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Lokal ileri Meme Karsinomunda Kemoterapiye Yanitin

Apoptosis lle iliskisi

Relationship of Chemotherapy Response and Apoptosis in
Locally Advanced Breast Carcinoma

Nilgiin Kapucuoglu ', Esin Cengiz Boduroglu ', Ersoy Ercihan ? Fatma Aktepe ?, Isin Pak '
'SB Ankara Onkoloji Hastanesi Patoloji Bélim,Ankara *SB Polatli Deviet Hastanesi Patoloji Bolimu, Ankara

*SB Aydin Dogumevi Patoloji Bolimdi, Aydin

SB Onkoloji Hastanesinde tedavi olan 53 lokal
ileri meme karsinomlu kadin hastanin kemoterapi
oncesi biyopsi ve kemoterapi sonrasi mastektomi
materyalleri incelenmistir. Mitoz sayisi, 151k
mikroskopik ve "terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate
(dUTP)-biotin nick end-labeling" (TUNEL) yontemiyle
saptanan apoptotik indeks ve bunlarda kemoterapiye
bagli olarak meydana gelen degisiklikler
arastiriimistir. Isik mikroskopunda tiimér perifer ve
merkezinde ayri ayri degerlendirilen apoptotik hiicre
sayilarinda arhis saptanmistir. TUNEL yontemiyle
yapilan apoptotik hiicre sayimi ve mitoz sayimlarinda
azalma gorilmiistiir. Apoptosis sayisindaki kemoter-
api sonrasi artis, kemoterapotiklerin apoptosisi
indiikliyerek etki gosterdikleri gériisii ile uyumiudur.
Bulgularimiz apoptosis sayisindaki degisikliklerin
kemoterapi etkisini degerlendirmede kullanilabilecek
parametrelerden biri olabilecegini diisiindiirmekte-
dir.

Anahtar kelimeler: Apoptosis, hicre proliferasyonu,
kemoterapi, TUNEL, meme karsinomu

Pre-chemotherapy biopsies and post-chemother-
apy mastectomies of 53 women with Ilocally
advanced breast carcinoma who were treated at
Ankara Oncology Hospital were evaluated.

Mitotic count, apoptotic indices determined by
light microscopy and terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) mediated deoxyuridine triphos-
phate (dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL)
technique and changes in the values of these para-
meters after chemotherapy were investigated.
Apoptotic cell counts which was carried out on tumor
periphery and center were increased. There were
decreases in the apoptotic cell counts with TUNEL
technique and decreases in mitotic counts. The
increase in the apoptotic counts in post-chemothera-
py specimens were consistent with the idea that
chemotherapeutics exert their effects by inducing
apoptosis. Qur findings suggest that changes in
apoptosis count could be used as one of the para-
meters in the evaluation of chemotherapy effect.

Key words: Apoptosis, cell proliferation, chemother-
apy, TUNEL, breast carcinoma

Lokal ileri meme kanseri (evre lll) ttm meme kanser-
leri arasinda %20-30 oraninda gorulmektedir .
Neoadjuvant kemoterapi lokal ileri meme karsinomu
tedavisinde yaygin olarak kullanmimaktadir #*,

Son yillarda farkl etki mekanizmalan olan pek gok
kemoterapotigin etkilerini apoptosis ile gosterdigi
anlasilmigtir &9,

Yiksek proliferatif aktivite gosteren ve andploid
timorlerin kemoterapiye daha iyi yamit verdikleri ileri
sirdlmekle birlikte 7®, glunimuzde meme kanserinde
kemoterapiye yanit belirleyecek net kriterler henlz
ortaya konmus degildir “*'".

Bu calismada neoadjuvant kemoterapi verilen lokal
ileri meme kanserli hastalarda timér kinetiginin baslica
parametrelerinden olan mitoz, apoptosis, TUNEL yon-
temiyle saptanan apoptosisde kemoterapiye bagl
olarak meydana gelen degisiklikler ve kemoterapiye
yanit arasindaki iliski arastinlmistir.

GEREG ve YONTEM

Ankara Onkoloji Hastanesi, Genel Cerrahi Klinikleri
ve Patoloji BolimU'nde 1996-1999 yillari arasinda tani ve .
tedavi protokolleri belirlenen 53 kadin hastaya ait
kemoterapi 6ncesi meme biyopsisi ve kemoterapi son-
rasi mastektomi materyalleri incelenmistir. "American
Joint Committee of Cancer" (AJCC) evrelendirme sis-
temine gore hastalarin 6'si evre IlIA, 42'si evre |lIB'dir.

