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Birkag yil 6ncesine kadar meme kanserli olgularda aksil-
ler lenf noddillerinin negatif bulunmasi iyi prognoz gosterge-
si olarak kabul edilerek, bu olgulara primer cerrahi uygula-
ma ardindan higbir adjuvan tibbi tedavi 6nerilmemekteydi.
Ancak aksiller tutulumu olmayan hastalardan primer tedavi
sonrasinda on yil slireyle izlenenlerin yaklagik % 25'inde
meme karsinomu rekirrensi gorilmis (1) ve bu konudaki
son galigmalarin biyik bir kismi adjuvan tedavinin gerekli
olabilecegi yiiksek risk grubunu saptamaya ydnelik prog-
nostik belirleyicilerin tamimlanmasini amaglamisgtir.

Hiicre kinetigi konusundaki incelemeler, klasik prognos-
tik belirleyicilere (6rn. tiimérin boyutlar ve nukleer derece-
si) ek olarak énemli veriler saglamaktadir. Timériin proli-
feratif aktivitesi total hicre populasyonu iginde siklustaki
hiicrelerin orani olarak tanimlanmaktadir ve meme Kkarsi-
nomlarini da icermek zere degigik solid timérlerde prog-
nostik Gneme sahiptir. Bu amagla tritiated timidin veya bro-
modeoksiuridin ile isaretleme, flow sitometri ve Ki-67 gibi
monoklonal antikorlar kullanilarak meme kanserlerinde pro-
liferatif fraksiyon saptanmaya galigiimaktadir. Proliferatif ak-
tivitenin bu yeni belirleyicileri prognoz ile belirgin iligki gés-
termektedir, ancak adjuvan sagaltim igin tek baslarina karar
verdirici faktdrler olarak uygulamaya girebilmeleri igin sensi-
tiviteleri ve rekirrens icgin belirleyici rolleri hentiz sinirhidir ve
prognozu belirlemede bugiin igin multifaktoriyel analizler
daha gtivenilir gérinmektedir.

NORMAL HUCRE SIKLUSU

Tanim olarak hiicre siklusu siirekli olarak béliinen bir
hiicrede ardigik iki mitoz arasindaki siireci kapsar ve dort
fazdan olugur: Aktif siklusun ilk fazi G1 (gap 1)'de diploid
DNA igerigi (2N) vardir. G1 ardindan DNA'nin aktif olarak
sentez edildigi S (sentez) fazi gelir ve bu fazdaki hiicrelerin
DNA igerigi 2N-4N arasindadir. DNA sentezinin tamamlan-
masindan sonraki faz G2 (gap 2) fazidir ve mitozun (M fazi)
baslangicina dek siirer. G2/M fazindaki hiicrelerin DNA ice-
rigi 4N'dir. Inaktif faz GO'dur ve bu fazdan sonra terminal
differansiasyon ve hiicre 6limi s6z konusudur.

MITOZ SAYIMI:

Morfolojik olarak hiicre proliferasyonunun tayininde ge-
leneksel ve uygulamasi en pratik yontem mitoz sayimidir,
ancak proliferasyon tayini i¢in kullanilan yeni
yontemler kadar hassas sonuglar vermemek-
tedir. Mitoz sayimi ile élgilebilen periyod (M
fazi) proliferasyondaki hicre popilasyonu-
nun ¢ok kisa bir donemini kapsar ve az sayi-
daki hiicre grubunu yansitir. Bu dlgimiin standardize edile-
meyisi ve givenilirliginin sinirh olmasina neden olan faktér-
ler su sekilde 6zetlenebilir (2):

A- Yontem farkliliklari:

1- Mikroskop objektiflerinin markalarina gére farkh
biydtmelere sahip olmasi sonucunda sdzkonusu
bilyik blyitme alanlarinin boyutlarindaki farklar
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2- Mitotik oranin taniminin:
a- belli sayidaki biyiik buyitme alanindaki mitoz
sayisi,
b- milimetrekaredeki mitoz sayisi ya da
c- sayilan tima&r hicrelerinin mitozda olanlarimin
orani (mitotik indeks) seklinde degisken olmasi
yéntemin standardizasyonunu engellemektedir.

B- Yorum ve teknik farklar: Mitotik hicrelerin dogru ta-
ninmasinda gézlemcinin deneyimi, kesitin kalinhigi vb. tek-
nik farkliliklar, dokunun fiksasyonunda gecikme, birgok rast-
gele segilen alan/mitotik olarak en aktif alanin sayimda segi-
mi ve érneklenen timdor alanlarinin heterojenitesi gibi faktér-
ler farkli sonuglar alnmasina’'neden olmaktadir.

Yéntemin subjektifligi nedeniyle giivenilirliginin sorgulan-
masina karsin, yine de mitoz sayimi birgok morfolojik ince-
lemede proliferasyon 6élgiimu icin rutin olarak kullanilmakta
ve meme karsinomlarini da igeren bazi timdrlerin derece-
lendirme sistemlerinin 6nemli bir komponentini olusturmak-
tadir. Mitotik aktivite diisiik ve yliksek riskli meme timérleri-
nin aynminda yardimeidir, mitotik aktivitesi yiksek olan me-
me timorli olgular yiiksek risk grubuna girmektedir (3).

TIMIDINLE ISARETLEME:

Tritiated timidin (3H-TdR) isaretlemesi ydonteminde, rad-
yoaktif olarak isaretlenen bu DNA prekirsorinin hicreye
girmesi, prolifere olan hiicrelerin direkt morfolojik degerlen-
dirmesini saglar. Aktif S-fazindaki hiicrelerdeki DNA sente-
zinin direkt olarak élgimi ile sinirh oldugu igin sadece mor-
folojiye dayanan mitoz sayimi ve Ki-67 ve PCNA gibi proli-
ferasyonunun daha genis morfolojik degerlendirmesini sag-
layan yontemlerden farkhdir.

