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OzZET

Amag : Meme kanserinde flov sitometrik DNA indeksi (Di) ve sentez fazi fraksiyonu (SFF) bilesiminin
prognostik degerini arastirmak.

Durum Degerlendirmesi : Meme kanserinde DNA ploidinin prognostik dneminin olmadigi genellikle
kabul edilmektedir. SFF'nun degerli bir prognostik faktér oldugu benimsenmekle birlikte, dnemi
olmadigini belirten ¢alismalar da vardir. Di ve SFF bilesiminin prognostik degerini inceleyen arastirma
sayisi ise azdr,

Yontem : 78 hastanin parafin bloklanndan flov sitometrik inceleme yapildi. Di > olan anéploid grubun
Di ortalamasi (1.72) hesaplandi. Diploid ve andploid olgularn SFF ortalamalar ayn ayrl bulunarak her
ki gruptaki olgular distik ve yuksek SFF gruplarna ayrildi. Hastalan iyi ve kéta prognoza sahip gruplara
ayrrabllecegi varsayimiyla Di ve SFF ile iki bilesim modeli olusturuldu. A modelinde Di=1 ve SFF dusuk
olanlar iyi prognoz grubu, Di > 1 ve SFF yUksek olanlar k&t prognoz grubu kabul edildi. B modelinde
iyi prognoz grubu degismezken kot prognoz grubuna Di >1.72 ve SFF ylksek olanlar alind.
Cikanmiar : Tek degiskenli analizde 2 cm ve daha kaguk timorlerde ve aksilla negatif olgularda
hastaliksiz sagkalim anlamii olarak daha iyi idi; Dive SFF prognostik dneme sahip degildi. A modelinde
gruplar arasinda prognoz farki yokken; B modelinde lyi prognoz grubunda hastaliksiz sagkalim 85.7
ay, kotl prognoz grubunda 42.9 ay idi (p=0.016). Cok degiskenli Cox Regresyon Testi’'nde timaor
bUyUkligt yaninda B modeli de bagimsiz prognostik dneme sahipti (p=0.04).

Sonuglar : Meme kanserinde Di ve SFF'nun tek baslarina kullanidiklarinda prognostik degeri yokken,
bilesimleri badimsiz prognoshk dneme sahiptir ve buna dayanarak hastalar dustk ve yUksek risk
gruplanna ayrilabilir,

Anahtar Kelimeler : Meme karsinomu, DNA indeksi, senfez fazi, hastaliksiz sagkalim
SUMMARY

In order to detect the prognostic value of combination of flow cytometric DNA index (DI) and
synthesis phase fraction (SPF) in breast cancer, cells from archival paraffin embedded tumor tissues
of 78 patients were examined. In the aneuploid group (DI>1) the mean DI was 1.72. The mean SPF
values of both aneuploid and diploid groups were calculated separately and patientsin both groups
were categorized as with low versus high SPF values. Two combination models were formed with DI
and SPF assuming to be able to categorize patientsinto good versus poor prognostic groups. In model
A, patients in good prognostic group were considered with DI=1 and with low SPF values; whereas
patientsin poor prognostic group were regarded with Di> 1 and with high SPF values. In model B, while
the criteria for good prognostic group did not change, patients with DI>1.72 and high SPF values were
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high in the patients with tumors 2 cm and smaller and in axillary node negative tumors, whereas DI
and SPF did not effect the prognosis. In model A there was no prognostic difference between groups,
howeverin model B, disease-free survival was 85.7 months versus 42.9 months (p=0.016) ingood versus
poor prognostic groups respectively. In multivariated Cox regression andlysis besides the tumor size
B model had independent prognostic significance (p=0.04). In conclusion in breast cancer DI and
SPF separately do not have a prognostic value, however their combination has an independent
prognostic importance, and patients can be divided into low and high risk groups according fo this

combination.

