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OZET: PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigene) Immunohistokimyasal Boyanmasi ve AgNOR's'un Meme Karsinomunda Prognozu Belilemedeki Rolii. Proliferatif bir
belirleyici olan PCNA'in meme karsinomlaninda prognozu belilemedeki rold tartismalidir. Bu ¢alismada invaziv duktal karsinom tanisi alan, evre |, Il, 9-48 ay arasi ta-
kipleri olan 34 olguda PCNA porzitifligi, orami ve AgNORs degerlerinin lenf digimi tutulumu, niiks ve/veya uzak metastaz ile iliskisi arastinidi. Ayrica bu yontemlerin
mitoz, histolojik grade ile iligkileri de degerlendirildi. "ROC" egrisi ile degerlendirilen AgNORs sayisi lenf nodu tutulumu, nilks ve/veya uzak metastazi, belirlemede iyi
bir parametre degildir. PCNA pozitifligi % 5'en fazla olan olgulanin ortalama AgNORs degeri % 5'en az olan olgulardan daha yiksektir (p < 0.05). PCNA pozitifligi /
orani ve AgNORs degeri lenf digimi tutulumu ve Klinik gidisi belirlemede basanl parametreler olarak bulunmamiglardir.

ANAHTAR KELIMELER: Meme karsinomu, PCNA, AgNORSs, prognostik faktorler.

SUMMARY: Prognostic Significance of PCNA Immunostaining and AgNORSs in Breast Carcinoma. PCNA is a proliferative marker and its role in predicting the prognosis
of breast carcinoma is contraversial. Thirty four stage |, I, invazive ductal carcinomas which have 9-48 months follouw-up are included in this study. The relation be-
tween PCNA immunoreactivity, its ratio and AQNORs counts are evaluated. The significance of AQNORs counts in predicting the lymph node status, recurrens and/or
metastasis is estimated by the "ROC" curve. No correlation is found between these parameters. Patients whose tumors express more than 5 % immunoreactivity or
PCNA have AgNORs counts more than AgNORSs counts of the group whose PCNA immunoreactivity is less than 5 % (p<0.05). PCNA immunoreactivity, its rate and
AgNORs counts are not good parameters for estimation of lymph node status and disease progression.
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PCNA ve AgNORs'un Invaziv Duktal
Karsinomda Prognostik Degeri:

Prognozu oldukga degisken olan meme karsinomu,
dinyada kadinlar arasinda en sik gériilen malignitedir. Cer-
rahi tedaviden sonra diisiik ve yiiksek riskli hasta gruplarini
belirlemek igin pek ¢ok prognostik parametre ortaya kon-
mustur (1-3). En iyi prognostik belirleyici aksiller lenf digu-
mi tutulumunun olup olmamasidir. Klasik olarak kabuledi-
len diger prognostik parametreler ise timor boyutu, histolo-
jik ve nilkleer grade, hormonal reseptérlerin durumudur (1).
Ginimiizde timér hicrelerinin proliferatif aktivitesinin belir-
lenmesinin timoér progresyonu ve prognozunu belirlemede
yararli olabilecegine dair veriler vardir (2-8). Meme kanser-
lerinde proliferatif aktivite gesitli ydntemlerle incelenmistir.
PCNA immunoreaktivitesinin degerlendiriimesi, AQNORs ve
mitoz sayimi da bu yéntemler arasindadir.

PCNA/siklin 36 kilodalton agirhginda, DNA polimeraz
deltaya yardimci, DNA sentez ve replikasyonunda rol alan
nikleer bir proteindir. PCNA ekspresyonu G, fazinda art-
maya baslar, erken S fazinda en yiliksek dizeyine erisir, G,
boyunca diiser ve M fazi ile, gogalmayan hiicrelerde en dii-
siik diizeydedir (2, 8-11).

NORs birlikte oldugu proteinlerle, rRNA transkripsyo-
nundan sorumlu DNA segmentleridir. NORs'la ilgili protein-
lerin arjirofilik 6zellikleri nedeniyle klasik yontemlerle hazir-
lanan kesitlerde gorilip, sayilabilirler. Bu nikleik asid-
protein komplekslerinin fonksiyonlar kesin olarak bilinme-
mekle birlikte hiicre proliferasyonuyla ilgili olduklarina dair
veriler mevcuttur (12-15).

