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OZET

DNA replikasyonu icin gerekli bir niikleer protein olan
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), hiicre siklusunun gec
G1 ve § fazlarinda eksprese olur ve immiinreaktivitesinin gesitli
neoplazmlardaki hucrelerin proliferasyon profili ile iligkisi
gosterilmistir. AGNOR yontemi de gesitli kiitandz timérlerde
benign ve malign formlarin  birbirinden ayrniminda
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci bir benign proliferatif deri
hastalig olan psoriasis vulgaris ile bir malign kiitanoz neoplazm
olan epidermoid karsinomun hiicre proliferasyon karakterlerini
karsilagtirmakti.

PCNA immiinreaktivitesi (biotin-streptavidin peroksidaz
metodu; clone: P10) ve AgNOR yontemi 14 psoriasis vulgaris ve
10 kiltandz epidermoid karsinom olgusunda incelendi. PCNA
indeksi (niikleer pozitive gosteren hiicreler /1000 hiicre),
epidermoid karsinomlarda [(0.647+0.083 (ortalamazst. hata)]
psoriasis vulgaris olgularina [(0.071+0.032 (ortalamazst. hata)]
oranla onemli derecede yiiksekti (p<0.001). AgNOR dederleri de
bu lezyonlarda sirasiyla  (3.920+0.323/niikleus) ve
(2.180+0.173/niikleus) olarak saptandi. Iki grup arasindaki fark
anlamli bulundu(p<0.001).

Psoriasis vulgaris'de belirgin epidermal proliferasyon varligi
gosterildi. Hiperproliferatif aktivitenin epidermoid karsinomlarda
cok daha yiksek oldugu ve ayrica PCNAve AgNOR
reaksiyonlarinin  gesitli hiperproliferatif deri lezyonlarinin
biyolojik davramiglarinin incelenmesinde yararli olabilecekleri
ortaya kondu.
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SUMMARY

Proliferating-cell nuclear antigen (PCNA), is a nuclear
| protein and is essential for DNA replication. It is expressed
[ in late G1 and S phase with a maximum in the S phase of
the cell cycle. PCNA immunoreactivity correlates with the
proliferative state of the cell in various neoplasms. Staining
of argyrophilic nucleolar organizer regions (AgNORs) is a
histological technique assayed on a wast array of cutaneous
l tumors in order to help distinguish benign from malignant
lesions. The aim of this study was to compare the cell
proliferation characteristics in psoriasis, a benign
hyperproliferative skin disease, and in squamous cell
carcinoma (SCC), a malignant cutaneous neoplasm.

In order to evaluat proliferative activity, PCNA
immunoreactivity (clone: P10) using streptavidin biotin
peroxidase method and AgNOR staining were investigated
in biopsy specimens of 14 cases of psoriasis and 10 cases
of SCC. The PCNA index (number of positive cells/ 1000) in
SCC [(0.647+0.083 (mean+SE)] was significantly higher
- than in psoriasis [(0.071+0.032(mean +SE)] (p<0.001). The
AgNORs counts were 3.92 + 0.323 / nucleus and
2.18+0.173/nucleus in SCC and psoriasis, respectively
(p<0.001). . _

In conclusion, although psoriasis is a disease of marked
epidermal hyperproliferation, hyperproliferative state is
much more marked in SCC. Secondly, analysis of PCNA and
AgNOR may be useful for examining biologic features in
various hyperproliferative skin diseases. .
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GiRiS

Psoriazis, toplumda en sik gdrilen kronik inflamatuar
dermatoziardan biridir. Sadece ABD’de 20 milyon hastanin
bulundugu bildirilmistir. Remisyon ve alevienmeler ile giden ve
codu kez tedaviye direncli olan bu hastalik, genellikle bilyiik
eklemlerin ekstansor bolgelerinde, skalp, tirnak ve genital
bolgede yerlesen, keskin simirli, eritemli, skuamli, plak ve/veya
makiiler lezyonlar ile karakterlidir. Patogenezinde epidermal
hiicre proliferasyonundaki hizlanmanin yanisira keratinosit
diferansiyasyonunda da bozulma stzkonusudur. Bazal tabaka
hicrelerinin mitotik aktiviteleri ve DNA sentezleri normalden 6-8
kat yiiksektir".

