ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI MECMUASI

Cilt 53, Sayi 1, 2000 11-15

MIDE KARSINOMLARINDA HUCRE PROLIFERASYON BELIRLEYICisi
OLARAK PCNA, Ki-67 VE AgNOR KULLANIMI

Mustafa Cihat Avunduk’ * Sakir Tavhi™ e Serdar Yol™ ¢ Lema Tavli® » Ayse Yavuz’

Salim Gungor® » Osman Yilmaz®

OZET

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda Mide adenokarsinomu tanisi alan 30 olgu
tespit edildi. Bu olgularin timérli ve normal mukoza
alanlarini ayni preparat tizerinde iceren bloklari secil-
di. Bu bloklardan hazirlanan kesitlere immiinhisto-
kimyasal olarak PCNA ve Ki-67 boyamasi ile NOR ci-
simlerini boyamak icin gimiis impregnasyonu uygu-
landi. Mitoz sayisi ve mitotik indeksi belirlemek icin
ise Hematoksilen Eozin ile boyali tani koyduran pre-
paratlari kullanildi. Tim degerlendirmeler mimkdin
oldugunca ayni alanlar taranarak yapildi. Olgularin
elde edilen sonuglari birbirleri ile karsilastirildiginda
mide adenokarsinomlarinda, hiicresel proliferasyon
belirleyicisi olan AgNOR, PCNA ve Ki-67 nin birbir-
leri ile istatistiksel olarak uyumluluk icerisinde olduk-
lari belirlendi.

Anahtar kelimeler: PCNA, Ki-67, AgNOR, Hiicresel
proliferasyon belirleyicileri, adenokarsinoma, mide

SUMMARY

Using of PCNA, Ki-67 and AgNOR as a markers of
cell proliferation in adenocarcinomas of stomach.

We studies 30 consecutive cases with the diagnosis
of adenocarcinomas of stomach in histopatologically.
The paraffin blocks were investigated if they contained
both the normal mucosa and tumour areas in the same
preparation. We used PCNA and Ki-67 stains as immu-
nohistochemical staining methods and silver impregna-
tion technique was utilized for staining of NOR bodies.
The number of mitosis and mitotic index were establis-
hed in the Heamatoksilen Eosin stained preparations.
Searching thoroughly the same areas of different slides
performed all evaluations. When the results were com-
pared with each other, we showed that AgNOR, PCNA
and Ki-67 staining methods, which were markers of
cellular proliferation in stomach carcinoma, were sta-
tistically correlated to each other.

Key words: PCNA, Ki-67, AgNOR, Cellular prolifera-

tion markers, adenocarcinoma, stomach.

Patolojide immiinhistokimyanin rutin kullanimi so-
nucunda, tanisal 6zelliklerin bildirilmesi yani sira, tii-
moriin prognostik 6zellikteri hakkinda da s6z soyleye-
bilmek bir ihtiyag haline gelmistir. Prognostik ézellik-
lerin belirlenebilmesi ile hastaya yaklasimi etkileyecek
bilgiler elde edilerek, tedavinin planlanmasinda daha
genis bir perspektife sahip olmak amaclanmaktadir.
Bu nedenle de hiicresel proliferasyon belirleyicilerinin
kullanimi giindeme gelmistir.

Son zamanlarda kliniko-patolojik 6zelliklerle tii-
mor proliferasyonu arasindaki iligkiyi belirlemek icin
imminohistokimyasal olarak prolifere hiicre niikleus
antijeni (PCNA) ve Ki-67 kullanimi (1) ile baska bir
hiicresel proliferasyon belirleyicisi olan giimiis imp-
regnasyonu ile nucleolar organizer region sayimi (Ag-
NOR yontemi) (2) kullanihr hale gelmistir.
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Biz bu ¢alismamizda immiinhistokimyasal hiicre-
sel proliferasyon belirleyicileri Ki-67 ve PCNA ile bir-
likte baska bir proliferasyon belirleyicisi olan AgNOR
yontemini mide adenokarsinomlari tizerinde uygula-
yip karsilastirmak istedik.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Ge-
nel Cerrahi Anabilim Dali'nda opere edilen, ayni Uni-
versitenin Patoloji Anabilim Dali’'nda mide adenokar-
sinomu tanist almis 30 olgu incelendi. Calismaya; He-
matoksilen Eozin (HE) ile boyanmis , énceden tanisi
konmus preparatlar gozden gegirilerek baslandi. Ayni
preparatlar icerisinde tiimor dokusu ile birlikte normal
mukoza alanlarinin da yer aldigi bloklar belirlendi.
Belirlenen bloklardan hazirlanan kesitlere immiinhis-
tokimyasal olarak PCNA, Ki-67 boyamasi ile NOR ci-
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simcikleri icin giimiis impregnasyonu (AgNOR) uygu-
landi.

