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OZET: Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), son yillarda gelisen ve parafin bloklarda immunhistokimyasal yéntemlerle calisma olanagi saglayan, DNA polimeraz del-
tanin kofaktérd olarak fonksiyon géren niikleer nonhiston proteindir. Caligmamiza yaslan 30 ile 75 arasinda degigen 42'si invaziv duktal karsinom, 5'f invaziv lobiler
karsinom, 1'i mediller karsinom, 1'i atipik medller karsinom, 1'i misinéz karsinom olan toplam 50 adet meme karsinomu olgusu alindi. Olgular prognostik faktdrler
olan histolojik grade, aksiller lenf ddgima tutulumu ve timédr gapi agisindan incelendi ve PCNA ile boyand.. 42 adet invaziv duktal karsinom olgusunun PCNA deger-
leri ile timér grade'i karsilagtinidiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu (p<0.01). Timér ¢api ve aksiller lenf ddgimi tutulumu ile PCNA degerleri kargilagtinl-

diginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.5).
ANAHTAR KELIMELER: Meme karsinomu, PCNA, prognoz

SUMMARY: Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), a non-histon nuclear protein and cofactor of DNA polymerase deltis an immunohistochemical method which works
on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections 50 breast carcinoma cases with age rage 30 to 75 years were incluced in this study. They consisted of 42 inva-
sive ductal carcinoma, 5 invasive lobular carcinoma, 1 medullary carcinoma. 1 atypical medullary carcinoma and 1 mucinous carcinoma cases with age range 30 to
75 years were incluced in this study. All cases were evaluated according to the well-known prognostic factors such as histological grade, axillary nodal involvement
and tumor size. The PCNA score of 42 invasive ductal carcinoma showed a significant correlation with the histological grade of the tumor (p<0.01). However the
PCNA score did not correlate with tumor size and axillary nodal involvement. (p>0.5).
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GIRIS

Meme karsinomlarinda, timérin proliferatif aktivitesinin
prognostik dnemi gdsterilmistir (1,2,3).

Tumdrlerdeki proliferatif aktivite mitoz sayimi, AGNOR
degerinin tayini, DNA flow sitometri, tritiated thymidine gibi
yontemler ve proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Ki-67
gibi proliferasyonla iligkili niikleer antijenlerin immunohisto-
kimyasal olarak gdsterilmesi ile belirlenmektedir (4,5,6,7,8).

llk defa 1978 yilinda Miyachi tarafindan sistemik lupus
eritematosuslu hastalarin serumunda prolifere olan hicre
antijenleriyle reaksiyon veren otoantikorlarin varhig: bildiril-
migtir (7,8,9).

Siklin olarak da bilinen PCNA; prolifere olan hiicrelerde,
hiicre siklusunun &zellikle S fazinda nivede bulunan, im-
munohistokimyasal yontemlerle gésterilen bir proliferasyon
belirleyicisidir (4,8). 36000 molekil agirhiginda nonhiston bir
protein olan PCNA, ge¢ G1 fazinda ortaya cgikar, S fazinda
artar, G2 ve M fazinda azalir (4,5,7,8). PCNA'nin esas rold,
DNA prolimeraz deltanin kofaktéri olarak DNA sentezini ve
hiicre proliferasyonunu diizenlemektir (7).

Bu caligmada, meme karsinomlarinda kantitatif olarak
saptanan PCNA degerleri ile Gnemli prognostik faktdrler olan
grade, timor capi, lenf digimi tululumu ve izlenen hasta-
larda niiks ve yagam sureleri kargilagtinidi.

MATERYAL VE METOD

50 adet primer meme karsinomu olgusunun timinde
mastektomi ve aksiller kiretaj materyali degerlendirildi. 50
olgunun 42'si invaziv duktal karsinom, 5' invaziv lobiiler
karsinom, 1'i mediiller karsinom, 1'i atipik mediiller karsinom,
1'i misin6z karsinom idi.

Olgulara ait klinik bilgiler (yas, timérin yerlesim yeri, tii-
mér gapi) patoloji raporlarindan elde edildi.