Malign tiimor hicrelerinin benign proliferatif lezyon
hiicrelerine oranla daha yiiksek proliferasyon hizlan
gosterdikleri bilinmektedir. Grade | epidermoid karsinom
hiicrelerinin, grade Ill timar hiicrelerine oranla daha diisiik hizla
cogaldiklan bilinir?,

AgNOR yontemi, rRNA segmentlerine bazi niikleolar asidik
fosfoproteinlerin incelenmesini saglar. Metabolik ve proliferatif
aktivite farkhiliklan gosteren hicreler arasinda AgNOR sayi ve
dagiimi farkl bulunur. Cesitli kiitanoz tiimdrlerde benign ve
malign formlanin birbirinden aynminda da kullanilmaktadir**”.

DNA replikasyonu icin gerekli bir nilkleer protein olan
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), hiicre siklusunun geg
G1 ve S fazlaninda eksprese olur ve immiinreaktivitesinin gesitli
neoplazmlardaki hicrelerin proliferasyon profili ile iligkisi
gosterilmistir®™.

Bu galismada, derinin ¢ok sik gorillen ve kendi kendini
simirfayan bir hiperproliferasyon karakterine sahip benign bir
hastaligi olan psoriasis vulgaris ile malign kiitanz neoplazm
epidermoid karsinomun hiicre proliferasyon karakterleri,
AgNOR profillerinin ve PCNA ekspresyonunun incelenmesi
'yoluyla karsilagtinimistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz 1993-1995 villani arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda tanisi konan
14 psoriasis vulgaris ve 10 kiitandz epidermoid karsinom
olgusunu (grade 1: 4, grade Il: 3, grade Ill: 2 ve grade IV: 1
olgu) kapsamaktadir. Aktif donemde alinan lezyonel psoriasis
vulgaris; kontrol amaciyla kullanilan karsinom olgulan
materyallerinden elde edelin cerrahi simir saglam epidermis
dokular ve epidermoid karsinom doku ornekleri parafin
kesitlerinin bir béliminde AgNORs igin kolloidal giimis
boyama metodu uygulanmigtir. Kesitler gelatin/formik asit-
giimis nitrat soliisyonu ile karanlikta 1 saat muamele edilmistir.
AgNOR skoru (AS); her vakada 100 tiimor hiicresi nilkleusunda
AgNOR benekleri sayilarak, nilkleus basina diisen ortalama
deger alinarak hesaplanmistir(x1000, imm. oil). Diger bdliim
kesitlerde de streptavidin biotin perosidaz (HistostainSP Kkit,
Zymed, USA) yontemi kullanilarak anti-Proliferating Cell Nuclear
Antigen (clone: P10, Zymed, USA) varligi arastinimis ve PCNA
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indeksi (PI) hesaplanmistir (niikleer pozitivite gdsteren
hicreler/1000 neoplastik hicre). Elde edilen degerler SPSS (v:
5.0) programi kullanilarak degerlendirilmigtir.

BULGULAR

Kontrol epidermis dokularinda AgNORs degerleri 1.233 ile
1.684 arasindayd: [(1.361+0.096/niikleus (ortalamasst. hata)];
Dagim bazal hiicre tabakasindaki hiicrelerde daha fazla
gozleniyordu. Psoriasis vulgaris dokularinda AgNORs bazal ve
suprabazal hiicre tabakasinda daha belirgin olmak Uzere tim
epidermis katlarindaki keratinositlerde kontrol dokulara oranla
sayica daha fazla olarak izlendi; AgNORs degerleri 1.612 ile
2.820 arasinda olup [(2.180+0.173/niikleus (ortamala+st.
Hata)] olarak saptand.

PCNA bazal tabakada rastgele, dizensiz dagihm
gosteriyordu. PCNA indeksi 0.007 ile 0.035 arasinda
degisiyordu [(0.014:0.002 (ortalamasst. hata)]; Stratum
spinosum ve granulosum da reaksiyon izlenmedi. PCNA
reaksiyonu psoriasis dokularinda epitel bazal hiicre tabakalar ve
yakinlarinda saptandi. Indeks degerleri 0.047 ve 0.091
arasindaydi [(0.071+0.032 (ortalamazst. hata)] Epidermoid
karsinom olgulanmizda iyi diferansiye alanlarda psoriasis ve
kontrol epidermis dokularinda godzlenen benzer bazal hiicre
tabakalarr PCNA reaksiyonlari gozlendi. Epidermoid karsinom
olgulan degerleri de 0.047 ile 0.975 arasindaydi. [(0.647+0.083
(ortalamazst. hata)] Ancak ayni dokuda diferansiyasyonun
azalmig oldugu alanlarda ve/veya az diferansiye timdr dokulari
hiicrelerinde diffiz/yogun imminreaksiyon izlendi. Karsinom
grade’leri arasindaki farklar degerlendiriimedi ise de gerek
AgNORs skorlar gerekse PCNA indeksleri grade yukseldikge
artis gosteriyordu .

