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INVAziv DUKTAL MEME KANSERiNDE F LOW SiTOMETRiK P ROLIFERASYON
FAKT(")RLERi: PROLIFERATIF INDEKS BAGIMSIZ PROGNOSTIK ONEME SAHIP
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OZET: invaziv duktal meme kanserli 62 hastada flow sitometrik proliferasyon faktdrlerinin prognostik énemi arastinldi. Bu fakidrlerden sentez fazi orani andploid tiimérler
icin iki sekilde hesaplandi: Yalnizca andploid hiicre toplulugunun sentez fazi (%S); diploid ve anploid tim hicrelerin sentez fazi (toplam %S). Toplam %S ile postsentez
ve mitoz fazlanmin (G2M) toplam proliferatif indeks olarak alindi. Tek dedskenli analizde aksilla lenf nodu durumu, nilkleer greyt, mitoz sayisi ve ploidinin prognostik
dnemi yoktu. iki cm ve daha kiigik timérlerde (p= 0.035); histolojik olarak iyi diferansiye timérlerde (p= 0.036); %S, toplam %S ve proliferatif indeksi disiik olgularda
(sirasyla p=0.013, p=0.033, p=0.014) hastaliksiz sagkalim anlaml olarak daha iyi idi. Gok degiskenli Cox Regresyon Testi uygulandiginda timar blydkliga (p= 0.045)
ve proliferatif indeksin (p=0.041) bagimsiz prognostik faktor oldugu belirlendi. Sonug olarak, memenin invaziv duktal kanserinde hiicre siklusu proliferasyon fazlannin
timind kapsayan flow sitometrik proliferatif indeks bagimsiz prognostik 6neme sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER: Meme karsinomu, flow sitometri, sentez fazi, G2M

SUMMARY: FLOW CYTOMETRIC PROLIFERATION FACTORS IN INVASIVE DUCTAL BREAST CANCER: PROLIFERATIVE INDEX HAS AN INDEPENDENT
PROGNOSTIC IMPORTANCE: The prognostic importance of flow cytometric proliferation factors was studied n 62 patients with invasive ductal breast cancer. Of these
factors, the synthesis phase fraction was calculated by two different ways for aneuploid tumors: The synthesis phase of only aneuploid cell population (%S); synthesis
phase of all diploid and aneuploid cells (total %S). The sum of total %S, and phases of post-synthesis and mitosis (G2M) were considered as proliferative index. In
univariate analysis, axillary lymph node status, nuclear grade, mitosis counting and ploidy had no prognostic significance. In tumors 2 cm or less (p= 0.035); in
histologically well differentiated tumors (p=0.036); in cases with low %S, total %S and proliferative index (respectively p=0.013, p=0.033 and p=0.014), the disease-
free survival was statistically significant. Tumor size (p=0.045) and proliferative index (p=0.041) were determined as independent prognostic factors by using Cox
multivariate regression analysis. In conclusion, in the invasive ductal breast cancer, flow cytometric proliferative index, which includes all the proliferation phases of the

cell cycle, has an independent prognostic significance.
KEY WORDS: Breast carcinoma, flow cytometry, synthesis phase, G2M.

GIRIS

Meme kanserinde flow sitometrik sentez fazi fraksiyonu-
nun prognostik degeri olduguna iligkin uzlasma saglanmakla
birlikte (1) bazi yazarlarca bagimsiz prognostik énemi olma-
digi da belirtiimektedir (2,3,4,5). Calismalarin gogunda andp-
loid timérler igin yalnizca andploid hiicre toplulugunun sen-
tez fazi orani alinmaktadir. Bazi arastiricilar ise (3,6) andp-
loid timérlerde diploid ve andploid hiicre topluluklarinin sen-
tez fazlarinin birlikte hesaplanmasiyla elde edilen toplam
sentez fazi fraksiyonunun da prognostik éneme sahip oldu-
gunu belitmektedirler. Yine bu yazarlar toplam sentez fazi
frakisyonuna, hiicre siklusunun postsentez ve mitoz fazlan
oraninin eklenmesiyle elde edilen proliferatif indeksin hicre
siklusunun tim proliferasyon fazlarini kapsadigini ve bunun
prognozu kestirmede énemli oldugunu vurgulamaktadirlar.