immiinhistokimyasal boyamada Streptavidin-Bi-
otin Peroksidaz yontemi uygulandi. PCNA boyamasi
icin Clone PC10, Dako belirleyicisi; Ki-67 icin de Da-
ko tercih edildi. PCNA icin pozitif kontrol olarak yo-
gun lenfoid doku iceren tonsil preparatlari, Ki-67 igin
bazal tabakasinda niikleer pozitiflik gosteren epitel
dokusu kullanildi. Negatif kontrol olarak her iki im-
miin boyama igin ayni preparatlar primer negatif kont-
rol ajani damlatilarak hazirlandi. Preparatlarin hazir-
lanmasinda DAB kromojen kullanildi.

Hematoksilen Eozin ve diger yontemlerle boyanan
preparatlar degerlendirilirken preparat (izerindeki ay-
nt alanlar secilerek, miimkiin oldugunca ideale yakin
degerlendirme yapilmasi amaclandh.

Mitoz sayisi ve mitotik indeks HE ile boyali kesit-
lerde saptandi. Mitoz sayisini belirlerken her olgu icin
10 adet biiyiik biiyiitmelik alandaki mitoz sayisi orta-
lamalari esas alinirken, mitotik indeks bin tiimor hiic-
resi icerisindeki mitoz sayisi olarak belirlendi. Ortala-
ma mitoz sayisi ve ortalama mitotik indeks, tiim olgu-
larin mitoz sayisi ve mitotik indekslerin toplaminin ca-
lisilan olgu sayisi olan 30 a béliinmesi ile elde edildi.

Olgularimizin AgNOR profillerini belirlerken 100
timor hiicresi icerisindeki NOR benekleri sayilarak,
niikleus bagina diisen ortalama NOR degerleri Ag-
NOR indeksi olarak verildi. NOR beneklerini sayma
islemi 1000 buiyitmede ve immersiyon yagi kullana-
rak gerceklestirildi (Sekil 1). Ayrica normal ve tiimoral
alanlardaki hiicrelerin AgNOR indeksleri toplanip ol-
gu sayisi olan 30 a boltinerek; normal ve timéral alan-
larin ortalama AgNOR indeksleri elde edildi.

Sekil 1. Mide adenokarsinomu olgusunda giistie affinite goste-
ren NOR cisimcikleri intraniikleer olarak immersiyon
altinda goriilmekte (AgNOR; x 1000)

PCNA ve Ki-67 indeksi ise 1000 tiiméral hiicre ice-
risindeki pozitif niikleer boyanma gosteren hiicrelerin
sayisinin 1000 e boliimii ile elde edildi. immiinhisto-
kimyasal incelemede ayrica grade’leme sistemi de uy-
gulandi. Timéral hiicrelerin %0-25 i pozitif boyan-
migsa Grade |, %26-50 si pozitif boyanmigsa Grade II,
%51-75 i pozitif boyanmigsa Grade Il ve %76-100
pozitif boyanmigsa Grade IV olarak kabul edildi. Tim
olgularin PCNA ve Ki-67 indeksleri ayri ayri toplanip
olgu sayisi olan 30 a boliinerek ortalama PCNA ve Ki-
67 indeksleri belirlendi.

