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OZET

Trastuzumab direncinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasit HER2 pozitif
metastatik meme kanserli hastalarin prognozunu diizeltmek adina 6nem tagimaktadir.
Deneysel olarak p95-HER?2 pozitif meme tiimorlerinin trastuzumaba direncgli oldugu
gosterilmigtir. Bu ¢alismada trastuzumab ile tedavi edilen HER2 pozitif metastatik
meme kanserinde p95-HER2 ekspresyonun prediktif ve prognostik Oneminin

arastirilmasi amacglanmaistir.

Calisma kapsamina histolojik olarak tanis1 konmus, HER2 pozitif metastatik
MK olan ve trastuzumab iceren tedavi alan hastalar dahil edilmistir. Hastalarin
mevcut doku bloklarinda p95-HER2 ekspresyonu immiinohistokimya ydntemi

kullanilarak bakilmistir.

Calisma yaglar1 30-84 arasinda degisen 38 olgu lizerinde yapilmigtir. p95-
HER?2 hastalarin %36,8’inde negatif, %63,2’sinde (n=24) pozitif bulunmustur. p95-
HER2 ekpresyonu ile genel sagkalim, trastuzumab yanitlari ve progresyonsuz
sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir. Bu sonucu
hasta saymmizin azhigina baglayabilecegimiz gibi yontem olarak IHC’nin
kullanilmasinin p95-Her2 saptanmasinda yetersiz oldugu diisiiniilebilir. [HC nin p95-
HER?2 degerlendirilmesinde uygun bir yontem olup olmadigini belirlemek i¢in daha

fazla hastanin alindig1 ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler; meme kanseri, HER2, trastuzumab, trastuzumab

direnci, p95-HER2.



ABSTRACT

It is important to reveal the mechanisms of trastuzumab resistance to improve the
prognosis of HER2 (+) metastatic breast cancer patients. It was shown that breast
cancer harboring p95-HER2 positivity is resistant to trastuzumab. The aim of this
study is to show the predictive and prognostic value of p95-HER2 expression in

HER2 (+) metastatic breast cancer treated with trastuzumab.

Patients treated with trastuzumab who have HER2 (+) metastatic breast
cancer are included. p95-HER2 expression is studied with immunohistochemistry

method in patients’ tissue blocks.

Thirty eight patients between the ages of 30-84 were included. P95-HER?2 is
found to be negative in 36.8 % and positive 63.2 % of patients. There were no any
statistical significant differences between p95-HER2 expression and general survival,
trastuzumab response and progression free survival. This outcome may be related to
the low number of tumor samples included our trial or the immunohistochemistry
method used for p95-HER?2 expression might be an. More trials with more number
of patients are needed to show if immunohistochemistry is an adequate technique to

show p95-HER?2 expression.

Key words; breast cancer, HER2, trastuzumab, trastuzumab resistance,
p95-HER2.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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CDK
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PDK1
PI3K
PR
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:Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
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:Immiinohistokimya

:Meme kanseri

:3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
:Phosphatidylinositol 3-kinase

:Progesteron reseptori

:Phosphatase and tensin homolog



1.GiRIiS VE AMAC

Meme kanseri (MK) kadinlarda tiim diinyada en sik goriilen kanser tipidir ve
kadinlarda kansere bagli 6liimlerde ilk siray1 almaktadir. Yeni agiklanan verilere gore
2008 yil1 i¢in tiim diinyada tahmin edilen yeni vaka sayis1 1.383.500, MK’ya bagh
olim sayist ise 458.400 olarak tahmin edilmektedir (1,2). Toplam insidans
oranlarinin yi1lda ~%0.5 artacagi ongoriildiigiinde 2010 yilinda 1.4 milyon yeni MK
olgusu beklendigi bildirilmistir (1). Tiirkiyede ise saglik bakanliginin 2006 yili
verilerine gore MK siklig1 37/100000 olarak bildirilmistir ve her y1l 30000 yeni vaka

olacagi tahmin edilmektedir (3).

MK’ya bagli mortalite az gelismis iilkelerde gelismis iilkelere oranla daha
yiiksek goriinmektedir. Insidans ve mortalitedeki bu farkliliklarin altta yatan yas,
diyet, etnisite ve yasam sekli gibi kompleks faktorlerdeki farkliliklarin yansimasi

oldugu diislintilmektedir (4).

MK’nin genetik bir hastalik oldugunun belirlenmesi ve altta yatan molekiiler
lezyonlarin daha iyi anlasilmasi, hastaliga yonelik tan1 yontemleri, 6nleme stratejileri
ve tedavi olanaklarinin artmasini saglamistir. MK’ya spesifik terapotik hedefler olan
Ostrojen reseptorii (ER) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (ErbB2
veya HER?2) kesfi ise bu hedefleri tasiyan MK hastalarinin tedavisindeki en énemli

gelisme olmustur.

Trastuzumab direncinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmast HER2
pozitif metastatik MK’l1 hastalarin prognozunu diizeltmek adina 6nem tagimaktadir.
Deneysel olarak p95-HER?2 asir1 ekspresyonu olan HER2 pozitif meme tiimorlerinin
trastuzumaba direngli oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada trastuzumab ile tedavi
edilen HER2 pozitif metastatik MK’da p95-HER2 ekspresyonun prediktif ve

prognostik dneminin arastirilmasi amaglanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Epidemiyoloji

MK diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tipidir ve kadinlarda
kansere bagli olimlerde ilk sirada yer almaktadir. MK sikligi iilkeler arasinda
farklilik gostermekte ve bu fark 6zellikle menapoz sonrasi kadinlarda daha belirgin
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Yasa bagli en yiliksek goriilme orani yilda her 100.000
kadinda 86.3 ile Kuzey Amerika’da, en diisiik oran ise 11.8 ile Cin’de goriilmektedir.
Buna karsin en diisiik mortalite oran1 yine Kuzey Amerika’ ya aittir. Cin ve Afrika’
da MK insidans1 ¢ok diisiik olmasma Kkarsin mortalite oranlar1 yiiksek
seyretmektedir (1,2).

Tiirkiye’de 2006 yili verilerine gore MK siklig1 37/100000 olarak bildirilmis
olup her yil 30000 yeni vaka olacagi tahmin edilmektedir (3). Insidans ve
mortalitedeki bu farkliliklarin altta yatan yas, diyet, etnisite ve yasam sekli gibi

kompleks faktorlerdeki farkliliklarin yansimasi oldugu diisiiniilmektedir (4).

2.2. Etyoloji

Olgularin biiyiik ¢ogunlugunda etyoloji bilinmemekle birlikte genetik ve cevresel
kosullar rol oynamakta ve gesitli risk faktorleri tanimlanmaktadir. Kisiler arasinda,
karsinojen metabolizmasin1 olusturan  biyosentetik yollarda ve steroid hormon
metabolizmasinda  6nemli  farkliliklar  vardir. ~ Bu durum  ksenobiyotik
metabolizmasindan sorumlu enzimleri kodlayan genlerin polimorfizmlerinden
kaynaklanir. Bu gen polimorfizmleri yasami boyunca Ostrojen, dstrojen metabolitleri
ve diger karsinojenlerden etkilenen kadinlarin alt populasyonunu belirleyebilir (5,6).

MK’da goriilen ¢esitli risk faktorleri tablo 1’ de tanimlanmustir (7).



Tablo 1. Meme kanserinde risk faktorleri

Cinsiyet Kadin-erkek orani yaklasik 100:1° dir.

Yas Meme kanseri goriilme riski yasla artmaktadir. 40 yas altinda hastalik
nadiren goriiliirken, 65 yasina kadar risk 6 kat kadar artmaktadir.

