin
terapiye yanitint olumlu yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Trastuzumab, HER-2
homodimerlerinin olusumuna neden olur ve reseptdriin ligand aracili endositozunu artirir (33).

HER-2/neu ; meme kanserinde onemli terapotik bir hedeftir. HER-2/neu diizeyleri
meme kanserinin pathogenezi ve prognozu ile korelasyon gdstermektedir. Gen
amplifikasyonu olan insan kanser hiicrelerindeki HER-2/neu seviyesi normal yetiskin
dokulardakinden ¢ok daha fazladir. HER-2; tiimor hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugunda bulunur;
bu tiimorlerde HER-2’nin yiiksek ekspresyonu gozlenir. Bu hastalara antiHER-2 terapisi
onerilmektedir. HER-2 overekspresyonu hem primer timérde hem de metastatik bolgelerde
goriiliir; bu nedenle antiHER-2 terapisi tiim bolgelerde etkili olabilmektedir (35).

HER-2/neu reseptdriine baglanan insanlastirilmis monoklonal antikor olan Herceptin;
HER-2/neu pozitif olan meme kanseri hastalarinin tedavisi i¢cin FDA’dan onay almustir.

Meme kanseri hastalarinin yaklasik %25-30’unda immiinohistokimya ve FISH sonuglarina
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gore HER-2/neu pozitiftir. HER-2/neu’su pozitif olup Herceptin tedavisi alan hastalarin %25°1
tedaviye yanit vermistir. Trastuzumab ile kemoterapi kombinasyonu; sadece kemoterapiye
oranla tedaviye yanit1 ve yasama oranini énemli derecede artirmistir. Hem Hercept test hem
de FISH analizi hastalarin tedaviye yanitlarini dngérmesine ragmen; FISH analizi tedavi

oncesi degerlendirme i¢in ¢ok daha iyi bir yontemdir (36).

HERCEPTIN’IN HAREKET MEKANIZMASI

Herceptin;, HER-2  proteininin  ekstraselliler = domainine(ECD)  yo6nlenen
insanlastirilmis monoklonal antikordur. Herceptin, simdilik sadece metastatik meme
kanserinin tedavisi i¢in HER-2 hedefli terapide kullanilmaktadir. Herceptin’in HER-2
overekspresyonunu azaltma mekanizmalari tam anlamiyla bilinmemekle beraber in vitro ve in
vivo deneyler sonucunda ¢esitli molekiiler ve hiicresel etkiler gézlenmistir (35).Herceptin’in
ongoriilen mekanizmalari sunlardir (Sekil 8):

v' HER-2’nin degredasyonu ve internalizasyonu: Reseptor dimerizasyonunu ve
downstream sinyal yolaklarini tahrib eder.

v Gl arresti ve proliferasyonu azaltma: p27“"'

-cdk2 kompleks olusumuna neden
olur.

v Apoptoz: Akt aktivitesini inhibe eder.

v Anjiogenezi baskilar: Timor vaskulaturesini, pro-anjiogenik PAI-1,Ang-
1,TGF-o, VEGF’in ekspresyonunu azaltir, antianjiogenik TSP-1’e neden olur

v" Immiin aracili yanitlar: Naturel killer hiicrelerini stimiile eder.

v' Inhibisyon: HER-2 ECD proteolizini ve DNA onarimini inhibe eder

Herceptin’in etkisi ile ger¢ceklesen baslica mekanizmalar;

Reseptor sinyalinin azalmasi : HER-2 ; MAP kinaz (MAPK) ve P13 kinaz (P13K)’1 iceren

coklu hiicresel sinyal yolaklarini aktive eder. Herceptin bu yolaklardan gelen sinyalleri azaltir
ve boylece apoptoz ve hiicre siklusu arrestini tetikler (35).

kip1’

G1 arresti , p27™"" in ayarlanmasi : Herceptin ile tedavi edilen hiicreler, hiicre dongiisiiniin G1

faz1 sirasinda arreste girerler. Hiicre dongiisii arresti, siklin bagimli kinaz inhibitori p27kipl
ile ilgili proteinlerin azalan ekspresyonu ile birlikte ger¢eklesmektedir. Bu p27P"in

birakilmasi ile sonuglanir ve siklin E/cdk2 komplekslerini inhibe eder (35).
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NEK lenfosit

Sekil 8 : Herceptin’in hareket mekanizmalari (35)

Apoptozun baslamasi : Herceptin, HER-2’si overeksprese olan metastatik meme kanseri

hastalarinda tiimér biiyiikliigiinii azaltabilir. In vivo ¢alismalar, Herceptin’in meme kanserinde

apoptoza neden yol agabilecegini gostermistir (35).

Anjiogenezin baskilanmasi : Insan tiimér hiicrelerindeki HER-2’nin overekspresyonu sonucu,

VEGF eksprese olur ve anjiogenez artar. HER2 overekspresyonu goriilen meme kanserinin
Herceptin ile tedavisi sonucunda tiimor hacminin ve in vitro endotelial hiicre migrasyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Paclitaxel ile Herceptin kombinasyonunun, anjiogenezi inhibe etmede

tek olarak uygulanan Herceptin tedavisinden ¢ok daha etkili oldugu bildirilmistir (35).

Immiin mekanizmalar : In vivo meme kanseri modelleri ve klinik deneyler, pek ¢ok hedefli
ajanin aksine Herceptin‘in sitotoksik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. NK ve ADCC
(antikor bagimli hiicresel sitotoksisite) Herceptin’in sitotoksik aktivitesine onemli katkida

bulunmaktadir (35).
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Her-2/ECD proteolizinin inhibisyonu : HER-2 geninin overeksprese oldugu hiicrelerde, HER-

2 reseptorii proteolitik kesime ugrar ve bu silireg sonunda 110 kDA’luk ECD(ekstraselliiler
domain) olarak adlandirilan  bir {irlin meydana gelir. ECD, hiicre kiiltiiri ortaminda
saptanmistir ve bu domainin 95 kDA’luk kismi artmis tirozin kinaz aktivitesi gdsteren
membrana bagli bir fragment olusturur. HER-2 ECD, meme kanseri tanili hastalarin
serumunda saptanmistir ve bazi meme tiimdrlerinde HER-2 p95°e  rastlanmistir. HER-2
ECD’nin serumdaki yiiksek konsantrasyonlarimin ileri meme kanserli hastalarda koti
prognoz, metastaz ve kemoterapi tedavisine yanit vermeme ile korele oldugu
diistiniilmektedir. Herceptin HER-2 ECD kesimini engellemektedir. ECD seviyesinin

hastalarin Herceptin’e yanitlarinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (35).

DNA onarimmnin inhibisyonu : in vitro ¢alismalar Herceptin’in gesitli kemoterapi ajanlari ile

sinerjistik oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalar Herceptin’in tek basina ya da terapdtik
ajanlar ile birlikte DNA hasarini ilerleterek DNA onarimini inhibe ettigini; ve apoptoza neden

oldugunu gostermistir (35).

DIRENCLILIK MEKANIZMALARI

Herceptin monoterapisine hastalarin verdikleri yanitlar, 9 aylik bir siire¢ i¢in % 12-34
arasinda degigsmektedir. Giinlimiizde Herceptin; docetaxel, paclitaxel gibi kemoterapik
ajanlarla birlikte uygulanmaktadir ve tedaviye yanit bu sekilde artirilmaktadir. Genellikle
Herceptin tedavisinden yanit alan hastalarin ¢ogunlugu 1 yil i¢inde diren¢ kazanmaktadirlar.

Herceptin direngliliginle ilgili molekiiler mekanizmalar sunlardir: (35)

Degisen reseptor-antibadi etkilesimi : Mutant reseptdr, diisiik Her-2 seviyesi
Artan hiicre sinyalleri : Diger Her reseptorlerinden gelen sinyaller, artan Akt aktivitesi, azalan

PTEN seviyesi

P27"""*in ayarlanmasi : Artan protein degradasyonu nedeni ile azalan total seviye, azalan

nuklear lokalizasyon

Artan IGF-IR sinyali : Overeksprese olan IGF-IR, azalan IGFBPs seviyesi, artan IGF

seviyesi, reseptor ¢capraz-konusmasi (35)

40



HER-2 i¢in yeni ilaglarin gelistirilme ¢aligmalar1 devam etmektedir (Tablo 9).

Tablo 9 : Yeni Her-2 hedefli ajanlar (MAb, monoklonal antibadi; FcRI, immiinglobulin G
(IgG)(Fc gamma RI) igin tip I Fc reseptorleri; FcRIII, immiinglobulin G(IgG)(Fc gamma
RIID)igin tip III Fc reseptdrleri; TKI, tirozin kinaz inhibitdrii ) (35)

Ajan Ajamn tipi Gelisim faz Kaynak
Trastuzumab-DM1 | MAb-toksin konjugat Preklinik Genentech
Pertuzumab(2C4) |Mab I Genentech
CI-1033 TKI II Pfizer
GW572016 TKI II Glaxo smithkline
EIA Transkripsiyonal inhibitor I Targeted genetics
2BI FcRIII ve HER-2’ ye kars1 II Chiron

bispesifik antibadi
MDX-H210 FcRI ve HER-2’ ye kars1 II Medarex
bispesifik antibadi
Autovac DNA asis1 II Pharmexa
HER-2/neu Rekombinant ag1 I Corixa ve glaxo
rekombinant smithkline
terapotik asi

Meme kanserinde oldugu gibi, Trastuzumab’in kullanimi i¢in akciger kanserinde de
caligmalar baglatilmistir. Akciger kanserindeki HER-2/neu overekspresyonunun sikligi
cogunlukla KHDAK’de c¢alisilmistir; ve HER-2/neu overekspresyon sikligi %5-50 arasinda
degismektedir. KHDAK’de HER-2/neu overekspresyonuna ¢ogunlukla adenokarsinoma ve
biiyilik hiicreli karsinoma’da (%30-40) rastlanmaktadir. Skuamoz hiicreli karsinomada HER-
2/neu overekspresyonuna daha az (%10-20) rastlanir. KHAK’de HER-2/neu ekspresyonu
daha az ¢alisilmistir. Potti ve arkadaslar ileri satha KHAK hastalarinin %30’unda HER-2/neu
overekspresyonunu saptamistir (38).

Akciger kanserinde HER-2/neu degerlendirilmesi i¢in hi¢bir immiinohistokimyasal
yontem gelistirilmemistir. Meme kanserinde HER-2/neu degerlendirilmesi i¢in, Hercept Test
gelistirilmis ve FDA onayr almistir. Akciger tiimorleri malignant meme tiimorlerinden
Bu heterojenite  HER-2/neu THC

morfolojik olarak daha heterojendir. sonucunun

yorumlanmasini zorlastirir. Diger bir farklilik; meme kanserine oranla akciger kanserinde 0 ve
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+3 tlimorlere daha az rastlanir. Bu nedenle IHC sonuglarini negatif (Hercept teste gore: 0/+1)
ve pozitif (+2/+3) timorlerde yorumlamak zordur (38).

