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OZET: Bu galismanin amac: akcigerin Evre II1A-N2 yassi epitel hiicreli karsinomlarinda, stereolojik metodlar ile saptanan dlgimsel parametreler ve Ki-67 endeksinin has-

taligin seyri ile iligkisini aragtirmakuir. Galisma grubumuza yass! epitel hiicreli akciger karsinomu olan 28 olgu dahil edildi. Parafine gémiili doku drneklerine ait kesil-
ler histokimyasal olarak hematoksilen-eozin ve imminohistokimyasal olarak Ki-67 ile boyandi. Bir projeksiyon mikroskobu ve bir test sistemi yardimi ile her bir olgu-
da, ortalama niikleer hacim, ortalama niikleer profil alan, nikleer profil yogunlugu, nikleus hacminin dokuya orani, mitotik profil sikigi ve Ki-67 endeksi belirlendi. Ve-
riler Kendall'in t testi, Log rank testi ve Cox regresyon analizi ile degerlendirildi. Ki-67 endeksinin klinikopatolojik parametreler ve hastaligin seyri ile iligkili olmadii iz-
lenirken, ortalama niikleer hacim (654 pm?) ve hasta yasinin (57 yas) bagimsiz prognostik parametreler oldugu beliflendi. Sonuglanmiz akcigerin Evre lIA-N2 yassi
epitel hiicreli karsinomlarinda, hasta yasi ve ortalama nilkleer hacmin hastaligin seyrinin belirlenmesinde kullanilabilecek yararli parametreler olduklarini telkin etmek-
tedir.

ANAHTAR KELIMELER: Akciger karsinomu, yassi epitel hiicreli karsinom, stereoloji, ortalama niikleer hacim, Ki-67.

SUMMARY: QUANTITATIVE HISTOPATHOLOGY AND Ki-67 INDICES IN STAGE IlIA-N2 SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF THE LUNG: PROGNOSTIC VALUE

OF STEREOLOGIC ESTIMATES OF MEAN NUCLEAR VOLUME AND PATIENT AGE. The aim of this study was to investigate the relation between Ki-67 index and
quantitative parameters detected by stereological methods, and survival in stage IlIA-N2 squamous cell carcinoma of the lung. Twenty eight cases with squamous cell
carcinoma of the lung were included in our study group. Sections from paraffin embedded tissue samples were stained histochemically with hematoxylin and eosin
and immunohistochemically with Ki-67. In each case by using a projection microscope and a test system, mean nuclear volume, mean nuclear profile area, nuclear
profile density , nuclear volume fraction, mitotic profile density and Ki-67 index were determined. Data were evaluated by Kendall's < test, log-rank test and Cox reg-
ression analysis. While Ki-67 index was observed not fo be related with clinicopathologic parameters and survival, mean nuclear volume (654pm?) and age (57 ye-
ars) of the patients were found to be independent prognostic factors. Our results show that in stage IIIA-N2 squamous cell carcinoma of the lung mean nuclear volu-

me and patient age are useful parameters that could be used in the determination of the course of disease.
KEY WORDS: Lung carcinoma, squamous cell carcinoma, stereology, mean nuclear volume, Ki-67.

GIRIS

Akcigerin kiigUk hiicreli disi epitelyal timérleri hizli ilerle-
yen, kot prognozlu timérlerdir (1). Bu timérlerde progno-
zun belirlenmesinde ve uygun tedavi protokollerinin secimin-
de kullanilan en énemli parametreler evreleme ve histolojik
tiplemedir (2-4). Ancak ayni histolojik alt tipte veya ayni ev-
rede bulunan bazi olgularda hastaligin farkli bir gidis goste-
rebildigi, ileri evrede tani almalarina karsin cerrahi rezeksi-
yon sansi bulunan, etkin tedaviden yarar gérebilecek olgula-
rin bulundugu bildirilmektedir (5-8). Bu nedenle, giinimizde
akciger timérleri ile ilgili pek gok galismanin konusunu evre-
leme ve histolojik tipleme diginda kullanilabilecek, yeni prog-
nostik faktérler olusturmaktadir.

