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OZET

Menegiomalar histolojik olarak benign tdmdrler olarak
goriiniirse de rekiirrens nadir degildir. Makroskobik total
gikanimalarindan sonra benign tiplerde % 9, agressif tiplerde
ise daha yilksek oranlarda rekirrens gérilir. Histopatolojik
ozelliklerine bakarak biyolojik davramsglanm dnceden belirlemek
kolay olmadigi igin, menengiomalarda PCNA
immunoreaktivitesi ile proliferatif aktivite arasindaki ligkiyi
gozlemek istedik. Makroskobik total gikanldiktan sonra klinik
olarak takip edilen 15 nonrekirren ve 5 rekiirren menengioma
olgusuna ait parafin gikarthk. Anti PCNA (PC 10) ile
immunohistokimyasal yontemle boyadiktan sonra PCNA
Labeling indeksi (L) saptayarak; birbirleriyle kiyasladik.
Rekirren ve nonrekirren olgulann ortalama PCNA LI dederleri
arasinda istatistiksel iligki saptayamadik.

Anahtar kelimeler : Proliferatif aktivite, proliferating cell
nuklear antigen, rekiirren menengioma.
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Menengiomalar primer intrakraniyal timarlerin ortalama %
15 ini olugturan sik gdrilen timdrlerdir. Cogunlugunu tipik
menengiomalar olusturur ve meningotelyal, fibroblastik,
transizyonel, psammomatdz anjiomatdz subtipleri kapsar.
Subtiplerin prognostik Gnemi ¢ok azdir. Tipik menegiomalar
kaps(lli yavas biyiyen benign beyin timdérleridir. Rekirrens
orani % 15-20'dir. Cerrahi eksizyon ve rekurrens arasindaki
sire 5.5 yil olup postoperatif prognozu etkileyen dnemli faktdr
eksizyonun total olup olmamasidir. Rekiirrens en sik duraya
tutunan parga birakildifinda ya da bolgesel kiigik satellit
lezyonlar bulundujunda gelisir." Bitin menengiomalarin %
0.9-11"i gok izl bilyiir ve gevre dokulan infiltre eder. Bu gekiller
atipik veya malign menengioma diye isimlendirilir. Atipik
menengiomalar atipik hiicresel dzellikler gdsterir. Belirgin hiicre
zenginlidi, cok sayida mitoz, fokal nekroz dzelliklerinden iki veya
i tanesini taglyan menengiomalardir. Eksizyondan 1.5 yil sonra
yaklagtk %  50'si  nilkseder.* Malign (anaplastik)
menengiomalar, gevre beyin parankim invazyonu, metastatik
menengioma, malign histolojik dzellikler (malign sitoloji, yiksek
mitotik index, bariz nekroz), papiller menegioma, kriterlerinin en
az bir tanesini gdsterirler.”” Pratikte bu kriterlerin dogrulugu
stphelidir. Ginki sikhkla timdrin morfolojik gorindmi ile
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biyolojik davramigi uyumlu dedildir. Aynca bu parametrelerin
godu subjektiftir ve miktarini belirlemek zordur.® Bazen histolojik
olarak tipik bir menegiomunu,sonraki rezeksiyonlannda bariz
malign progese donigtigd bildirilmigtir.'* Bu dzellikler,
menegiomalarda sadece mikroskobik oOzellikler ile hangi
timdériin rekurrens yapacagini ve bu rekirrens olusumundan
onceki interval siiresinin belirlenmesini zorlagtirmaktadir.' Bu
nedenle  timdr  proliferasyonu  ve  Kinetiklerinin
degerlendirmesini kolaylagtirmak igin daha objektif isimler
aragtinimaktadir. Bunlardan  biri  immunohistokimyasal
yontemle niikleer PCNA'min tesbit edilmesidir. Bu galigmada
rekirren ve nonrekiirren menegioma olgularinda PCNA
arastinldi. Amacimiz PCNA immun boyasimin menegiomalarin
biyolojik davraniglanm belirlemedeki yararliijini saptamakti.

