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NoroeNpokRriN FENoTiPVE Bunun MEME

K ArsiNoMLARINDAKI ONEMI
(BIR ARDISIK IKILI BOYAMA VE GORUNTU ANALIZI CALISMASI)

Dr. Hiiseyin BALOGLU, Dr. Dilaver DEMIREL, Dr. Siikrii YILDIRIM, Dr. ibrahim OZTEK

OZET: Noroendokrin diferansiasyon; tamim kriterlerine gére degismekle birlikte, meme karsinomalarinin yaklasik 1/3inde saptanan bir dzelliktir. Meme karsinomalarinda
néroendokrin fenotipin natiril ve klinik 6nemi ise halen arastirma konusudur. Bu konudaki verilerin gogu 151k mikroskopik ve flow sitometrik sonuglara dayalidir. Bu
galigmada ardisik ikili boyama ve gériinti analizi teknikleri birlestirilerek, hem néroendokrin hiicrelerin hem de eslik ettigi karsinoma hiicrelerinin morfoniikleer dzellik-
leri incelenerek, ndroendokrin fenotip ve bunun invaziv duktal ve invaziv lobuler karsinomalardaki énemi aragtinlmigtir. Galismada 43 invaziv duktal ve 21 invaziv lo-
buler karsinoma olgusunun (pT1-2 No Mo/AJCC-1994) materyalinden drneklenen imprintler kullamilmigtir. Néroendokrin fenotipi saptamak igin, insan néron spesifik
enolazina karg! fareden elde edilmis monoklonal antikorlar ve avidin-biotin immiinositokimya teknigi kullanilmigtir. DNA igerigi ve diger morfometrik parametreler, feul-
gen pararosanilin boyali imprintierde SAMBA 4000 goriinti analiz sistemi ile yapilmigtir. Sonuglanmiz, néroendokrin fenotipin diploid bir DNA igerigine sahip oldugu-
nu, homoajen bir kromatin paterni gdsterdigini ve yuvarlak tniform bir nukleus sekline sahip oldugunu gdstermistir. Aynica, ndroendokrin diferansiasyon gdstermeyen
arupla karsilastinldiginda, néroendokrin diferansiasyon gésteren karsinomalarin baskin olarak dploid timér hiicresinden olugtugu saptanmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Meme karsinomasi, Noroendokrin fenotip, Gorintd sitometresi, Ploidi.

SUMMARY: NEUROENDOCRINE PHENOTYPE AND ITS SIGNIFICANCE IN BREAST CARCINOMAS (A STUDY OF CONSECUTIVE DOUBLE STAINING AND IM-
AGE ANALYZIS): Neuroendocrine differentiation; although its meaning varies in order to the descriptive criteria, is found 1/3 of breast carcinomas. The nature of
neuroendocrine phenotype and its clinical significance in breast carcinomas are still subjects to investigation*Most of the data on this subject is based on light micro-
scopic and flow cytometric results. In this study, morphonuclear features of neuroendocrine cells and associated carcinoma cells were analyzed by combining con-
secutive double staining and image analyzes techniques and neurcendocrine phenotype and its significance in invasive ductal and lobular carcinomas were investi-
gated. Imprints of 43 invasive ductal and 21 invasive lobular carcinoma (pT1-2 No Mo/AJCC-1994) were used in this study. Monaclonal mouse antibodies against
human neuron specific enolase were used to identify neuroendocrine phenotype by applying avidin biotin immunocytochemistry technique. DNA content and other
morphonuclear parameters were detected on Feulgen pararosanilin stained imprints by SAMBA 4.000 image analyzer. Our results revealed neuroendocrine pheno-
type has a diploid DNA content with a homogenous chromatin pattern and round, uniform nuclear shape. Furthermore, carcinomas with neuroendocrine differentia-
tion are predominantly composed of euploid tumor cells when compared the tumors which do not show neuroendocrine differentiation.

KEY WORDS: Breast carcinoma, Neuroendocrine phenotype, Image cytometry, Ploidy.

GIRIS

Meme dokusunda tipik endokrin karsinoma indisensi
¢ok disiik olmakla birlikte, non-endokrin meme karsinoma-
larinda néroendokrin fenotip (NEF) sik karsilasilan bir 6zel-
liktir. NEF tanim kriterlerine bagli olarak, meme karsinoma-
larinin % 5-30'unda gérdliir (1,2,3). NEF taniminda arjirofilik
reaksiyon, membranla gevrili kiiclik elektron-dens grandille-
rin varligi, ¢esitli polipeptit ve hormonlarin ekspresyonu kri-
ter olarak kullanilmistir (1). Bunlardan néron spesifik enolaz
(NSE) immiinohistokimya yodntemi tarama amagli uygula-
malarda spesivisitesi diigiik olmakla birlikte sensitif bir yén-
tem olarak éne gikanimistir (1). Degisik yontemlerle tanim-
lanmis NEF'in meme karsinomalarindaki énemi halen arag-
tirma konusudur.

