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OZET

Amagc: Invazif meme kanserliolgularda tumor proliferatif aktivitesive mikrodamar yoguniugu seviyelerinin
standart prognostik géstergelerle uyumunu aragtirmak.

Durum degerlendirimesi: Standart géstergelere gore dUistik riskli degerlendiriien olgularda bile dnemii
orandarekirens ve yayiim goriimesi klinik gidis ve prognozda etkili ciger unsurlara dikkati cekmektedir,
Bu nedenle standart gostergelere ek olarak tumaér proliferatif aktivitesi ve metastaz yeteneginin
saptanmasi Uzerinde durdimaktadir.

Yéntem: Cerrahitedaviuygulanan invazifmeme kanserlievre lve evre llA 17 olguda yas, tumér boyutu
ve histolojik grade'i, aksilla nod durumu gibi standart prognostik gostergeler belirlendi. Bu timdorlerin
proliferatif aktivitesi (DNA igeridive S faz fraksiyonu) “flow cytometry” ydntemiyle saptandi. Metastaz
yetenedi gostergesi olarak mikrodamar yogunlugu (angiogenesis) seviyes! bulundu,

Cikanmlar: 12 olguda (%7 1) T, 1umér, 12 olguda (%/ 1) grade 2 ve 3tumérler, 9 olguda (%53) metastatik
(nod pozitif) aksilla bulundu. BUyUk (T)) fimdrlerde angiogenesis seviyeleri anlamli (p<0.05) yUkseki.
Aksilla pozitif olgularda anlamli S faz fraksiyonu (p<0.05) ve angiogenesis (p<0.05) artigl saptand.
Anaploid ttmorlerde belirgin S faz arfigi (p=0.04) bulundu. Aksilla tutulumu olmayan (nod negati)
olgulann %25‘inde yuksek Sfaz, %38'inde anaploidi, %38'inde ylksek angiogenesis seviyeleri gdzlendi.
Sonuglar: Aksilla tutulumu olmayan olgularda snemli oranda ylksek proliferatif akfivite ve metastaz
yetenegi gosteren tumarler bulunabilmektedir. Standart prognoz goéstergelerine gore duglk riskli
degerlendirilen olgularda, prognozuve adjuvan tedaviplaninibeliremede timor DNA igergive sfaz
fraksiyonunun, ayncamikrodamaryogunlugu (angiogenesis) seviyesininsaptanmasinin yararl clabiecedi
dUstindlmektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, aksilla, flow cytometry, DNA icerigi, S faz, anglogenesis
SUMMARY

Observation of significant dissemination and recurrence rate even in breast cancer patients evalu-
ated as low risk according fo standard prognostic markers suggestsinfluence ofotherfactorseffactive
onclinical course and overall prognosis. Therefore itisemphasized importance offumour’s proliferative

activity and metastatic ability in addition to classical parameters. In this study we aimed fo analyze
correlation of tumour’s proliferative activity and microvessel density with standard prognostic markers
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in patients with invasive breast cancer. Classical parameters as age, size and histologic grade of the
tfumour, and axilla nodal status were determined in 17 surgically treated patients with stage | and II1A
invasive breast carcinoma. Proliferative activity (DNA ploidy and S phase fraction) of the tumours was
measured by flow cytometry. Tumour’s microvessel density (angiogenesis) was also determined as a
marker of metastatic ability. We found T, fumoursin 12 (71%), grade 2 and 3 tumours in 12 (71%), and
axilla node positive status in @ (63%) patients. Angiogenesis levels were significantly higher (p<0.05) in
larger (T,) tumours. § phase fraction (p<0.05) and angiogenesis (£<0.05) were significantly increased
inpatients with axillary metastasis (node positive), Higher S phase fractionlevels were found in aneuploid
tfumours. High S phase and angiogenesislevels, and aneuploidy was observedrespectively in 25%, 38%,
and 38% of axillary node negative patfients, Tumours with high proliferative activity and metastatic ability
may exist even in patients with no axillary involvement. Tumour’s DNA ploidy and S phase fraction by
flow cytometry, and tumour’s microvessel density (angiogenesis) are useful markers to evaluate true
risk, overall prognosis, and fo plan adjuvant treatment in patients which was evaluated as low risk

according fo standard prognostic markers,

Keywords: Breast cancer, axilla, flow cyfometry, DNA ploidy, S phase, angiogenesis

