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ONSOz

Hepatoseluler karsinom olgularinda Her-2/neu gen amplifikasyonunun
floresan in situ hibridizasyon yéntemi ile belirlenmesi konulu bu tez, Baskent
Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gercgeklestirilmigtir.

Egitimimde degerli katkilari olan Anabilim Dali Baskanimiz ve tez
danismanim Dog. Dr. Feride i. Sahin’e ve hocalarim Dog. Dr. Belgin F. Atag,
Yrd. Dr. Zerrin Yilmaz’a gonulden tesekkur ediyorum. Ayrica, tez galigmam
sirasindaki destekleri icin Dr. Ozge Ozalp, Uzm. Kimyager Esra Basyigit, Dr.
Tugce Bulakbasi, Seval Pilgira ve calismam sulresince bana yardim eden
isimlerini sayamadigim tum dostlarima ve beni tez calismam suresince

destekleyen aileme tesekklr ederim.



1. OZET

Hepatoseluler karsinom (HCC) karacigerin sik rastlanan malign timoridir ve
en c¢cok Cin ve Afrika populasyonunda goézlenir. 2000 yili verilerine goére
kanserler arasinda siklik agisindan besinci sirada yer alirken kanserden 6lum
sikliklari arasinda Uugluncu sirada bulunmaktadir. HCC gelisiminde birgok
faktorin onemli rol oynadigi bilinmekte; siroz, alkol kullanimi, hepatit B, C
virisleri ve aflatoksin risk faktorleri arasinda dederlendiriimektedir.
Hepatokarsinogenez surecinde proto-onkogenler, growth faktorler ve tumor
baskilayici genlerin degigiklikleri rol oynamaktadir. Her-2/neu (ErbB2) 17.
kromozomun uzun kolunda lokalize olmus bir proto-onkogendir (17q11.2).
Epidermal growth faktor reseptor ailesi Uyesi olan Her-2/neu 185 kDa (p185)
agirhiginda transmembran tirozin kinaz reseptérunu kodlar ve EGFR ile yuksek
derecede homoloji gosterir. Asiri ifadelenmesi kanserlerde kotu prognostik
gOstergedir. Degisik epitel timdrlerinde Her-2/neu geninin amplifikasyonu ya da
p185 proteininin asiri ekspresyonu gosterilmistir. Reseptoriin asiri ifadelenmesi
normal kontrol mekanizmasini bozarak agresif tumor hucrelerinin olugsumuna
yol  agmaktadir. Bu calismanin  amaci; Her-2/neu  onkogeninin
amplifikasyonunun HCC olugsumundaki olasi rolinu aragtirmak ve amplifikasyon
ile timoérin klinik yansimasi arasindaki iliskiyi ortaya c¢ikarmak olarak
belirlenmistir. Bu kapsamda patolojik olarak HCC tanisi almis 35 olgunun
parafin blok doku kesitleri galismaya alinmis, Her-2/neu probu ile hibridizasyonu
takiben yapilan FISH analizleri sonucunda 2 olguda amplifikasyon saptanirken
3 olguda 17. kromozom agisindan sayica artis saptanmigtir. Bu olgularin
patolojik olarak grade 2 veya 3 oldugu, timor c¢apinin 3 -14 cm arasinda
degistigi, hastalara uygulanan tedavilerin tumor buydklugu ve laboratuvar
degerleri ile iligkili  oldugu  saptanmistir. Calismanin  sonuglari
degerlendirildiginde HCC patogenezinde Her-2/neu amplifikasyonunun primer
mekanizma olmadigi, cok asamali karsinogenezdeki basamaklarin gelisiminde
rol oynadigi dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatoseluler karsinom, Her-2/neu, floresan in situ

hibridizasyon

il



2. SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the highly malignant neoplasms with
a particulary high incidence in Chinese and African populations. In 2000, HCC
ranked as the fifth most frequent cancer, but the third leading cause of all
cancer deaths worldwide.

Several factors are known to play a major role in the development of HCC;
Cirrhosis, hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV), and aflatoxin (AFB) are
regarded as potential risk  factors for hepatocarcinogenesis.
Hepatocarcinogenesis involves alterations in the concerted action of proto-
oncogenes, growth factors and tumour suppressor genes. Her-2/neu is a proto-
oncogene that is localized on chromosome band 17q11.2 .The gene encodes
transmembrane tyrosine kinase receptor protein that is a member of the
epidermal growth factor receptor (EGFR) with extensive homology to the EGFR.
Her-2/neu gene amplification or p185 protein overexpression has been shown
in some epithelial tumors and associated with poor prognosis in cancer. It has
been shown to correlate with aggressive tumour behavior, and to be
overexpressed in some cancers. The aim of the current study was to investigate
the frequency of Her-2/neu oncogene amplification in primary hepatocellular
carcinoma and reveal its impact on clinicopathological parameters. Thirty seven
paraffin block sections from patients with primary HCC were examined for their
Her-2/neu status. FISH analysis was performed with the Q-biogene Her-2/neu
probe. Her-2/neu amplification was detected in 2(5.40 %) of the 37 primary
HCCs. Also in 3 cases (8.10%), we observed increase in number of
chromosome 17. These patients had grade 2 or 3 tumors with a diameter
ranging between 3-14 cm and treatment protocols were relevant to tumor size
and laboratory results.

In conclusion, we found overexpression of Her-2/neu in 5.40% of HCCs. These
results suggest that Her-2/neu amplification is not the primary mechanism in
HCC pathogenesis, however might be one of the factors affecting multistep
carcinogenesis.

Key words: Hepatocellular carcinoma, Her-2/neu, fluorescence in situ

hybridization
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6. GIRIS VE AMAG

insan vicudu milyonlarca hiicreden olusmaktadir, blyiyebilmek, &li
hicreleri yenilemek ya da yaralanma sonucu zedelenmis hucreleri onarmak
amaciyla vucudumuz surekli yeni hicreler uretmektedir. Kanser bir hucre
hastaligidir. Karsinogenezin temelinde, hicrenin yagamasi, buayimenin kontrolu
ve farklilasma gibi biyolojik olaylari etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisim surecinde tumor hucreleri birgok
fenotipik Ozellikler kazanir. Bu degisimler, tumor hucrelerinin hizli ve sinirsiz

¢ogalmalarina neden olur (1)

Hepatoseluler karsinom (HCC) karacigerin sik rastlanan bir primer malign
tumorudur ve en ¢ok Cin ve Afrika populasyonunda gozlenir. Toksinler, bazi
ilaglar, alkol, hepatit B (HBV), hepatit C (HCV) virisu basta olmak Uzere bazi

mikroorganizmalarin karacigere olumsuz etkileri s6z konusudur (2, 3, 4).

Kanser olusumundaki genetik hasarin temel etki alani iki normal
dizenleyici gen grubudur: proto-onkogenler ve tumodr baskilayici genler. Bu iki
genin herhangi birinde ortaya cikan mutasyon normal hucrelerin kanser
hdcrelerine donismesine neden olur. Hepatokarsinogenezis sureci de proto-
onkogenler, buyume faktorleri ve tumor baskilayici genlerin degisikliklerini

icermektedir (1, 5)

Epidermal bliyume faktoru reseptor (EGFR) ailesi hucre-hlcre, hucre-
stroma arasi iliskide sinyal iletiminde goérevli olup, tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir. Tirozin kinaz aktivitesi hem normal hicre buyimesi hem de malign
transformasyon ile ilskilidir (6, 7). Her-2/neu (ErbB2) 17. kromozomun uzun
kolunda lokalize olmus bir proto-onkogendir (17q11.2). Epidermal buyume
faktori reseptor ailesi Uyesi olan Her-/neu 185 kDa (p185) agirhiginda
transmembran tirozin kinaz reseptérint kodlar ve EGFR ile ylUksek derecede
homoloji gosterir. p185 hiicre biylimesi ve farklilasmasini dizenleyen sinyal
iletim yolunda gorevlidir, asirn ifadelenmesi kanserlerde kotu prognostik

gOstergedir (4, 6, 8).



Yapilan birgok arastirmada Her-2/neu’un (ErbB2) asiri ifadelenmesi
meme, pankreas, kolon, mide kanseri gibi ¢esitli timorlerle buyUk oranda iligkili
olup tumor gelisiminden sorumlu molekller mekanizmalardan biri oldugu
bilinmektedir (9, 10).

Bu tez calismasinin amaci; Her-2/neu onkogeninin amplifikasyonunun
HCC olugsumundaki olasi rolunt arastirmak ve amplifikasyon ile timoran klinik

yansimasi arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak olarak belirlenmistir.

HCC ornekleri Uzerinde vyapilan arastirmamiz ile Her-2/neu asiri
ifadelenmesinin yas, AFP orani, HCV, HBV tagsiyiciligi ve hucresel degisiklikler

gibi Olcltlerle iligkilendirilmesi hedeflenmistir.



7. GENEL BILGILER

7.1. Hepatoseliiler Karsinom (HCC)

Primer karaciger kanseri, tUm dunyada en sik gorulen tumarlerden biridir.
Primer karaciger kanserleri, Hepatositlerden kaynaklanan hepatoselller
karsinom (HCC) ve intrahepatik safra kanallarindan gelisen kolanjioselller

karsinom (CCC) olmak Uzere iki sekilde tanimlanir (11).