Elde edilen sonuclar Spearman sira korelasyonu ve
Pearson korelasyonu ile istatistiksel olarak karsilagtiril-
di. AgNOR indeksi, Ki-67 indeksi ve PCNA indeksi
aralarinda karsilastirilirken Pearson korelasyonu kulla-
nildi. Mitoz sayist, mitotik indeks, PCNA grade’i ve Ki-
67 grade’i Spearman sira korelasyonu ile istatistiksel
olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Tiim olgularda bir biiyiik biiytitmelik alandaki or-
talama mitoz sayisi 5.66, ortalama mitotik indeks ise
12.66 olarak saptandi. Tiimér bulundurmayan normal
alanlarda mitoz sayisi yok denecek kadar azdi. Olgu-
larin mitoz sayilari ile mitotik indeksleri arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iliskinin varligi belirlendi
(rs=0.75, p<0.1).

Ortalama AgNOR indeksi tiiméral alanlarda 7.26
olarak saptanirken, bu deger tiimér bulundurmayan
alanlarda 2.60 olarak tespit edildi.

Tim olgularda timoral alanlarin immiunhistokim-
yasal olarak PCNA ve Ki-67 ile pozitif boyandigi go-
raldi (Sekil 2, 3). Tumoral alanlarda ortalama PCNA
indeksi 0.687, ortalama Ki-67 indeksi ise 0.358 olarak
saptandi. Tiimére komsu saglam mukoza alanlarinda
immiinhistokimyasal boyama sonucu sadece 3 olguda
PCNA ve Ki-67 pozitifligi saptanirken diger olgularda
herhangi bir pozitif boyanma gériilmedi. Bu 3 olguda
ise normal mukoza hiicrelerinin %5-15 oraninda po-
zitif boyandigi belirlendi.

Olgularin PCNA indeksi ve Ki-67 indeksi karsilas-
tirlldiginda oldukca yiiksek oranda bir uyumlulugun
varhig (r=0.94, p<0.01) gorildii. Ki-67 indeksi ile Ag-
NOR indeksi uyumlulugunun (r=0.85, p<0.05) PCNA
indeksi ile AgNOR indeksi uyumlulugundan (r=0.76,
p<0.1) daha kuvvetli oldugu belirlendi. 30 olgunun
mitoz sayilari, mitotik indeksleri, AgNOR indeksleri,
Ki-67 indeksleri, Ki-67 grade’leri, PCNA indeksleri ve
PCNA grade’leri arasindaki istatistiksel iligkiyi Tablo 1
de topluca gormekteyiz.
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Sekil 2. immiinhistokimyasal olarak PCNA ile pozitif ekspres-
yon gosteren timoral hiicreler goriilmekte (PCNA;
x40)

Tablo 1. indeksler ve gradeler arasi istatistiksel iliski

Sekil 3. Ki-67 ile pozitif nikleer boyanma gosteren tiimoral
hticreler goriilmekte (Ki-67; x40)

Mitotik

Indeks rs=0.75

AgNOR

Indeksi rs=0.17 rs=0.35

Ki-67

Indeksi rs=-0.06 rs=0.26 r=0.85 (")

Ki-67

Grade'i rs=0.00 rs=0.06 rs=0.77 (-) rs=0.86 (+)

PCNA

Indeksi rs=-0.05 rs=0.26 r=0.76 (-) r=0.94 (*) rs=0.68 (+)

PCNA

Grade'i rs=0.17 rs=0.49 rs=0.93(*) rs=0.93(*) rs=0.78(-) rs=0.93 (*)

Mitoz sayisi Mitotik indeks AgNOR indeksi Ki-67 indeksi Ki-67 grade’i PCNA indeksi

P<0.01 (*) sisel ozellikler tartismanin baslica etkenleri olmakta-

0.01<p<0.05 (A)
0.05<p<0.1 (-)
0.1<p<0.5 (+)

TARTISMA

Timor dokusunda hiicresel proliferasyon diizeyini
belirlemek icin gesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin en kolayr mitoz sayisi ve mitotik indeksi
belirlemektir. Ancak mitoz sayisinin proliferatif aktivi-
teyi saptamada kullanilmasi hala tartisiimalidir (3). Ke-
sit kalinligina dogrudan bagli olmasi, tespitin uzun za-
man almasi, degisik alanlardaki sayisal farkhliklar, ki-

dir. Ayrica degisik mikroskopla farkli sayilara ulasil-
masi da sik karstlagilan bir sonugtur. Bu nedenlerle
mitotik indeksin daha saglikli olacagi dustintlmekte-
dir. 30 olgumuzun mitotik indeksi ve mitoz sayilarini
karsilagtirdigimizda anlamli bir iligkinin varligini sap-
tadik (rs=0.75, p<0.1). Mitotik indeks ve mitoz sayisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkinin bulunma-
sinda ayni alanlarin ayni kalinlikta kesilmesinin ve ay-
ni patolog tarafindan degerlendirilmesinin etkili oldu-
gunu dustinduk.