Akciger tiimorlerinde, HER-2/neu ekspresyonu’nun terapotik gostergesi hala
calisilmaktadir. Akciger kanseri hiicre hatlarinda yapilan preklinik ¢aligmalarda; HER-2/neu
pozitif hiicre hatlarinda trastuzumab biiylimeyi inhibe ederken, HER-2/neu negatif hastalarda
higbir etki gostermemistir. Tedavi etkisi HER-2/neu ekspresyon seviyesi ile korelasyon
gostermistir. Ayrica HER-2/neu pozitif olan hiicre hatlarinda trastuzumabin; gemcitabine,
cisplatin, vinorekbine ve paclitaxel gibi ajanlarla kombinasyonunun 6nemli sinerjistik etki
gosterdigi gozlenmistir (38).

+3 ya da gen amplifikasyonu olan hastalar, trastuzumab ile tedavi olabilme sansina
sahiptirler. Gelecek calismalar icin daha fazla hastaya ve cok merkezli calismalara
gereksinim vardir(38)

erb-B reseptor ailesi hem erb-B1(EGFR) hem de erb-B2(HER-2) reseptorlerini ve iki
reseptoriin heterodimerizasyonunu kapsar. Bu nedenle anti-EGFR ve HER-2 terapisinin
kombinasyonunun sinerjistik terapotik etki gostermesi olasidir. Farkli reseptorler arasindaki
etkilesimlerin rolii, erb-B reseptor ailesi iiyelerine karst spesifik hedefli terapilerin

kombinasyonu; akciger kanserinde klinik olarak agiga kavusmamustir (38).

2.3.5 Tekrar yerine konan defektif genler
Akciger kanserinin hedefli tedavisine diger bir yaklasim; tiimorojenez sirasinda

kaybedilmis olan tiimor baskilayici gen fonksiyonunu yeniden yapilandirmaktir. Ornegin p53
fonksiyonunun kaybi, akciger kanserinde yaygin olarak goriilmektedir. in vitro preklinik
calismalarda, Adenoviriis’e (Adp53) p53 geninin transferi sonucunda antitiimoral etki

gozlenmistir(15).

2.3.6 Tiimor baskilayici gen fonksiyonu olmayan hiicrelerin hedefli 6liimii
Gilintimiizdeki diger bir yaklasim, p53 fonksiyonu olmayan hiicreleri oldiiren ve

sadece cogalan adneoviriislerin kullanimidir. ONYX-015 p53 aktivitesini inaktive eden
adenoviral komponentin delete oldugu bir adenoviriistiir. Viriis, sadece p53 fonksiyonal

aktivitesi olmayan hiicrelerde cogalmaktadir (15).
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2.3.7 Akciger kanserinin tedavisi icin diger yaklasimlar

Akciger tiimorlerinin metastazi ve gelisimi ile ilgili daha fazla bilgi edinildigi i¢in,
hedeflenebilir gen {iriinii sayis1 artmustir. Ornegin, akciger kanseri tiimor baskilayici genlerin
fonksiyonal aktivitesinin kaybi; genlerin promotdrlerinin hipermetilasyonu ile ilgili oldugu
icin; diger bir yaklasim da , ¢ogalan hiicrelerdeki hipermetilasyon paternini geri getirmek i¢in
azacitidine gibi ajanlarin kullanimidir.

Tiimdriin olugsmas1 ve biiylimesi i¢in anjiogenez Onemlidir, bu olay1 baslatan ve
gelistiren damar1 engelleyen molekiiller akciger kanseri olan hastalarda terapotik ajan olarak
incelenmektedir. M. D. Anderson’ da, marimastat, neovastat, interlokin-12, endostatin, TNP-
470 ve thalidomide iceren c¢esitli antianjiogenik ajanlar iizerinde ¢alisilmaktadir. Bu ajanlarin
biliytime faktorlerini ve reseptorlerinin proliferasyonunu bloklayarak anjiogenezi engelledigi
distiniilmektedir.

Metastatik gelisimin diger onemli bir komponenti ise, tiimor hiicrelerinin yerlesmesi
icin uygun organ bulma amaciyla dolagsmasidir. Tiimor hiicresinin 6zel bir bolgeye yerlesmesi
stromal ve endotelial iletimi baglatmak i¢in gereklidir. Bu etkilesimlerin 6zellikleri daha iyi
tanimlandig1 i¢in, bu etkilesimleri engelleyecek kiiciik peptidler gelistirilerek, metastaz

riskinin azaltilmas1 hedeflenmistir (15).

2.3.8 Kemoprevention yaklasimlari
Akciger tiimorojenezinde pek cok molekiiler yolak rol alir. Bu nedenle akciger

kanserinin tedavisinde kullanilan stratejilerin, tedavi asir1 toksik olmamak kosuluyla;
premalignant ortamda uygulanabilir olmasi gerekir. Arastirmacilarin timdr gelisiminde etkili
molekiiler yolaklar1 hedefleyen c¢esitli ¢alismalart normal dokularda zararli etkilere yol
agmustir. Ornegin EGFR kinaz inhibitérii ZD1839 ‘un faz 1 ve faz 2 klinik deneyleri

sonucunda normal dokunun hasarlandig1 tanimlanmistir (15).

2.3.9 Akciger kanseri gelisimi ile ilgili molekiiler degisikliklerin
tanimlanmasi icin yeni teknolojiler
Akciger kanseri gelisimi agisindan tanimlanan 6nemli genleri daha iyi kavrayabilmek

icin teknoloji hizla gelismektedir. Insan genom projesinin tamamlanmasi, bireysel akciger
timorleri ile korele olan gen ekspresyonu, gen dizisi, gen kopya sayisindaki tanimlayici
degisiklikleri saptayabilmek i¢in gen dizilerini ¢iplere yerlestirme firsatin1 saglamistir. Bu

sekilde; akciger tiimor gelisiminde Onemli yeni genlerin tanimlanacagi ve akciger tiimor
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gelisiminin molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlasilacagi umut edilmektedir. Akciger
tiimor gelisimindeki protein ekspresyon paternlerini incelemek i¢in de proteomiks ¢aligsmalari

gelismektedir (15).

2.4 FLUORESAN IN-SITU HiBRIDiZASYON (FISH)

Fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH); yapisal olarak korunmus hiicrelerde, metafaz
veya interfaz safhasinda 06zgiil dizilerin tanimlanmasina olanak saglayan molekiiler
sitogenetik bir yontemdir. Bu teknik, temelde, spesifik olarak aranan DNA dizisine
tamamlayici olan igaretli probun spesifik olan dizi ile hibridizasyonuna dayanir (38). Problar;
tanimlanmak istenen niikleik asit bolgesine tamamlayici olan ve belirleyici olarak kullanilan
tek ya da cift iplikli 6zgiin niikleik asit dizileridir(39). Problar radyoaktif olarak ya da biotin,
digoksigenin, dinitrofenil veya fluorokromlarla enzimatik olarak isaretlenmektedir. Isaretleme
DOP PCR (degenerative oligonucleotide priming PCR) veya nick translation yontemi ile
yapilir (Sekil 9). Isaretlenmis niikleik asit problari, formamid, dekstran siilfat, bloke edici
DNA veya tRNA, sodyum dodesil siilfat, sigir serum albumini ve c¢esitli tuzlar iceren
melezleme karisimi icine konur (39). Isaretli olan prob hedefe baglanir ve fluoresan sinyalin

gelismesine neden olur (38).

Mick Translation

b uzunludgu boyuncs

v(n)

200-500
00-500 bp 100-5,000 bp

Sekil 9 : Nick Translation ve DOP PCR yo6ntemi ile prob isaretlenmesi (40)

Molekiiler biyoloji ve sitogenetigin kombinasyonu ile bilimde bizlere bir¢cok yeni firsat
sunan FISH teknigi bir¢ok avantaja sahiptir:
1) interfaz hiicrelerinden sitogenetik sonuglar elde edilebilmesi

2) Renkli sonuglarin kolayca anlasilabilir ve yorumlanabilir olmasi
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3) DNA oldukga stabil bir molekiildiir; bu nedenle arsivlenen materyal ve parafine

gomiilii dokularin ¢alisilabilir olmasi.

4) Diger sitogenetik ve molekiiler teknikler ile kombinasyonunun daha giivenilir sonuglar

vermesi.

FISH; translokasyonlarin, yapisal kirilma noktalarinin ve mikrodelesyonlarin analizinde,
yapisal diizensizliklerin, neoplazia ile ilgili gen diizensizliklerinin saptanmasinda, hem
prenatal hemde tiimor teshisi icin ploidi analizinde, preimplantasyon analizinde, gen
amlifikasyonunu saptamada ve gen haritalamada uygulanmaktadir (41).

Yontem, denatlirasyon, hibridizasyon ve posthibridizasyon olmak {izere ii¢ temel

asamadan olusmaktadir (Sekil 10).

GENEL FISH PROTOKOLU

Slide hazirlanmasi

Iareti prob

Frob eklenmesi
Cenatdrasyon
_ Hibridizasyan

Cesitli antibadiler Fyikama agamalar

Sekil 10 : Genel FISH protokolii (40)

1) DENATURASYON : DNA/DNA in-situ hibridizasyonu igin, prob ve hedef dizilerin

tek iplikli hale getirilmesi (denatiirasyon) gerekir. Denatiirasyon; asit, 1s1 veya alkali
uygulamasi ile yapilabilir. Is1 ile denatiirasyon, uygulamanin basitligi ve daha etkili
olmas1 nedeni ile en ¢ok kullanilan yontemdir (39).

2) HIBRIDIZASYON : Prob ve hedef niikleik asitler tek iplikli hale getirildikten sonra,
DNA/DNA melezleri 37°C, RNA/RNA melezleri ise 50-55 °C’de bir gece

inkiibasyona birakilirlar. Hibridizasyon orani prob uzunluguna, konsantrasyonuna ve
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3)

dizinin kompleksligine baglidir (39). Optimal hibridizasyon i¢in prob uzunlugunun
200-500 bp uzunluklar1 arasinda olmas1 gerekir (40).
POSTHIBRIDIZASYON : Isaretli prob, hedef dizi disinda homoloji gdsteren baska

dizilerle 6zgiin olmayan melezlenmeler yapabilir. Bu tiir melezler, dogru eslesmis
olanlara gore daha dayaniksizdir; bu nedenle ¢esitli yikama islemleri ile ¢oziilebilir.
Hibridizasyon sonrasi yikamalar, zayif baglanan probu temizlemek ve sadece dogru
eslesmis olanlar1 birakmak amaci ile yapilir.

Posthibridizasyondan sonra hibridizasyon bolgeleri saptanir. Saptama ve
goriinlir hale getirme yontemleri, probu isaretlemede kullanilan isaretleyicinin tipine
baghdir. Radyoaktif isaretli problarin saptanmasi i¢in otoradyografik yontemler
kullanilirken, radyoaktif olmayanlar i¢in; eger prob dogrudan isaretli ise
posthibridizasyondan hemen sonra fluoresan mikroskop ile melezlenmis bolgeler

goriilebilir (39).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 OLGULAR VE DOKU ORNEKLERI

Calisma icin, DEUTF Klinik ve Laboratuvar arastirmalart Etik Kurulunun,
07.12.2004/176 tarih ve numarali karariyla onay alinmistir.