HCC, primer karaciger malignitelerinin % 90'in1 olusturmakta, en ¢ok Cin
ve Afrika populasyonunda gdézlenmekte ve sikhgi cografik olarak farkhliklar
gOstermekte olup, erkeklerde kadinlara oranla daha sik gozlenmektedir. Birgok
epitelyal timdrde oldugu gibi yasllarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir (2, 4, 11,
12). Gorulme sikh@i giderek artmakla birlikte, her yil dunyada yaklasik 250.000
— 1.250.000 kisi HCC’dan odlmektedir. Tek basina Cin’de bu hastaliktan 6len
yillik hasta sayisi 100.000’dir (11). 2000 yili verilerine gére HCC kanserler
arasinda siklik agisindan besinci sirada yer alirken kanserden 6lum sikliklari

arasinda uguncu sirada yer almaktadir (2, 13).

HCC nin patogenezi tam olarak anlasilamamistir ancak gelisiminde
alkolik siroz, Hepatit B ve C enfeksiyonlari 6nemli rol oynamaktadir (2, 3, 14).
HCC batili toplumlarda degisik nedenlere bagli sirozlarin komplikasyonu olarak
ileri yaslarda; az gelismis toplumlarda ise HBV ve HCV enfeksiyonu ile
aflatoksin gibi karsinojenlere bagli olarak (siroz gelismeden de) hemen her
yasta gorulmektedir. HBV ve HCV'nin karsinojenik virusler oldugu
dusunulmemektedir; viral enfeksiyonun hucreleri karsinojenik etkilere agik ve
duyarl duruma getirdikleri goértsu agirhkhdir yani direkt olarak karaciger hicre
hasarina yol acmadigi ve immun mekanizmalarin 6nemli bir rol oynadigi
dusundlmektedir. Siroz da, rejenerasyonu uyardidi icgin risk olusturmaktadir
(15).

Karaciger, iglevleri bakimindan olduk¢a genis bir alana etki ederken

hastalanmasi ve islev yapamaz duruma gelmesi sonucu yapilabilecekler



sinirhdir. Karaciger hucreleri ¢ok yuksek bir metabolizma hizina sahip kimyasal
olarak aktif bir havuz olustururlar. Burada gesitli metabolik sistemler, substrat ve
enerjilerini paylasirlar. Vicudun diger bolgelerine tasinacak birgok maddeler
sentez edilir, iglenir ve diger metabolik iglevler yuratalur. Karacigerin gorevleri,
kanin filtrasyonu ve depolanmasi, karbohidratlarin, proteinlerin, yaglarin,
hormonlarin ve yabanci kimyasallarin metabolize edilmesi, safranin olusumu,
vitaminlerin ve demirin depolanmasi ve kanin pihtilagsmasi seklinde 6zetlenebilir
(16). Toksinler, bazi ilaglar, alkol, hepatit B (HBV) ve hepatit C (HCV) virtsu

basta olmak Uzere birtakim mikroorganizmalar karacigere olumsuz etki yapar

(3).

Hepatit B ve C hastaligina yakalanan kisilerin %70 den fazlasi bu
virsleri uzun sUre taslyarak kronik tasiyici haline gelmektedir. Kronik
tasiyicilarin %15-20 arasindaki bir boliuminde ise siroz adi verilen karaciger
hastaligi ortaya cikar. Hastaligin ortaya gikmasini takiben birkac yil icinde az
sayida hastada karaciger kanseri ortaya c¢ikabilmektedir (17). Bu virUsler
karacigere yerleserek doku hasari olugtururlar. HCC'larin yaklagik % 70’ i sirotik
karaciger zemininde gelismektedir (11, 15). Siroz, karacigerin diffiz olarak
fibrozis, nodul olusumu ve rejenerasyon gostermesi ile karakterli geri donussuz
bir lezyondur. Hepatositlerin 6limune yol agan ve uzun suren suregler, fibrozis
ve rejenerasyonla birlikte olduklarinda siroz ortaya ¢ikar. Sirozun olusma hizi ve
seyri, etyolojiye gore degisiklik gosterir. Bu hastalarda HCC riski de artmistir
(15).

Karaciger sirozunun kalitsal yatkinhk disindaki en 6énemli nedeni viral
hepatit gecirmis olmak ve alkolizmdir. Hepatit B ve hepatit C virlisuinin ortak
olan klinik 6zelligi uzun sureli yerlesim, kalicilik nedeniyle kronik hepatite yol
agmasidir. HCC gelisiminin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber

invaziv karsinoma neden oldugu dustnulmektedir (15, 18).



7.2. Viral Hepatitler

Viral hepatitler, dunyadaki en onemli saglik sorunlarindan birini
olustururlar. Akut ve kronik hepatitler ve bunlarin komplikasyonlarina ek olarak,
viral hepatitler; toplum saghgi yonu ve getirdigi agir ekonomik maliyet boyutuyla
da ¢ozumlenmesi en gug saglik sorunlarinin igcinde yer almakta ve bu durum
arastiricilarin yogun ilgisine yol agcmaktadir (14). Dinyada bugun viral hepatit
etkeni olarak bilinen bes virus vardir. Bunlar; hepatit A (HAV), hepatit B (HBV),
hepatit C (HCV), hepatit D (HDV), hepatit E (HEV) viruslaridir (19).

Taslyicilik, kroniklesme, siroz ve hepatoselliler karsinoma olusturabilme
riskleri bulunan HBV enfeksiyonunun viral hepatitler icinde ayri bir yeri vardir.
Birgok bdlgede uygulanan c¢alismalarda HBsAg tasiyicilarinin, HBV
infeksiyonunun serolojik kaniti olmayanlara goére 200 kat fazla HCC riski
tasidiklar goralmagtar (15).  HBV'nin a) Kilf proteinleri ve HbsAg, b)
Nukleokapsid proteinleri: HBcAg ve HBeAg, c) DNA polimeraz, d) HBx - proteini
olmak Uzere dort grup proteini vardir. HBV DNA’si, konak hepatositlerin ve
hepatoselliler karsinom hucrelerinin  genomuna entegre olmus sekilde
saptanmaktadir, fakat herhangi bir direkt onkojenik etkisi olup olmadigi
bilinmemektedir (11). HBV tarafindan kodlanan 17kDa HBx proteinin de viral
replikasyonda ve muhtemelen HCC gelisiminde rol oynadigi, HBV ile enfekte
karaciger hucrelerinde x-proteininin konak hucre protoonkogenlerini aktive
ederek normal buyume kontrolinu bozdugu bilinmektedir (14). HBV DNA’si
insan HCC hucrelerinin DNA’sina entegre olarak buralardaki onkogenlerle veya
tumor supresor genlerle etkilesir. HBV’nln x proteini ya p53 ile reaksiyona girer,
ya da tumor olusumunda transaktivator olarak rol oynar. Entegre olan HBV
DNA'sinin kanser gelisimine yol acan bazi genlerin transaktive eden peptidler
salgiladigi hakkinda kanitlar vardir (11, 20). Epidemiyolojik kanitlar kronik HBV
enfeksiyonu ile HCC arasinda guglu bir baglanti kurmasina karsin virisun tumor
olusumundaki roli belirsizdir (14). Hastalarin az bir kisminda ise olay
kronikleserek kronik hepatit geligir ve bu hastalarin bir bolimuinde de karaciger

sirozu ve HCC ortaya cikar. Taslyicillik orani da ulkeden Ulkeye degisiklik



gOstermektedir. Gelismis Ulkelerde tasiyicilik oranlart %1'in ¢ok altindadir.
Afrika'da %20'yi gegebilen bu oran Glkemizde %5-10 olarak bildirilmig (18, 21).

HCV, akut ve kronik hepatite neden olan tek sarmalli RNA virGsudur.
HCV infeksiyonlularin %60'dan fazlasinin yillar sonra kronik karaciger hastaligi,
karaciger sirozu (KS), HCC gelisimine aday olmalari, son yillarda ilginin HCV
uzerinde odaklasmasina yol acmigtir (3, 95). Karaciger hastaliginin
semptomatik, biyokimyasal veya serolojik bulgularinin 6 aydan uzun sirmesi
kronik hepatit olarak kabul edilir (18). Kronik hepatit-C enfeksiyonu, karaciger
hicrelerinde inflamasyona neden olmakta ve sonucgta siroz gelisebilmektedir.
Kronik hepatit-C hastasi olan her bes kisiden birinde 20 yildan sonra siroz
gelismektedir (17). Kronik Hepatit-B ye benzer sekilde karaciger hasari
yapmaktadir ve dinyada sirozun en sik nedenidir. HBV nin ¢ogu o6zelliklerine
benzer sekilde HCV de akut ve kronik hepatite, kronik tasiyicilik durumlarina
neden olur; ayrica HCC nin de gelismesi riskleri agisindan HBV
enfeksiyonundan ¢ok daha tehlikelidir (15, 22). Yapilan ¢alismalarda olgularin
bir kisminda HBV ve HCV birlikte bulunmaktadir. Bu iki virisuin HCC
gelisiminde sinerjik etkili rol oynadigi dustnulmektedir (11, 14). Ayrica yapilan
arastirmalarda HCV kor proteininin hicresel proto-onkogenlerin transkripsiyon
dizeyini, hucre proliferasyonunu ve normal hepatosit hicre buyumesini
etkiledigi ve HCC patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (5, 14, 20). Farkl
HCV tipleri hastalik patogenezi ve antiviral tedaviye yanit agisindan farklilik
gosterip, kimi Ulke ya da cografi bolgelerde pek ¢ok tipi bir arada gorulurken

bazi bolgelerde belirli bir tipin hakim oldugu saptanmistir (5).

