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AMAÇ

Meme kanserinde kemik ili¤i mikrometastaz› saptanmas›n-
da sitokeratin 19 (CK19) ve DF3 gen ekspresyonlar›n›n
araflt›r›ld›¤› moleküler bir yöntemin etkinli¤ini de¤erlendir-
m e k t i r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Klinik olarak aksilla negatif olan 28 erken evre meme kanser-
li hastadan al›nan kemik ili¤i aspiratlar›nda revers transkrip-
taz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) tekni¤iyle CK19
ve DF3 genlerine özgü iki ayr› primer kullan›larak mikrome-
tastatik kanser hücresi araflt›r›ld›.  

BULGULAR

Hastalar›n ortanca yafl› 47,5’t i r (32-86). RT-PCR çal›flmala-
r›nda negatif kontrol olarak kullan›lan kronik m iy e l o i d
lösemili kemik ili¤i örneklerinin keratin 19 ekspresyonun
pozitif ve DF3 ekspresyonunun ise negatif bulunmas› üzeri-
ne, sonraki deneylerde DF3 primeri k u l l a n › l d ›. Yirmi sekiz
hastan›n 18’inde (%64) DF3 pozitif olarak saptand›. DF3 po-
zitifli¤i ile hastalar›n evresi, tümör büyüklü¤ü ( < 2 cm v e > 2
c m ), aksiller tutulum, ER/PR pozitifli¤i ve HG veya NG yük-
sekli¤i gibi parametreler aras›nda istatistiksel aç›dan anlam-
l› bir fark bulunamad›.

SONUÇ

Erken evre meme kanserli hastalarda kemik ili¤inde RT-PCR
ile DF3 gen ekspresyonunun varl›¤›n›n araflt›r›lmas› yoluyla
mikrometastaz saptanmas› tekni¤inin, spesifikli¤inin ve du-
yarl›l›¤›n›n yüksek olmas› nedeniyle etkin bir yöntem oldu¤u
düflünülmektedir.
Anahtar sözcükler: Kemik ili¤i metastazlar›; meme kanseri;
mikrometastaz; revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu.

OBJECTIVES

The aim of this study was to determine the feasibility of a
molecular assay by investigating cytokeratin 19 (CK-19) and
DF3 gene expressions in detection of occult cancer cells in
bone marrow in patients with breast cancer.

M E T H O D S

Transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) assays
were carried out for the detection of CK19 and DF3 mRNA
transcripts in bone marrow samples of 28 clinically axillary
negative patients with early breast cancer.

RESULTS
Median age of patients was 47.5 (range, 32-86). Due to the high
false positivity rate of the CK19-RT-PCR assay, and negative
findings by the DF3-RT-PCR assay in bone marrow samples of
patients with chronic myelogenous leukemia  as negative con-
trols, DF3 expression was tested in further RT-PCR assays. E i g h-
teen patients (64%) were found to harbor DF3-positivity in bone
marrow samples. No statistically significant associations could
be found between DF3-positivity and other parameters including
stage, tumor size (<2 cm vs >2 cm), axillary involvement,
ER/PR positivity, and high histologic or nuclear grade.

CONCLUSION

Our results suggest that testing DF3 expression by RT-PCR
technique seems to be a reliable method in detection of mic-
rometastatic cells in bone marrow in patients with early bre-
ast cancer because of its high specificity.

Key words: Bone marrow metastasis; breast cancer; micrometasta-
sis; reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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Günümüze dek yap›lan pek çok genifl kapsam-
l› klinik çal›flmada meme kanserinde kemik ili¤i
mikrometastazlar›n›n kötü prognostik faktör oldu-
¤u ortaya konmufltur.[1-5] Braun ve ark. tarafından
yayınlanan 4703 hastayı kapsayan metaanalizde,
operabl evre I/II/III meme kanserinde immünosi-
tokimyasal yöntemle saptanan kemik ili¤i metas-
tazı oranı yaklaflık %31 olarak bildirilmifltir.[4] Bu
hastalarda çok de¤iflkenli analizde kemik ili¤i me-
tastazlar› di¤er faktörlerden ba¤›ms›z olarak genel
ve meme kanseri spesifik sa¤kal›m oranlar›yla da
ters orant›l› olarak bulunmufltur.[4]

Bu çal›flmalar›n ço¤unda kemik ili¤inde mikro-
metastatik kanser hücreleri pansitokeratin antikor-
lar› kullan›larak immünositokimyasal yöntemlerle
morfolojik olarak belirlenmifltir.[1-6] Bu teknikle
105 kemik ili¤i hücresinde 1 kanser hücresi sapta-
mak mümkündür.

