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MEeme KARSINOMUNDA c-erbB-2 (HER-2/neu) EKSPRESYONUNUN
Dicer ProoNosTiK FAKTORLERLE KARSILASTIRILMASI

Dr. Seyda ERDOGAN, Dr. Melek ERGIN, Dr. ilhan TUNCER

OZET: Meme karsinomunda, timériin biyolojik davranigini, tedavi ve prognozunu belirleyen cesitli fakiorler gdsterilmigtir. Bunlardan biri olan c-erbB-2 (HER-
2/neu), epidermal biyime faktor reseptériine benzeyen, hiicre membraninda tirozin kinaz reseptoriind kodlayan bir onkogendir. Meme karsinomlarinda, c-
erbB-2 onkoprotein ekspresyonunun ve gen amplifikasyonunun, tek basina ve diger parametreler ile birlikte prognostik nemi konusunda, yayinlarda farkl
sonuglar mevcuttur. Bu galigmada meme karsinomu tanisi almig 60 kadin hastaya ait parafin doku drnekleri incelenmigtir. Parafin kesitlerde Gstrojen resep-
16rd ve c-erbB-2 protein ekspresyonu imminohistokimyasal teknik ile degerlendirilmistir. c-erbB-2 ekspresyonu diger klasik prognostik faktérlerle (hasta ya-
§1, timériin histolojik tipi, capi, grade'i, lenfovaskiler invazyon, lenf nodild tutulumu ve sayisi, dstrojen reseptdr varligi) kargilaghinlmigtr. Galigmamizda, me-
me karsinomunda, c-erbB-2 ekspresyonu ile artmig metastatik lenf nodld sayisi, yiksek histolojik grade, lenfovaskiler invazyon arasinda istatistiksel olarak
anlamb iligki gosterilmigtir. Ancak, hasta yas, timariin histolojik fipi, ¢api ve dstrojen reseptér varligi ile anlamli bir iligki saptanmamigtir. Meme karsinomun-
da, c-erbB-2 ekspresyonu tek bagina ve konvansiyonel prognostik faktdrler ile birlikie dnemli bir parametredir. Ancak diger prognostik parametreler ile iligki-
sini degerlendirmek icin ileri galigmalar gerekmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: c-erbB-2, immiinohistokimya, meme karsinomu, prognostik faktérier

ABSTRACT: CORRELATION OF c-erbB-2 (HER-2/neu) EXPRESSION WITH OTHER PROGNOSTIC FACTORS IN BREAST CARCINOMA. Several factors have
been identified in breast carcinoma which affect the biologic behavior, therapy and the prognosis of the tumor. Among these, c-erbB-2 (HER-2/neu) oncoge-
ne encodes a transmembrane tyrosine kinase receptor with extensive homology to the Epidermal Growth Factor receplor. In the literature, studies regarding
the prognostic role of c-erbB-2 oncoprotein overexpression and gene amplification with and without other parameters are controversial.

In this study, paraffin sections from 60 female breast samples were analyzed. Immunohistochemistry was used to detect estrogen receptor status and c-erbB-
2 protein expression. We compared the prognostic impact of c-erbB-2 overexpression with conventional prognostic factors (age, histologic type and size of
the tumor, grade, lymphatic invasion, lymph node involvement and estrogen receptor status). Our results showed that c-erbB-2 expression in breast carcino-
ma is significantly related to the number of metastatic lymph nodes, poor histologic grade and lymphatic invasion. Age, histologic type, tumor size and est-
rogen receptor status did not correlate with c-erbB-2 status in our study.