GEREC VE YONTEM

1982-1989 yillan arasinda opere edilmis makroskobik total
gikanlidiktan sonra en az 6 yil yeni timar geligimi olmayan 15
olgu nonrekiirren grupta, 1983-1993 willan arasinda opere
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Resim 1 : Nonrekiirren transinsizyonel menengioma olgusunda
az sayida hiicrede nilkleer anti PCNA boyanmasi. (x400)

Resim 2 : Rekiirren atipik menengioma olgusunda ¢ok sayida
nukleusta degisik derecelerde anti PCNA boyanmasi (x400)

edilmis, makroskobik total ¢ikanldiktan sonra 13 yil sonara
yeniden timor gelismi saptanan 5 olgu rekiirren grupta
incelendi. Rekiirren ve nonrekiirren olgulara ait bloklarla birlikte
Uludag Universitesi Tip Fakilltesi Patoloji Anabilim Dali
argivinden segildi. Bitin timdr dokulan % 4'lik formalinde
teshit edildikten sonra, rutin iglem gormis ve parafine
gdmilmistir. Dinya Saghk Teskilatnmin kriterlerine gore
grade’lendirildi ve sinflandinidi. Klasik (tipik) menengiomalar
Grade |, Atipik menengicamalar Grade I/11 olarak kabul edildi."*
Secilen parafin bloklardan hazirlanan 6 mikronluk kesitler
deparafinizasyon yapildiktan sonra Peroksidaz antiperoksidaz
teknidi ve Avidin Biotin kompleks yontemi ile boyandi. Primer
antikor olarak DAKO maonoklonal mouse PC 10 prediliie formu
kromojen olarak DAB kromojen kullamildi. Mayer Hematoksilen
ile zit boyama yapildi. Her boyama isleminde pozitif ve negatif
kontrol boyamalar uygulandi. Hicreler A Plan objektifli Carl
Zeiss marka mikroskopta 40/0.65 x 10 biyitmede timarin
hangi gruba dahil oldufu bilinmeden sayildi. Sayimlar
boyanmanin yodun oldugu bolgelerde en az 10 blydk biydtme
alaninda yapildi. Her timdGrde 1000 hilcre sayilarak PCNA ile
boyanmig nukleus sayillanmin yiizdesi PCNA LI olarak belirlendi.
Pozitif kontrol olarak reaktif hiperplazi gésteren tonsil dokulan
kullamidi. Germinal merkezde hiicrelerin % 90°indan fazlasi

PCNA ile boyandi. Negatif kontrol olarak her tinmirden
hazirlanan kesitler boyama islemi sirasinda primer antikor
yerine negatif kontrol soliilsyanu uyguland.

BULGULAR

PCNA tim tiimorlerde nukleer bir boyama gosterdi.
Boyanma giddeti hiicreler arasinda farkhiklar gostermekteydi.
Boyandii ayirdedilebilen tim hiicreler boyanma siddetine
bakilmaksizin pozitif kabul edildi. (Resim 1 ve 2). Baa
timorlerde pozitif hicreler diffiz dagiim gdsterirken,bazi
timaorlerde pozitif hicrelerin fokal alanlarda topluluklar
olusturdudu izlendi. Nukleuslar genellikle granuler bazen koyu
homojen boyanma gdsterivordu. Mitotik hircrelerde  soluk
stoplazmik boyanma izlendi. Nonrekiirren olgulann histolojik

Tablo 1 : Nonrekiirren olgulanin subtipleri grade’leri ve PCNA LI
deferleri.  (FM: Fibrdz = menengioma, TM: Transizyonel
menengioma, MM: menegotelyomatdz menegioma, PM:
psammomatitz menegioma).

Tahlo 1 : Rekirren olgulann subtipleri grade'leri ilk ve ikinci
tiimdrlerindeki PCNA LI degerleri. (At.M : atipik menegioma,
TM: transizyonel menengioma, FM: fibréz menengioma. MM:
menegotelyomatdz menegioma).
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subtipleri, grade’leri ve PCNA LI dederleri Tablo | ve Il de
gorilmektedir. Nonrekiirren olgulann tamami Grade | idi. 9 olgu
meningotelyomatdz, 2 olgu transizyonel, 1 olgu psammatiz tip
menengioma idi. PCNA LI degerleri 0-29,6 ortalama 7,19 olarak
hesaplandi. Rekirren olgulann 2 tanesi atipik menegioma
(Grade I/11), 1 tanesi menengotelyomatoz, 1 tanesi transizyonel,
1 tanesi fibroz tipde idi. PCNA LI 12-29,7 arasinda ortalama
18,68 olarak bulundu.Rekirren olgulann ortalama PCNA 14
degerleri nonrekirren olgulardan yilksek olmasina kargin Mann-
Whitney testi ile istatistiksel bir iligki saptanmad. Olgular tek tek
deferlendirildijinde nonrekdrren olgulardan bazilaninda
rekiirren olgular kadar yiiksek PCNA LI degerleri bulunurken,
bazi rekiirren olgulardan da oldukca diigiik PCNA LI degerleri
saptandi. Olgu sayimizin azhigi nedeniyle timér gradeleri,
histolojik subtipleri, rekiirren olgulardan birinci ve ikinci
timarlerin PCNA LI deferleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh sonuglar elde edilmedi.