Diet Alkol alimi en iyi bilinen dietsel risk faktorii iken, folat alimi meme
kanseri riskini azaltmaktadir.

Obezite Viicut kitle indeksi ile meme kanseri riski arasinda iligki bulundugu

gosterilmistir. Bu iliskinin artmig endojen dstrojen diizeyinden

kaynaklandigi diistinilmektedir.

Hormonal faktorler

Postmenapozal donemde hormon replasman tedavisinin riski arttirdigi

diistintilmektedir.

Reproduktif faktorler

Erken menars, ge¢ menapoz, nulliparite, ge¢ yasta dogum yapmis

olmak riski arttirirken, emzirme riski azaltmaktadir.

Iyonize radyasyon

Diisiik dozda dahi karsinojenik bulunmustur ve risk doz ile dogru

orantili olarak artmaktadir.

Aile oykiisii

Birinci derece akrabalarinin birinde meme kanseri bulunanlarda risk 2

kat artmaktadir.

Meme kanseri 0ykiisii

Ikincil meme kanseri gelisme riskinin her

yil %1 artti1 diisiniilmektedir.

Proliferatif meme

hastalig1 oykiisii

Orta derecede duktal hiperplazi ve sklerozan
adenozis riski 1.5-2 kat, atipik duktal hiperplazi ve lobuler hiperplazi

4-5 Kkat, lobuler in situ karsinom ise 8-11 kat arttirmaktadir.

Genetik faktorler

Meme kanserine genetik egilim olusturan
baslica faktdrler BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari, p53 mutasyonu
(6rnegin Li-Fraumeni sendromu) ve PTEN (fosfataz ve tensin

homologu) mutasyonlaridir (6rnegin Cowden sendromu).

2.3. Meme Kanseri Biyolojisi

Kanserin genetik bir hastalik oldugunun kavranmasi ve gelismekte olan ¢alismalarla

MK’nin altinda yatan molekiiler lezyonlarin agiklanmasi hastaliin tanisi, tedavisi ve

Onlenmesine yonelik avantajlar saglamigtir. Yakin zamanda MK’ya spesifik ER ve

HER2 reseptoriinii hedef alan terapdtik ajanlarin kesfi bu hedefleri tagryan MK’li

hastalarda tedavi basarisini arttirmistir.




2.3.1. Ostrojen ve progesteron reseptorleri

Ostrojen gerek normal meme epiteli gerekse MK gelisiminde énemli olup strojen
diizeyinin modiilasyonu meme kanseri tedavisinde anahtar bir role sahiptir.
Ostrojenin meme epiteli ile iligkisi niiklear transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan
spesifik Ostrojen reseptorleri yoluyla meydana gelir (8). Bilinen 2 reseptor vardir
bunlar; ER alfa ve ER betadir. Bu reseptorler farkli genlerle kodlanir. ER alfa izole
edilen ilk reseptordiir ve MK ile yakindan iligkilidir. Biiylik oranda meme, uterus,
over, ve endometriumdan eksprese edilmektedir. ER beta daha yaygin olarak ekspre
edilmekle birlikte MK ile iligkisi net degildir (9). MK’nin %70’1 ER eksprese eder.
Bu tiimdrler daha yavag biiyiimeye egilimli olup ER ekspresyonu olmayan tiimorlere
gore daha iyi diferansiyasyona sahip goriinmektedir. Anti Ostrojen tedavi hem
rekiirrensin engellemesi hem de metastatik hastalarda sagkalimin uzamasinda
efektifdir. Bununla birlikte ER ekspresyonu ve kanserin olusumu arasindaki iligki
acik degildir, clinkii prolifere olmayan ER ekspresyonlu hiicreler ileri siiriilen bir
parakrin etkiyle normal meme epitelindeki prolifere olan hiicrelere bitisik bir
durumda bulunur. Parakrin etki hipotezi, ER pozitif tiimorlerin ¢ogunda sadece
hiicrelerin kiiciik bir kisminin ER eksprese ettigi ve MK kok hiicrelerinde ER

ekspresyonunun olmadigini gésteren ¢alismalarla desteklenmistir.

Progesteron reseptorii (PR) PR-A ve PR-B olarak 2 ayr izoforma sahiptir.
PR-B izoformu MK’ya daha fazla spesifik olmakla birlikte PR-A daha yaygin olarak
eksprese edilmektedir. flging olarak PR prometerdeki ~ PR-B transkripsiyonunu
arttiran bir polimorfizm endometrium kanseri ve MK riskinin yiikselmesi ile
iligkilidir. ER pozitif tiimorlerde PR degisken oranlarda eksprese olup prognozla da
ilintilidir. ER pozitif PR negatif tiimorler 50 yas iistiindeki kadinlarda daha yaygindir.
Bu tiimorler ER ve PR pozitif tiimorlerden daha aneuploid ve biiyiik tiimorler olmaya
egilimli olup siklikla nodal tutulum gosterirler. Bunun yaninda ER ve PR pozitif
timorler anti Ostrojen tedavisine ER pozitif PR negatif tiimorlerden daha 1yi yanit

verirler (10,11).



2.3.2. BRCA1, BRCA2 ve meme kanserine herediter vatkinhk

Tim MK vakalarinin yaklagik olarak %5-10’u herediter gen mutasyonlarina
yatkinlik durumunda gelisir ki bu vakalarin ¢ogunda sorumlu olarak MK yatkinlik
genleri olan BRCA1 ve BRCA2 identifiye edilmistir (12). BRCA1’de germline
mutasyon tagiyan kadinlarin hayati boyunca MK gelistirme insidans1 kiimiilatif
olarak %50-85 ve over kanseri gelistirme ihtimali %40-60’dir (13). BRCA1; DNA
hasar onarimi, hiicre siklus dongiisii, transkripsiyonel regiilasyon ve kromatin
diizenlenmesini igeren gesitli seliiler olaylarda rol oynarken BRCA2, temel olarak
DNA rekombinasyonu ve onariminda rol alir. BRCA1 ¢ogunlukla basal tip MK ile
iliskilidir.

2.3.3. TPS3

TP53 (p53) kanser olusumunda siklikla mutasyona ugrayan bir gendir. P53, N-
terminal ucunun post-translational modifikasyonuyla (fosforilasyon, ubikinasyon)
aktive ve regiile edilir. Temel biyolojik fonksiyonu gen transkripsiyonunun
modifikasyonudur (14). Yakin zamanda Avrupa kokenli 1794 hastanin en az 10 yillik
takiple degerlendirildigi bir calismada exon 5-8 arasindaki mutasyonlarin duktal ve
mediiller tiimorlii agresif fenotipli hastalarda ( yiiksek grade, biiylik tiimor, nod
pozitifligi ve diislik hormon reseptér durumu) daha yaygin saptandigi analiz
edilmigtir. Ilave olarak MK’ya spesifik oliim riskinin bilinen diger prognostik
faktorlerden (tiimor boyutu, nod durumu, ER/PR reseptor ekspresyonu) bagimsiz
olarak 2.27 kat arttigr da bu calismada Ongoriilmiistiir (15). P53 ekspresyonu ile
kemoterapi rezistansi arasindaki iligkiyi degerlendirmek i¢in yapilan ¢aligmalarin bir
kisminda p53 mutasyonu olan MK’l1i hastalarin hem anti Gstrojen hem de
antrasiklinlerden daha az yararlandigi bildirilmistir. Ancak bu analizler kullanilan
farklt p53 assay metodlar1 ve caligmaya alinan hastalarin cesitliligi (adjuvan,
preoperatif ve metastatik) nedeniyle celigkilidir. P53’iin kanser tedavisi i¢in bir hedef
oldugu acik olmakla birlikte genotip fonksiyonunun kaybi problemli gériinmektedir

(16,17).