Meme kanseri, degisik biiytime hizi ve
metastatik potansiyeli olan malign hiicre kolonlar
iceren heterojen birhastaliktir. Ayni klinikopato-
lojik evredeki hastalararasindaki farkli klinik gidis
timoriin biyolojik ve molekiilerkarakteriniolustu-
ran prognostik parametrelere baglanmistir (1).
Guntimiizde aksilla lenf bezi tutulumu en kabul
goren prognoz belirleyici olup adjuvan tedavi ka-
rarindadaetkilidir. Ancak aksillalenf nodu negatif
hastalardabile 10 yilicinde %30 rekirrens gériilme
riski diger prognoz belirleyicilerinin de nemini
ortaya koymaktadir. Meme kanserli hastalarda
niiks olasiligini belirlemek, yiiksek riskli hastalar-
dakialtgruplari saptayip tedavi protokollerini dii-
zenlemek igin prognostik faktérlerin iyi degerlen-
dirilmesi gerekir. Standart prognostik faktérlerin
yanisira timorin proliferatif aktivitesinin, ayrica
biylime ve metastaz yapabilme yetenegi ile direkt
iliskisi olan mikrodamaryogunlugu (angiogenezis)
degerinin belirlenmesi timoriin biyolojik davrani-
sintortaya koyduguicin onemlidir(2), Diisiik pro-
liferasyon indeksli, DNA icerigi diploid olan me-
mettimarli hastalar, yiiksek proliferasyon indeksli
anaploid timérii olan hastalardan dahaiyi progno-
zasahiptir(3,4,5). Ayricaangiogenetik potansiyeli
viksek olan timérler de metastazlarile beraber
kot klinik seyirgostermektedir. Bunedenleklinik
takipte mikrodamaryogunlugu tesbitinin énemi
tizerinde durulmaktadir (6).

Bucalismada prognoz gostergeleri arasindaki
uyumun arastirilmasi amaglanmistir.Bunedenle
oénemi ispatlanmis bazi standart prognostik
parametreleriletiimor hiicresi proliferatif aktivitesi
(DNA igerigi, S faz fraksiyonu) ve mikrodamar
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yogunlugu (angiogenesis) degerleri karsilastiril-
mistir.

HASTALAR VE YONTEM

Calisma invazif duktal karsinom nedeni ile
modifiye radikal mastektomi ya da genis lokal
eksizyon ve aksilladisseksiyonu yapilan Evrelve
Evre lIA 17 hastada yapildi. Hasta yas, timor
buyuklug, histopatolojik grade (Modifiye Scarff-
Bloom Richardson klasifikasyonu), aksilla lenf
nodudurumubelirlendi. Timérlerin parafin blok-
larindan hazirlanan kesitlerden Vindelov ve ark
(7), Schutte ve ark (8) tarafindan tanimlanan yon-
teme uygun olarak “flow cytometry” (Coulter
Epics XL, Beckman Coulter, Turkive) ile analiz
yapilarak tiimor DNA icerigi ve S faz fraksiyon
degerisaptandi. DNA analizi degerlendirmesinde
MultiCycle (Phoenix FlowSystem, CA) yazilim
programikullanildi. Tiumorler DNA icerigine gore
diploid ve anaploid olarak ayirilds. Sfaz fraksiyonu
icinesikdeger %8 olarak kabul edildi (9). Tumor
angiogenesis seviyesi Weidnerve ark’in (6) yontemi
esasalinarak saptandi. Mikrodamaryogunlugunu
belirlemek amaciyla Ultrastreptavidin Detection
(NeoMarkers Reu 052099 A, USA) sistemi ile
monoklonal CD 34 (Q End/10) antikoru kullanarak
immunchistokimyasal inceleme yapildi. Angio-
genesis degeri buyik biyutmede (200X) 151k mik-
roskobuile saytlarak bulundu. Mikrodamar yogun-
lugundaduyarlik ve 6zgiilliik verilerine gire esik
deger 90 olarak alind:. istatistik analiz “Fisher’s
exacttest” ve Wilcoxon Rank test kullanarak ya-
pildi. P<0.05 anlamh kabul edildi.
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TABLO 1: OLGULARIN PROGHNOSTiK
PARAMETRELERE GORE DAGILIMI