1999 ve 2002 yillari arasinda Turkiye'nin guneyinde yapilan ¢alismada
karaciger sirozu nedeniyle takip edilen 226 hastanin 35’inde ilk basvuru ve
takipte HCC tanisi koyulmustur. Olgularin %65.7’sinde kronik HBV enfeksiyonu,
%28.6’sinda kronik HCV enfeksiyonu HCC i¢in neden olarak belirlenmigtir (23).

Alkol tek basina karsinojen degildir ancak yuksek miktarda kullanimi

HCC gelisiminde etkilidir. Alkolik hepatit, hemen herkes tarafindan "asirn" alkol



aldigr soOylenebilecek insanlarin yaklagik Ugte birinde ortaya c¢ikmaktadir.
Bunlarin da Ugte bir kadarinda siroz gortulmektedir. Alkolik siroz, yillarca agiri
miktarda alkol alan kisilerde alkolik hepatit ataklarini izleyerek yavas yavas
ortaya cikabilir. Yine uzun sureli alkol kullanimi da yapilan arastirmalarda HCC
gelisiminde risk faktori olarak belirlenmigtir. ABD ve bati ulkelerinin gogunda
uzun sureli, asir alkol kullanimi tek basina karaciger hastaliginin en 6nemli
nedenlerindendir (15). Ayrica alkol tuketiminin karaciger ve karaciger digi
dokularda oksidatif stresi indukleyerek lipid peroksidasyonuna (LP) yol actigi
bilinmektedir. Karacigerde meydana gelen etanol metabolizmasinin erken
fazinda oksidasyon ile aciga cikan oksijen ve nitrik oksit (NO) radikalleri de

hicre ici durumu belirgin olarak degistirmektedir (24).

HCC genel olarak koétu prognoza sahiptir. TUmoérlerin ¢odu hizla kan
damarini invaze ederek karaciger igi ve karaciger digi metastazlara yol acar.
Akcigerler, bolgesel lenf nodlari, adrenal bezler, kemik iligi bu metastazlarin en
yaygin oldugu organlardir. Yapilan arastirmalarda HCC hastalarinin %64’inde
metastaz gdézlenmistir (25). Her HCC timoérinin kendine 6zgu o6zellikleri
olmasina ragmen, Klinik belirtileri benzerdir. Fakat tedavileri, kemoterapi ve
radyoterapiye cevap yetenekleri ve ayrica tumorun evresi, lokal yayilim, genel
durum, karaciger fonksiyonlarinin durumu, etyolojik O6zelliklerinden dolayi

farkhliklar gosterirler (11).

Tedavi, kiguk ve cevreye yayllmamig tumoérlerde, rezeksiyon veya
transplantasyon bicimindedir. Uzak metastaz yoksa ve tumor total olarak
cikarilabilecekse ¢apin blyuk olmasi cerrahi rezeksiyona engel degildir. TUmor
¢ap! 3 cm veya altinda ve sayi olarak 3 veya daha az ise transplantasyonun
rezeksiyona gore daha iyi oldugu dusunulmektedir (22). Ayrica
kemoembolizasyon ile kuguk c¢apli timoérlerin tedavi ile tamamen yok
olabilecegini gosteren kanitlar vardir ve kiglik hepatomali hastalarin yaklagik
yarisinda bu yontemle timor g¢aplarinin %50 den fazla kuguldigu goésterilmistir
(11, 26).



Gecgmiste karaciger transplantasyonu, hastanin hayatini kurtarmak
amaclyla son care olarak bagvurulacak bir tedavi olarak gorulmekteyken,
gunumuzde karaciger yetmezliginin daha erken doneminde hayat kalitesini
arttirmak amaciyla uygulanmasi gereken radikal bir tedavi yontemi olarak
goérulmektedir. Manyetik Rezonans goruntilemenin siroz zemininde gelisen
erken HCC’nin saptanmasinda, 6zellikle kiiguk lezyonlarda etkin bir yontem
oldugu da bilinmektedir (22). Ayrica HCC’nin Onlenmesi ile ilgili yapilan
calismalarda HBV enfeksiyonunun yayginliginin asilama yoluyla azaltilmasiyla,

HCC sikliginin da azalacagi dustnulmektedir (11, 15).



7.3. Epidermal Buyiuime Faktoru Reseptor (EGFR) Ailesi

Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hicrenin ¢cogalma ve/veya
yasama islevlerinin kontrolunu ortadan kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal

iletimi timor gelisimi ile invazyon/metastaz slrecinde etkin rol oynamaktadir

(1).

Kanser olusumundaki genetik hasarin temel etki alani iki normal
dizenleyici gen grubudur: Proto-onkogenler ve tumor baskilayici genler.
Onkogenler hatali sinyal ileten proteinlerdir. Sdrekli hicre boélinme sinyali
vererek tumor olusumuna yol agarlar. Onkogenler genetik olarak baskindir ve
hatali buyume faktorleri, G proteinleri, protein kinazlar veya nukleer
transkripsiyon duzenleyicilerini kodlayabilirler. Tumor baskilayici genler normal
kosullarda hicre boélinmesini inhibe eden duzenleyici proteinleri kodlar; bu
genlerdeki mutasyonlar tumor olusumuna yol acgabilir, ancak genetik olarak
cekiniktirler. Bu iki genin herhangi birinde ortaya g¢ikan mutasyon normal
hdcrelerin kanser hdcrelerine donusmesine neden olur (1).
Hepatokarsinogenesis sureci de proto-onkogenler, buylime faktorleri ve timor
baskilayici genlerin degisikliklerini icermektedir Tumor baskilayici genlerin
inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu tumorun gelisim sureci, histolojik

evresi ve klinik evresi ile iligkilidir (5).

Reseptorlerin veya sinyal iletici proteinlerin mutasyonlari veya asiri
uretimleri hucrelerin buyume faktorlerinden veya diger mitotik faktorlerden
badimsiz hale gelmesine neden olur ve bdylece hucre proliferasyonu anormal
sekilde uyariimis olur (27). Reseptor tirozin kinaz (RTK) aktivasyonunun
sonlandiriimasindan ise fosfataz grubu proteinler sorumludur. Boylece,
fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tagsir ve RTK aracili iletim
kontrol altinda tutulur. Karsinogenez surecinde ise, surekli ve kontrolsiz RTK
aktivitesi s6z konusudur (1, 27). TUmor hlcrelerinde protein kinaz aktivitesinin

artmasi onkojenik transformasyonda etkili olmaktadir yani epidermal bliyime



faktori (EGFR, ErbB, HER) reseptor ailesinde yer alan proteinlerin sentezinin

artmasi kanser patogenezini etkiler (7, 27)

EGFR ailesi hlcre-hlcre, hicre-stroma arasi iligkide sinyal iletiminde
gorevli olup, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve hicre ¢ogalmasini indikleyen,
hdcre i¢ci metabolik olaylar zincirinin baslatiimasinda etkili sinyal iletim
mekanizmasinin bir pargasidir (6, 7). Tirozin fosforilasyonu hicre ¢ogalmasinin
denetiminde gerekli molekullerin dnemli bir 6zelligidir ve bazi bliyume faktoru
reseptorlerinin tirozin kinaz olduklari gosterilmistir. Epidermal blyume faktori
reseptor-tirozin kinaz (EGFR-TK) aktivitesi hem normal hlicre buylimesi hem de
malign transformasyon ile iligkili olup tumor olusumu ve blyumesinde, hicre

proliferasyonunda, apoptozin inhibisyonunda énemli rol oynar (1, 27, 28).

Epidermal blyume faktori reseptéri (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk
kesfedilen reseptor tirozin kinazdir. EGFR ailesi yapisal olarak benzer 4
reseptor tirozin kinaz proteininden olusmaktadir: EGFR (ErbB-1), HER-2/Neu
(ErbB-2), HER-3 (ErbB-3), HER-4 (ErbB-4). Bu dort molekllin hepsinin hicre
ici ve digI ve transmembran kisimlari mevcuttur. EGFR’nin kesfinden sonra ayni
reseptor ailesinin diger Uyeleri kesfedilmistir. Bu reseptor ailesi hucre-hlcre,
hicre-stroma arasi iligkilerde sinyal iletiminde gorevlidir (27, 28). EGFR ailesinin
on tane ligandi vardir. Epidermal biyume faktéra (EGF), transforme edici
bayume faktéri (TGF)-a gibi ligandlar bu reseptérlere bagdlanarak normal ve
malign epitelyal hlcrelerin buyumesine ve farklilagmasina ve sagkalimina
olumlu katkida bulunurlar (27). Neuregulin1 (NRG1) ve Neuregulin 2 (NRG2)
hem HER-3 hem de HER-4 e baglanirken, neuregulin 3 (NRG3) ve neuregulin 4
(NRG4) ise HER-4 e baglanir. HER-2/neu’nun bilinen bir ligandi yoktur ve HER-
3 de tirozin kinaz aktivitesinden yoksundur (8, 27, 28).
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Sekil 1:HER (erbB)ailesi. Ross ve ark. ( 10 )’ndan alinmistir.

