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OZET

Lokal ileri meme kanserli 48 hastanin kemoterapi éincesi ve
sonrasi biyopsilerinde imminohistokimyasal yontemle ( klon:
JSB-1) P-glikoprotein ( P-gp ) ekspresyonu aragtinimistir.
Kemoterapi dncesi P-gp ekspresyon oram %33.3 iken
kemoterapi sonrasinda bu oran %68.7'ye yikselmigtir
(p<0.001). Kemoterapi dncesi P-gp ekspresyonu ile timaor
boyutu, lenf nod durumu, klinik evre, timdr tipi ve histolojik
grade arasinda iliski bulunmamistir. Kemoterapi sonrasi P-gp
ekspresyonunun yiiksek grade'li timorlerde arthgi gorilmistir
( p=<0.05). De-novo P-gp ekspresyonu ve kemoterapiye yanit
arasinda iliski bulunmamigtir ( p=>0.05) fakat parsiyel yanit
veren grupta kazamimig P-gp ekspresyon oraminda belirgin
arhg gorulmistir ( p< 0.05 ). Meme kanserinde &zellikle
kazanilmig P-gp ekspresyonunun tespitinin tedavi protokaliiniin
diizenlenmesinde yardime olabilecedi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: P-glikoprotein, meme kanser,
indiiksiyon kemoterapi, multidrug rezistans

GIRIS

Ginimizde kemoterapiyi izleyen radyoterapi veya cerrahi
ya da ikisinin kombinasyonu lokal ileri meme kanserinin
tedavisinde kabul giiren yaklagimdir {1-3).

Tedavide kullamilan kemoteropdtiklere karsi gelisen direng
kanserli hastalann tedavisindeki basansizik nedenlerinden
biridir.

"Multidrug resistance" (MDR) hiicrenin, bir ilagla kargilag-
masindan sonra yapisal ve fonksiyonel olarak bu ilaca benze-
meyen daha dnce karsilasmadidi pek gok ilaca karsi gapraz
direng gelistirmesidir. Bu ilaclann ortak ozelligi cesitli dogal
iriinlerden elde edilen lipofilik bilegikler olmalandir (4,5). MDR
fenotipinin gelismesine insan kanser hiicrelerinde overekspres-
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SUMMARY

Evaluation of P-Glycoprotein expres-
sion in locally advanced breast cancer
by immunohistochemistry and relation to
response to chemotherapy '

P-glycoprotein { P-gp ) expression was evaluated in 48
locally advanced breast cancer on biopsy specimens
before and after induction chemotherapy by immunohisto-
chemistry (clone: JSB-1). De-novo P-gp expression rate
was 33.3% and increased up to 68.7% after induction
chemotherapy ( p<.0.001 ). There was no correlation
between de-novo P-gp expression and tumor size, lymph
node status, clinical stage, tumor type, histologic grade.
Acquired P-gp expression was incerased in high grade
tumors ( p < 0.05 ). No correlation was observed between
de-novo P-gp expression and response to chemotherapy
(p<0.05). Acquired P-gp expression was increased in par-
tial response group ( p < 0.05 ). Therefore especially
detection of acquired P-gp expression can contribute to the
design of chemotherapy protocols in breast carcinoma.

Key Words: P-glycoprotein, breast cancer, induc-

tion chemotherapy, multidrug resistance

yonu tesbit edilen MDR 1 gen drini P-glikoprotein (P-gp),
"multidrug resistance associated protein”, "lung resistance pro-
tein" gibi proteinlerin ve glutatyon metabolizmas ile ilgili enz-
imlerin neden olduklan diisinilmektedir (5,6).

MDR fenotipinin bashca belirleyicisi insan 7 nolu kromo-
zomu 21q1 bandinda yer alan MDR 1 gen driinii olan 170 kilo-
daltonluk plazma membraninda lokalize P-gp'nin overekspres-
yondur. P-gp tek tarafli enerji bagim bir pompa olarak ¢aligip,
antrasiklinler vinka alkaloidleri ve diger hidrofobik dogal bilesik-
lerin hiicre igi birikimine engel olur (5,7).