2.3.4. HER2

Bir transmembran tirozin kinaz resptorii tarafindan kodlanan ve bir protoonkogen
olan ERBB2; EGFR (ERBB1), ERBB3 (HER3), ve ERBB4’den (HER4) olusan
growth faktor reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptdrlerin ligandlar1 “heregulin”
olarak adlandirilmakta ve ERBB3 ve ERBB4’e baglanarak ERBB2’nin
heterodimerizasyonu indiikleyerek bunu izleyen downstream sinyal iletimini
baslatmaktadirlar. HER2 liganda direkt olarak baglanamaz ve diger biiyiime faktorii

reseptorleriyle heterodimerizasyon saglayarak aktive olur. Bunlarin arasinda HER3

en iyi heterodimerizasyon partneri olarak goriilmektedir (18).

A Licand

HERZ EGFF  HEAZ

HERG

lethered contarmetion Heteradi neriration Hormodimsrization
of EGFR ' HERZ/EGFR and HER2/HEES HERA3/HER2

Sekil 1. HER2 aktivasyonunun sematik gosterimi. HER2 fonksiyonu ic¢in reseptor
dimerizasyonu gerekmektedir. Ligand yoklugunda EGFR, HER3 ve HER4'lin tetramer
konfigiirasyonda oldugu diistiniiliir (18).

HER?2 amplifikasyonu ve/veya asir1 ekspresyonu yeni tanili MK hastalarinda
%20 oraninda saptanmakta ve normal HER2 diizeyli hastalarla karsilastirildiginda
daha agresif klinik gidis ve azalmis sagkalim ile iligskili bulunmaktadir (20).
Amplifikasyon HER2 protein ekspresyonunun asir1 derecede artmasimna ve RAS-
MEK ve AKT adi verilen reseptor tirozin kinaz sinyal yollarinin devamh
uyarilmasimna neden olur. HER2’nin bir onkogen olarak MK’da identifikasyonu
hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelisimine olanak saglamistir. HER2’nin

ekstraseliiler domainine baglanan trastuzumab bir insan monoklonal antikorudur ve



tek ajan olarak kullanildiginda klinik yanit saglamakta, kemoterapi ile kombine
kullanimda sagkalimi uzatmakta ve HER2 asir1 eksprese tlimoérlerde adjuvan
tedavide rekiirrensi yaklasik %50 oraninda azaltmaktadir (21). Yakin zamanda
HER2’ye karst etkili kiiglik bir molekiil olan tirozin kinaz reseptdr inhibitori
lapatinibin metastatik HER2-pozitif MK’l1 hastalarda yarar1 gosterilmistir. Ancak
HER2 pozitif MK’ hastalarin  timii trastuzumab veya lapatinibe yanit
vermemektedir. HER2 pozitif MK’li hastalarda rezistansin patofizyolojisini

anlamaya yonelik caligmalar siirmektedir.

2.3.5. PI3K ve PTEN

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), PIP3 kinaz tarafindan olusturulmus
reseptor tirozin kinaz sinyal yoluna cevap amaciyla olusturulmus lipid yapili bir
ikincil mesaj ileticidir. PIP3, AKT ve diger iliskili sinyal yollarini aktive ederek

proliferasyonu uyarirken apopitozu inhibe eder.

Fral teration
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Rk ik

Sekil 2. HER2 aktivasyonunun yer aldigi PI3K/Akt youlunun isleyisi. PI3K, 85-kDa
regiilator ve 110-kDa  Kkatalitik bir subuniteye sahiptir. PTEN, PI3K/Akt yolunun negatif
regiilatoriidiir ve bir timor supresor olarak fonksiyon gormektedir (22).



MK’nin yaklasik %25’inde PI3K’nin p110 katalitik alt {initesinde onkogenik
aktive mutasyon (PIK3CA) vardir (22). Bu sinyal bir tiimdr supresér gen olan
PTEN’in fosfataz isleyisine engel olmasiyla inaktive olur. PTEN kaybi genetik
instabiliteyle iligkili olup PTEN kayb1 olan primer meme tiimorlii hastalarda artmis
aneuploidi goriiliir (23). Buna ilave olarak PTEN kaybi, trastuzumab ile yapilan anti
HER2 tedavisine yamitin biiylik olasilikla azalmasiyla da iligkilidir (24). Yakin
zamanda yapilan ¢alismalar PIK3CA mutasyonu varligi ile PTEN durumu arasinda
ters orantili bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Ilave olarak HER2-pozitif veya
ER-pozitif tiimorlerde PIK3CA mutasyonu iki kat daha yaygmn goriiliir ki bu
durumda intakt PTEN etkisini ortadan kaldirmak i¢in birden fazla AKT upstream

abrasyonun gerekli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (25).

2.4. Trastuzumab

Trastuzumab HER2'nin ekstraseliiler bolgesine kars1 gelistirilmis bir monoklonal
antikordur. Trastuzumabin etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamigtir. Bir IgG1
olan trastuzumab, Fab ve Fc adi verilen 2 bdlgeye ayrilir. Fab antikorun antijen
baglayan bolgesidir. Fc bolgesi ise immiin hiicreler, trombosit, hepatosit ve
endotelyal hiicrelerdeki Fc reseptorleri icin baglanma bdlgeleri igerir. Fab bolgesi
trastuzumabin farmakodinamik ¢aligmalarinin ¢ogundan sorumludur oysa ki Fc

bolgesi hem farmakodinamik hemde farmakokinetik etkilerle iligkilidir. (19).
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Sekil 3. Trastuzumabin sematik ¢izimi (19).



2.4.1. Trastuzumabin Fab iliskili fonksivonlari

Trastuzumab, HER2'min ekstraseliiler bolgesine yiiksek afiniteyle baglanarak siklin
bagimli kinaz inhibitéri p27 upregiilasyonuyla G1 aresti ile sonuglanacak
sitotostatik bir yanit {iretir (26). Bu yanit 10. kromozom fizerinde yerlesmis PTEN
kayb1 ve fosfataz aktivitesinin artmasiyla bloke olur (24). HER2 asir1 eksprese
hiicre hatlarinin proliferasyonunun devaminda HER2- HER3 birlesmesi kritiktir ve
HER3 ligandin varligma baghdir (27). Ligand varliginda trastuzumab EGFR ve
HER?2 arasindaki etkilesimi bozabilir fakat HER2-HER3 arasindaki etkilesime engel
olmaz (28).

HER2'min proteolitik yikimiyla p95SHER?2 olusur. Trastuzumab HER2’nin
proteolitik yikimina kars1 da bir blokaj olusturur (29). Trastuzumab farkli pro ve anti
angiogenik faktorlerin etkilerini diizenler ve buna ek olarak HER?2 asir1 eksprese
hayvan modellerinde  vaskiilarizasyonun regresyonunu ve  normalizasyonunu

indiikler ve vascular endothelial growth factor (VEGF) iiretimi azalir (30).

2.4.2. Trastuzumabin Fc iliskili fonksivonlari

Cesitli xenograft modellerde trastuzumabin antitiimoral etkinligi i¢in iglevsel bir Fc

reseptoriiniin ve antikor bagimmli seliiler sitotoksisitenin (ADCC) 0Onemi
gosterilmigtir. Trastuzumabin Fc iliskili kompleman aktivasyonunun klinik 6nemi
daha az agiktir. Trastuzumabin, kompleman sabitleme ve HER2 pozitif hiicre hatti
BT474’tin in vitro destriiksiyonuna neden oldugu gosterilmistir (31,32). Musolino
ve ark. trastuzumab ile tedavi edilen hastalarda ADCC kapasitesi ile FcyR
polimorfizmi arasindaki iligkiyi acik olarak gdstermistir (33).

