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OZET

Memenin invaziv duktal karsinomunda p53 ekspresyonu ve
apoptotik hiicre dliminin bilinen prognostik parametreler
ile iligkisini arastrmak amaciyla Ankara Onkoloji Hastanesi
Patoloji Laboratuar’na kayith 160 olgu galismaya alinmigtir.
Olgulara ait bloklardan alinan kesitlere anti-p53 antikoru ile
immiinhistokimyasal boyama ve Mayer's hematoksilen-gozin
boyamasi yapiimistir. p53 ekspresyonu ile histolojik grade ve
pleomorfizm arasinda istatistiksel olarak anlamh iligki sap-
tanmighr (p<0.01). Apoptotik hiicre éliminin varhg ise
histolojik grade, pleomorfizm ve mitoz ile iligkili bulunmusg-
tur (p<0.01). Yag diginda, incelenen parametrelerin katii prog-
nozu gosteren gruplannda apoptotik hiicre dliminin sayisal
degerlerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek oldugu
saptanmigtir (p<0.01).

Anahtar Kelimeler: meme karsinomu, p53, apop-
tosis.

GiRiS

Meme karsinomu kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve
kanserden 6lim nedenleri arasinda akciger kanserinden sonra
2. sirada gelmektedir (1,2). Meme karsinomunda yaygin olarak
uygulanan tarama, takip programlan ve tedavi degisikliklerine
ragmen gorilme sikhg artmakta ve sonug 6lim oranlan
degismemektedir  (3).  Bilinen prognostik parametreler
onemli  bilgiler saglamasina ragmen iyi veya kGtil prognoziu
gruplar igerisinde farkh gidise sahip olgular olabilmektedir (4).
Bu noktada timdr davranigini belifleyecek yeni parametrelere
gereksinim dogmustur. Yeni parametre arayisi aragnrmacn!an
onkogenezde rol oynayan ve timdr davramigi zerine et-
kisi  olabilecek molekillerin  arastnimasina ynneltml§ttr
Meme karsinomlannda prognostik dnemi olabilecegi
diistintlen ve aragtinlan pekgok yeni marker mevcuttur, Yizin
iizerinde kanser iliskili gen arasinda meme karsinomunda en
sik saptanan genetik bozukluk p53 gen mutasyonu veya
ekspresyon bozukluklandir (5). "Genomun gardiyani” olarak da
anilan p53 geninin agir DNA hasaninda genetik materyalin
onanmini saglayabilmek igin hiicre dongiisini durdurdugu,
hasar giderilemediginde ise p53 geninin hiicrenin apoptosis ile
oOlmesini sadlayan mekanizmalan calistrdid  bilinmektedir
(9,6,7). Tumor kinetiginde mitoz kadar onemi olan apop-
totik hiicre oluminin  meme karsinomlannda prognostik
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SUMMARY ’

Association of p53 expression and
apoptosis with pmgms’tlr.- parameters in
invasive ductal carcinoma of the breast

A hundred and sixty cases of invasive ductal carcinoma
of the breast were retrieved from the archieves of the
Ankara Oncology Hospital Pathology Laboratory. Anti-p53
antibody was employed to the sections cut from the wax
blocks and Mayer's hematoxylen-eosin sections were pre-
pared to determine the histopathologic parameters together
with “apoptosis. p53 Immunostaining was significantly
associated with histologic grade and pleomorphism
(p<0:01). Presence of apoptosis in sections was statisti-
cally associated with histologic grade, pleomorphism and
mitosis (p<0.01). Apoptotic cell count was strikingly high-
er in the worst groups of the prognostic parameters,
excluding age. This relation was also Statistically significant |
(p<0.01).

Key Words: breast cancer, p53, apoptosis.

gnemi olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (8). Bu calismanin
amaci; memenin invaziv duktal karsinomunda p53 ekspres-
yonunun anormal yapida yada anormal fonksiyona sahip
proteini gdsteren imminhistokimyasal yontemle, apoptotik
hiicre  dliminin ise 15k mikroskobunda hematoksilen-
eozin kesitlerde degerlendirilmesi ve diger prognostik para-
metreler ile iligkisinin aragtinimasidir.

