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PROSTAT ADENOKARSINOMUNDA VE BENIGN PROSTAT
HIPERPLAZISINDE, HUCRE PROLIFERASYONUNUN BELIRLENMESINDE,
PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN (PCNA) DEGISIK EVRE VE
DERECELENDIRMEDEKI SONUCLARIN KARSILASTIRILMASI
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OZET

immunohistolojik galigmalar, tiimorlii dokunun biyolojik aktivitesinin aragtinlmasinda, bazi avantajlanindan do-
lay1, giiniimiizde sik olarak kullamlmaktadir. Calismamizda, ¢ogalan hiicre gekirdekleri anti-PCNA antikoru ile iga-
retlenip, hiicre ¢ogalma hizi arastirildi. 4 Benign prostat hiperplazili ve 10 prostat adenokarsinomlu olgunun doku or-
nekleri incelendi. Her olguda anti-PCNA ile boyanan hiicrelerin boyanmamiglarina oranina PCNA igaretleme indek-
si ad1 verildi. PCNA isaretleme indeksinin, tiimorlii dokuda, benign prostat hiperplazisinden ¢ok daha yiiksek oldu-
gu bulundu. PCNA isaretleme indeksinin, Gleason skoru ve evre ile dogru orantili oldugu fakat evreleme ile baglan-
tistnin daha zayif oldugu hesaplandi.

Tiimor aktivitesinin belirlenmesinin dneminin giin gegtikge anlasildif1 giiniimiizde, elde ettifimiz ilk sonuglar
dogrultusunda, diger parametrelerle uyumlu olan ve giivenli sonuglar verebilen PCNA isaretlenmesinin faydali bir
gosterge olacagim diigiinmekteyiz.

ABSTRACT

Nowadays according to some advantages, immunohistological studies are frequently used for researching biolo-
gical activation of tumors. In our study, cell proliferation rate was investigated by labeling to nucleus of actually di-
viding cells, with PCNA. Antibody specimens of 4 benign hyperplasia and 10 prostatic adenocarcinoma were exami-
ned. The PCNA labeling index was determined by counting the number of PCNA labaled cells in tissue sections.
PCNA labeling index was found in positive correlation with stage and Gleason score but its relation with stage was
not strong. According to our preliminary results, in determination of tumor activity, the importance of which was se-
en day by day, we thought that, PCNA labeling was a useful assay with its reliable results and accomodation with ot-
her parameters.

ANAHTAR KELIMELER: Prostat, PCNA, KEY WORDS: Prostate, PCNA, Gleason, stage
Gleason, evre.
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GIRIS

Tiimér dokusunda hiicre ¢ogalma hizinin be-
lirlenmesi igin yapilan ilk ¢aligmalarda mitotik in-
deks olgiimiinden yararlanilmigtir.! Hatta diger
dokulara ve gevreye verdigi zararlar bilindigi hal-
de radyoaktif maddeler de bu amag igin kullaml-
mustir.2 Sonralan hiicre ¢ogalmasinin immunobhis-
tolojik ¢aligmalar ile degerlendirilmesinin bazi
avantajlar sayilacag: diigiiniilmiistiir. Bunlar ara-
sinda hiicre ve doku yapisimin korunmast, sonug-
larin ¢ok ¢abuk ve basit olarak alinmasi ve radyo-
aktif madde kullanilmamasi sayilabilir.34 Hiicre
¢ogalmasinin 6lgiimiinde, Bromdeoxyurine karsi
olusan monoklonal antikorlarlarin kullanilmasi bu
konuda bir ¢1gir agmigtir.2