Fc aracili sitotoksisiteden baska Fc pargasinin trastuzumabin serum
diizeyinin siirdiiriilmesinde de 6nemi vardir. Intakt IgG serumda daha stabil ve Fab
fragmentinden daha uzun yar1 6émre sahiptir (19). Petkova ve ark. insan FcRn
Xenograft modeli kullanarak in vivo trastuzumabin ve cesitli trastuzumab Fc
mutantlarinin ~ (pozisyon 253’de izolGsin—alanin yerdegisimi) yar1 Omriini
degerlendirmisler ve orijinal tip trastuzumabla karsilagtinldiginda mutant
antikorlarin  daha kisa yar1 Omre sahip olduguna isaret etmislerdir. Mutant

antikorlarim FcRN’ye baglanmada basarisiz oldugunu da éngérmiislerdir (34).



2.5. Trastuzumaba Diren¢ Mekanizmalari

2.5.1. HER2've trastuzumab baglanmasinin engellenmesi

2.5.1.1. p9SHER2.

Esas olarak HER2 reseptoriin enzimatik yikimla kesilmis formu olan P9SHER?2,
kinaz aktivitesine sahiptir ancak ekstraseliller domain ve trastuzumab baglanma
bolgesi yoktur. Nod pozitif hastalar nod negatif hastalardan daha yiiksek oranda
p9SHER2 eksprese etmektedir (35). Her ne kadar in vitro veriler trastuzumabin
pl185HER2 (full uzunlukta HER2) parcalanmasini ve sonug¢ olarak p95SHER2
iiretimini engelledigini One siirse de retrospektif bir calisma p9SHER2 varlig1 ve
trastuzumab tedavisine klinik rezistans arasindaki iligkiyi aciga c¢ikarmistir. Bu
calismada 46 metastatik MK hastasinin immiinofloresan yontemle p95SHER2 diizeyi
Olclilmiis ve p9SHER2 ekspresyonu olan 9 hastadan sadece biri (%11.1)
trastuzumaba yanitliyken pl85HER2 ekspresyonu olan 37 hastanin 19’unda
(%51.4) trastuzumaba yanit elde edilmistir (36).

Eldeki diger bir veri de ekstraseliiler alana trastuzumab baglanmasidir.
Trastuzumab-ekstraseliiler ~domain kompleksinin  serbest trastuzumabdan
kleransinin daha hizli oldugu farmakokinetik popiilasyon c¢aligmalarinda ve
preklinik modellerde gosterilmistir (37). Trastuzumabin tek ajan olarak HER2
pozitif metastatik ~MK’l1 hastalarda degerlendirildigi  bir faz 2 c¢alismada
ekstraseliiller domain plazma konsantrasyonunun 500 ng/ml’den fazla olmasiyla
daha kisa serum yar1 omiir ve trastuzumab subterapdtik aralii arasinda iligki
oldugu belirtilmistir (38). HER2 ekstraseliiler domain uzun siiredir tedavi yaniti
icin potansiyel prediktif bir faktér olarak degerlendirilmektedir ancak trastuzumab
kullanan metastatik MK’l1 hastalarin degerlendirildigi 4 klinik ¢alismanin toplandigi
bir analiz hem ekstraseliiler domain baseline diizeyi hem de tedaviyi takiben
ekstraseliiler domain diismesinin trastuzumab tedavisinin klinik yarar i¢in diigiik

bir prediktif degere sahip oldugunu aciga ¢ikarmistir (39).
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Sekil 4. HER2'nin enzimatik yikimiyla trastuzumabin HER2'ye baglanmasinin engellenmesi

(19).

2.5.1.2. Mucin4

Epitop maskelenmesi, trastuzumab rezistansinda bir mekanizma olarak
irdelenmistir. MUCIN 4 (MUC-4) uzun ve O-glikozid membran iligkili bir
glikoproteindir ve HER2 reseptdre trastuzumab baglanmasini engelleyebilir (40).
Nagy ve ark. primer olarak trastuzumaba direngli HER2 pozitif JIMT-1 hiicre
serileri kullanilarak olusturulan preklinik modelde MUC-4 varligi ile epitopun
gizlenmesi ve azalan antikor baglanma kapasitesi arasinda bir iliski oldugunu

gozlemlemislerdir (41).

2.5.1.3. CD44/hyaluronan kompleks

CD44, hyaluronan icin bir transmembran resoptoriidiir. Over kanseri hiicrelerinde
hyaluronanin CD44'e baglanmasi RAS ve PI3K igeren sinyal yollarini harekete
gecirit.  CD44/hyaluronan kompleks epitopu gizleyerek HER2 reseptore
trastuzumabin gecisini engelleyebilir ve rezistansa neden olur (42). Palyi-Krekk ve
ark. bir hyaluronan sentez inhibitorii ile tedavi edilen JIMT-1 hiicrelerinde hem in

vivo hem de in vitro olarak anlamli sekilde hyaluronan diizeyinin diistiigiinii ve



bunun HER2’ye trastuzumab baglanmasini arttirdigini ve sonug olarak antitiimoral
etkiyi gostermislerdir (43). Muc 4 normalde epitel hiicre ylizeyinde bulunur ancak
cesitli karsinomlarda overekprese olabilir. Hyaluronan sentezinin inhibe edilmesi
invitro CD44/hyaluronan kompleksini azaltir ve HER2'ye trastuzumab baglanmasin

arttirtr (19).

2.5.2. HER2 downstream sinval volunun up regiilasyonu

2.5.2.1. PTEN

PTEN'nin transkripsiyonel regiilasyonu veya mutasyonuyla gelisen fonksiyon kaybi
cesitli tiimorlerde ve MK vakalarinda %50'ye varan oranda tanimlanmistir (44).
PTEN normalde  PI3K aktivasyonunu inhibe eder. Bu yiizden esas olarak PTEN
kayb1 PI3K/Akt upregiilasyonuna neden olur. Nagata ve ark, PTEN fosfataz
diizeyindeki azalmanin, PI3K/Akt fosforilasyonu ve sinyalindeki artisa ve HER2
overeksprese meme kanseri hiicrelerinde trastuzumab aracili biiyiime
duraklatilmasinin engellenmesine neden olduguna isaret etmiglerdir. PTEN defisitli
HER?2 overeksprese metastatik MK’11 hastalar trastuzumab bazli tedavilere normal

PTEN ekspresyonlu hastalara gére anlamli gekilde daha kotii yanit sergiler (24).

2.5.2.2. PI3K

PI3K mutasyonlar1 PI3K/Akt yolunun aktivasyonuna neden olarak trastuzumab
direncine aracilik eder. PIK3R1 geni PI3K regiilator sublinit p85&’y1 kodlar.
PIK3R1 mutasyonlar1 esas olarak PI3K/Akt yolunun aktivasyonunu indiikleyen
p85 fonksiyonunu etkiler (45). Buna ilave olarak PI3K’nin  pl00& katalitik
subiinitesini kodlayan PIK3CA geni de insan kanserlerinde siklikla mutasyone ve
overeksprese olur (25). Berns ve ark. trastuzumaba diisiikk yanit oranlari olan 55
hastalik bir kohortta, anlamli sekilde diisiik PTEN ekspresyonu ve onkogenik
PIK3CA mutasyon varligini tanimlamiglardir (46).