Sadece aktif olarak proliferasyon gésteren hticreler 3H-
TdR'yi alabilirler, bu nedenle incelenen hiicrelerin canl ol-
masi gerekmektedir. Alinan doku taze olarak 3H-TdR ile 1-
2 saat inkiibe edilir ve daha sonra rutin olarak takip edilir.
3H-TdR tutulumunu arttirmak igin, hiperbarik ortamda inkii-
basyon ve 5-florouridin veya 2-deoksi-5-florouridin uygula-
masi ile timidilat sentetazin bloke edilerek intraselliler timi-
din trifosfat konsantrasyonunun azaltiimasi gereklidir (2).
Aksi takdirde timidin trifosfat timidin kinazi inhibe eder. Ke-
sitlerin otoradyogramlari bir haftalik inkiibasyon sonucunda
hazir olur.

Timidinle i§areueme indeksi= Toplam DOZitlf timor hiicresi sayisi x 100

Sayilan toplam tiimér hiicresi sayisi

Meme karsinomlarinda timidin igaretleme indeksi ile pro-
liferatif aktiviteyi inceleyen bazi arastiricilar, timidin isaretle-
me indeksinin hem relaps, hem de hastaliktan élimun belir-
lenmesinde énemli bir gésterge oldugunu 6ne strmiglerdir
(4-6). Tubiana ve ark. (5)'nin 96'sinda tani amagh aksiller
disseksiyon yapilan 128 olguyu kapsayan galigsmalarinda
10 yillik takip sonucunda, yiksek isaretleme indeksi goste-
ren olgularin % 62'sinde, diisik indeksli olgularin % 25'inde
relaps gorilmistir. Aragtiricilarin galismasinda timidin isa-
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retleme indeksi lenf nodili tutulumu ile korelasyon gdster-
memis, klinik ve patolojik evrelemeden bagimsiz bir prog-
nostik faktér olarak degerlendiriimistir. Meyer ve ark. (4),
186 olguluk caligsmalarinda yaklasik iki yillik takip sonucun-
da aksiller lenf nodill tutulumu, timidin isaretleme indeksi
ve nikleer derecenin relapsiz survivi bagimsiz olarak etkile-
digini, timidin isaretleme indeksinin timdrin histolojik &zel-
likleri ile belirgin korelasyon gésterdigini, ancak timér bii-
yUkligad, pozitif aksiller lenf nodili sayisi ile korelasyon
géstermedigini vurgulamiglardir. Silvestrini ve ark. (6) timi-
din igaretleme indeksi, timér boyutu ve lenf nodili tutulu-
mu arasinda belirgin bir korelasyon bulamamisg, timidin isa-
retleme indeksinin lenf nodilleri negatif olan hastalarda ol-
dukga belirgin bir prognostik faktér oldugunu gézlemislerdir.
McDivitt ve ark. (7) tmér boyutu, timérin dstrojen reseptd-
ri durumu ve histolojik derecesinden bagimsiz olarak timi-
din igaretleme indeksi ile uzun siireli hastaliksiz surviv ara-
sinda korelasyon saptamiglardir. Bu galismalarin 1siginda
timidin isaretleme indeksi meme tiimérlerinde klinik ve pato-
lojik evrelemeden bagimsiz 6nemli bir prognostik belirleyici
olarak degerlendirilmektedir. _

Morfolojik mitoz degerlendirmesinde oldugu gibi, bu me-
todda da pozitif hiicrelerin degerlendiriimesinde gézlemciler
arasi farklilik, degerlendirilen hiicre sayisi, proliferatif aktivi-
te agisindan timérin heterojenitesi ve yanhs érnekleme gi-
bi hatali sonuglara neden olabilecek subjektif farkliliklar var-
dir. Yontemin teknik dezavantajlari ise uzun inkilbasyon si-
resi nedeniyle sonuglarin ge¢ alinmasi, zaman alan hiicre
sayimlari, sadece taze dokuda c¢alisilabilmesi ve gorintile-
mede otoradyografinin gerekliligi nedeniyle radyoizotop kul-
lammi geklindedir (2).

BROMODEOKSIURIDIN ILE ISARETLEME:

Timidin analogu olan 5-bromodeoksiuridin (BrdU) ile tri-
ated timidin incelemesindeki bazi teknik gereksinimler ben-
zerdir. Ideal sonuglar igin hiperbarik ortamda inkiibasyon
gereklidir ve timidilat sentetaz blokaiji ile tutulum arttirlabilir.
Ancak BrdU incelemesinde radyoizotop ile ¢alismak veya
otoradyografi gerekmemektedir. 1982'de Gratzner, 5-
BrdU'ya spesifik monoklonal antikorlan gelistirmistir (8). Ta-
mériin sentetik olarak aktif olan hiicre populasyonu (S-fazi)
BrdU'yu tutar ve immiinohistokimya, imminofloresan veya
flow sitometrik yéntemler ile gérintiilenebilir. Timidin isaret-
lemesi ve BrdU sonuglarini karsilagtiran ¢alismalarda ben-
zer sonuglar alinmistir (2). Inkiibasyon sirasindaki BrdU
konsantrasyonu, indeksi ve isaretlemenin kalitesini belirle-
mede ¢ok 6nemlidir. BrdU igaretlemesinde tritium gibi yari
oémril uzun bir radyoaktif maddenin kullaniminin gerekme-
mesi klinik laboratuvarlarda daha kolay uygulanmasini sag-
lamaktadir. Bunun diginda BrdU isaretlemesindeki teknik
dezavantajlar timidin isaretlemesine benzer, ancak immi-
novisualizasyon veya flow sitometrideki kalitatif degiskenler
ek tartigmalari olusturur.