‹mmünositokimyasal yöntemlerin yan› s›ra ye-
ni ve daha hassas tekniklerle sitokeratin-19
(CK19) gibi sitokeratin primerleri kullan›larak re-
vers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile 106’da bir kanser hücresi veya çeflitli si-
tokeratin antikorlar› kullan›larak immünomagne-
tik zenginlefltirme yöntemleriyle 107-108 mono-
nüklear hücrede bir kanser hücresi saptamak
mümkün olmufltur.[7-10] Ancak bu tekniklerin bir
dezavantaj› CK19 gibi sitokeratinlerin mononük-
lear hücrelerde de eksprese olmas›ndan dolay› ya-
lanc› pozitifliklerin görülmesidir.[7,11,12]

Bu nedenle CK19 geni yerine çeflitli müsin
genleri (MUC5B, MUC1, DF3) veya MAGE-A
multimarker paneli gibi yalanc› pozitiflik oran›
düflük di¤er meme kanseri antijenlerine özgü gen
bölgelerinin kullan›lmas› araflt›r›lmaktad›r.[13-18]

Bu çal›flmadaki amac›m›z, erken evre meme
kanserli hastalardan al›nan kemik ili¤i örneklerin-
de rutin kullan›lan CK19[1 9 - 2 9] ile daha az s›kl›kla
kullan›lan DF3[2 1 , 3 0] gen ekspresyonlar›n›n RT-
PCR tekni¤i ile araflt›r›larak bu tekni¤in kanser
hücrelerini saptamadaki teknik aç›dan uygulana-
bilirli¤ini ve spesifisikli¤ini incelemektir. Ay r › c a
bu teknikle saptanan kemik ili¤i mikrometasta-
zlar›n›n hasta ve tümör özellikleriyle iliflkisi de
a r a fl t › r › l m › fl t › r. 

GEREÇ VE YÖNTEM

‹stanbul Üniversitesi ‹stanbul T›p Fakültesi
Genel Cerrahi Anabilim Dal› Meme Hastal›klar›
Tedavi ve Araflt›rma Merkezi’ne ard›fl›k baflvuran
aksillas› klinik olarak negatif 28 hasta çal›flmaya
a l › nd ›. Hastalar› n uzak metastaz de¤erlendirilme-
si için rutin biyokimya, akci¤er grafisi, kemik sin-
tigrafisi ve karaci¤er ultrasonografisi tetkikleri is-
t e nd i. Hastalar›n tümü, kemik ili¤i al›naca¤›na da-
ir ameliyat öncesi Helsinki Deklarasyonu Hasta
Haklar› Bildirgesine uygun olarak uygulanacak
ifllem hakk›nda bilgilendirild i ve yaz›l› izinleri
a l › nd ›. Hastalardan genel anestezi alt›nda ameli-
yat öncesi her iki spina iliaka anterior superior ve
sternumdan (manibrium ve korpustan ayr› ayr› ol-
mak üzere) Gallini kemik ili¤i aspirasyon i¤nesi
( K M - 1,6 - 3,5) kullan›larak heparinize edilmifl en-
jektörlere toplam 10 cc kemik ili¤i materyali ile
efl zamanl› olarak EDTA’ l› tüplere 10’ar ml’lik
periferik kan örne¤i al›nd ›. Çal›flmam›zda pozitif
kontrol olarak MCF-7 meme kanseri hücre soyu,
negatif kontrol olarak ise kronik miyel o i d
lösemili (KML) 5 hastan›n kemik ili¤i hücreleri
k u l l a n › ld ›.

Al›nan kemik ili¤i örnekleri, %0,9’luk sodyum
klorür solüsyonu ile 1:1 oran›nda suland›r›ld›ktan
sonra kemik ili¤i mononükleer hücrelerinin Ficoll
Histopaque yo¤unluk gradienti yöntemi ile ayr›l-
mas›n› takiben çal›flman›n yap›laca¤› zamana dek
nitrojen tank›nda -176 °C’de sakland›. Saklanan
hücre pelletleri direkt olarak Trizol çözeltisi (GIB-
CO-BRL) ile muamele edilerek RNA izole edildi.
RNA kalitesi %1,5’lik agarozda kontrol edildikten
sonra, 1-5 µg RNA Revert Aid First Strand cDNA
synthesis Kit (Fermentas, EU) kullan›larak
cDNA’ye dönüfltürüldü. CK19 gen ekspresyonunu
belirlemek icin iki aflamal›, DF3 gen ekspresyonu-
nu belirlemek için ise tek aflamal› PCR kullan›ld›.