2.5.2.3. Akt and PDK1 degisiklikleri

Onceden trastuzumaba sensitif olan hiicrelerin trastuzumab igeren ortamda devamli

kiiltiire edilmesiyle elde edilen trastuzumaba direncgli BT474 hiicreleri, parental



BT474  hiicre hatlaniyla  karsilastirildiginda  rezistans  hiicrelerde Akt
fosforilasyonunun ve Akt kinaz aktivitesinin arttigi gozlenmistir (47). MK’l
hastalarin yaklasik %20'sinde PDK1 asir1 ekspresyonu saptanmistir (48). Tseng ve
ark. PDKI1 inhibitorii ve trastuzumabin birlikte kullanimini, trastuzumaba direngli
insulin like growth faktor-1 reseptorii (IGF-IR) asir1 eksprese eden SKBR3
hiicrelerinde degerlendirmisler ve PDK-1 inhibisyonunun trastuzumab direngli

fenotipi tersine ¢evirdigine isaret etmislerdir (49).

2.5.3. Alternatif reseptor yoluyla sinyal iletimi

2.5.3.1. IGF-1R

Hiicre proliferasyonunu stimiile eden diger bir transmembran tirozin kinaz reseptorii
olan IGF-1R’in trastuzumab rezistan hiicre hatlarinda HER2 ile etkileserek
fosforilasyonu indiikledigi saptanmistir. Anti- IGF-IR kullanilan  preklinik
modellerde trastuzumab rezistans hiicrelerdeki sensitivitenin diizeldigi saptanmistir
(50). Lu ve ark. HER2 overekspresyonlu hiicrelerde trastuzumabla indiiklenen
bliylime inhibisyonunun IGF-IR sinyal artisiyla dengelenebilecegini  ve bunun
trastuzumab rezistansina neden olabilecegini gostermislerdir (51). Harris ve ark.
HER?2 agir1 eksprese operabl MK’l1 hastalarda neoadjuvan trastuzumab ve vinorelbin
tedavisinin klinik yararmi ve tedaviye yanitta potansiyel prediktorleri bir klinik
calismada degerlendirmistir. Bu calismada  IGF-IR membran ekspresyonunun
varligiyla diisiik yanit oranlart arasinda iliski saptanmistir. Sonug olarak IGF-IR
ekspresyonlu HER2 agir1 ekspresyonu olan tiimorlerin, biiylik olasilikla trastuzumab

iceren rejimlere direngli oldugu ileri siirilmiistiir (52).

2.5.3.2. P27

Hiicre proliferasyonuyla iligkili bir Cdk inhibitorii olarak p27 distal downstream yol
regiilatoriidiir. Nahta ve ark. HER2 overeksprese trastuzumaba direncli hiicrelerde,
diisiik p27 diizeyi, diisiik p27/Cdk2 komplex ve dolayistyla artmis Cdk2 aktivitesi
ve proliferasyon oranmi gostermislerdir. Transfeksiyon veya bir proteasome
inhibitoriiyle farmakolojik olarak p27 ekspresyonu arttirildigi zaman trastuzumab

sensitivitesi onarilmaktadir (53).



2.5.3.3. EGFR ve HER3
EGFR homodimer, EGFR/HER3 heterodimer ve HER2 eksikligi potansiyel olarak

trastuzumab blokajini asabilir. Buna ragmen HER2 overeksprese MK’da bu dimerler
daha az olasilikla ¢aligtirilir ¢iinkii HER2 heterodimerler bu reseptor ailesinde daha
tercihlidir (54). Yakin zamanda yapilan g¢alismalar kiiltiirde uzun dénem trastuzumab
maruziyeti sonrast hem EGFR hem de HER3 ekspresyon artigini trastuzumab
rezistans mekanizmasi olarak incelemektedir. Ilging olarak trastuzumaba direncli
hiicre hatlarinin kronik trastuzumab maruziyeti anti-EGFR ajanlara sensitiviteyi
indiikler. Ancak EGFR tirozin kinaz inhibitorii gefitinib ile haftalik trastuzumab
kullaniminin giivenilirligi ve etkinligini degerlendiren fazl ve faz2 klinik c¢aligma
sonuglar1, trastuzumabin tek basina kullanilmasiyla karsilastirildiginda kuskuludur
(55). Ote yandan bir EGFR/HER2 tirozin kinaz inhibitdrii olan lapatinib,
trastuzumabla progrese olan hastalarin tedavisinde klinik aktiviteye sahiptir. Fakat bu

etki HER?2 tirozin kinaz inhibisyonuna bagli ger¢eklesmis olabilir (56).

2.5.3.4. c-MET

Hiicre hatlarinda HER?2 ile birlikte siklikla co-eksprese olan c-MET reseptorii Akt
aktivasyonuna destek saglamak yoluyla trastuzumab direncine katkida bulunabilir.
HER2 agir1 eksprese hiicreler c¢-MET reseptor ekpresyonu upregiilasyonu ile
trastuzumaba yanit verirler ve c¢-MET aktivasyonu trastuzumaba karsi hiicreleri
korur. Bu hiicrelerde c¢c-MET fonksiyonunun RNA interference yoluyla kaybi

trastuzumaba yaniti iyilestirir (57).

2.5.3.5. CXCR4, 06B1, ve a6B4 integrinler

Trastuzumaba kars1t kazanilmis direng CXCR4 upregiilasyonu ve niikleer
redistribiisyonu ile iligkilidir. CXCR4 inhibisyonunun tersine ¢evrilmesi in vitro
trastuzumab direncine neden olur. In vitro deneysel galismalar hem a6Bl hem de
a6P4 integrinlerin de novo ve/veya kazanilmis direncgte rolii olduguna isaret

etmektedir (58,59).
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Sekil 5. Alternatif reseptor ve/veya yol ile sinyal iletiminin mekanizmalarina 6rnekler (19).

2.5.4. Tiumor hiicrelerinin vikimi icin immiin aracili mekanizmanin

baslatilmasinda basarisizhik

Genomik bir polimorfizm olarak FcyRIlla'min 158.aminoasitte valin (V) veya
fenilalaninin (F) ekspresyone olan fenotipinin iiretimi  Fcy reseptore IgG1’in
afinitesini anlamlh sekilde etkiler. FcyRIlla V/V alelleri tasiyan immiin efektor
hiicreler trastuzumabin ADCC’sine aracilik eder ve anti-HER2/neu IgG1 varyantlar
F aleli tagiyan hiicrelerden daha iyidir (60). Klinikte FcyRIII 158V/F polimorfizmi in
vitro olarak trastuzumab tedavisi sirasinda olusturulan ADCC cevabiyla ¢atismakta
ve trastuzumabla tedavi edilen vakalarda anlamhi sekilde klinik yanit oranlarini ve
progresyonsuz sagkalimi diisiirmektedir (33). Lazar ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada miihendislik yontemlerle tanimlanan Fc varyantlan ile diizelen FcyR
afinitesi ve spesifitesi ile  in vitro sitotoksisite arttirilmis. Bu afinite artis1 ve
ADCC, FcyRIlla’nin V158 ve F158 formlarinin her ikisiyle de ger¢eklesmis.
Arastirmacilar bu siireci terapotik mAb’lar tasarlamak icin iimit verici olarak
nitelendirmektedir. Ilave olarak trastuzumabm klerans mekanizmasi iyi
tanimlanmamistir. infeksiyon, inflamasyon ve timér cevresiyle iliskili proteazlarin
IgG  molekiillerini boldiigii gosterilmisti. Bu antikor fargmentleri hala ayni
antijenlere baglanabilir. Fakat kompleman ve Fc reseptdr icin baglanma bolgesi

eksikliginden ADCC gibi Fc-aracili fonksiyonlar tetiklenemeyebilir (62).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma kapsamina T.C. Saglik Bakanligi Marmara Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Onkoloji Bilimdali’'nda takip edilen ve doku &rnekleri Patoloji
Anabilimdali tarafindan incelenerek histolojik olarak tanisi konmus, HER2 pozitif
metastatik MK olan ve trastuzumab igeren tedavi alan hastalar dahil edilmistir.
Hastalarin mevcut parafin meme kanseri doku bloklarinda p95-HER2 ekspresyonu
immiinohistokimya (IHC) yontemi kullanilarak bakilmistir. Ayrica tim boyali
kesitler patolog tarafindan histolojik grade, hormon reseptér durumlart ve HER2

sonuglar1 bilinmeden kor olarak incelenmistir.