This study confirmed the importance of c-erbB-2 overexpression as a single and combined prognostic parameter fogether with conventional factors. Still furt-

her studies need to show the prognostic dependency of c-erbB-2 fo the other prognostic parameters.
KEY WORDS: c-erbB-2, immunohistochemistry, breast carcinoma, prognostic factors

GIRIS

Meme kanserinde ¢ok sayida klinik, patolojik 6zellikle-
ri temel alan, hastanin tedavi ve biyolojik davranigini etki-
leyen prognostik faktérler tanimlanmigtir. Bunlardan en
onemlileri, timdr capi, aksiller lenf nodiili metastazi, gra-
de, Gstrojen reseptdr varligi ve c-erbB-2 onkogeninin asi-
ri ekspresyonudur (1,2).

c-erbB-2 (HER-2/neu) geni, biiyime faktor reseptor tiro-
zin kinaz ailesinden 185-kD agirhgindaki transmembran
proteinini kodlar (2-5). Artmis reseptdr ekspresyonu, genin
amplifikasyonuna ve bunu takiben, c-erbB-2 mRNA ve
P185 proteinin agir ekspresyonuna yol agar. Artmig olan bu
protein ekspresyonu immiinohistokimyasal yontemle, timar
hicre membraninin yogun boyanmasi seklinde izlenir (4,5).

Insan meme karsinomlarinin %30'unda, c-erbB-2'nin
asirl ekspresyonu (2 kat veya daha fazla) bulunur. Bu asiri
ekspresyon, prognoz ve lenf nodili metastazl olgulardaki
relaps ile iligkilidir. c-erbB-2 ekspresyonu; kétl histolojik
grade, aksiller lenf noddllerinin tutulumu ve tutulan lenf no-
diili sayisi ile dogru orantili, Gstrojen ve progesteron re-
septdrd ile ters orantilidir (2). c-erbB-2 anormallikleri, uygu-
lanan cesitli yéntemlerle tespit edilmektedir. Bunlar gene
dayal teknikler, “Southern ve Slot blot” testi, PCR, FISH,
“nonfluorescent” teknikleridir. Kalitatif ve kantitatif c-erbB-2
Olglmleri, frozen kesitler ve formalinle tespitli parafin blok-
lardan hazirlanan &rneklerde immiinohistokimyasal yén-
temlerle, “Western blot” testi ve ELISA ile yapilir (5,6).

Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

c-erbB-2'nin asgiri ekspresyonu, yalniz meme karsi-
nomlarinda degil, mide, prostat, bobrek, over ve serviks
karsinomlarinda da gosterilmistir (7-9).

Calismamizda, meme karsinomunda, c-erbB-2 eksp-
resyonunu tepit edip, yas, timér histolojik tip, timér boyu-
tu, grade, lenf nodlli metastaz varligi, metastatik lenf no-
dalt sayisi, lenfovaskiiler invazyon ve dstrojen reseptér
varligi ile arasindaki iligkiyi degerlendirmeyi hedefledik.

MATERYAL VE METOD

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali'nda 1996-2001 yillari arasinda tani almig, 60 adet
meme kanseri olgusu; 30 invaziv duktal, 30 invaziv lobi-
ler karsinom g¢alisma grubuna alinmigtir. Invaziv duktal ve
invaziv lobdler karsinom olgularindan toplam 30 olguda
aksiller lenf nodili metastazi mevcuttur. Mastektomi ma-
teryalleri %10'luk formaldehit de tespit edildikten sonra,
rutin takip iglemlerinden gegirildi. Parafin doku bloklarin-
dan yapilan 5 mikron (p) kalinliktaki kesitler Hematoksi-
len-Eozin (H+E) ile boyandi. Galigma grubuna alinan ol-
gulanin (60 invaziv meme kanseri, 2 kontrol) parafin blok-
larindan hazirlanan kesitlere Avidin-Biotin kompleks im-
miinperoksidaz yéntemi ile c-erbB-2 (Dako, A0485), Ost-
rojen reseptdri (Novacastra, NCL-ER-6F11) uygulandi.
Hazirlanan drnekler 1gik mikroskobunda degerlendirildi.