‹lk olarak, haz›rlanan cDNA’lar›n 1 µl’si birin-
ci aflama PCR için CK19 genine özgü eksternal
primerler (A ve B primer setleri CK19 External
Forward: 5’- AAGCTAACCATGCAGAACCT-
CAACGACCGC-3’, CK19 External Reverse: 5’-
T TAT T G G C A G G T C A G G A G A A G A G C C - 3 ’ )
varl›¤›nda amplifiye edildi. ‹kinci aflama PCR re-
aksiyonunda ise, birinci aflama PCR reaksiyonu
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zitiflik bildirilmeyen DF3 primerinin kullan›labi-
lece¤i düflünüldü.

DF3 Gen Ekspresyonu
DF3 primerleri ile çal›flmaya bafllamadan önce

primer seti öncelikle çal›flmam›zda negatif kontrol
olarak kullan›lan bütün KML kemik ili¤i ve nor-
mal kiflilerin periferik kan örneklerinde ve pozitif
kontrol olarak kullan›lan MCF-7 meme kanseri
hücre soyunda test edildi. Negatif kontrol olarak
kullan›lan örneklerde DF3 gen ekspresyonuna
rastlanmazken, pozitif kontrol olarak kullan›lan
MCF-7 hücre soyunda DF3 gen ekspresyonu göz-
lendi (fiekil 1). DF3 gen primerlerinin çal›flmam›z
için uygun oldu¤u saptand›ktan sonra, çal›flma
hastalar›na ait kemik ili¤i örneklerinde DF3 gen
ekspresyonunun varl›¤› incelendi.

Çal›flmam›zda 28 hastan›n 18’inde (%64) DF3
gen ekspresyonu saptand› (fiekil 1). On üç evre I
meme kanserli hastan›n 7’sinde (%54) ve 15 evre
II hastan›n 11’inde (%73) DF3 pozitifli¤i bulunur-
ken, aksiller lenf nodu negatif 13 hastan›n 8’inde
(%62) ve lenf nodu tutulumu olan 15 hastan›n ise
10’unda (%67) DF3 pozitifli¤i saptand›. DF3 geni

sonucu oluflan PCR ürünleri (1 µl) internal primer
çiftleriyle (CK19 Internal Forward: 5’- TCC-
C G C G A C TA C A G C C A C TA C TA C A C G A C C - 3 ’ ,
CK19 Internal Reverse: 5’ CGCGACTTGAT-
GTCCATGAGCCGCTGGTAC-3’) amplifikasyo-
na sokuldu.

DF3 gen ekspresyonunu belirlemek icin ise tek
aflamal› PCR yap›ld› (DF3 Forward: 5’- CA-
C A G T G C T TA C A G C TACCA-3’, DF3 R e v e r s e:
A G G T G G C A G C T G A A C C T G A A - 3 ’ ) . Her iki
gen ve aflama için PCR ifllemi 95 °C’de 30 saniye,
55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakikadan oluflan
30 çevrim sonunda 72 °C’de 10 dakikal›k inkü-
basyonla tamamland›. ‹kinci aflama PCR sonucun-
da PCR ürünleri (10 µl) %2’lik agaroz jelde yürü-
tülerek, gen amplifikasyon varl›¤›na bak›larak
mikrometastaz varl›¤› de¤erlendirildi. 

Tüm istatistiksel analizler SPSS 15.0 (SPSS,
Inc, Chicago, IL) program› kullan›larak yap›ld›.
Hasta ve tümör özellikleriyle DF3 pozitifli¤i ara-
s›ndaki korelasyonda çift yönlü Fisher testi kulla-
n›ld›, p<0,05 de¤eri istatistiksel aç›dan anlaml›
kabul edildi.

B U L G U L A R

Çal›flmaya 13’ü evre I (%46,4) ve 15’i evre II
(%53,6) olmak üzere 28 hasta al›nd›. Hastalar›n
ortanca yafl› 47,5’tir (32-86). Hastalar›n demogra-
fik, klinik ve tümör özellikleri Tablo 1’de gösteril-
mifltir.

CK19 Gen Ekspresyonu 
Meme kanserli 28 hasta ve kontrol olarak 5

KML hastas›ndan elde edilen kemik ili¤i örnekle-
ri CK19 ve DF3 (müsin benzeri) genlerine özgü
primerleri kullan›larak RT-PCR tekni¤iyle sözko-
nusu genlerin ekspresyonu araflt›r›ld›. CK19 pri-
merleri kullan›larak incelenen kemik ili¤i örnekle-
rinin tümünde bu genin ekspresyonunun saptan-
m›fl olmas› nedeni ile yalanc› pozitiflikten flüphe-
lenildi ve örnekler ilk olarak 1:106 düzeyinde su-
land›r›larak tekrar incelendi. Ancak ikinci incele-
me aflamas›nda da bir önceki ile ayn› sonuçlar el-
de edildi¤inden CK19 geninin bu çal›flma için uy-
gun olmad›¤› sonucuna var›ld›. Bunun üzerine,
ikinci primer seçimi olarak literatürde yalanc› po-