Bu calismada PCNA pozitifligi ve yogunlugunun, lenf
digumui tutulumu, histolojik grade, nilkks ve/veya uzak me-
tastazla iliskisi, ayrica bu marker'in mitoz ve AgNORs sayi-
si gibi diger proliferatif belirleyiciler ile iligkisi de aragtirildi.

* Ankara Onkoloji Hastanesi Patoloji Biliimii Bag Asistant

MATERYAL VE METOD

S.B. Ankara Onkoloji Hastanesi Patoloji bolimi'nde
1988-1989 yillarinda invaziv duktal karsinom tanisi alan,
modifiye radikal veya radikal mastektomi yapilan, AJCC'ye
gore evre | ve Il, 9-48 ay aras) takibi olan 34 olgu bu ¢alis-
maya dabhil edildi. Lenf diigiimi tutulumu patoloji raporlarin-
dan, nilks ve/veya metastazlarinin olup, olmadigi ise hasta
dosyalarina bakilarak égrenildi.

Aragtirmacilarin ikisi tarafindan histolojik kesitlerden
tekrar mitoz ve grade degerlendirildi (16).

Diliye poly-L-lysine (Sigma) ile kaplh adezivli lamlara ali-
nan 4-5 p kalinhgindaki kesitler, 60°C etiivde 30 dakika de-
parafinize edildi. kesitler ksilola alindi, ardindan alkolden
gecirilerek dehidratasyon iglemi yapildi. % 3'lik H,O,'de 10
dakika tutularak endojen peroksit aktivitesi bloke edildi. 4
oraninda deiyonize su ile diliye edilmis olan antijen retrival
soliisyonuna (agir metal igerir, BioGenex) alinan kesitler 5
dakika sire ile mikrodalga firnda maksimum gigcte 1sitildi.
5 dakika sonunda soliisyon dizeyine bakildi, azalmigsa de-
iyonize su ile tamamlandi ve 5 dakika daha mikrodalga fi-
rinda ayni islem tekrarlandi. Mikrodalga firrndan ¢ikarilan
cam kaptaki preparatlar 15 dakika sollisyon iginde soguma-
ya birakildi. Preparatlar deiyonize su ile yikanip PBS'e (pH
= 7-6) alindi. Kesitler PCNA monoklonal antikor (mouse,
IgM, 19A2 BioGenex) ile oda isisinda, nemli ortamda, 2 sa-
at inkiibe edildi. Boyanma islemine alkalen fosfataz konjuge
biyotin sreptoavidin (APB-SA) siipersensitif, diliye Kit ile ta-
rife uygun olarak devam edildi. Kromojen olarak "naphthol
phosphate" substratta diliiye edilen fast red tabletleri kulla-
nildi. Zit boyama Mayer's hematoksileni ile yapildi.

Rutin olarak hazirlanan parafin bloklardan 4-5 p kalinli-
ginda kesitler elde edildi. Preparatlar etiv ve kesilende de-
parafinize edildikten sonra sirasiyla alkol ve deiyonize su-
dan gegirilerek dehidrate edildi.

AgNORs boyama sollisyonu, dnce 2 ayn solisyon sek-
linde hazirlandi: 100 ml deiyonize suya 1 gr/dl olacak sekil-
de formik asid eklendi. Bu karigim igine 2 gr jelatin katilarak
manyetik karistincida 15 dakika kadar i1sitiip karistirildi.
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TABLO 1 : OLGULARIN EVRE VE KLINIK GIDISE
GORE DAGILIMI

Evre LD (+) LD{(-) Toplam niiks / niks / met
met (+) (-)
| - 5 5 1 4
Il 23 6 29 12 17
23 1 34 13 21

Sogumaya birakild.

50 gr/dl olacak sekilde giimis nitrat, deiyonize su ile ka-
ristirildi.

Jelatinli sollisyondan 1 voliim, gimis nitrath sollisyon-
dan 2 volim alinip, birbiriyle karistinlarak, ¢alisma sollsyo-
nu elde edildi. Calisma solisyonu,lam Uzerindeki kesitlere
damlatildi. Daha sonra preparatlar deiyonize suda galkala-
narak yikandi. Kesitler alkol ve bunu takiben ksilenden ge-
girilerek dehidrate edildi. Zit boyama yapilamadi. Sentetik
balsam ile kapatildi.

