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Uzun Kemik Osteosarkomlarinda Klinikopatolojik Prognostik
Etmenler ve P-glikoprotein Ekspresyonu
P-glycoprotein Expression and Clinicopathologic Prognostic

Factors in Extremity Osteosarcomas

Ozay Ozkaya ', Sevket Ruacan ', Arzu Sungur '

' Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Ankara

Osteosarkom olgularinda neoadjuvan kemoterapi
ve ekstremite koruyucu cerrahi uygulamalarinda
konvansiyonel klinikopatolojik prognostik etmenler
yanisira ¢ok ilagh kemoterapiye gelisen direng
mekanizmalarindan birinde rol alan P-glikoproteinin
ekspresyonu dnem tagimaktadir. Bu ¢alismada pre-
operatif neoadjuvan kemoterapi alan (n=22) ve
almayan (n=22) uzun kemik osteosarkom olgularin-
da yas, semptom siiresi, travma/patolojik kirik var-
Iig1, metastaz, metastazin yeri ve zamami, uygulanan
terapi sireleri ve tirleri, tiimériin yayilimi, nekroz
ylizdesi, grade gibi parametreler ve kemoterapi alan
grupta P-glikoprotein ekspresyonu immunhis-
tokimyasal olarak arastirilarak belirlenen parametre-
ler ve ekspresyon ile prognoz arasindaki iliski ince-
lendi. Her iki grupta metastaz ortaya cikma siireleri
kisaldikca sagkalim kisaliyordu (p<0.05). Semptom
siresi ile sagkalim arasinda énemli sayilabilecek bir
iliski vardi (p=0.084). Travma/patolojik kirik, metas-
taz varhgi, nekroz yiizdesi, tiimér biiyiikliigii, grade,
terapi cinsi, biopsi-terapi siiresi parametreleri
sagkalimla iliskili bulunmad. immunhistokimyasal
incelemede olgularin % 85.7 sinde pozitif boyanma
saptandi. Bunlarin % 38 inde boyanma siddetliydi
(3+). Boyanma varhigi, siddeti ile sagkalim, grade,
metastaz, nekroz yiizdesi arasinda iliski saptanmadi
(p>0.05).

Anahtar Kelimeler : Osteosarkom, prognoz, P-gliko-
protein

In application of neoadjuvant chemotherapy and
limb-salvage procedures in osteosarcoma patient,
expression of P-glycoprotein, which plays a role in
multidrug resistance, is an important fact besides the
clinicopathologic prognostic parameters. In this
study, patients to whom preoperative neoadjuvant
chemotherapy has been given (n=229) and has not
been given (n=22) were examined by their age, dura-
tion of symptoms, existence of trauma/pathologic
fracture, metastases, site and timing of metastases,
types and duration of therapies, extension of the
tumor, percentage of necrosis and grade. P-glyco-

protein expression of the tumor, percentage of
necrosis and grade. P-glycoprotein expression was
determined  immunohistochemically in the
chemotherapy group. The suggested parameters
and P-glycoprotein status was statisticaly analyzed
in relation to survival. There was a significant relation
between the time to develop metastases and survival
(p<0.05). The duration of symptoms was seemingly
important in the survival (p=0.084). The presence of
trauma/pathologic fracture, metastases; percentage
of necrosis, size of the tumor, frade, type of therapy,
time elapse between biopsy and therapy were not
statistically significant in regard of survival.
Immunohistologically, 85.7 % of the cases were
expressing P-glycoprotein in 38 % of which expres-
sion was strong (+++). Presence, strength of
expression were not found to affect survival, grade,
metastases, percentage of necrosis (p>0.05).