Galglia ve ark. (9) tarafindan 376 meme timériinde ya-
pilan son bir galigmada BrdU skoru ile hastaliksiz surviv
arasinda belirgin iligki saptanmig, ortalamanin altinda BrdU
skoruna sahip olgularda, ortalamanin Gzerinde degerlere
sahip olgulara kiyasla, hastaliksiz surviv nodal durumdan
bagimsiz olarak daha uzun bulunmustur. Ancak ¢ok degis-
kenli analizle bu belirginlik ortadan kalkmis, Ki-87 skoru
prognozla daha anlamli bir korelasyon géstermistir.

_ARJIROFILIK NUKLEOLER ORGANIZE EDICI
BOLGELERIN (AgNOR) GORUNTULENMESI:

Nukleolus,” hiicre proliferasyonu ve protein sentezinin
kontroliinde yasamsal bir rol oynamaktadir. Hizla béliinen
hiicreler ve yuksek metabolik aktiviteye sahip hicreler belir-
gin nukleoller gdsterirler. Nukleoller organize edici bélgeler
(NOR), nukleoller ile yakin iliski gdsteren DNA segmentleri-
dir, ribozomal RNA'y1 kodlayan genleri igerirler ve hiicrenin
protein sentezinin dizenlenmesinde katkida bulunurlar.
NORlar arjirofilik proteinlerle yakin iliskidedir ve sitogenetik-
cilerin uzun zamandir kullandid bir gimiis boyama teknigi-
nin yeni bir modifikasyonu NOR'larin klasik histolojik kesit-
lerde gérintilenebilmesini saglamis ve AgNOR'lar olarak
tanimlanmasina neden olmustur (10). Sitogenetikgiler Ag-
NOR'larin 13, 14, 15, 21 ve 22 nolu kromozomlarin kisa
kollarinda lokalize oldugunu bulmuslardir.

Genellikle malign hiicreler benign olanlardan belirgin
olarak daha fazla sayida AgNOR igermektedir, ancak bazi
borderline malign ve benign lezyonlar arasindaki AQNOR
degeri farkhiliklan tanisal agidan yardimer olamamaktadir.
Smith ve Crocker (11) benign ve malign meme lezyonlari
arasinda ortalama sayimlarda belirgin bir farklilik gézlemis-
lerdir. Ancak galigmalarindaki iki in situ lobiiler karsinom ile
bes intraduktal karsinomun AgNOR sayimlari infiltratif karsi-
nomlara benzer sonug vermis ve epitelyozis ile adenoziste-
ki degerlerden belirgin farkhlik géstermistir. Ayrica diger be-
nign lezyonlara kiyasla arastiricilar epitelyoziste daha yiik-
sek sayimlar elde etmiglerdir. Di Stefano ve ark. (12), orta-
lama AgNOR sayisi ile histolojik derece arasinda korelas-
yon saptamamig, mitotik indeks ile ise istatistiki olarak gok
belirgin olmayan bir korelasyon bulmuglardir.

NOR'larin histolojik kesitlerde gorintilenmesini sagla-
yan gimusleme tekniginin bazi sinirlamalari vardir. En be-
lirgin problemler, sayimlarin gok fazla zaman almasi, kesit
kalinhgindaki farkliliklar ve tesbit yontemlerindeki degisiklik-
lerin sayimlara olan etkisi ile gbzlemciler arasi farkh deger-
lendirmelerdir. Bu faktérler AQNOR sayiminin da subjektif
bir degerlendirme ydntemi olmasina ve sonuglardaki giive-
nilirliginin tartisiimasina neden olmaktadir.

IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER

immiinohistokimyasal yéntemlerle hiicre proliferasyonu-
nu degerlendiren mevcut antikorlar hiicre siklusunun ayni
komponentini élgmezler. Hiicre proliferasyonuna iligkin pro-
teinlere kargi geligtiriimig olan bu antikorlan kullanan immii-
nohistokimyasal c¢alismalar hiicre proliferasyonunun hizi
hakkinda bilgi vermez, sadece hiicre proliferasyonunun sta-
tik durumu degerlendirebilirler.

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA)

PCNA mol, agirh@ 36-kd olan nonhiston nukleer prote-
indir. DNA polimeraz deltanin bir yardimci faktéri olarak is-
lev goriir. PCNA, Miyachi ve ark. (13) tarafindan SLE'li has-
talarin serumlarinda otoantikorlar kullanilarak bulunmustur.
Proliferasyondaki ve istirahatteki hiicre poptilasyonlarinin
proteinlerinin iki boyutlu jel elektroforezlerini kargilagtinr-
ken, Bravo ve Celis (14), 36-kd'luk bir proteini "cyclin” ola-
rak tanimlamislar ve bu proteinin PCNA ile ayni oldugu an-
lagiimistir. Mitozun baslangicinda rolii olan 56-kd'luk bir
proteine de aymi ad verildigi igin PCNA ad tercih edilmekte-
dir. ;



MEME KANSERLERINDE DNA VE PHQ_L_iFERAﬂF INDEKS

PCNA stabil hiicre siklusu ile diizenlenen bir niikleer
proteindir ve hiicre siklusu sirasinda farkl fazlarda farkh
miktarlarda salinir. Sentez hizi hiicrelerin proliferasyon hizi
ile direkt korelasyon gosterir. PCNA dizeyleri G1 ortasinda
hizla artar ve erken S fazinda yiikselmesi devam eder. S
fazi boyunca yiiksek kalir ve G2 fazi sirasinda plato yapar,
G2/M'den G1'e dogru azalma gdsterir. Mitozdaki hiicrelerin
PCNA dizeyleri azalmigtir, erken G1'deki diizeylere ben-
zer. Ancak PCNA'nin yari émrii 20 saat gibi oldukga uzun
bir sire oldugu igin, baz hiicre dizilerinde proliferatif hizin
daha yiiksek belirlenmesine neden olabilir, ¢iinkl hiicre sik-
lusunu heniz terk etmis olan hiicrelerde de rezidiel olan
degradasyona ugramamis PCNA proteini bulunabilir (2).