GEREC VE YONTEM

Yizaltmis olguluk calisma grubu Ocak 1990-Aralik
1991 tarihleri arasinda Ankara Onkoloji Hastanesi Patoloji
Laboratuan arsivine kayith mastektomili olgularda primer
timadri invaziv duktal karsinom tanisi alanlar arasindan rezidel
timorlii olanlar secilerek olusturulmustur. Olgulara ait timar
biyiikligi, cinsiyet, yas bilgileri patoloji raporlanndan alin-
migtir. Yiizde 10 formalinde fikse, parafine gomiilii timor doku-
lanndan 5 mikron kalinlikta ikiser lama kesitler alinmigtir,
Apoptotik hicre dlimiini ve histopatolojik parametreleri deger-
lendirmek icin birer lama Mayer's hematoksilen-eozin boya-
masi yapilmigtir. Timaorlere grade vermek igin Ellston ve Ellis
modifikasyonlu Scarff- Bloom-Richardson grade sistemi kul-
lanilmigtir{8). Mitoz sayim, Ellston ve Ellis'in Gnerdigi sekilde
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Resim 1 : Invaziv duktal karsinomda apoptotik hiicre alimi (hematok-
silen-gozinx1000)

mikroskopik alan belirlenerek ve yalmzca mitotik figir oldugu
kesin olan morfolojik  gorinimler  dikkate alinarak
yapilmigtir, hiperkromatik kigik nikleuslar mitoz olarak sayil-
mamgtir (9,10). Apoptotik hiicre 8lim{ sayimi, Cummings ve
Winterford (11) tarafindan verilen i1gik mikroskobik tanimlama
esas alinarak, 10 biyik biyitme alaninda mitoz sayimi ile bir-
likte, aymi alanlardan ayni anda yapilmigtir. Histolojik kesitlerde
niikleer membrani olmayan koyu bazofilik boyanan degisik
boyut ve gekillerdeki yuvarlak-oval cisimcikler apoptotik hiicre
dlimil olarak kabul edilmistir (Resim 1 ).

p53 ekspresyonunun  dederlendiriimesi igin - asagida
tammlanan agamalar uygulanarak imminhistokimyasal boya-
ma yapilimigtir. Poly-L lizin kaph lamlara alinmig kesitler 60°C
etiivde 60 dakika bekletildikten sonra 2 degisim ksilolde S'er
dakika, 2 degisim %96 alkolde 3'er dakika birakilmigtir.
Antijenin geri kazamimi igin kesitler 0.01 molar pH 6 trisodyum
sitrat tampon cozeltisi icerisinde mikrodalga finnda kay-
natilmigtr. Altrmig dakika protein blogunu takiben alkaleri fos-
fataz-anti alkalen fosfataz yontemi ile anti-p53 antikoru
(monoklonal mouse BP53-12 Biogenex USA) 1/480
dilisyonda uygulanmigtir. Primer antikor kesitler izerinde en az
18 saat bekletilmigtir. Iki olguda tekrarlayan denemelere rag-
men kesitlerin antijen geri kazanimi iglemi sirasinda dokilmesi
dnlenememistir. Boyama sirasinda p53 pozitifligi bilinen bir
meme invaziv duktal karsinom olgusu pozitif kontrol olarak kul-
laniimistir. Isik mikroskobunda tim timdr alam incelenerek
niikleer boyanmalar pozitif olarak dederlendirilmigtir (Resim 2).

Sonuglar SPSS paket programinda degerlendirilmis, iki-
den fazla bagimsiz grup ortalamalanmin kargilastinimasinda
"One way analysis of variance", gruplar arasi farkliklann
kargilastinimasinda "Chi-square” testleri kullanimigtir.

BULGULAR

Olgularn %96.9 v kadindir, yas ortalamasi 47.4+10.9
{aralik 25-80) olarak bulunmustur. Olgulann incelenen para-
metrelere gdre dagiimi tablo 1de verilmektedir. Apoptotik
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Resim 2 : invaziv duktal karsinomda yaygin p53 pozitifligi (x200)

hiicre dlimi ortalamasi 13.81+18.58 (aralk 0-167) olarak
bulunmugtur. Olgulann %43.8'sinda timor grade 3 olup,
%55.0'nda timdr boyutlan 2-5 cm. arasinda, %48.6'sinda
aksillada 3'ten fazla metastaz bulunmaktayd.. p53 ekspres-
yonunun histopatolojik parametreler ile iliskisi arastnldiginda
histolojik grade ve pleomorfizm ile p53 negatif ve pozitif gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhi bulunmusgtur (tablo
2). Incelenen prognostik parametreler ile apoptotik hiicre
oliminin varlgi kargilastnldiginda grade, pleomorfizm ve
mitoz sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamh iligki bulun-
mustur (tablo 3). Apoptotik hiicre dliminin sayisal deger-
lerinin, yas diginda incelenen tiim parametrelerin en katil prog-
nozu gosteren gruplannda anlaml olarak yiksek oldugu
gizlenmistir (tablo 4).