Calismamizda invaziv duktal meme kanserli hastalarda
flow sitometrik proliferasyon faktorlerinin (sentez fazi fraksi-
yonu ve proliferatif indeks) prognostik 6nemi arastiriid.
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GEREC VE YONTEM

Hastalar

1987-1990 yillari arasinda primer meme kanseri nede-
niyle ameliyat olan 84 hastanin parafin bloklarindan flow si-
tometrik DNA analizi yapildi. Bunlardan histolojik tanisi inva-
ziv duktal karsinom olan (6zel tipler harig) ve sentez ve G2M
fazlar 6lcimi yapilabilen 62'si degerlendirmeye alind! (yas
ortalamasi 51,4 yil, dagihmi 26-79 yil). 50 hastaya modifiye
radikal mastektomi; sekizine radikal mastektomi; birer hasta-
ya da kadranektomi ve aksilla diseksiyonu; lampektomi ve
aksilla diseksiyonu; basit mastektomi; lampektomi yapildi.
Hastalarin ameliyat sonrasi tedavi ve izlemleri SSK Okmey-
dani Egitim Hastanesi Onkoloji Kliniginde yapildi. Klinikopa-
tolojik &zelliklerine gbre tim hastalara radyoterapi, sistemik
kemoterapi ve tamoksifen tek tek ya da kombinasyonlar sek-
linde uygulandi. Hastalar ilk yil Gi¢ ay, ikinci yil dort ay daha
sonra alti ay aralarla kontrol edildiler. Kontrollerde fizik mu-
ayene, rutin biyokimyasal ve radyolojik incelemelerle ek ola-
rak gerektiginde degisik tanisal gérintileme ydntemleri kul-
lanildi.

Hastaliksiz sagkalim ameliyat tarihinden galigmanin son-
landinidi§ Eyll 1996'ya kadar gegen sire; ilk lokal niiks ya-
da uzak metastazin saptandigi ya da ikinci bir primer kanse-
rin belirlendigi tarihe kadar gegen siire olarak alindi. 28 olgu-
da hastalik niiksetti. Niks gelismeyen hastalarda ortalama
izlem siresi 74 ayd.
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TABLO 1. DIPLOID VE ANOPLOID
TUMORLERDE FLOW SITOMETRIK
PROLIFERASYON FAKTORLERININ

/” TABLO 3. TOPLAM %S iLE PATOLOJIK VE
FLOW SITOMETRIK FAKTORLER
ARASINDAKI ILISKI

ORTALAMA DUZEYLERI
Faktor Diploid Andploid P
ort.% (t%ss) Ort.% (+%ss)
%S 14.3 (19.8) 15.1 (£9.6) 0.737
Toplam 14.3 (19.8) 20.2 (+15.3) 0.088
Proliferatif indeks 15.8 (+9.8) 258 (+18.3) 0.014

%S: Anoploid tumdrlerde andploid hicrelerin sentez fazi orami
Toplam %S: Anoploid timbrlerde diploid ve andploid tiim hicrelerin sen-

tez fazi orani
Qoiileratif indeks: Toplam %S + G2M fazi /

Tumér blyiiklugl 12 olguda klinik, 50 olguda patolojik in-
celemeyle belirlendi. Aksilla diseksiyonu yapiimayan iki olgu
disinda lenf nodu durumu histolojik olarak saptandi. Parafin
bloklardan 5m kalinliginda yayilan kesitler hematoksilen-eo-
zin ile boyandiktan sonra incelendi. Histolojik greyt Bloom-
Richardson (7), niikleer greyt Black kriterlerine gore (8) be-
lirlendi. mitoz sayimi Elston ve Ellis'in tanimladigr sekilde (9)
timorin perferinde, mitozun en yogun oldugu yerlerde 400x
buyltmede 10 farkli alanda yapildi.

