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Adjuvan kemoterapi alan erken evre meme kanserli hastalarda lenfosit alt
tiplerinin flow sitometrik analizi

Analysis of lymphocyte subtypes by flow cytometry after adjuvant chemotherapy
for early-stage breast cancer
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Ozet

Amag: Adjuvan kemoterapiler erken evre meme kanserinde niks riskini azaltirken dogal immdiniteyi etkileyerek ciddi
morbiditeye yol agarlar; ancak kazanilmis imminite (zerindeki etkileri daha az bilinmektedir. Bu g¢alismada, erken
evre meme kanseri nedeniyle kemoterapi alan hastalarda hiicresel immunitenin yenilenmesini akim sitometrisiyle
degerlendirmeyi amacladik.

Yontem ve Gereg: Calismaya 42 hasta katildi. Kemoterapi 6ncesi ve sonrasi 3., 6., ve 12. aylarda periferik kan
ornekleri toplandi. Anti-CD3, CD4, CD8, CD16, CD19 ve CD56 monoklonal antikorlari kullanilarak T-lenfosit, B-
lenfosit ve Naturel Killer (NK) hiicre sayilari saptandi.

Bulgular: CD19 B lenfositler kemoterapi sonrasi 3. ayda bazal degerlere gore belirgin olarak azalmis iken 6. ayda
¢ogdu hastada bazal degerlere ulastigi gorildi . CD4 T hiicreler 3. ve 6. aylarda bazal de@erlere gore belirgin azalmis
idi; 12. ayda ¢odu hastada normal degerlere yaklasti. CD8 T hiicre sayilari 3. ayda bazal degerlere gére belirgin
azalmis idi. Altinci ve 12. aylarda ise ortalama normal degerlere gore farkh degildi. NK hicre sayilari 3. ve 6. aylarda
bazal degerlere gore belirgin olarak azdi. 12. ayda ise normale gére disiik olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi.

Sonug: Kemoterapi, 12 ay sonrasina kadar hiicresel immiin sistem lzerindeki baskilayici etkilerini strdirmektedir.
immiin sistem baskilanmasinin enfeksiyéz hastaliklarin sikhginda ve kanser niiks riskinde olusturabilecedi muhtemel
artis yeterli istatistiki glice sahip ¢alismalarda arastiriimalidir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, kemoterapi, immiin sistem, lenfosit fenotiplemesi.

Summary

Aim: Adjuvant chemotherapy decreases the risk of relapse in early breast cancer. Impairment of innate immunity with
chemotherapy is associated with significant morbidity; however the effect of chemotherapy on adaptive immunity is
not fully known. In this study, we aimed at determining the recovery of cellular immunity by flow cytometry in patients
receiving adjuvant chemotherapy for early-stage breast cancer

Material and Methods:Forty-two patients were studied. Peripheral blood samples were collected before and at 3, 6
and 12 months after chemotherapy. Anti-CD3, CD4, CD8, CD16, CD19 and CD56 monoclonal antibodies were used
to determine T-, B- and NK- cell subsets.
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Results:While CD19+ B cell numbers at 3 months after chemotherapy were significantly lower than baseline, they
returned to normal at 6 months in most patients. CD4+ T cell numbers were significantly lower than baseline at 3 and
6 months postchemotherapy. T cells recovered in most patients by 12 months. CD8+ T cells were low at 3 months;
however, they were not significantly different than baseline at 6 and 12 months postchemotherapy. NK cell numbers
were significantly lower than baseline at 3 and 6 months. At 12 months, they were numerically lower than baseline,

although the difference was not statistically significant.

Conclusion: Recovery of the cellular immune system is delayed up to 12 months postchemotherapy. Potential
implications of delayed immune recovery on infectious diseases and risk of relapse should be investigated in studies

with adequate statistical power.

Key Words: Breast cancer, chemotherapy, immune system, lymphocyte phenotyping.