PCNA ile boyamayi degerlendirmek igin 6nce x40 bi-
yitme ile en gok boyanmanin oldugu alan bulundu ve bu
alandan baglanarak x400 biyiitme ile birbirini izleyen 10
alanda yaklagik 1000 hicre nikleusu sayildi ve pozitif bo-
yanan nikleus orani elde edildi. Boyanma yogunlugu ve
sekline bakilmaksizin boyanan tiim nikleuslar pozitif kabul
edildi.

Nikleusta siyah-koyu kahverengi olarak izlenen Ag-
NORs kimeleri x100 immersiyon objektifi ile rastgele 100
hiicrede sayildi. Birbirinden net olarak ayrilmig olan Ag-
NORs benekleri dikkate alinarak sayim yapildi, ortalama
alind.

Verilerin istatistiksel analizinde ki-kare, Fisher'in kesin ki-
kare, Mantel- Huanzel ki-kare, Mann-Whitney U testi, Krus-

__TABLO 2 : AgNORs ORTALAMALARI VE
DIGER PARAMETRELER ARASINDAKI ILISKILER

Ortalama std. sapma  hasta sayisi p

Tam grup 2.59 0.76 32

grade 1 2.59 0.78 13
grade 2 2.68 0.75 ; 15 0.70

grade 3 2.27 0.82 4

PCNA <% 2.43 0.74 24
5 0.03

PCNA > % 3.08 0.61 8

5

PCNA (-) 2.29 0.68 11

PCNA (+) 275 0.77 21

Mitoz diistk 2.53 0.80 27
0.19

Mitoz yiliksek 2.92 0.42

Mitoz 1 2.64 0.71 21
Mitoz 2 2.14 1.03 6 0.11

Mitoz 3 2.92 0.42 5

LD (-) 2.69 0.78 1
0.53

LD (+) 2.54 0.76 21

Niks (-) 2.47 0.75 20
0.28

Niks (+) 2.78 0.77 12

Met (-) 2.47 0.75 20
0.28

Met (+) 2.78 0.77 12

kal-Wallis testi, "relative operating characteristics (ROC)"
ve Kappa uyum analizi kullanild.

SONUCLAR

Otuz dért olgunun evrelere ve klinik gidise gore dagilimi
tablo-14de gdsterilmistir.

Nilks ve uzak metastaz ortaya cikan evre [l olgularin
11'inde aksiller lenf digimd tutulumu vardir. Niks ve uzak
metastaz ortaya ¢ikmayan 17 olgunun ise 12'sinde aksiller
lenf diGgimad tutulumu izlenirken, 5'inde aksiller lenf digi-
mu tutulumu yoktur.

34 olgunun 14'G grade |, 16'si grade |l, 4'li grade 3'tir.

Grade degerlendirilirken incelenen parametrelerden biri
olan mitoz ayrica incelendiginde (1=0-5 mitoz, 2 = 6-10 mi-
toz, 3 = >11 mitoz / 10 blyik biyitme alani ) olgularin 22'si
1. gruba, 7'si 2. gruba, 5'i 3. gruba girmistir. Mitoz orani yiik-
sek ve diisik olarak degerlendirildiginde ise grup 1 ve 2 du-
sik oranl grubu, grup 3 ise yilksek oranl grubu olustur-
mustur.

PCNA ile pozitif boyanma zemin artefakti olmaksizin sa-
dece niikleer olarak goriilmistiir. Ancak bazi mitotik hicre-
lerde intrasitoplazmik boyanma da gérilmistir. PCNA bo-
yanma indeksi iki farkli sekilde degerlendiriimistir. Boyanma
var veya yok olarak degerlendiriime yapildiginda olgularin
13'linde boyanma gorilmemis. 21'inde boyanma gérilmus-
tir. % 5 oranindan daha az boyanma negatif, % 5'ten fazla
boyanma pozitif olarak kabul edildiginde ise 34 olgunun
26sinda negatif, ancak 8'inde pozitif boyanma gériimustar.
PCNA ile boyanma orani % 0 ile % 39 arasinda degismek-
tedir.

AgNORs boyama yodntemi uygulanabilen (blokta tumér
dokusu kalan) 32 olguda en disik ve yliksek AgNORs de-
gerleri sirasiyla 1.47 ve 3.90'dir. Ortalama 2.59 ve standart
sapmasi ise 0.76'dir. Median 2.5'dir. Olgularin 17'si medi-
andan yuksek, 15' disik AgNORs degerine sahiptir.