Calisma icin doku 6rnekleri; Izmir Suat Seren Gogiis Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim
Hastanesi’nde 2002 yilinda baglamis “Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomlarinda Muc4
ekspresyonu; E-Cadherin Hiicre adezyon Kompleksi, Hiicre Proliferasyonu, apoptoz ve
Metastaz Uzerine Etkileri” isimli calismay1 gergeklestiren Dr.Zekiye Aydogdu Ding
tarafindan saglandi.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Pataloji Anabilim Dali’nda, Pof.Dr.Aydanur
Kargi tarafindan; 24 adet parafin bloktan, lizinli lamlara 2 p’luk 2’ser adet ve normal lama 1
adet kesit aldirildi ve normal lama alinan kesitler Hematoksilen-eosin ile boyanarak kesitlerin

tiimorlii bolgesi isaretlendi.

3.2 FISH YONTEMIi

Parafin bloklardan alinan 2 p’luk kesitlerde, Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

yontemi uygulanarak Her-2/neu geninin amplifikasyonuna bakildi.

3.2.1 Manuel Deparafinizasyon Kullanilarak yapilan FISH

3.2.1.1 Deparafinizasyon ve On islemler

Yapilan islemler sirasiyla Tablo 10, 11 ve 12°de gdsterildi.

Tablo 10 : Parafin Cozme

Kimyasal/ islem Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Ksilol 10 dakika 56°C
Ksilol 10 dakika 56°C
Etanol %100 5 dakika Oda sicaklig1
Etanol % 90 5 dakika Oda sicaklig1
Etanol % 70 5 dakika Oda sicaklig1
4XSSC 30 dakika Oda sicakligi

1 M NaSCN Overnight Oda sicakligi
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Tablo 11 : Proteaz ve yikama

Kimyasal/ islem | Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Proteaz 10 dakika 37°C
2xPBS 2x5 dakika Oda sicakligt
Etanol %70 3 dakika
Etanol %90 3 dakika
Etanol %100 3 dakika

Kurutma
Tablo 12 : Denatiirasyon

Kimyasal/ Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Islem

Formamid %70 5 dakika 73,5°C pH: 7.5
Etanol %70 2 dakika -20°C
Etanol %90 2 dakika -20°C
Etanol %100 2 dakika -20°C
Kurutma

3.2.1.2 Hibridizasyon

73,5 °C © de prob kokteyli 5 dakika denatiire edildi. Hedef doku iizerine 10 pl prob

damlatildi. Lamel ile kapatilip lastik yapiskan ile etrafi gevrildi. Nemli ortamda 37°C ‘de

overnight inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda lastik yapiskan acilarak lamel ¢ikartilip yikamaya gegildi.

Yapilan islemler sirasiyla Tablo 13’de gosterildi

Tablo 13 : Hibridizasyon sonrasi yikama

Kimyasal/ Islem Konsantrasyon Bekleme Sicaklik
NP-40 %0.3 1 dakika Oda sicakligi
NP-40 %0.3 2 dakika 65°C

Kurutma

Kuruyan lam tizerine 10ul DAPI damlatildi.
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3.2.1.3 Degerlendirme ve optimizasyon

Sonugta ; parafin iyi uzaklagsmadigi i¢in elde edilen sinyaller olduk¢a zayifti. Daha
sonraki deneyde parafinin iyi uzaklasmasi icin ksilol sicakligi 65°C’ye, ksilol siiresi 15
dakikaya ¢ikarildi. Pepsin diliisyonu hazirlanirken, stoktan 400 pl alinip; preparatin proteazla
muamele siiresi 15 dakikaya ¢ikarildi. Bu deneme sonucunda daha iyi sinyaller elde edildi;
fakat kirmizi sinyaller zayifti. Eski tarihli prob kullanildigi i¢in sinyallerin zayif oldugu
kanisina varildi.

Parafinin daha iyi uzaklasmas: i¢in ksilol sicakligi 80°C, siire 3 dakika olarak
ayarlandi. Ayni1 prob ile periferik kandan elde edilen metafaz alanina da hibridizasyon yapildi.
Sonug olarak kesitte parafin daha iyi uzaklasmis ve sinyaller daha net olarak gdzleniyordu;
fakat analiz yapilabilecek nitelikte sinyal yoktu. Metafaz alaninda da sinyaller net degildi.

Bir sonraki deneyde, zayif sinyallerin eski tarihli prob kullanimindan kaynaklanip
kaynaklanmadigini tesbit etmek i¢in; periferik kandan elde edilen metafaz alanina yeni tarihli
prob ile hibridizasyon yapildi. Yeni tarihli prob ile metafaz alanina yapilan hibridizasyon
sonucu elde edilen sinyaller oldukca netti. Problarda kirmizi renk aktivitesini kisa stirede
yitirdigi i¢in, probun eski tarihli olmasinin sinyallerin zayif ¢ikmasina neden oldugu sonucuna
varild1.

Parafini manuel yontem ile iyi uzaklagtiramamamiz sinyallerin hibridizasyonunu

engellemekteydi. O nedenle deparafinizasyon i¢in kit kullanmaya karar verdik.

3.2.2 “Paraffin Pretreatment Reagent Kit (Vysis)” ve “PathVysion® HER-2
DNA Probe Kit (LSI® HER-2/neu SpectrumOrange'" / CEP® 17
SpectrumGreen'")” Kullanilarak yapilan FISH

Lokus Ozgiil Tanimlayic1 (Locus Spesific Identifier-LSI) HER-2/neu DNA probu, 190

Kilobazlik, TuruncuTayfta floresan isaretli bir probdur ve HER-2/neu gen lokusuna (17q11.2-
ql2) ozgiildiir. Kromozom Sayim Probu (Chromosome Enumeration Probe-CEP) 17 DNA
probu, 5.4 Kilobazlik, YesilTayfta floresan isaretli bir probdur ve 17 nolu kromozomun

sentromerik bolgesinin alfa satellit DNA dizisine (17p11.1-q11.1) 6zgiildiir.

3.2.2.1 Deparafinizasyon ve On Islemler
Lamlar 55°C firinda overnight birakildu.

Devaminda yapilan islemler Tablo 14, 15, 16 ve 17°de gosterildi.
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Tablo 14 : Parafin Cozme

Kimyasal/ Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Islem
Ksilol 10 dakika 56°C
Ksilol 10 dakika 56°C
Etanol %100 5 dakika
Kurutma firinda 45°C

Kuruyan lamlar hibridizasyon 6ncesi dnislem soliisyonunda bekletildi ve yikamalar1 yapildi

Tablo 15 : Onislem ve yikamalar
Kimyasal/ islem | Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
HCI 02M 2-5 dakika
Su 3 dakika
Yikama tamponu 3 dakika
Yikama tamponu 3 dakika
Onislem 30 dakika 80°C
solusyonu
Su 1 dakika
Yikama tamponu 5 dakika
Yikama tamponu 5 dakika
Kurutma
Fazla siv1 alinir

Kuruyan lamlar dokunun pargalanmasi i¢in proteazla muamele edildi
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Tablo 16 : Proteaz ve yikama

Kimyasal/ islem | Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Proteaz 10 dakika 37°C
Yikama tamponu 5 dakika
Etanol %70 1 dakika
Etanol %90 1 dakika
Etanol %100 1 dakika
Kurutma
Tablo 17 : Denatiirasyon
Kimyasal/ Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
islem
Formamit %70 5 dakika 73°C pH: 7.5
Etanol %70 1 dakika -20°C
Etanol %90 1 dakika -20°C
Etanol %100 1 dakika -20°C
Kurutma

3.2.2.2 Hibridizasvon :

Hedef doku tizerine 10 ul Her2/neu prob damlatildi. Lamel ile kapatilip lastik

yapiskan ile etrafi gevrildi. Nemli ortamda 37°C “de 12 saat inkiibasyona birakild1 (Prob

denatiire edilmedi). Sonrasinda yikama islemleri yapildi (Tablo 18).

Tablo 18: Hibridizasyon sonras1 yikama

Kimyasal/ islem

Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
NP-40 9%0.3 1 dakika Oda sicaklig1
NP-40 %0.3 2 dakika 72°C
Kurutma

Kuruyan lamlar iizerine 10pul DAPI damlatildi.
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3.2.2.3 Degerlendirme ve optimizasyon

Sonugta; sinyal gozlenmedi. Arka plan, kirmizi gozlendi. Probun calisip calismadigini
anlamak icin, kemik iligi materyalinden elde edilen metafaz alanina, prob 73,5 °C’ de 5
dakika denatiire edilerek hibridizasyon yapildi. Sinyaller olduk¢a net gozlendi. Prob oldukga
iyi ¢alistig1 i¢in sorunun deparafinizasyondan kaynaklanmasi olastydi.

Pretreatment kit ile parafin kesitte deparafinizasyon islemi sonrasinda, hibridizasyon
asamasinda prob 73,5 °C’ de 5 dakika denatiire edildi. Sonucta sinyaller yine gozlenmedi.

Farkl1 bir pretreatment kit ve prob karisimi ile deneme yapilmasina karar verildi.

3.2.3 “Chromosome 17q12 (HER2/neu) / Alphasattellite 17 Coctail Probe,
Dual Colour (Q-BIOGene) Kit” Kullanilarak yapilan FISH
17q12 (HER-2/neu) 6zgiil DNA probu, Rhodamine (Exc. Max. 565nm; Em. Max.

590nm) ile dogrudan-isaretlidir. Kromozom 17 Alpha-Satellite probu, Fluorescein (Exc. Max.
495nm; Em. Max. 525nm) ile dogrudan-isaretlidir.
° Preparatlar 55°C’de overnight birakildi.

e Ertesi giin parafin ¢6zme iglemine gecildi ( Tablo19)

e Parafin ¢6zme isleminden sonra pretreatment kit ile preparatlar muamele edildi
(Tablo 20).

° Proteaz agamasina gecildi (Tablo 21).

. Hedef doku denatiire edildi (Tablo 22)

. Prob denatiire edilerek hibridizasyon yapildi.

. Preparatlar nemli ortamda 37°C “de overnight inkiibasyona birakildi.
. Ertesi giin post hibridizasyon yikamalar yapild: ( Tablo 23)

. Kuruyan lamlar tizerine 10ul DAPI damlatildi.

. Analiz asamasina gecildi
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3.2.3.1 Deparafinizasyon ve On islemler

Tablo 19 : Parafin Cozme

Kimyasal/ Islem Konsantrasyon Bekleme Sicaklik
Ksilol 10 dakika 55°C
Ksilol 10 dakika 55°C
Etanol %100 2x5 dakika
Kurutma
Tablo 20 : Onislem ve yikamalar
Kimyasal/ Islem Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Pretreatment sol. %20 15 dakika 45°C
2xSSC 5-10 sn Oda sicakligi
Tablo 21 : Proteaz ve yikama
Kimyasal/ islem |Konsantrasyon Bekleme Sicaklik
Proteaz 20 dakika 45°C
2xSSC 5-10 sn Oda sicaklig1
Etanol %70 1 dakika
Etanol %380 1 dakika
Etanol %100 1 dakika
Kurutma Oda sicakligi
Tablo 22 : Denatiirasyon
Kimyasal/ Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
islem
Formamit %70 3 dakika 73°C pH: 7.5
Etanol %70 1 dakika -20°C
Etanol %830 1 dakika -20°C
Etanol %100 1 dakika -20°C
Kurutma Oda sicakligi
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3.2.3.2 Hibridizasyon
Hedef doku iizerine 10 pl prob kokteyli damlatildi. Prob 75°C’de 5 dakika denatiire

edildi. Lamel ile kapatilip lastik yapiskan ile etrafi ¢evrildi.. Nemli ortamda 37°C ‘de

overnight inkiibasyona birakildi.