Degerlendirme: Ostrojen reseptori igin, timor hiicre-
lerinde niikleer boyanma, c-erbB-2 i¢in membranéz bo-
yanma pozitif olarak degerlendirildi. Membrantz boyan-
ma paterni, siddeti ve membranda devamliligina gore 0,
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TABLO 1: MEME KARSINOMUNDA KONVANSIYONEL
PROGNOSTIK FAKTORLER (60 OLGU)

n %

Yas

50< 29 48,3

50> 31 51,7
Histolojik tip

Duktal 30 50,0

Lobiiler 30 50,0
Grade

Grade | 12 20,0

Grade Il 32 534

Grade Il 16 26,6
Timor boyutu

<3 17 28,3

23 43 ¥ a0
Lenf nodiili metastaz

Var 30 50,0

Yok 30 50,0
Lenfovaskiller invazyon

Var 24 40.0

Yok 36 60,0

1%, 2+, 3* olarak siniflandinildi. Ayrica, tek basina veya
membrandz boyanma ile birlikte sitoplazmik boyanma
gdsteren olgular da kaydedildi.

Verilerin analizinde, iki ordinal kategorize degisken ara-
sindaki uyum, ki kare test istatistigi ile ve uyumun derecesi
Gamma 6lgitl ile saptanmistir. Gamma=0,58 (p= 0,018).

Iki kategorize degisken arasindaki iligki veya birbirin-
den bagimsizliklarinda ki-kare testi uygulanmistir. Stirek-
li degiskenler arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile
analiz edilmigtir. p degerinin 0,05'den kiigiik degerleri is-
tatistiksel olarak dnemili iliskiyi veya iki faktor arasindaki
bagimsizligi géstermektedir.

SONUCLAR

Hastalarin yas ortalamasi 50,30+12,37°dir. En geng
hasta 25, en yasli hasta yasi ise 86 yasindadir. Olgularin
hepsi kadin hastalardir. Olgulara ait prognostik paramet-
reler, Tablo 1'de gdsterilmistir.

c-erbB-2 ekspresyonu

Olgularda, parafin dokuda immiinohistokimya ile de-
gerlendirilen c-erbB-2 ekspresyonu, 60 drnegin 33'Ginde
negatif (0, +1), 27'sinde pozitif (+2, +3) saptanmigtir (Re-
sim 1, 2). Imminohistokimyasal yontemle tespit edilen, c-
erbB-2'nin membrandz boyanmasi esas alinmistir. An-
cak, timorde tek basina veya membranéz boyanma ile
olan sitoplazmik boyanmalar da degerlendirilmistir. Olgu-
lanimizin 19'unda sadece sitoplazmik boyanma, 12'sinde
sitoplazmik+membrandz boyanma saptanmistir. Memb-
randz boyanma olmaksizin sitoplazmik boyanma goste-
ren bu 19 olgu negatif olarak kabul edilmistir ve istatistik-
sel degerlendirmeye alinmamstir.

Galigmamizda, infiltratif duktal karsinom olgular Blo-
om-Richardson sistemi, infiltratif lobtler karsinom olgular
ise nikleer grade sistemine gére grade’lendirilmistir (1).
Timorin histolojik grade’i arttikga, c-erbB-2 ekspresyon
ve amplifikasyonunun arttig: gériilmiis sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 2).

Hasta yas! ile c-erbB-2 ekspresyonu ve histolojik tip ile
c-erbB-2 ekspresyonu karsilastirildiginda sonug istatistik-
sel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 2).

Tumor boyutu ve c-erbB-2 ekspresyonu arasindaki
iliski de istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05) (Tablo 2).

Aksiler lenf nodiili metastazi olmayan olgularda c-
erbB-2 ekspresyonu %33,3 pozitif, %66,7 negatif bulun-
mustur. Lenf nodiili metastazi olan hastalarda % 56,7 po-
zitif, %43,3 negatif izlenmistir. Metastaz varligi ile c-erbB-
2 ekspresyonunun arttidi izlenmistir, ancak sonug istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,1). Metastatik
lenf nodiili sayisi ile c-erbB-2 ekspresyonu degerlendiril-
diginde aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki bu-
lunmustur (p<0,001) (Tablo 2).

Lenfovaskiiler invazyon ile c-erbB-2 ekspresyonu arasin-
daki iliski istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,006) (Tablo 2).

Tumér hiicrelerinde 6strojen reseptdr varlig ile c-
erbB-2 ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamlh iligki
saptanmamistir (p=0,4) (Tablo 2) (Resim 3).