Normal adrenal, bébrek, karaciger ve kolon dokulannda ve
bu dokulardan gelisen timorlerde MDR 1 genin yiksek oranda
eksprese edildigi saptanmistir (4,8,9). Meme kanseri ise diigik
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veya orta diizeyde MDR 1 RNA'si tespit edilen timdrlerdendir
(4,8). MDR fenotipi tumdrlerde de-novo bulunabilir veya
kemoterapi sonrasi kazanimig ozellik olabilir (4).

Meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglar da P-gp etki
alanina giren ilaglardir { 10).

Bu calismada lokal ileri meme kanserli olgularda immiino-
histokimyasal ydntemle P-gp ekspresyonu arastinimig,
kemoterapiye yamit ve bilinen klinikopatolojik prognostik para-
metreler ile iliskisi incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

SB Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi Cerrahi
Kiinikleri ve Patoloji Bolumi'nde 1996-1998 yillan arasinda
meme kanseri tamisi alan ve tedavileri yapilan 48 hastaya ait
kemoterapi dncesi biyopsi ve kemoterapi sonrasi mastektomi
materyalleri incelenmistir.

Olgular 1992 AJCC evreleme sistemine gdre evre llIA ve
[IIB, lokal ileri meme kanseri olarak degerlendirilmistir.

Hastalara operasyon oncesi FAC (5-fluorouracil, adri-
amycin, cyclophosphamide), FEC (5-fluorouracil, epirubicin,
cyclophosphamide), CMF (Cyclophosphamide, methotraxate,
5-fluorouracil) veya CMF+FAC kombinasyonu verilmistir.
Verilen kiir sayisi 2 ile 6 arasinda degismektedir. Klinik yanit
durumuna géire hastalara basit veya modifiye radikal mastekto-
mi yapiimistr.

Tumdrin  kemoterapiye yaniti klinik olarak deder-
lendirilmistir. TUmdr boyutunda degigiklik yok veya artma, pro-
gresyon; %50'den az regresyon, minimal yanit, %50'den fazla
regresyon, parsiyel yanit; timadr tamamen regrese olmug veya
mikroskopik olarak tespit edilmiyorsa komplet yanit olarak
degerlendirilmigtir.

invaziv duktal karsinomlar Bloom&Richardson'un
Nottingham modifikasyonuna gore Nikon Labophot 151k
mikroskopu kullanilarak grade'lenmistir (11).

Tumar igeren biyopsi ve kemoterapi sonrasi mastektomi
bloklan secilmis, poly-L lizin ile kaph lamlara kesit alinmistir.
Altrmug santigrad derece etiivde 1 saat tutulan kesitler,
deparafinizasyon ve dehidratasyon iglemlerinden gegmistir.
Zemin boyanmasini azaltmak igin 10 dakika nemli ortamda pro-
tein bloju (Power Block, Universal Blocking Reagent,
Biogenex, USA) yapilmighr. Bu solisyon akitidiktan sonra
kesitler anti-multidrug rezistans P-gp antikoru (monoklonal,
mouse,l:50, klon: JSB-l, Biogenex, USA) ile 4 *G'de , nemli
ortamda gece boyu inkiibe edilmigtir. Daha sonra tris tampon
(pH: 7.6 = 0.2) cozeltisine alinan kesitler APAAP konjuge
streptavidin (DAKO, USA) ile onerilen protokole gdre boyan-
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miglardir. Substrat olarak new fuchsin (DAKO, USA) kul-
lamimighr ve zit boyama Mayer hematoksileni ile yapims,
kesitler sentetik balzam ile kapatilmigtir.