Tablo 23 : Hibridizasyon sonrasit yikama

Kimyasal/ Konsantrasyon Bekleme Sicakhik
Islem

in situ wash 1X 5-10 sn 37°C
buffer

In situ wash 1X 3 dakika 65°C
buffer

PBD 1X 5 dakika Oda sicakligi

Kuruyan lamlar tizerine 10ul DAPI damlatildi.

3.2.3.3 Degerlendirme ve Optimizasyon

Q Biogene kiti ile deparafinizasyon sonucu oldukga iyi sinyaller elde ettik. Calismaya bu

sekilde devam edilmesi uygun goriildii.

3.3 OLGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Nukleuslar incelenerek; HER-2/neu’ya 6zgiil rodamin isaretli (kirmizi), kromozom
17°’nin alfa satellitini taniyan flouresin isaretli (yesil) problarin  sinyalleri sayild.
HER2/Alfasatellit 17 oranlar1 saptandi.

Her bir olgu i¢in (iki olgu hari¢), minimum 100 nukleus sayildi. Yapilan diger
caligmalarda degerlendirilen alan sayisi, genelde minimum 60’tir. HER-2/neu i¢in kirmizi,
alfa satellit 17 i¢in ise yesil sinyal gozlendi. HER2/Alfasatellit 17 oran1 >2 olan analiz
sonuglart gen amplifikasyonu var olarak, HER2/Alfasatellit 17 orani<2.0 olan analiz sonuglari
ise gen amplifikasyonu yok olarak kabul edildi.

Analizler, Nikon ECLIPSE E 600 fluoresan mikroskopta ve Macprobe 4.0 programi
kullanilarak yapildi.
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3.4 KULLANILAN KiMYASALLAR VE HAZIRLANISLARI

3.4.1 Manuel Deparafinizasyon icin:

HCI diliisyonu : 99 ml H,O 1ml 1 N HCl ile karistirildi.

Stok Pepsin : 2 ml dH,0’da 200 mg pepsin ¢dziildii. -20 °C * de saklandi.

Pepsin ¢alisma solusyonu : 37 °C ¢ deki HCI diliisyonu ile 250 pl stok pepsin karistirildu.
4 x SSC : 20XSSC ¢ den diliie edildi.

% 70 Etil Alkol : 30 ml H,O iizerine 70 ml Etil Alkol eklendi.

% 90 Etil Alkol : 10 ml H,O iizerine 10 ml Etil Alkol eklendi.

% 96 Etil Alkol : Absolii alkol kullanildi.

100 ml 1 M NaSCN ( Sodyum tiyosiyanat ) : 8.1 gr NaSCN (MA: 81,07 gr.) tartilip distile

suile 100 ml ‘ ye tamamlandi.

Formamid: 50 ml karisim i¢in; 35 ml formamid, 5 ml 20 X SSC vel0 ml H,O karistirild1. 7.5
pH i¢in 25 pl HCI kullamld1.indikatér ile pH kontrol edildi.

2XPBS: 20 ml 10 X PBS alinip distile su ile 100 ml ‘ ye tamamlandi.
2 X SSC : 10 ml 20XSSC alinip 100 ml distile su ile tamamlandi.

% 0.3 NP —40 : 300 ul stok NP-40 alinip 100 ml 2XSSC ile karistirildi.
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3.4.2 “Paraffin Pretreatment Reagent Kit (Vysis)” ile Deparafinizasyon
Icin:

20 X SSC : 66 gr tuz formu distile su ile 250 ml’ ye tamamlandi.

Proteaz solusyonu : 50 ml tamponda 25 mg proteaz ¢6ziildii ( Hemen kullanilmali).
0.2 M HClI : 20 ml 1M HCI alinip 80 ml H,O ile tamamland.

% 0.3 NP — 40 : 300 pl stok NP-40 almip 100 ml 2XSSC ile karistirildi

2 X SSC : 10 ml 20XSSC alinip 100 ml distile su ile tamamland1

% 70 Etil Alkol : 30 ml H,O iizerine 70 ml Etil Alkol eklendi.

% 90 Etil Alkol : 10 ml H,O tizerine 10 ml Etil Alkol eklendi.

% 96 Etil Alkol : Absolii alkol direk kullanildi.

Formamid: 50 ml karigim i¢in; 35 ml formamid, 5 ml 20 X SSC, 10 ml H,O karigtirildi. 7.5
pH i¢in 25 ul HCI kullanild1.indikatér ile pH kontrol edildi.

3.4.3 3 “Chromosome 17q12 (HER2/neu) / Alphasattellite 17 Coctail Probe,
Dual Colour (Q-BIOGene) Kit”e ait Pretreatment Kiti ile Deparafinizasyon
Icin:

2XSSC : 10 ml 20XSSC alinip 100 ml distile su ile tamamlandi.

Enzim stok: 100 mg toz iizerine 4 ml distile su eklendi. 400ul seklinde eppendorflara
alikatlandi, -20°C © ye kaldirild1.

Enzim ¢alisma solusyonu : 400ul stok enzim alinip 40 ml 2XSSC ile karistirilda.
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Pretreatment solusyonu : 8 gr pretreatment tartilip 2XSSC ile 40 ml’ye tamamlandi.

1x in situ wash buffer : 5 ml 10x wash buffer alinip 50 ml’ye distile su ile tamamlandi.Oda

sicakliginda saklandi.

1XPBD : 50 ml 10x PBD alinip distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda

saklandi.

Formamid: 50 ml kariisim i¢in; 35 ml formamid, 5 ml 20 X SSC, 10 ml H,O karistirildi. 7.5
pH igin 25 pl HCI kullamldi.indikatér ile pH kontrol edildi.

% 70 Etil Alkol : 30 ml H,O tizerine 70 ml Etil Alkol eklendi.

% 90 Etil Alkol : 10 ml H>O tizerine 10 ml Etil Alkol eklendi.

% 96 Etil Alkol : Absoli alkol direk kullanildi.
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4. BULGULAR

Calisilan olgularin “hasta numaralar1”, izmir Suat Seren Gogiis Hastaliklar1 ve

Cerrahisi Egitim Hastanesi’nde verilmistir.

4.1 OLGULARIN HIiSTOPATOLOJIK VE KLINIK VERILERI

Klinik veriler, Suat Seren GOgiis Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim Hastanesi’nde

01/01/2003 — 31/12/2005 tarihleri arasinda elde edilmis ve Dr.Zekiye Aydogdu Ding

araciligiyla alinmistir. Elde edilen histopatolojik ve klinik veriler, Tablo 24 ve 25°de

gosterilmistir.

Tablo 24 : Olgularin histopatolojik 6zellikleri ve klinik evreleri
(AK: Adeno Karsinom / SHK: Skuamdéz Hiicreli Karsinom / BHK: biiyiik Hiicreli Karsinom)

Hasta no | Histolojik tip | Differansiasyon | TNM Evre
139 AK orta + T2N2MO | 3A
995 AK orta T2NOMO | 1B
1749 SHK orta T2NOMO | 1B
3719 BHK az T3NOMO | 2B
4206 AK orta + T2NIMO | 2B
4267 SHK az T2NIMO | 2B
4454 SHK orta TINOMO | 1A
5058 SHK orta T2NOMO | 1B
5857 SHK orta T2NOMO | 1B
7098 SHK az T3NOMO | 2B
8067 AK orta + T2NOMO | IB
8678 SHK orta T3N2MO | 3A
9147 AK orta TINOMO | 1A
10016 AK az T2NOMO | 1B
10097 BHK orta T2NOMO | 1B
10149 SHK orta T2NOMO | 1B
10560 AK orta TINOMO | 1A
10609 SHK orta T3NOMO | 2B
12036 SHK orta + T2NOMO | 1B
14518 BHK az T3NOMO | 2B
14287 SHK az T2NIMO | 2B
15206 SHK orta T2NOMO | 1B
15666 SHK az T2NOMO | 1B
16748 AK orta + T3NOMO | 2B
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Tablo 25 : Olgularin klinik verileri

(Durum: 2005 sonundaki sag kalim durumu / SRVALLMO: tan1 konduktan sonra ay olarak
total yasam stiresi / SRVDFMO: tan1 konduktan sonra ay olarak hastaliksiz yasam stiresi / L:
lenf / Ac: akciger / Adr: adrenal / KC: karaciger / Serv: servikal omurlar / 2.prim: ikinci bir

primer timor)

Olgu no | DURUM | REKURRENS | MTSTZ |MET YER |SRVALLMO | SRVDFMO
139 Olii(+) Var Lokal 6,49 7,51
995 Sag(+) Var Lokal 19,41 18,10
1749 Sag(-) Yok Yok 31,05 31,05
3719

4206 Sag(-) Yok Yok 26,42 26,42
4267 Olii(+) Var Lokal 20,59 20,59
4454 Sag(+) Var Uzak L+Act+Adr |28,82 24,23
5058 Sag(-) Yok Yok 2.prim 26,39 26,39
5857 Sag(-) Yok Yok 26,69 26,69
7098 Sag(+) Var Uzak ActKC 26,59 11,38
8067 Sag(-) Yok Yok 26,92 26,92
8678 Sag(+) Var Lokal 26,30 20,79
9147 Olii(+) Var Uzak L+Beyin 5,67 3,18
10016 Sag(-) Yok Yok 22,75 22,75
10097 Sag(-) Yok Yok 21,64 21,64
10149 Sag(-) Yok Yok 21,28 21,28
10560 Sag(-) Yok Yok 25,11 25,11
10609 Sag(-) Yok Yok 24,62 24,62
12036 Sag(+) Var Uzak KC+Ac+Serv | 22,92 21,34
14287 Sag(+) Var Uzak KC 22,16 6,62
14518 Sag(-) Yok Yok 21,97 21,97
15206 Oli(+) Var Uzak Lokal+Adr [16,95 7,05
15666 Sag(-) Yok Yok 19,48 19,48
16748 Sag(-) Yok Yok 20,33 20,33

4.2 OLGULARIN HER-2 iCIN IHC SONUCLARI

c-ebB2 i¢in, immunuhistokimya boyama (NeoMarkers); “Kiiclik Hiicreli Dis1 Akciger
Karsinomlarinda Muc4 ekspresyonu; E-Cadherin Hiicre adezyon Kompleksi, Hiicre
Proliferasyonu, apoptoz ve Metastaz Uzerine Etkileri” isimli ¢aliymada yapilmistir. 4
basamakli (0, 1, 2, 3), membrandz boyanmay1 esas alan ve cut-off degeri olarak %10’u (HER-
2 akcigerde, meme ve diger dokularda oldugu kadar yiiksek diizeyde eksprese
edilmemektedir) kabul eden sistem kullanilmistir. %10’dan daha az hiicrenin boyandigi

ornekler -, + (negatif), %10-50 aras1 boyananlar ++ ve %50 nin iizerinde boyananlar +++
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olarak kabul edilmistir (Tablo 26). +2 ve +3 sonuglar1 olan iki adet adenokarsinom resmi,

Dr.Zekiye Aydogdu Ding’in izniyle ve inceligiyle Resim 1 ve 2°de gosterilmistir.