*  PTT Hastanesi Patoloji Béliimii
** LU. Cerrahpagsa Tip Fak. Patoloji Béliimii
*** Bursa Yiiksek Ihtisas Hastanesi Cerrahi Klinigi

Resim 1: PCNA degeri orta olan Grade Il invaziv duktal karsinom
(APAAPX200)

Olgularin timi biri bu konuda deneyimli 3 patolog tara-
findan tekrar degerlendirildi. Invaziv duktal karsinomlarda
grade'leme Elston'un dnerdigi tubul olusumu, mitoz sayisi
ve tumor hicrelerindeki pleomorfizm gézoniune alinarak ya-
pildi (10). 12 adet olgunun nilks ve mortalite agisindan 3 ile
5 yil arasinda takibi vardi. % 10 luk formalinde tesbitli para-
fine gomili bloklardan elde edilen 5 mikronluk kesitler
poly-L-lysine (Sigma, P8920) ile kapli lamlar Gzerine alindi.
Kesitler 37°C da 1 gece, 60°Cda 1 saat etlivde bekletilerek
deparafinizasyon ve hidrasyon asamalarindan gegirildikten
sonra % 3 hidrojen peroksidazda oda isisinda 10 dakika
bekletilip antijen agiga ¢ikaran soliisyon (antigen retrieval
Citra HKO 86-5K Biogenex) iginde 90°C da 10 dakika ben-
maride birakildi. Lamlar distile su ve fosfat tamponlu serum
fizyolojik (PBS) ile yikanip nemli bir ortama yerlestirildi. Her
kesite 50 mikrolitre PCNA antikoru (PCNA, AM 206-5M, Bi-
ogenex) damlatildi. 2 saat bekletildi. Daha sonra 20 dakika
baglayici antikor (link antibody), 5 dakika PBS, 20 dakika
Label, 5 dakika PBS, 30 dakika kromojen substirat (alkalen
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Resim 2 : PCNA degeri yiiksek olan Grade Ill invaziv duktal
karsinom (APAPX200)

fosfataz bagl streptavidin) uygulandi. Kontrast boya olarak
Mayer hematoksilen kullanildi ve (glycerol gelatin, GG1 Sig-
ma) mounting media ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak ton-
sil dokusu kullanildi.

PCNA ile gekirdegi koyu kirmizi boyanan hiicreler pozi-
tif, zayif boyananlar ve sadece sitoplazmik boyananlar ne-
gatif kabul edildi.

Her olguda timér hiicreleri ve bu alanlardaki pozitif hiic-
reler, x400 bilyiitmede, en az 1000 hiicre olacak sekilde sa-
yildi. Bunlarin ortalamasi alinarak PCNA degerleri % olarak
bildirildi. Olgular PCNA degerlerine gére dusik (< 21.8), or-
ta (21.9-57.0) ve yiksek (57.1-73.0) olacak sekilde 3 alt
gruba ayrildi. Olgularin 2 ayr gbzlemci tarafindan saptanan
PCNA degerlerinin bu alt gruplara gére dagilimi 38 olguda
uyumlu idi. Uyumsuz olan 4 olgu 2 gdzlemci tarafindan ayni
anda yeniden degerlendirilerek PCNA degeri belirlendi.

Rastgele segilen 20 olgu gézlemcilerden biri tarafindan
bir ay sonra tekrar degerlendirildi.

Olgular PCNA degerleri agisindan SPSS istatistik paket
programinda Percentile Values'e gore ii¢ gruba aynildi. Ista-
tistiksel islemlerde Ki-kare ve Fisher's Exact Test kullanildi.

SONUCLAR

Bu galismada PCNA degeri ile timér grade'i korelasyo-
nu kargilagtinldigindan yalniz invaziv duktal karsinomlu ol-
gularin sonuglar incelendi. Lobiiler karsinom ve diger tiple-
rin PCNA degerleri ayriza belirtildi.

Hastalarin median yasi 53 olup, yas sinir 30 ile 77 ara-
sinde degismekteydi. 42 invaziv duktal karsinom, 5 invaziv
lobiler karsinom, 1 mediller karsinom, 1 atipik meduller kar-
sinom, 1 musindz karsinom olmak lzere toplam 5 adet pri-
mer meme karsinomu vardi. Timor ¢api 0.8 cm ile 12 cm
arasinda degsimekte olup, ¢ap! 1 cm'den kiigik ve esit olan
3 olgu; 1 cm'den biyiik olan 39 olgu vardi. 42 invaziv duktal
karsinomdan 23'Unde lenf diigiimi metastazi saptandi; 19
olguda lenf digimi metastazi gérilmedi.