Anti-Pgp antikoru ile imminohistokimyasal boyanma sk
mikroskobunda timér hiicrelerinde intrasitoplazmik ve memb-
randz olarak gorilmig, kantitatif olarak degerlendirilmigtir.
Negatif olgular (hig boyanma yok): 1, %1-10 arasi pozitif
hiicre: 2, %11-30 aras! pozitif hiicre:3, %31 ve izeri pozitif
hiicre: 4 olarak skorlanmistir. Aynca hig boyanma olmayan
olgular negatif , digerleri pozitif olarak da istatistiksel inceleme
yapilmistr.

Verilerin istatistiksel analizi "SPSS for Windows" paket pro-
grami Kullanilarak yapimigtir. Degerlendirmede student t testi
ve khi-kare testleri kullamlmistir. 0.05'den kiigiik dederler ista-
tistiksel olarak anlamii olarak kabul edilmigtir.

BULGULAR

Tumi kadin olan 48 hastamin yaslan 30 ile 72 arasinda
olup yas ortalamasi 49.35 + 11.50'dir.

Kirk iki olgu (%87.5) invaziv duktal, 5 olgu ( %10.4 ) invaziv
lobiiler, 1 olgu { %2.1 ) mediller karsinomdur. Invaziv duktal
karsinomlann biyopsi materyallerinin 2'si ( %4.7) grade |, 26'si
( %62 ) grade Il, 14'G ( %33.3 ) grade Il olarak deger-
lendirilmistir. Kemoterapi sonrasi ise 5 olgu %12 ) grade |, 27
olgu ( %64.3) grade II, 10 olgu { %23.7 ) grade lll olarak deger-
lendirilmis, toplam 16 olguda ( %38 ) grade dedismistir. Beg
olgu grade |I'den lll'e yilkselmig, 8 olgu grade ll'den Il'ye, 2
olgu grade II' den I' e, 1 olgu ise grade IlIl' den I' e dugmiigtir.

Kemoterapi dncesi Klinik timdr boyutu 2 ile 12 cm arasin-
da degismekte olup, ortalamasi 5.54 = 2.29'cmdir. On iki
hasta ( %25 ) No, 29 hasta ( %60.4 ), Ni, 7 hasta ise (%614.6)
Nz'dir. AJCC kriterlerine géire 6 olgu ( %12.5 ) evre llIA, 42 olgu
(%87.5 ) evre lIB" dir.

Kemoterapi sonrasi mastektomi materyallerinde tOmar
boyutu 0 ile 13 cm arasinda degismekte olup, ortalamas) 4.14
+ 3.04 cm' dir. On iki olgu { %25 ) evre lIIB, 13 olgu ( %27.2)
evre 1A, 14 olgu ( %29.2) evre 1B, 9 olgu ( %18.8 ) ise evre
IIA olarak degerlendirilmistir.

Kemoterapi dncesi klinik timor boyutu ile mastektomi
materyallerindeki timar boyutu kargilagtinldiginda 14 olguda (
% 22.9 ) timor boyutunun degismedidi veya arttigi, 34 olguda
( %69.7 ) timér boyutunun kiiglldigi saptanmigtir, Yanit ver-
meyen 14 (%29.2 ), minimal yanit veren 13 { %27.1 ), parsiyel
yanit veren 18 (%37.5) ve tam yanmit veren grup 3 (%6.3)
olgudur.

Yirmi alt olguya (%54.2) FAC, 3 olguya ( %6.3) FEC, 16
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Resim 1 : Normal memede terminal duktal lobuler unitte luminal P-gp
boyanmasi (x200, APAAP)

Resim 2 : Grade Il invaziv duktal karsinomda imminchistokmiyasal
olarak yaygin, soluk P-gp ile boyanma (x100, APAAP)

olguya { %33.3) CMF ve 3 olguya (%6.3) FAC + CMF pro-
tokolleri uygulanmigtir.

Tiimdre komgu izlenebilen normal meme dokusunda P-gp
ekspresyonu gordlmistir (Resim-1). Kirk sekiz olgunun
16'sinda (%33.3) kemoterapi oncesi P-gp ekspresyonu tespit
edilmistir. Kemoterapi sonrasinda bu sayr 33'e (%68.7) yik-
selmigtir .