Hastalara en az 2 en gok 6 olmak lizere ortalama
3.83 = 33 kir FAC (5-florourasil, adriamisin, siklofos-
famid), CMF (5-florourasil, metotraksat, siklofosfamid),
FEC (5-florourasil, epirubisin, siklofosfamid) kombi-
nasyonu verilmistir. Kemoterapiye yanit fizik muayene
ve radyolojik bulgular 1siginda "Union International
Contre Cancer" (UICC) " kriterlerine godre deger-
lendirilmistir. Olgular tam regresyon, %50'den fazla
regresyon, %50'den az regresyon ve progresyon
gosterenler olmak (izere degerlendirilmistir. istatistiksel
analiz igin tam ve %50'den fazla regresyon gosteren



olgular bir grup, %50'den az regresyon ve progresyon
gosteren olgular bir baska grup olmak lizere 2 grupta
toplanmistir.

Kemoterapi bitiminden en az 7 en gok 21 giin sonra
hastalara mastektomi uygulanmistir. Bu materyalden ali-
nan orneklerin formalinde fikse edilmis parafine
gbmilmus bloklarindan hazirlanan kesitlerde apoptosis
ve mitoz sayimlan yapiimis ve TUNEL isaretleme yonte-
mi uygulanmistir.

Apoptotik hicreleri tanimlamada asagidaki kriterler
kullanilmigtir: a) hiicrelerde kromatin igeren sitoplazmik
fragmanlar, b) iki mikrometreye kadar intraseliiler ve
ekstraselliler kromatin pargalan apoptotik hiicre olarak
degerlendirilmistir ¥ (Resim 1).

Histolojik grade'lemede Bloom Richardson'un
Nottingham modifikasyonu kullanilmistir (14). Mitotik
figur ve apoptotik hicre sayimi hematoksilen-eozin boy-
all kesitlerde timaér merkezi ve periferinde en aktif alan-
dan baslanarak ardisk 10 bulylk buyutme alaninda
yapilmistir. Merkez ve periferin belirlenemedigi 6rnek-
lerde tek bir sayim yapilmis ve perifer olarak kabul
edilmistir.

TUNEL yontemi

Apoptosisin in situ tespiti i¢in ApopTag Plus
Peroxidase Kit (Oncor, Inc) kullanmlmistir. (Formalinde
fikse edilmis parafine gomiilmis bloklardan hazirlanan
kesitler poly-L lizin (Sigma, St. Louis, USA) ile kapl

lamlara alinmistir. 37°C etlivde bir gece bek-
letilmis, deparafinizasyon ve rehidratasyon islem-
lerinden sonra TUNEL yontemi ile isaretlemeye
gecilmistir. Kesitler proteinaz K ile (DNA tespiti igin liy-
ofilize, BioGenex, USA) 30 dk. 37°C'de nemli ortamda
inkube edilmistir. Distile suda yikandiktan sonra PBS
(pH 7.6) ile hazirlanan %3'lik H202 ile 5 dk oda i1sisinda
tutulmustur. Kesitler tizerine 15 sn sire ile oda 1sisinda
"equilibration buffer" damlatilmistir, daha sonra kesitler
16 saat 37°C'de terminal deoksinlkleotidil transferaz
(TdT) ve digoksigenin-dUTP igeren solusyon ile inkiibe
edilmistir. Reaksiyon kesitlerin 6nceden isitilmis "work-
ing strength stop/wash buffer'solusyonu ile 37°C'de 10
dk inktbe edilmesi ile sona erdirilmistir. Kesitler 3 kez
PBS'de yikandiktan sonra nemli ortamda oda isisinda
anti-digoksigenin-peroksidaz ile inkibasyona
birakilmistir. Preparatlar PBS'de yikandiktan sonra
%0.05'lik diaminobenzidin (DAB) ile renk gelisimi sagla-
narak 1sik mikroskobunda incelenebilir hale gelmistir. Zit
boyama "methyl green" ile yapilmistir. Boyanma elde
edilemeyen olgularda Negoescu ve arkadaslarinin (15)
onerdigi sekilde, kesitler TdT ile muameleden Once
200ml 0.01 M, pH 6 sitrat tamponda, gl 6'da 10 dk
mikrodalga firinda tutulmustur. Kesitler kiglk biyitme
ile incelendikten sonra boyanmanin en yogun oldugu
alanlarda 10 biylik blyutme alaminda TUNEL pozitif
hiicreler sayilmistir (Resim 2).

istatistiksel degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS paket program
kullamilmistir.  Bagimh  coklu grup ortancalarinin
karsilastinlmas! "Kruskal-Wallis" tek yonli varyans
analizi testi ile degerlendirilmistir.
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Resim 1 : Bir grup apopitotik hicre (okla isaretll) (x400, H&E)

Resim 2 : TUNEL yontemi ile nukleer boyanma gosteren iki
adet apoptotik hticre (okla isaretli) (x400, TUNEL)

BULGULAR

Timid kadin olan 53 hastanin yas ortalamasi 49.40
+1 1.50 (aralik 30-72)dir.

