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OZET

Histopatologlar, timdriin proliferasyon hizini yansitan ya da
yansithfi diginilen degiskenleri saptamak ve bu dedigkenlerin
metastaz potansiyeli, rekiirrens ve mortalite ile olan ligkisini de-
gerlendirmek yoniinde zaman ve emek harcarlar. Bu kisa derle-
mede, giinimiizde mevcut gesitli teknikleri gdzden gecirilecek ve
bunlann giinliik patoloji kullammindaki yeri deferlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler : Hiicre proliferasyonu, prognostik fak-
torler, imminhistokimya, proliferasyon isaretleyicileri, mitotik
indeks.

GIRlS

Patolojide timériin biiyiime hizinin, biyolojik davranigi konu-
sunda belirleyici oldufjuna dair genel bir inang vardir. Bu neden-
le de timdr proliferasyonunu yansithd disinilen gesitli defis-
kenlerin deferlendirilmesi ydniinde gaba harcanmaktadir. Bu de-
Gigkenlerin metastaz hizi, timdr rekirrensi ve mortalite ile kore-
lasyonu pek gok galismanin ana fikrini olugturmustur. Bu para-
metrelerin defjerlendiriimesinde bazi temel sorunlar vardir.

1. Bunlar gergekten timadr hicre pmhferasyununu veya tii-
mor bilyiimesini yansitmakta midirlar?

2. Bu defjiskenler gézlemciler, laboratuvarlar arasinda farkl-
Ik gésterir mi? Bir dier dedisle tekrarlanabilirlikleri nedir?

3. Diger prediktif prognostik dzellikleri ile kargilagtinldikla-
rinda anlamb midirlar?

Bir prognostik faktdrin yukarda siralanan on kosullan kargi-
lamasi gerekmektedir. (Tablo - 1) Aynca patolojide prognostik
faktdrlerin belirlenmesi konusunda kalite kontrol mekanizmalari-
nin harekete gegirimesi gerekmektedir.'

Tablo 1 : Prognostik faktoriin tagimas gereken kriterler

Anlamli bafimsiz bir prediktif deder olmah
Ydntem tekrarlanabilir olmal
Diger prediktif faktorlerle korelasyon gistermeli

Tiimir hiicresi biiyiime kinetigi
Normal doku ile koordine olmayan agin biiy(ime, neoplazinin
temel dzellikerinden biridir. Transforme olan her hiicrenin bélin-
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me yetenedini sirdirdida ve :,rasamaya devam ettifji varsayilir-
sa, tek bir transforme hicrenin klinik olarak tesbit edilebilen bi-
yiiklokte bir kitle olugturabilmesi igin 30 boliinme siklusu gegir-
mesi gerekir. S0z konusu kitle, yaklagik 10 mikron gapta, 1 gm
afiriinda ve 10° hiicreden olusan bir kitledir. Bir kilogram afjir-
likta bir timér kitlesi (yaklasik 10" hiicre) biyiikligine
ulagabilmek igin ise, ek olarak sadece 10 bdlinme siklusu daha
gecmesi gerekir. Burada tahminlerimizi yaparken yukanda
varsaydigmiz gibi timdriin bir “patolojik dinamo” olmadifin
biliyoruz. Gene de bu tahmin solid bir timorin, klinik olarak
saptanabilir. Biyiiklige ulaghinda hayat siklusunun biiyik bir
kismini tamamlamig bulundugunu gostermesi agisindan dnemli-
dir.

Tiimir hiicre siklusu

Her hiicre popilasyonu, hiicre siklusu agisindan birtakim
subguruplardan olusmaktadir. I/Mitoz(M) fazinda, devamli goda-
lan, bir mitozdan ditierine ilerleyen hiicreler, 11/Terminal olarak
diferansiye olmug ve bir daha bélinmeyecek sekilde programli
oliimlerine kadar bilyiime siklusunu terketmig hiicreler, 111/ Pro-
lifere olmayan, proliferatif havuzdan gikmig ancak istirahat fazin-
da (GOp) olan ve uygun stimulus varhinda yeniden proliferatif
havuza donebilecek kapasiteye sahip hiicreler.