Farkl antijenik determinantlara sahip degisik PCNA an-
tikorlan tanimlanmis ve bunlarin S fazi spesifikligi agisin-
dan farkliliklar gériilmistiir. Bunlardan birgok malignitede
prognostik degeri gdsterilmis olan, rutin formalin tesbitli, pa-
rafine gémili dokularda g¢alisilabilen PC10 meme karsi-
nomlarinda prognozun diger belirleyicileri ve flow sitometrik
proliferatif aktivite sonuclari ile korelasyon géstermemistir
(15, 16). Leonardi ve ark. (15)'nin ¢alismasinda PC10 ile
saptanan PCNA indeksi Ki-67, mitoz sayimi, derece, timér
boyutu, lenf nodili metastazi, reseptér icerigi ve p53 abe-
ran gen ekspresyonu ile karsilastirimis ve bu parametrele-
rin higbiriyle korelasyon bulunamamistir. Bianchi ve ark.
(17)lannin 173 lenf nodiili-negatif meme karsinomundaki
calismasinda ise, PC10 ile saptanan PCNA derecesi ile
nukleer derece arsinda korelasyon goriilmis, tek degiskenli
analizde 5 yillik relapssiz surviv orani ve toplam surviv ile
belirgin iligki gordlirken, cokdegiskenli analizlerde PCNA
derecesi ile prognoz arasindaki iliski diisiik derecede bulun-
mustur.

PC10 antikoru ile elde edilen yukarnidaki sonuglar, 19A2
antikoru ile frozen kesitlerde yapilan ¢alismalarin sonugla-
riyla farklidir. 19A2 ile saptanan PCNA pozitifligi, timidin
isaretleme indeksi, Ki-67 immiinboyamasi ve flow sitometri
ile belirlenen S fazi fraksiyonu ile niikleer derece arasinda
korelasyon saptanmistir (18,19). Battersby ve ark. (18)
19A2 boyanma skoru ile histolojik derece ve dstrojen resep-
tér durumu arasinda belirgin iliski bulmuslardir, ancak bu iki
parametre de proliferatif aktiviteden ziyade, differansiasyo-
nu belirlemektedir.

PCNA immninreaktivitesi fiksasyon siiresine ¢ok duyar-
lidir ve fiksasyon silresindeki degisiklikler timorlerin gergek
PCNA profillerini degistirebilir. PCNA'nin komplex yapisi ve
uzun yari émri hicre siklusunu terk etmis hicrelerde im-
minohistokimyasal yéntemlerle gosteriimesini saglamakla
birlikte, aragtirma sonuglarindaki farkliliklara da neden ola-
bilmektedir. Ayrica PCNA sadece hiicre proliferasyonunda
degil, DNA tamirinde de rol oynamaktadir ve PCNA'nin hiic-
resel proliferasyon olmaksizin biiylime faktérleri ile de orta-
ya gikarlabilecegi gosterilmistir (15).

Ki-67

Fare monoklonal antikoru olan Ki-67 Gerdes ve ark.
(20) tarafindan 1983'de tanimlanmistir. Ki-67 insan L428
Hodgkin hastalidi hiicre dizisine karsi gelistirilmistir ve hiic-
re proliferasyonuna iligkin bir nukleer proteininin heniiz ta-
nimlanmamig antijenik epitopunu gosterir. Son morfolojik
calismalar antijenin niikleer matriksin bir komponenti oldu-
gunu digiindirmistir. Lokalizasyonu degiskendir: interfaz-
da nukleolus iginde, profazda nukleoplazmada, metafazda
herbir kromozom ile iligkili, telofazda nukleusa noktalar tar-
zinda dagiimis olarak gorilir. G1 fazinin ortasinda gériil-

meye baglar ve hiicre proliferasyonunun devaminda tim
siklus boyunca (G1, S, G2 ve M fazlarinda) mevcuttur (20).
Siklusa katilmayan GO ve erken G1 faz hiicreleri reaksiyon
vermez, dolayisiyla Ki-67 imminboyamasi timér biyime
fraksiyonunun él¢cimind saglar.

Gerdes ve ark. (21)'lanimin 1986'daki bu konudaki ilk ¢a-
igmalarinin ardindan, birgok aragtinici benign ve malign
meme lezyonlarinda histolojik parametreler -ile Ki-67 im-
miinreaktivitesi arasindaki iligkiyi arastirmis ve genellikle
belirgin korelasyonlar saptamiglardir. Ancak Ki-67 boyama-
si yakin zamana kadar sadece frozen kesitlerde yapilabildi-
gi igin bunlarin gok azinda klinik takip sonuglari verilebilmis-
tir. Bouzubar ve ark.f22)nin 136 olguluk 30 ay izlenen me-
me karsinomu serilerinde yaptiklari arastirma sonucunda
yazarlar, timér hiicrelerinin % 20'si veya daha fazlasinda
Ki-67 poazitifliginin, erken rekirrens gdstergesi olarak klinik
gidiste belirleyici oldugunu ve histolojik parametrelerle de
belirgin korelasyon gosterdigini vurgulamiglardir.