Tablo 1

Hastalar›n klinik ve tümör özellikleri

Hasta özellikleri (n=28) Say› (%)

Ortanca yafl (min-max) 47,5 (32-86)
Menapoz durumu

Premenapoz 12 (42,8)
Postmenapoz 16 (57,2)

Tümör büyüklü¤ü
<2 cm 14 (50)
>2 cm 14 (50)

Aksiller tutulum
Negatif 13 (46,4)
Pozitif 15 (54,6)

Tümör histopatolojisi
Duktal 12 (42,8)
Lobuler 1 (3,6)
Kombine 15 (53,6)

Nükleer/Histolojik grad
Orta 14 (50)
Yüksek 14 (50)
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ekspresyon varl›¤› ile hastalar›n evresi, tümör bü-
yüklü¤ü (<2 cm ve >2 cm), aksiller tutulum,
ER/PR pozitifli¤i, ve HG, NG gibi hasta ve tümör
özellikleri aras›nda istatistiksel aç›dan anlaml› bir
fark saptanmad› (Tablo 2).

T A R T I fi M A

Meme kanserinin evrelendirilmesinde tümör
büyüklü¤ü ve aksiller lenf nodu tutulumu en
önemli ve kuvvetli prognostik faktörlerdir.[3 1]

AJCC 2002 meme kanseri evreleme s›n›fland›r-
mas›nda sentinel lenf nodlar›n›n de¤erlendirme-
sinde sitokeratin antikorlar›yla immünohistokim-
yasal tekniklerin yan›s›ra RT- PCR ile moleküler
yöntemlerle mikrometastaz saptanmas› gündeme
g e l m i fl t i r.[3 1] ‹mmünositokimyasal yöntemlerle
saptanan kemik ili¤i mikrometastazlar›n›n varl›¤›-
n›n da özellikle erken evre meme kanserli hasta-
larda ek kötü bir prognostik faktör oldu¤u bilin-
mektedir.[1-4] Günümüzde kemik ili¤inde mikrome-
tastaz tayininde sitokeratin antikorlar› kullan›larak
yap›lan immünositokimyasal yöntemlerin yan› s›-
ra, RT-PCR veya immünomagnetik zenginlefltir-
me tekni¤i ile kombine edilen RT-PCR/immünosi-
tokimya/flow-sitometri gibi çok daha duyarl› yön-
temler kullan›lmaktad›r.[7-10,23] Metastatik hücrele-
rin RT-PCR yöntemiyle 1/5x105-107 aras›nda bir
hassasiyetle gösterilebilece¤i bilinmektedir.[30] An-
cak sözkonusu yöntemlerdeki afl›lmas› gereken en
büyük sorun yalanc› pozitifliktir. Biz bu çal›flma-
m›zda meme kanserli hastalarda kemik ili¤i mik-
rometastazlar›n›n saptanmas›nda RT-PCR yönte-

mi kullan›larak CK19 ve müsin benzeri DF3 gen
ekspresyonlar›n›n uygulanabilirli¤ini ve hastalar›n
di¤er prognostik faktörleriyle iliflkisini araflt›rd›k. 

RT-PCR çal›flmalar›nda en çok sitokeratin anti-
jenlerine ait primerler kullan›lmaktad›r. Periferik
kan ve kemik ili¤inde dolaflan meme kanseri hüc-
relerinin saptanmas›nda s›kl›kla kullan›lan sitoke-
ratin gen (CK2, CK8, K18, CK19, CK20) ekspres-
yonlar› incelenmektedir. Ancak sitokeratin genleri
mononükleer hücreler, endotel hücreleri ve fib-
roblastlar gibi hematolojik hücreler taraf›ndan da
ekspresse edilmektedir. Bu nedenle CK19 epitel-
yal kaynakl› tümör hücrelerini saptamada en s›k
kullan›lan birkaç belirteçten biri olmas›na ra¤men
yalanc› pozitiflik verebilmektedir.[32] Çal›flmam›z-
da literatürdeki mevcut bilgilere paralel olarak bi-
zim hasta ve kontrol grubumuzda da CK19 gen
ekspresyonunun yalanc› pozitif sonuçlar verdi¤i
s a p t a n m › fl t › r.[11 , 1 2 , 2 8] Bu yalanc› pozitifli¤in o l a s ›
nedenleri, metodolojik kontaminasyon, kemik ili-
¤inin al›nmas› esnas›nda ciltten epitelyal hücre
kontaminasyonu ve periferik kök hücrelerde nor-
malde önemsenmeyecek kadar az miktardaki
CK19 ekspresyonunun metodun hassasiyeti nede-
niyle saptanmas› olabilece¤i düflünüldü. CK19 ile
yalanc› pozitiflik elde etmifl çal›flmalara dayana-
rak,[11,12,28] bu yay›nlarda önerildi¤i gibi lizat örnek-
lerindeki muhtemel bir kontaminasyonu ortadan
kald›rmak için benzer flekilde dilüsyon çal›flmala-
r› da denendi. Literatürde bildirilen[11] 1/5 cDNA
dilüsyonunun yan›s›ra 1/106’ya kadar seri titras-
yonlar yapmam›za ra¤men kontrol örneklerde ya-