Keywords : Breast carcinoma, DNA index, synthesis phase, disease-free survival

Meme kanserinde flov sitometri yontemiyle
belirlenen timariin DNA igerigi ve sentez fazi
fraksiyonunun (SFF) prognostik degeri lizerine
farkli gorisler vardir. DNA igerigi diploid ve
anoploid olarak ikiye ayrilarak incelendiginde,
diploid timérlerde prognozun daha iyi oldugu
bazi calismalarda ileri sirtilmesine kargin (1,
2), bu iki grup arasinda anlamli prognoz farki
olmadigi genel kabul gérmektedir (3). DNA
icerigini diploid ve andploid olarak ikiye ayir-
mak yerine DNA indeksine (Di) gére daha ¢ok
alt gruba ayirmayla daha fazla prognostik bilgi
elde edilecegi belirtilmektedir (4, 5). Tumdriin
proliferasyon kapasitesini gosteren SFF'nun yiik-
sek oldugu hastalarda prognozun kéti oldu-
gunda uzlasilmakla birlikte (4), bazi cals-
malarda da SFF'nun prognostik 6nemi olmadig
vurgulanmaktadir (6,7,8,). DI ve SFF'nun tek
tek kullaniimasi yerine bilesiminin daha fazla
prognostik bilgi sagladigi az sayida aragtirmada
ileri siirilmektedir (5,9).

Calismamizda primer memekanserinde flov
sitometrik Di ve SFF’/nun ayri ayri ve degisik bi-
lesim modellerinin prognostik degeri arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Hastalar

Primer meme kanseri nedeniyle 1987-1990
yillan arasinda ameliyat olup SSK Okmeydani
Egitim Hastanesi Onkoloji Klinigi’'nde izlenen
kadin hastalardan 83'iiniin parafin bloklari elde
edildi. 5 olguda nekroz ve fibrozis dolayisiyla
hiicre saglanamadigindan flov sitometrik ince-
leme yapilamadi. 78 olgu degerlendirmeye
alindi. Hastalardan 67’sine modifiye radikal
mastektomi, 7’sine radikal mastektomi, birine
kadranektomi ve aksiller diseksiyon, birine lam-
pektomi ve aksiller diseksiyon, birine basit
mastektomi, birine lampektomi yapildi. Posto-
peratif dsnemde tiim hastalara klinikopatolojik
ozelliklerine gore sistemik kemoterapi, rad-
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yoterapi ve tamoksifen tek tek ya da bilesimler
seklinde uygulandi. Hastalar ilk yil ti¢ ay, ikinci
yil dért ay, daha sonra alti ay aralarla kontrol
edildiler.

Hastaliksiz sagkalim ameliyat tarihinden ¢a-
lismanin sonlandirildigi Aralik 1996’ya kadar
gecen siire; ilk lokal nuks ya da uzak metastazin
ya da ikinci bir primer kanserin belirlendigi ta-
rihe kadar gecen siire olarak alindi. En az ti¢ yil
izlenen yada en erken alti ay sonra nitks goriilen
olgular calismaya katildi. izlem siiresi niiks go-
rilmeyen 40 ve meme digi ikinci primer kanser
gelisen 3 olguda40-111 aydi (ortalama 76.3 ay).

Prognostik faktdrlerden hastaninameliyatsira-
sindaki yagi, timor buyiikligu, aksiller lenf nodu
durumu ile histolojik tipi dosya kayitlarindan,
histolojik greyt parafin bloklardan yeniden ya-
pilan kesitler incelenerek belirlendi. Ttimor bii-
yiikliigii 61 olguda ameliyat piyesinden, 17 ol-
guda klinik muayene sirasinda élgilen timoriin
en biylik ¢ap! olarak kaydedildi. Aknoller lenf
nodu tutulumu histolojik olarak saptandi. Parafin
bloklardan 5 g kalinliginda yapilan kesitler hema-
toksilen - eozin ile boyands; histolojik tip kayde-
dildikten sonra histolojik greyt Bloom- Richard-
son kriterlerine gore (10) saptand.. Histolojik tip-
lerdosyakayitlaniileayniolup 68 olgudainvaziv
duktal, 3 olguda invaziv lobuler, ikiser olguda
mediillerve miisindz, birer olguda adenoid kistik,
tubiiler ve tasli yiiziik hiicreli karsinom vard.