42 invaziv duktal karsinomun 5 i grade 1, 27 si grade 2
ve 10 u grade 3 idi. Takibi olan 12 hastadan 1'inde niiks gé-
rildi. 1 hasta meme karsinomu nedeni ile 6ldi. Invaziv duk-
tal karsinomlarin PCNA degerleri 1.75 ile 73.7 arasinda de-
gismekte olup, median degeri 31.2 idi.

PCNA degeri 21.8 den az olanlar diistk, 21.9-57.0 ara-
sinda olanlar orta, 57.1-73.0 arasinda olanlar yiiksek olarak
kabul edildi.

TABLO 1 : HISTOLOJIK GRADE VE
PCNA DEGERLERIN KARSILASTIRILMASI

PCNA DEGERI
Histolojik grade Digik |Orta | Yiksek | Toplam
1 4 1 0 5
2 10 11 6 27
3 0 2 8 10
TOPLAM 14 14 14 42

TABLO 2 : LENF DUGUMU METASTAZI VE
PCNA DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

PCNA DEGERI

Lenf Diigimi Metastazi Disiik | Orta | Yiksek | Toplam

Var 7 o 11 23
Yok 7 9 3 19
TOPLAM 14 | 14 14 42

TABLO 3 : TUMOR CAPI VE PCNA DEGERLERININ
KARSILASTIRILMASI

PCNA DEGERI
Tamor Capi Diisiik | Orta | Yiksek | Toplam
<icm 1 1 1 3
>1cm 13 13 13 39
TOPLAM 14 14 14 42

Tumérlerin histolojik grade'leri ile PCNA degerleri karsi-
lastiginda (Tablo 1) grade 1 5 olgunun 44 distlk, 1'i orta;
grade 2 27 olgunun 10'u disik, 11'i orta (Resim 1) 6'si yik-
sek; grade 3 10 olgunun 2'si orta, 8'i yilksek PCNA degeri-
ne sahipti (Resim 2). Grade Il olgular arasinda diigiik PCNA
degeri saptanmadi. Timér grade'i ile PCNA degeri arasin-
da istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P< 0.01).

Lenf diigimi metastazi ile PCNA degerleri kargilagtinl-
diginda (Tablo 2) 23 metastazli olgunun 7'sinde disik, 5'in-
de orta 11'inde yiiksek; 19 metastazsiz olgunun 7'sinde ha-
fif, 9'unda orta, 3'Unde ylksek PCNA degeri saptandi. Lenf
diigimi metastazi ile PCNA degeri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (P>0.5).

Tumor capi ile PCNA degerleri karsilagtinidiginda (Tablo
3) capi 1 cm'den kiigiik ya da esit olan 3 olgunun 1'i hafif, 1'%
orta, 1'i yuksek; ¢api 1 cm'den biyiik 39 olgunun 13'0 hafif,
13'U orta, 13'li yilksek PCNA degerine sahipti. Tumér ¢api ile
PCNA degeri arasinda anlamli fark bulunmadi (P>0.5).

Niiks ve yasam siireleri agisindan 3-5 yil takip edilen 12
invaziv duktal karsinom olgusunun PCNA degerleri 1.8 ile
65.6 arasinda degisiyordu. Nikssiiz yasayan 10 olgunun
6'sinin PCNA degeri disiik, 1'inin PCNA degeri orta, 3'Unin
PCNA degeri yiksek bulundu. Olen olgunun PCNA degeri
yiksek, niks olan olgunun PCNA degeri orta idi. Niks ve
sag kalim ile PCNA degerleri arasinda istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmadi (P>0.5).

Olgularin PCNA degerleri alt gruplarina gére dagilimin-
da gézlemciler arasi uyum % 90.48, gézlemci igi uyum%96
bulundu.

5 adet invaziv lobtler karsinomda PCNA degerleri 1.18
ile 30.12 arasinda degismekte idi.

PCNA degeri meduller karsinomda 67.65; atipik medul-
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ler karsinomda 30.97; kolloidal karsinomda 2.87 olarak sap-
tandi.

TARTISMA

PCNA tiim patoloji laboratuarlarinda 6zel bir alet gerek-
meksizin, parafin bloklara uygulanabildiginden ve dokunun
yapisi korundugundan diger proliferasyon belirleyici yén-
temlerden daha avantajlidir.