Tamér hicrelerinin siklusu da, nontimdral hicrelerdeki gibi
G0, G1, 5, G2 ve M fazlanndan olugmaktadir (Sekil 1). Genelde
timor hicrelerinin normal hicrelerden daha hizli balindagd on-
yargisi yanhgtrr. Yapilan galigmalar, pek ¢ok timdrde total hiicre
siklusunun, normal hiicrelerle aymi veya onlara nazaran daha
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uzun oldugunu gostermistir. Kisaca, timadr bayiimesinin hiicre
siklusunda kisalma ile beraber gitmedifi sonucuna varilabilir.
Biiyiime fraksiyonu: Tumdr popilasyonunda bulunan hiic-
relerden proliferatif havuza dahil olanlar timoriin biyime frak-
siyonunu belirler. Timérlerin erken evrelerinde timaér hiicreleri-
nin bilyiik bir codunlugu proliferatif havuzda iken daha biyik

Metod Ozel doku/takip gereksinimi Siklus spesifitesi
Mitotik sayim ol i ey
Timidin isaretlenme indeksi wzedoku S |
 BrdU igaretleme indeksi nvivotaze S |
Joke o sk
o frozen . G156G2M
 mikiodalga . G15.62M
frozen © . G1,5,G2M

Tablo Il :Tiimdr Proliferasyon Fraksiyonunun Olgiimil.

capa ulagan timorlerde biyime fraksiyonu azalir. TUmdr biy-
diikge biyime fraksiyonunun azalmasinin nedenleri, timar hiic-
relerinin beslenme yetersizligine badli olarak veya diferansias-
yon sonucu istirahat fazina dénmeleri ve replikasyon havuzun-
dan gikmalan ya da yagamila bajjdasmayan mutasyonlar igerme-
leri sonucu dlimleridir. Diger bir deyimle tiimdarin biyidme hizi-
ni, hilcre proliferasyonu ve hiicre kaybi arasindaki denge belir-
ler. Kiigik hicreli akciger karsinomlarn, lésemi ve lenfoma gibi
timorlerde biyime fraksiyonu yiksek,dider solid timarlerde
ise disiktir.

Total timdr kitlesi, hiicre kaybi ile canh hiicrelerin prolifera-
tif potansiyeli arasindaki dengeye baglidir ve hilcre déngiisinin
yavag oldudu timér gruplarinda hiicre kinetigi caligmalan an-
lamli bir prediktif deder olabilmektedir. Bu amagla kullanilan
meveut yintemler sdyle dzetlenebilir (Tablo 11).

Mitoz Sayisi

On biyilk biyitme alaninda (BBA) yapilan mitoz sayimi yil-
larca histopatologlar tarafindan timdr patolojisinde tanisal ve
prognostik bir belirleyici olarak kabul edildi. Oysa bugiin mitoz
sayiminin timérin proliferatif aktivitesinin bir gdstergesi olma-

Sekil 1: Hiicre Siklusu Semasi

si fikri tartigmalidir,"* Biyiik biyitme alanlanndaki rakamsal
farklliklar, tespit gecikmeleri, gdzlemci deneyimi, kesit kalinlik-
lan v.b. nedenlerle standardizasyon ve tekrarlanabilirligi konula-
r bu yonteme kargi geligtirilen elegtirilerin baginda gelmektedir.
Ornegin 1BBA mikroskoplar arasinda belirgin farkhiliklar gister-
‘mektedir. Ayni tim@rin farkh mikroskoplarda yapilan sayimla-
rinda.3 ile 20 mitoz/10 BBA gibi farkliliklar saptanmistir.” Bu ne-
denle bazi arastirmacilar BBA'na diigen mitoz yerine mm®ye di-
sen mitoz sayisinin, mitoz dederi olarak bildirilmesinin standar-
dizasyonu saglayacad gorilgini @ne sirmilglerdir. Bir diger
grup ise timér hilcre sayisi ile mitoz sayisinin oranlanarak mi-
totik indeks elde edilmesinin daha uygun olacagimin éne sir-
mislerdir.

Timdr hicre caplan ile mitoz sayisi ve timordn biyolojik
davramgi arasinda bir iliski olmamasi nedeniyle mitotik indeks,
mm* biriminde yapilacak sayimlardan ¢ok daha anlaml ve sag-
likh sonuglar vermektedir."

Timidin igaretieme Indeksi (TLI)

Bu metotla radyoaktif olarak isaretlenmis DNA prekirsori
kullanihir ve bu prekiirsorin prolifere olan hiicreye entegrasyo-
nu sapfanir. TLI hicre siklusunun S fazindaki hiicre yizdesinin
bir Glgisiidiir. Taze dokunun uygun ortamlarda (hiperbarik vs)
3H-Tdr (tritrated thymidine) ile 1-2 saat inkiibe edilmesi, rutin
takibi doku kesitlerinin bir haftalik exposure ile otoradyografla-
rinin gikartlmasi esasina dayanan bu metod ile total timaor hic-
re sayisinin isaretli hiicre sayisina orani elde edilir ve TLI yizde
(%) olarak ifade edilir. Taze doku kullammi, radyoaktivite ile ¢a-
ligma, drnekleme hatalan, gozlemcinin pozitif hilcre yorumun-
daki 6n yargisi gibi kisitlayici faktdrler meveuttur. Aynica TLI sa-
dece S fazindaki hicre sayisimin bir dlgitddir. S fazi siresini
Olgmez. Yani digik hiicre poliferasyon hizi olan bir timarin TLI
deder yilksek olabilir. Olgiimleri icin taze doku gereklilii, zaman
alici olmasi, otoradyografi gerekliliji nedeniyle TLI rutin patolo-
ji laboratuvar kullamimina girmemis bir tekniktir."***