Flov Sitometrik inceleme

Onceki calismamizda ayrintisiyla anlatildigi
gibi (11) parafinbloklardanalinan 5 u kalinhgin-
daki kesitler hematoksilen - eozin ile boyanarak
timér dokusunu drnekleyen bloklar secildi. Bu
bloklardan alinan 50p kalinhginda iki kesit de-
parafinize ve rehidrate edildikten sonra modifiye
Hedley yontemi ile (12) mekanik ve kimyasal (%
0.5 pepsin, pH=1.5,37°C, 1 saat) yolla parcala-
narak tek hiicre siispansiyonu elde edildi. Bu
stispansiyonlar “DNA Prep” deRNAseile isleme
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Tablo 1. TEK DEGISKENLI ANALIZDE PROGNOSTIK FAKTORLERIN
HASTALIKSIZ SAGKALIM ILE iLiSKILERi

Faktor Toplam olgu Metastaz Ortalama HSS X2 P
goriilen olgu (ay)
Yag
<50 29 12 73.9
0.42 0.515
=50 49 23 71.2
Tumor Buyukluga
<2 ¢m. 16 2 94.7
6.93 0.008
>2 cm. 62 33 66.6
Histolojik greyt
| 8 2 103.4
2.95 0.085
[+ 60 29 66.4
Aksilla
Negatif 26 6 93.2
8.41 0.003
Pozitif 50 28 60.2
SFF
Disiik 37 14 79.2
253 0.112
Yiiksek 33 19 61.9
DNA indeksi
i 32 13 78.6
1.1-1.72 26 10 72.9
2.68 0.261
>1.72 20 12 60.3
HSS : Hastaliksiz sagkalim
SFF : Sentez fazi fraksiyonu

sokulup propidium iodide ile boyandi. Boyal
hicrelerin analizi Epics Profile ll Flow Cytometer
(Coulter, Hialeah, FL) ile yapild.

En az 5000 hicre bulunan olgular deger-
lendirmeye alinarak “multicycle software” ile
incelendi. Di timor hiicre popiilasyonu kanal
sayisi normal insan lenfosit kanal sayisina bél -
nerek bulundu. Di=1 olanlar diploid, >1
olanlar anéploid timdér olarak tanimlandi.
Anéploid grubun Di ortalamasi (1.72) hesap-
landi. Bu ortalamaya gére anéploid grup ikiye
ayrildi:

Di = 1.1-1.72 ve Di>1.72.

SFF GO/G1 pikinin varyasyon katsayisinin
%10’dan disiik oldugu histogramlarda mul-
ticycle programinda Gausian yéntemiyle hesap-
landi. Nekroza bagli debris, agregat miktan fazla,
varyasyon katsayisi %10’dan yiiksek olan
olgularda SFF degerlendirme disi birakildi.
Andploid timdrlerde SFF degeri olarak yalnizca
anoploid pikin sentez fazi alindi. Diploid ve
anoploid gruplarin SFF ortalamalari ayri hesapla-
narak bu ortalamanin {izerinde degerlere sahip
her iki gruptan olgular yiiksek SFF, altinda de-
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gerlere sahip olanlar diigtik SFF gruplarina
ayrildilar.

Di ve SFF bilesimlerinin prognostik 6nemini
arastirabilmek iginiki bilesim modeli tasarland.
Amodelinde Di=1ve SFF dusik olgular diigik
risk grubu, DI > 1 ve SFF yiiksek olanlar yiiksek
risk grubu, diger bilesimler de ara grup olarak
alindi. B modelinde ise birinci grup degis-
mezken yiiksek risk grubuna D> 1.72 ve SFF
yiiksek olanlar alindr.

istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel degerlendirme SPSS bilgisayar
programi kullanilarak yapildi. Prognostik fak-
torler ikili ve ticlii gruplara ayrildi: 50 yagin alti
ve iistil; 2 cm’den kiigiik ve bityiik timérler; iyi
diferansiyetiimorler (greyt), orta ve kotii derece
diferansiye tumérler (greyt Il + 1I); aksilla ne-
gatif ve pozitif; diigiik SFF ve yiiksek SFF; Di1,
181,72, .72 DlveSFF|Iek||n|kopatolonk
parametreler arasindaki iliskilerin degerlen-
dirilmesinde x-kare testi kullanildi. Hastaliksiz
sagkalim Kaplan-Meier yéntemiyle incelend;;
prognostik faktorler ve bilesim modellerinin
istatistiksel anlamliliklan log-rank testi ile
degerlendirildi. Bagimsiz prognostik degeri
belirlemek icin cok degiskenli Cox Regresyon
testi uygulandi. p < 0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.

SONUCLAR

78 hastanin en genci 26, en yashsi 79
yasinda olup yas ortalamasi 51.4 idi.