Yapilan bir gok galismalarda formaldehitte tesbit siiresi
uzadikga PCNA immunoreaktivitesininin zorlagtigi ve bunu
onlemek iginde antijen agiga ¢ikaran sollsyonlarin kullanil-
masi gerektigi bildirilmistir (2). Ancak elde edebildigimiz lite-
ratiirlerde bu uygulama microwave firn kullanilarak yapil-
mistir. Bu ¢alismada microwave firin yerine 90°C. da ben-
maride 10 dakika antigen agiga g¢ikaran sollisyon uygulandi
ve bdylece microwave olmayan merkezlerde de bu yénte-
min uygulanabilecegi gésterildi.

PCNA'nin degerlendiriimesinde bir cok soru isaretleri var-
dir. Pozitif hiicreleri saymak icin en iyi metod nedir? Sayilaca
kalan segilirken daha gok pozitif hiicre iceren alanlar mi segil-
meli, gelisigtizel alanlar mi? Kag hiicre, kag biyik biyitme
alani sayilmali ve ne miktarda doku degerlendirmeli? Tim
pozitif hiicreler mi yoksa yalmz kuvvetli pozitif hiicreler mi sa-
yilmali? Bu giivenilir ve uygulanabilir bir metod mu?

Visuel sayimlar ve image analiz sayimlan birbirine para-
lel midir? Tim bu sorularin hepsi sadece PCNA igin degil
tim kantitatif immunohistokimyasal caligsmalar igin gecerli-
dir. Bazi arastirmacilar bu belirsizliklere deginmiglerdir (12
13). Ancak hentiz belirli bir karara variimamistir.

Bu galismada memenin invaziv duktal karsinomlarinda
PCNA degerleri ile timér grade'i arasinda istatistiksel an-
lamli fark bulundu ve PCNA'nin prognostik 6nemi vurgulan-
di. Lenf dGgimi metastazi ve timér gapi ile PCNA degerle-
ri arasinda anlamli fark bulunmadi. Betta (14) ve arkadasla-
rn 60 invaziv meme karsinomu vakasinda, Lanzafame ve ar-
kadaglari (15) 42 invaziv meme karsinomu vaksinda timér
grade'i ile PCNA degerleri arasinda anlamli fark bulmus an-
cak lenf digimi metastazi ve timér ¢api arasinda anlamli
fark bulamamistir. Olen olgunun PCNA degerinin ylksek,
niilks olan olgunun PCNA degerinin orta ve niikssiiz yasa-
yan olgularin gogunun PCNA degerinin diisik olmasina
ragmen niiks ve sag kalim ile PCNA degerleri arasinda is-
tatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi. Bu takibi olan ol-
gularin sayisinin gok az olmasina bagh olabilir.

5 invaziv lobiler karsinom vakasinin 4'inii~ 7 UNA de-
geri diglk, 1'inin de orta derecedir. Vana sayisi az oldu-
gundan istatistiksel anlamliik bakilamadi ancak genelde
disik degerli PCNA degerine sahip olmalan klinik olarak
da invaziv lobiiler karsinomlarin daha yavas seyirli olmalari
ile uyumludur.

Galismamizda olgularin PCNA degerlerine gére grup-
landinimasinda gozlemciler arasi ve gozlemci igi uyumun
yiksek bulunmasi PCNA'nin guvenilir ve uygulanabilir bir
metod oldugunu kanitiamisdir.

Kemoterapi béliinen hiicrelere etki etmektedir ve meme
karsinomlarinda yiiksek proliferatif aktiviteye sahip olanlarin

adjuvan kemoterapiye iyi cevap verdigi gosterilmistir (8). Bu
tedaviden fayda gérecek hastalarin belirlenmesi icin ve ay-
rica gereksiz yere yapilacak kemoterapinin yan etkilerinden
korunmak igin PCNA iyi bir proliferatif aktivite belirleyicisidir.

Uluslararasi Saglhk Enstitist (National Institutes of He-
alth) bir uzlasma toplantisinda klinisyenlerin meme karsino-
munun tedavisi igin faydal olabilecek yeni bir prognostik
faktére ihtiyaclari oldugunu belirtmistir (13). Bunun bagim-
siz, kolay uygulanabilir, gdzlemciler arasi ve gézlemci igi
uyumu yiiksek olan ve klinisyenler tarafindan kolayca de-
gerlendirilebilen bir ydntem olmasi gerekmektedir.

PCNA tim bu 6zelliklere sahip bir prognostik faktor ola-
bilir ancak ilerde daha ¢ok sayida olgu igeren, yasam sire-
leri belli olan ¢alismalar yapilarak bu kanitianmalidir.
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