PCNA indeksi epidermoid karsinomlarda normal epidermis
ve psoriasis vulgaris olgularina oranla onemli derecede yiiksek
bulundu(p<0.001). AgNORs degerleri sinandiginda da
epidermoid karsinom grubu ile psoriasis vulgaris grubu

Resim 1 :Psoriasis vulgaris de AgNORS benekleri (x630 imm, oil,
glimigleme)
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Resim 2 : Psoriasis vulgaris de PCNA immiinreaksiyonu (x400,
streptavidin-biotin peroksidaz)

Resim 4 : Epidermoid karsinomda (grade 1) PCNA immiinreaksiyonu
(x1000, imm. oil, streptavidin-biotin peroksidaz)

arasindaki fark anlamii bulundu(p<0.001).

TARTISMA

insan  dokulari preparasyonlarinda, ¢ogalan hiicre
populasyonlarinin degerlendirilmesinde: mitotik figir sayim,
T3-timidin, BrdU, S-faz akim sitometri analizi, AgNORs gibi
yontemler yanisira Ki-67, p105, p145, cyclin gen ailesi iiriinleri,
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) gibi proliferasyon ile
iligkili  proteinlerin ~ expresyonunun  gésterilmesi  de
kullaniimaktadir®. Ki-67 ve AgNORs ve akim sitometri analizi
ile PCNA ve AgNORs; Ki-67, BrdU ve PCNA indeksleri arasindaki
lligkiler ortaya konmustur"*™. Nucleolar organizer regions
(NORs), rRNA iretimi icin kodlanmigtir ve proliferatif aktivite

farkliliklari gsteren hiicreler arasinda AgNORs say1 ve dagilimi

farkhidir. Benign hiicreler genellikle siki kimelenmis AgNORs
iceren dizgin bir nilkleolusa; malign hiicreler ise niikleus
icinde daginik ¢ok sayida AgNORs iceren birden fazla niikleolusa
sahiptir*s-10n,

Ankara Patoloji Bilteni ® Cilt 14 (1), 53-56, 1997

Resim 3 :Epidermoid karsinomda (grade Il) AgNORs benekleri
(x1000, imm. oil, giimigleme)

DNA polimeraz-delta yardimei proteini olan PCNA (36 kd,
p10) ekspresyonunun gdsteriimesi, malign potansiyel ile
reperatif/rejeneratif  aktivite hakkinda degerli  bilgiler
vermektedir. PCNA immiinreaksiyonu; hiicre replikasyonu ile
iligkili olarak artmasina, DNA onarimi sonucunda yeniden
dagihmina ve/veya PCNA geninin az veya fazla ekprese
edilmesine bagh olabilecegi gibi, diizen bozulan PCNA
transkripsiyon veya translasyonu ile de iligkili olabilir. PCNA
mRNA'sini stabilize eden - bilyiime faktorleri salgilayan
timorlerde DNA sentezi uyanimadan da PCNA birikimi oldugu
gosterilmistir®™. Nikleus PCNA icerigi G1 basinda baslar; S
fazinda maksimum diizeye ulasir. Bu donemler igerisinde PCNA
immiinreaksiyonu diffiiz, yogun, intraniikleer karakterdedir ve
maksimum DNA sentezine isaret eder®. Epidermis hiicre
¢ogalmasinin incelenmesi icin iyi bir modeldir. Proliferasyon
bazal ve supra bazal tabaka hiicrelerinde olur. Terminal
diferansiyasyon ise spindz ve graniiler tabakalarda gergeklesir®,

Epidermal gelisimin mekanizmalarinda PCNA
ekspresyonunun  keratinosit proliferasyonundaki  rolii
gosterilmistir®. Normal epidermisde PCNA bazal tabakada
rastgele dagiim gostererek %5-30 hiicrede izlenir®. Kuvvetli
pozitivite nadirdir. Stratum spinozum ve granulozum
tabakalarinda genellikle negatif veya zayif pozitivite gozlenir®"”.
Ancak normal epidermis PCNA profilinin yas, anatomik bolge ve
gines 1s13ina maruz kalma derecesi ile iliskisi heniiz acik
degildir®.