Son yillarda diger organ timdérlerinde oldugu gibi akciger
karsinomlarinda da dl¢iimsel parametrelerin ve timér hicre-
lerinin proliferatif endeksinin belirlenmesinin, timdr davrani-
sinin saptanmasinda yararli olabilecegine dair veriler elde
edilmistir (9-15). Ancak bu parametreler, ya erken evre ti-
méorlerde, ya da farkli histolojik alt tip ve evrelerde bulunan
timdrlerin timi birlikte ele alinarak arastinimstir. Bilgilerimi-
ze gore ileri evrede tani alan ve tek bir histolojik alt tipin olus-
turdugu calisma gruplarinda, morfometrik veriler ve prolifera-
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tif endeksdeki degisikliklerin hastaligin seyri ile iligkisi arasti-
riimamisgtir.

Calismamizin amaci, ileri evre olan, Evre llIA-N2 yassi
epitel hiicreli akciger karsinomlarinda, stereolojik parametre-
ler ve Ki-67 ile saptanan proliferasyon endeksinin hastaligin
seyri ile iliskisini arastirmaktir.

MATERYAL VE METOD

Calismamiza Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Ggis
Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan tedavi ve takip edilen ve
Patoloji Anabilim Dali'nda, yassi epitel hicreli karsinom tani-
si almig 28 olgu dahil edildi.

Olgulara lenf nodiilii diseksiyonu ile birlikte lobektomi ve-
ya pnémonektomi uygulanmistir. Hastalarin timi erkektir ve
yas ortalamasinin 58 (ortanca: 57 yas, en az: 41 yas, en faz-
la 73 yas ) oldugu saptandi. Postoperatif veriler temel alina-
rak olgular TNM klasifikasyonuna gére evrelenmistir (16).
Buna gére olgularin timinin Evre I1IA-N2 oldugu saptandi.

Tamérlerin 7’sinin iyi, 10’'unun orta ve 11’ inin kotd dife-
ransiye oldugu belirlendi.

Olgularin takip siresi ortalama 26 aydir. (En az 14-en
fazla 60 ay).

Immiinohistokimya:

Olgulara ait taniya elverigli bloklardan hazirlanan seri ke-
sitler krom alumlu lamlara alinarak deparafinize edildi. On
dakika mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra primer antikor
olarak Ki-67 ( Mouse Monoclonal, Dilution: 1/50 ) kullanilarak
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Sekil 1: Ortalama niikleer

hacmin belirlenmesinde
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Resim 1: Ki-67 ile boyanan tiimdr hiicreleri ve endeksi saptamada
kullanilan test sistemi, Biiviik ¢erceve igerisindeki hiicreler sayilmg,
gergevenin sol ve alt kissmlarina uyvan bélgedeki hiicreler sayim diginda
birakilnugtir (MIB-1, z1t boyama Harris hematoksileni, x1850).
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Resim 2: Stereolojik parametrelerin saptanmasinda kullanilan test
sistemi. Ortalama niikleer hacim noktalar ile kesisen hiicrelerin
logaritmik bir cetvel yardimu ile élgiilmesi ile elde edilmig, diger
parametrelerin saptammasinda biiyiik ve kiiciik ¢erceveler kullanilmigtir
(HE x1850).

avidin biotin peroksidaz ydntemi ile boyandi.

Ki-67 endeksinin saptanmasi igin, her bir olguda diger
stereolojik parametrelerin &lgiminde de kullanilan bir test
sistemi yardimiyla, sistematik randomize érnekleme ile segi-
len ortalama 30 alanda (en az 24-en fazla 62) ve ortalama
443 hiicre (en az 69- en fazla 713) olacak sekilde hiicreler
sayildi (100x immersion objektif, son biiylitme 1850). Sayma
islemi tamamlandiktan sonra, tim alanlarda boyanan hiicre-
lerin toplam sayisi, sayilan hiicrelerin toplamina ylizdelene-
rek Ki-67 endeksi hesaplandi. Stereolojik metod icin hema-
toksilen ve eozin ile boyali 4um kalinhgindaki kesitler ve bir
projeksiyon mikroskobu kullanildi.