Marchetti ve ark. (23) tiim histolojik tipler iginde en yiik-
sek Ki-67 degerlerini mediller karsinomlarda saptamiglar,
duktal karsinomlara gére lobiiler ve tubuler karsinomlarda
daha diisik Ki-67 degerleri bulmusglardir. Yazarlar ayrica
disik Ki-67 degerleri ile yiksek strojen reseptdr igerigi
arasinda da bir iligki saptamiglardir.

Sahin ve ark. (24)'larinin 42 lenf nodili negatif meme
karsinomu olgusunu kapsayan g¢alismalarinda, Ki-67 bo-
yanmasi ile 5 yililk hastaliksiz surviv arasinda belirgin kore-
lasyon goriilmius, daha yiiksek oranda boyanma gosteren
olgularda daha kisa surviv izlenmigtir. Arastinicilarin hasta-
liktan dlen olgularinin timinde incelenen timér hicreleri-
nin en az % 15'inde Ki-67 pozitif bulunmustur. Ki-67 boyan-
masi ile nikleer derece arasinda da pozitif korelasyon go-
rilmis, mitotik aktivite ve dstrojen reseptdr igerigi ile iligki
saptanmamistir. Yapilan flow sitometrik inceleme sonuglari-
nin karsilastinimasinda ise yiksek S fazi degerleri gdste-
ren timérlerde Ki-67 pozitifligi daha yiksek oranda saptan-
mig, ancak bu sonug istatistiki agidan anlaml diizeylere
ulasmamustir. Yazarlar (24), diigiik S fazi degerlerine sahip
timdrlere kiyasla yiiksek S fazi gdsterenlerde Ki-67 ile S
fazi arasinda daha belirgin korelasyon oldugunu, disik S
fazi degerlerine sahip (6rn. yavas biiyliyen) timérlerde G1
fazindaki hiicreler siklustaki hicrelerin-belirgin bir kismini
olusturabilecegi i¢in bu hiicrelerin Ki-67 ile gériintilenirken,
flow sitometri ile saptanamayacagini vurgulamiglardir.

Isola ve ark. (25) flow sitometri ile elde edilen timé&r pro-
liferatif aktivite degerleri ile andploid DNA igerigi gésteren
timérlerin Ki-67 immin boyamasinin sonuglarinin belirgin
kurelasyon gdsterdigini, andploid timarlerin S fazi degerle-
rinin diploid timorlere gére daha yiiksek oldugunu bildirmis-
lerdir. Yiksek Ki-67 pozitifligi ile mitoz sayisi ve histolojik
derece ile iligkili bulunmusg, nukleer pleomorfizm, tubul olu-
sumu ve lenf nodil durumu ile korelasyon saptanmamistir.

Ancak meme karsinomlarinda Ki-67 boyamasini arasti-
ran galismalarda hem Ki-67 pozitivitesinin insidensi, hem
de boyanan hiicrelerin ylizdesi ¢ok degiskendir. Barnard ve
ark. (26), Ki-67 boyanmasini olgularinin timiinde (60 olgu)
izlerken, Walker ve Campleton (27)95 olguluk serilerinin %
18'inde hi¢ boyanma gdzlememigler, % 26'sinda ise sadece
sitoplazmik reaktivte saptamiglardir. Ki-67 boyamasinin de-
gerlendiriimesi igin standart metodlarin geligtirilmesi (6rn.
sayim alanlarinin segimi, sayilacak hiicre sayisi vb.) ve se-
mikantitatif degerlendirme yéntemlerinin ya da gérinti ana-
liz sistemlerinin uygulamaya sokulmasi aragtirma sonuglari-
nin daha glvenilir olmasim saglayacaktir. Genig serilerde,
uzun sdreli takip ve daha objektif degerlendirme yéntemleri
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uygulanarak Ki-67 boyanmasi ile diger klinikopatolojik para-
metrelerin cok degiskenli analizleri Ki-67'nin prognostik ola-
rak belirleyici roliinii daha iyi aydinlatacaktir.

FLOW SITOMETRI (FSM):

Flow sitometrik DNA analizi primer olarak prognozun
belirlenmesi igin kullanilan hizli, objektif ve glvenilir bir yon-
temdir. FSM incelemesiyle en sik olarak aragtirilan prog-
nostik 6neme sahip kriterler ploidi analizi ve DNA sentezi
gobsteren (S fazi) hiicrelerin oranidir. Andploidi ve/veya yik-
sek S fazi fraksiyonu genellikle yliksek dereceli agresif ti-
mdrlerde izlenir. FSM DNA analizi 6zellikle diisik evredeki
timérlerde adjuvan sagaltima karar asamasinda yardimci
bir yontemdir. FSM incelemesinde s6z konusu olan para-
metreler kisaca su sekilde tanimlanmaktadir:

Ploidi: Normal bir hiicrede cift kromozom vardir ve bu
nedenle normal DNA igerigine diploidi adi verilir. Hiicrelerin
¢oguniugu GO/G1 fazinda oldugu igin ploidi analizinde bu
populasyon segilir. G0/G1 fazinda DNA icerigi sabit olacag:
icin, bu dénemde hiicrelerdeki DNA miktarindaki her tirli
fark anormaldir ve andploidi olarak tanimlanir. DNA igerigi
normalden fazla iken hiperploidi, az iken hipoploidi'den sé-
zedilir. DNA kantitatif olarak normalin iki kati oldugunda tet-
raploidi s6z konusudur.