Di ve SFF ile Klinikopatolojik Faktorler
Arasindaki iligki

78 olgunun 46’sinda Di>1 olup bunlarin
Di ortalamasi 1.72 bulundu. 20 olguda
Di>1.72 idi. Di ile klinikopatolojik faktorler
arasinda anlamli bir iliski yoktu. 8 olguda de-
bris ve agregat nedeniyle SFF hesaplanamad.
Diploid tiimérlerin SFF ortalamasi 14.2,
anoploid tumérlerin 15.2 olup aralarinda
anlamli bir fark yoktu, Diploid grupta 10,
anoploid grupta 23 hastamin SFF yiiksekti.
Yiiksek SFF iyi diferansiye timorlerde %12.5,
orta ve kot diferansiye tiimorlerde %55.5
olup aralarindaki fark anlamli idi (p=0.023).
SFF ile diger faktorler arasinda anlamli bir iligki
yoktu.
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Tek Degiskenli Analizde Prognostik Faktorlerin
Hastaliksiz Sagkalim ile iligkileri

Tablo 1'de goruldigii gibi yas, histolojik
diferansiasyon, Dive SFF ile hastaliksiz sagkalim
arasinda anlamh bir iliski yoktu; 2 cm ve daha
kiigiik timorlerde ve aksilla lenf nodu tutulumu
olmayan olgularda hastaliksiz sagkalim siresi
anlamli olarak daha uzunidi (sirasiyla p=0.008,
p=0.003). °

Tablo 2'de verildigi gibi A modelinde risk
gruplar arasinda hastaliksiz sagkalim farki an-
lamli degildi. B modelinde ise yiiksek risk gru-
bunuolusturdugunuvarsaydigimiz Di>1.72 ve
SFF yiiksek olgularda hastaliksiz sagkalim stiresi
42.9 ay iken diisiik risk grubunda 85.7 ay idi
(p=0.016).

Tablo 2. TEK DEGI§KENLI ANALIZDE DNA

iNDEKSI iLE SFF BILE§IMLERININ
HASTALIKSIZ SAGKALIMLA II.I§KILERI

Model Toplam Metastaz Ortalama
olgu goriilen HSS
olgu (ay)
A Modeli
1. Di=1ve SFF dusik 21 6 857 a
2.Di>1 ve SFF yilksek 23 13 595 b
3. Digerleri 26 14 68
B Modeli
1. Di=1 ve SFF diisiik 21 6 85.7 ¢
2.Di>1.72 ve SFF yiiksek 14 - 10 429 d
3. Digerleri 35 17 69.9

a: A modelinde 1%e kars:1 2, p = 0.083
b: A modelinde 1°e karsi 3, p = 0.095
¢: B modelinde 1’e kars1 2, p = 0.016
d: B modelinde 2’ye karst 3, p = 0.069

SFF : Sentez fazi fraksiyonu
HSS : Hastaliksiz sagkalim
DI : DNA indeksi

Cok Degiskenli Analizde Hastaliksiz Sagkahim
icin Prognostik Faktérlerin Degeri

Cox Regresyon Testi’nde (Tablo 3) prognostik
parametrelerden yalmzca timér buyiklugi
bagimsiz prognostik Gneme sahipti (p= 0.027).
Di ile SFF bilesimlerini Cox analizinde
degerlendirdigimizde timérbiyiikligi bagimsiz
prognostik faktér olma ozelligini korurken A
modeli (Tablo 4) sinira yakin bir anlamlilik
diizeyine sahipti (p=0.061). B modelinin ise
(Tablo 5) bagimsiz.prognostik degeri vardi
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Tablo 3. COK DEGISKENLI ANALIZDE
HASTALIKSIZ SAGKALIM iCIN PROGNOSTIK
FAKTORLERIN BAGIMSIZLIK DUZEYI

Faktor p
Tumér biyiklugi 0.027
Sentez fazi fraksiyonu 0.193
Histolojik greyt 0.245
Aksilla 0.323
Yag 0.332
DNA indeksi 0.487
TARTISMA