Giris

Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen kanserdir.(1)
Adjuvan cok ajanli kemoterapiler erken evre meme
kanserinde hastaligin niiks riskini azaltarak bir ¢ok kadin
icin tam sifa sansi sunar.(2) Son yillarda modern
kemoterapi semalarinin gelistiriimesiyle kemoterapinin
basari sansi artmis gorinmektedir. Ginumizde c¢ogdu
meme kanserli hasta antrasiklin ve taksan grubu
kemoterapétik ajanlari iceren semalari almaktadir.(3)
Bazi ylksek riskli hasta gruplarinda kemoterapi
ajanlarinin kombinasyonlar halinde granulosit koloni
stimule edici faktor (G-CSF) esliginde uygulanmasi veya
konvansiyonel 3 haftada bir uygulama yerine 2 haftada
bir doz yogun uygulamalar bu basariyi getiren faktorler
olarak gorinmektedir.(4) Antrasiklin ve taksan igeren
modern semalarin meme kanseri niks riski Gzerindeki
olumlu etkisi yaygin kabul gérmekle birlikte bu tedavilerin

bagisikhk sistemi Uzerindeki etkileri tam olarak
bilinmemektedir.
Kemoterapilerin bagisiklk sisteminin tim

komponentlerini etkiledigi bilinmektedir. (5-10) Dogal
immunitenin baskilanmasi ciddi bir morbidite nedeni
olarak bilinmektedir.(9,11) Gastrointestinal mukozit ve
nétropeni akut donemde enfeksiyonlara neden
olabilmekte, nétropenik ates nedeniyle hastaneye yatis
ve intravendz antibiyotik tedavisi gerekmekte ve hatta
bazen enfeksiyon komplikasyonlarina bagl
gorulebilmektedir. Kemoterapinin kazanilmig immunite
Uzerindeki etkileri ise daha az bilinmektedir. Kazanilmig
immuniteyi olusturan T ve B lenfositlerin, nétrofillerin
aksine, kemoterapiden sonra daha ge¢ normale
dondigi  bilinmektedir (11-17). Bu baskilanmanin,
modern kemoterapi semalari sonrasi ne denli gegiktigi
ve bu gecikmenin ne gibi sonuglari oldugu tam
bilinmemektedir.

olimler

Biz bu galismada, erken evre meme kanseri nedeniyle
antrasiklin ve taksan bazli kombinasyon kemoterapileri
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immdinitenin
kullanarak

alan hastalarda humoral ve selliler
yenilenmesini akim sitometrisi yontemini
degerlendirilmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Orneklerin toplanmasi: Bu galismaya Ege Universitesi
Tip Faklltesi Onkoloji Bilim Dalina erken evre meme
kanseri tanisiyla adjuvan kemoterapi igin basvuran,
antrasiklin ve/veya taksan (paklitaksel veya dosetaksel)
iceren cok ajanli kemoterapi alan ve génullu olur veren
42 hasta dahil edildi. Hastalardan kemoterapi éncesi ve
kemoterapi sonrasi 3.,6., ve 12. aylarda periferik kan
ornekleri toplandi. Hastalar kemoterapi sonrasi 1 yila
kadar her 3 ayda bir klinik olarak takip edildi; enfeksiyoz
komplikasyonlar degerlendirildi.

Akim sitometrisi: Lenfosit alt tipleri, hastalardan alinan
ven0z kan orneklerinde FACS (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) kullanilarak akim sitometrisi
yéntemiyle degerlendirildi. Florokrom ile isaretlenmis
monoklonal antikorlar kombinasyonlar halinde
kullanilarak T-lenfosit, B-lenfosit ve NK hucre sayilari
saptandi. Anti-CD3 FITC T lenfositleri, anti-CD19 PE B
lenfositleri, anti-CD4 FITC T helper (yardimci)
lenfositleri, anti-CD8 PE sitotoksik T lenfositleri, CD16/56
PE natural killer (dogal dldirict) lenfositleri
degerlendirmede kullanildi (Becton Dickinson). Her bir
analiz tipline 10 plt monoklonal antikor konuldu, Gizerine
100 plt kan 6rnegi ilave edildi. Ardindan 15 dakika oda
Isisinda ve karanlikta inkibe edildi. 2000 plt eritrosit lize
eden sollsyon eklendikten sonra 10 dakika oda i1sisinda
inkGibe edildi. Santriflij asamasinin ardindan Ustte kalan
sivi kisim atildi ve altta kalan hiicreden zengin bdlim
250 ult hicre yikama solisyonu (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) ile analiz edildi. Her bir
analizde 10 000 hiicre degerlendirildi. Sonuglar % deger
olarak ve hastanin o gun yapilan hemogrami esliginde
kantitatif sayi olarak verildi.
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Istatistiksel analizler: istatistiksel analiz icin SPSS 15.0
programi kullanildi. Bazal ve kemoterapi sonrasi lenfosit
hicre sayilarinin karsilagtirilmasi icin wilcoxon signed
rank testi kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi..