TARTISMA

Meme karsinomlarinda, hastaligin seyrini ve tedavisi-
ni etkileyen cesitli prognostik faktérler bildirilmistir. Prog-
nostik faktérlerden birisi c-erbB-2 (Her-2/neu) onkogeni-
dir. llk kez 1987 yilinda Slamon ve arkadaslan, c-erbB-2
amplifikasyonunun, meme karsinomlu olgularda koétu
prognozla olan iligkisini gdstermistir (10). Genin amplifi-
kasyonu, c-erbB-2 mRNA ve p185 proteinin asiri ekspres-

TABLO 2: c-erbB-2 EKSPRESYONU VE PROGNOSTIK
PARAMETRELERIN KARSILASTIRILMASI
c-erbB-2 ekspresyonu
Negatif Pozitif p
N % n %
Yas
<50 19 (655 10 (345 o4
>50 14 (452) 17 (548)
Tip
Duktal 15 (50,00 15 (50.0) o
Lobiiler 18 (60,00 12 (4000
Tiimor boyutu
<3 e, LG, _5 (294) ¢4
>3 21" (488) 22 173 4
Grade*
| 12 (100) - -
] 20 (625 12 375 0000
1] it e (93,8) a
Lenfovaskiiler invazyon*
Var 8" ‘(v 78 (66,7) 6
Yok 25 (694) M (30,6) L
Lenf nodu metastazi
Var 13 (433) 17 (567) 04
Yok 205 .85, nbilitono dasapll It
Metastatik lenf nodu sayisi*
13 11 (846) 2 (154) 5000
4T 2 (18 15 (882)
ostrojen reseptori
Var 17 (50,00 17 (50.0) o4
Yok 16 (61,5) 10 (385
*c-erbB-2 ekspresyonu ile istatistiksel olarak anlamli iligkisi olan prognostik
faktorler
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Resim 1: Infiltratif duktal karsinomda, c-erbB-2 ekspresyonunun,
kuvvetli (+++) membrandz boyanmasi (Immiinohistokimyasal
yontem, x200)

WME L W :
Resim 2: Infiltratif lobiiler karsinomda, orta siddette (++)
membrandz c-erbB-2 ekspresyonu (Immiinohistokimyasal yintem,

x400)

yonuna yol agar. Artmis olan bu proteini tespit etmek igin
en sik kullanilan yéntem, immunohistokimyasal boyama
yontemidir. Bu teknikle, artmis olan protein timér hicre-
sinde yogun hiicre membraninin boyanmasi seklinde izle-
nir (4,5). Imminohistokimyasal yéntem ile saptanan bo-
yanma giddeti ile genin kopya sayisi arasinda dogru ilig-
ki oldugunu gésteren, gesitli calismalar vardir (4,6,11-18).

i e -y 4 ‘:..&;‘ 8
Resim 3: Infiltratif duktal karsinomda, pozitif niikleer boyanma
gdsteren dstrojen reseptorii (immiinohistokimyasal yintem, x100)

Slamon ve arkadaglan (10), ilk kez 1987 yilinda c-
erbB-2'nin aksiller lenf nodilt metastazi olan hastalardaki
prognostik dnemini tanimlamistir. Bunu takiben yayinlan-
mis makalelerde, 15000'in Gzerindeki olgu sayilaryla ya-
pilan galigmalarda, aksiller lenf nodili metastazi olan
hastalarda c-erbB-2'nin kot prognoz gdstergesi oldugu
dogrulanmustir (4,19-21). Birgok ¢alismada c-erbB-2 amp-
lifikasyonu ile metastatik lenf nodiili sayisi arasinda pozi-
tif ydnde bir korelasyon oldugu gosterilmistir (4,6,19-21).