Parametre | Ozelikler |Olgu sayisi (%)
Yas 65 yas alti 11 (59)
65 yas Ustl 6 (41)
Tumor gapl | 0-2 cm (T1) 5 (29)
2-5cm (T2) 12 (71)
Aksilla pozitif 9 (53)
negatif 8 (47)
Histolojik grade 1 5 (29)
2-3 12 (71)
DNA icerigi diploid 8 (47)
anaploid 9 (53)
S faz fraksiyon | disUk (<8) 12 (71)
ylksek (>8) 5 (29)
Angiogenesis |dusuk (<90) 5(29)
yiksek (>9) 12 (71)

SONUCLAR

Olgularin 5 tanesinde (%29) timorcapr 2 cm
(T)vealtindaidi. Tm timarlerin % 711 histolo-
jik grade 2 ve 3, %53l anaploid olarak bulundu
(Tablo 1). lleri yastaki hastalardatimaorlerin cogu
yiiksek Sfaz fraksiyon degerine (p <0.05) sahipti.
Ancaktiimérlerin angiogenesis degerleri ve DNA
icerigi ile hasta yagi arasinda anlamli iliski sap-
tanmadi. Buyuk timorlerde (T,) angiogenesis
degerinde anlamliyiikselis saptanirken (p < 0.05),
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DNA icerigi ve S faz fraksiyon degeri ile timor
boyutu arasindaanlamli iliski bulunmadi (Tablo
2). Timorlerin histopatolojik grade’ine gbre pro-
liferatif gostergeler ve mikrodamar yogunlugu
degerleri ile iliski saptanmadi. Aksilla lenf nodu
pozitifolgulardaanlamh S faz fraksiyon (p < 0.05)
veangiogenesisartigi (p <0.05) saptanirken, DNA
icerigi agisindan istatistik anlamlr fark bulunma-
masina karsin aksilla pozitif olgularda anaploid
timaorler belirgin olarak fazlaydi (Tablo 2).

Tumaorler DNA igerikleri agisindan incelen-
diklerinde anaploidtimérlerde belirgin S faz ylik-
sekligi (p<0.05) bulundu (Tablo 3). Klasik iyi
prognoz gostergelerinin birkisminasahip olmala-
rinaragmen olgularin birbolimunde proliferatif
aktivite ve mikrodamar yogunlugu seviyelerinin
onemlioranlardayiiksek oldugu saptandi. Aksilla
negatif 8 olguda %38, grade 1 timérlu 5 olguda
%80, T, 50lguda %20 oranindayiksek angiogen-
esis degeri bulundu (Tablo 4).

TARTISMA

Meme kanserli hastalarda prognostik faktdrlerin
degerlendirilmesi ozellikle iki klinik durumda
onemlidir: Birincisi distik riskli, prognozu iyi
olup sadece cerrahi tedavinin yeterli oldugu,
sistemik adjuvan tedavinin gerekmedigi hasta
grubunu; ikincisi riski yiiksek, prognozun kot
oldugu sistemik adjuvan tedavi gerektiren hasta
grubunu belirlemektir (2). Bunedenledir ki metas-
taz yapabilme potansiyeli viksek tlimorleri

TABLO 2: YAS, TUMOR CAPI, GRADE VE AKSiLLA DURUMUNA GORE TUMOR DNA iCERIGI,
SFAZ VEANGIOGENES|S DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

Parametre | Ozellik |Olgu| DNA igerigi(anaploid)| S faz |Angiogenesis

Yas 65 Ustll | 6 4(%67) 16.4+11 126.4443
e5altr | 11 5(%45) 4.1+2.6 110.1+45

istatistik anlamsiz p<0.05 anlamsiz

Tamar gap! L 5 3(%60) 8.7%Y 82.2+27
T2 12 6(%50) 8.249 136.6+£38

istatistik anlamsiz anlamsiz p<0.05

Grade 1 5 2(%40) 10.6+£10.8 13525
2-3 12 7(%58) 7.528 114448

istatistik anlamsiz anlamsiz anlamsiz

Aksilla N(+) 9 6(%67) 14.418 143+34
N(-) 8 3(%38) 5.3t7.7 95240

istatistik anlamsiz p<0.05 p<0.05
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TABLO 3: DiPLOID VE ANAPLOID
TUM(‘)RLE_RiN S FAZ FRAKSIYONU VE
ANGIOGENESIS DEGERLERI