Bulgular

Erken evre meme kanserinde adjuvan kemoterapi:
Calismaya katllan 42 kadin hastanin  ozellikleri
Tablo-1’de o6zetlenmistir. Hastalarin ortalama yasi 49
(sinir 29-66) idi. TNM siniflamasina gore 6 hasta (%14)
evre |, 18 hasta (%43) evre |l ve bir diger 18 hasta da
(%43) evre Il meme kanseri tanisi almisti. Hastalarin
timu adjuvan kemoterapi aldi. Hastalarin 15'ine (%35.7)
TAC (50 mg/m2 doksorubisin, 75 mg/m2 dosetaksel,
500 mg/m2 siklofosfamid her 3 haftada bir 6 kiir), 12’sine
(%28.5) FEC (100 mg/m2 epirubisin, 500 mg/m2 5-
Florourasil, 500 mg/m2 siklofosfamid her 3 haftada bir 6
kir), 11ine (%26.2) doz yogun AC-T (60 mg/m2
doksorubisin, 600 mg/m2 siklofosfamid her 2 haftada bir
4 kir + paklitaksel 175 mg/m2 her 2 haftada bir 4 kiir) ve
4’lne (%9.5) AC veya TC kombinasyon kemoterapileri
(AC = 60 mg/m2 doksorubisin, 600 mg/m2 siklofosfamid
her 3 haftada bir 4 kiir; TC = 75 mg/m2 dosetaksel, 600
mg/m2 siklofosfamid her 3 haftada bir 4 kir) uygulandi.

Tablo-1. Hasta Ozellikleri.

Calismaya katilan 10 hasta (%23.8) sadece kemoterapi
alirken 32 hasta (%76.2) kemoterapi ve adjuvan
radyoterapi aldi. Hormon reseptérleri pozitif 30 (%71.4)
hastada, ayrica, adjuvan hormonoterapi uygulandi.

Erken evre meme kanserinde adjuvan kemoterapi
sonrasi kantitatif immiin yenilenme: Erken evre
meme kanseri nedeniyle adjuvan kemoterapi alan
hastalarda CD19, CD3, CD4, CD8 ve CD16/56 NK hiicre
sayilari kemoterapi 6ncesi ve kemoterapi sonrasi 3, 6 ve
12. aylarda flow sitometri ile belirlendi (Tablo-2). CD19 B
lenfositler sayisal olarak 3. ayda bazal degerlere gore
belirgin olarak azalmig idi [CD19 bazal ortalama
164/mm> (81-300/mm®), 3. ayda ortalama 36/mm?® (0-
213/mm3), p<0.0001]. CD19 B lenfositlerin 6. ayda ¢ogu
hastada bazal degerlere ulastigi goruldi [6. ayda
ortalama deger 127/mm3 (20-354/mm3), bazal ile
karsilastirnldiginda p=0.08; 3. ay ile 6. ay
karsilastirmasinda p=0.001]. CD19 B lenfositlerin 12.
aydaki ortalama degeri ise 231/mm?® (70-292/mm3) idi.
Bazi hastalarda CD19 B lenfositlerin 12. ayda bazal
degerlerin tzerine ¢iktigi gorildu.

Tablo-2. Kemoterapi sonrasi kantitatif lenfosit yenilenmesi.

(n=42) |

Bazal 3. ay 6. ay 12. ay
CD19 164 36" 127 231
(81-300) (0-213) (20-354) (70-292)
CD4 749 464" 568" 523
(349-1093) (143-914)  (317-910) (306-1090)
CD8 596 365 563 403
(376-1026) (105-1050) (228-1040) (240-753)
CD4/CD8 1.2 1.1 1" 1"
(0.6-2.4) (0.4-2.5) (0.4-2.2) (0.8-1.5)
NK 280 129" 157" 148
(67-1013) (8-665) (60-468) (60-436)

n (%)
Evre (TNM siniflamasi)
| 6 (14.2)
Il 18 (42.8)
I 18 (42.8)
Adjuvan tedavi
Kemoterapi 10 (23.8)
Kemoterapi+radyoterapi 32 (76.2)
Hormonal tedavi 30 (71.4)
Adjuvan kemoterapi
TAC 15 (35.7)
FEC 12 (28.5)
11 (26.2)
4 (9.5)
AC-T
AC/TC