/ TABLO 2. PLOIDI iLE PATOLOJIK VE FLOW
SITOMETRIK PROLIFERASYON FAKTORLERI
ARASINDAKI iLISKI

Faktor Toplam olgu  Andploid P
Olgu (%)

Tumdor biyikligi

<2 cm 13 4 (30.8)

>2cm 49 19 (38.8) 0.595
Aksilla

Negatif 17 6 (35.3)

Pozitif 43 15 (34.9) 0.976
Histolojik greyt

I 8 1 {12.5)

1111 54 22 (40.7) 0.122
Niikleer greyt

| 9 5 (55.5)

1111 53 18 (33.9) 0.215
Mitoz sayisi

Disik 83 19 (39.8)

Yiksek 29 12 (41.8) 0.512
%S

Diisiik 31 8 (25.8)

Yiksek 31 15 (48.4) 0.065
Proliferatif indeks

Disik 36 0 (0)

Yiksek 26 23 (88.4) 0.000

%S: Andploid timdrlerde andploid hicrelerin sentez fazi orami
Toplam %S$S: Anoploid timérlerde diploid ve andploid tim hicrelerin

Faktor Toplam olgu  Andploid P
Olgu (%)

Tumaor blyaklugi

<2cm 13 9 (69.2)

>2cm 49 27 (55.1) 0.612
Aksilla

Negatif 7 6 (35.3)

Pozitif 43 28 (65.1) 0.035
Histolojik greyt

| 8 4 (50)

[0 54 32 (59.2) 0.548
Niikleer greyt

| 9 6 (66.6)

1111 53 30 (56.6) 0.571
Mitoz sayisi

Disiik a3 18 (54.5)

Yiksek 29 18 (62.1) 0.507
%S

Disik 31 14 (45.1)

Yiksek 3N 22 (70.9) 0.081
Toplam %S

Disiik 39 22 (56.4)

Yiiksek 23 14 (60.8) 0.731
Proliferatif indeks

Disiik 36 20 (55.5)

Yiiksek 26 16 (61.5) 0.756

%S: Andploid timorlerde andploid hiicrelerin sentez fazi oran
Toplam %S: Andoploid timdrlerde diploid ve andploid tim hicrelerin sen-

Proliferatif indeks: Toplam %S + G2M fazi

tez fazi oram

sentez fazi orani

Qoliferaﬂf indeks: Toplam %S + G2M fazi

Flow Sitometrik inceleme

Daha 6nceki caligmamizda ayrintisiyla anlattigimiz gibi
(10) bloklardan alinan 50 m kalinligindaki iki kesit deparafi-
nize ve rehidrate edildi. Modifiye Hedley yéntemiile (11) me-
kanik ve kimyasal yolla parcalanarak tek hiicre siispansiyo-
nu saglandi. Stspansiyonlar DNA-PREH'de RNAse ile igle-
me sokulup propidyum iyodid ile boyandi. DNA analizleri,
DNA miktarimi grafik olarak (histogram) gdsteren Epics Pro-
file Il Flow Cytomer (Coulter, Hialeah, FL) ile yapildi. En az
5000 hiicre bulunan olgularin histogramlari Multicycle soft-
ware (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA) ile incelendi.
Tek bir piki olan histogramlar diploid kabul edildi. Birden faz-
la belirgin pik varliginda ilk pik diploid, digeri anéploid olarak
alindi. Incelenen timdr hiicrelerinin %10'undan fazlasi belir-
gin ikinci pikte gériildigtinde andploid hiicre toplulugu olarak
degerlendirildi.

Sentez fazi ve postsentez + mitoz (G2M) fazindaki hiic-
relerin ylizde orani, GO/G1 pikinin varyasyon katsayisinin
%10'dan disuk oldugu histogramlarda Gausian yontemi ile
hesaplandi. Andploid timdérlerde sentez fazi orani; yalnizca
andploid hicrelerin sentez fazi (%S) ve diploid ve andploid
tim hicrelerin toplam sentez fazi (toplam %S) olarak iki ay-
r sekilde hesaplandi. Toplam %S + G2M proliferatif indeks
olarak alindi. Diploid ve andploid gruplarin sentez fazlar ve
proliferatif indeks ortalamalar ayrr ayri hesaplanarak bu or-
talamalarin zerindeki degerler yiksek, altindakiler digiik
olarak degerlendirildi.
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‘) TABLO 4. TEK DEGISKENLI ANALIZDE PROGNOSTIK FAKT(")RLERiN\