DNA igerigi| S faz |Angiogenesis
Diploid (8) | 3.78£2.9 112+42.6

Anaploid (9) [12.5£10.6| 127.7+45.2
istatistik p<0.05 anlamsiz

onceden belirlemek dnem tagimaktadir (9,10).5
faz fraksiyonu yiiksek sistemik olarak tedavi edil-
memis T,N_hastalarin yaklagik %30'undailk beg
yilda uzak metastaz gelistigi goralmiistir (4). Be-
lirli bir boyuttan sonra timarin hizla biyimesi
veyayilim potansiyeli kazanmasi icin yeni damar
gelisimine (neovaskdilarizasyon) gereksinim vardir.
Bu degisim histopatolojik incelemede timoriin
mikrodamar yogunlugu seviyesi ile belirlenmek-
tedir. Bucalismamizdadason yillarda prognostik
gnemi sikca tartigilan timor DNA icerigi, S faz
fraksiyonuve mikrodamaryogunlugunun (angio-
genesis), meme kanseri icin anlamlihg dnceden
kanitlanmis olan standart prognostik parametreler
ile karsilastiriimasi yapilmistir.

Yapilan calismalarda 50 yagsin altinda anaploid
timéri olan hastalarda S faz degerinin daha
yiksek oldugu gortilmiistir (4,11,12). Wengerve
ark (12) 127 bin hastadaki bulgularinda, geng has-
talardaki timérlerde anaploidive S faz fraksiyonu
yiiksekliginin dikkat gekici oldugunu gostermistir
(12). Az sayidakihastaile yaptigimiz calismamizda
bu bulgulara ters olarak ileri yastaki hastalarda
yiiksek S faz fraksiyonu saptadik. Bununen tnem-
linedeni ileri yastakiolgularimizdaki yiiksek ana-
ploidi oranidir. Bati ilkelerinden farkli olarak ol-
gulanimizin cogunundahaileri evrede tanialmasi
ve yiiksek metastatik aksilla oranina bagli olarak
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anaploidininde arttigr duistiniilmektedir. Onceki
calismalardada S faz degerlerinin anaploidi oran-
larina paralel arttigr agikea belirtilmektedir.

Angiogenesisin yas ile iliskisinin incelendigi
cesitli calismalarda yas ile angiogenesis arasinda
istatistiksel iliski saptanamamistir (13,14). Bizim
olgularimizda ki angiogenesis ile yag arasindaki
iliskiye baktigimizdadatimormikrodamaryogun-
lugununyasa gore nemli birdegisim gostermedigi
ortaya¢ikmaktadir.

Timér boyutu ile DNA igerigi ve S faz
fraksiyonu arasindailiski arastirmalarin cogunda
saptanmaz iken bazi calismalarda ise bu iligki
gosterilmistir (2,12,15). Wengerveark (12) meme
kanserli hastalari iceren genis seride buytk
tiimérlerin cogunun anaploid olduklarini ve orta-
lama S fazlannin kiigiik timorlere oranla yiksek
oldugunubulmuslardir. Bulgulanmiza gére olgula-
rmizin¢ogunda T, timdrler olmasinaragmen ti-
mércapile DNAicerigi ve S faz fraksiyonu degeri
arasinda istatistiksel iliski saptamadik. Tumér bii-
yiikltigi ozellikle aksillalenf nod tutulumu olma-
yan hastalarda énemlibir prognostik kriterdir. Tii-
mérii 1 cm’den kiiciik aksillalenfnodu tutulumu
bulunmayan hastalarda 5 yillik stirvi %98 iken, 5
cm’denbiiyliktimorlerde %82 dir (16). Gasparani
ve ark. (17)calismasinda angiogenezisin, timaér
boyutunun, p 53 ekspresyonun ve peritimoral
lenfatik damar invazyonunun, aksillasi negatif
yiiksek riskli hastalarda diger parametrelerden
bagimsiz 6nemli bir prognostik gésterge cldugu
bildirilmistir. Olgularimizda timér capinimn
biiyiimesine paralel angiogenesisdegerininanlamli
artist, timor capi arttikca metastaz yetenegi arti-
sinin objektifbirbulgusu olarak ortaya gikmaktadir.

Aksilla lenf nodu tutulumu bilinen en énemli
klasik prognostik parametre olup adjuvan tedavi
kararinin verilmesinde etkilidir. Cesitli aragtirma-
larda aksilla lenf nodu pozitifligi ile timor DNA
icerigi arasindaki iliski incelenmistir.