AgNORs degerinin lenf digimi tutulumu ve niks ve/
veya uzak metastazi belirlemedeki performansi bilinen bir
esik degeri olmadid: i¢in "ROC" egrisi gizdirilerek test edil-
mistir. Lenf digimi tutulumunu belirlemede basarisiz bir
testtir, nilks ve/veya uzak metastazi belirlemede daha ba-
sarili olsa da pek uygun bir test degildir.

AgNORs ortalama degeri ile histolojik grade, mitoz, lenf
digimi tutulumu, nilkks ve/veya uzak metastaz arasinda is-
tatistiksel olarak (mann-Whitney U, Kruskal-Wallis testi) an-
lamh bir iliski bulunamamisgtir (p>0.05). Ancak PCNA pozi-
tifligi % 5'ten fazla olan olgularda AgNORs ortalama degeri
daha yiiksektir (p<0.05, p = 0.03) (Tablo 2).

AgNORs median degeri ile yapilan istatistiksel incele-
melerde bu parametrelerle arasinda anlaml bir iligki bulun-
mamigtir. PCNA boyanmasi lenf digimi tutulumu niiks ve/
veya uzak metastaz, mitoz orani, histolojik grade arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0.05)
(Tablo 3).

Kappa uyum analizi yapildiginda PCNA degerleri, Ag-
NORs sayisi ve mitoz arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir uyum bulunmamistir (Tablo 4).

PCNA degerleri ve mitoz sayisi da AgNORs degerleri
gibi lenf digima tutulumunu, niks ve/veya uzak metastaz
olasiigini belirlemede sensitivite ve spesifitesi diisiik yon-
temlerdir.

TARTISMA

Meme karsinomunda proliferatif aktivite élgiminin prog-
nostik 6nemi vardir. Timdrin proliferatif aktivitesinin 6lgi-
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MEME KARSINOMUNDA PROGNOZU BELIRLEMEDEKI ROLU

TABLO 3 : PCNA BOYANMASI VE DIGER PARAMETRELER
ARASINDAKI iLiSKi

p PCNA PCNA PCNA< PCNA> P
(-) (+) %5 %5
LD + 9 14 18 2
0.88 0.72
LD - 4 T 8 3
Niks/met 4 9 10 3
(+)
0.48 0.86
Niiks/met 9 12 16 2
)
Grade 1 7 7' 12 2
Grade 2 0.26 5 11 11 5 0.42
Grade 3 1 3 3 1
AgNORs < 7 8 13 2
2.5
0.17 0.15
AgNORs 4 3 11 6
>25
Mitoz < 12 17 23 6
0.35 0.33
Mitoz > : 1 4 3 2
Mitoz 1 10 12 17 5
Mitoz 2 0.24 2 -] 6 1 0.59
Mitoz 3 1 4 3 2

minde akim sitometrisi (DNA igerigi ve S-faz reaksiyonu),
radyoizotopla isaretli niikleotidler ve hiicre siklusuyla ilgili
proteinlerin ekspresyonu kullaniimaktadir. Bu y&ntemlerin
gogunun rutin kullanimi zordur.

PCNA, DNA replikasyonve onariminda yer alan, daha
¢ok S-fazina spesifik kabul edilen niikleer bir proteindir (3,5).

Formalin fikse dokulara uygulanabilmesi, arsiv materyali
Uzerinde galisma yapilmasina olanak saglamaktadir. Yapi-
lan calismalarda bazi timérlerde prognostik bir belirleyici
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (17,18). Ancak meme
karsinomlarinda prognozu belirlemedeki roll tartigmalidir.

Meme karsinomlarinda yilksek PCNA aktivitesinin, yik-
sek histolojik grade, DNA anéploidisi, yiiksek S-faz fraksi-
yonu, yilksek oranda Ki-67 aktivitesi, yliksek mitotik aktivite
‘ile iligkisi oldugunu, prognozu belirlemede yardimci bir pa-
rametre olabilecegini ileri siren yayinlar vardir (3,5,19,21,
22). Ancak bu parametrelerle PCNA aktivitesinin iligkisinin
olmadigini belirten yayinlar da vardir (2,8,9,17,20).