Tablo 26 : Olgularin IHC sonuglari

Hasta no | IHC
139 +3
995 +3
1749 Negatif
3719 Negatif
4206 Negatif
4267 Negatif
4454 +2
5058 +3
5857 | +2
7098 Negatif
8067 | +2
8678 Negatif
9147 | +2
10016 | +3
10097 | Negatif
10149 | +2
10560 | +3
10609 | Negatif
12036 | Negatif
14518 | +3
14287 | Negatif
15206 | Negatif
15666 | +2
16748 | +2
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Resim 1 : +2 boyanmis bir adenokarsinom 6rnegi

Resim 2 : +3 boyanmis bir adenokarsinom ornegi

61



4.3 OLGULARIN HER-2 iCiN FISH SONUCLARI

Parafin bloklardan elde edilen 2p’luk kesitlerde Dual FISH yontemi uygulandi.
Bloklardan lizinli lama da kesit alinarak DEU Patoloji ABD’da Hematoksilen-Eosin boyama
yapild1 ve tiimorlii bolgeler isaretlendi.

FISH sonrasi yapilan degerlendirme sonucunda; her olgu basma (10016 ve 995 no’lu
olgular hari¢) minimum 100 hiicrede HER2/neu ve Alfasatellit 17 sinyalleri sayildi.
HER2/neu ve Alfasatellit 17 sinyallerinin hiicrelerdeki degisik kombinasyonlarinin her biri,
ayr1 degerlendirilerek sayim yapilmistir. Degisik kombinasyonlara ait alan resimleri, Resim 3,
4 ve 5’de gosterilmistir.

- Her bir olguda; toplam HER2/neu ve Alfasatellit 17 sinyalleri hesaplandi ve toplam
hiicre sayisina boliinerek ortalama HER2/neu ve Alfasatellit 17degerleri elde edildi .

Bu iki degerin birlikte veya tektek;

1.5ile 2.5 arasinda olmas1 dengeli dizomi (normal durum)

2.5ile 3.5 arasinda olmas1 dengeli trizomi

3.5ile 4.5 arasinda olmasi dengeli quadrizomi olarak degerlendirildi (42).

- Her bir olguda, , HER2/neu sinyalleri sayist Alfasatellit 17 sinyallerinin sayisina
boliindii ve ¢ikan oran;
>2 ise gen amplifikasyonu i¢in (+) olarak,
<2 ise gen amplifikasyonu i¢in (-) olarak kabul edildi (11).

- Ayrica, her bir olgu i¢in, HER2/neu ve Alfasatellit 17 oran1 1’den farkli olan (HER-
2/neu ve Alfasatellit 17 igin kayip ve kazanimlarin oldugu) nukleus sayisinin yiizde orani

hesaplanarak olgularda goriilen dengesizlik yiizdeleri hesaplandi.
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Resim 3 : HER-2/neu (kirmizi1) ve Alfasatellit 17 (yesil) i¢in Normal kopya sayisina sahip

interfaz alanlari

Resim 4 : Her2/neu (kirmizi1) ve Alfasatellit 17 (yesil) i¢in dengeli trizomi gdsteren interfaz

niikleuslarina bir 6rnek (14518 no’lu olgu)
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Resim 5 : Her2/neu ve Alfasatellit 17 icin kopya sayis1 artist gosteren interfaz niikleuslari
(14518 no’lu olgu)

Yapilan analizlerin sonuglari, herbir olgu icin tek tek olmak {izere asagida verilmistir.

[
o

Hasta no o satellit | HER2/neu | Nukleus
139

AW W W IWIN|N[(N
AN WIN|WIKAIN

o0
h—tLh»—‘»—‘OO(.»)»—‘w\o
[S=Y

HER-2 ortalamasi; 2,27 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,21
HER2/Alfasatellite 17 : 1,03
89 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 80,18
8 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 7,2
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5 interfaz :
3 interfaz :
3 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

995

74 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 97,36
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 2,63

1749

84 interfaz :
8 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :

nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
995
2 2 74
2 6 2
76

Her-2 ortalamasi; 2,11 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,0

HER2/Alfasatellite 17 : 1,05

Hastano | a satellit | HER2/neu| Nukleus

1749

2
8
84
2
2
2
100

AW [WIN|N|—

1
1
2
2
3
3

Her-2 ortalamasi; 2,06 - Alfasatellit 17 ortalamasi 1,94
HER2/Alfasatellite 17 : 1,06

nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

4,5
2,7
2,7
0,9
0,9
0,9

[NST \O I \O 2 \S e o o]
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o

83 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
6 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
6 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

3 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

4206

Hasta no
3719

a satellit

HER2/neu

Nukleus

[\S)

o¢]
(98]

WIIN[RA|W(N| NN

WA |W[ N |—

— | =[O\ | O\

102

Her-2 ortalamasi; 2,11 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,09

HER2/Alfasatellite 17 : 1,01

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
4206
1 1
1 2 1
2 2 95
2 3 1
100

Her-2 ortalamasi; 1,98 - Alfasatellit 17 ortalamasi 1,96

HER2/Alfasatellite 17 : 1,01

81,37
5,88
5,88
2,94
1,96
0,98
0,98

95 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 95
3 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) % 3
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) % 1
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 1
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4267

81 interfaz :
9 interfaz :
3 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

4454

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
4267
2 2 81
2 3 9
2 4 1
3 2 1
3 3 2
3 4 3
5 5 3
100

Her-2 ortalamasi; 2.28 - Alfasatellit 17 ortalamasi1 2.15
HER2/Alfasatellite 17 : 1,06

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

Hastano | a satellit | HER2/neu | Nukleus
4454
2 2 101
2 3 3
104

Her-2 ortalamasi; 2,03 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,0

HER2/Alfasatellite 17 : 1,01

— = N W WO X

101 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 97,11
3 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 2,88
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5058

91 interfaz :
6 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :

5857

101 interfaz :
4 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
5058
2 2 91
2 3 2
3 2 2
3 3 6
101

Her-2 ortalamasi; 2,08 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,08
HER2/Alfasatellite 17 : 1,0

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
5857

1 1 3

1 2 4

2 2 101

2 3 1

2 4 2

3 2 1

3 3 2
114

Her-2 ortalamasi; 2,04 - Alfasatellit 17 ortalamasi 1,96
HER2/Alfasatellite 17 : 1,04

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

90

5,94
1,98
1,98

88,59
3,5
2,63
1,75
1,75
0,87
0,87
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7098

2 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
3 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

3 interfaz

5 interfaz

8 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

3 interfaz

7 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
1 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
: nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

6 interfaz

2 interfaz
2 interfaz
1 interfaz

1 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) %
77 interfaz :

1 interfaz

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
7098
1 1 2
1 2 3
2 3 3
2 4 5
2 5 8
3 2 3
3 3 7
3 4 6
4 2 1
4 3 2
4 4 2
4 5 1
4 6 1
6 6 1
2 2 77
122

Her-2 ortalamasi; 2,58 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,24
HER2/Alfasatellite 17 : 1,15
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

1,63
2,45
2,45
4,09
6,5

2,45
5,73
4,91
0,81
1,63
1,63
0,81
0,81
0,81

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 63,11
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8067

65 interfaz :
13 interfaz :
9 interfaz :
4 interfaz :
3 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

1 interfaz

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
8067

2 1 1

2 2 65

2 3 9

3 2 3

4 3 1

4 2 1

3 1 1

1 1 1

1 2 4

2 4 1

3 3 13
100

Her-2 ortalamasi; 2,22 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,16
HER2/Alfasatellite 17 : 1,03

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

— O\
W W

— e e e = Q) N \O
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8678

55 interfaz :
9 interfaz :
8 interfaz :
7 interfaz :
6 interfaz :
4 interfaz :
3 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :

147

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
8678
1 1 3
1 2 8
1 3 4
2 1 1
2 2 55
2 3 6
2 4 3
3 2 7
3 3 9
3 4 2
4 4 2
100

Her-2 ortalamasi; 2,29 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,07

HER2/Alfasatellite 17 : 1,11

W

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

— NN WWERDNI OO W

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
9147
2 1 2
2 2 90
2 3 5
2 4 7
2 5 1
3 2 3
3 3 5
3 4 1
114

Her-2 ortalamasi; 2,24 - Alfasatellit 17 ortalamasi1 2,08

HER2/Alfasatellite 17 : 1,08
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90 interfaz :
7 interfaz :
5 interfaz :
5 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

10016

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

Hastano | a satellit | HER2/neu | Nukleus
10016
2 2 55
2 6 1
56

Her-2 ortalamasi; 2,07 CEP 17 ortalamasi 2,0

HER2/Alfasatellite 17 : 1,03

78,94
6,14
4,38
4,38
2,63
1,75
0,87
0,87

55 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 98,2
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 1,78

10097

74 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 71,15

Hastano | a satellit | HER2/neu | Nukleus
10097
1 1 1
1 2 6
2 1 3
2 2 75
2 3 2
2 4 1
3 2 5
3 3 8
3 4 2
4 3 2
4 4 1
106

Her-2 ortalamasi; 2,15 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,13

HER2/Alfasatellite 17 : 1,01

7 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 6,73
5 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 4,8
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5 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

69 interfaz :
15 interfaz :
11 interfaz :
4 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
10149
2 1 15
2 2 69
1 2 11
4 6 1
2 3 2
1 3 3
3 2 4
3 1 2
3 3 1
108

HER-2 ortalamasi; 1,94 - Alfasatellit 17 ortalamasi 1,95

HER2/Alfasatellite 17 : 0,99

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

4,8

1,92
1,92
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96

63,8
13,8
10,18
3,7
2,7
1,85
1,85
0,92
0,92
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10560

79 interfaz :
9 interfaz :
6 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

10609

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
10560

1 1 6

1 2 9

1 3 1

2 1 2

2 2 79

3 2 2

4 4 1
100

Her-2 ortalamasi; 1,95 - Alfasatellit 17 ortalamasi 1,88
HER2/Alfasatellite 17 : 1,04

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
10609
1 2 4
2 2 82
2 3 5
2 4 1
2 5 2
3 2 2
3 3 5
3 4 4
3 5 2
3 6 1
4 4 3
5 3 1
5 4 2
5 5 1
6 4 1
116

Her-2 ortalamasi; 2,45 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,28

HER2/Alfasatellite 17 : 1,07

— = NN OO
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82 interfaz :
5 interfaz :
5 interfaz :
4 interfaz :
4 interfaz :
3 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

12036

94 interfaz :
2 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :
1 interfaz :

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
12036

2 2 94

3 3 2

3 4 1

3 6 1

4 6 2

5 6 1
101

Her-2 ortalamasi; 2,2 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,11
HER2/Alfasatellite 17 : 1,04