Bu arhg istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.001). P-gp
ekspresyon yizdeleri tablo-I'de verilmigtir.

Kemoterapi oncesi P-gp ekspresyon orani ile tiimdr boyu-
tu, nodal durum, klinik evre, tiimér tipi ve histolojik grade
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmemigtir
{p< 0.05).

Kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonu, uygulanan kir
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sayisi, kemoterapi protokoll, timdr tipi ve histolojik garde
arasindaki iligki tablo-Il'de gésterilmigtir. FAC protokolii ile
tedavi edilenlerde CMF protokoli ile tedavi edilenlere gore
kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonu artigi istatistiksel olarak

. anlamhdir (p<0.05). Kemoterapi sonrasi grade'e gire grade |

ve Il tumdrlerde, kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonu yok
veya %10wun altindayken gradelll timorlerde daha yiiksek oran-
da pozitifiik gordlmistir (p<0.05) (Resim-2 ). Kemoterapi
oncesi histolojik grade ve kemoterapi sonrasi P-gp ekspres-
yonu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki yoktur (p>
0.05).

Kemoterapi sonrasi yanit dikkate alindidinda, kemoterapiye
yanit ile kemoterapi dncesi P-gp ekspresyonu arasinda iligki
bulunmamigtir (p> 0.05). Fakat, kemoterapi sonrasi P-gp
ekspresyonu gosteren grup ile parsiyel yanit arasinda istatistik-
sel olarak anlamli iliski izlenmistir (p < 0.05). Kemoterapiye
parsiyel yanit veren grupta P-gp ekspresyonunda belirgin artig
vardir (Tablo-Ill).

TARTISMA

MDR fenotipinden sorumlu proteinlerden biri olan P-gp'nin
literatiirde belirtildigi gibi normal meme dokusunda eksprese
edildigi cahsmamizda da gasterilmistir (2,4,6,9,12).

Bu galismada 48 olgunun 16'simin (%33.3) kemoterapi
oncesi biyopsi spesmeninde imminohistokimyasal yontemle
P-gp ekspresyonu saptand. Kemoterapi sonras| spesmenlerde
ise bu sayl 33'e (%68.7) ylkselmistir.

Merkel ve ark.lan (13) daha once kemoterapi almamis,

_almig ve refrakter hastalardan olugan 248 olguluk serilerinde

hi¢ bir ormekte P-gp gen amplifikasyonu veya ekspresyonu
tespit etmemislerdir. Gesitli timarlerin incelendigi bir galisma-
da tedavi gérmemig meme kanserlerinde MDR 1 RNA'sinin
olmadi§i veya diisiik diizeyde sentezlendigi tespit edilmistir (8).
Schneider ve ark.lan (14) tedavi gormemis 12 hastanin 2'sinin
materyalinde ¢ok az sayida tumdr hicresinde imminohis
tokimyasal yGntemle P-gp ekspresyonu tespit etmiglerdir.

Kemoterapi verilmemis meme karsinomlu olgularda a
MDR 1 RNA dizeyi %46, %51 oranlannda tespit edilmigtir
(9,15). Benzer hasta gruplarinda immiinohistokimyasal yon-
temle farkll antikorlar kullanilarak 29 hastanin 16 ve 12'sinde,
213 hastanin ise 113'inde P-gp varlid tespit edilmistir (16,17).
Tedavi gdrmemis 17'si lokal ileri 20 olguluk bagka bir seride
C494 antikoruyla 20 olgunun 17'sinde pozitifik saptanmigtir
(12).

Kemoaterapi sonrasi mastektomi materyalinin incelendigi
Ro ve ark.lannin (2) 40. olguluk ¢ahigmalannda %50 oraninda
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P-ap ekspresyonu gdsterilmistir. Sanfilippo ve ark.lan (18)
kemoterapi aimamis olgularda %29 (10/34 ), kemoterapi almig
olgularda ise %64 (9/14) oraninda P-gp ekspresyonu tespit
etmiglerdir.