AC-T = 60 mg/m® doksorubisin, 600 mg/m? siklofosfamid her 2
haftada bir 4 kir + paklitaksel 175 mg/m2 her 2 haftada bir 4
kiir, TAC = 50 mg/m?® doksorubisin, 75 mg/m® dosetaksel, 500
mg/m? siklofosfamid her 3 haftada bir 6 kiir; FEC = 100 mg/m?
epirubisin, 500 mg/m? 5-Florourasil, 500 mg/m? siklofosfamid
her 3 haftada bir 6 kiir;, AC = 60 mg/m® doksorubisin, 600
mg/m? siklofosfamid her 3 haftada bir 4 kiir; TC = 75 mg/m?
dosetaksel, 600 mg/m? siklofosfamid her 3 haftada bir 4 kir.
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*p<0.05, hicre sayilarinin bazal degerlere gore istatistiksel
olarak anlamli oranda azaldigini gdstermektedir (wilcoxon
signed rank test). Hiicre sayilari mI'de absolut median deger
olarak (minimum-maksimum) verilmistir.

CD4 T hiicre sayllari 3. ve 6. aylarda bazal degerlere
gore belirgin azalmig iken 12. ayda gogu hastada normal
degerlere yaklasti [bazal ortalama CD4 T lenfosit sayisi
749/mm3 (349-1093/mm3); 3. ayda ortalama 464/mm3
(143-914/mm3); 6. ayda ortalama 568/mm3 (317-
910/mm3); 12. ayda ortalama 523/mm3 (306-
1090/mm3); bazal ile 3. ay karsilastirmasi p=0.002,
bazal ile 6. ay karsilastirmasi p=0.002, bazal ile 12. ay
karsilastirmasi p=0.062].
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CD8 T hiicre sayilari 3. ayda bazal degerlere goére
belirgin azalmis idi. Altinci ve 12. aylarda ise ortalama
CD8 degerleri normal degerlere gore farkli degildi [bazal

ortalama CD8 T lenfosit sayisi 596/mm3 (376-
1026/mm3); 3. ayda ortalama 365/mm3 (105-
1050/mm3); 6. ayda ortalama 563/mm3 (228-
1040/mm3); 12. ayda ortalama 403/mm3 (240-

753/mm3); bazal ile 3. ay karsilastirmasi p=0.03, bazal
ile 6. ay karsilastirmasi p=0.49, bazal ile 12. ay
kargilastirmasi p=0.48].

CD4/CD8 orani 3. ayda bazale gore belirgin degisiklik
g6stermez iken 6. ve 12. aylarda oranda azalma goéruldu
[bazal ortalama CD4/CD8 orani 1.2 (0.6-2.4); 3. ayda
ortalama CD4/CD8 orani 1.1 (0.4-2.5); 6. ayda ortalama
CD4/CD8 orani 1.00 (0.4-2.2); 12. ayda ortalama
CD4/CD8 orani 1.0 (0.8-1.5); bazal ile 3. ay
karsilastirmasi p=0.5, bazal ile 6. ay karsilastirmasi
p=0.016, bazal ile 12. ay kargilastirmasi p=0.05].

CD 16/56 NK hicre sayilari 3. ve 6. aylarda bazal
degerlere gore belirgin olarak azdi. Takipte 12. ayda NK
hiicre sayilari rakamsal olarak normal bazal degerlere
gore dusik olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bazal ortalama NK hicre sayisi
280/mm® (67-1013/mm°®) iken 3. ayda 129/mm® (8-
665/mm°), 6.ayda 156 (60-468/mm°) ve 12. ayda 148
(60-436/mm°) idi (bazal ile 3. ay karsilastirmasi p<0.001,
bazal ile 6. ay karsilastirmasi p=0.002, bazal ile 12. ay
kargilastirmasi p=0.27)..

Tartisma

Bu calismada, erken evre meme kanseri nedeniyle
adjuvan antrasiklin veya taksan iceren yeni jenerasyon
kombinasyon kemoterapileri alan kadin hastalarda
kemoterapi sonrasi ilk 6 ayda hicresel immin sistem
komponentlerinde belirgin bir baskilanma oldugunu
saptadik. CD 19 B lenfositler ve CD8 T sliprestr
hiicreler 6. ayda sayisal olarak normale dénerken CD4 T
hicrelerin ve NK htcrelerin bazal degerlere ulagmasinin
12. aya kadar uzadigi goérildd. Kemoterapi sonrasi
bagisikhk sistemini degerlendiren diger calismalarda da
kemoterapi sonrasi B ve T hiicre kompartmanlarinda
kalitatif ve kantitatif defektlerin oldugu gdsterilmistir (11,
18, 19). Tedavi sonrasi CD4 T hiicrelerin CD8’lere gore

daha ge¢ normale ddénmesi diger calismalarda
gosterilenlerle  benzerdir (11, 18, 20). Bizim
calismamizda NK hicre sayllari 12. ayda bazal

degerlere yaklasirken diger c¢alismalarda kantitatif
yenilenmenin daha hizli oldugu, ancak fonksiyonel NK
defektlerinin uzun sdrdagu gordlmastar (9, 11, 21, 22).
Kemoterapi sonrasinda kantitatif defektler yanisira
kalitatif fonksiyon bozukluklar oldugu da bilinmektedir.
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Lenfosit proliferatif yanitlarinin ve IL-2 {retiminin
hastalarda 12. aya kadar normale dénmeyebildigi
bilinmektedir (11, 23).