TUNEL vyontemiyle olgularin 25'inde boyama
yapilmistir. Boyanan olgularin 19'unda standart boyan-
ma elde edilmig, 6 olguda tekrarlanan boyamalara rag-
men suboptimal boyanma elde edilebilmistir. Isik
mikroskopunda ise TUNEL yontemi uygulanan bu 25
olgunun 3'0  haric hepsinde apoptotik hicre
gorulmustur.

Kemoterapiye klinik yanitlan hakkinda bilgi
edinilebilen 48 olgunun 19'unda (%39.6) kemoterapiye
klinik yanit yoktur, 29 (%60.4) olguda ise timor boyu-
tunda %50 veya daha fazla klgullme tespit edilmistir. Bu
29 olgunun 3'inde ise tam regresyon saptanmistir.

Elli G¢ hastanin 44'lG (%84.4) invaziv duktal karsinom,
B'st (% 11.5) invaziv lobuler karsinom, 1'i meddiller karsi-
nom, 1'i de mikst karsinom (invaziv duktal karsinom +
invaziv lobller karsinom) olarak degerlendirilmistir.
Konsiiltasyon materyali olan 1 olgunun biyopsi materyali
histolojik tip agisindan degerlendirilememistir.

Tumér periferi ve merkezinde ayrn ayn deder-
lendirilen apoptotik hicre sayiminda kemoterapi son-
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16 N. Kapucuoglu ve ark.

| kemoterapi 6ncesi kemoterapi sonrasi
ortalama SH (aralk) ortalama SH (aralik)

apoptosis merkez ~ 33.36 + 6.07(0-100) 35.58 * 6.41(0-100)
18.75 + 5.00(0-100) 23.16 + 5.37(0-100)
10.00 + 6.72(0-30) 9.81 + 6.58(0-24)
14.06 + 2.25(0-84) 8.04 + 1.35(0-45)
13.5 = 2.03(0-66) 8.60 + 1.02(0-29
5.52 * 0.33(1.5-12 4.33 + 0.47(0-15)

apoptosis perifer
TUNEL apoptosi

mitoz merkez

mitoz perifer

timar boyutu

I

SH : Standart hata

Tablo 1 : Kemoterapi ncesi ve sonrasi apoptosis, TUNEL
apoptosis, mitoz sayimlar ve timér boyutunun ézellikleri

rasi, hem perifer hem de merkezde artis saptanmistir.
Alan gobzetmeksizin TUNEL yontemiyle degerlendirilen
apoptosis ve mitoz sayimlarinda ise hem timor periferi
hem de timor merkezinde azalma gézlenmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Bilindigi gibi tumoér boyutundaki artig hicre prolif-
erasyonu ve hiicre kaybi arasindaki dengenin sonucud-
ur. Gundmizde kullanilan farkh etki mekanizmalarina
sahip kemoterapotiklerin de apoptotik hicre 8limi ile
etki gosterdikleri o6grenildikten sonra timor kinetigi
konusundaki calismalar apoptosis Gzerinde yodun-
lasmistir “9,

Lokal ileri meme kanserinde indlksiyon tedavisine
objektif yanit literatiirde %46-90 oraninda bildirimektedir
. Serimizde elde edilen %60.4 oramindaki klinik yanit lit-
eratur verileri ile uyumludur.