Ay olgulara ait 23 adet kemoterapi ncesi ve sonrasi bi-
yopsi spesmeninin incelendigi bir ¢aligmada immiinohis-
tokimyasal yontemle kemoterapi Gncesi P-gp ekspresyonu
%26 iken %57'ye yikseldigi gorillmiigtiir (3). Benzer ozellikte
17 olguluk bir baska galismada kemoterapi fincesi ve sonrasi
P-gp ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamh fark tespit

Tablo 1 : Kemoterapi Oncesi ve sonrasi immunohistokimyasal olarak P-
ap ekspresyonu

* istatistiksel olarak anlaml

Tablo 2 : Kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonu ile klinik ve histopatolojik prognostik parametreler arasi iligki

* istatistiksel olarak anlami

Tablo 3 : Kemoterapiye timdr yaniti ile de-novo ve kazanmilmig P-gp ekspresyanu

o
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etmemiglerdir (6). MDR fenotipi ile ilgili kemoterapi verilmig
olan 13 olgunun 10'unda imminohistokimyasal yontemle P-gp
ekspresyonunda degisiklik olmadigi belirtilmigtir (19).

Literatiirde bildirilen farkh P-gp ekspresyon oranlan yén-
tem, kullanilan antikor, degerlendirme ve segilen grup farkiilik-
lanna bagh olabilir. Bu calismalar ve bulgulanmiz meme
kanserinde de-novo P-gp ekspresyonu oldugunu destekler
yondedir. Kemoterapi almis olgularda da galismamizda oldugu
gibi P-gp ekspresyonu tespit edilmistir. Kemoterapi almans
olgularla kargilastinldiginda bu oramin daha yiksek oldugunu
bildiren gahigmalar vardir (14,18): Caligmamizda oldugu gibi
ayn hastaya ait kematerapi oncesi ve sonrasi spesmeni igeren
1 caligmada (3) bulgulanmiza benzer sekilde P-gp ekspresy-
onu artmig, diger 3'iinde ise dedigiklik olmamistir (2,6,19) .

Klinik olarak kemoterapiye direngli 11 olguluk bir gahgma-
da MDR fenotipi ile ilgili ilag icermeyen protokolle tedavi edilen
4 olguda P-gp immiinoreaktivitesi tespit edilmezken, MDR
fenotipi ile ilgili ilag igeren protokolle tedavi edilen 7 olgunun
4'inde P-gp imminoreaktivitesi tespit edilmistir (14).

MDR fenotipi ile ilgili ilaglarla tedavi edilen 24 hastanin
higbirinin kemoterapi sonrasi biyopsilerinin immiinohis-
tokimyasal olarak P-gp ekspresyonu tespit edilmemigtir (20).
Bagka bir gasmada in vitro doxorubicin ve vincristin rezistan-
si olan tim hiicrelerde P-gp ekspresyonu tespit edilmistir.
Ancak tiim P-gp negatif tdmorlerin kemoterapiye duyarl
olmadiklan gorllmistir (18). MDR fenotipi ile ilgili ilaglara
tedavi edilen lokal ileri meme kanserli 25 hastada %76 oranin-
da P-gp ekspresyonu tespit edilmistir. Bu grupta kemoterapiye
tam yanit veren hasta yoktur, fakat P-gp negatif olgulann
timinde parsiyel yanit gbzlenmistir. Yiiksek P-gp skoru tespit
edilen olgularda ise kemoterapiye yanit koti ve hastaliksiz
safkalim kisadir (21).

Galigmamizda kullanilan protokollerdeki ilaglar MDR
fenotipi ile ilgilidir fakat FAC protokolii uygulanan hastalarda
kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonu digerlerinden daha yiik-
sek bulunmusgtur. Bu ilag direnci gelisiminde tek bir mekaniz-
manin degil birden cok mekanizmanin sorumlu olabilecegini
dugiindiirmektedir.