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %

70,68
4,31
4,31
3,44
3,44
2,58
1,72
0,86
1,72
1,72
1,72
0,86
0,86
0,86
0,86
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1,98
1,98
0,99
0,99
0,99
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14287

87 interfaz :
5 interfaz :
5 interfaz :
2 interfaz :
1 interfaz :

16748

90 interfaz :
5 interfaz :
3 interfaz :
1 interfaz
1 interfaz

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
14287

2 2 87

2 3 5

4 3 1

3 2 5

4 3 1

2 1 1
100

Her-2 ortalamasi; 2,06 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,09
HER2/Alfasatellite 17 : 0,99

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
16748

2 2 90

2 3 3

3 3 5

3 4 1

4 4 1
100

Her-2 ortalamasi; 2,12 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,08
HER2/Alfasatellite 17 : 1,02
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %

— = W L 0

— = W W O
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Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
14518
2 2 92
2 4 3
2 5 2
2 6 1
3 3 10
3 4 7
3 5 4
3 6 2
3 7 1
4 3 3
4 4 16
4 5 5
4 6 1
4 7 1
4 8 1
4 13 1
5 4 2
5 5 13
5 6 7
5 7 6
6 6 9
6 7 4
6 9 1
6 4 1
6 10 1
7 6 1
7 7 5
7 8 3
7 5 1
7 10 1
8 6 1
8 8 2
8 7 1
8 10 1
9 12 1
10 10 2
213

Her-2 ortalamasi; 3,93 - Alfasatellit 17 ortalamasi 3,57
HER2/Alfasatellite 17 : 1,1
92 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 43,19

16 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 7,51
13 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) % 6,1
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10 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 4,6
9 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) % 4,22
7 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 3,28
7 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) % 3,28
6 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) % 2,81
5 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 2,34
5 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 7) % 2,34
4 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 1,87
4 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) % 1,87
3 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 1,4
3 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 1,4
3 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 8), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 7) % 1,4
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) % 0,93
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 0,93
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 0,93
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 8), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 8) % 0,93
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 10), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 10) % 0,93
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 7) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 7) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 8) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 7), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 8) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 8), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 9), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 10), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) % 0,46
I interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 10), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 7) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 10), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 8) % 0,46
I interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 12), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 9) % 0,46
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 13), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) % 0,46



15206

74 interfaz :
7 interfaz :
5 interfaz :
5 interfaz :
2 interfaz :

:nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

1 interfaz :

1 interfaz :

1 interfaz :

1 interfaz :

1 interfaz :

:nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %

1 interfaz :

1 interfaz :

2 interfaz

1 interfaz

Hasta no | a satellit | HER2/neu | Nukleus
15206
2 2 74
2 3 7
2 4 2
2 5 1
1 3 1
3 2 2
3 3 5
3 4 1
3 6 1
4 2 1
4 3 1
4 4 5
5 3 1
5 5 1
6 6 1
104

Her-2 ortalamasi; 2,24 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,31
HER2/Alfasatellite 17 : 0,97

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 1) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %

nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
nuc ish 17q12 (HER-2 x 6), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 6) %

71,15
6,73
4,8
4,8
1,92
1,92
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96
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15666

Hastano | asatellit | HER2/neu | Nukleus
15666
2 2 73
2 3 6
3 3 4
3 2 6
3 4 2
4 2 1
4 3 2
4 4 1
5 5 1
2 1 2
3 5 1
2 5 1
100

Her-2 ortalamasi; 2,25 - Alfasatellit 17 ortalamasi 2,25

HER2/Alfasatellite 17 : 1,0

(98]

73 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
6 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
6 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
4 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 1), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 3), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
2 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 2), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 4), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 4) %
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 2) %
1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 3) %

1 interfaz : nuc ish 17q12 (HER-2 x 5), D17Z1 ( “Alphasatellite 17 x 5) %

— == = N NN RN N

4.4 OLGULARIN FISH BULGULARI ILE KLINIK VERILERININ VE
IHC SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Elde edilen dual FISH verileri ile;
- olgularin histopatolojik verileri Tablo 27 ve 28°de,
- evrelendirme verileri Tablo 29 ve 30’da
- prognostik verileri Tablo 31 ve 32°de,
- ICH sonuglar1 Tablo 33 ve 34’de, karsilastirilmistir.



Tablo 27 : Olgularin Histopatolojik verileri ile FISH bulgular

HER-2/neu | Alfasatellit | HER2/
Olgu no |Diferans. | Hist. Tip |ort 17 ort Alfasatellit 17
139 orta + AK 2,27 2,21 1,03
995 orta AK 2,11 2 1,05
1749 orta SHK 2,06 1,94 1,06
3719 BHK 2,11 2,09 1,01
4206 orta + AK 1,98 2,07 1,11
4267 orta + SHK 2,28 2,15 1,06
4454 az SHK 2,03 2 1,01
5058 orta SHK 2,08 2,08 1
5857 orta SHK 2,04 1,96 1,04
7098 orta SHK 2,58 2,24 1,15
8067 az AK 2,22 2,16 1,03
8678 orta + SHK 2,29 2,07 1,11
9147 orta AK 2,24 2,08 1,08
10016 orta AK 2,07 2 1,03
10097 az BHK 2,15 2,13 1,01
10149 orta SHK 1,94 1,95 0,99
10560 orta AK 1,95 1,88 1,04
10609 orta SHK 2,45 2,28 1,07
12036 orta SHK 2,2 2,11 1,04
14287 orta + SHK 2,06 2,09 0,99
14518 az BHK 3,93 3,57 1,1
15206 az SHK 2,24 2,31 0,97
15666 orta SHK 2,25 2,25 1
16748 az AK 2,12 2,08 1,02

Tablo 28 : Histopatolojik veriler ve FISH sonuglarinin karsilastiriimasi

Histolojik tip
FISH SHK AK BHK
Gen amplifikasyonu yok 13 8 3
Polizomi - - 1




Tablo 29 : Olgularin evrelendirme verileri ile FISH bulgular

HER-2/neu | Alfasatellit 17 | HER2/

Olguno |TNM Evre ort ort Alfasatellit 17
139 T2N2MO | 3A 2,27 2,21 1,03
995 T2NOMO | IB 2,11 2 1,05
1749 T2NOMO | 1B 2,06 1,94 1,06
3719 T3NOMO | 2B 2,11 2,09 1,01
4206 T2N1MO | 2B 1,98 2,07 1,11
4267 T2N1IMO | 2B 2,28 2,15 1,06
4454 TINOMO | 1A 2,03 2 1,01
5058 T2NOMO | 1B 2,08 2,08 1
5857 T2NOMO | 1B 2,04 1,96 1,04
7098 T3NOMO | 2B 2,58 2,24 1,15
8067 T2NOMO | 1B 2,22 2,16 1,03
8678 T3N2MO | 3A 2,29 2,07 1,11
9147 TINOMO | 1A 2,24 2,08 1,08
10016 T2NOMO | 1B 2,07 2 1,03
10097 T2NOMO | 1B 2,15 2,13 1,01
10149 T2NOMO | 1B 1,94 1,95 0,99
10560 TINOMO | 1A 1,95 1,88 1,04
10609 T3NOMO | 2B 2,45 2,28 1,07
12036 T2NOMO | 1B 2,2 2,11 1,04
14287 T2N1MO | 2B 2,06 2,09 0,99
14518 T3NOMO | 2B 3,93 3,57 1,1
15206 T2NOMO | 1B 2,24 2,31 0,97
15666 T2NOMO | 1B 2,25 2,25 1
16748 T3NOMO | 2B 2,12 2,08 1,02

Tablo 30 : Histopatolojik veriler ve FISH sonuglarinin karsilastiriimasi

EVRE
FISH 1A 1B 2A 2B 3A
Gen amplifikasyonu yok 3 11 - 8 2
Polizomi - - - 1 -




Tablo 31 : Olgularin prognostik verileri ile FISH bulgularn (REK: rekiirrens / MTZ:
Metastaz)

HER-2/neu | Alfasatellit | HER2/
Olguno | DURUM |REK. | MTZ | SRVALLMO | SRVDFMO | ort 17 ort Alfasatellit 17
139 Olii(+) |Var |Lokal | 6,49 7,51 2,27 2,21 1,03
995 Sag(+) Var |Lokal | 19,41 18,10 2,11 2 1,05
1749 Sag(-) Yok |Yok |31,05 31,05 2,06 1,94 1,06
3719 2,11 2,09 1,01
4206 Sag(-) Yok |Yok [26,42 26,42 1,98 2,07 1,11
4267 Olii(+) Var |Lokal | 20,59 20,59 2,28 2,15 1,06
4454 Sag(+) |Var |Uzak |28,82 24,23 2,03 2 1,01
5058 Sag(-) Yok |Yok 26,39 26,39 2,08 2,08 1
5857 Sag(-) Yok |Yok 26,69 26,69 2,04 1,96 1,04
7098 Sag(+) |Var |Uzak |26,59 11,38 2,58 2,24 1,15
8067 Sag(-) Yok |Yok [26,92 26,92 2,22 2,16 1,03
8678 Sag(+) |Var |Lokal |26,30 20,79 2,29 2,07 1,11
9147 Olii(+) Var |Uzak |5,67 3,18 2,24 2,08 1,08
10016 Sag(-) Yok |Yok |[22,75 22,75 2,07 2 1,03
10097 Sag(-) Yok |Yok |21,64 21,64 2,15 2,13 1,01
10149 Sag(-) Yok |Yok 21,28 21,28 1,94 1,95 0,99
10560 Sag(-) Yok |[Yok [25,11 25,11 1,95 1,88 1,04
10609 Sag(-) Yok |Yok [24,62 24,62 2,45 2,28 1,07
12036 Sag(+) Var |Uzak |22,92 21,34 2,2 2,11 1,04
14287 Sag(+) |Var |Uzak |22,16 6,62 2,06 2,09 0,99
14518 Sag(-) Yok |Yok [21,97 21,97 3,93 3,57 1,1
15206 Oli(+) |Var |Uzak |16,95 7,05 2,24 2,31 0,97
15666 Sag(-) Yok |Yok [19,48 19,48 2,25 2,25 1
16748 Sag(-) Yok |Yok 20,33 20,33 2,12 2,08 1,02

Tablo 32 : Prognostik verileri ile FISH sonuglarinin karsilastirilmast (3719 no.lu olgu dahil

edilmemistir).
DURUM METASTAZ REKURRENS
FISH Sag Ex |Uzak | Lokal | Yok | Var | Yok
Gen amplifikasyonu yok 19 4 6 4 13 10 13
Polizomi 1 - - - 1 - 1
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Tablo 33 : Olgularin immunohistokimya (HER-2 i¢in) verileri ile FISH bulgulari

HER-2/neu | Alfasatellit 17 | HER2/
Olgu no THC ort ort Alfasatellit 17
139 3 2,27 2,21 1,03
995 3 2,11 2 1,05
1749 Negatif| 2,06 1,94 1,06
3719 Negatif|2,11 2,09 1,01
4206 Negatif| 1,98 2,07 1,11
4267 Negatif [ 2,28 2,15 1,06
4454 2 2,03 2 1,01
5058 3 2,08 2,08 1
5857 2 2,04 1,96 1,04
7098 Negatif| 2,58 2,24 1,15
8067 2 2,22 2,16 1,03
8678 Negatif'| 2,29 2,07 1,11
9147 2 2,24 2,08 1,08
10016 3 2,07 2 1,03
10097 Negatif|2,15 2,13 1,01
10149 2 1,94 1,95 0,99
10560 3 1,95 1,88 1,04
10609 Negatif | 2,45 2,28 1,07
12036 Negatif| 2,2 2,11 1,04
14287 Negatif| 2,06 2,09 0,99
14518 3 3,93 3,57 1,1
15206 Negatif| 2,24 2,31 0,97
15666 2 2,25 2,25 1
16748 2 2,12 2,08 1,02

Tablo 34 : Immiinohistokimya ve FISH sonuglarmin karsilastiriimasi

IHC
FISH Negatif ( 0,+1) | Pozitif (+2) | Pozitif (+3)
Gen amplifikasyonu yok 11 7 6
Polizomi - - 1

Yukarida yer alan veri degerlendirmelerine ek olarak, her olgu i¢in; farli oranlarda
sinyal sayisina sahip hiicrelerin yiizdeleri hesaplanmistir ve prognostik verilerle ve THC

verileri ile karsilastirilmistir (Tablo 35 ve 36).
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Tablo 35 : Olgularin, hiicrelerde saptanan degisik HER-2/Alfasatellit oranlarina gére FISH
bulgular1. Hiicre i¢lerinde verilen sayilar yiizde cinsindendir.