DNA indeksi (DI): Tanimlanan hiicre popilasyonunun
DNA iceriginin normal diploid popiilasyonunun DNA icerigi-
ne oranidir.

Andploidi fraksiyonu (AF): Andploid G1, S ve G2/M
fazi hiicrelerinin total hiicre popiilasyonuna oranidir.

S fazi fraksiyonu (SFF): Hiicre siklusunun S fazindaki
hiicre sayisinin total hiicre populasyonuna oranidir. G0/G1
piki ile G2/M piki arasindaki egrinin altinda kalan alanin he-
saplanmasina dayanir.

Proliferatif indeks (Pl): S+G2/M fazindaki hiicre sayisi-
nin toplam hiicre sayisina oranidir.

Son yillarda lenf nodili pozitif ve negatif olan meme
karsinomu olgularinda ploidi ve hiicre kinetik olgiimlerini
o6nemli klinik parametrelerle karsilastiran birgok galisma ya-
yinlanmigtir. Ancak metod ve teknik farkhiliklar ve kismen
de kisa takip sureleri nedeniyle bu galismalarin sonuglarin-
da buyik farkliliklar vardir. Buradaki en énemli soru, timér
DNA FSM'sinden elde edilen verilerin surviv yada rekir-
rens agisindan bagimsiz prognostik bilgi verip vermedigi
konusunda farkli yanitlar alinmigtir.

Gogu meme tiimériniin (% 60-70) anormal DNA igerigi
vardir. Andploidi siklikla yiksek histolojik derece, kisa has-
taliksiz surviv ve kisa toplam yasam siresi ile korelasyon
gosterirken, diploid niikleer DNA igerigi tek degiskenli ana-
lizler kullanan birgok calismada meme kanserlerinde iyi
prognoz gdstergesi olarak bildirilmistir (28-33). Ancak, diger
yazarlar ploidi diizeyleri ile prognoz arasinda anlamli bir ko-
relasyon gdzlememislerdir (34-36). Arastiricilarin bir kismi
ise bu iligkiyi lenf nodiilii pozitif olgulara sinirl olarak bul-
muslar (28, 29, 37) yada ¢ok degiskenli analizlerde bu iligki-
nin belirginligini yitirdigini vurgulamiglardir (29, 38, 39). Do-
layisiyla ¢alismalar, DNA indeksinin prognozu belirlemede
bagimsiz degere sahip oldugu alt gruplan tanimlamaya y6-
nelmigtir.

Andploidi ve S fazi fraksiyonu meme kanserlerindeki di-
ger prognostik parametrelerle iligkili bulunmaktadir. Bu ko-
nuda yapilan ¢alismalarin gogunda Gstrojen ve progesteron
reseptodrlerinin varhginin diisiik S fazi ile iligkili oldugu gés-
terilmistir (41). Ayrica reseptor negatif grupta andploidi insi-

densi belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur. Andploidi
primer timorll olgularda hastaliksiz surviv siiresi agisindan
anlamh korelasyon gdsteren bir parametre olarak saptan-
mistir (42). Erken evredeki olgularda 16 aylik izlemde re-
kirrens orani andploid timérlerde iki kat daha ylksek bu-
lunmustur, ancak daha ileri evre hastalarda anéploidi belir-
gin birkorelasyon géstermemistir (43). Benzer sekilde Hed-
ley ve ark (31) 3.5 yillik takip ardindan erken evre meme
karsinomlu olgularda relaps riskini, andploid timérli olan-
larda % 44, diploid tim&rli olanlarda ise % 23 olarak sapta-
mistir. Hedley (32) andploid DNA igeriginin hem pozitif lenf
nodiilii sayisi, hem de kisa surviv ile korelasyon gosterdigi-
ni vurgulamigtir. Bu bulgular Dressler ve ark. (41)'nin
1000'in Gzerinde olguda yaptiklar ¢alisma ile dogrulanmig-
tir. Bu galismada andploid timérli olgularin ortalama S fazi
yaklasik % 10, diploid olanlarin ise % 3 olarak bulunmus ve
andploid olgularda hastaliksiz surviv daha kisa saptanmig-
tir.

Solid tiimérler iginde DNA ploidi analizinin en gok lenf
nodild negatif meme kanserinin tedavisine yaklagimda kat-
kisi olmaktadir. Lenf nodili negatif meme karsinomlarin-
dan andploid ve reseptér-negatif olanlar daha kéti prog-
nostik grubu olusturmaktadir ve adjuvan kemoterapi bu
grupta dnerilmektedir. Clark ve ark. (33)'nin lenf nodiili ne-
gatif 395 meme karsinomu olgusunda yaptiklari FSM ince-
lenmesinde dort prognostik grup tanimlanmigtir. Bunlar:

1- Diploid (normal) DNA igerikli ve yiiksek S fazi orani
gosterenler

2- Diploid DNA igerikli ve diigik S fazi orani gdsterenler

3- Andploid DNA igerikli ve progesteron reseptér pozitif

4- Andploid DNA icerikli ve progesteron reseptdr negatif

Lenf nodilleri negatif hastalardan an&ploid timorli
olanlar yanisira, diploid DNA igerikli, yiksek S fazi orani
gosteren timdrleri olanlarin da rekirrens igin risklerinin art-
mis oldugu goérdlmistir. Bu ¢alismada lenf nodili negatif
olan olgulardan diploid DNA igerikli timérlere sahip olanlar
icin prognozu blirlemede en yardimci kriter S fazi orani ola-
rak bulunmustur. Lenf nodili negatif, diploid DNA igerigine
sahip olgulardan diisiik S fazi degere gosterenlerin 84 aylik
survivi % 85 iken, yiiksek S fazi oranina sahip olgularda %
36'dir. Bu bulgular Clark ve ark. (33)'ni lenf nodiili negatif
olgular iginde diploid DNA igerigine sahip yiliksek S fazi
gosterenlerinin adjuvan tedaviden yararlanabilecedi sonu-
cuna gotirmastar.