1

263 bp

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

fiekil 1. DF3 genine özgü primerler kullan›larak elde edilen RT-PCR ürünlerinin elektroforetik
görünümü (3 no’lu ç›kt› pozitif kontrol, 4 no’lu ç›kt› negatif kontrol, di¤erleri hastalara
ait olmak üzere 7 ve 13 no’lu ç›kt›lar negatif ve geri kalanlar› pozitif bant olarak
de¤erlendirilmifltir).
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lanc› pozitifli¤in sebat etti¤i saptan›nca laboratu-
var›m›z ve bu yöntem flartlar›nda CK19 primeri ile
çal›fl›lmamas›na karar verildi. 

Datta ve ark.lar› taraf›ndan yap›lan çal›flmada
RT-PCR yöntemiyle CK-19 ekspresyonu araflt›r›-
larak yüksek doz kemoterapiyle birlikte otolog
kemik ili¤i nakli uygulanm›fl meme kanseri hasta-
lar›n›n kemik ilikleri sitoferez yöntemiyle al›na-
rak meme kanseri hücresi aranm›flt›r.[3 3] Bu çal›fl-
mada normal periferik kan örneklerinde ve kemik
ili¤inde CK19 ekspresyonu tespit edilmemifl ol-
mas›na karfl›n, bu konuda daha sonra yap›lan bafl-
ka bir yay›nda ayn› yöntem kullan›lmas›na karfl›n
yüksek yalanc› pozitiflik s a p t a n m › fl t › r.[3 4] C K 1 9 -
RT-PCR yöntemindeki yalanc› pozitifliklerin
CK19 psödogeninden de kaynaklanabilece¤i ve
bunun kontaminasyonunu elimine etmek için RT-
PCR yönteminde buna yönelik modifikasyonlar
yapmak gerekti¤i de bildirilmifltir.[3 5] G ü n ü m ü z d e

CK19 gen ekspresyonu daha çok r e a l - t i m e RT-
PCR yöntemiyle kantitatif olarak bak›lmakta ve
bu yöntem flartlar›nda yöntemin spesifikli¤inin
güvenilir oldu¤u bildirilmektedir.[2 2 , 2 4 , 2 5 , 2 8]

Çal›flmam›zda CK19 primeri kullan›larak yük-
sek yalanc› pozitiflik saptanmas› üzerine, litera-
türde henüz yalanc› pozitiflik bildirilmeyen müsin
benzeri glikoprotein grubunda yer alan DF3 anti-
jenine ait DF3 primerinin kullan›lmas› düflünül-
dü.[30] Negatif kontrol örneklerde yapt›¤›m›z ön ça-
l›flmada da yalanc› pozitiflik saptanmamas› üzeri-
ne PCR grubundaki tüm hastalarda kemik ili¤i ör-
neklerinin de¤erlendirilmesinde DF3 primeri kul-
lan›ld›. DF3’ün yalanc› pozitiflik oran›n›n bulun-
mamas› gelecekte RT-PCR çal›flmalar›nda s›k kul-
lan›lan sitokeratin primerlerine iyi bir alternatif
olabilece¤ini düflündürmektedir.

Sonuç olarak, evre I ve evre II toplam 28 has-
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Tablo 2

Hastalar›n klinik ve tümör özelliklerine göre DF3 gen ekspresyonu da¤›l›m›

Hastalar›n klinik ve tümör özellikleri DF3-negatif DF3-pozitif p
Say› (Yüzde) Say› (Yüzde)

Aksiler nod tutulumu 0,999
Negatif 5 (38) 8 (62)
Pozitif 5 (33) 10 (67)

Tümör büyüklü¤ü 0,236
<2 cm 7 (50) 7 (50)
>2 cm 3 (21) 11 (79)

Evre 0,433
I 6 (46) 7 (54)
II 4 (36) 11 (64)

Histolojik/Nüklear grad 0,433
HG/NG orta 4 11
HG/NG yüksek 6 7

Estrojen reseptörü 0,674
ER (–) 3 (42,8) 4 (51,2)
ER (+) 7 (33,4) 14 (66,6)