Bromodezoksiiiridin (BrdU) igaretleme Indeksi

Timidin analogu olan 5-BrdU'de S fazi isaretlenme indeksini
vermektedir. Teknik olarak TLI metodu ile benzerlikler géster-
mekle birlikte 1982'den sonra 5-BrdU'ne spesifik moAb’lar ge-
ligtirilmesi ile immiinhistokimyasal (IHK), immiinfloresan veya
flow sitometri yontemleri ile S fazinda BrdU ile iliskive girmis
hiicreler saptanabilir. BrdU in vivo verilir ve dokular 4-5 saat
sonra incelemeye hazir hale gelir. TLI'e gdre daha kullamigh bir
metod olmakla birlikte drnekleme ve gozlemci faktdrleri bu me-
tod igin de gegerlidir. BrdU'nin in vivo verilmesi gerekliligi uygu-
lama gigliifi yaratarak dzellikle retrospektif caigmayi olanaksiz
kilmasi nedeniyle kullamim kisitliligi-yaratir. '

AgNOR

NOR (niikleer organizasyon bdlgeleri) rRNA'yi kodlayan
DNA pargalandir ve insanda 13,14,15,21 ve 22 kromozomlann
kisa kollarinda yer alirlar. Her akrosentrik kromozom bir gift
NOR igerir. Sonugta bir diploid hiicre 20 NOR’a sahiptir. NOR'lar
RNA polimeraz 1, G23, B23, gibi bazi proteinler ile iligki igindedir.
AgNOR teknigi denilen bir gimils impregnasyon metpdu ile
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sozil edilen NOR-asosiye proteinler gdsterilebilir. Ortalama Ag-
NOR sayimi 50-100 hiicrede gergeklegtirilir.®

AgNOR sayimi ile gergekte neyin dlgildiigi tam olarak bilin-
memektedir. AgNOR sayiminin gergek bir sayim olmadid, NOR-
asosiye proteinlerin hiicre igindeki sagilmigh@imin dlgitl oldugu
ileri sirilmektedir. AgNOR sayimimin rRNA ve protein sen-
tezinin bir gistergesi olmasi nedeniyle prolirefasyon hizi ile
korelasyon gdsterdigi dne siirlilmekle birlikte pek cok timadrde
benign-malign aynminda anlaml olabilirken, borderline lezyon-
larda (gri zonda) yararl olmamaktadir."**"

Eger AgNOR'lar hiicre proliferasyonu ile iligkili kabul edilir-
se, diger proliferatif indekslere dzgii sorunlar bu metod igin de
gegerlidir."*"

Immiinhistokimyasal isaretleyiciler

Monoklonal antikorlarin (moAb) kulammi ile yapilan
immiinhistokimyasal proliferasyon caligmalan, proliferasyon ile
iligkili proteinlerin statik olarak saptanmasidir, yani gergek
proliferasyon hizi degildir."* Bu gurup iginde Ki-67, MIB 1-3,
PCNA ve DNA polimeraz o gozden gegirilecektir.

PCNA (proliferating cell nuclear antibody): 36 kD'luk
nonhiston nilkleer bir protein olan PCNA/cyclin, DNA polimeraz
delta igin bir kofaktordir. Bu faktdr hiicre siklusunun geg G1
fazinda izlenir, G1/S interfazinda pik yapar. M fazinda ve
istirahatteki hiicrelerde immiinhistokimyasal olarak eksprese
olmaz. Formalin fikse parafine gdmili doku kesitlerinde galigan
ok sayida ticari PCNA moAb'lan mevcuttur. Farkli PCNA Ab’lari
farkh PCNA epitoplarini tamirlar ve buna bagh olarakta hiicre
siklusundaki dagilimian farklilik gdsterir. Bu nedenle farkh PCNA
Ab'lan kargilagtinlirken dikkatli olmak gereklidir. PCNA, Ki-67 ile
kargilagtinldiginda S faz spesifik olarak dikkati ceker. Baz)
tiimérlerde yapilan kargilagtrmal caligmalarda yiiksek grade’li
gliomlarda PCNA'in Ki-67'ye oranla daha spesifik S faz
belirleyicisi oldufju ancak daha az sensitif bir proliferasyon
isaretleyicisi oldugju saptanmighir.*""