Psoriasis sik gorilen kronik, inflamatuar bir deri
hastaligidir. Histopatolojik olarak hastalik epidermisde
hiperproliferasyon, ozellikle T lenfositler, monositler ve

_natrofillerden olugan iltihap hiicrelerinin toplanmalari ve dermal

papiller kan damarlarinda artis ile karakterlidir. Keratinosit
hiperproliferasyonu psoriazisin majér komponentidir. Normal
epidermise oranla psoriazisde mitozlar cok daha siktir ve
keratinosit  donisim  hiz - 10  kattan  fazladir.
Hiperproliferasyonun gelisiminde bugiin icin protein kinaz C
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aktivitesi  deQisikligi yamisira T lenfositlerinden ve
keratinositlerden salinan TGF-c, IL-6, IL-8 ve ICAM-1 sorumlu
tutulur™,

Lezyonel psoriatik epidermisde normal epidermisdekine
benzer proliferatif hiicre populasyonlar bulunur. Ancak ¢ok hizli
bir proliferasyon gosterdigi bilinen psoriazis aktif lezyonlarinda
hiicrelerin cogalmasi siklusdan siklusa gegen epidermal hiicre
proliferasyonu tarzinda degildir. PCNA reaksiyonu S fazinin
uzamis olmasiyla iliskili olarak epidermis hiicrelerinin yaklasik
%10 ve 20'sinde izlenir. Psoriazisde izlenen PCNA reaksiyonu
genellikle epitel bazal hiicre tabakalarinda ve bu tabaka
yakinlarinda saptanir. Lezyonel psoriasis vulgaris dokularinda
izlenen AgNORs profili, PCNA ekspresyonuna yakin bir karakter
gbsterir; AgNORs “dot”lari, bazal ve supra bazal tabaka
hiicrelerinde daha yogun gozlenir®*®.

Bildirilen galigmalarda epidermoid karsinomda epidermis
iist tabakalarinda mitotik aktivitenin fazla olduju ama aktif
béliinmedeki hiicre sayisinin diigiik oldugu, buna karsin PCNA
reaksiyonunun yiiksek oldugu saptanmigtir. AgNORs icinse
boyle bir 6zellik saptanmamigtir, mitoz sayisi ve yiksek grade,
AgNORs profilleri ile parallellik gostermektedir. Bu timdrlerde
PCNA ekspresyonu sadece hiicre bélinmesi ile ilgili olmayabilir.
PCNA hiicre béliinmesi igin gerekli olabilir ancak yeterli
olmayabilir®"",

PCNA ekspresyonlan cesitli keratinéz neoplazmlarda
aragtinimigtir. Keratoakantomalarin yaklasik %80'inde Gzellikle

epitel adaciklan periferinde daha gok bazal ve intermediate
supra bazal hiicre gruplarinda immiin reaksiyon izlenir. Verruca
vulgarisde PCNA patterni epidermoid karsinomlar ile ayni, ancak
daha hafiftir. Epidermoid karsinomlarin %80'inde reaksiyon
yogun ve diffiiz/infiltratif karakterdedir, immiin reaksiyon
gosteren hiicreler az keratinizasyon gdsteren alanlarda daha
fazladir. Diferansiyasyon ve atipi ile immiin reaksiyon arasinda
direkt iligki gosterilmistir. Karsinomlardaki bu ozellik klonal
timor geligimi ile aciklanmaktadir, ancak grade’ler arasi
farkliliklar heniiz aydinlatilamamistir®*',

Sinirli sayida olgu igeren gruplanmizda benign ve malign
epidermal proliferasyonlarin prolifere hiicre populasyonlan
dagilimlari incelendi. Epidermoid karsinom ile psoriasis vulgaris
dokularinda izlenen reaksiyon patternleri gerek AQNORs gerekse
PCNA immiin reaksiyonu agisindan literatilrde elde edilmig olan
sonuglar ile uyumluluk gdsteriyordu. Psoriasis vulgaris'de
belirgin epidermal proliferasyon varligi, ancak hiperproliferatif
aktivitenin epidermoid karsinomlarda gok daha yiiksek oldugu
gosterildi. Epidermoid karsinom ile psoriasis vulgaris
proliferasyon karakterlerinin birbirlerinden farkliliklar da ortaya
kondu. Saptanan degerlerin tekrarlanabilirliginin, kullanilan
tekniklerin prognoza yonelik degerlerinin ayrica benign ve
malign progesin gelisiminde aydinlatici ozelliklerin ortaya
konmasi igin daha genis olgu gruplarinda galigiimas: gerektigine
inaniyoruz.
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