Progesteron reseptörü 0,097
PR (–) 6 (60) 4 (40)
PR (+) 4 (22,2) 14 (77,8)

Adjuvan kemoterapi 0,412
Var 5 (50) 5 (50)
Yok 5 (28) 13 (72)



tadan 18’inde (%64) DF3 pozitifli¤i saptand›. Ke-
mik ili¤inde RT-PCR yöntemiyle saptanan mikro-
metastaz çal›flmalar›nda di¤er çal›flmalarda da
benzer olarak operabl meme kanserinde %32-61
aras›nda de¤iflen pozitiflik oranlar› bildirilmifl-
tir.[23-25,27,36] Bu de¤erler immünositokimyasal yön-
temlerle %29-36 civar›nda saptanan kemik ili¤i
tutulum yüzdelerinden çok daha yüksektir.[1-4] RT-
PCR gibi çok duyarl› yöntemlerle saptanan kemik
ili¤i pozitifliklerinin prognostik önemi konusunda
az say›da çal›flmada kötü prognostik faktör oldu¤u
ve hastal›ks›z ve genel sa¤kal›m› olumsuz etkile-
di¤i bildirilmifltir.[5,37] Ancak bu konuda öncelikle
kullan›lan RT-PCR yöntemlerinin standardizasyo-
nuna ve daha genifl kapsaml› çal›flmalara ihtiyaç
vard›r.

Benoy ve ark.n›n[25] operabl meme kanserli has-
talarda kantitatif RT-PCR yöntemiyle kemik ili¤i
metastazlar›n› de¤erlendirmek üzere yapt›klar› bir
çal›flmada, CK19 gen ekspresyonu ile sadece tü-
mör vaskülerizasyonu aras›nda bir korelasyon bu-
lunmufl, di¤er tümör özellikleri ile bir iliflki sap-
t a n m a m › fl t › r. Çal›flmam›zda da literatürdekine
benzer olarak DF3 ekspresyonu pozitif kemik ili-
¤i ile evre, tümör büyüklü¤ü, aksiller lenf nodu tu-
tulumu ve yüksek tümör grad› gibi faktörler ara-
s›nda bir iliflkisi bulunamam›flt›r.

Sonuç olarak, RT-PCR yöntemiyle DF3 gen
ekspresyonu saptanarak kemik ili¤i mikrometas-
tazlar›n›n belirlenmesinin spesifik ve duyarl› bir
yöntem oldu¤u düflünülmektedir. Bu nedenle RT-
PCR yöntemi ile DF3 gen ekspresyonunun tek ba-
fl›na veya di¤er ilave gen ekspresyonlar› ile kom-
bine edilerek gösterilmesi ile kemik ili¤i pozitif-
likleri saptanabilir. Bu hassas yöntemlerle sapta-
nan kemik ili¤i pozitifliklerinin prognostik önemi
ise ileride yap›lacak genifl çal›flmalarla belirlene-
cektir.

Teflekkür
Bu proje, 873/090896 say›l› ve “Polimeraz

Zincir Reaksiyonu ve Magnetik Rezonans Görün-
tüleme Teknikleriyle Erken Evre Meme Kanserin-
de Kemik ‹li¤i Metastazlar›n›n Araflt›r›lmas›” bafl-
l›kl› proje nedeniyle ‹.Ü. Araflt›rma Fonunca des-
teklenmifltir.

K A Y N A K L A R

1. Braun S, Pantel K, Müller P, Janni W, Hepp F,
Kentenich CR, et al. Cytokeratin-positive cells in the
bone marrow and survival of patients with stage I, II,
or III breast cancer. N Engl J Med 2000;342(8):525-
33.

2. Gerber B, Krause A, Müller H, Richter D, Reimer T,
Makovitzky J, et al. Simultaneous immunohistochem-
ical detection of tumor cells in lymph nodes and bone
marrow aspirates in breast cancer and its correlation
with other prognostic factors. J Clin Oncol
2001;19(4):960-71.

3. Braun S, Cevatli BS, Assemi C, Janni W, Kentenich
CR, Schindlbeck C, et al. Comparative analysis of
micrometastasis to the bone marrow and lymph nodes
of node-negative breast cancer patients receiving no
adjuvant therapy. J Clin Oncol 2001;19(5):1468-75.

4. Braun S, Vogl FD, Naume B, Janni W, Osborne MP,
Coombes RC, et al. A pooled analysis of bone marrow
micrometastasis in breast cancer. N Engl J Med
2005;353(8):793-802.