RTK aktivasyonu reseptorin kendi kendini fosforile etmesiyle baglar.
ikinci asamada bu fosforlanan bdlgelere cesitli adaptor proteinler baglanr,
adaptor proteinlerinin ortak yapisal 6zelligi SH2 (Src-homology-2) bdlgeleri
icermeleridir. Bu proteinler SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK
ile sitoplazmadaki efektor proteinler arasinda kopru gorevi yapar ve uyarinin
hicre igine iletimini saglarlar (1, 6, 27, 28). Boylece aktiflesen tirozin kinazlar

hicre digi sinyali sitoplazmik proteinlere ve ¢ekirdege aktarirlar (27, 28).

Reseptor aktivasyonu 3 dnemli faktore ihtiyag duyar; ligand, reseptor ve
dimerizasyon esi. Reseptore ligantin baglanmasi ile reseptdr aktivasyonu
sonucunda tumoér hdcrelerinin proliferasyonu, anjiogenez ve metastaz ile
sonuglanan sinyalizasyon yolunu tetikleyen reseptdr dimerizasyonu ve

otofosforilasyonu baglar. Buyume faktorlerinin reseptor ile etkilesimi ile,
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reseptorde dimerizasyon ve ardindan otofosforilasyon olarak, sinyalizasyonda

rol alan sitoplazmik proteinlerin aktivasyonu meydana gelir (6).

EGFR ailesi Uyesine ligand baglandiktan sonra reseptdr bu ailenin
uyeleri (EGFR, HER2, HER3, HERA4) ile dimerize olabilir. Ayni Uyelerin
dimerizasyonu homodimerizasyon olarak tanimlanirken, farkli Gyelerin
dimerizasyonu heterodimerizasyon adini almaktadir (6, 28). L1 ve L2 bolumleri
insulin  benzeri blyume faktoru-1 (IGF-1) reseptorinin ligand baglayan
bdlgeleri ile benzerlik gosterir. EGFR de ligand L1 ve L2 domainleri arasina
baglanirken, HER-2 de L1 ve L2 domaini arasinda gugclu bir etkilesim vardir
(Sekil 2). Bu durum HER-2 ye ligand baglanmasini engeller. Bu nedenle HER -2
normal iglevi icin EGFR ailesinin baska bir Uyesi ile heterodimer olusturmasi
gereklidir. HER-2 heterodimeri ¢ok stabildir ve sinyalleri ¢cok guglidir. CR1 ve
CR2 bdlgeleri kiigiik molekullerden olusur, bu molekiiller bir veya iki disulfit bagi
ile bir arada tutulurlar. Reseptor dimerizasyonu gerceklestigi zaman CR1 de
meydana gelen ilmek reseptorler arasi iligskiyi saglar. Son g¢alismalara gore,
reseptor dimerizasyonu EGFR ailesine 6zglu bir 6zellik olarak bildiriimektedir.
EGFR ailesinde reseptdr dimerizasyon reseptérin o6zelligi olmakla birlikte
ligantin reseptorde olusturdugu konformasyon degisiklikleri de dimerizasyonda
etken olabilir (27).

L1 | CR1 L3 CR2 | || Kinase CT

Sekil 2: EGFR domainlerinin dagilimi Nair P. (27)’den alinmistir
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7.4. HER-2/neu (erbB-2) HUMAN EPIDERMAL GROWTH
FACTOR RECEPTOR-2

Her-2/neu (ErbB2) 17. kromozomun uzun kolunda lokalize olmus bir
proto-onkogendir (17q11.2). Epidermal growth faktoér reseptor ailesi Uyesi olan
185 kDa (p185) transmembran tirozin kinaz reseptérinu kodlar ve EGFR ile
yuksek derecede homoloji gosterir. Artmis reseptor ifadelenmesi, genin
amplifikasyonuna ve bunu takiben, Her-2/neu mRNA ve p185 proteinin asiri
ifadelenmesine yol agar. ilk kez 1987 yilinda Slamon ve arkadaslari Her-2
amplifikasyonunun, meme karsinomlu olgularda koétl prognozla olan iligkisini

gOstermigtir (8, 29).

)

133

13.2
131

p 12

1.2

111

11

Her-2/neu -1z
12

211

212

21.31

21.32

Sekil 3: Pek c¢ok protoonkogen ve tiimor supresor genin yerlesim
gosterdigi 17 nolu insan kromozomu (www.biologia.uniba.it/rmc/2-YAC-BAC/
BAC-Chromosome/ideograms/17.html)

Her-2/neu diger EGFR reseptor ailesi Uyelerine gore benzersiz bir
Ozellige sahiptir. Birincisi; Her-2/neu’'un bilinen bir ligandi yoktur ve
fonksiyonunu heterodimerize oldugu diger reseptor esi ile gergeklestirmektedir.

ikincisi; EGFR reseptorlerinden farkli olarak, ligandinin bulunmamasina ragmen
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asiri derecede ifadelenerek htcresel transformasyona neden olabilmektedir
(27). Her-2/neu’'un kodladigi P185 hicre buylimesi ve farkhlasmasini
dizenleyen sinyal iletim yolunda gorevlidir, asiri ifadelenmesi kanserlerde kotu
prognoz ile iligkilidir (4, 6, 8). Degisik epitel tumdrlerinde Her-2/neu geninin
amplifikasyonu ya da p185 proteininin asir ifadelenmesi gosterilmigstir.
Reseptorin asiri ifadelenmesi normal kontrol mekanizmasini bozarak agresif
tumor hucrelerinin olusumuna yol agmaktadir (4). Bu tumor hucreleri hormonal
tedaviler, kemoterapi veya diger tedavilere kargi direng gosterirler, 6zgin tedavi
gerektirebilirler (7, 8). Yapilan arastirmalarda meme kanseri hastalarinin %25-
30 un da yani her dért meme kanseri olgunun birinde Her-2/neu geninin fazla
saylda kopyasinin bulundugu gosterilmigtir (27, 28). Tsakountakis ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada Her-2/neu onkogeninin meme kanseri
hastalarinin %38 inde amplifikasyonu gdsterilmigtir (30). Yapilan bir¢ok
arastirmada da Her-2/neu’'un asiri ifadelenmesinin meme, pankreas, kolon,
mide kanseri gibi cesitli timorlerle iligkili olup tumor gelisiminden sorumlu
molekuler mekanizmalardan biri oldugu bildiriimektedir (9, 27, 28). Salepci ve
arkadasglar yaptigi calismada akciger adenokarsinom olgularinin %57.1 inde
Her-2/neu ifadelenmesini gdstermisler ve Her-2/neu pozitifliginin hastalarda

bagimsiz bir kdtu prognoz gostergesi olabilece@i kanisina ulagsmislardir (31).

HCC’nin birgok organa metastaz yaptigi bilinmektedir (25). HCC’nin
cesitli organlara metastazi ve Her-2/neu’un olusan timor hicrelerindeki asiri
ifadelenmesi goz onune alinarak, hepatosellller karsinom olgusunda da Her-
2/neu onkogen amplifikasyonunun gozlenip gézlenmeyeceginin belirlenmesi ile
ilgili daha 6nce FISH teknigi ile yapilan arastirmalarda tartismali sonuglar ortaya
cikmigtir. Xian ve arkadaslarinin yaptigi calismada Her-2/neu onkogeninin HCC
de asiri ifadelenemesi gozlenmemisg, bu genin HCC igin prognostik marker gibi
rol oynamadig! iddia edilmig, diger yandan farkli bir popullasyonda yapilan
arastirma sonucunda dusik oranda da olsa Her-2/neu onkogeninin

amplifikasyonu gozlenmis, farkli ve tartismali sonuglari ortaya ¢ikarmigtir (4).
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Sonug olarak; EGFR ve Her-2/neu’un asiri ifadelenmesi gesitli timorlerle
bayuk oranda iligkili olup, tumor gelisiminden sorumlu molekuler

mekanizmalardan biri oldugu bilinmektedir (27).