2/2: normal durum — Pol. 1: 17 nolu kromozom i¢in polizomi var ancak oran 1 — 1/1: her iki
sinyalden de birer adet var — 2/1: HER-2 sinyallinden iki, Alfasatellit sinyalinden bir adet var
—3/1: HER-2 sinyallinden ii¢, Alfasatellit sinyalinden bir adet var — 1/2: HER-2 sinyallinden
bir, Alfasatellit sinyalinden iki adet var — <1: HER-2 ve Alfasatellit sinyal sayilarinda
normal duruma gore artis var, HER2 sayis1 daha az — >1: HER-2 ve Alfasatellit sinyal
sayilarinda normal duruma gore artis var HER2/Alfasatellit oran1 1°den biiylik — >2: HER-2
ve Alfasatellit sinyal sayilarinda normal duruma gore artis var HER2/Alfasatellit oran1 2ye
esit veya daha biiyiilk — %Den.: Dengeli artiglar haricindeki dengesiz durumlarin (kayip ve

kazang) toplam yiizdesi

HER-2/Alfasatellit
Olgu no 2/2 |Pol. 1| 1/1 2/1 3/1 |12 <1 >1 >2 | %Den.
139 80,18 | 11,7 2,7 2,7 2,7 18,1
995 97,36 2,63 2,63
1749 84 2 2 8 4 0 |12
3719 81,37 | 0,98 1,96| 6,86 | 5,88 | 2,94 | 17,64
4206 95 3 1 1 0 |31
4267 81 5 1 12 1 14
4454 97,11 2,88 0 2,88
5058 90 5,94 1,98 | 1,98 0 3,96
5857 88,59 1,75 | 2,63 | 3,5 0,87 | 0,87 | 1,75 |7
7098 63,11 | 8,17 | 1,63 | 2,45 4,89 | 8,98 |10,59 |28,68
8067 65 13 1 4 1 5 9 1 |21
8678 55 11 3 8 4 |1 7 8 3 |31
9147 78,94 | 4,38 1,75 2,63 | 5,25 | 7,01 16,66
10016 98,2 1,78 1,78
10097 71,151 11,52 0,96 48 | 7,69 | 3,84 |21
10149 63,8 10,18 | 2,7 |13,8| 5,55 | 2,77 0 35,185
10560 79 1 6 9 1 (2 2 0 |14
10609 70,68 | 3,44 3,44 5,16 | 9,47 | 3,44 |21,55
12036 93 1,98 3,96 | 0,99 4,95
14287 87 1 6 5 0 |13
14518 43,19 | 26,63 6,93 | 18,16 | 4,64 |30,04
15206 71,151 11,52 0,96 3,84 | 7,69 | 3,84 |17,3
15666 73 6 2 9 9 1 |21
16748 90 6 4 0 |4
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Tablo 36 :

karsilastirilmasi (Prognostik veriler ile karsilastirmaya 3719 no.lu olgu dahil edilmemistir).

Prognostik veriler ve ITHC sonuglari ile HER-2/Alfasatellit sonuglarinin

DURUM METASTAZ REKURRENS IHC
HER-2/Alfasatellit Sag Ex |Uzak | Lokal | Yok | Var | Yok - |2 | 13
Pol. 1 %0 6 - 2 1 3 3 3 2 2 | 2
%0-10 4 2 3 1 7 4 7 6 4 | 2
%10-20 8 2 1 2 2 3 2 3 1 1
%20-30 1 - - - 1 - 1 - - 1
>2 %0 8 - 2 - 6 2 6 3 3 2
<%2 3 1 1 1 4 2 4 2 3 1
2%?2 7 3 3 3 3 3 3 6 1 3
%Den. %0 - - - - - - - - -
%0-10 1 7 2 2 3 4 3 1 3 4
%10-20 3 4 3 1 2 4 2 5 1 1
%20-30 - 4 1 - 3 1 3 3 2 -
>%30 - 4 - 1 4 1 4 2 1 1
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S. TARTISMA

Arastirmada; 13’1 (%54.17) SHK, 8’1 AK (%33.33) ve 3’1 (%12.5) BHK olmak iizere
24 adet “Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger parafin blok 6rnegi calisildi. Amag, FISH yontemi
uygulandiktan sonra HER-2/neu gen amplifikasyonu pozitif ve negatif ¢ikan olgu sonuglarini,
klinik verileri ile birlestirilerek; HER-2/neu gen amplifikasyonunun prognoz iizerine olan
etkisini arastirmakti.

Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda, ii¢ farkli protokol denendi. Ilk olarak
deparafinizasyon ve proteinaz iglemleri manuel olarak gergeklestirildi. Calismalar sonucunda,
cok zayif sinyaller elde edildi. Bu sorunun eski tarihli prob kullannmindan kaynaklandigi
diisiiniilerek, bir sonraki ¢alisma yeni tarihli prob ile gergeklestirildi. Bu ¢alisma sonucundaki
sinyaller de oldukca zayift1 ve background kirmizi olarak gozlendi. Sorunun, parafinin manuel
yontemle iyi uzaklastirilamamast ve buna bagli olarak, hedef doku ile prob arasinda
gerceklesmesi gereken hibridizasyon asamasinin ger¢eklesememesi, oldugu diisiiniildii. Bu
nedenle, deparafinizasyon islemi ‘“Paraffin Pretreatment Reagent Kit (Vysis)” ile
gergeklestirildi. PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit (LSI® HER-2/neu SpectrumOrange™™ /
CEP® 17 SpectrumGreen'™) kiti ile yapilan ¢alismalar sonucunda da deparafinizasyon
asamasinda problem yasandi. Son olarak “Chromosome 17q12 (HER2/neu) / Alphasattellite
17 Coctail Probe, Dual Colour (Q-BIOGene) Kit” kullanild. Ilk denemede ¢ok iyi sinyaller
elde edildi.

Ayni deney kosullarinda c¢aligilan parafin kesitlerde, ayni kalitede sinyal elde
edilemeyen durumlar oldu. Bunun birka¢ tane nedeni olabilir. Ayni deparafinizasyon
kosullarina ragmen, parafin tiim kesitlerde ayni1 derecede uzaklagmamais olabilir ve buna bagl
olarak hibridizasyon da gergeklesmemis olabilir. Ikinci olarak; ameliyattan gelen dokularin
parafinize edilme islemlerinde farklilik olabilir. Bir diger neden de; sinyal alinamayan
bolgelerde nekrotik dokularin yogun olarak bulunmasi olabilir ki, sinyal elde edilemeyen, bir
kisim bolgenin, uzman bir patolog yardimi ile nekrotik alanlara sahip oldugu tesbit edilmistir.

IHC sonuglari, 11 tanesi negatif (%46), 7 tanesi (%29) +2 ve 6 tanesi (%25) +3 olan
olgularin, parafin bloklarindan alinan kesitlerde, uygulanan FISH c¢aligmast sonucunda; 23
olguda dengeli dizomi, bir adet +3 olguda dengeli quadrizomi saptanirken, olgularin hig

birinde HER-2/neu geninin ger¢cek amplifikasyonu gozlenmemistir.
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Genel Diinya literatiiriine baktigimiz zaman, IHC sonuglariyla HER-2 gen
amplifikasyonu arasinda, ¢ogunlukla konkordans bulunamadigini gérmemize ragmen, bir
takim calisma sonuglar1 da aksini sdylemektedir. Ornegin; D. Tan ve arkadaslari, akciger
tiimorlerinde yaptiklart FISH ve IHC calismalar1 sonucunda; FISH ile IHC yontemleri
arasinda yiiksek konkordans buldular (r=0.83, p<0.001). Hercept test ile pozitif ¢ikan
timorlerin %40’1nda, hiicre basina diisen HER-2/neu maksimum kopya sayisin1 dokuzdan
biiylik buldular ve bu tiimoérleri her iki yontem acisindan pozitif olarak kabul ettiler. +3 olan
tiimorlerin tamami amplifikasyon gdsterirken; Hercept testi negatif (0 veya +1) olan higbir
olguda amplifikasyon saptanmadi. (44). Bizim c¢alismamizda, negatif, +2 ve +3 olan
olgularimizda gen amplifikasyonu saptanmadi. +3 olan tek bir olguda, dengeli quadrizomi
saptanmistir ki bu da gercek gen amplifikasyonu olarak kabul edilmemektedir.

Bir diger 6rnek olarak da; G. Cox ve ark. negatif (0 ve +1) 19 olguda ve +2 olan 4
olguda hi¢ amplifikasyon saptamamustir. +2 olan tek bir olguda polizomi gozlerken; +3 olan
toplam 4 olgunun hepsinde amplifikasyon saptamistir (46). G. Cox ve ¢alisma grubunun
sonuglara gore, Hercept Test; 6zellikle +3 olan olgularda HER-2/neu amplifikasyonunu
saptamak i¢in son derece giivenilir bir yontemdir. IHC sonuglar1 ile FISH sonuglar1 arasinda
biiylik bir korelasyon vardir (46). Bizim ¢alismamiz negatif olgular acisindan bu ¢alisma ile
paralel olmasina ragmen; oOzellikle 3 pozitif olgularimizla ters diismektedir. Olgularimizin
%100’liinde amplifikasyon saptanmadigi icin, negatif sonug¢larin uyumlu olmasinin da
istatistiksel olarak bir anlami yoktur.

Uyumu gosteren ¢aligmalarin aksini iddia eden c¢aligma sayisi, daha fazladir ve daha
yiiksek &rnek sayilariyla yapilmislardir. Ornegin; 106 olgu ile yapilan bir ¢calismada, HER2
overekspresyonu gosteren %22 olgudan ancak %6’sinda gen amplifikasyonu saptanirken, 238
olguluk bir diger ¢calismada uyum %#4 olarak belirlenmistir (12, 42).