Balslev ve ark. (40) 421 lenf nodiili negatif meme karsi-
nomunun ortalama 6.75 yillik izlemi sonucunda premeno-
pozal olgulardan DI < 0.96 olan hipoploid subgrup ile 1.44
<DI<1.902 olanlarin erken rekirrens, kisa toplam surviv ve
rekiirrens sonrasi kétii surviv gdsterdigini gézlemiglerdir.
Yazarlar hipoploidinin yiiksek SFF, dusik progesteron igeri-
gi ve disik diferansiasyon ile korelasyon gésterdigini, so-
nugta hipoploid timorlerin hizh proliferasyon gésterdigini ve
hormon bagimsiz oldugunu vurgulamiglardir.

DI hesaplamada kullanilan histogramlarin aynisindan
tiretilen AF, Gnant ve ark. (39'larinin galismasinda nodal
duruma kiyasla ikinci ve hatta nederedeyse ayni derecede
anlamli bir prognoz gdstergesi olarak bulunmustur. Bu ga-
lismada 191 meme karsinomu olgusu ortalama 10 yil izlen-
mis, % 40'dan fazla andploid hiicreye sahip timdérlerin daha
agresif davrandigi gérdlmistir. Yazarlar andploid popiilas-
yonunun oraninin dnemini, andploid hiicrelerin diisik oran-
da oldugu olgularda timédrlerin diploid tiimdrlere benzer
davranig gosterdigini vurgulamiglardir.

Bu konudaki son galismalar ise timér hiicrelerinin sito-
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keratin gibi antikorlarla isaretlenerek iki renkli DNA FSM
analizi ile timér hiicre populasyonunun zemindeki stromal
ve inflamatuar komponentten ayrilarak incelenmesine y6-
nelmistir. Bu yontem, FSM incelemelerde en énemli deza-
vantaj olarak giindeme gelen zemin hiicrelerin sonuglari
saptirmasi problemine ¢ézim vadetmektedir.

DNA ploidi analizi ayrica meme karsinomu 6ykisi olan
hastalarda metastatik karsinom tanisinin konmasina da
yardimeidir. Metastatik karsinom hiicrelerinin olgularin go-
gunda primer timér hiicreleriyle ayni ploidiye sahip oldugu
gosterilmistir, bu da uzak bélgelerde metastatik yada primer
karsinomun morfolojik olarak ayirici tanisina yardimci olabi-
lir.

BILGISAYARLI GORUNTU ANALIZ SISTEMI

Tumér hiicre nukleuslarinda DNA igerigi élgiimiinde al-
ternatif bir ydntem de Feulgen metodu ile boyanan sitolojik
preparatlarin statik sitometri ile incelenmesidir. Birgok alan-
dan kolaylikla veri toplayan kantitatif gériintiileme sistemleri
ile 100 ya da daha fazla hiicreyi yansitan daha objektif ola-
rak sadece malign hiicreleri calisma olanagina sahiptir ve
segilen tiimér hiicrelerinin nukleuslarindaki boyanma bilgi-
sayar yardimiyla degerlendirilir. DNA'nin bu sekildeki kanti-
tatif analizi Feulgen boyama reaksiyonuna dayanir. Hidrok-
lorik asit DNA'nin riboz-pirin baglarini hidrolize eder ve se-
ker aldehit kompleksi agiga ¢ikar. Daha sonra boya Schiff
reaksiyonu ile bu komplekse baglanir ve reaksiyon mavi
renk verir. Bu boyanma reaksiyonu hicrede bulunan
DNA'nin miktariyla dogru orantihidir. DNA'nin kantitatif ana-
lizi gérintiinin her alt birimine bir optik dansite verip, sayi-
lan her nukleusun toplam optik dansitelerinin hesaplanma-
sina dayanir. DNA analizi i¢in imprint ya da aspirasyon pre-
paratlarinda en az 100 hiicre incelenir ve sayilan her nukle-
usun DNA igerigi bir DNA histogramina dékuliir. Histogra-
min degerlendiriimesi sonucu hiicre siklusunun G0/G1, S
ve G2/M fazlarindaki tiimor hiicrelerinin oram belirlenerek,
GO0/G1 fazindaki timér hicrelerinin ortalama DNA icerigi,
istirahatteki nonneoplastik hiicrelerin DNA igerigine boliine-
rek DI elde edilir. DI 1.0'dan farkh bir degere sahipse timér
hiicre popiilasyonu andploid olarak tanimlanir. Yiksek nik-
leer derece, andploidi ve S (yada S+G2/M) fazindaki hiicre-
lerin yiiksek oranda olusu meme karsinomlarinda kéti
prognoz ile korelasyon gostermektedir (44-46).

Siitonen ve ark. (47)'nin 134 lenf nodili negatif meme
karsinomu olgusunda yaptiklari ¢alismada 5c diizeyini ge-
¢en DNA igerigine sahip olgularinda yilksek histolojik dere-
ce, artmig mitoz sayisi, FSM'de andploidi ve yiiksek S fazi
orani, c-erbB-2 onkoproteini ve p53 timoér supressér gen
salimimi saptamiglar ve bu olgu grubunda 8 yillik surviv 5¢
hiicresi negatif olan timérlere gére daha kéti bulunmustur.