Ortalama niikleer hacmin belirlenmesi igin, nokta-ile-6r-
neklenen-araliklar metodu uygulandi. Her bir kesitte dl¢im

TABLO 1: STEREOLOJIK OLCUMLERLE iNCELENEN
PARAMETRELERIN ELDE EDILMESINDE KULLANILAN

FORMULLER
Ortalama nikleer hacim: Ortalama niikleer profil alan::
e N.A1
v, (niik) = ——© *H(nok) < 2PIN-AT
Q1(nik).A

Nikleus hacminin

Nikleer profil yogunlugu:
dokuya orani:

V,, (niik/doku) = N.a(p) ND = Q1(nuk)
nt.A nt.A1
Mitotik profil sikhigi:
MF = Q(mit).A1
Q1(niik).A

A: Biylk gercevenin alani, A1: Kiglk gergevenin alani, a(p): Test
sistemindeki her bir nokta ile iligkili alan, N: Niikleuslar ile kesigen
noktalarin total sayisi, nf : Olgim yapilan alan sayisi, Q1(mit) : Sayilan
mitotik profillerin total sayisi, Q(niik): Sayilan nikleer profillerin toplam
sayist.

icin 15 timor alani nekrotik ve fibrotik alanlarl icermeyecek
bicimde secildi. Bu alanlarin ilki belirlendikten sonra, diger
alanlar sabit ve belirli araliklar ile sistematik randomize bir bi-
¢imde drneklendi ve x100 objektif kullanilarak son biyiitme
x1850 olacak bigimde dl¢iim yapildi.

Orneklenen her alanda, izerinde 0'dan 97'ye dek degi-
sen sinids degerleri tasiyan bir yénelim gergevesi ile, Gizerin-
de belirli araliklar ile noktalar tagiyan, birbirine paralel yatay
cizgilerden olusan bir test sistemi kullanildi. llk alanda para-
lel gizgiler ile kesisen bir sinlis degeri arastirici tarafindan se-
cildi. Diger alanlarda segilen sinis degeri Uzerine 37 sayisi
eklenerek sints degerleri belirlendi. Boylece her bir alanda
test sisteminde yer alan gizgilerin ve isaretleyici noktalarin
yonelimleri degistirilerek inceleme yapildi. Her alanda yatay
gizgiler Gzerinde yer alan noktalarin kesistigi hiicrelerde bir
logaritmik cetvel kullanilarak uzunluk 6lgimi yapildi (lo). Her
bir olguda, timér basina ortalama 147 aralik (en az 83-en
fazla 203) érneklemesi yapildi.

Ortalama niikleer profil alani, nikleer profil yogunlugu,
niikleus hacminin dokuya orani, mitotik profil sikligi ise test
sistemindeki gergeveler kullanilarak belirlendi (17-19).

Stereolojik dlgtimlerin yapildigi logaritmik cetvel, test sis-
temleri ve parametrelerin belilenmesinde kullanilan formiil-
ler sirasiyla Sekil 1, Resim 1, 2 ve Tablo 1'de gdsterilmistir.

Tum veriler, devamli parametreler arasindaki iliskiyi belir-
lemek igin lineer regresyon analizi, kategorik parametreler
ise Kendall'in 1 testi ile incelendi. Yagam analizi i¢in Kaplan-
Meier ve Cox regresyon analizi uyguland.

SONUCLAR

Ortalama Ki-67 endeksi %50,53+19,88 (sinirlar 0-%75)
olarak belirlendi. Iki olgu negatifti. Median deger sinir olarak



TURK PATOLOJI DERGISI

16 - (3-4)

V,2654pm’
E .........................
g
[=]
£
[}
L
]
=
V,2654um’
0 10 20 30 40 50 60
stire (aylar)

100 =

80 <
5 o
c o
E : >
3 40= 17 S Yef% 57 _____
o
- Yas <57

20 =

0 10 20 30 40 50 60
sire (aylar)

TABLO 3: CALISMADA KULLANILAN STEREOLOJIK
PARAMETRELERIN TEK FAKTORLU PROGNOSTIK
ANALIZININ SONUCLARI

Sinir* Olgu sayisi** p degeri
Yas 57 13/15 0,002
Ki-67(%) 54,5 9/19 NS
V, (nik) 654 12/16 0,008
aH(niik)(um?) 431 13/15 NS
ND(mm2) 3298 14/14 NS
V, (niik/doku) 0.130 14/14 NS
MF(103) 7.50 12/16 NS

* Ortanca deger sinir olarak alinmisgtir.
** Ortanca degerin altinda olan olgular/ ortanca degere esit veya lzerinde
olan olgular.