p95-HER2 ekspresyonu olan ve olmayan gruplar arasinda tani sirasindaki
hastalik evresi, histolojik grade, hormon reseptér durumu, trastuzumaba objektif
yanit, progresyona kadar gecen siire (TTP) ve genel sagkalim farki arastirilmistir.
Genel sagkalim (OS) 2 gruba ayrilarak ayri ayr1 degerlendirilmistir. Buna gore ilk
MK tanisi tarihinden (OS1) igin ve trastuzumab iceren tedavinin baslandigi tarihten
(OS2) icin Oliim veya son izlem tarihine kadar gecen siire hesaplanmistir. TTP
trastuzumab igeren tedavinin baglandigi tarihten hastalik progresyonunun saptandigi
tarihe kadar gecen siire olarak tanmimlanmistir. Trastuzumab bazli tedaviye yanit
modifiye RECIST (response evaluation criteria in solid tumors) kullanilarak her 8-12

hafta arasinda degerlendirildi.

Calisma icin etik kurul basvurusu yapilmis ve 23.02.2012 tarihinde
09.2012.0007 protokol no’su ile Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik

Kurulu tarafindan incelenerek onaylanmaistir.

3.1. istatistiksel incelemeler

[statistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS
(Power Analysis and Sample Size) 2008 Statistical Software (Utah, USA) programi
kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin
(ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran) yanisira niceliksel verilerin

karsilastirilmasinda da Mann Whitney U testi kullamildi. Niteliksel verilerin



karsilastirilmasinda ise Ki-Kare testi; Yates diizeltmeli Ki kare testi ve Fisher’s Exact
test kullanildi. Survi analizlerinde Kaplan Meier Survi analizi ve Log Rank analizi

kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

3.2. immiinohistokimya yéntemi

Formalin fiske dokularda, p95Her2 immiinekspresyonunu gdstermek amaciyla
streptavidin biotin peroksidaz immiinohistokimya boyama yontemi uygulandi. Bu
yontemde, parafine gomiilii dokulardan, pozitif sarjli lamlara 3pm kalinliginda
kesitler alind1 ve 37°C’ de 1 gece deparafinize edildi, ardindan ii¢ ayr1 ksilende beser
dakika bekletilerek deparafinizasyon tamamlandi. Kesitler iki ayr1 %96’lik etanolden
gecirildi ve dokudaki endojen peroksidaz aktivitesi %3’liik hidrojen peroksit
(metanolde) ile baskilandi. Distile su ile yikanan kesitlere, maskelenen antijenleri
aciga ¢ikarmak amactyla, mikrodalga firinda pH 6 sitrat tampon ¢ozeltisi ile antijen
geri kazanim islemi uygulandi. Oda 1sisinda 20 dakika sogutulan lamlar iki ayr
fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikand1 ve non spesifik boyanmay1 engellemek
i¢in dokulara 10 dakikalik protein blokaji (Histostain Bulk Kit, invitrogen LAB-SA
Detection System, UK) yapildi. Blokajin ardindan ayr1 kesitlere 1:1000 diliisyon
oraninda p95 (NBSI (phospho S432) antibody [EPR2470Y], Abcam, USA)
damlatilarak oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda kesitler iki ayr1 PBS
ile yikand1 ve biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-
SA Detection System, UK) 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile yikamanin ardindan
streptavidin peroksidaz (Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-SA Detection System,
UK) damlatilarak 10 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikanan kesitlere 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) kromojeni damlatildi ve 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda
boyanma kontrol edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer Hematoksilen ile zit
boyama yapild1 ve etanolden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilene alinarak uygun
kapama maddesi ile kapatilan dokular 151k mikroskobunda (BX51 Olympos, Japan)
degerlendirildi. P95-HER2 tiimor dokusunda % 10’un iistiinde niikleer boyanma

gostermis ise pozitif kabul edilmistir.



Resim la: p95-Her2 yogun siddette boyanma Resim 1b: p95-Her2 orta siddette boyanma
ornegi (x20) ornegi (x20)

Resim lc: p95-Her2 zayif siddette boyanma Resim 1d: p95-Her2 negatifligi (x20)

ornegi (x20)



4. BULGULAR

Calisma Marmara Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Onkoloji
Klinigi’nde Her2 pozitif metastatik MK tanisi ile trastuzumab uygulanan toplam 38
olgu iizerinde yapilmistir. Olgularin tami tarihindeki yaslari 30 ile 84 arasinda
degismekte olup, ortanca yasin 50 oldugu gozlenmektedir. Olgularin menapoz
durumu, meme operasyonu, tanidaki evreleri, tiimor gradlari ve hormon reseptor

durumu tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimi

n %
e —
Post 24 63,2
Menopoz Durumu
Pre 14 36,8
Evet 25 65,8
Meme Operasyonu
Hayir 13 34,2
1 1 2,6
Grade 2 23 60,5
3 14 36,8
Hormon .
Reseptorii Negatif 24 63,2
Pozitif 14 36,8
1 1 2,6
2 5 13,1
Tam Evresi
3 11 29
4 21 55,3

Olgularin adjuvan KT, adjuvan RT, adjuvan anti hormonal tedavileri,
metastaz yerleri ve metastatik dénemde trastuzumab ile birlikte uygulanan ek

tedavileri tablo 3°de goriilmektedir.



Tablo 3. Tedavilerin, Metastaz Yerlerinin ve Ek Tedavilerin Dagilimi

n (%)
T —

Evet 13 34,2
Adjuvan KT

Hayir 25 65.8

Evet 10 26,3
Adjuvan RT

Hayir 28 73,7
Adjuvan Anti Evet 6 15.8
Hormonal Tedavi Hayir 32 84,2

Kemik/Yumusak Doku 19 50,0
Metastaz Yeri

Visseral Organ 19 50,0

Anti Hormonal Tedavi 6 15,8
Ek Tedavi Kapesitabin 3 7.9

Taksan Bazli Tedavi 29 76,3

Olgularin trastuzumab yanitlar1 incelendiginde; %23,7’sinde (n=9) progresif
hastalik; %50’sinde (n=19) kism1 yanit; %18,4’iinde (n=7) tam yanit alindig1 ve
%7,9’unda da (n=3) stabil hastalik gdzlenmistir.

Trastuzumab Yaniti

Stabil Hastalik
7.9%

Tam Yarit
18,4%

Sekil 6. Trastuzumab Yanit1 Dagilimi



Sagkalim durumlari incelendiginde; olgularin %18,4’1 (n=7) 6lmustiir. Takip
stiresi ortanca 38.6 ay, PFS siiresi ortanca 12.37 ay ve genel sagkalim siiresi de

ortanca 25.13 aydir.