TARTISMA

Meme karsinomunda aksiller lenf nod durumunun prog-
nozu belirleyen en dnemli faktdr oldugu ve onu takiben histolo-
jik grade ile tumdr biyikligiinin geldigi  bilinmektedir
(3,4,5,12,13). Ancak bilinen prognostik parametreler Gnem-
li bilgiler vermesine ragmen timor davramgini belirleme
konusunda ek bilgiler gerekmektedir. Galigmamizda bu amagla
p53 ekspresyonu ve apoptotik hiicre dlumidnin bilinen prog-
nostik parametreler ile iliskisi aragtinlmistr.

Calgma grubumuzda kitii prognostik Gzelliklere sahip
olgulann oranimin yiiksek oldudu dikkati cekmektedir; olgulann
%43.8 sinda timor grade 3'tir, %25 inde timdr boyutu
=>5¢m., olgulann %48.6 sinda aksillada 3 ten fazla metastatik
lenf nodu vardir. Bu bilgiler ¢aligma grubundaki olgularda
hastal@ ilerlemis olanlann yiksek oranda oldugunu goster-
mektedir.

Meme karsinomlannda p53 ekspresyonunun prognostik
onemine dair geligkili sonuglar bulunmaktadir. Bazi arastir-
malarda p53 ekspresyonunun saptanmasinin kit prognozu
gosterdigi bildirilmektedir (14,15,16). Buna kargihk bir grup
aragtirmaci kil karglagtrmalarda p53 ekspresyonunun
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Olgu sayisi  Yizde(%)
Histolojik grade

1 30 18.8
2 60 37.5
3 70 43.8
Nukleer pleomorfizm :
1 25 15.6
2 80 50.0
3 ba 344
Tilbil formasyonu
1 19 11.9.
il 41 259
3 100 62.5
Mitoz sayist
1 36 225
2 40 25.0
i 3 84 52.5
Timaor bilytkligu
<2cm, 32 20.0
2-5 cm. 88 55.0
>5 cm. 40 25.0
Lenf nodu durumu
Metastaz yok 45 30.8
1-3 adet metastatik nod var 30 205
>3metastatik nod var 78 48.6
P53 gen bozuklugu
negatif 86 54.4
pozitit 72 45.6
Yas
<35 21 1341
; 36-50 81 50,6
=51 58 36.3