Ki-67, MIB 1-3 : Gerek Ki-67 gerekse MIB 1-3 Gerdes
tarafindan Gretilmigtir. Bu antikorlann tamdidi niikleer antijen
prolifere olan hicrelerde bulunur. Ki-67, 395 ve 345 kD'luk
hiicre siklusunun timinde mevecut olan nonhiston tipte nikleer
bir proteindir. Bu proteinin niikleer matriksin bir komponenti
oldugu ve hicre siklusunun G1,5, G2, M silresince eksprese
oldufu bilinmektedir. Ki-67 boyanma indeksinin direkt tanisal
degeri ve bafimsiz prognostik bir faktdr oldufju pek gok galigma
ile kanitlanmigtir."™"

Ki-67 antijeninin (Ag) rekombinan kisimlann immiinojen
olarak kullanarak Gerdes ve ark.lan MIB 1-3 isimli yeni bir
monoklonal antikorlar (Ab) iretmiglerdir. Bu ab'lar parafin
kesitlerde ancak yeni antiien agija gikartma metodian ile
calisabilmektedir.™"* Orn. pH 6.0 sitrat bufferda, mikrodalga
finnda 5 dakika 700 W ile 1sitma iglemine tabii tutulan formalin
fikse, parafine gdmili dokularda MIB 1-3, Ki-67 Ag'ninin
tamdidi tiim epitoplarla iligkiye girebilmektedir.” Boylece arsiv

A. Biyolojik parametreler

Doku/témir tipi
Hiicre siklus siresi
Intratimdral heterojenite

B. Teknik parametreler
Fiksasyon tipi ve siiresi
Aragtinlan Ag-Ab epitopu
Doku takibi
Enhancement islemleri
IHK metodunun sensitivitesi

C. Yorum
Ormeklemede on yargi
Degerlendirme ve skorlama metodu
Hata marj

Tablo 3 : Kalite Kontrol Parametreleri

materyalleri (izerinde ¢aligma mimkin olabilmektedir. MIB 1-3,
Ki-67 timdr biyime fraksiyonun bir Olgutidir. Ki-67
boyanmasi ile TLI ve BrdU igaretlenme indeksi genellikle
korelasyon gosterirler. Ki-67 boyanmasi flow sitometrik 5 faz
fraksiyonu degerleri ile de korelasyon géstermektedir.’

DNA polimeraz o : DNA sentezindeki anahtar enzimlerden
biridir ve G1, S, G2, M fazlannda sentez edilir. Go fazinda
meveut defjildir. Bu enzime kargi geligtirimis moAb’lar ticari
olarak mevcuttur. Frozen doku kesitlerinde calsir. DNA
polimeraz a'mn klinik degeri heniiz genig seri galigmalan ile
kanitlanmamigtir.*""

Kalite kontrol parametleri

Yukarda sbz edilen moAb'lann patolojide hiicre
proliferasyon belirleyicisi olarak yaygin kullamma girmesi ile
gerek boyanma, gerek yorumlama agamasinda kalite kontrolil
gindeme gelmektedir (Tablo-[11).

« Timarin tipi, intratimoral heterojenite, hiicre siklus
uzunlugu gibi biyolojik faktorler hiicre proliferasyonu
galigmalanmi etkileyen parametrelerdir. Bunlar dedigtiriimesi ve
denetlenmesi en zor, hatta olanaksiz olan parametrelerdir.

» Fiksasyonun tipi ve slresi antijenik epitopun
korunmasinda en dnemli faktdrlerdendir. 6-24 saati agmayan,
tamponlanmis notral %4 formaldehit fiksasyonu ile ideal
imminreaksiyon elde edilebilir. 48 ve 72 saati agan fiksasyon
reaksiyon kalitesini azaltir. Aynca kullamlan [HK yontemlerinin
sensitiviteside farkliik gdsterebilir. Gesitli antijen agiga gikartma
yontemleri, bazi moAb'larin boyanma kalitesini yilkseltmek icin
kullanilabilmektedir."” Teknik parametreler denetlenmesi daha
kolay ve miimkiin olan faktorlerdir.

« En dnemli parametre yorumdur. Hiicre sayim iglemi BBA
basina mi yoksa hacim Gzerinden mi yapilmaldir? Butiin pozitif
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hiicreler mi  sayilmaldir? Zayf  pozitif  hicreler  nasil
yorumlanmahdir? Sayimlar tekrarlanabilir mi? Viziiel sayimlar
yeterli midir? Yoksa gdriintdi analizi gerekli midir? Bitin bu
sorular yanitsiz kalabilecedi gibi her laboratuvar farkli yanitiar
verebilir. Gunkil bu konuda uluslararasi kabul edilmig, standart
bir metod yoktur,

Gofu arastirmaci yiksek isaretlenme yofunlugu gosteren
random alan segmekte ve yaklasik 1000 timor hilcresi sayip
pozitif fraksiyonu % olarak bildirmektedir. Sayilan hilcre
sayisinin artirimasi hata oramm digirmektedir. Boyanma
yogunlufu da hesaba katimali mi sorusu henilz net olarak
cevaplanmamigtir™
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