TABLO 4: COK DEGISKENLI COX REGRESYON

ANALIZININ SONUCLARI
Regresyon SE %95ClI Relatif p
kat sayisi Risk
v, -1,5099 0,7765 0,481-1,014 4,06 0,02
Yas  1,2586 0,5702 0,929-0,8685 2,67 0,05

Sekil 2: Ortalama niikleer hacim (A) ve hasta vaglarimn (B) ortanca
degeri simr alinarak uygulanan Kaplan-Meier analizinde elde edilen sag
kalim egrileri.

alindiginda (%54,50), Ki-67'nin klinikopatolojik parametreler
ile iligkili olmadig! gérildi. Yasam analizinde hastaligin sey-
ri ile Ki-67 endeksi arasinda anlaml bir iligki saptanmadi.

Stereolojik olarak elde edilen parametrelere ait degerler
Tablo 2'de gésterilmistir. Bu parametreler arasinda ortalama
niikleer hacim (vv) ve ortalama niikleer profil alani [ay(nlk)]
arasinda (r=0,58 ), niikleer profil yogunlugu (ND) ile niikleus
hacminin dokuya orani (Vv) (r=0,68 ) ve ND ile ay(niik) ara-
sinda (r=-0,50) anlamli bir iliski oldugu gézlendi.

Kaplan Meier analizinde, ortalama nikleer hacmin ve
hastalarin yasinin prognoz ile iligkili oldugu izlendi. Ortalama
nilkleer hacim tiim grupta 672,58+297,13 uym? olarak belir-
lendi. Median deder olan 654 pm® sinir olarak alindiginda,
bu deder ve Uzerinde ortalama niikleer hacmi olan olgularin

TABLO 2: STEREOLO,HK PARAMETRELERE
AIT DEGERLER
Ortalama Ortanca Alt ve Degiskenlik
st sinir katsayisi
V, (nilk) (um?3) 672 654 212-1271 0,44
AH (niik) (um?) 46 43.1 21-81.3 0,37
ND (mm2) 3571 3298 1299-7626 0,34
Vv (nik/doku)  0.144 0.130 0.074-0.242 0,41
MF (10°3) 7.21 7.50 0-16.2 0,59

V,(niik): ortalama niikleer hacim, ®H(niik): Ortalama niikleer profil alam,
ND: Niikleer profil yogunlugu, V, (nik/doku): Nikleer hacmin dokuya
orani, MF: Mitotik profil sikhigi.

V,: Ortalama niikleer hacim, SE: Standart hata, Cl: Given araligi,
RR: Relatif risk

ve bu degerin altinda ortalama niikleer hacmi olan olgularin
5 yilik yasama oraninin, sirasiyla % 67 ve %14 oldugu gé-
rildi (p<0,008) (Sekil 2). Yasam siresi ile hacim arasinda
ters bir iliski oldugu saptandi.

Hasta yaglarinin median degeri olan 57 yas sinir olarak
alindiginda, bu degerin altinda yasi olan olgularin 5 yillik ya-
sama olasiliginin %16 oldugu izlenirken, 57 yas ve iizerinde-
ki hastalarda bu degerin %41 oldugu izlendi (p<0,002) (Sekil
2). incelenen parametrelerin prognoz ile iliskisi Tablo 3'de
dzetlenmistir.

Cox regresyon analizinde ise hem yas, hem de ortalama
niikleer hacmin bagimsiz prognostik faktérler oldugu izlendi
(Tablo 4).

TARTISMA

Akciger timorlerinde hastaligin seyrinin belilenmesinde
en dnemli faktérlerden biri timorin evresidir ve Evre Il di-
zeyinde tani alan olgularda prognozun, erken evre timdrler-
den daha kétiu oldugu bilinmektedir (1,5,6,20). Ayrica bu ev-
rede bulunan kigiik hicreli disi timérlerde, uygun tedavinin
se¢iminde ve hastaligin seyrini belirlemede dnerilebilecek,
cesitli bagimsiz faktorlerin birlikte kullanildigi bir model bu-
lunmamasi, tedavinin zor ve problemli olmasina yol agmak-
tadir (5,6,21).