Lenf digim tutulum olasiligini, sag kalimi ve hastalik-
siz sag kalimi belirlemede basarili bir parametre olmadigini
belirten yayinlar oldugu gibi, aksini savunan yayinlar da
vardir (2,3,8,21,23).

CGalismamizda ise PCNA aktivitesi ve incelenen prog-
nostik parametrelerden mitoz orani, lenf diigimi tutulumu
arasinda iligki kurulamamistir. Hastaliksiz sag kalim siiresi-
ni belirleme agisindan ise basarisiz bulunmustur. Bu uyum-
suzluk gesitli nedenlere baglanabilir. Hassas bir antijen olan
PCNA fiksasyon siiresinden, boyama iglemine baslamadan
once etiivde kesitlerin deparafinize edilmesi sirasinda isi-
dan etkilenmis olabilir. PCNA'nin uzun bir yan émrii vardir
(20 saat). Hatali olarak hiicre siklusunu terk etmis hicreler-
de de pozitif boyanma tesbit edilmeyebilir.

Ayrica PCNA sadece hiicre proliferasyonunda degil DNA

. TABLO 4 : PCNA DEGERLERI, AgNORs SAYISI VE
MITOZ ARASINDAKI UYUM (RAKAM 1'E NE KADAR YAKINSA
UYUM ORANI O KADAR YUKSEK)

Kappa Yorum
Grade Mitoz 0.34 Orta derecede uyum var
PCNA* AgNORs 0.21 Uyum yok
PCNA* Mitoz 0.15 Uyum yok
PCNA
(+) AgNORs 0.24 Uyum yok
PCNA (-) Mitoz 0.09 Uyum yok
AgNORs Mitoz 0.16 Uyum yok

* %5'ten fazla boyanma

onariminda da rol almaktadir (2,3,8,17). Bu nedenle 6zellik-
le meme karsinomu gibi son derece heterojen yapiya sahip
bir timérde sadece proliferatif aktivite timoriin biyolojik
davranisi hakkinda yeterli bilgi vermeyebilir.

AgNORs ydntemi de PCNA gibi parafin bloklardan ha-
zirlanan kesitlere uygulanabilmektedir. Yiksek AgNORs
degerinin timaor ploidisi, grade, proliferatif aktivite, Ki-67 re-
aktivitesi ile iliskisi oldugunu ileri siiren yayinlar vardir (20,
21). Ancak histolojik grade ile iligkisi olmadigini belirten ya-
yinlar da mevcuttur (12). Lenf digimd tutulumu olasihigini
belirlemede de basarisi tartigmalidir (20).

Calismamizda da AgNORs degerleri ve mitoz orani, his-
tolojik grade, lenf diigimi tutulumu ve hastaliksiz sag ka-
lim arasinda iliski bulunamamistir.

Meme karsinomunda prognozu belirlemedeki rolii bili-
nen histolojik grade'in parametrelerinden biri olan mitoz sa-
yisi ve histolojik grade ile de incelenen parametreler arasin-
da iligki bulunamamigtir. Calismamizda fiksasyon gecikme-
si gibi mitoz sayimini etkiledigi bilinen faktérler nedeniyle
mitoz sayisi beklenenden daha az ¢ikmisg olabilir. Glinki yik-
sek oranda mitoz igeren sadece 5 olgu vardir. Bu da timér-
lerin daha disik derecede grade'lenmesine neden olmus
olabilir.

Bu calismada kullanilan hig bir proliferatif belirleyici lenf
diigimi tutulumu, niks ve/veya uzak metastaz olasiligini
belirleme agisindan basarih bulunmamigtir. Ancak PCNA
pozitifligi % 5'ten fazla olan olgularda ortalama AgNORs de-
geri daha yiksek bulunmustur. AgNORs ise lenf digimi
tutulumu olasihgini gok basarili olmasa da belirleyebilmek-
tedir. Kullandigimiz proliferatif belirleyicilerin (PCNA, Ag-
NORs) meme karsinomunda prognozu belirlemedeki rolleri
literatUrdeki bilgilere gére hala tartismalidir. Fakat bu konu-
daki bilgi birikimi oldukga azdir. Bu nedenle konunun aydin-
lanmasi igin daha gok galisma yapiimasi gerekmektedir.
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