Pellegrini ve arkadaslar1 41 olgu kullanarak yaptiklar1 caligmada, 23 negatif timoriin 2
sinde diislik seviyeli amplifikasyon, 18 pozitif olgunun 3 iinde disiik, 3 iinde yliksek seviyeli
amplifikasyon, 1 inde polizomi saptamis, 11 inde ise amplifikasyona rastlamamusgtir (11).

Nakamura ve arkadaslar1 ¢alisma sonuglarinda; ortalama HER2/neu kopya sayis1 > 3
olan tiimorleri HER2/neu kopya sayisini artmis, HER2-neu/CEP 17>2 olan tiimorleri ise
amplifikasyon var olarak degerlendirmistir (45). Timorlerin %44’tinde HER2/neu kopya
sayist > 3 , %2’sinde ise amplifikasyon bulmuglardir. Artmis HER2 kopya sayisina biiyiik
hiicreli karsinomada rastlamazken; adenokarsinoma ve skuamodz hiicreli karsinomada
rastlamiglardir (45) . Biz ¢alismamizdaki SHK ve AK olgularinda artmis HER-2/neu kopya

sayisina rastlamazken; bir BHK olgusunda artmis HER-2/neu kopya sayisina rastladik.
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Kullandigimiz tiimérlerin - %4.17sinde  HER2/neu kopya sayist >3 olarak belirlendi.
Olgularimizin higbirinde amplifikasyona rastlamadik. Nakamura ve arkadaglari tiimorlerin
%44’iinde; kromozom 17 duplikasyonunun artan HER2/neu kopya sayisi ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu sonug; akciger kanserinde 17 nolu kromozomun anomalilerinin sikga
olustugunu gosteren CGH ve konvensiyonal sitogenetik c¢alismalarla konkordans
gostermektedir (45). Nakamura ve arkadaslart HER-2 geninin kopya sayisindaki artisin,
polizomi 17 ile korelasyon gosterirken; P185 overekspresyonu ile korelasyon gdstermedigini
ileri stirmiiglerdir (45). Bizim ¢alismamizda da, +3 olgulardan kopya sayis1 artimi1 gdsteren tek
olgu, 17 numarali kromozomun dengeli polizomisi olarak gozlenmektedir.

Polizomi 17°ye bagimli HER-2/neu artisinin p185’in asir1 ekspresyonuna yol agtigi
diisiiniilmektedir. Baz1 tlimorlerde bu durum dogru iken; bazi tiimorler de HER-2 normal
kopya sayisina sahip olmasina ragmen protein overekspresyonuna rastlanmaktadir. Ustelik;
artmig kopya sayisina sahip tiimorlerin %62’sinde overekspresyon yoktur. Benzer fenomen
Slaman ve ark. tarafindan meme ve ovum kanserleri i¢in rapor edilmistir. Bu nedenle
overekspresyonun, gen kopya sayisindan ziyade; bu tipte transkripsiyonal veya
posttranskripsiyonal ~mekanizmalarin ~ diizenlenmelerindeki  degisiklikler nedeni ile
gergeklestigi diisiiniilmektedir. KHDAK’de HER2 geninin mRNA overekspresyonuna sikc¢a
rastlandig1 i¢in overekspresyonda bu mekanizmalarin yaygin olabilecegi diistiniilmektedir
(45).

Yapilan calismalar sonucunda meme kanseri vakalarinin %20-30’unda HER-2/neu
amplifikasyonu gozlenmistir. FISH teknigi meme kanserinde HER-2/neu amplifikasyonunu
saptamak i¢in altin standart olarak belirlenmistir. Meme kanserinde gozlenen HER-2
amplifikasyonu HER-2 RNA’sinda artisa ve dolayis1 ile HER2’nin overekspresyonuna neden
olmaktadir (47). Ayrica THC sonuglar1 ile FISH sonuglar1 daha biiyiik uyum gostermektedir.
Herceptin tedavisi alabilecek hastalar IHC ve FISH teknikleri kullanilarak saptanmaktadir
(48). Akciger kanserlerinde ise, HER2/neu overekpresyonu zaten daha az olan bir durumdur
ve hem IHC negatif olgularda gozlenebilmekte hem de IHC ile pozitif vakalarin ¢ogunda
gbzlenmemektedir.

Akciger kanseri hiicre hatlari ile yapilan ¢aligmalarda, HER2 overekspresyonu FISH,
IHC ve FACS metodlariyla calisilmis ve orta dereceli bir ekspresyonun az sayida hiicre
hattinda saptanmasi miimkiin olmustur (12). Artisin mekanizmasi, genelde 17 nolu
kromozomun dublikasyonu ve polizomisine baglanmistir. Bu calismaya gore, trastuzumab
uygulanmasinin yalnizca HER-2/neu icin gergek gen amplifikasyonu olan hiicre hatlarinda,

hiicre ¢ogalmasimi etkiledigi bulunmustur. Ancak, faz-1I klinik ¢alismalar, IHC ile +3 olan
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vakalarin Trastuzumab ile kombine tedaviden, geleneksel tedaviye gore daha olumlu yonde
yararlandiklarinm1 gostermektedir. Ancak, Herceptin kullaniminin, KHDAK’lerinde kullanimi
halen tartigmali ve arastirilmakta olan bir konudur. Ayni sekilde, tedavi i¢in hangi yontemle
HER2 artisinin belirlenmesi gerektigi de tartismalidir. Trastuzumabin etki mekanizmalar
diisiiniildigiinde, bizce, her iki yontem ve HER-2 ECD serum seviyelerinin Slgiilmesinin
kombinasyonunu kullanmak daha dogru gibi goriinmektedir.

D. Tan ve arkadaglari, HER-2/neu anomalileri ile akciger histolojik tipleri arasinda
onemli bir korelasyon oldugunu gozlemistir. Yaptiklart ¢alismada % 72 (5/7) oraninda
adenokarsinomada, %14 oraninda (1/7) skuamd6z hiicreli karsinomada, %14 oraninda (1/7)
biiyiik hiicreli karsinomada amplifikasyon saptamiglardir (44). Calisma sonuglarimiz D.Tan’1n
calismasi ile uyum gostermemektedir. Ancak, her iki ¢calismanin da, ¢ok az sayida 6rnekle
gercgeklestirildigi goz onilinde tutulmalidir.

Literatiire bakildiginda, KHDAK’lerde HER2 pozitifliginin kotii prognozla iligkili
oldugu bildirilmektedir. Prognostik verilerle, FISH sonug¢larimizin karsilastirilmasinda; FISH
degerlendirilmesinde Oncelikli olarak HER2 pozitifligi i¢in kabul edilmis yOntem olan
HER2/Alfasatellit oraninin 2’ye esit ve fazla olmasini kullandik. Hi¢ bir olgumuzda gen
amplifikasyonu saptanmadigi i¢in, anlamli bir korelasyon verisi saglanamadi. Polizomisi olan

tek olgunun da, metastaz veya rekiirrensi yoktur.
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Mitelman veritabanindan elde edilen verilerde; +17’ye sahip 14 adenokarsinomlu
olgu, 9 skuamoz hiicreli karsinoma, -17° ye sahip 30 adenokarsinomlu olgu, 27 skuamoz
hiicreli karsinoma, 1(17)(q10) iceren 2 adenokarsinoma olgu bulundu (25). Ayrica, Karaiiziim
ve arkadaslar1 30 primer kiiltiirde yaptig1 karyotip analizi sonuglarinda 6 olguda monozomi
17, 4 olguda trizomi 17 ve 1 olguda i(17)(ql0) ‘a, ayrica tetraploit, pentaploid alanlara
rastlamistir (43). Olgularimizda da monozomil7, trizomi 17 ve polizomi iceren interfazlara
rastladik. interfaz alaninda yapilabilen FISH galismamiz yerine primer kiiltiirden metafaz elde
edebilseydik; muhtemelen polizomik alanlarda i(17)(q10) anomalisi gozlenebilirdi.

Bunlar1 g6z Oniinde bulundurarak, farkli genlerin prognostik veya tanisal FISH
degerlendirmelerinde kullanilan bir degerlendirme metodununu da denedik. HER2/Alfasatellit
sayilart 2/2’den (normal durum) farkli olan hiicrelerin yiizdeleri hesaplandi. Bunlar : 2/2:
normal durum ; Pol. 1: 17 nolu kromozom i¢in polizomi var ancak HER2/Alfasatellit oran1 1 ;
1/1: her iki sinyalden de birer adet var (monozomi 17) ; 2/1: HER-2 sinyallinden iki,
Alfasatellit sinyalinden bir adet var (Alfasatellit probun lokalize oldugu bolgenin kaybi) ; 3/1:
HER-2 sinyallinden {ii¢, Alfasatellit sinyalinden bir adet var ; 1/2: HER-2 sinyallinden bir,
Alfasatellit sinyalinden iki adet var (HER-2 probunun lokalize oldugu bolgenin kaybi) ; <1:
HER-2 ve Alfasatellit sinyal sayilarinda normal duruma gore artis var, HER2 sayis1 daha az ;
>1: HER-2 ve Alfasatellit sinyal sayilarinda normal duruma gore artis var HER2/Alfasatellit
orani 1’den biiyiik ; >2: HER-2 ve Alfasatellit sinyal sayilarinda normal duruma gore artig
var HER2/Alfasatellit oran1 2ye esit veya daha biiylik ; %Den.: Dengeli artiglar haricindeki
dengesiz durumlarin (kayip ve kazang) toplam ylizdesi olarak degerlendirildi. Ancak,
KHDAK’de HER2 icin belirlenmis bir cut-off degeri yoktur ve bir cut-off degeri saptamak
icin verilerimiz yetersizidir. Bu nedenle; sonuglar birkag yiizde araliginda degerlendirildi. Bu

verilerin de, prognostik verilerle veya IHC sonuglari ile anlamli bir korelasyonu saptanamadi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Fluoresan in situ Hibridizasyon yontemi ile kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserli hastalarda HER-2/neu amplifikasyonuna bakildi. IHC ile FISH sonuglar
karsilastirildi. Arastirma sonucunda; IHC sonucu negatif olan 11 olguda, +2 olan 7 olguda ve
+3 olan 5 olguda ortalama HER2/neu/Alfasatellit oranlari 2’nin altinda bulundu. 1 tane +3
olan olguda (BHK), HER-2/neu kopya sayisi>3 bulundu. Bu KHDAK ’lerinde HER2 artiginin
az gozlendigi ve gozlenen overekspresyonun gercek gen amplifikasyonundan ziyade 17 nolu
kromozomun polizomisi ile veya farkli mekanizmalarla oldugunu belirten arastirmalarla
uyumludur. Biitiin sonuglar; FISH agisindan negatif oldugu icin prognostik veriler ve
histopatolojik verilerle anlaml1 bir iliski kurmak miimkiin olmamistir.

Bulgularimizi daha anlamli sonuglara ulastirabilmek igin; 6rnek sayisini arttirmak,
taze tiimor dokusundan c¢alismak, hiicre kiiltiirii caligmalar ile primer dokudan sitogenetik

analiz yapmak gibi yontemler, 6nerilebilir.
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