Nicleolar organizer region’un (NOR) belirlenmesi
bir bagka hiicre proliferasyon gostergesidir. NOR ci-




14 MIDE KARSINOMLARINDA HUCRE PROLIFERASYON BELIRLEYICI OLARAK PCNA, Ki-67 VE AgNOR KULLANIMI

simcikleri biinyesinde ribozomal genleri ve bazi asi-
dofilik proteinleri bulunduran, giimuse karsi afinitesi
olan bir yapiya sahiptir (2). R-RNA’y1 kodlayan DNA
parcalaridir. Giimiis impregnasyon metodu ile gosteri-
lebilir ve AgNOR olarak adlandirilir. AgNOR sayimi-
nin gercekte neyi 6lctiigii tam olarak bilinmemektedir.
Ancak AgNOR sayiminin rRNA protein sentezinin bir
gostergesi olmasi nedeniyle proliferasyon hizi ile ilis-
kili oldugu 6ne suriilmektedir. Benign ve malign ayiri-
minda anlamli olmakla birlikte, sinir lezyonlarda fay-
dali olamamaktadir. Bizim calismamizda tiiméral ve
tiimor bulundurmayan alanlardaki ortalama AgNOR
indeksleri arasinda 6nemli bir farkin varligini saptadik.
Normal alanlardaki AgNOR indeksinin displazik alan-
larda ortalama AgNOR indeksinden biraz daha yiik-
sek olusu dikkatimizi ¢ekti. Ancak tiiméral alanlarda
elde edilen degerlerle farklihigi kadar carpici degildi.
Bu bulgudan; literatiirde sz edildigi gibi; AgNOR in-
deksi ile benign ve displazik alanlarin ayiriminin ya-
piimasinin oldukga gii¢ oldugunu gormekteyiz (4).

30 olguluk calisma grubumuzda AgNOR indeksi
ile mitotik indeks ve mitoz sayisi karsilastirnldiginda,
mitotik indeksle AgNOR indeksi arasinda (rs=0.35),
mitoz sayisina (rs=0.17) nazaran daha kuvvetli bir ilis-
ki olmasina karsin, istatistiksel olarak anlamli bir iligki
goremedik.

Hucre proliferasyonu ayni zamanda immiinhisto-
kimyasal tetkiklerle de gosterilebilir. Bu yontemlerle
hiicre biiyiimesi ve béliinmesi ile iliskili niikleer anti-
jenler boyanarak mikroskop altinda degerlendirilir (5).
Son zamanlarda sikca kullanilmaya baglanan hiicre
siklusu proteinlerinden PCNA ve Ki-67 benign ve ma-
lign dokulardaki hiicre kinetigini kantitatif olarak gos-
termekte oldukca yardimci olmaktadir. Yani hiicre
tireme aktivitelerinden hiicre siklus hizini, proliferatif
hticre miktari artisini, S fazinda kalan hiicre miktarini
gostermektedir. Boylelikle konvansiyonel, duragan
histopatolojik goriiniim yerine hastaya yaklagimi ko-
laylastiran ve tedaviyi planlarken goz 6niinde tutula-
cak fonksiyonel gériintiimi belirleyen bir yontem ola-
rak kullanilmaktadir (6). Ayrica tedavi esnasinda ti-
moriin cevap verip vermedigini kontrol etme imkani
da sunmaktadir (7).