Tablo 4. Sagkalim ve takip siireleri

n %
T —

Ex 7 18,4
Sagkalim

Yastyor 31 81,6

Min-max Ort+SD

Takip Siiresi (ay) (n=38) 7,70-319,57 49,73+52,61
PFS Siire (n=38) 2,80-64,93 16,68+15,30
Genel Sagkalim (n=38) 6,50-70,43 27,86+17,65

p95-HER2 hastalarin  %36,8’inde negatif, %63,2’sinde (n=24) pozitif
bulunmustur. p95-HER2 ile grade ve tani sirasindaki evreler arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 5. p95-HER2’ye gore degerlendirmeler

p95-HER2
Negatif Pozitif
(n=14) (n=24) P
n (%) n (%)
Grade *Grade 2 10 (%71,4) 13 (%54,3) 0,480
*Grade 3 4 (%28,6) 10 (%41,7) 0,646
Evre 2 0 5(%21,7) 0,135
Tam Evresi *Evre 3 5 (%37,5) 6 (%26,1) 0,712
“Evre 4 9 (%64,3) 12 (%52,2) 0,606

Ki-Kare Test  “Yates Test 'Fisher’s Exact Test. Evre 1'de 1 olgu bulundugundan
karsilastirmaya dahil edilmemistir.



Tablo 6. P95’e gore hormon reseptdr ve metastaz yeri degerlendirmesi

p95-HER2
Negatif Pozitif
p
(n=14) (n=24)
n (%) n (%)
T —
Hormon Negatif 11 (%78,6) 13 (%54,2) 0,248
Reseptorii Pozitif 3 (%21,4) 11 (%45,8)
Kemik/Yumugak Doku 7 (%50,0) 12 (%50,0)
Metastaz Yeri 1,000
Visseral 7 (%50,0) 12 (%50,0)
Yates Test

p95-HER2’ye gbre hormon reseptorii ve metastaz yerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 7. p95-HER2’ye gore trastuzumab yanit1 ve sagkalimlar

p95-HER2
Negatif Pozitif
(n=14) (n=24) p
n (%) n (%)
e —
Progresyon 5 (%35,7) 4 (%16,7) 0,245
Kismi Yanit 8 (%57,1) 11 (%45,8) 0,737
Trastuzumab Yaniti
Tam Yanit 1 (%7,1) 6 (25,0) 0,227
Stabil Hastalik 0 (%0,0) 3 (%12,5) 0,283
Ort+SD Ort+SD
(Medyan) (Medyan)
T ———@—§@$§—@§—m—m—@m—S——m§—§—™§—y
b « 47,33+23,88 51,12+64,22
Genel Sagkalim-1 (OS-1) (44,32) (30,37) 0,276
b 17,04£18,51 16,47+13,52
PES (11,16) (12,37) 0,525
b o 30,75420,76 26,18+15,80
Genel Sagkalim-2 (OS-2) (27.66) (24.02) 0,555

Fishers Exact Test "Mann Whitney U Test



p95-HER2’ye gore trastuzumab yanit oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). P95’e¢ ile OS-1 ortalamalan arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). P95’e gore olgularin
PFS ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir
(p>0,05). P95 ile OS-2 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamistir (p>0,05).

4.1. Genel Sagkalim Analizi (OS-1)

Toplam 38 MK olgusunda; 31 olgu yasarken (%81,6); 7 6liim gozlenmistir. Ortalama
sagkalim siiresi 243,704+31,11 aydir.
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Sekil 7. Genel Sagkalim Egrisi



4.2. Sagkalim Analizi (OS-2)

Toplam 38 MK olgusunda; 31 olgu yasarken (%81,6); 7 6liim gozlenmistir. Ortalama

sagkalim siiresi 56,00+4,56 aydir. En son 6liim 59. ayda gorilmistiir.
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Sekil 8. OS-2

Tablo 8. p95-HER2’ye gore OS-1

Sagkalim Ortalama

P93 N Ex  Yasayan o om Sagkalim Siiresi

Pozitif 5 19 %79,2 235,06+45,04

Negatif 2 12 %85,7 81,12+7,61

= B

Kaplan-Meier Analizi

P95 pozitif olgularda; 19 olgunun yasadigi (%79,2); 5 oliimiin goézlendigi;
ortalama sagkalim siiresinin 235,06+45,04 ay oldugu anlasilmaktadir. P95 negatif

olgularda ise; 12 olgunun yasadig1 (%85,7); 2 dliimiin gozlendigi; ortalama sagkalim



stiresinin 81,12+7,61 ay oldugu anlasilmaktadir. p95 durumuna gore sagkalim
oranlar1 Log Rank test ile degerlendirildiginde 10 yillik sag kalim oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p:0.672; p>0.05).
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Sekil 9. p95-HER?2 Durumuna Gore Sagkalim Egrisi

Tablo 9. p95-HER2’ye gére OS-2 analizi

Sagkalhim Ortalama
p95-HER2 N  Ex Yagayan Oram Sagkalim Siiresi
- ——————————————————— |
Pozitif i 5 19 %79,2 49,54+5,99
Negatif 41‘ 2 12 %85,7 49,43+8,01

Kaplan-Meier Analizi

p95-HER2 pozitif olgularda; 19 olgunun yasadigt (%79,2); 5 Oliimiin
gbzlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 49,54+5,99 ay oldugu anlasiimaktadir. P95

negatif olgularda ise; 12 olgunun yasadig1 (%85,7); 2 6liimiin gozlendigi; ortalama



sagkalim stiresinin 49,43+8,01 ay oldugu anlasilmaktadir. P95 durumuna gore
sagkalim oranlar1 Log Rank test ile degerlendirildiginde 5 yillik sag kalim oranlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p:0.738; p>0.05).
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Sekil 10. p95-HER2 Durumuna Goére OS-2 Egrisi
Tablo 10. Progresyona gore Sagkalim Analizi
Sagkalim Ortalama
Progresyon N Ex Yasayan Oram  Sagkalim Siiresi

) 9 3 6 %66,7 82.01£18.73
©) S 4 25 %86,2 261.68+35.48

Kaplan-Meier Analizi

Progresyon goriillen olgularda; 6 olgunun yasadigi (%66,7); 3 Oliimiin
gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 82.01+18.73 ay oldugu anlagilmaktadir.
Progresyon goriilmeyen olgularda ise; 25 olgunun yasadigi (%86,2); 4 olimiin
gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 261.68+35.48 ay oldugu anlasilmaktadir.

Progresyon durumuna goére sagkalim oranlar1 Log Rank test ile degerlendirildiginde



20 yillik sag kalim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.018; p<0.05).
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Sekil 11. Progresyon Durumuna Goére Sagkalim Egrisi
Tablo 11. Progresyona gore OS-2 analizi
Sagkalim Ortalama
Progresyon N Ex Yasayan < -
gresy say Oram Sagkalim Siiresi

) 9 3 6 %66,7 27.83+3,93
©) g 4 25 %86,2 60.15+4.39

Kaplan-Meier Analizi

Progresyon goriillen olgularda; 6 olgunun yasadigi (%66,7); 3 Oliimiin
gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 27.83+£3,93 ay oldugu anlagilmaktadir.
Progresyon goriilmeyen olgularda ise; 25 olgunun yasadigi (%86,2); 4 Oliimiin
gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 60.15+4.39  ay oldugu anlagilmaktadir.

