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OZET: Bu galismada meme karsinomlaninda timér proliferasyon yetenedi ile diferansiyasyon, elastik indeks ve estrogen reseptdr profilleri ile Klinik evre arasindaki iliskiler

incelenmistir. 20 infiltratif duktal karsinom olgusu parafin kesitlerinde B-SA peroksidaz yontemi kullanilarak proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ve estrogen re-
septor related protein (ERRP) varligi aragtinidi. Bir bolim kesitlere de standart AgNOR vei VE/VG yontemleri uygulandi. Tim olgularda histopatolojik diferansiyas-
yon, mitotik indeks, elastik indeks ve Klinik 6zellikler (15mr ¢api, aksiller lenf nod durumu ve evre) saptandi. Elde edilen degerler karsilastinidi. Istatistiksel olarak
PCNA ve AGNOR indeksleri arasinda anlaml iligki saptandi. PCNA degerleri ile histolojik grade, mitotik aktivite, ERRP profili ve elastik lif dagiimlan arasinda da an-
lamii iligki gbzlendi. AGNOR indeksi ile ERRP proili ve elastik indeks arasinda ters orantili kuvvetli iliski dikkati gekti. Mitotik indeks ile ERRP degerleri arasinda dogru
orantili iligki gdzlendi. Mitotik indeks ve PCNA indeksi arasinda kuvvetli iliski saptandi. AGNOR indeksinin klinik evre ile iliskisi diger parametrelerden daha kuvvetli
olarak belirlendi (p<0.05). PCNA ve AGNOR indeksi ile birlikte ERRP ve elastik indeks profillerinin timér diferansiyasyon gbstergesi olarak giivenilir parametreler ol-
duklan sonucuna vanldi. Mitotik indeksin de diferansiyasyon gdstergesi olarak givenilir parametreler olduklar sonucuna varildi. Mitotik indeksin de diferansiyasyon
gostergesi olarak dnemini korudugu anlagildi.

ANAHTAR KELIMELER: Meme karsinomlari, PCNA, AgNOR, ERRP, prognostik parametreler

SUMMARY: In this study, we investigated tumor proliferation differentiation, elastic index, oestrogen receptor profils and their correlations inbreast carcinomas. Proliferat-

ing cell nuclear antigen (PCNA) and oestrogen receptor related protein (ERRP) were investigated by B-SA peroxidase method in paraffin sections of 20 infiltrative
ductal carcinomas. In addition, AQNOR and VENVG methods were used. Histopathological ditferentiation, mitotic and elastic index and clinical parameters (tumor size,
axillary lymph node status, and stage) were evaluated in all patients. There is statistically significant correlation between PCNA and AgNOR indexes. There were sig-
nificant correlation between PCNA values and histologic grade, mitotic index, ERRP and elastic index. There was positive correlation between, mitotic index and
ERRP values and PCNA index. The correlation between AgNOR and clinical stage was significant (p<0.05). In conclusion, we suggest that PCNA, AgNOR index,
ERRP values and elastic index are reliable parameters in the evaluation of tumor differentiation in breast carcinomas. In addition, mitotic index is also valuable as a

differentiation parameter.
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GIRIS