(p=0.014) (Tablo 1). Ploidi ile

KHSS: Hastaliksiz sagkalim

L aiNUS patolojik faktorler ve flow sito-
HASTALIKSIZ SAGKALIMLA ILISKILER metrik proliferasyon faktdrleri
ooy NoksOms ommss xx ¢ | oo I, Tabh ze
(ay) gularda anéploidi anlamli ola-
Tumér blyikliga rak yiiksek iken (p0.035), diger
<2cm 13 2 90.8 4.41 0.035 faktérlerle ploidi arasinda an-
Alrsﬁlgm 49 26 66.8 lamli bir iligki yoktu. Toplam
Negatif 17 5 89.1 293 ocs7 | %S lle diger fakiSrer arasin-
Pozitif 43 22 64.2 daki iligki incelendiginde (Tab-
Histolojik greyt lo 3) yalnizca proliferatif in-
| 8 1 105 437 0.036 deks ile arasinda korelasyon
11+111 54 27 65.4 vardi (p=0.000). Ayrica ince-
Nflik'eef greyt z 5 s ah 5 lendiginde mitoz sayisi ile %S
il 53 23 747 : i ve proliferatif indeks arasinda
+ . ettt g -
Mitoz sayisi da anlamh bir iliski olmadig
Diisiik 33 13 73.9 1.00 0.317 géraldd.
Yiksek 29 15 66.7 Tek degiskenli analizde
%S (Tablo 4) aksilla lenf nodu du-
‘[()EE::k g: 13 ggg 6.06 0.013 rumu, niikleer greyt, mitoz sa-
Toplam %S ; yist ve"pl__oidinin prognpstik de-
Disik 39 14 81.4 4.53 0.033 | geri gdriimezken; iki cm ve
Yilksek 23 14 56.4 daha kiglk timaorlerde
Proliferatif indeks (p=0.035); histoloik iyi diferan-
Dﬂ!_gl'.'lk 36 12 83.6 6.01 0.014 siye timérlerde (p=0.036);
m:;";isek 26 16 55.8 %S, toplam %S ve proliferatif
Diploid 26 9 85.4 358 0.058 indeksi dusik olgularda (sira-
Andploid 36 19 58.7 styla  p=0.013), p=0.033
p=0.014) hastaliksiz sagkalim
%S: Anoploid timérlerde andploid hiicrelerin sentez fazi orani anlamli olarak daha iyi idi.
Toplam %S: Andtploid timbrlerde diploid ve andploid tim hiicrelerin sentez tazi orani
Proliferatif indeks: Toplam %S + G2M fazi on de§i§kenli Cox geg_

resyon Testi uygulandiginda
(Tablo 5) tumér blylkligi

istatistiksel Degerlendirme

Degerlendirmeler SPSS bilgisayar programinda yapildi.
Diploid ve andploid gruplarin %S, toplam %S ve proliferatif
indeks ortalama degerlerinin karsilastinimasinda t-testi uy-
gulandi. incelenen faktérler ikili gruplara ayrildi: Timér bii-
yUkligi icin iki cm ve alti ile iki cm'den biyiik; aksilla lenf no-
du durumu igin negatif ve pozitif; histolojik ve nikleer greyt
icin greyt | (iyi diferansiye) ve greyt ll+ll (orta derecede + ké-
td diferansiye); mitoz sayisi igin diisiik (10'un alti) ve yiiksek
(10 ve Ustii); ploidi igindiploid ve andploid; %S, toplam %S ve
proliferatif indeks igin diisiik ve yiiksek. Ploidi ve toplam %S
ile diger parametrelerin arasindaki iliskilerin degerlendirilme-
sinde X2-testi ve Fisherin Kesin Olasil'k Testi kullanildi.
Hastaliksiz sagkalim Kaplan-Meier yéntemiyle incelendi ve
prognostik faktdrlerin istatistiksel anlamliliklar log-rank testi
ile degerlendirildi. Faktérlerin bagimsiz prognostik énemini
belirlemek icin cok degiskenli Cox regresyon Testi uygulan-
di. p<0.05 degerleri anlamh olarak kabul edildi.

SONUCLAR

Diploid ve anéploid timérlerin %S ve toplam %S ortala-
malari arasinda anlaml bir fark yokken, proliferatif indeks or-
talamasi anéploid timrlerde anlamli olarak yiksek idi

(p=0.045) ve proliferatif indek-
sin (p=0.041) bagimsiz prognostik faktér oldugu belirlendi.