Ki-67 G-0 ve G-1 fazlari haricinde hiicre siklusun
tiim fazlarinda salinan, niikleer antijene karsi gelistiril-
mis fare monoklonal antikorudur. PCNA ise 36kD
agirhginda hiicre siklusu ile ilgili ntikleer bir protein-
dir. Hiicre siklusunun geg G-1 ve S fazinda hiicre niik-
leusunda bulunur (1). Tiimér hticrelerinde PCNA ile
boyanmanin Ki-67 ye gore daha fazla oranda oldugu

bildirilmektedir (1, 8). Bizim ¢alismamizda da literatir
ile uyumlu olarak ayni alandaki tiiméral hiicrelerin or-
talama PCNA indeksini (0.687), ortalama Ki-67 indek-
sinden (0.358) daha yiiksek bulduk. Bu farkli boyan-
ma oranlari muhtemelen PCNA ve Ki-67 nin siklusun
degisik safhalarindaki niikleuslart boyama ozellikle-
rinden ileri gelmektedir. Bunu destekleyen bir bulgu
da Ki-67 nin spermatogonialari, PCNA’nin ise primer
spermatositlerin niikleuslarini boyadiklarinin gosteril-
mis olmasidir (9). Ortalama indekslerin farkli olmasi-
na karsin30 vakadaki PCNA ve Ki-67 indeksleri karsi-
lagtirnldiginda oldukga yiiksek bir oranda istatistiksel
uyumun (r=0.98, p<0.01) varhgini belirledik. Demek
ki mide adenokarsinomlarinda hiicre proliferasyon be-
lirleyicisi olarak PCNA ve Ki-67 ayni derecede uyum-
luluk gostermektedir.

Ortalama PCNA ve ortalama Ki-67 indeksinden
daha yiiksek PCNA ve Ki-67 indeksi gosteren 12 olgu-
muzda midede izlenen timoriin tim duvar boyunca
mideyi tuttugu ve cevre yag dokusuna infiltrasyon gos-
terdigi, ayrica bu 12 olgunun 9 unda ayiklanan lenf
nodlarinin yarisindan fazlasinda tiimoral infiltrasyo-
nun mevcut oldugu tespit edildi. Bu olgulardaki Ag-
NOR indeksleri de ortalama AgNOR indeksinden faz-
la idi. Boylelikle hiicresel proliferasyonun yiiksek ol-
dugu vakalarda histolojik grade’lerin de yiiksek oldu-
gunu literatiirle uyumlu olarak gozlemis olduk (10).

Malignitede artan hiicre proliferasyon aktivitesinin,
aynt zamanda malign olgularda gézlenen élgiilerde ol-
masa bile displazi durumlarinda ve kuvvetli enfeksiyon
hallerinde de arttig1 bildirilmektedir (8, 11, 12). Bizim
3 olgumuzda tiiméral alan haricinde %5-15 oraninda
PCNA ve Ki-67 ile tespit ettigimiz pozitif boyanma
alanlarinin orta ve agir derecede displazi bulundurduk-
larini gozledik. Ancak malign ve benign tiimorler ara-
sinda ayirimda kullanilabilecek PCNA ve Ki-67 boya-
malarinin benign ve borderline lezyonlar arasinda an-
lamli farkhliklar icermediginden s6z edilmektedir (13).
Calismamizda normal mide mukoza hiicrelerinde hig
boyanma tespit etmemize karsin, displazik alanlarda
izledigimiz %5-15 oraninda pozitif boyanmay: dar ga-
lisma grubumuz igerisinde dikkat gekici bulduk.

immiinhistokimyasal boyamalarin degerlendirme-
sinde Grade’leme islemi daha ¢abuk ve kolay sonug
vermektedir. Biyiik biiyiitmelik alanda izlenilen boya-
nan hiicrelerin sayisina gore olgular | ile IV arasinda
degisen 4 grade’e ayriliyor. Yani boyanan hiicrelerin
hangi %25 lik gruba girdigi tespit edilerek grade’leme-
si yapiliyor. 1 ile 25 arasinda degisen, genis bir marj-
daki hticresel boyamalar ayni grade icerisinde deger-
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lendirildiginden indekse gore daha anlamli istatistiksel
iliskiler vermektedir. (Tablo 1). Ancak bu durum yanil-
tict oldugu dustintilmektedir. Ciinkii indeks belirlerken
daha hassas davranilmaktadir. 25 lik hiicre gruplari de-
gil her boyanan hiicre indeks degerini etkilemektedir.
Sonug¢ olarak; mide karsinomlarinda AgNOR,
PCNA indeksi, PCNA grade’i, Ki-67 indeksi, Ki-67
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