TARTISMA

Konvensiyonel histolojik teknikler menegiomalann biyime
paternini dnceden teshit etme ve rekiirrens riskini dnceden
belirlemede yetersizdir.' Son yillarda normal ve patolojik
olaylarda hiicre proliferasyonu ile ilgili nicel ve nitel bilgiler elde
edilmesinde dikkate deger ilerlemeler kaydedilmektedir.** Hiicre
proliferasyonu yillarca rutin histopatolojik galigmalar igin
hazirlanmig  kesitlerde mitotik figlrlerine sayiimasiyla
olgiilmistiir. Mitoz saymak basit bir ydntem gibi goriilsede hem
kuramsal hem de uygulamada dnemli bazi kisitlamalar vardir.
Bunlar mitozdaki hicrelerin  belirlenmesinin  zorlugu,
gozlemciler arasinda belirgin say) farkiliklan olmasi, yeterince
fikse olmamis dokularda mitoz sayisimin oldufjundan az
pikmasidir.®’

Hiicre proliferasyonunu DNA igerigini Timidin isaretienmesi
ve Bromodeoksidridin (Brd U) inkorporasyonu ile dlglimesi
deneysel caligmalarda uygulanabilir fakat rutin olarak
uygulanmasi olanaksizdir.*” Flow sitometride doku yapisinin
bozulmasi, neoplastik hicrelerin yamnda non neoplastik
hiicrelerin hesaba dahil olmalan gibi sakincilan vardir.*’ Gimig
ile boyanmig nukledorlar diizenleyici bdlgelerin (AgNOR)
sayiimasinda fiksatif tipi, fiksasyon siresi ve boyama kogullari
sonuglan etkilemektedir.™

Hiicre proliferasyonun immunohistokimyasal metodlarla
degerlendiriimesinde temel prensip, antijenler olarak taninan
hiicresel proteinler ve diger molekillerin miktar veya
dagiiminda hiicre siklusu ile iligkili degisiklikler bulunmasidir.®
Hiicre ile iligkili antijenler nukleusda stoplazmada veya hiicre
membraninda lokalize olabilir. Bunlar hiicre siklusunun biitiin
fazlan veya tek bir fazla iligkili olabilirler. DNA polimeraz delta,
DNA polimeraz alfa, P 105 ya kargi antikorlar mevcuttur.®
Monoklanal antikorlar iginde en spesifik olam Ki - 67. olup,
hilcre siklusu ile iligkili bir antijeni tammaktadir. Bu antikorun
kullamminda en dnemli kisitlama taze materyal gerektirmegi,
fiksatiflere kargl gok duyarl olmasidir. Bu ylizden argiv
materyallerinde wve fiksatif igerisinde gelen dokularda
kullamlamaz.**"*"

Anti PCNA (PC 10) veni bir proliferasyon markin olup
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formalinde fikse edilmig, parafinde bloklanmig proliferating cell
nukleer antigeni tamir. PCNA bu DNA sentezi igin gerekli
intraniikleer bir polipeptitdir. Hicrenin proliferasyon durumu ile
paralellik gdsterir. En yilksek konsantrasyon geg G1 fazi ve S
fazinda gdrillmektedir. G2 de daha az, M fazinda gok disik
seviyede ve GO de ise hig saptanmamaktadir. "

Gesitli benign ve malign timdrlerde hiperproliferatif
lezyonlarda ve normal dokulann proliferatit kisimlannda PCNA
ile gok sayida galigmalar yapimigtir. Meme tiimarleri,
gastrointestinal stromal timdrler., gastrik karsinomdar,
hematolojik maligniteler, over timarleri, hipofiz adenomlan,
noroglial timdrler, akcigerin ndroendokrin  tomorleri
hemanjioperisitomalar ve bir gok solid malign timdrde
PCNA'min timdr grade’i, klinik seyir ve dijer prognostik
parametreler ile ligkisini gosteren ve bazilan birbiri ile geligen
sonuglar dikkati gekmektedir.*"*"

Zimmer ve arkadaglan 21 atipik/malign ve 18 benign
menengioma ~olgusunda - PCNALI 0.1-40 arasinda
bulmuglardir. Biitin timorlerde dikkate alindiinda FCNA
skorlan ile histolojik grade arasinda higbir pozitif korelasyon
bulunmarmig, sadece PCNA skoru ve mitotik indeks arasinda
zayif bir iligki ortaya konmustur. AgNOR sayilam ve timor
grade'i arasinda ise daha yiiksek bir korelasyon saptanmigtir.”