Key Words : Osteasarcoma, prognosis, P-glycopro-
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Osteosarkomlar hastalarin % 80 inde 9 ay icinde
akciger metastazi yapan malign timérlerdir. Preoperatif
neoadjuvan kemoterafi protokollerine metotreksatin
eklenmesinden sonra osteosarkomlarda ekstremite
koruyucu cerrahi uygulamalar yogunluk kazanmistir .
Ancak osteosarkomlarda goklu ilac kemoterapisine karst
direnc gelismekte; sagkalim ve klinik seyir grade, evre,
postoperatif nekroz miktari ve metastaz gibi parametrel-
er yanisira coklu ilag kemoterapisine geligen dirence
gore de degismektedir ®9. P-glikoprotein MDR1 (mul-
tidrug resistance) geni tarafindan kodlanan ™, fizyolojik
detoksifikasyon reaksiyonlarinda ATP-bagimli disa atma
pompasi olarak rol alan 170 kD agirhiginda © transmem-
bran bir proteindir. Osteasarkom kemoterapi protokol-
lerinde kullanilan en gticli ilaglardan biri olan doksoru-
bisinin hiicre disina pompalamaktadir . Bu calismada
osteosarkomlu hastalarda sagkalimi etkileyebilecek
prognostik parametreleri belirlemek ve P-glikoprotein
ekspresyonunu arastirarak prognozdaki dnemini arastir-
mak amagclanmistir.
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Resim 1: Sitoplazmik ve membanoz P-glikoprotein ekspresy-
onu godsteren sarkomatoz hicreler (immunoperoksidaz, DAB,
x460).

GEREG ve YONTEM

1973-1993 yillan arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Faklltesi'nde tani konup tedavi goren 44 osteosarkom
olgusu calisma kapsamina alindi; ekstremite disi
osteosarkomlar yas, klinik seyir gibi farkliliklar sebebiyle
calisma disinda tutuldu. Olgular biopsi sonras! neoadju-
van kemoterapi alan (grup 2) ve almayan (grup 1) 22
kisilik 2 gruba aynldi. operasyon materyalinde cerrahi
sinirlar Enneking sistemine gére belirlendi. Ikinci grupta
19 olguya preoperatif kemoterapi verilmisti (4 olguya 2
kir Endoksan, 7 olguya 8 gr/m* 2-4 kur yiksek doz
metotreksat, 8 olguya 120 mg/m* 3 kir cisplatin-
60mg/m* adriamisin). Biopsi ve operasyon materyal-
lerinden alinan orneklerin formalinde fikse, gerekirse
dekalsifiye edildikten sonra hazirlanmig olan HE boyall
kesitleri retrospektif olarak incelendi. Grade'lemede
Mirra ve Dahlin'in kullandigi modifiye Broder sistemi kul-
lanmildi. Timoérin meduller kemik ve kemik iligine, komsu
yumusak dokulara eklem kapstiliine ve vaskdler yapilara
uzanimi belirlendi. Tamér nekroz ylzdesi Picci ve
arkadaslarinin tanimladigi semikantitatif yonteme goére
hesaplandi "".

ikinci grup olguya uygulanan immunhistokimyasal
incelemede formalinle fikse parafine gémuill dokulardan
hazirlanan 6-8 mikron kalinliginda kesitler poly-L-lysine
kapll lamlara alindiktan sonra streptavidin-peroksidaz
yontemi uygulandi. Deparafinizasyon ve rehidrasyondan
sonra %0.3 Ik metanol-hidrojen peroksit solligyonu ile
endojen peroksit bloklanip PBS (phosphate buffered
saline) ile yikandi. NCL-JSB-1 monoklonal antikoru
(Novacastra, 1/30) ile 1 saat inkibasyondan sora PBS
ile yikanip sekonder biotinli antikorlar (Lipshaw) ve daha
sonra streptavidin peroksidaz enzim konjligati DAB
(Lipshaw) ile inkiibe edildi. Reaksiyon diaminobenzidin
ile gorintulendi; zit boya olarak Mayer hematoksilen kul-
lanildi. P-glikoprotein immun boyanmasi semikantitatif
skalada degerlendirildi. Hic boyanma olmadiginda
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Resim 2: Kondroblastik hicrelerde siddetli P-glikoprotein
ekspresyonu (immunoperoksidaz, DAB, x230).

sonu¢ negatif kabul edildi. Pozitif érnekler boyanma
dagilimi ve plazma membran boyanma derecesine gore
1 ile 3 arasinda derecelendirilerek az sayida hicrede
zayif intrasitoplazmik boyanma 1+, genis alanlarda
granller orta siddette boyanma 2+, diffliz kuvvetli intra-
sitoplazmik ve membrandz boyanma 3+ olarak kabul
edildi. Her skor icin boyanan hticre yuzdesi hesaplandi.
Istatistiksel analizde korelasyon, Kruskal-Wallis varyant
analizi, Mann-Whitney U testi ve ki-kare testi uygulanarak
degisik parametrelerin sagkalimla ve birbiriyle olan iligk-
isi arastinildi.