Genelde hizli biyiiyen timoérler daha az agresiv
olanlara gére daha yliksek oranda apoptosis gésterirler
"9, Yuksek S-faz fraksiyonu ve mitotik indeks ile yiiksek
apoptotik indeks arasinda pozitif korelasyon bildirilmistir
"®.Hicre kdltirinde yapilan bir galismada tamoér
buyumesini kontrol eden baslica parametrenin apopto-
sis orani oldugu ve genelde mitoz ile ters orantili oldugu
tespit edilmistir ",

Ellis ve arkadaslan "® 27 olguluk erken meme
kanserli hastalardaki calismalarinda kemoterapi sonrasi
ilk 24 saate alinan biyopsilerde apoptosis oraninda belir-
gin artis saptamislardir. Fakat Ki67 skorunda istatistiksel
olarak degisiklik olmamistir "®. Lokal ileri meme kanserli
hastalan iceren baska bir calismada kemoterapinin pro-
liferatif aktivite ve apoptotik indekste anlamli bir degisik-
lige yol agmadig: bildiriimekle birlikte, genel olarak pro-
liferatif aktivitede azalma egilimi ve multipl regresyon
analizi sonucunda da apoptosisin, mitotik indeks ile
korele oldugu tespit edilmistir "%. Frassoldati ve
arkadaslar * ise lokal ileri meme kanserinde kemoter-
api sonrgsinda apoptotik indeks ve PCNA ile tespit
edilen proliferatif aktivitede artis kaydetmislerdir. Yapiian
caligmalar timér gelisiminde, hiicre proliferasyonu ve
apoptosis arasindaki denge bozuklugunun &énemli
olduguna isaret etmekle birlikte ikisi arasindaki iliskinin

hangi yénde degistigi netlesmemistir. Serimizde
kemoterapi sonrasi apoptotik indekste hem timér per-
iferinde hem de merkezinde artis gordlmastir. TUNEL
yontemiyle yapilan apoptosis sayiminda ve mitoz
sayllannda azalma gorilmustir. Apoptotik indeksteki
artis belirgindir. Kemoterapi sonrasi gdzlenen bu
degigiklikler kemoterapotiklerin yiiksek proliferatif
aktivite gosteren hiicreleri etkiledikleri ve etkilerini apop-
tosisi indlkleyerek gosterdikleri gorisiini destekler
yondedir. TUNEL yontemi apoptotik hiicrelerin insitu
olarak igaretlenmesini saglayan bir tekniktir. Apoptosiste
karakteristik olarak, pargalanan DNA'nin 3-OH uglar
acia cikar. Yontem apoptotik hiicredeki agik 3-OH
uglarina, DNA polimeraz | veya deoksintikleotidil trans-
feraz (TdT) enzimi yoluyla isaretlenmis biyotinize deok-
sitridin trifosfat (dUTP) molekalinin eklenmesi temeline
dayanir. Baglayici enzime bakiimaksizin bu yontemlerin
tdmu "in situ end-labeling (ISEL)", DNA polimeraz | veya
Klenow fragmani kullaniliyorsa "in situ nick translation
(ISNT)" veya terminal transferaz kullaniiyorsa "TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)"
olarak adlandirilir "*. Galismamizda apoptosis sayimin-
da, 1sik mikroskopu ve TUNEL yéntemi ile farkli sonuclar
elde edilmistir. Aynca TUNEL ybdntemi uygulanan 25
olgunun 22'sinde 1stk mikroskopu ile apoptotik hiicre
gorulmustar fakat 6 olguda TUNEL teknigi ile boyanma
olmamistir. Bu TUNEL ydnteminin apoptosisin in situ
tespitinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte tek basina
cok guvenilir olmadig , rutin morfoloji veya apoptosis
tespitinde kullanilan diger ydntemlerle birlikte kullanil-
masi gerektigi gorisini destekler yondedir ©*®. Ayrica
TUNEL yénteminin apoptosisin belirli bir evresine 6zgiin
olmasina da baglanabilir #",

Ikeda ve arkadaslan #" TUNEL yontemiyle inceledik-
leri 38 néroblastomun 16'sinda boyanma tespit
etmiglerdir. Tiim olgularda 1sik mikroskopuyla karyopi-
knotik hiicreler gérmusler ve agaroz jel yontemi ile ince-
lenen 19 olgunun 18inde apoptosis icin tipik olan mer-
diven patternini saptamislardir. Yontemler arasindaki bu
sonug farkliigini TUNEL tekniginin duyarliiginin disiik
olmasina baglamislardir #".

Cahgmamizda oldugu gibi, yapilan calismalarin
gogunda da kemoterapi sonrasi apoptosiste artis
gozlenmistir "**. Apoptosisteki artis tim calismalarda
olmasa da * bazilarinda "® kemoterapiye yanitla iligkili
bulunmustur. Bu nedenle kemoterapiye yaniti deger-
lendirmede kullanilan parametrelerden  biri olabilir.
Buylk hasta gruplarinda yapilacak galismalar konunun
aydinlatimasina yardimci olacaktir.
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