Kadinlarin yaklasik %7'sinde gériilen ve kanser nede-
niyle élimlerinin %20'sinden sorumlu olan meme kanseri
icin giivenilir ve tekrarlanabilir prognostik testlerin gelistiril-
mesi her vakada optimal tedavinin secilmesi agisindan
oénemlidir (1,9). Son yillarda, gesitli benign lezyonlarda ve
timdrlerde, proliferasyon karakterinin saptanmasi igin kla-
sikmitotik indekse oranla daha objektif bir kriter gibi gorii-
nen ve kolay uygulanan yeni proliferatif indeksler olan
PCNA indeksi ve AGNOR skorlamasi yogun olarak kullanil-
maktadir (3,6-8,10-12). PCNA/Cyclin (P10), mitoza hazirla-
nan G1-S fazindaki hiicre niikleuslarinda hiicre proliferas-
yonunun baslamasinda rol oynayan DNA polimeraz-delta
yardimci proteini olup; pozitifliginin gdsteriimesi ve dagilim
patterni proliferasyon indeksi olarak kabul edilmektedir
(7,10,14,15). Yanisira, AQNOR ydéntemi de ribozomal RNA
sentezine kaynaklik eden ribozomal DNA segmentlerinde
yer alan non-histon yapisindaki bazi niikleolar asidik fos-
foproteinlerin (AgNOR proteinleri), gimiis ile boyanarak
isik ve elektron mikroskobunda incelenmesini saglar, proli-
feratif aktivite farkhliklari gésteren hiicreler arasinda Ag-
NOR say ve dagilimi da farkh bulunur(6,8,16). Bu galisma-
da PCNA indeksi ve AgNOR skorlamasinin, meme karsi-
nomlarinda konvansiyonel olarak kullanilan ve pronostik
agidan degerli parametreler olan; histolojik grade, mitotik
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aktivite, elastozis, timaor biiyOkliga, lenf nodu tutulumu ve
estrogen reseptdr igeridi ile iligkisi arastinimigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz Ocak-Haziran 1994 tarihleri arasinda On-
dokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim
Dali'nda tani konan 20 infiltratif duktal karsinomlu kadin
hastay| kapsamaktadir. Vakalara ait preparatlar tekrar ince-
lendi, Bloom-Richardson kriterlerine gére (4) histolojik der-
celendirme tekrarlandi ve her vaka igin 10 biyiik biiyitme
alaninda (BBA) (Nikon Optiphot-2 mikroskop, x10 okiiler,
x40 objektif) mitoz sayilari saptandi. Doku érnekleri parafin
kesitlerinin bir bélimiinde Strepavidin biotin peroksidaz
(Supersensitive multilink immunodetection system, Bioge-
nex, USA;Histostain-SP(peroxidase) kit, Zymed, USA) yon-
temi kullanilarak anti-proliferating cell nuclear antigen
(PCNA, clone: P10, Zymed, USA) ve anti-estrogen receptor
related protein (ERRP, clone: p29, Biogenex, USA) primer
antikorlarn ile bu belirleyicilerin varligi arastinldi. Bir bolim
kesitler, standart AQNOR yéntemi (6) olan gelatin formik
asit-glimis nitrat soliisyonu ile karanlikta 45 dakika boyan-
di. PCNA indeksi (nikleer pozitivite gdsteren hicreler/1000
neoplastik hiicre) ve AgNOR skoru (1s1k mikroskobunda her
olgu igin 100 timér hiicresi nikleusunda AgNOR benekleri
sayilarak ve nikleus bagina diisen ortalama deger alinarak
(1000x, imm.oil)) hesaplandi (8,10). ERRP ekspresyonu,
boyanmanin oldugu lokalizasyonda konvansiyonel yéntem-
le O ile 4 derece arasinda degerlendirildi (9,17). Bir bdlim
seri kesitlere de, Verhoeff elastica-Van Gieson boya ydnte-
mi uygulanarak tim olgularda, elastik indeks (periduktal,
perivaskiiler ve stromal lokalizasyonlarda 0-3 derece altin-
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Resim 1 : Tiimér Hiicreleri Niikleuslaninda AgNOR benekleri (Colloi-
dal Ag,x100, imm.oil) A:Grade I, AS:2.400; B:Grade III, AS:3.500,