Calismamizda, aksiller lenf nodiilii metastazi bulunan
olgularin %56,7'sinde, metastazi olmayanlarin ise %33,
3'inde c-erbB-2 ekspresyonu saptadik. Metastazl olgu-
larda, ekspresyonun artma egiliminde oldugu, ancak far-
kin istatistiksel olarak anlamh bulunmadigr goriildi
(p=0,1). Ancak metastatik lenf nodiili sayisini ve ekspres-
yonu karsilagtirdigimizda, lenf nodlll sayisi arttikga
ekspresyonun da arttigi tespit edilmis, sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Bu bulgu, metasta-
tik lenf nodiili sayisi arttikga, bir anlamda hastalik ilerle-
dikge, c-erbB-2 ekspresyonunun arttigini ve iki paramet-
renin birbiriyle bagimli prognostik faktdrler oldugunu gés-
termektedir. TiUmérin lenfovaskiler invazyonu ile c-erbB-
2 ekspresyonu arasinda iligki olup olmadigina baktigimiz-
da, lenfovaskiiler invazyon aritikga ekspresyonun da artti-
gini tespit ettik. Sonug istatistiksel olarak anlaml idi
(p=0,006). Aksiller lenf nod(ili tespit edilmemis fakat gen
ekspresyonu olan 4 hastada lenfovaskiler timér invazyo-
nu saptandi. Bu bulgu, bu hastalarin, metastazi olmasa
da risk altinda olduklarini, c-erbB-2 pozitifliginin hastalar-
da kétl prognozun gostergesi oldugunu disindirmekte-
dir. Rilke ve arkadaglarinin ¢alismasinda, gen amplifikas-
yonu ile lenf nodlli metastazi arasinda istatistiksel an-
lamli iligki gérilmemis iken amplifikasyon ve lenfovaskiler
invazyon arasinda anlamli bir baginti saptanmigtir (22).

Ostrojen reseptérli ve c-erbB-2 ekspresyonu cesitli
arastirmalarda degerlendirilmistir. Bazi arastirmacilar, ost-
rojen reseptorii ve c-erbB-2 arasinda kuvvetli bir ters iligki
bulmuslardir (5,20,21). Ostrojen reseptéri pozitif olup, c-
erbB-2'yi asir eksprese eden hastalarda, Tamoxifen teda-
visine kargi direng geligtigi izlenmistir (23). Saceda ve arka-
daslarinin yaptigi bir calismada, c-erbB-2 reseptoriinin ak-
tive olmasiyla, dstrojen reseptdr aktivitesinin kayboldugu
one siriilmisgtir. Buna neden olarak da c-erbB-2 ligandlari
olan heregulin'in ve gp-30'un 6strojen reseptdr aktivitesini
bloke ettigini gdstermiglerdir (23). Bunun yaninda, c-erbB-
2 ekspresyonu ile 6strojen reseptoriinin arasinda, istatis-
tiksel olarak anlamli iligki gdsteremeyen galigmalar da kay-
naklarda yer almaktadir. Bu arastirmacilar, c-erbB-2 +/0st-
rojen - hastalarin diger gruplara gére daha kétii prognoza
sahip bulundugunu ancak bunlarin birbirinden bagimsiz iki
parametre olduklarn gortsinde birlesmislerdir (21,24).

Calismamizda, c-erbB-2 ekspresyonu ve dstrojen re-
septori arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptan-
madi. Bu bulgu, literatlrin bir kismi ile uyumludur (21, 24).

Bloom-Richardson histolojik grade’leme sistemi, meme
karsinomlu hastalarda prognozla yakin iligkilidir (2, 25). Hiic-
resel pleomorfizm, mitoz sayisi ve tibiil olusumu esas alina-
rak uygulanir. Histolojik grade’in diger bir prognostik faktor
olan, c-erbB-2 ile iligkisini degerlendiren Tsuda ve arkadas-
lan (25) 176 vakalik retrospektif calismasinda, c-erbB-2 ve
histolojik grade arasinda anlamli bir iligki bulmugtur. Histolo-
jik grade arttikga, c-erbB-2 ekspresyonu da artmaktadir. Bu
da timorin, agresifligini gdstermektedir (25). Cesitli aragtir-
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malar da histolojik grade ile c-erbB-2 ekspresyonunun dog-
ru oranda arttigini ve kot prognostik faktorler oldugunu gos-
termistir (3,19). Press ve arkadaglar ise, yaptiklar 140 olgu-
luk retrospektif bir galigmada, “fluorescence insitu hybridiza-
tion" ile tespit ettikleri genin, tUmor grade'inden iligkisiz oldu-
gunu gostermigler ve bunlarin birbirinden bagimsiz, prog-
nostik parametreler oldugunu savunmuslardir (18).