Bu calismada NEF ile eglik ettiji ve etmedigi non-
endokrin meme karsinoma hiicrelerinin morfoniikleer ézel-
likleri image cytometry (ICM) yontemiyle incelenerek, meme
karsinomalarinda NEF'in karyometrik ozellikleri ve klinik
6nemi aydinlatiimaya calisiimigtir.

GEREC VE YONTEM

1995-1996 yillarinda opere edilen 36-68 yaslarinda (ort:
51.4), pT1-2 No Mo/AJCC - 1994 evreli, 43 klasik tip inva-
ziv duktal karsinoma (IDK) ve 21 invaziv lobuler karsinoma
(ILK) olgusunun donmus (njox=21; nj «=8) ve taze (njpx=22;
Nj=13) timdr dokularindan hazirlanan iprintler degerlendi-
rilmigtir. Inprintler ardisik ikili boyama igleminin ilk agama-
sinda; NEF tayini i¢in standart NSE-avidin-biotin/HRP im-
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miinsitokimya yontemi ile boyanmigtir (DAKO-Danimarka).
11 timorde (3 IDK + 8 ILK) sitoplazmik immeunoraktivite
gosteren hiicreler saptanmigtir. NEF gésteren 11 timdrden
segilen 213 (105 IDK + 108 ILK) néroendokrin hiicre lamlar-
da igaretlenip géruntileri bilgisayara kaydedilmigtir. Ardigik
ikili boyama igleminin ikinci agamasinda segilen tim lamlar
ayni seansda standart Feulgen pararosanilin teknigi ile bo-
yanarak, 6nceden lamlarda isaretlenmis ve gériintileri bilgi-
sayara kaydedilmis olan 213 NSE pozitif (néroendokrin)
hiicre ile NEF iceren (250 IDK + 250 ILK) icermeyen (250
iDK + 250 iLK) tumérlerden rastgele segilmis 1000 nonen-
dokrin tiimér hiicresinde (toplam 1213 hedef hiicre) DNA
icerigi, kromatin dagilimi, kromatin heterojenitesi, nukleus
form faktérii ve nukleus alani saptanmigtir (Resim 1).

Incelemeler Zeiss axiophote mikroskopa integre CCD 3
chip color kamera (Panasonik), 6zel hazirlanmig kompitir
ve SAMBA 4000 ploidy-morphometry-texture analyzes ya-
zihmi (Uniloc, Grenoble-Fransa) kullanilarak yapilmigtir.
Sonuglar Stat 2005 SAMBA istatistik programinda irdelen-
migtir. Ayni ardisik ikili boyama yontemiyle hazirlanmig nor-
mal meme dokusu imprintlerindeki epitelyal hicreler, 2c
(diploid) referansi olarak kullaniimigtir.

BULGULAR

Calismamizda NSE (+)ligi ile tamimladigimiz NEF,
iDK'larin % 6.97'sinde (n=3/43), iLK'larin ise % 38.09'unda
(n=8/21) saptanmistir. Karyometrik parametreler degerlen-
dirildiginde, néroendokrin hiicrelerin ortalama nukleus ala-
ninin, hem IDK hem de iLK hiicrelerinin ortalama nukleus
alanlarinin daha kiigikk oldugu saptanmistir (p<0.05). iDK
hiicreleri NEF dikkate alinsa da alinmasa da, ILK hiicrele-
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TABLO 1: GRUBA AIT KARYOMETRIK VERILER

\

iDK (n=43) iLK (n=21)
NEF gosteren o NER NEF gosteren NEF
gostermeyen gostermeyen
Noroendokrin Non-endokrin  Timor hiicreleri Noéroendokrin  Non-endokrin  Timér hiicreleri
hiicreler timor hicreleri hiicreler tiimér hiicreleri
1. Nukleus alani (um2) 52.41+3.08 58.07+£11.73 57.09+9.91 51.24+2.98 53.81+9.78 54.4118.24
2. Nukleus form faktorii ort: 0.86+031 ort:0.81+0.11 ort:0.63+0.16 ort:0.89+0.26 ort:0.83+0.12 ort:0.71+0.14
min:0.79 min:0.68 min:0.51 min:0.81 min:0.54 min:0.57
mak:0.98 max:0.93 max:0.92 max:0.99 max:0.96 max:0.89
3. Kromatin heterojenitesi ort:0.98+0.12  ort:2.04+0.98 ort:3.09+1.04 ort:1.04+0.10 ort:1.62+0.38 ort:2.47+0.78
(Optik dansite varyansi) min:0.74 min:0.68 min:0.71 min:0.68 min:0.78 min:0.69
\ max:1.22 max:3.12 max:4012 max:1.31 max:2.18 max:3.14