Nukleer DNA iceriginin belirlenmesinde dnceleri imprint
yaymalarinda Feulgen boyali nukleuslarin statik mikros-
pektrofotometre ile analizi yaygin olarak uygulanmistir. An-
cak ¢ok zaman alici bir yéntem olmasi ve bu nedenle ol-
dukga sinirli sayida hiicrenin incelenebilmesi yéntemin yay-
ginlagmasinda olumsuz rol oynamistir. Fakat timériin sito-
lojik 6zellikleri géz 6ninde bulundurularak, zemindeki nor-
mal hiicreler, hiicre fragmanlari ve hiicre kimelerinin elene-
bilmesi teknigin basglica avantajidir. FSM'nin kullanimi ise
¢ok kisa siirede ¢ok sayida hiicre nukleusunun degerlendi-
rilebilmesini ve verilerin daha detayl bilgisayar programlari
ile analizini saglamigtir. Ancak bu ydntem ile nukleuslarin
morfolojik diizeyde tanimlanmasi mimkin degildir ve &r-
nekler genellikle cok sayida normal nukleuslan da igerdigi

icin, bazi olgularda timér hiicre popiilasyonunun tanimi
giclesmektedir. Normal hiicrelerin timér hicrelerinden ¢ok
daha yiiksek sayida oldugu olgularda anéploid yada hiperp-
loid piklerin ayird edilmesi olanaksizlasabilir. Harvey ve ark.
(48)'larimin 130 meme karsinomu olgusunda yaptiklar ¢a-
lismada taze dokudan alinan yaymalarda yapilan statik si-
tometri ve parafine gdmili dokulardan alinan hiicrelere uy-
gulanan FSM analiz sonuglan karsilastinimistir. Yazarlar ol-
gularin % 11'inde iki teknigin farkli sonuglar verdigini bildir-
mislerdir. Bu olgularin sonuglarindaki tutarsizhiga neden
olan en belirgin iki 6zellik su sekildedir.

a- FSM'ye kiyasla goriinti analizinde ¢ok daha az sayi-
da hiicre élgiilebilmekte, bu nedenle CV (degiskenlik katsa-
yisi) daha biyik olmaktadir. Sonug olarak statik sitometri
diploid ve diploide yakin andploid pikleri ayird etmekte ye-
tersiz kalmaktadir.

b- FSM'de tetraploid bélgedeki kii¢ik piklerin diploid bir
hiicre dizisinin G2/M piki mi, yoksa tetraploid hiicre dizisinin
GO0/G1 piki mi olduguna karar vermek gigtir. Ayrica drnek-
leme hatalari ve andploid hiicrelerin hazirlama islemi sira-
sinda selektif olarak kaybi yontemin dezavantajlari arasin-
dadir.

Modern istatistik programlan kullanilarak parafine go-
muli dokularda FSM ile ploidi tayini ¢ok sayida hiicrenin
hizl ve yeterli olarak incelenebilmesini sagladigi i¢in, giini-
miizde rutin uygulamada daha pratik gérilmektedir. Ancak
bazi olgularda tetraploid bélgede sakli kalabilecek ploidi
piklerinin nukleer DNA igeriginin kesin olarak belirlenebilme-
si statik sitometrik incelemeyi gerektirmektedir. Harvey ve
ark. (48) bu yaklasim ile iki teknik arasindaki uyumsuzlugun
% 5'den daha aza indirgenebilecegini vurgulamaktadirlar.

Ayrica bilgisayarli gériintii analizi icin gerekli donanimin
gelistiriimesi immunohistokimyasal olarak lokalize edilen
antijenlerin kantitatif dlcimind saglamaktadir. Dolayisiyla
bilgisayarli gériinti analizi ile birlestirilen immunohistokim-
yasal inceleme bugiin igin bu hiicresel parametrelerin ol-
dukca objektif degerlendirimesine olanak tanimaktadir.
DNA (Feulgen metodu ile) ve immiinohistokimyasal prolife-
rasyon belirleyicilerinin kullaniimasinin bir avantaji da bu
tekniklerin gok kiigiik érneklerde uygulanilabilir olmasi ve
timér morfolojisi ile korelasyona olanak tanimasidir. Klinik-
teki tarama tekniklerinin daha sensitif olugsuna paralel ola-
rak, meme karsinomlarinin rutin olarak degerlendiriimesi
icin dnerilen testlerin sayica gittikge artiyor olmasi patolog-
lari zamanla daha kiigik timér érneklerinde ¢alismak duru-
munda birmaktadir. Dolayisiyla spesifik analizler ¢ok kiigiik
doku pargalarinda yapilmak durumundadir ve bilgisayarli
gbrinti analizi bu olanag! saglamaktadir.

Sonug olarak yukarida tanimlanan hiicre proliferasyonu-
nu degerlendirmeye ydnelik incelemeler ézellikle evre | ve Il
olgularinda tedavinin segimi i¢in hastalarin degerlendiriime-
sinde giinimiizde kullanilan yéntemler yardimci olmaktadir.
Son aragtirmalar lenf nodiili negatif meme karsinomlarinda
DNA ploidisi, proliferatif aktivite ve onkogen ekspresyonu
gibi biyolojik 6zelliklerin bagimsiz olarak prognostik 6neme
sahip olabilecegini gdstermektedir. Bu &zellikler her olguda
uygun adjuvan sagatimi se¢mede ya da meme karsinomla-
nnin diigik ve yiiksek riskli gruplarini belirlemede klinisye-
ne yardimci olabilecektir.
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