5. Benoy IH, Elst H, Philips M, Wuyts H, Van Dam P,
Scharpé S, et al. Prognostic significance of dissemi-
nated tumor cells as detected by quantitative real-time
reverse-transcriptase polymerase chain reaction in
patients with breast cancer. Clin Breast Cancer
2006;7(2):146-52.

6. Fehm T, Braun S, Muller V, Janni W, Gebauer G,
Marth C, et al. A concept for the standardized detec-
tion of disseminated tumor cells in bone marrow from
patients with primary breast cancer and its clinical
implementation. Cancer 2006;107(5):885-92.

7. Gilbey AM, Burnett D, Coleman RE, Holen I. The
detection of circulating breast cancer cells in blood. J
Clin Pathol 2004;57(9):903-11.

8. Baker M, Gillanders WE, Mikhitarian K, Mitas M,
Cole DJ. The molecular detection of micrometastatic
breast cancer. Am J Surg 2003;186(4):351-8.

9. Martin VM, Siewert C, Scharl A, Harms T, Heinze R,
Ohl S, et al. Immunomagnetic enrichment of dissemi-
nated epithelial tumor cells from peripheral blood by
MACS. Exp Hematol 1998;26(3):252-64.

10. Cabioglu N, Igci A, Yildirim EO, Aktas E, Bilgic S,
Yavuz E, et al. An ultrasensitive tumor enriched flow-
cytometric assay for detection of isolated tumor cells
in bone marrow of patients with breast cancer. Am J
Surg 2002;184(5):414-7.

11. Ko Y, Grünewald E, Totzke G, Klinz M, Fronhoffs S,
Gouni-Berthold I, et al. High percentage of false-pos-
itive results of cytokeratin 19 RT-PCR in blood: a
model for the analysis of illegitimate gene expression.

Türk Onkoloji Dergisi

60



Oncology 2000;59(1):81-8.
12. JA Lopez Guercero, P. B o l u f e r-Gilabert M. S a n z

Alanso, E. B a r r a g a n - G o n z a l e s, et al. Minimal illegim-
inate levels of cyctokeratin K19 expression in
mononuclear blood cells MNBC detected by a  RT
PCR method. Clinic Chimica Acta 1997;263:105-
11 6 .

13. Berois N, Varangot M, Aizen B, Estrugo R,
Zarantonelli L, Fernández P, et al. Molecular detection
of cancer cells in bone marrow and peripheral blood of
patients with operable breast cancer. Comparison of
CK19, MUC1 and CEA using RT-PCR. Eur J Cancer
2000;36(6):717-23.

14. Bosma AJ, Weigelt B, Lambrechts AC, Verhagen OJ,
Pruntel R, Hart AA, et al. Detection of circulating
breast tumor cells by differential expression of mark-
er genes. Clin Cancer Res 2002;8(6):1871-7.

15. Berois N, Varangot M, Sóñora C, Zarantonelli L,
Pressa C, Laviña R, et al. Detection of bone marrow-
disseminated breast cancer cells using an RT-PCR
assay of MUC5B mRNA. Int J Cancer
2003;103(4):550-5.

16. Kufer P, Zippelius A, Lutterbüse R, Mecklenburg I,
Enzmann T, Montag A, et al. Heterogeneous expres-
sion of MAGE-A genes in occult disseminated tumor
cells: a novel multimarker reverse transcription-poly-
merase chain reaction for diagnosis of micrometastat-
ic disease. Cancer Res 2002;62(1):251-61. 

17. Dent GA, Civalier CJ, Brecher ME, Bentley SA.
MUC1 expression in hematopoietic tissues. Am J Clin
Pathol 1999;111(6):741-7.

18. Silva AL, Tomé MJ, Correia AE, Passos-Coelho JL.
Human mammaglobin RT-PCR assay for detection of
occult breast cancer cells in hematopoietic products.
Ann Oncol 2002;13(3):422-9.

19. Bossolasco P, Ricci C, Farina G, Soligo D, Pedretti D,
Scanni A, et al. Detection of micrometastatic cells in
breast cancer by RT-pCR for the mammaglobin gene.
Cancer Detect Prev 2002;26(1):60-3.

20. Varangot M, Barrios E, Sóñora C, Aizen B, Pressa C,
Estrugo R, et al. Clinical evaluation of a panel of
mRNA markers in the detection of disseminated
tumor cells in patients with operable breast cancer.
Oncol Rep 2005;14(2):537-45.

21. Hayes DF, Mesa-Tejada R, Papsidero LD, Croghan
GA, Korzun AH, Norton L, et al. Prediction of prog-
nosis in primary breast cancer by detection of a high
molecular weight mucin-like antigen using monoclon-
al antibodies DF3, F36/22, and CU18: a Cancer and
Leukemia Group B study. J Clin Oncol
1991;9(7):1113-23.