rinden daha blyik ve polimorfiktir (nukleus alanlarinin stan-
dart deviasyonu ve nukleus form faktérll kargilagtirmasi:
p<0.05). NEF, IDK ve ILK hiicreleriyle kargilastinldiginda
yuvarlaga daha yakin bir hiicre morfolojisi gostermistir (nuk-
leus form faktérii piDK, piLK < 0.05). Nukleus optik dansite-
si varyansi ile tanimlanan kromatin heterojenitesi agisindan
NEF, IDK ve ILK hiicrelerinden daha homojen bir kromatin
paternine sahiptir (p<0.05. NEF gdsteren ve géstermeyen
IDK ve ILK hicreleri karsilastirldiginda, NEF igeren timor-
lerde nonendokrin timor hicrelerinin daha heterojen bir
kromatin dagihmi gosterdikleri saptanmistir (p<0.05). Yine
iDK hiicreleri NEF gdsterme &zelligi dikkate alinsa da alin-
masa da ILK hiicrelerine gére daha heterojen bir kromatin
yapisina sahiptir (p<0.05). Calisma grubunda yer alan NEF
iceren ve icermeyen IDK ve ILK olgularindan segilen hiicre-
lere ait karyometrik bulgular Tablo 1'de gésterilmistir.

iDK ve iLK'larda saptanan NEF'in DNA histogramlari in-
celendiginde diploid bir patern gosterdikleri ve proliferatif in-
dekslerinin diiglik oldugu gérilmistir (Tablo 2). NEF géste-
ren IDK ve iLK'larda, non-endokrin timér hiicrelerinin kendi
gruplarinda DNA histogram &zellikleri ise Tablo 3'de goriil-
mektedir.

TARTISMA VE SONUC

Bu galisma, kadin memesi klasik tip iDK ve iLK'larinda
izlenen NEF'in morfonukleer ézelliklerinin ortaya konulmasi
ve NEF'in timériin biyolojik davranisinda belirleyici bir fak-
tor olup olmadiginin arastiriimasi amaciyla yapilmistir.

NEF Grimelius arjirofilik reaksiyonu, elektron mikrosko-
pi, antikromogranin immiin reaksiyonu, NSE immiin reaksi-
yonu ve substance P, ACTH, leuenkephalin, gastrin, PP,
beta endorfin, bombesin, serotonin, HCG, prolaktin ViP ve
LHPF gibi diger peptit yapili hormonlarin gosterimine dayah
immuin reaksiyonlarla tanimlanabilmektedir (1,7,8,9). Meme
karsinomalarinda néroendokrin diferansiasyonu goésteren
en iyi yontemin bunlardan hangisi oldugu heniz belli degil-
dir. Ancak degisik yontemler kullanilarak yapilan karsilagtir-
mali bir galismada, NSE'in peptit yapili hormon igeren hiic-
relerin blyik ¢ogunlugunda spesifik immin reaksiyon ver-
digi ve peptit hormon igermeyen hicrelerin de higbiriyle
spesifik immun reaksiyon vermedigi saptanan bir caligma-
da, yeteri kadar spesifik ve sensitif oldugu wvurgulanan
NSE''ln meme karsinomalarinda NEF taramasi igin kullani-
labilecek ideal bir ydntem oldugu belirtilmistir (1). Biz de ¢a-
lismamizda NEF identifikasyonu icin NSE immin reaksiyo-
nunu kullandik. Myoepitel hicrelerin NSE ile pozitif sitoplaz-

mik reaksiyon vermesi NEF identifikasyonu igin yaniltici
olabilmektedir. Ancak ICM'nin sagladigi gorsel kontrol saye-
sinde bu hiicreleri tipik morfolojileriyle kolayca ayird edip
analizlerde diglamak mimkdn olmustur. Yine imprintlerin
tamamen timor dokusundan hazirlanmig olmasi da myoe-
piteliyal hiicrelerin goriilme sikhigini azaltmigtir.

iD ve iL karsinomalarda NEF'in karyometrik 6zelliklerine
iligik bir gorinti analizi (ICM) ¢aligmasi bizim ulagabildigi-
miz ingilizce literatirde rastianmamigtir. Galigmamizda
NEF'in meme karsinoma hiicrelerinden daha kig¢ik bir nuk-
leus alani, daha yuvarlak bir nukleus sekli ve daha homojen
bir kromatin paterni gosterdigi saptanmigtir. Bu veriler rutin
patoloji pratiginde NEF identifikasyonu igin 6zel yontemlerin
uygulanmasinda daha selektif davraniimasi ve &zel yén-
temlerin kullamlamadig1 durumlarda ise, rolatif kriterler ola-
rak degerlendirilebilir olmasi agisindan énemlidir.