Bu nedenle erken evre timérlerde oldugu gibi, bu evre-
deki timérlerde de hastaligin seyrini ve timérler arasindaki
biolojik degisiklikleri saptayabilecek bagimsiz prognostik fak-
térlere ihtiyag vardir. Ayrica son yillarda sadece mediastinal
lenf noduili tutulumu olan (N2) Evre Ill olgularin neoadjuvan
terapi ile yasam stirelerinin ve kalitesinin arttigina dair veriler
elde edilmistir (7,8). Dolayisiyla cerrahi sansi olan bu olgu-
larda, etkin tedaviden yarar gorecek olanlarin belirlenmesi
icin, ya da yasami tehdit edecek komplikasyonlar olugturan
agin tedaviden kaginmak igin evreden bagka yeni prognostik
faktérlere ihtiyag oldugu agiktir.

Akciger timorlerinde hastaligin seyri ve uygun tedavinin
seciminde histolojik tipin 6nemli oldugu vurgulansa da ayni
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morfolojik alt tipte olan timérler klinik seyir ve prognoz agi-
sindan incelendiginde, timor davranisinin heterojen oldugu
izlenmektedir. Akciger timédrlerinin %60'n1 olugturan yassi
epitel hiicreli karsinomlarda, bu durumun tiimérin diferansi-
asyon derecesindeki farkliliklardan kaynaklandigi diistniil-
mus, ancak konu ile ilgili galismalarda tam bir fikir birligine
varilamamistir (14,22). Ladekarl ve arkadaglan (13), elde
edilen degisik sonuclarin, timér diferansiasyonunun belirlen-
mesinde kullanilan kalitatif kriterler ile arastiricilar arasinda-
ki farkliliklardan kaynaklanabilecegini ve bu farkliligin gideril-
mesinde kolay ve tarafsiz olan kantitatif metodlardan yarala-
nilabilecegini vurgulamiglardir.

Calismamizda tim bu verileri dikkate alarak, Evre IlIA-
N2 olan yass! epitel hicreli karsinom olgularinda Ki-67 ile
saptanan proliferatif endeksin ve stereolojik metodlar ile elde
edilen dlcimsel parametrelerin hastaligin seyrini belirleme-
deki etkinligini arastirdik.

Calismamizda yer alan timdrlerde ortalama Ki-67 en-
deksinin %50 oldugu saptandi. Bulgularimizin istatistiksel
analizinde Ki-67 endeksinin klinikopatolojik 6zellikler, élcim-
sel parametreler ve hastaligin seyri ile iligkili olmadigi goriil-
di. Akciger timérlerinde Ki-67 endeksinin hastaligin seyri ile
iliskisi bazi yazarlar tarafindan arastinlmistir (9,10,11,12).
Ki-67 endeksinin evre ile korelasyon gdsterdigi ve ileri evre-
lerde daha yiksek diizeylerde oldugu bildiriimesine karsin,
Ki-67 endeksi ile prognoz arasindaki iligki tam olarak aydin-
latilamamistir (9,10,11) .

Bilgilerimize gore, Evre IlIA-N2 akciger karsinomlarinda
Ki-67 endeksi ile prognoz arasindaki iligkininin arastinildigs
bir calisma yoktur. Izledigimiz Ki-67 endeksi, hem diger aras-
tirmalarda bildirilenler ile uygunluk géstermekte, hem de ile-
ri evre tumdérlerde Ki-67 endeksinin daha yiksek dizeylerde
oldugunu desteklemektedir. Ancak bizim calismamizda Ki-
67 ile belirlenen proliferatif endeks ile prognoz arasinda bir
iliski saptanmamistir. Bunun nedeni ¢alisma grubumuzun
tek bir evreyi icermesi, dolayisiyla Ki-67'nin evreler arasi
gosterdigi farkhiliklarn gostermemesi olabilir. Akciger timérle-
rinde proliferasyon endeksinin, hastaligin seyrinin belirlen-
mesinde yararli bir parametre olabilecegi yonindeki verilere
karsin, sonuclarimiz Evre IIIA-N2 yassi epitel hiicreli karsi-
nomlarda Ki-67 ile belirlenen proliferasyon endeksinin hasta-
igin seyrinin belirlenmesinde yeterli olmadigini telkin eder
niteliktedir. Calismamizda izledigimiz bu bulgunun daha ge-
nis serilerde, daha ileri galigmalar ile desteklenmesi gerekli
olsa da, akcigerin Evre [lIA-N2 yassi epitel hiicreli karsino-
munda proliferasyonun, Ki-67 disindaki diger proliferasyon
isaretleyicileri ile degerlendiriimesinin daha uygun olacagi
disincesindeyiz.