da skorlandi ve her vaka igin ortalama degerler hesaplan-
di), klinik 6zellikler (timér gapi; cerrah tarafindan hastalara
ait taze mastektomi spesmenleri lizerinde dlgilen en biyiik
boyut alinarak; aksiller lenf nod durumu; metastaz varligi ve
yokluguna gére ve klinik evre; AJCCS'e gére) saptand: (2-
4,9,13,15,18). Elde edilen tim veriler Systatw5 (Windows
3.1 uyumlu) istatistik programi kullanilarak bilgisayar orta-
minda degerlendirildi ve yorumlandi. Gruplararasi iligki Pe-
arson correlation matrix ile sinandi ve gruplararasi farklar
Student t testi ile aragtinldi; p<0.05 olan sonuglar anlamli
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin yas ortalamasi 45.8 olup, 39-70 yaslan ara-
sindaydilar. Timér ¢aplarinin boyutlan (TC) 1.5-10 cm ara-
sinda degisiyordu (ortalama; 3.637 cm, standart hata (SH):
0.886). 11 vakada (%55) aksiller tutulum (AKS) mevcuttu.
Vakalarin gogu erken evrede idi (KE; 9 vaka evre | (%45), 9
vaka evre Il (%45), 1 vaka evre Ill (%5), 1 tanesi de evre IV
(%5) olarak saptandi) ve bir vaka disinda tani konuldugu si-
rada uzak metastaz saptanmadi. Mitotik indeks {MI) deger-
leri 1-50 arasinda idi (ortalama 13, SH:0.327). Pi sayimi so-
nucunda 11-336 arasinda (ortalama;131, SH:22) degerler
saptandi. AgNOR skoru(AS) igin bu degerler 1.460-
10.400,3.212, SH:0.448 bulunmustur. ERRP ekspresyonu
(ER) neoplastlk dokularda intrasitoplazmik lokalizasyonda
degisen derecelerde géziendi, grade Il ve Ill birer olguda
negatif olarak degerlendirildi. Elastozis degerleri (El) 0.110-
0.770 arasinda degigmekteydi. (ortalama 0.462, SH:
0.041), (resim 1-4).

Resim 2 : Tiimér Hiicrelerinde humnukfeer PCNA Ebpnesyonu (Bio-
tin-Strepavidin peroksidaz) A:Grade I, PI-0.060 (x400); B:Grade III,
PI: 0.336(x200),

Vakalarin 5 tanesi grade | (%25), 11 tanesi grade I
(%55), 4 tanesi grade Il (%20) olarak saptandi. Grade | ti-
mérlerde TG, MI, Pi, AS, Ei ve ER ortalama degerleri sira-
siyla; 4.875,0. 0021 0. 036, 2.133, 0.548, 2.500 (SH: 1.760,
0.0009, 0.014, 0.323, 0.074, 0.645); grade |l timdrler igin
bu degerler; 3.136, 1.455, 0.173, 3.701, 0.445, 2.364 (SH:
0.364, 2.609, 0.029, 0.770, 0.064, 0.364); grade Il timérier
icin ise 9, 0.020, 0.115, 2.998, 0.430, 2.200 (SH: 0.534,
0.009, 0.038, 0345, 0.066, 0. 800) olarak saptandi.

Grade | timbrlerde AS ile Pi ve AS ile Mi arasinda dog-
ru yonde (PCM: 0.499, 0.310) ve AS ile KE, TG ve AKS
arasinda ayni dogrultuda, gok kuvvetli lll§kl gbzlendi
(PCM:0.975, 0.848, 0.837) AS ile ER arasinda ters (PCM:-
0.186), AS ile Ei arasinda kuwvetli ve ters yonde (PCM:-
0.952) iliski saptand.

Grade Il grubunda AS ile Pi iligkisi en kuvvetli olarak iz-
lendi (PCM:0.980). Ei ile AS, Pi ve Mi iliskileri ters yonde
ve kuvvetliydi (PCM:-0.751, -0.653 ve -0.268). Pi ile ER
arasinda ters yonde zayif |I1§k| dikkati gekti (PCM:-0.074).

Grade IIl timérlerde AS ile Pi arasinda ters yonde iligki
saptandi (PCM:-0.355). AS ile KE ve AKS iligkisi en kuvvetli
olarak bu grupta izlenirken (PCM:0.984 ve 0.984); AS-TC
iliskisi de kuvvetliydi (PCM:0.664). AS ve Mi iliskisi dogru
yonde AS ile Ei iligkisi ters yénde ve zayif olarak izlendi. AS
ve ER iligkisi gok zayifti. Pl ile Mi iligkisi en kuvvetli olarak
bu grupta izlendi (PCM:0.874). Pi ve Ei arasinda dogru
ydnde iliski, Pl ile KE ve AKS arasinda ters yonde iliski sap-
tanirken (PCM:0.324;-0.319,-0.319), Pi ile TC arasinda
dogru ydnde kuvvetli iliski saptandi (PCM:0.436).