BULGULAR

Her iki gruptaki olgularnn klinik ve patolojik ozellikleri
Tablo 1 de Ozetlenmistir. Birinci grupta tumoér nekrozu
sagkalimla iligkili degildi. Grade sagkalimi etkilemiyordu.
Metastaz varigi sagkalimi etkilemiyor ancak metastaz
gelisene kadar gegen stre kisaldikga sagkalim azalyor-
du (p=0.05). Komsu dokulara invazyon varligi metastaz
sikligini degistirmiyordu (p=1.00). Tamor volimi ile
semptom suresi arasinda iligski yoktu. Semptom suresi
ile sagkalim arasindaki iliski anlaml sayilabilirdi
(p=0.084).

Ikinci grupta olgularin %50 den fazlasi mikst histoloji
gosteriyordu. P-glikoprotein sarkomatéz hicrelerde
kuvvetli ekspresyon gosterirken osteoid matrikste
negatifti (Resim 1). Bazi histolojik varyantlar farkli boy-
anma karakteri sergiliyordu. Dev hicreli varyant mor-
folojisi ve kondroblastik varyant morfolojisi gdsteren
birer olgu kuvvetli ekspresyon gdsteriyordu (Resim 2);
dev hicreli varyantta dev hlcreler ayni timor icindeki
konvansiyonel sarkom hicrelerinden daha kuvvetli boy-
anma ozelligi sergiliyordu.

P-glikoprotein ekspresyonu gosteren ve goster-
meyen olgularin bazi klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo 2
de gosterilmigtir.

P-glikoprotein ekspresyon varligi sagkalimi etkilemiy-
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GRUP1 GRUP2

Yas (ortalama) 16 16
E/K 11/11 9/13
Semptom suresi (ay;ort.) 4.2 7
Patolojik kirik (%) 22.7 32
Anotomik yerlegim
Femur 18 14
Tibia 4
Humerus 3 1
Radius - 2
Fibula - 1
Metastaz (%) 50 64
Metastaza kadar (ay;ort.) 16 23
izlem (ay;ort) 10.5 32
sagkalim (ay;ort.) 10.5 32
Tdmér hacmi (cm?;ort.) 875 602
Nekroz (%;ort.) 22 35
Grade (>%50) 3-4 3-4
P-glikoprotein (%(+)) - 85.7
Histolojik tip (>%50) Mikst Mikst
Tablo 1 : Olgularin klinik ve patolojik 6zellikleri
P-glikoprotein (-) . P-glikoprotein (+)
Sagkalim (ay;ort.) 38.7 30
Grade
1-2 2 5
3-4 1 13
Metastaz (+) 2 12
Nekroz
0-%50 2 13
2%51-90 1 5
>%90 4 =

Tablo 2 : P-glikoprotein ekspresyonu (-) ve (+) olgulanin bazi
klinik ve patolojik 6zellikleri

ordu (p=0.61). P-glikoprotein ekspresyon siddeti tani-
dan tedaviye gecen slrenin degismesiyle farklilasmiyor-
du. Postoperatif nekroz yiizdesi P-glikoprotein ekspresy-
onu ile iligkili degildi (p=0.56). Metastaz varligi sagkalimi
etkilemiyordu. Metastaz gelisme zamani ile sagkalim
arasinda kuvvetli iliski vardi (p=0.00). Yiiksek doz
metotreksat verilen olgularda sagkalim diger protokol-

lerin verildigi olgularin sagkalimindan farkli degildi.
Nekroz ylizdesi de farkli kemoterapi protokollerine gore
degisiklik géstermiyordu.