Calismamizda inceledigimiz élgimsel parametreler igeri-
sinde, sadece ortalama nukleer hacmin bagimsiz prognostik
bir faktdr oldugu izlenmistir. Gegmiste gesitli timérlerde ya-
pilan pek g¢ok ¢alismada bu parametrenin prognoz ile iligkili
oldugu bildirilmistir (17,23,24,25).

Akcigerin yassi epitel hiicreli karsinomlarinda stereolojik
metodlar kullanilarak yapilan ¢alismalar az sayidadir
(13,26). Ladekarl ve arkadaglari(13), akcigerin yassi epitel
hicreli karsinomlarinda ortalama niikleer hacmin, evreden
bagimsiz olarak prognozun saptanmasinda degerli bir para-
metre oldugunu izlemislerdir. Calismamizin sonuglar Lade-
karl ve arkadaslarinin bulgularina ek olarak ortalama niikle-
er hacmin Evre IlIA-N2 yassi epitel hiicreli karsinomlarda da
etkin bir prognostik parametre oldugunu géstermektedir. Ca-
lismamizda ortalama nikleer hacim degeri 672,58 pm?® ola-
rak saptanmistir; bu deger Ladekarl ve arkadaslar tarafin-
dan 716 pm?3 olarak belirlenmistir (13). Aru ve Nielsen tara-

findan yapilan diger bir galismada ise ortalama niikleer hac-
min 632 pm? oldugu izlenmistir (26). Farkli arastiricilar tara-
findan ele alinan ¢alismalarda biribirine yakin ortalama niik-
leer hacim degerlerinin izlenmesi, stereolojik yéntemler ile
saptanan parametrelerin, diger kalitatif yontemlerden daha
objektif sonuglar verdigi yéniindeki gorisleri desteklemekte-
dir. GCalismamizda olgularimizda Ladekarl ve arkadasiarina
benzer olarak, ortalama nikleer hacim degeri ile prognoz
arasinda ters bir iligki oldugu gézlenmistir (13). Benzer bir
iliski serviksin yassi hicreli karsinomunda da saptanmistir
(27). Ancak giinimiizde,bu ters iliskinin nedeni heniiz aydin-
latilamamistir (13).

Galisma grubumuzda ortalama niikleer profil alani, hacim
ile iligkili olmasina karsin prognoz ile iligkili bulunmamistir.
Benzer durum mitotik profil sikliginda da gézlenmistir. Bu ve-
rilerimiz 6nceki ¢aligmalarin sonuglari ile uyumludur (13-15).

Calismamizda bir diger bulgumuz, yasin bagimsiz bir
prognostik faktér olarak izlenmesidir. Akciger timérlerinde
40 yas altinda izlenen tiimérlerin pek gogu ileri evre timérler
oldugundan, kéti prognozlu olduklari kabul edilmektedir. Bi-
zim c¢alismamizda da hastalarin yaslarinin ortanca degeri
olan 57 yasin altindaki olgularda hastaligin daha koéti seyirli
oldugu gozlenmistir (28).

Sonug olarak g¢alismamiz akcigerin Evre |lIIA-N2 yassi
epitel hicreli karsinomunda proliferatif endeksin Ki-67 disin-
daki proliferasyon isaretleyicileri ile belirlenmesi gerektigini
disindirmekte, hasta yas! ve ortalama nikleer hacmin ba-
gimsiz prognostik faktérler oldugunu gdstermektedir. Verile-
rimizin, ileri calismalarda ve daha biiyik hasta gruplarinda
desteklenmesi, ayni evrede ve ayni histolojik alt tipte olan,
ancak degisik tedavi modalitelerinden yararlanabilecek has-
ta gruplarinin belilenmesini saglayabilir.
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