Bizim c¢alismamiz dahil hiicresel immin sistemin
yenilenmesini arastiran tum calismalara bakildiginda
kemoterapinin immudn sistem Uzerindeki etkilerinin
kemoterapinin bitiminden sonra 1 yila kadar devam ettigi
gérilmektedir. immiin sistemin baskilanmasinin hasta
icin ne gibi sonuglari olabilecegi tam bilinmemektedir.
Enfeksiyoz hastaliklarin sikliginin ve kanser niiks riskinin
yeterli istatistiki glce sahip calismalarda arastiriimasi
gerekir. Yapilan calismalar, immun sistemin
yenilenmesinde yasanan gecikme ile nlks riski ve sag
kalim arasinda bir iligki olabilecegi gostermektedir (23,
24). Turkiye’den Bozcuk ve arkadaslarinin da gosterdigi
gibi kemoterapi sonrasi IL-2 seviyelerinin disuk, IL-6
seviyelerinin ise yiksek olmasi koéti prognozun
gOstergesi olabilir (25, 26).

Kemoterapi sonrasi enfeksiyonlara karsi dogal defans
mekanizmalarin hemen hepsinde patolojilerin gelistigi
go6rulmektedir. Bu patolojiler daha ¢ok yilksek doz
kemoterapi uygulamalari sonrasinda arastiriimistir.
Kemoterapi sonrasi cilt ile gastrointestinal ve rogenital
sistem mukozalarindan olugan anotomik bariyerde hasar
meydana gelmektedir. Bu hasar Ozellikle ylksek doz
kemoterapi ile daha siddetli olmaktadir. Bu hasar ¢ogdu
kez 2-3 hafta icerisinde normale donmektedir. Benzer
sekilde nétrofil sayi ve fonksiyonlarinda gorilen hasar da
haftalar igerisinde normale donmektedir. Ancak,
bagisiklik sisteminin 3. kompartmani olan adaptif
immunitenin normale dénmesi ¢ok daha uzun slre
alabilmektedir (5-8, 27, 28). Bu gecikme, allojenik kdk
hicre transplantasyonu sonrasi 2 yila kadar
uzayabilmektedir. Bu gecikme sonucu CMV, VZV, adeno
virUsleri gibi viral enfeksiyonlarda, aspergillis ve kandida
gibi mantar enfeksiyonlarinda ve O&zellikle kapsulli

bakterilerden  kaynaklanan  enfeksiyonlarda artis
gorilmektedir (10, 29)
Ginimuzde meme kanseri adjuvan tedavisinde

kullanilan farkli kemoterapi semalari arasinda bagisiklik
sisteminin baskilanmasi agisindan bir fark olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu calismada hastalar antrasiklin ve
taksan grubu ajanlar iceren farkli kemoterapi semalari
almistir. Bu semalar arasindaki olasi bir fark ancak daha
fazla sayida hasta igeren galismalarda mimkin olabilir.

Erken evre meme kanserli hastalarda adjuvan
kemoterapi sonrasi bagisiklik sisteminin yenilenmesinde
yasanan gecikmenin ne gibi sonuglari oldugu da tam
olarak bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda kemoterapi
sonrasl ciddi bir  enfeksiydz = komplikasyona
rastlaniimadi. Ancak, bagisiklik sistemi daha geg¢
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normale dénen hastalarda 6zellikle viral enfeksiyonlarin  iyilesmesini etkileyebilecek potansiyel faktorler neler
daha sik olup olmadigi, gecikmis immin iyilesmenin  oldugdu yeterli glice sahip galismalarda arastiriimahdir.
yasam kalitesi Uzerine etkileri ve bagisiklik sisteminin

Bu calisma 104S283 nolu B lenfosit Homeostaz ve Repertuar Yenilenme Mekanizmalarinin Belirlenmesi ve
Modilasyonu isimli proje kapsaminda TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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