Progresyon durumuna goére sagkalim oranlar1 Log Rank test ile degerlendirildiginde



5 yillik sag kalim oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir

(p:0.010; p<0.05).
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Sekil 12: Progresyon Durumuna Gére OS-2

Tablo 12. Evrelere Gore OS-2 analizi

Sagkalhim Ortalama

Evre N Ex Yagayan Oram Sagkalim Siiresi
Erken ; 4 13 %76,5 50.43+5,79
Ileri ? 3 18 %85,7 59.78+5.59

Kaplan-Meier Analizi

Erken evrede 13 olgunun yasadigi (%76,5); 4 6liimiin gozlendigi; ortalama
sagkalim siiresinin 50.43+5,79 ay oldugu anlasilmaktadir. Ileri evrede ise; 18
olgunun yasadigi (%85,7); 3 Olimiin gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin

59.78+5.59 ay oldugu anlasilmaktadir. Evrelere gore sagkalim oranlari Log Rank test



ile degerlendirildiginde 5 yillik sag kalim oranlari arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulunmamaktadir (p:0.641; p>0.05).
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Sekil 13. Evrelere Gore OS-2 Egrisi

Tablo 13. Trastuzumab Yanitina Gore Sagkalim Analizi

Sagkalim Ortalama

Trastuzumab N Ex Yasayan Oram Sagkalhm Siiresi

Progresyon 9 3 6 66,7 27,3843 91
Kismi Yamt é 3 16 84,2 58,87+5,51
Tam Yanit 7 1 6 85,7 56,92+7,17
Stabil

Hastalik 30 3 100 17,31£12,97

Kaplan-Meier Analizi

Trastuzumab yanit1 progresyon olan 6 olgunun yasadigi (%66,7); 3 6limiin

gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 27,38+3,91 ay oldugu anlasilmaktadir.



Kismi yanitta; 16 olgunun yasadigi (%84,2); 3 6limiin gézlendigi; ortalama sagkalim
stiresinin 58,87+5,51 ay oldugu anlagilmaktadir. Tam yanit alinanlarda ise 3 olgunun
yasadig1 (%85,7); 1 olimiin gozlendigi; ortalama sagkalim siiresinin 56,92+7,17 ay
oldugu anlagilmaktadir. Stabil hastalik saptanan 3 olgunun hi¢birinde mortalite
goriilmemektedir. Trastuzumaba gore progresyon, kismi yanit ve tam yanit
gruplarmin sagkalim oranlar1 Log Rank test ile degerlendirildiginde 5 yillik sag
kalim oranlan arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.046;

p<0.05). Progresyon olgularinda sagkalim orani1 anlaml diizeyde diisiiktiir.
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Sekil 14. Trastuzumab Yanita Gore OS-2 Egrisi



5. TARTISMA VE SONUCLAR

MK diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tipidir ve kadinlarda
kansere bagli olimlerde ilk sirada yer almaktadir. Olgularin biiyiik ¢cogunlugunda
etyoloji bilinmemekle birlikte genetik ve c¢evresel kosullar rol oynamakta ve cesitli
risk faktorleri tanimlanmaktadir. MK’ya spesifik HR ve HER2 reseptoriinii hedef
alan terapdtik ajanlarin kesfi bu hedefleri tasiyan meme kanserli hastalarda tedavi
basarisimi arttirmistir. HER2 amplifikasyonu ve/veya asir1 ekspresyonu yeni tanili
MK hastalarinda %20 oraninda saptanmakta ve normal HER2 diizeyli hastalarla
karsilastirildiginda daha agresif klinik gidis ve azalmig sagkalimla iliskili
bulunmaktadir (20). HER2’nin bir onkogen olarak meme kanserinde identifikasyonu
hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelisimine olanak saglamisti. HER2’nin
ekstraseliiler domainine baglanan Trastuzumab bir insan monoklonal antikorudur ve
tek ajan olarak kullamldiginda klinik yanit saglamakta, kemoterapi ile kombine
kullanimda sagkalimi uzatmakta ve HER2 asir1 eksprese tliimorlerde adjuvan

tedavide rekiirrensi yaklagik %50 oraninda azaltmaktadir (21).

HER?2 ekstraseliiler domaininin proteolitik yikimi antikor bazli tedavilere
direng mekanizmasi olarak ¢alisiilmaktadir. HER2 reseptoriin  NH2-terminalinin
kesilmis formu olan p95-HER2, kinaz aktivitesine sahip olmasina karsin
ekstraseliiler domain ve trastuzumab baglanma bolgesi yoktur. Literatiir verilerine
gore HER2 asir1 eksprese meme tlimorlerinin yaklagik olarak % 25'i reseptoriin bu
formunu eksprese etmektedir (63). p95-HER2 pozitifliginin literatiirle
karsilastirilinca belirgin daha yiiksek bulunmasinda caligmanin
immiinohistokimyasal yontemlerle yapilmasi veya hasta sayisinin azligi rol

oynayabilir.

Trastuzumabin pl185SHER2 (full uzunlukta HER2) pargalanmasini ve sonug
olarak p95SHER?2 iiretimini engelledigi in vitro verilerle one siiriilse de retrospektif
bir ¢caligma p9SHER?2 varlig1 ile trastuzumab tedavisine klinik rezistans arasindaki
iligkiyi a¢iga ¢ikarmistir (29) . Bu ¢aligmada 46 metastatik meme kanserli hastanin
immiinofloresans yontemiyle p9SHER2 diizeyi 6l¢iilmiis ve p9SHER?2 ekspresyonu
olan 9 hastadan sadece biri (%]11.1) trastuzumaba yanithyken pl8SHER2



ekspresyonu olan 37 hastanin 19’unda (%51.4) trastuzumaba yanit elde edilmistir
(36).

p95-HER-2'nin kantitatif yontemlerle direk olarak tespit edildigi baska bir
calismada yiiksek p95-HER?2 diizeyi ile daha kisa progresyonsuz sagkalim ve genel

sagkalim arasinda bir korelasyon oldugu saptanmistir (64).

p9SHER2'nin prognostik éneminin degerlendirildigi bir ¢alismada p9SHER-
2 diizeyinin azalmis sagkalimda 6nemli bir role sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. 5
yillik hastaliksiz sagkalim oranlar1 yiliksek diizeyde p9SHER-2 ekspresyonu olan
vakalarda daha diisik bulunmustur. Primer meme kanserli 483 hastanin
degerlendirildigi bu ¢aligmada hastaliksiz sagkalim i¢in medyan siire yiliksek diizeyde
p9SHER-2 eksprese eden olgularda 32 ay iken diisiik diizeyde ekspresyonu olan
vakalarda 139 ay olarak saptanmistir (63).

Western blot teknigi kullanilarak 337 MK dokusu ve 81 metastatik lenf
nodunun p95-HER2 ve pl85-HER2 diizeylerinin degerlendirildigi bir ¢alismada
nod pozitif hastalarin nod negatif hastalardan daha yiliksek oranda p95-HER2

eksprese etmekte olduguna da isaret edilmistir (35).

MK’da p95-HER2 varligi yakin zamana kadar western blot analizi ile tespit
edilebiliyordu (36). Bu teknikte biiylk miktarda taze tiimor dokusuna ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak klinik 6rneklerden nadiren uygun taze doku elde edilebilmesi
nedeniyle bu yontemin ciddi kisitlamalar1 vardir. Bu sorunu ¢6zmek igin formalinle
fikse parafin dokularda immiinofloresans yontemi ile bir ¢alisma tasarlanmistir.
Burada bu yontemin pozitif prediktif degeri % 100, negatif prediktif degeri % 94

olarak bulunmustur.

Calismamizda p95-HER2, olgularin %36,8’inde negatif ve %63,2’sinde
(n=24) pozitif saptanmistir. p95 ile grade, tan1 sirasindaki evre, hormon reseptorii
durumu ve metastaz yerleri  arasinda istatistiksel olarak anlamh faklilik
bulunmamistir. Ayrica calismamizda p95-HER2 diizeyi ile hastaliksiz sagkalim,
genel sagkalim, trastuzumab yanitlar1 ve PFS arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptanmamigtir. Bu sonucu hasta sayimizin azligina baglayabilecegimiz gibi

yontem olarak IHC’nin kullanilmasinin p95-Her2 saptanmasinda yetersiz oldugu



diistintilebilir. THC’nin p95-Her2 degerlendirilmesinde uygun bir yontem olup
olmadigin1 belirlemek i¢in daha fazla hastanin alindigi caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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