Verrelle ve arklan (12) yiiksek oranda P-gp ekspresyonu
gortlen olgulann kemoterapiye yamit vermedikleri ve kisa
sirede niiks ettiklerini tespit etmiglerdir. Osteosarkomlarda
yapilan galigmalar P-gp ekspresyonu ve kemoterapiye yanit
arasinda iliski olmadigim géstermistir (22,23). ALL, non-
Hodgkin lenfoma ve noroblastomlarda yiiksek oranda MDR 1
RNA'si tespit edilmistir, fakat bu timdrler kemoterapiye
duyarhdirlar (8). Yapilan bazi galigmalar P-gp ekspresyonunun
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losemi, lenfoma, kolon karsinomu, ndroblastom ve meme
karsinomunda kétii prognostik grubu belifledidini ileri stirmek-
tedir (6,19,21,23).

Kemoterapiye yanit ve P-gp ekspresyonu arasindaki
iligkinin netlesmemig olusu farkl yontemler, antikorlar ve kul-
lanilan farkl esik degerlere bagh olabilir. Trock ve ark lan (24)
meme kanserinde P-gp ekspresyonunu inceleyen yayinlanmig
31 galigmay derledikleri yazlannda %41.2 oraminda P-gp
ekspresyonu tespit etmislerdir. Fakat bildirilen degerler arasin-
da onemli istatistiksel farklar vardir (p< 0.0001 ). Bu farklihg
kullamilan yontem, kemoterapi oncesi veya sonrasi drneklerde
calsimasi, kemoterapi protokolinin MDR ile ilgili ilag iger-
memesine baglamiglardir. Buna ragmen ozellikle kemoterapi
sonrasi P-gp ekspresyonu gdzlenen olgularda kemoterapiye
yanit vermeme olasihinin arth@imi bulmuglardir (24). Galis-
mamizda oldugu gibi yilksek oranda P-gp eksprese eden
timdrlerde kemoterapiye yanit vermeme (12) ve ekspresyonun
tespit edilmedidi hastalarda da tam yanit literatirde (2,3)
bildirilen Gzelliklerdir. Aynca meme kanserinde P-gp ekspres-
yonu kemoterapiye yanit yanisira daha agresif fenotipli, koti
prognostik bir grubu da belirliyor olabilir. Caligmamizda
kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonunun yiiksek grade'li
timorlerde yiksek bulunusu bu goriigii destekler niteliktedir.
Galgma grubumuzda, parsiyel yanit veren hastalarda yiiksek
P-gp ekspresyonu kemoterapi sonucu duyarl klonlann ortadan
kalkip geriye sadece yilksek P-gp ekspresyonu gdsteren
direncli klonun kalmis olmasina baglanabilir

Gahsmamizda da diger ¢alismalarda oldugu gibi de-novo
P-gp ekspresyonu ile boyut, lenf nod durumu, timar tipi ve his-
tolojik grade arasinda iligki bulunmamistir (2,10,1'7,24).

Sonug olarak caligmamiz ve diger bazi galigmalar meme
kanserinde kemoterapi sonrasi P-gp ekspresyonunun arthigini
postermektedir (3,14,18). P-gp ekspresyonu ve kemoterapiye
yanit arasindaki iliski hentiz net olarak ortaya kanmarmig olmak-
la birlikte, ozellikle kazamilmig P-gp ekspresyonunun kemote-
rapiye yanit vermeme olasihgini artirdi§ini destekler calismalar
vardrr (24). Rutinde kolay uygulanabilir bir yontem olan
immiinohistokimya ile standart bir esik degeri kullanarak, ozel-
likle kemoterapi sonrasi spesmende P-gp ekspresyonu tespiti
tedavi protokolini diizenlemede yardimei olabilir. Meme
kanserinde, P-gp ekspresyanunun tedaviye yanittaki ve prog-
nostik 8neminin belifenmesi igin daha iyi tammlanms, genig
gruplaria,uzun sireli hasta takipleri iceren galigmalann yapil-
masi gerektigi gorigindeyiz.
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