Yapilan t testi songlarina goére; PCNA indeksi incelendi-
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Resim 3 : Estrogen receptor Related Protein Immiinreaksiyonu (Bio-
tin-Strepavidin Peroksidaz) A:Grade 1I, ERRP: (++); (x100); B:Grade
1, ERRP:(++++); (x200);

ginde; grade | ve Il timérler arasindaki fark énemli bulundu
(t1-2:-3:226, p<0.05). Grade Il ve lll ile I ve Ill arasindaki
fark anlamli bulunmad (t2-3:-0.674, t1-3:-1.797, p>0.05).
AgNOR skoru agisindan ise, grade | ve Il ile Il ve Ill timér-
ler arasinda anlaml fark saptanmadi (t1-2:-3.053, t2-3:-
0.971, p>0.05); buna kargin grade | ve Ill arasindaki fark
6nemli bulundu. (t1-3:-3.886, p<0.05).

TARTISMA

Hicre kinetiginin histolojik derecelendirme, tedaviye
olan yaklagimin gekillendiriimesi ve relaps belirlenmesinde
6nemli bir yardimci olarak kullanilabilecegi gésterilmistir
(1,7,15). Meme tiimérlerinde timér hiicre kinetigi; hastalik-
siz ve toplam sagkalim siresinin belirlenmesinde énceleri
flow cytometry ve Ki 67 ekspresyonu ile arastiriimistir
(4,11). Proliferasyon indeksi yeterliligi agisindan 1989 da
Dervan tarafindan Ki 67 ve AgNOR skorlar iligkisi; Garcia
ile Giri tarafindan da, flow cytometry ile PCNA imminreak-
siyonu ve AgNOR skorlamasi arasindaki iligkiler ortaya
konmustur(6,8). 1991 de van Dierendonck tarafindan Kl 67,
BrdU ve PCNA indeksi iligkileri incelenmis ve PCNA boyan-
masinin hicrelerdeki S faz DNA kontentinin en iyi belirleyi-
cisi oldugu ileri strtlmigstir (7). Shrestha, meme infiltratif
duktal karsinomlarinda %2 ile %36 oranlari arasinda sapta-
diklann PCNA varhi@inin histolojik dediferansiyasyonla iligki-
sini ortaya koymus, ancak Pl ile timér boyutu ve aksiller
lenf nodumetastazi arasinda iligki bulamamigtir (15). Leo-
nardi'nin ¢aligmasinda ise, PCNA indeksi ile histolojik gra-
de, mitoz sayisi, timdr blydklGdd, klinik evre ve estrogen

Resim 4 : Tiimdrlerde Elastik Lif Dagilim (Verboeff Elastica-Van Gie-
son) A:Grade III, EI-0.220(x100); B: Grade II, EI: 0.660(x200)

reseptdr igerigi arasinda herhangi bir iliski bulunamadig
belirtilmigstir (14).

DNA looplarindan olan nucleolar organizer regions
(NORs), rRNA dretimi igin kodlanmis olup igerdigi proteinle-
rin argirofilisinden yararlanilarak, AgNOR reaksiyonu ile de-
monstre edilir (6,8,16). 1988 de Smith ve Crocker, benign
meme lezyonlari ile meme kanserlerinde yaptiklari galigma-
da malign lezyonlarda AgNOR degerlerini belirgin olarak
ylksek bulmuglaz. ancak mitoz frekansi ile direkt iliski gos-
terememisglerdir (16). Yapilan diger ¢caligmalarda intraduktal
ve infiltratif duktal karsinomlarda yiksek AgNOR skorlari
saptanmistir (3,6,8,216).