TARTISMA

Osteosarkomlar populasyonun az bir kisminda
gorilmekle birlikte énemli morbidite ve mortaliteye
sebep olan malign timérlerdir. Tedavi segimi prognostik
parametrelere dayali olarak yapilmaktadir. Bu parame-
treler uzun dénem takipleri olan genis hasta serileri ile
calisan degisik arastirmacilar tarafindan tanimlanmistir.
Bunlar arasinda evre, grade, ve nekroz yayginligi en
6nemli parametreler olarak sayilimaktadir "2, 10 yasin-
dan kiiclk veya 20 yasindan blyiik olma, erkek olma, 1-
2 aydan kisa sUreli semptom verme, patolojik kirik varligi
koti prognostik parametreler olarak saptanmistir®®.
Prognoz farkli histolojik varyantlara gére degismemekte-
dir,ylksek grade ve ileri evre kot prognoza isaret
etmektedir. Preoperatif neoadjuvan kemoterapiye
timériin verdigi yanit lar nekroz ise tek ve cok degisken-
li analizlerde prognoza etki eden faktér olarak bulun-
mustur”. Bizim caligmamizda her iki grup olguda tani-
dan metastaz olusana kadar gegen sire kisaldikca
sagkalimin kisaldigi bulunmustur. Nekroz yayginligi ve
grade sagkalimi etkilememektedir.

Yas, epifiz gizgisinin kapamasi, anatomik yerlesim,
tmarin blyukligl ve yayginlidi, olgularin goklu ilag
tedavisine yanitlari ve coklu ilaca direncin erken saptan-
masi osteosarkomlarda ekstremite koruyucu cerrahi
uygulamalarinda endikasyonlari belirlemede énemli fak-
térlerdir. Direnc gelisim mekanizmalarini tanimlamak ve
olgulardaki gecerliligini belirlemek gelecek calismalara
isik tutacakti. MDR1 gen driini P-glikoprotein yoluyla
gergeklesen coklu ilaca direng bunlardan biridir ve
osteosarkomlarda cerrahi ve kemoterapi yéninde yeni
ufuklar agmaktadir. Direng gelisiminin erken dénem-
lerinde sitotoksit porotokollere direng modifiye edici
ajanlar eklenmeli "* ve protokollerin MDR1 ekspresyonu
gosteren timér hicrelerini 6ldirmekteki etkinligi in situ
metodlarlar monitorize edilmelidir. Bizim calismamizda
P-glikoprotein ekspresyonu ile iligkili degerler kisa klinik
takipler ve olgu sayisinin azaldigi sebebiyle istatistiksel
olarak anlamli bulunmamis olsa da osteosarkomlarda
farkl siddette ve dagiimda P-glikoprotein varligini gés-
terir niteliktedir. Olgularimizin bazilarinda saptadigimiz
fokal boyanmalar ve farkli hiicre tiplerinin farkli boyanma
ozellikleri gostermesi (kondroblastik) literatlirle paralellik
gbstermektedir "2,

Benzer calismalarin genis olgu serilerinde yapil-
masiyla elde edilen sonuglar osteosarkomlarda konvan-
siyonel antineoplastik ilaclaria MDR fenotipini etkileye-
cek ajanlan kombine eden tedavilerin uygulanabilecegi
olgularin seciminde énemli rol oynayacaktir "+,

Rezeksiyon materyalindeki nekroz yayginhiginin
kemoterapiye yaniti géstermede en guvenilir belirleyici
oldugu géz online alinarak nekroz yayginhgni belir-
lemede haritalama yontemi kullaniimalidir ", Bizim calis-
mamizda ve dider birkag baska calismada gésterildigi
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sekilde, P-glikoprotein ekspresyonu ve nekroz yayginhgi
arasinda iliski saptanamamis olmasi tumor hicrelerinin
blyik kisminin P-glikoproteinden bagimsiz bir ilag
tarafindan ortadan kaldirildiklanmin gésteriyor olabilir™”.
P-glikoprotein ekspresyonun herhangi bir tedavi verilme-
den heniiz ilk tani asamasinda belirlenebiliyor olmasi
onu nekroz yayginigindan daha iyi bir prognostik faktor
haline getirmektedir.
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