TABLO 4: KLASIK iYi PROGNOZ GOSTERGELERINE GORETUMORUN YUKSEK PROLIFERATIK
AKTIVITE VE YUKSEK MiIKRODAMAR YOGUNLUGU

Olg DNA igerigi S faz fraksiyonu| Angiogenesis

u Anaploid Yiiksek (>%8) Yiiksek (>90)
Aksilla negatif 8 3 (%38) 2-(%25) 3 (%38)
Grade 1 5 2 (%40) 0 4 (%80)
Tamér gapi (T1)| 5 3 (%60) 2 (%40) 1(%20)
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Calismamizdasayisal azligabagliistatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte oransal olarak
aksilla pozitifligi ile anaploidi iligkilidir. Wenger
veark.(12) aksillasi negatifhastalarin cogundati-
moriindusik S faziile diploid oldugunu saptamig-
tir. Aksillasi pozitif olgularimizda beklenildigi
gibi anaploidiye paralel yiiksek S faz degeri, ak-
silla metastazli tiimdrlerin yUksek proliferatif ak-
tivitesine isaret etmektedir. Ozgiirogluve ark (14)
dacalismalarindabizim bulgulanimiz gibi yas ile
angiogenesis arasindailigki saptamamalarina rag-
men aksilla pozitifligi ile timor mikrodamar
yogunlugu arasindaki iliskiyi gostermislerdir. Ben-
zer sekilde bulgularimiz da aksilla tutulumuna
paraleltiimérangiogenesis degerinin anlamliola-
rak yiikseldigini gostermektedir. Aksillametastazli
olgularimizdakiyiiksek angiogenesis ve S faz frak-
siyonu, ayrica DNA igerigi bulgulanimiz birlikte
yorumlandigindavardigimizsonug; olgununaksilla
pozitif olmasi tumortn yiksek proliferatif aktivi-
tesi ve yiilksek metastaz yetenegi ile birliktelik
gostermektedir.

Tumorin DNA icerigive Sfaz dlgimleri yakin
uyum gostermektedir. Diploid ve anaploid timér-
leri karsilastirdigimizda, anaploid timarlerdeki
yitksek S faz degerleri bu bulguyu destekle-
mektedir. Bu bulgu anaploid timérlerin yiksek
proliferatif aktivitesini gdstermektedir. Genis seri-
lerdeki sonuclara gére de anaploid timarlerin S
faz fraksiyonlar yiiksektir (12).

Aksillalenfnodu pozitif hastalara zaten adju-
vansistemik tedavi uygulanacagi icin dnemliolan
aksillalenfnodu negatifancak metastaz yapabilme
potansiyeli yiiksek olan timérleri saptamaktir.
Prognostik faktorlerin sag kalim tizerine olan etki-
sininincelendigi calismalardaangiogenesisinuzun
donem sag kalim tizerine etkili birprognostik fak-
toroldugudiisiinilmektedir (12). Angiogenezis,
nod negatif hasta grubunda adjuvan tedavi karari-
ninverilmesinde yénlendirici olabilir. Negatif ak-
silla, diistik grade, T, gibi iyi prognoz gostergelerine
gore olgulanimiz degerlendirildiginde ortalama
%25-40 oramindaki anaploidi ve yiksek S faz
degerlerinod negatif olgulardabile timdriin yiiksek
proliferatif aktiviteye sahip olabilecegine isaret
etmektedir. Aksillasi negatif olgularda timariin
biiyiime hizive biyolojik davranigini, proliferatif
aktivite ve angiogenezis gibi objektif kriterlerle
belirlemek yararli olabilir. Wengerveark (12) me-
mekanserli hastalarda “flow cytometry” yontemiy-
le S faz fraksiyonu saptanmasinin klinik kullanimda
yararl oldugunu ancak rutin kullanimindan énce
standardize edilmesi gereken biryontem oldugu
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tizerindedurmuslardir.

Aksilla negatif olgularda prognozu degerlen-
dirmede ve adjuvan tedaviyi planlamada timaor
proliferatif aktivitesinin (DNA icerigi, Sfaz fraksi-
yonu), biiytime hizi ve metastatik potansiyeli or-
taya koyabildigi igin timor mikrodamaryogunlugu
(angiogenezis) seviyesinin belirlenmesi yararli
gorillmekle birlikte bu konuda tam fikir birligi
olusmadigindan, yenive genisgalismalaraihtiyag
vardir,
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