Alegransa ve arkadaglan; 70 beyin timdrd igindeki &
menengioma olgusunda PCNA LI'in %0.15 arasinda degistigini,
histolojik grade, tritiated timidin LI, Bromodeoksiuridin LI ve Ki
67 li ile paralellik gosterdigini saptamiglardir.”

Korkolopoulcu ve arkadaslan; toplam 77 santral sinir
sistemi tiimdrii igindeki 23 menengioma olgusunda PCNA LI ve
AgNOR defjerlerini kiyaslayarak Grade | menengiomalarda
PCNA LI % 4.77, Grade |l olguda % 45, Grade IV olguda ise %
90 bulmuglardir. PCNA ekspresyonunun AgNOR sayimh ile
uyumiy oldufju, ancak PCNA ve AgNOR dedjerlerinin timdr
gradlan arasinda belirgin  bir paralellik bulunmadigi
gozlenmigtir.”

Eva Karamitopoulcu ve arkadaslan 140 santral sinir sistemi
timdriinde PCNA immunorektivitesini aragtirmiglardir. Benign
timorlerde genellikle PCNA LI degerlerinin diigiik, malign
timorlerde yitksek oldufunu saptamiglardir. Bu galigmada
aragtinlan 51 menengioma olgusunda.PCNA LI ortalama
degerleri % 3.80, 7.35 olarak bulunmugtur. Ortalama PCNA LI
dederleri histolojik grade’i yansitiyor gibi goriinsede bitiin
tiimor gruplaninda zithiklar ortaya gikmigtir,

Her immunohistokimyasal metod gibi PCNA boyamasi da

~ baz teknik defiskenlerden etkilenir. Doku fiksatifi ve spesifik

PCNA antikor klonu belirtiimelidir. Ginkd klonlarin bireysel
reaktivitesi  fiksasyonun kosullan ile biylk olgide
dedisebilmektedir. PC 10 kesitler, 1sitmakla boya sgiddeti
azaldifindan oda sicakifinda havada kurutulmalidir. Kag tane
hiicre sayiimalidir sorusuna kesin yamit yoksa da 1000 hilcre
saymada hemen hemen fikir birligine vanimigtir.”® Birgok
aragtirmaci her trli nuklepplazmik boyanmay pozitif sayar,
boyanma siddetini dikkate almaz. Bazilan ise belirgin boyanmayi
pozitif sayar. Bu durumda galigmalar arasinda standardizasyon
bozulmaktadir. Bunun caresi imaj analizi ile bulunabilir.™"
Kullanilan antikor konsantrasyonu dnemlidir. Konsantrasyon
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arttiinda pozitiflik oraninin arttg bildirilmistir.”® Bizim pozitif
kontrol materyallerimizdeki germinal merkezlerde hicrelerin
%90"indan fazlasinin boyanmasi kullandiimiz antikor
konsantrasyonunun uygun oldufunu gdstermektedir. PCNA
immun boyanmasinda fiksasyon siresinin kritik dnemini
dikkate alirsak, arsiv materyallerinde farkh fiksasyon siirelerine
maruz kalmig, hatta farkh tip fiksatiflerde birakilmig dokulan
ayni gruba alip kiyaslamalar yapmaktayiz. Olgu seciminde
nonrekirren olgulann belirlenmesinde makroskobik total
gikarildiktan sonra en az 6 yil niksetmeyen, olgular secilmigtir.
Menengiomalarda on yada yirmi yil sonra niksetme olasihigin
gz onine alirsak nonrekirren olgulann daha uzun sire

izlenmesi gerektifji ortaya gikmaktadir,

Benzer sekilde makroskobik total gikarlan rekirren gruptaki
olgularin mikroskobik diizeyde residiv igerenleri bulunabilir.

Bu calismamizin sonucunda rekilrren menengimolarda
ortalama PCNA LI dederleri nonrekiirren olgulara gore, yiksek
bulunmug ancak bu yilkseklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Kaynaklarda da PCNA LI in menegiomalarin
proliferatif aktivitesini onceden belirlemede gegerli kesin kriter
oldugu gosterilememistir. Bu nedenle PCNA LIi tek tek
menengioma olgularninda biyolojik davramigi belirlemede
kullanmadan dnce teknik sartlan standardize edecek kogullar
sagjlandiktan sonra uzun streli takip edilen genis olgu serilerini
kapsayan yeni caligmalarin sonuclan beklenmelidir.
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