Kanser hiicrelerinin proliferatif aktivitesini yansitan mito-
tik indeks de, meme karsinomlarinda iyi tanimlanmig diger
bir prognostik faktérdir (1,15). Aksiller nodal metastazi sap-
tanmayan vakalarin %20 ile %30'u sirasiyla 5 ile 10 yil ige-
risinde metastatik timér nedeniyle kaybedilmektedir (11).
Aksiller nodal tutulumu olmayan, hormon reseptori pozitif
timérlerde DNA ploidy, timér ¢api ve histolojik ézelliklere
goére prognoz igin bazi tahminlerde bulunabilir; ancaklitera-
tirdeki bulgular geligkilidir (1,15,17). Yine de mitotik indeks
kullanilarak hastaliksiz yasam ve toplam sagkalim konu-
sunda giivenilir bir tahmin yapilabilecegi gorisi genellikle
kabul gérmektedir (1,7). Mitotik aktivite ER negatif timérler-
de, ER pozitif olanlara gére yaklasik olarak 2 kat fazladir
(12). Bu da, hormon reseptérleri varhginin sagkalm Gzerin-
deki etkisini agiklar (1,12). Flow cytometric galismalar, ER
negatif vakalarda S faz fraksiyonunun ve proliferatif aktivite-
nin ER pozitif vakalara oranla daha yiiksek oldugunu kanit-
lamigtir (12). ER iceren timérler disik histolojik grade ve
disik proliferatif aktivite gostermektedirler. Estrogen resep-
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tér varlig: ile Ki 67 profili arasinda kuvvetli ters iliski bul-
mundugu bildirilmigtir (11). Yapilan ¢ok sayidaki aragtirma-
da histolojik dediferansiyasyon, sellilarite ve elastozis ile
iligkisi gésterilen ERRP ekspresyonunun; konagin inflama-
tuar cevabi, timor blyikligu ve aksiller nodal metastaz ile
herhangi bir iligkisi bulunamamstir (3,17).

Periduktal, perivaskiiler ve stromal elastik lif artimi, iyi
ve orta derecede diferansiye meme karsinomlarinda daha
belirgindir ve elastozis diigiik mitotik aktivite ile paralel seyir
gosteren bir parametre gibi gériinmektedir (2,13,18). lyi di-
feransiye timérli hastalarda aksiller nodal metastaz sap-
tanma orani diigmekte, klinik evre |-l hastalarda elastozis
ve yilksek ER profili saptanmaktadir (17). Baloglu ve Oztek,
elastik lif artimi ve lokalizasyonu ile primer timér ¢api ara-
sinda zayif negatif iliski bulmuslardir (3). Buna karsin Giri,
serisinde primer timér ¢api ile elastik lif artimi arasinda ilig-
ki olmadigini bildirmistir (2).

Calismamizda tim timérlerde (%100) PCNA varligi
gbzlenmigtir. PCNA indeksi bitiin grade gruplarinda mitotik
indeks ve AgNOR skoru ile yakin iligki géstermektedir. Gra-
de | grubunda biitin parametreler ile yakin iliskisi goéze ¢ar-
pan AgNOR skorunun Grade Il ve Il grubunda da klinik ev-
re, timdr ¢api ve aksiller nodal tutulum ile yakin iligkisi de-
vamliik gosteriyordu PCNA indeksinin grade | grubunda
elastik indeks ile ters yonli iligkisi, timér gapi ve klinik evre
ile dogru yonde iligkisi goze ¢arpiyordu. PCNA indeksi ile
mitotik indeks arasindaki iligki grade Il ve Il timérlerde da-
ha belirgin bulunmugtur. Grade Il grubunda AgNOR skoru
ile PCNA indeksinin gok kuvvetli iligkisi ve her ikisinin de
elastik indeks ile ters yonli kuvvetli iligkisi dikkati gekti.
PCNA varligi ile timér ¢api ile iligkisi, grade 1ll grubunda da
devamlilik gosteriyordu. Grade lll grubunda ise 6zellikle
PCNA indeksinin daha sonra da AgNOR skorunun mitotik
indeks ile ve mitotik indeksin tiimér ¢api ile gok yakin iligkisi
goze carpiyordu. Bu sonuglar, PCNA indeksi ve AgNOR
skorlamasinin bir hicre kinetigi ve dediferansiyasyon belir-
leyicisi olarak giivenilirligini desteklemektedir. Ayrica mitotik
indeksin de 6nemini korudugu gérilmektedir. ancak hicre
kinetigi ile diger parametrelerin iligkisinin genis serilerde de-
tayll incelenmeye devam edilmesinin gerekli oldugunu di-
stinmekteyiz.

KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.
18.

Aaltomaa S, Liponen P Eskelinen M, et al. Hormon Receptor Status and
MitoticActivity as Risk Factors for Recurrence and death in Female
Breast Carcinoma Anticancer RES 11:1701-1706, 1991

Azzopardi JG, Laurini RN. Elastosis in Breast Cancer. Cancer 33:174-
183, 1974 ! :

Baloglu H, Oztek |.Kadin memesi Klasik Tip invazif Duktal Karsinomla-
ninda Prognostik Parametrelerin Dinamik iligkisi. Tirk Neoplazi Dergisi
1:75-82, 1993

Bears OH. Staging of Cancer of the Breast as a Guide to Therapy. Can-
cer 53:592-598, 1984

Celis JE, Bravo R,Larsen PM, et al. Cyclin: A Nuclear Protein Whose
Level Correlates Directly with the Proliferative State of Normal a well as
Transformed Cells. Leukemia Res 3:143-157, 1984

Dervan PA, Gilmartin LG, Loftus BN, et al. Argyrophilic Nucleolar region
Counts Correlate with Ki 67. Am J Clin Pathol 92:401-407, 1989
Dierendonck CH van Wicsman JH, Keijzer R, et al. Cell cycle related
staining patterns of the anti-Proliferating cell nuclear antigen monoclonal
antibodies. Am J Pathol 138:1165-1172, 1991

Giri DD, Nottingham JF, Lawry J.et al.Silver-Binding Nucleolar Organiz-
er Regions (AgNORs) in benign and malignant breast lesions: Correla-
tions with polidy and growth phase by DNA flow cytometry. JPathol
157:307-313, 1989

Graham DM, Jin L, Lloyd RV. Detection of Estrogen receptor in Paraffin-
Embedded Sections of Breast Carcinoma by Immunchistochemistry and
In SituHybridization. Am J Surg Pathol 15:475-485, 199

Hall PA, Levison DA, Woods AL, et al. Proliferating Cell Nuclear Antigen
(PCNA) Immunolocalization in Paraffin Sections: An index of Cell Pro-
liferation withEvidence of Deregulated Expression in Some Neoplasms.
J Pathol 162:285-294, 1990

Hanna WM, Kahh HJ, Chapman JAW. The Correlation of ki 67 Growth
Factor and Erica in Breast Cancer. Mod Pathol 5:220-223, 1992

Hori M, Furusato M, nikaidoh T, et al. Immunochistochemical demonstra-
tion of Cell Proliferation and Estrogen Receptor Status in Human Breast
Cancer. Analyses of 45 Cases. Acta Pathol Jpn 40:902-807, 1990.
Kuskonmaz |.Memenin Benign ve Malign Hastaliklarinda Stromal Degi-
siklikler (Histokimyasal Caligma). T.C. Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Uzmanlik tezi.Samsun, 1992

Leonardi E,Girlando S,Mauri FA, et al. PCNA and Ki-67 Expresions in
Breast Carcinoma: Correlations with clinical and biological Variables.

J Clin Pathol 45:416-19, 1992

Shrestha P, Yamada K, Wada T, et al. Proliferating Cell Nuclear Antigen
in Breast Lesions: Correlation of C-erbB-2 Oncoprotein and EGF Recep-
tor and its Clinicopathological Significance in Breast Cancer. Virch Arch
Pathol Anat (A) 421:193-202, 1992

Smith R,Crocker J. Evaluation of Nuclear Organizer Region Associated
Proteins in Breast Malignancy. Histopathol 12: 113-125, 1988

Wong SY, Kernohan NM, Walker F.Breast Cancers with Extremely High
Oestrogen receptor Protein Status. Histopathol 16:125-132, 1930

Yalgin ZN, Oztek, i,Ugmakli E.Meme Kanserlerinde Elastik indeksin Ti-
plere Gére Durumu ve Diferansiyasyonla ilgisi. tiirk Patoloji Dergisi
6:50-59, 1990