Bu galismada, timériin histolojik grade’i ile c-erbB-2
ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastirdik. infiltratif duktal kar-
sinom ve infiltratif lobdler karsinomlarda timér grade’i yikse-
lirken c-erbB-2 ekspresyonunun arttigini saptadik. Aralarin-
daki bu iligki istatistiksel olarak anlamliydi (p= 0,000). Bu so-
nug, timoriin agresif davranigini gésteren grade ve c-erbB-
2 ekspresyonunun birbirine bagimli, kéti prognostik faktérler
oldugu gorisini desteklemektedir (3,19).

Tlmér capi ve c-erbB-2 arasinda anlamli iligki oldugu-
nu savunan yayinlar yani sira, iliskisiz oldugunu da gds-
teren birgok g¢aligma vardir (5,20,21,24). Galismamizda,
c-erbB-2 ekspresyonu ile timér ¢api arasindaki iligkiyi de-
gerlendirdik, ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptamadik.

Histolojik tip ile c-erbB-2'yi kargilagtiran az sayidaki ga-
hismadan biri olan Rilke ve arkadaslarinin (22) 1210 vakada
yaptiklar galigmada, ekspresyonun histolojik tiple iligkisi ol-
madigi gosterilmistir. Bagka bir galigmada, Tetu ve arkadas-
lart (19), infiltratif duktal karsinomda, diger tiplere gére daha
fazla ekspresyon saptamig, fakat istatistiksel olarak bir an-
lam gésterememiglerdir. Uehara ve arkadaglan da (26) his-
tolojik tip ile c-erbB-2 arasinda iligki bulamamiglardir.

Caligmamiza alinan 60 hastada duktal karsinomlarin
%50'sinde, lobiler karsinomlarin ise %40'Inda c-erbB-2
ekspresyonu saptanmugtir. Infiltratif lobiiler karsinomda
gen ekspresyonunun daha az oldudu izlenmis, ancak so-
nug istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,6). Se-
rimizde infiltratif lobiiler karsinomda c-erbB-2 ekspresyo-
nunu ylksek tespit ettik. Bu bulgumuz bir kisim literatdr bil-
gileri ile uyumludur. Rosen ve ark. da lobiiler karsinomda
c-erbB-2 ekspresyonunu %43 oraninda bulmuslardir (27).
Galismamizda mevcut olgu sayisinin, bu konuda kesin yo-
rum yapmak igin yeterli olmadigi kanisina varilmistir.

Hasta yas! ve gen amplifikasyonu, birgok arastirmaci
tarafindan galigiimig ve istatistiksel olarak anlamli bir ilig-
ki bulunmamustir (19,25). Ancak Rilke ve arkadaslar (22)
c-erbB-2 gen amplifikasyonu ile artan hasta yasi arasin-
daki anlamli iliskiyi gostermiglerdir.

Bizim olgulanimizin yas ortalamasi 50,30+12,37'dir. 50
yas alti ve 50 yas Ustl olarak iki grupda degerlendirildigin-
de c-erbB-2 ekspresyonu ve hasta yasi arasinda istatistik-
sel olarak anlaml bir iligki bulunmamustir (p=0,1). Bu bulgu-
muz kaynaklardaki ¢aligmalarla uyumludur (19, 24,25).

Sonug olarak, galigmamizda elde edilen veriler dog-
rultusunda, c-erbB-2'nin meme karsinomunda 6nemli bir
prognostik faktdr oldugu, timér grade'i, metastatik lenf
nodli sayisi ve lenfovaskiiler timér invazyonu ile ba-
@imli, ancak hasta yasi, timér ¢api, histolojik tipi ve dstro-
jen reseptor varligi gibi prognostik parametrelerden ba-
gimsiz oldugu kanisina variimistir.
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