Tablo- 1: EGFR ailesi Uyelerinin farkl kanser tuirlerinde farkl
miktarda ifadelenmesi. Nair P. (27)’den alinmistir

EGFR% ErbB2% ErbB3% ErbB4%
Over 35-75 10-15 90
Mide 40-81 26-55 35
Meme 14-91 25-30 22-52
Pankreas 30-50
Kolon 50-80 26-90 89
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7.5. EGFR iNHIBIiTORLERI

Kanser tedavisinde kemoterapi diginda yasanan oOnemli gelismeler
vardirr. EGFR ve Her-2/neu malign hastaliklara karsi yeni ilaglarin
gelistiriimesinde Onemli bir stratejik hedeftir. Son yillarda ivme kazanan
hedeflenmis tedavi yaklasimlarinda, tumaor hicresi buyume faktorleri reseptorle-
rini bloke eden EGFR’nin hlcre disi kismina ligandin baglanmasini engelleyen
monoklonal antikorlar (6rnegin, trastuzumab) veya dogrudan tirozin kinaz
aktivitesini inhibe eden ilaglar (6rnegin, Gefitinip) ile ilgili klinik galigmalar yG-
rutulmektedir. Trastuzumab Her-2/neu reseptdrune baglanan monoklonal bir
antikordur. Trastuzumab asirt Her-2/neu proteini exprese eden hicre
yuzeyindeki Her-2/neu protein reseptériine baglanir, sinyal iletimini ve timor
hiicresinin bllylimesini inhibe eder (9, 28, 32). ilag, viicudun bagisiklik sistemini
Her-2/neu pozitif hicrelere karsi aktive ederek ve kemoterapi ilaglarinin
etkinligini arttirarak c¢alisir. Tirozin kinaz inhibitorleri, tirozin kinaz reseptorlerinin
hidcre igi katalitik kisimlarinin ATP ile geri donuglu olarak yaristigr kuguk
molekullerdir. Reseptorun hucre i¢i kismindaki otofosforilasyonu inhibe ederek
hicre ici iletimini etkilerler (32, 33).

Antikor

<«——— ligand

«——— Ligand baglayan kisim

Hiicre disi

. e . Hiicre i¢i
Tirozin kinaz inhibitirleri

ErbB tirozin kinaz

Proliferasyon / \ Apoptozun inhibisyonu
invazyon Metastaz

Anjiyogenez

Sekil 4: Trozin kinaz inhibitoriniin ve monoklonal antikorlarin

calisma mekanizmasi Altundag ve ark. (33)’den alinmistir.
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8. GEREG ve YONTEM

8.1. Geregler
8. 1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Prob (Her2/neu Detection System) (Qbiogene), DAPI (Qbiogene), 10x
Wash Buffer (Qbiogene), 10xPBD (Qbiogene), 20XSSC (Vysis), Xylene
(Merck), %100 EtOH (Dop Organik), NaCl (Merck), Pepsin (Amresco),

Formamide (Amresco), Distile su.

8.1. 2. Cozeltiler

Deparafinizasyonda ve hibridizasyonda kullanilan ¢ozeltiler:

4mg/ml pepsin ¢ozeltisi :
NaCl 0.72 gr
Pepsin 0.32¢

80 ml distile suda ¢dzuldu ve pH HCl ile 1.3 — 1.5’e ayarlandi.

%70 Formamide ¢ozeltisi

Formamide 49 ml
20 x SSC 7 ml

14 ml distile suda ¢dzuldu.

%70 Etil alkol ¢ozeltisi

70 ml %100 Etil alkol distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

17



%85 Etil alkol ¢ozeltisi

85 ml %100 Etil alkol distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

%100 Etil alkol

20xSSC (pH=5.3) tampon ¢ozeltisi
20XSSC 132 gr

Distile su 400 ml

pH 5.3’e HCI ile ayarlandi ve distile su ile hacim 500 mlI'ye tamamlandi.

2XSSC ( pH=7.0) tampon ¢ozeltisi
NaCl 17.5gr
Na- citrate 8.8 gr

1 It distile suda ¢6zuldu ve pH HCl ile 7.0’a ayarlandi.

8.1. 3. FISH yikama c¢ozeltieri
1 x Wash Buffer
10x Wash Buffer 5ml

Distile su 45 ml

18



1x PBD
10x PBD 5ml

Distile su 45 ml

8.1. 4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Nikon eclipse E 600 floresans atagmanl mikroskop
CytoVision goruntu analiz sistemi

WBT Binder Etlv

Vysis HYBrite hibridizasyon cihazi

Medingen su banyosu

Costar mini santriflj

SBS Magnetik 1sitici karistirici
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8.2. YONTEMLER

Calisma materyalini patolojik degerlendirme ile HCC tanisi konulan 37 olgu
olusturdu. Degerlendirmeye alinan olgularin 33 (%89)'U erkek, 4 (%11)'0 kadin
olup yaslar 3 - 81 arasinda degismekteydi.

Arsiv materyali Bagskent Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalindan 4 pluk kesitler halinde hazirlanarak laboratuvarimiza ulastirildi. Gelen
parafin blok doku kesitlerinin deparafinizasyon ve hibridizasyon islemleri igin

asagidaki yontemler kullanildi (34).

8.2.1. Deparafinizasyon ve Hibridizasyon

Calismadan bir gun once bos sale igine yerlestirdigimiz parafinli doku
kesitleri bir gece boyunca deparafinizasyon i¢in 56°C’ lik sicak su banyosunda
bekletildi. Ertesi gun kesitlerin 1s1k mikroskobunda kontrolinden sonra sirasiyla
diger hibridizasyon 6ncesi asamalara gegildi ve her asamadan sonra galisma

materyalleri kontrol edildi, oda sicakliginda kurutuldu.

Deparafinizasyon igin gereken tampon c¢oOzeltiler hazirlandiktan sonra
deparafinizasyon islemi i¢in her doku kesiti 30 dk. xylene icinde bekletildi. Bu
surenin sonunda dehidratasyon iglemi icin oda sicakliginda %100’ Uk etanolde
15 dk. bekletildikten sonra 2 x SSC ile 75°C’ de 10 dk. inkube edildi. Bu
islemlerden sonra doku kesitleri pepsin c¢ozeltisi ile 37°C’ de 10 dk. inklibe
edildikten sonra 1sik mikroskobunda kontrol edildi. Parafinden uzaklasan doku
kesitlerini distile suda g¢alkaladiktan sonra sirasi ile 2 x SSC ile oda sicakliginda
2 dk., formamid c¢ozeltisi ile 75°C'de 5 dk. yikandi. Yikanan dokular
dehitratasyon iglemi i¢in sirasiyla %70 lik etanol ile 2 — 8 °C de 2 dk., %85 lik,
%100 luk etanol ile oda sicakhgdinda yikandi.

Dehidratasyon asamasindan sonra kesitlerin prob ile hibridizasyonu

asamasinda Her-2/neu genini iceren ikili prob seti (Q-Biogene, Cat#:

PONC1712) kullanildi. Bu prob, 17. kromozomun uzun kolunda Her-2/neu
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genini iceren q11.2-12 bolgesinin 450 kb’ ik kismini kirmizi renk, kontrol olarak
kullanilan 17. kromozomun sentromerik alfa satellit bolgesini (D17Z1) ise yesil
renk ile isaretlemektedir. Prob, 75°C’ de 5 dk. inkiibe edildikten sonra doku
kesitlerinin Uzerine buyuklUklerine gore 5 — 10 ul uygulandi, Uzeri coverslip ile
kapatilarak HYBrite da 76°C’de 2 dk ve 37°C’de bir gece inklbe edildi. Ertesi
gun hibridizasyon asamasi tamamlanmis olan doku kesitleri 65°C’ de yikama
tamponunda 5 dk., oda sicakliginda PBD solusyonunda 5 dk. yikandi ve yine
oda sicakhginda kurutuldu. Son asamada her kesit Uzerine uygulanan prob
miktari kadar DAPI uygulandi ve cam lamel ile kapatildi. Deparafinizasyondan
sonraki hibridizayon c¢aligsmalari karanlik ortamda gerceklestirildi. Analiz igin

preparatlar saklama kabina kaldirildi ve 2 — 8°C’de saklandi.

8.2.2. Analiz

Floresan atagmanli mikroskopta (Nikon E 600) uygun filtreler kullanilarak
x1000 biiyiitmede her hasta icin en az 200 hiicre sayimi yapildi. iki kirmizi ve
iki yesil sinyal iceren hucreler normal olarak degerlendirildi. Her-2/neu sinyalinin
(kirmizi), 17. kromozom sentromer sinyaline (yesil) orani incelenerek, oranin
2’nin Uzerinde oldugu durumlar amplifikasyon olarak degerlendirildi. Hastalar t¢
grup altinda siniflandirildi: oran < 2, grup 1 (n= 35); oran 2-5, grup 2 (n= 2); ve
oran 2 5, grup 3 (n= 0).

Prob hibridizasyonu ve sinyal sayiminin kontroll igin bes farkli doku

orneginden alinan kesitler Her-2/neu probu ile hibridize edildi ve sinyalleri

sayildi. Cut-off degeri %2.27 olarak belirlendi.
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9. BULGULAR

Calisma kapsamina patolojik olarak HCC tanisi almis yaslari 3-81
arasinda degisen 33 erkek, 4 kadin toplam 37 olgunun parafin blok doku
kesitleri alindi. Her-2/neu probu ile hibridizasyonu takiben vyapilan FISH
analizleri sonucunda 2 olguda amplifikasyon saptanirken 3 olguda 17.
kromozom agisindan sayica artig saptandi (Resim 1, 2). Bu olgularin patolojik
olarak grade 2 veya 3 oldugu, timor ¢apinin 3 - 14 cm arasinda degistigi,
hastalara uygulanan tedavilerin timor buyuklugu ve laboratuvar degerleri ile
iligkili oldugu saptandi. Hastalarin klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 2-4’te

Ozetlenmistir.