22. Ismail MS, Wynendaele W, Aerts JL, Paridaens R,

Gaafar R, Shakankiry N, et al. Detection of
micrometastatic disease and monitoring of periopera-
tive tumor cell dissemination in primary operable
breast cancer patients using real-time quantitative
reverse transcription-PCR. Clin Cancer Res
2004;10(1 Pt 1):196-201.

23. Zhong XY, Kaul S, Lin YS, Eichler A, Bastert G.
Sensitive detection of micrometastases in bone mar-
row from patients with breast cancer using immuno-
magnetic isolation of tumor cells in combination with
reverse transcriptase/polymerase chain reaction for
cytokeratin-19. J Cancer Res Clin Oncol
2000;126(4):212-8.

24. Slade MJ, Smith BM, Sinnett HD, Cross NC,
Coombes RC. Quantitative polymerase chain reaction
for the detection of micrometastases in patients with
breast cancer. J Clin Oncol 1999;17(3):870-9.

25. Benoy IH, Salgado R, Elst H, Dam PV, Weyler J,
Marck EV, et al. Relative microvessel area of the pri-
mary tumor, and not lymph node status, predicts the
presence of bone marrow micrometastases detected by
reverse transcriptase polymerase chain reaction in
patients with clinacally non-metastatic breast cancer.
Breast Cancer Res 2005;7:210-9. 

26. Tokunaga E, Ishida M, Kimura Y, Maehara Y.
Correlation with bone metastasis and high expression
of CK 19 mRNA measured by quantitative RT-PCR in
the bone marrow of breast cancer patients. Breast J
2003;9(5):440-2.

27. Aerts J, Wynendaele W, Paridaens R, Christiaens MR,
van den Bogaert W, van Oosterom AT, et al. A real-
time quantitative reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) to detect breast carcinoma
cells in peripheral blood. Ann Oncol 2001;12(1):39-46.

28. Lambrechts AC, Bosma AJ, Klaver SG, Top B,
Perebolte L, van’ t Veer LJ, et al. Comparison of
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y, reverse transcriptase poly-
merase chain reaction, and nucleic acid sequence-
based amplification for the detection of circulating
breast cancer cells. Breast Cancer Res Tr e a t
1999;56(3):219-31. 

29. Balducci E, Azzarello G, Valori L, To ffolatti L,
Bolgan L, Valenti MT, et al. A new nested primer pair
improves the specificity of CK-19 mRNA detection
by RT-PCR in occult breast cancer cells. Int J Biol
Markers 2005;20(1):28-33.

30. Brown DC, Purushotham AD, Birnie GD, George
WD. Detection of intraoperative tumor cell dissemi-
nation in patients with breast cancer by use of reverse
transcription and polymerase chain reaction. Surgery
1995;117(1):95-101.

31. Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry

Erken evre meme kanserinde RT-PCR tekni¤i ile kemik ili¤i mikrometastazlar›n›n araflt›r›lmas›

61



D, Bland KI, et al. Revision of the American Joint
Committee on Cancer staging system for breast can-
cer. J Clin Oncol 2002;20(17):3628-36.

32. Traweek ST, Liu J, Battifora H. Keratin gene expres-
sion in non-epithelial tissues. Detection with poly-
merase chain reaction. Am J Pathol
1993;142(4):1111-8.

33. Datta YH, Adams PT, Drobyski WR, Ethier SP, Terry
VH, Roth MS. Sensitive detection of occult breast
cancer by the reverse-transcriptase polymerase chain
reaction. J Clin Oncol 1994;12(3):475-82.

34. Moll R, Löwe A, Laufer J, Franke WW. Cytokeratin
20 in human carcinomas. A new histodiagnostic mark-
er detected by monoclonal antibodies. Am J Pathol
1992;140(2):427-47.

35. Ruud P, Fodstad O, Hovig E. Identification of a novel
cytokeratin 19 pseudogene that may interfere with
reverse transcriptase-polymerase chain reaction
assays used to detect micrometastatic tumor cells. Int
J Cancer 1999;80(1):119-25.

36. Jung YS, Lee KJ, Kim HJ, Yim HE, Park JS, Soh EY,
et al. Clinical significance of bone marrow
micrometastasis detected by nested rt-PCR for ker-
atin-19 in breast cancer patients. Jpn J Clin Oncol
2003;33(4):167-72.

37. Masuda TA, Kataoka A, Ohno S, Murakami S,
Mimori K, Utsunomiya T, et al. Detection of occult
cancer cells in peripheral blood and bone marrow by
quantitative RT-PCR assay for cytokeratin-7 in breast
cancer patients. Int J Oncol 2005;26(3):721-30.

Türk Onkoloji Dergisi

62