Calismamizda kicuk tumorlia ve aksilla
negatif meme kanserli hastalarda hastaliksiz
sagkalim siiresi anlamli olarak uzun bulunurken;
Di ve SFF ile hastaliksiz sagkalim arasinda
anlaml bir iliski gorilmedi. Joensuu ve ark. (5)
Di 1.5'dan yiiksek olan tiimérlerin
prognozunun daha koéti oldugunu
bildirmislerdir. Fernt ve ark. (4) ti-morleri
diploid ve nondiploid olarak ikiye ayir-mak
yerine, Di'ne gore yedi gruba ayirmayla daha
fazla prognostik bilgi saglandigini; ancak ¢ok
degiskenlianalize SFF'nun girmesi duru-munda
her iki tip siniflandirmanin da bagimsiz
prognostik énemi olmadigini belirtmislerdir.
SFF yiikseldikge prognozun kétilestigi genel-
likle kabul edilmekle birlikte (3); bazi arastiricilar
(6,7,8,13) SFF'nun bagimsiz prognostik dege-
rinin bulunmadigini vurgulamaktadirlar.

Tablo 4. COK DEGISKENLI ANALIZDE
HASTALIKSIZ SAGKALIM iCIN A MODELININ
BAGIMSIZLIK DUZEYI

Faktor p

Timor buytklugu 0.025
Histolojik greyt 0.185
Aksilla 0.198
Yas 0.375
A Modeli 0.061

Ploidi ve SFF'nun prognostik ¢nemi hak-
kinda farkli yorumlar bulunmasi nedeniyle daha
giclu parametre elde edilebilir distncesiyle
calismamizda Di ve SFF bilegimlerinin prog-
nostik degerini inceledik. Buamaclaolusturulan
iki bilesim modelinden A modelinde dusiik

Meme Kanserinde Flov Sitometrik DNA

risk grubunu olusturdugunu varsaydigimiz
timorlerde (diploid ve SFF diisiik) sagkalim siiresi,
yiiksek risk grubundan (anoploid ve SFF yiiksek)
daha uzun olmakla birlikte fark anlamli degildi.
Gnant ve ark. (14) ploidi ile SFF bilesimini ince-
lemisler diploid ve SFF diisiik olgularin en iyi
prognoza sahip oldugunu belirlemislerdir.
Daha kotu prognoza sahip olabilecek bir
grup olusturmak amaciyla tasarladigimiz B
modelinde, diisiik risk grubu ayni kalirken yiiksek
risk grubu daraltilarak Di>1.72 ve SFF yiiksek
olan olgular alindi. Birinci grupta hastaliksiz
sagkalimsiiresi 85.7 ay iken yuksekrisk grubunda
anlamli olarak kisa olup 42.9 ay idi. Gerek A ge-
rekse B modelindeara gruplarinsagkalim siireleri
dustik ve yiiksek risk gruplarinin arasinda olup,
bunlarla anlamli bir farkliliklar yoktu.

T/ .0 5.COK DEGISKENLI ANALIZDE
HAS1..LIKSIZ SAGKALIM ICIN B MODELININ
BAGIMSIZLIK DUZEYi

Faktor p
Tamor buyukluga 0.02
Histolojik greyt 0.212
Aksilla 0.293
Yas 0.422
B Modeli 0.04

Kallioniemi ve ark. (9) Di ve SFF bilesiminin
prognostik degerini incelediklerinde diploid ve
sentez fazi dusiik olgularin en iyi, Di>2.2 ve
SFF yiiksek olgularinsa en kétli prognoza sahip
oldugunu ve bu bilesimin bagimsiz prognostik
onemi bulundugunu belirtmislerdir.

Joensuuveark. (5) serilerindeki aksilla negatif
hastalarda diploid olanlar ile birlikte Di < 2.1 ve
SFF diisiik olgularin olusturdugu grubun en iyi
prognozasahip oldugunuve bu bilesimin bagim-
siz prognostik degerinin bulundugunu vurgu-
lamiglardir. Ancak gerek aksilla pozitif hastalarda
gerekse serinintiimiinde bubilesimin prognostik
dnemini saptayamamiglardir.

Sonugolarak memekanserindeflov sitometrik
DNA indeksi ve sentez fazi fraksiyonunun, tek
baslarina kullanildiklarinda prognostik 6nemleri
olmamaklabirlikte, bilesimlerinin bagimsiz prog-
nostik degeri oldugu ve buna dayanarak hasta-
larin diisiik ve yiiksek risk gruplarina ayrilabile-
cegi kanisina vanlmistir.
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