HCC tanisi koyulmus 37 olgu klinik ve laboratuvar bulgulari agisindan
izlenmis olup, HCC risk faktorleri agisindan degerlendirilen alkol kullanimi 6
olguda (%16.2), siroz 30 olguda (%81), HCV enfeksiyonu 8 olguda (%21.6),
HBsAg pozitifligi ise 24 olguda (%64,8) gozlenmigtir (Sekil 5, Tablo 2). 37
olgunun 25’Unde (%67.5) AFP degerleri laboratuvarin normal siniri olan 5,5

IU/ml’nin Gzerinde gozlenmigtir (Tablo 2).

8% 3%

3%

@HBS Ag (+)
WHCVAg (+)

OHAV (+)

O Hepatit markerlari (-)
W Calisiilmayan

22%

65%

Sekil 5: Calisma kapsamina alinan olgularda hepatit markerlarinin dagilimi
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Tablo 2: Calisgma kapsamina alinan olgularin demografik klinik ve

laboratuvar ozellikleri

Olgu No|Yas|Cinsiyet|Sigara/Alkol(SirozHepatit markerlari xg?[‘:gﬁ éo(r;l_llf,s_ir){;rill-t,ezlt-l;ri AFP
 [57] £ | Sgmaw | )| AnirBo(n |ASTALTGGTALP, TBILYiksek, | o
2 |e3| K |Kullanmiyor| (+) HCV(+) ASTIALT, GGT: Yiksek Yiiksek
s ls1]| E | sigarate). | (o) oV AST/ALT, GGT, ALP Yiksek | oo
4 45 E Kullanmiyor | ( +) HBs Ag (+) GGT, T.BIL: Yiiksek Normal
5 |76] E | sSigara(+) |(+)| HBsAg(+) AST/ALT. Yiksek Yitksek
6 |70] K |Kullanmiyor| (-) HCV(+) AST/ALT: Yuksek Yiiksek
7 771 K |Kullanmiyor | (+) HCV(+) AST/ALT, GGT: Yiksek, Yitksek
8 |s57| E | sigara(+) |(+)| HBsAg(+) AST, GGT, T.BIL:Yiksek Yiksek
9 |51 E |Sigara/Akol| (-)| HBsAg(+) GGT, ALP, T.BIL Yiksek Yiiksek
10 |56| E | Akol(+) |(+)| Calisimamis ALP, GTT. Yiiksek, Normal
11 50 E Kullanmiyor | ( +) HBs Ag (+) Normal degerler Normal
12 |s4| E | Sgaaw) |(+)| HBsAg() |AST/ALT.GGT, ALP,TBIL: Yiksek o o
13 |20 E |Kullanmiyor| (-) - ASTIALT, GGT, T.BIL: Yiksek o\ cimamis
@ 8| E | Bigyok | (1) ] ASTIALT, GGT, TBIL: Yiksek, | oo
5 leol & Akol®) | (+)]  HBsAg () ASTIALT, ALP, TBIL: Yiksek, | o
6 loo| E | sgaar). | ()| HBsAg @) ASTIALT, ALP, GGT : Yiksek | o
17 | 3| E Bilgiyok | (+)| Anti HBs (+) AST/ALT, ALP, GGT. Yiksek Yiiksek
® lsol E Akol®) | ()| HBsAg(y | AST.GGT.ALP, TBIL: Viksek | oo
1o |55| £ |Sgaa(r)|(+)| HBsAg() | AST:GGT.ALP. TBIL Yiksek | \ooor

20 56 E Sigara(+) [(+) HBs Ag (+) Normal degerler Yuksek

* Sadece yliksek olan degerler belirtilmistir
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Tablo 2: Calisma kapsamina alinan olgularin demografik klinik ve
laboratuvar ozellikleri (Tablo 2’nin devami)

Karaciger fonksiyon testleri

Olgu No|Yas | Cinsiyet | Sigara/Alkol | Siroz [Hepatit markerlari AST/ALT, GGT, T.BIL, ALP * AFP
20 56 E Sigara(+) | (+) HBs Ag (+) Normal degerler Yuksek
21 |s0| E | Kulanmyor| (+)| HBsAg(r) | ASTALT.GGT.ALP.T.BIL: Yiksek |y o
22 53| E |Sigara/Alkol | (+)|  HBsAg(+) GGT :Yiksek Normal
s 57| & sigara(®) | (+) HOV () AST/ALTV, GGT, ALP, TBIL:Yiksek |
24 60 E Kullanmiyor | (+) HCV (+) ALP, GGT :Yiksek Normal
25 |55| E Sigara(+) | (+)| Anti-HCV (+) AST/ALT,GGT, T BIL:Ylksek, Yiiksek
26 66 E Kullanmiyor | ( -) HBs Ag (+) AST/ALT, GGT, ALP, T.BIL :Yiksek, Calisilmamis
27 50 E Kullanmiyor | (+) - GGT,T.BIL-Ylksek, Normal
s |1l & Bigiyok | (+)] AntiHAVIgG+ AST/ALT, GGT, T BIL: Yiksek Normal
29 |63 K Sigara(+) | (+)| HBsAg (+) AST/ALT, T.BIL: Yiksek Yiiksek
30 |70 E |Kullanmiyor | (+)| HBsAg (+) AST/ALT, GGT, T BIL:Yksek, Yiiksek
31 65| E |SigaralAlkol | (+)| HBsAg(+) AST/ALT, GGT, ALP :Yiksek Yiiksek
32 55 E Kullanmiyor | (+) HBs Ag (+) AST/ALT, GGT, ALP:Yiksek Normal
33 [53| E |Kullanmiyor| (+)| HBsAg(+) AST/ALT, GGT, ALP, T.BIL:Yiksek |y cor
34 |79 E |Kullanmiyor | (+)| HBsAg (+) AST/ALT, ALP: Yiksek Yiiksek
v || £ |Kutanmyor| () HOV () AST/ALT, GGT, ALP, TBIL: Yiksek | o
3 |61| E |Kulanmiyor| (+)| HBSAG() AST/ALT, GGT, ALP, T BIL: Yiiksek
Cahsilmamis

37 56 E Kullanmiyor | (-) HBs Ag (+) Normal degerler Yiksek

* Sadece yiiksek olan degerler belirtilmigtir
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Hastalarin 3’Unde (%8.10) tedavi yontemi olarak rezeksiyon, 71’inde
(%2.70) radyoterapi, 1'inde (%2.70) kemoterapi, 3’Unde (%8.10) alkol
enjeksiyonu ve kemoembolizasyon birlikte, 4’Unde (%10.8) kemoembolizasyon
tek basina uygulanmistir. 2 olguda (%5.40) kemoembolizasyon sonrasi
transplantasyon, 9 olguda (24.3) medikal tedavi, 14 (%37.8) olguda allojenik
karaciger transplantasyonu tedavi yontemi olarak secilmistir (Tablo 3, Sekil 6).
Calisma kapsamina alinan U¢ olgu tani koyulduktan sonraki 5 ay iginde

kaybedilmigtir.
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Tablo 3: Uygulanan tedaviler ve Her-2/neu amplifikasyonu

Rezeksiyon | Radyoterapi | Alkol Enjeksiyonu | Transplantasyon | Kemoembolizasyon | Medikal Her-2/neu Yasam
amplifikasyonu | siiresi

1 + Normal EX

2 + Normal Yasiyor
3 + + Normal Yasiyor
4 + Normal Yasiyor
5 + Normal Yasiyor
6 + + Normal Yasiyor
7 + + Normal Yasiyor
8 + Polizomi Yasiyor
9 + Normal Yasiyor
10 + Normal Yasiyor
1 + Normal Yasiyor
12 + Amplifikasyon Yasiyor
13 + Normal Yasiyor
14 Normal Yasiyor
15 + Normal Yasiyor
16 + Normal Yasiyor
17 + Normal Yasiyor
18 + Normal Yasiyor
19 + Polizomi Yasiyor
20 + Normal Yasiyor
21 + Normal Yasiyor
22 + Normal Yasiyor
23 + Normal Yasiyor
24 + Normal Yasiyor
25 + Normal Yasiyor
26 + Polizomi Yasiyor
27 + Amplifikasyon Yasiyor
28 + Normal Yasiyor
29 + Normal Yasiyor
30 + Normal EX

31 + + Normal Yasiyor
32 + Normal Yasiyor
33 + Normal Yasiyor
34 + Normal EX

35 + + + Normal Yasiyor
36 + Normal Yasiyor
37 + Normal Yasiyor
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O Radyoterapi
B Kemoterapi
24% 3% 3% 8% O Rezeksiyon
O Kemoembolizasyon