TARTISMA

Calismamizda proliferasyon faktérlerinden %S ve toplam
%S ortalamalari diploid ve andploid timérler arasinda an-
lamli bir farkhhk gdstermiyordu. Proliferatif indeks ise andp-
loid timérlerde anlaml olarak yiiksekti. Bazi ¢alismalarda,
toplam %S (3,6,12) ve proliferatif indeks (3,6) andploid tii-
mdrlerde anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Calismamizda histolojik proliferasyon faktéri olan mitoz
sayisinin, ploidi ve flow sitometrik proliferasyon faktérleri ile
arasinda anlamli bir iliski gériilmezken, prognostik degerinin
de olmadigi anlasildi. Birgok calismada (12,13,14,15,16)
anoploid ve yiiksek sentez fazina sahip timérlerde mitoz sa-
yisi anlamh olaak yiiksek bulunmustur. Mitoz sayisinin ba-
gimsiz prognostik ©6neminin oldugunu vurgulayanlar
(13,15,17) yaninda, olmadigini belirtenler de (4,14,18) var-
dir. Mitoz sayisinin bir prognostik proliferasyon faktéri ola-
rak kullanimina itirazlar iki noktadadir (19): Birincisi fiksas-
yon éncesi etkenlere bagl instabilite. ikincisi hazirlanan pre-
paratin iyi kalitede olmamasinna ve patologun morfoloji kri-
terlerini kullaniminda gevsek davranmasina bagh tekrarlana-
bilirliginin yetersizligi. Ancak ¢cok merkezli bir calismada (20),
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TABLO 5. COK DEGISKENLI COX

REGRESYON ANALIZINDE PROGNOSTIK
FAKTORLER
Faktor P
Proliferatif indeks 0.041
Tumor biyiklGgi 0.045
Histolojik greyt 0.052
Ploidi 0.074
Niikleer greyt 0.086
%S 0.151
Toplam %S 0.186
Aksilla 0.35
Mitoz sayisi 0.624
%S: Andploid timdrlerde andploid hiicrelerin sentez tazi orani
Toplam %S: Anoploid timdrlerde diploid ve andploid tim hicrelerin
sentez faz) oran

Qroliferatif indeks: Toplam %S + G2M fazi

>

protokol kurallarina titizlikle uyuldugunda bu sorunlarin asila-
cagdl ve mitoz sayisinin prognostik faktér olarak yaygin sekil-
de kullanilabilecegi belirtiimektedir.

Andploid timdrlerde yalnizca andploid hiicre toplulugu-
nun degil tim hiicrelerin ortalama seentez fazinin da prog-
nostik 6neme sahip olabilecegi; bu toplam sentez fazi ile
hiicre siklusunun diger proliferasyon fazlar olan postsentez
ve mitoz fazlarin birlikte kapsayan proliferatif indeksin timo-
rin proliferasyon kapasitesini daha iyi yansitabilecegi diisiin-
cesiyle arastirmalar yapilmisgtir.

Witzig ve ark (6) toplam %S'nin hastaliksiz sagkalimda,
proliferatif indeksin sagkalimda bagimsiz prognostk faktér ol-
dugunu, %S'nin ise bagimsiz prognostik dnemi olmadigini
saptamisglardir.

Muss ve ark (3) toplam %S'nin prognostik degeri yokken
proliferatif indeksin bagimsiz prognostik 6nemi oldugunu ve
hiicre siklusu aktivitesini degerlendirmede daha yararli oldu-
gunu vurgulamislardir.

Kallioniemi ve ark (21) ise tek degiskenli analizde en giic-
lish toplam %S olmak tzere G2M ve proliferatif indeksin
prognostik degeri oldugunu, ancak ¢ok degiskenli analizde
toplam %S'nin etkisi giderildiginde G2M ve proliferatif indek-
sin ek bir prognostik katki saglamadigini saptamiglardir.

Calismamizda da tek degiskenli analizde %S, toplam %S
proliferatif indeksin disiik oldugu olgularda hastaliksiz sag-
kalim anlaml olarak iyi idi. Cok degiskenli analizde ise bu
faktorlerden yalnizca proliferatif indeks bagimsiz prognostik
6nemini korudu.

Sonug olarak, memenin invaziv duktal kanserinde hiicre
siklusu proliferasyon fazlarinin timiini kapsayan flow sitomet-
rik proliferatif indeks bagimsiz prognostik 6neme sahiptir.
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