Daha énce yapilmig sitometrik DNA galigmalarinda, me-
me karsinomalarinin sadece % 20-40'inin diploid oldugu bil-
dirilmistir (10,11,12). Wilander ve arkadaglarinin Grimeli-
us'un argirofilik reaksiyonu ile tanimladiklari NEF ¢alisma-
sinda, NEF iceren 4 timérin tamaminin da diploid DNA
histogram 6zelligi gésterdigi bildiriimistir (13). Nesland ve
arkadaglarinin FCM yéntemiyle yaptiklari galismada, NEF
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Resim 1. Sitoplazmik NSE immiin reaktivitesi gisteren (isaretli) ve
glstermeyen biicrelerin karyometrik ve kantitatif DNA élgiimleri igin
bazirlanmig goriintisi (Feulgen pararosanilin; RGB'den ahnan
Green channel dijital gériinti, x100 planapochromat-yagh-objektif.
NA:1.4).
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* Diploid DNA histogrami

neklenen 500 nonendokrin timér hiicresinin bir-
likte degerlendirilen DNA histogramlarinda ise,
ploidi balansi - % 18'dir. Bu veriler, NEF'in daha
cok euploid hiicre poplilasyonuna eslik ettigini
gostermektedir. Nesland grubu FCM calismala-
rinda bizim sonuglarimizin tersine, NEF'in daha
¢ok anaploid timorlere eslik ettigini bildirmislerdir
(12). Ayni grup FCM ile inceledikleri materyali
tekrar ICM ile incelemeye aldiklarinda, 6n verileri-
nin FCM bulgularinin tam tersi yénde oldugu, ay-
ni gruptan bagka bir arastirici olan Falkmer tara-
findan 6n bilgi olarak bildirilmistir (14). Bu durum
ICM'nin FCM'den farkli olarak saglamis oldugu
gorsel kontrolle agiklanmaktadir.

Sonug olarak, NEF'in eglik ettigi meme karsi-
nomalari euploid, daha ¢ok da diploid DNA pater-
ni gosterirken, NEF'in eslik etmedigi meme karsi-
nomalari daha ¢ok anaploid DNA paterni gdsterir-
ler. Bu nedenle NEF tiimdr biyolojik davraniginin
bir gdstergesi olarak pratik histopatolojik ve tera-
potik yaklasimda degerlendirilebilecek énemli bir
ozelliktir.

Tablo 2. Néroendokrin fenotipin DNA bistogrami (IDK ve ILK birlikte degerlendi-

rilmistir).

/ TABLO 3; NOROENDOKRIN FENOTIPIN ESLIK \

ETTIGI (*) VE ETMEDIGI | iDK VE iLK
HUCRESININ ORTAK DNA HiISTOGRAM VERILERI
n=1000 - i

(n=500)  (n=500)
Euploid hiicre sayisi 352 205
Ploidi balansi (%) +40.8 -18
1. Anaploid Pik'in DNA indeksi p o 1.2
2. Anaploid Pik'in DNA indeksi 24 1.8
3. Anaploid Pik'in DNA indeksi - 23

2

\Toplam Anaploid Pik sayisi
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iceren tiimoérlerin % 60.9 anaploid iken, NEF igermeyen tii-
morlerin % 44.7'sinin anaploid oldudu bildirilmistir (12). Wi-
lander grubunun verileriyle gelisen bu sonuglar, Nesland
grubunun da belirtmis oldugu gibi, NEF'i FCM incelemesi
igin selektif olarak drnekleyebilme zorlugundan kaynaklan-
maktadir. Bizim galismamizda ardisik ikili boyama yéntemi
ve ICM kullanilarak, NSE pozitifligi gésteren hicrelerin se-
lektif olarak DNA igeriklerinin kantitasyonuna olanak sag-
lanmistir ve incelemelerimizde IDK ve iLK'a eslik eden
NEF'in tamaminin diploid bir DNA paterni gosterdidi ortaya
¢ikariimigtir. NEF'in eslik ettigi 3 iDK ve 8 ILK olgusundan
orneklenen toplam 500 nonendokrin timér hicresinin birlik-
te degerlendirilen DNA histogramlarinda ploidi balansi %
40.8'dir. NEF'in eslik etmedigi IDK ve ILK olgularindan &r-
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