B Transplantasyon
8%

O Kemoembolizasyon sonrasi

38% transplantasyon

H Alkol
enjeksiyonu+Kemoembolizasyon

OMedikal

Sekil 6: Calisma kapsamina alinan olgularda uygulanan tedavi

yontemlerinin dagilimi

Olgulara ait patolojik inceleme bulgulari ve grade’ leri tablo 4’ de
gorulmektedir. Olgularimizin timd HCC tanisi almig, 6 olgu grade 1, 20 olgu
grade 2, 10 olgu grade 3 olarak degerlendiriimig, bir olgu ise nekrotik olarak

rapor edilmisti.
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Tablo- 4: Patolojik inceleme bulgulari ve tiimor grade

Patolojik inceleme Grade
1 Sag lob 80X70X70 mm lezyon, sol lobda 12 mm lezyon, trabekiler nekroz, niikleer
pleomorfizm
2 Sag alt lobda 16x11 mm lezyon, niikleer pleomorfizm, nukleous, intraniikleer inkliizyon
ve mitotik aktivite
3
Sag lobda 2X2.5 mm lezyon, HCC

4

Sol lobda 39x36 mm solid lezyon, displazik deg@erler, trabekiiler yapi
5 2 cm, SK senozosinde 0.6 cm ¢apta nodul, HCC, trabekiiler yapilar & kordonlar yapan

karsinom yapisi
6 Sag lobda 1 cm ¢apl olmak Uzere birkag adet hipoekoik nodiiller, kronik parankimal KC
hastaligi
7 Sag lob Ust port segment 7 de 11 mm ¢apl hiperekojen odak, sag lobda kordonlar
halinde invazyon gosteren HCC & niikleer pleomorfizm
8 Sol lobda yaklasik 3 cm ¢apli solid lezyon bulgular kronik hepatit B zemininde gelisen
aktif siroz ve HCC
9 Sag lob.da 35x33x20 mm kitle ve boyutu belirsiz arti bir kitle daha, HCC, kiigiik odaklar
seklinde rejenere nodiiller, geniglemis fibrotik portal alanlar
10
Sol medial segmentte 3x2 cm lezyon, alkolik KC hastasi, nétrofil infiltrasyonu
1
Sol lobda HCC, 2,5X2,2 cm odak, 0.6x0.5 cm baska odak, en biiyigii1.2 cm gapta
12
Sol lob lateral segmentte 8.5x 5.8 cm lezyon, kronik hepatit
13
Tumor buylikligi 14 cm, HCC fibrolamellar varyant Tm.disi doku N. 7X7X14 cm tm.

14 Sag lobda hipoekojen 13x11cm kitle, sol lobda 17x13 mm kitle, genis

hemorajik&nekrotik tm.morfolojisi niikleer pleomorfizm, mitotik aktivite
15

Sag lobda 7x6cm ,sol lobda 2 adet kitle, HCC
16 Sol lob lateral ve medial segmentte 16.6 cm c¢ap ve 9.5 cm lik kitle, medialde 1.5 cm
nodiller trabekdler gelisim gdsteren epitelik hiicre

17

Hepatosplenomegali, siroz tanisi ile takipli, malign hepatik neoplazmi
18 Sol lob lateral segmentte 26x23 mm boyutta solid lezyon, kronik karaciger parankimal

hastaligi ile uyumlu kolesistekeomize,splenomegali
19 Konturlari nodiler gériinimde sirotik, caplari 2 cm 6lglilen multiple lezyon, multifokal
HCC, hepatektomi, aktif siroz
20
HCC
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Patolojik inceleme Grade
21 Sag lob 6X2.5X2.5 cm boyutlarinda diizgiin sinirli lezyon, HCC, hepatokanalikiler )
nekrotik
kolestaz
22 Sag lob sup.da 22 mm,19 mm,18 mm ¢apli, sol lobda post.da 28 mm kitleler, multifokal 9
HCC, hepatektomi, aktif siroz
23
2 cm buylkliginde solid lezyon, HCC, Hepatektomi, kolesistektomi siroz 1
24 Sag lobda 3.1x2.5x2.2 cm kitle ve kitle iginde 5 adet 0,5-1,1 cm nodiiler lezyon 9
multifokal HCC,hepatektomi, aktif siroz
25 Sol lobda HCC ile uyumlu 11x10x7 cm solid lezyon, siroz zemininde gelistigi disunilen >
HCC
26
Sag lobu tamamen kaplayan 12x 12 cm ¢apinda solid kitle, HCC 2
27
Kapsiile yakin 1,1 cm ¢apinda timér, HCC,Hepatektomi, kolesistektomi siroz 2
28 Orta lobda 1x1x1 cm sari renk noddl izlenmis, multifokal HCC, hepatektomi, aktif siroz, 5
fibrozis mevcut degil.
2 Tum karacigeri kaplayan 2,5 cm ¢apinda multiple hipodens noduler metastatik lezyon 3
izlenmig hipervaskdler lezyon, karacigerde nodiler gériiniim, kronik hepatitB
30
KC parankim rejenere noddler halinde, B viral hepatit zemininde siroz 2
31
Sag lob medialde en genis 2 cm olan iki adet HCC odagi saptanmis, siroz 2
32 Sag ve sol lobda boyut artisi gésteren HCC lezyonlari 3,3 cm ¢apinda lezyon portal ve 2
periportal fibrosizler nedeniyle temel yap1 bozulmus
33 Sag lobda subkapstiler yerlesimli 2,5 cm gapli,irreguler hipoekoik alan trabekdler 1
gelisim gésteren HCC
34 Sag lob ant.da 48 mm capli parankim igcinde multiple sayida, irreguler solid lezyonlar, 9
timor adalarin bir kisminda iskemik nekroz ve rejenere nodlllerde kolestazis saptanmig
35 Sol lobda 3 cm ¢apli HCC ile uyumlu kitle, timoér komsulugunda KC dokusunda sirotik 2
ve displazik degerler mevcut, HCC
36 Sag lobda 4 cm ¢apli timéral olusum sentrilobiiler alanda belirginlesen yaygin 1
hepatokanalikiler kolestaz.
37 Sol lob lateralde 3x1,5 cm ¢apinda ve en blyigi1,5 cm ¢apli birkag adet solid lezyon, 3

HCC, kolesistektomi
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Her-2/neu probu ile hibridizasyonu takiben yapilan FISH analizleri
sonucunda 2 olguda amplifikasyon saptanirken 3 olguda 17. kromozomda

sayica artis saptanmigti.

Resim 1: Her-2/neu amplifikasyonu saptanan olgunun FISH goruntusu
(X2000)

Resim 2: 17. kromozom polizomisinin floresan mikroskoptaki goruintisu
(X2000)
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10. TARTISMA

HCC, ulkemizdeki verileri net olmamakla birlikte, dinyada 6nemli bir
saglik sorunu olarak degerlendirimekte, bu nedenle hem tani hem takip ve
tedavisi ile ilgili calismalar yapilmaktadir (11, 21). Bizim c¢alismamizda, gen
amplifikasyonunun HCC olgularinda degerlendirimesi amaglandigindan,
incelenen Her-2/neu gen bdlgesi ile ilgili amplifikasyon ya da 17. kromozomun
sayica artiginin olgularin laboratuvar, klinik ve tedavi durumlari ile ilgili olup

olmadigi degerlendirildi.

Calisma kapsamina aldigimiz olgularin Tablo 2’ de gbozlenen ve Sekil 5°
te ylzde olarak oranlari verilen hepatit virisu enfeksiyonlarinin HCC’de en
onemli gevresel etkenlerden oldugu bilinmektedir. Bu enfeksiyonlarin neden
oldugu kronik hepatite bagl gelisen sirozun HCC geligsimine zemin hazirladigi
bildirilmistir (11). Bizim olgularimizda da alinan doku o6rneklerinde siroz %72.9
olguda gdézlendi. Siroz gelisiminde ayrica kalitsal yatkinlik ve alkolizminde rol
oynadidi bilinmektedir (11, 15). Olgularimizin hepatit viris enfeksiyonuna ek
olarak %16.2" sinde alkol kullanimi da s6z konusu idi (Tablo 2). Onemli gevresel
faktorlerin literatur ile uyumlu bicimde bizim olgularimizda da bulunan pozitifligi

beklenen bulgular olarak degerlendirildi.

HCC tanisi ile Her-2/neu amplifikasyonu arasindaki iliski ile ilgili
tartismali sonuglar bildirilmistir. Bazi olgularda anti-c-erbB2 antikorlari ile
immunoreaktivitenin - %8-29.5 arasinda degistigi  bildiriimigtir (35, 36).
Nakopoulou ve arkadaglari immunohistokimyasal (IHC) olarak Her-2/neu
ifadelenmesini 71 HCC dokusundan 21 tanesinde (%29.6) gdstermislerdir (36).
Bizim c¢alismamizda uyguladigimiz FISH yontemi, immunohistokimyasal
yonteme oranla daha duyarli oldugu bildirilmig bir yontemdir (9). Onkogen
amplifikasyonu farkli ydntemlerle belirlenebilmekle birlikte, FISH ydnteminin
onceligi ozellikle timoér hicrelerinde ¢ok hassas ve spesifik olmasindan
kaynaklanmaktadir (37). interfaz FISH 6zellikle timdr galismalarinda yiksek
duyarlikh bir marker olarak yerini almistir. Yontemin bolunmekte olan hicrelere

gerek duymamasi nedeniyle konvansiyonel sitogenetik prosedurlere ek olarak

31



argiv materyallerine de uygulanabilir olmasi avantaj olarak degerlendirilmektedir
(38).