Tablo 1 : Olgulann incelenen parametrelere gare dagihm

prognostik dederi olsa da coklu karsilastrmalarda bagim-
siz  parametre olmadigimi bildirmektedirler (17,18). Cals-
marmizda olgulann %45.6 sinda p53 pozitif boyanmasi gozlen-
migtir. Tamdér diferansiasyonunu gosteren histolojik grade ile
pa3 pozitifligi arasinda anlamh iligki bulunmustur. Meme
kanserinde dzellikle de invaziv duktal karsinomlarda grade ile
pa3 ekspresyonu iligkisi bilinmektedir (12,18,19,20).
Olgulanmizda niikleer pleomorfizm arthkga p53 pozitifligi art-
mistir. Bu bulgu Lipponen ve arkadaslannin niikleer gap arttikga
p53 pozitifliginin artid seklindeki sonuglan ile uyumiudur,
Apoptotik hiicre dlimi dederlendirme yontemleri iginde en
guvenilir olani elektron mikroskobu ile birlikte agaroz jel elek-
troforezin kullanimasidir. Ancak bu yontemler argiv materyal-
lerinde gok basanl degildirler ve her patoloji laboratuannda
bulunmazlar. Gerekli deneyim ve ozenle 15k mikroskobunda
hematoksilen-eozin ~ boyall  kesitierde apoptotik  hiicre
olimind  tammak mimkindir (6,21,22,11,23).  Igik
mikroskobunda apoptotik hiicre  6limii degerlendirmeleri
gergek  saymin  alinda  kalmaktadir,  ginki gk
mikroskobunda gézlenen morfolojik goriintiler tim apoptotik
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p53 negatif  p53 pozitif
sayl (%)  sayi (%)  p dederi
Histolojik grade
1 21(75.0) 7(25.0)
2 34(56.7) 26(43.3)
3  31(44.3) 39(55.7) p<0.01*
Nikleer pleomorfizm
1 19(79.2)  5(20.8)
2 45(57.0) 34(43.0)
3 22(40.0) 33(60.0)0 p<0.01*
Tibal formasyonu
1 13(72.2) 5(27.8)
2 22(55.0) 18(45.0)
3 51(51.0) 49(49.0) p=0.05
Mitoz sayisi
1 23(67.6) 11(324)
2 22(55.0) 18(45.0)
3  41(48.8) 43(51.2) p=0.05
Tiimar biiyikligo
<2cm.  20(64.5) 11(35.5)
2-5cm.  43(49.4) 44(50.6)
>bem. 23(57.5) 17(42.5)  p=0.05
Lenf nodu durumu
Metastaz yok  24(55.8) 19(44.2)
1-3 adet metastatik nod var  16(53.3) _14(46.7)
>3metastatik nod var ~ 44(62.0) 27(38.0) p=>0.05
Ya; - -
<35 12(57.1) 9(42.9)
36-50  45(55.6) 36(44.4)
>51 - 29(51.8) 27(48.2)  p=0.05

* [statistiksel anlamii

Tablo 2 : Histopatolojikparametrelerle p53 negatif ve p53 pozitiflignin
karsilagtinimasi

sire¢ icinde kisa bir zaman diliminde gergeklesmektedir.
Apoptotik hiicre sayimimi yakin zamanda kullanma ¢ikan
imminhistokimyasal boyama yontemi ile desteklemek artik
mimkindir.  Imminhistokimyasal boyama ile, 151k
mikroskobunda degerlendirelemeyen, apoptotik hiicre dlimi
strecinin erken dénemlerindeki hiicrelerin  yakalanmasi da
olasidir. Ancak yine de 151k mikroskobunda yapilan az sayi-
da calismada apoptotik hiicre oliminin prognostik tnemi
olan parametreler ile yakin iliskisi oldugu bildirimektedir (8,24).
Galismamizda apoptotik hiicre dlimunin varligi ile grade, pleo-
morfizm ve mitoz sayisi arasinda iligki bulunmustur. Aynca
yilksek gradeli, timdr boyutu 5 cm. {zerinde olan, 3 ten fazla
metastatik lenf nodu bulunan olgular igeren gruplarda  apop-
totik hiicre dlimiinin sayisal degerlerinin yilksek oldugu ista-
tistiksel anlamh bir bulgu olarak saptanmistir. Bu Gzellik-
ler timdrin ilerledigine  isarettir. Hicre kiltirlerinde pre-
neoplastik hicrelerde, azalan besleyici serum dizeylerinin
asin derecede apoptotik hicre &limine neden oldugu
bildirilmektedir (24). Biiyiik timorlerde apoptotik hiicre
dliminin fazla gdrilmesinin nedeni hiicreleri besleyen
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Apoptosis
Yokn (%) Varn (%) p dederi
| Histolojik grade
1. B(26.7) 22(73.3)
2 3(5.0) 57(95.9)
3 1(8.3) B9(98.6) p=<0.01*
Nilkleer pleomorfizm
1 6(24.0) 19(76.0)
2 4(5.0) 76({95.0)
3 2(3.6) 53(96.4) p<0.01*
Tiibiil formasyonu
1 3(15.8) 16(84.2)
2 3(7.3) 3B(92.7)
3 6(6.0) 94(94.0) p=>0.05
Mitoz sayisi
1 . 10(27.8) 26(72.2)
2 1(2.5) 39(97.5)
| i 1(1.2) 83(98.8) p<0.01*
Timor biyuklagu
<2 cm. 3(9.4) 29(90.8)
2-5 om. 6(6.8) 82(93.2)
=5cm. 3(7.5) 37(925) p=0.05
Lenf nodu durumu
Metastaz yok  5(i1.1) 40(88.9)
1-3 adet metastaz ~ 3(10.0) 27(90.0) :
>3 metastaz 3(7.5) 68(%.8) p=005
Yas
<35 0{0.0) 21(100.0)
36-50 5(6.2) 76(93.8)
=51 7(12.1) 51(87.6) p=0.05

*[statistiksel anlamii

Tablo 3 : Prognostik parametreler ile apoptosisin varigi ve yoklugunun

kargilagtinimas

mikrogevrenin yetersiz kalmasi olabilir.