Huang ve arkadaslarinin yaptigi g¢alismada 42 HCC olgusundan 9
tanesinde (%21.4) amplifikasyon goézlenmistir. Bu calismada tumor capi ile
amplifikasyon arasinda korelasyon goézlenmis olmakla birlikte hasta yasi,
cinsiyeti, AFP duzeyleri, HBV enfeksiyonu, postoperatif relaps, ve klinik
evreleme ile korelasyon goézlenmemistir. Huang ve arkadaslarina gore, Her-
2/neu amplifikasyonunun HCC olusumu ve ilerlemesinde rol oynadidi iddia
edilmis ve Her-2/neu amplifikasyonu olan bir HCC altgrubu tanimlanmistir.
Amplifikasyonun, ameliyat sonrasi kotu prognozu tahmin etmede bagimsiz bir

prognostik faktor oldugu bildirilmistir (39).

Bu calismada, meme kanserlerinde Her-2/neu amplifikasyonu tedavi
yonlendirici oldugundan, HCC olgularinda kullaniminin degerlendirilmesini
amagladik. Olgularimizin 2 tanesinde amplifikasyon saptarken, ¢ olguda 17.
kromozom agisindan sayica artis saptadik. Heinze ve arkadaslarinin daha 6nce
yaptigi calismada IHC ile amplifikasyon saptanmis olgularda kéti prognoz ile
iligkili oldugu bildiriimigse de bizim amplifikasyon saptadigimiz iki olgumuzda
tumor grade sirasiyla 3 ve 2 olarak bulunmusgtur. (Tablo 1 Olgu No: 12 ve 27).
Her iki olguda da yasam suresi agisindan dikkati geken bulgu saptanmamisgtir.
Her-2/neu asin ifadelenmesi Xian ve arkadaslarinin yaptigi, IHC ve FISH
yontemlerini kargilagtirdiklari ¢alismada IHC ile 868 olgunun %Z2.42’sinde
gOzlenirken FISH ile sadece 1 olguda belirlenmistir. Her-2/neu asiri
ifadelenmesi veya amplifikasyonunun HCC ile iliskili olmadigi iddia edilmistir (4).

Bizim bulgularimiz bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Her-2/neu amplifikasyonu saptadigimiz iki olgumuzun (olgu no 12 ve 27)
her ikisinde de siroz saptanmisken, 27 no’lu olguda hepatit viris enfeksiyonu
bulgulari negatif bulunmustur. Bu iki olgu agisindan, cevresel faktorlerden alkol
kullanimi da bulunmamaktaydi. Bu nedenle 27 no’lu olguda her-2/neu

amplifikasyonu dikkati ¢geken bir bulgu oldu. Bu olgu igin, ¢evresel faktorlerden
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cok kalitsal yatkinhk ve gen amplifikasyonunun HCC gelisim surecinde tetigi

¢eken mekanizma olabilecegini dusunduk.

Amplifikasyon saptadigimiz 12 no’lu olguda tiumor buyukluga tanida 8.5 x
5.8 cm oldugundan medikal tedavi uygulanmis (Tablo 4), 27 no’lu olguda ise
timor buyuklugu tanida 1.1 cm capinda oldugundan transplantasyon tercih
edilmigtir (Tablo 3, 4). Olgularin her ikisi de c¢alismanin yapildigi donemde
yaslyordu.

Bizim galismamizda Her-2/neu amplifikasyonu ile klinik bulgular ve takip
acisindan sadece iki olguda saptanan pozitif bulgu nedeniyle genelleme
yapmak mumkun olmamakla birlikte, en azindan 12 ve 27 no’lu olgularimiz
acgisindan prognozu olumsuz etkilemedigini disunmekteyiz. Ancak, meme
kanseri olgularinda oldugu gibi Her-/neu amplifikasyonunun rutin olarak

hastalara uygulanmasinin yararl olmayacagi gorusundeyiz.

Calisma kapsamina aldigimiz U¢ olgumuzda (olgu no 8, 19, 26)
hibridizasyonu gergeklestirdigimiz probun sinyal oraninda degisiklik olmaksizin
sinyal sayisinda artis saptadik. Bu bulgumuzu 17. koromozomda sayi artigi

olarak degerlendirdik.

HCC de kromozomlarin sayisal degisiminin FISH ile analizi ile ilgili az
sayida calisma vardir. Sayisal degisim gozlenen kromozomlardan 7, 17, 20.
kromozomlarda sayi artigi veya kromozom kaybi dnceki yillarda bildirilmistir. 17.
kromozomun sayica artisinin proliferatif aktivitede artis ve malignitenin histolojik
goérunumu ile korelasyonu oldugu ve DNA ploidisi ile birlikte bulundugu
bildirilmistir (40).

Daha 6nce HCC lerde DNA icerigi icin flowsitometre (FCM) ile yapilan
calismalarda %50-62 arasindaki oranlarda andploidi saptanmistir. DNA
ploidisinin tumor bayuklugu ve histolojik grade ile iligkili oldugu ve andploidinin
kotl prognoz igin gosterge oldugu belirtilmistir (41).
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Kato ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada FCM ile DNA analizinde HCC
olgularinin %45’inde andploidi saptanmigtir. Anéploidinin dncelikle ileri evredeki
tumorlerde gozlendigini, ancak ploidinin  tumor buyukligu ve histolojik
farkhlagsma ile iligkili olmadigini bildirmislerdir. Calismanin FISH ile yapilan
bdlimunde ise 16, 17, 18. kromozom anoploidilerini saptamiglardir. Olgularin
%37’sinde kromozom 16, %75'inde kromozom 17, %60’iInda kromozom 18

acisindan sayisal degigsimler gozlenmistir (42).

Hamon-Benais ve arkadaslarinin ¢alismasinda HCC olgularinda 7, 17 ve
20. kromozomlarin sayisal degisimi gosterilmistir (43). 1 ve 8. kromozomun
trizomisine de HCC olgularinda siklikla rastlamak mumkindir (32). Bizim
calismamizda da 17. kromozom agisindan 3 olguda sayisal artis saptanmistir.
17. kromozomun sayica artmis oldugunu saptadigimiz tg¢ olguda (Tablo 1 Olgu
No: 8, 19, 26) timor grade sirasiyla 3, 3 ve 2 olarak bulunmustur. Huang ve
arkadaslarinin galismasinda 17. kromozom polizomisi primer HCC’da Her-2/neu
amplifikasyonundan daha yuksek siklikta bulunmustur (39). Bizim ¢alismamizda
da amplifikasyonu iki olguda gozlemigken polizomiyi U¢ olguda gbzlememiz
dikkat cekicidir. Sadece 17. kromozom degil, 16. ve 18. kromozomlardaki
sayisal degisimin tumor buyukligu ve ilerlemis evre ile ilgili oldugu belirtilmigtir.
Bu bulgular ile 17. kromozomun tamamini ve bir kismini ya da perisentromerik
kismi da igine alan sayisal degisimlerin HCC gelisiminde erken genetik

parametrelerden biri oldugu ileri strtlmektedir (42).

Her-2/neu amplifikasyonu meme kanseri olgularinda trastuzumab
tedavisi icin hedef olusturdugundan belirlenmesi ve hastalarin tedavisinde
kullaniimasi klinikte yarar saglamaktadir (4). HCC'da ise tum tedavi
yontemlerine ragmen rekurrens sikligi fazladir. Her-2/neu amplifikasyonunun
HCC olgularinda amplifikasyonunun yeterli bir klinik ve prognostik takip belirteci
olmadigi acgiktir. Ancak multistep karsinogenezdeki basamaklarin gelisiminde
rol oynadigi dusunulmektedir. Bu nedenle bu olgularin tedavi surecinde

trastuzumab beklenen vyarari saglamayacaktir. Daha farkl genlerin
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arastinimasi ile HCC acisindan vyeni prognostik belirtecler ortaya

cikarilabilecektir.
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11. SONUC

Calisma sonuglarini butiintyle degerlendirdigimizde;

1.

HCC patogenezinde Her-2/neu amplifikasyonunun temel genetik
mekanizma olmadigini dugunduk

Bulgularimiz, 17. kromozoma ait say! artisinin tesadufi bir bulgu
olmadigina iliskin daha dnce yapilan ¢alismalari destekledi.

17. kromozomun HCC’da tumdrin olusumundan ¢ok progresyonunda rol
oynadigini disunduk.

Her-2/neu amplifikasyonunun prognoz takibinde tani testi olarak

kullanilmasinin gerekli olmadigi sonucuna vardik.
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