Apoptotik hiicre dlimi muhtemelen -timar ilerlemesine
karsi bariyer gorevi de yapmaktadir (23,26). Duktal karsinoma
in situda apoptotik hicre 8limd invaziv duktal karsinomdan
fazla saptanabilmektedir , ancak timdr invazyon yaptiktan
sonra apoptotik hicre olimi miktan nispeten digik
sevivede kaldiktan sonra metastatik lezyonun geligmesi ile
birlikte tekrar yikselmektedir (27). Bu bulgu galismamizda
apoptotik hiicre élimiinin lenf nodu metastaz fazla olan grup-
ta yilksek olmasini agiklamaktadir. Hiicre i¢inde mitoz ile apop-
totik hiicre olimi bazi ortak basamaklan kullandiklanna dair
bilgiler mevcuttur (28). Bu  bilgiler, gahgmamizda, mitoz
sayimi 10 buyiik biyiitme alaninda 10 dan fazla bulunan
timdrlerde apoptotik hiicre oliminin de yiksek olmasin
agiklamaktadir. Igik mikroskobunda grade verirken mitoz ve
apoptatik hilcre olimi ayimminin etkin sekilde yapilmasi gerek-
mektedir. Hiperkromatik kiigiik nikleuslann apoptotik oldugu
bilinmektedir, dolayisiyla mitoz sayimi yapilirken bu dzelliklere
sahip hicrelerin sayim disi birakilmasi uygun olacaktir. Bu
nedenle hiperkromatik kiigiik niikleuslann dikkate alinmadig
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Apoptosis
(n) ort. = sh p dederi
Histolojik grade
1 (30) 3.53 = 0.66
2 (60) 11.3 = 1.89
3=  (70) 20.60 = 22.50 p<0.01*
Pleomaorfizm
1 {25) 5.96 = 1.36
2 (80) 12.30 + 1.61
ip {55) 19.58 = 3.37  p<0.01*
Tiubul formasyonu
1 (19) 8.84 = 1.70
2 {41) 8.04 = 1.45
o (100) 17.12 = 21.09 p<0.01*
Mitoz sayisi
1 {36) 3.08 = 0.53
2 (40) 10.30 = 2.52
2l (84) 20.08 = 229 p<0.01*
i Timor biyikligu
<2 cm. (32) 8.71 = 1.50
2-5 cm. (88) 12.35 = 1.29
=5 cm™, (40) 21.10 = 485 p<0.01*
Lenf nod durumu
Metastaz yok (45) 9.44 + 1.44
1-3 adet metastaz ~ (30) 12.56 = 247
>3 metastaz’ (11292 + 199  p<0.01*
P53 boyanmasi :
negatif (86) 11.86 = 1.64
% 1-25 pozitif (36) 12.55 = 1.90
% 26-50 pozitif (16) 17.62 = 3.85
% 51-75 pozitif (12) 13.08 = 4.08
% 76 ve Osti™ (8) 37.37 = 1864 p<0.01*
Yag ;
<35 {21) 13.66 = 2.22
36-50 {81) 13.75 = 1.75
=51 (58) 13.94 = 3.15 p>0.05
sh: standart hata, o istatistiksel olarak birbirinden farklikla gosteren
gruplar,
* anlamh

Tablo 3 : Prognostik parametreler ile apoptosisin sayisal degerlerinin

kargilagtinimasi

Elston ve FEllis modifikasyonlu Scarff-Bloom-Richardson
grade sisteminin kullaniimasi tercih edilmelidir, aksi taktirde
yanhs olarak apoptotik hiicreler mitoz gibi sayilacak ve gergek-
te oldugundan daha yilksek degerlerde grade verilmig olacak-
ir.

Galigmanin sonucunda, timor davramigini gdsteren para-
metreler olarak p53 ekspresyonu ve apoptotik hicre Glumi
halen kullanimda olan prognostik parametreler ile iligkili bulun-
mustur.

Ankara Patoloji Bilteni; 1999; 16 (3): 15-19
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