Aktif olarak ¢ogalan hiicreler belirli baz1 pro-
teinler diretirler. Bu proteinlerin antijenik ozelli-
ginden hiicre proliferasyonunun immunolojik
aragtirmasinda yararlaniir. PCNA, 36.000 mole-
kiiler agirhkli bir niikleer proteindir.5 Bu protein
Bravo ve Celis tarafinda yapilan hiicre gogalmasi
ile ilgili iki boyutlu, elektroforetik ¢aligmalarda
gozlenmigtir. PCNA'nin hiicre siklusu ile ¢ok ya-
kin baginuli oldugu goriilmiistiir.8 DNA sentezi
baglamadan once, G1 de yiiksek PCNA seviyeleri
goriiliir ve S fazinda maksimuma ulagir. G2 ve M
fazlaninda ise azalir” Yakin zamanlarda yapilan
¢alismalarda PCNA’nin hiicre ¢cogalmasinin bas-
lanmasinda etkin ve yardimci bir rolii oldugu da
gosterilmistir.8 immunofloresan ¢aligmalarda bir
¢ok dokuda hiicrelerin anti-PCNA ile boyandig:
gosterilmistir fakat hepatosit ve renal tubulus hiic-
releri gibi ¢ogalmayan hiicrelerde bu boyanma
goriilmemistir.69 Normal bir dokuda PCNA ile
boyanan hiicreler goriildiigiinde bu dokunun ¢o-
galan hiicreler igerdigi diisiiniilmelidir. Genellikle
dalak, timusun korteksi, testis, bagirsagin epitel-
yal hiicreleri ve cildin bazal hiicrelerinde boyle bir
¢ogalma siklikla goriiliir.10

Calismamizda, benign prostat hiperpazisi olan
hastalarda ve adenokarsinomlu hastalardan alinan
biopsi ve operasyon piyeslerinde ¢ogalan hiicrele-
ri gostermek istedik. Benign prostzat hiperplazili
hastalarda belli seviyede hiicre ¢cogalmasinin var
oldugunu diisiinmekteyiz. Buna karsin bir prostat
adenokarsinomunda hiicre ¢ogalma hizinin ne ka-
dar farkli oldugunu arastirdik. Her iki grup has-
talardan alinan ¢ok sayida preparatta anti-PCNA
ile boyanan hiicreleri saptayip oranlan hesapladik.

PROSTAT ADENOKARSINOMUNDA PCNA

Prostat adenokarsinomlu hastalarda PCNA igaret-
leme indeksi ile Gleason skoru arasindaki iliskiyi
arastirdik. Degisik evrelerdeki hastalarda PCNA
isaretleme indeksinin ne sekilde degistigini de in-
celedik.

HASTALAR VE YONTEM

10 prostat adenokarsinomlu ve 4 benign pros-
tat hiperplazili hastanin doku omekleri incelen-
mistir. Benign prostat hiperplazi hastalarin prepa-
ratlan, ikisi agik operasyon piyesinden ve diger
ikisi de TUR materyalinden hazirlanmigtir. Prostat
adenokarsinomlu olgularin tamami TUR materya-
li 6rnekleri kullamilmistir. Olgular 59-82 yas arali-
ginda ve ortalama yags 69.7'dir.

Tiim olgulara, fizik muayeneyi takiben, trans-
rektal ultrasonografi, serum prostatik asid fosfa-
taz, prostat spesifik antijeni, total asid fosfataz, al-
kali fosfataz, sedimantasyon, hemogram, formiil
lokositer seviyeleri tespiti, Urografi ve ayrica
prostat adenokarsinomu tehsisiyle takip edilen ol-
gulara kemik sintigrafisi ve CAT yapunlmistir.

Elde edilen dokular formaldehit ile fikse edilip
parafine gomiildiikten sonra anti-PCNA monoklo-
nal antikoru PC10 ile streptavidin-biotin AP tek-
nigi uygulanarak hiicre niivelerinde PCNA varhif
arastinldi.

Kesitler ortalama 5 mikron kalinhiginda hazir-
lanarak bir gece 58°C etiivde bekletildi. Her vaka-
dan bir kesit de negatif kontrol amaciyla kullamil-
di. Deparafinizasyondan sonra primer antikor ile
oda sicakhiginda 2 saat enkiibe edildi. Yikama so-
lisyonu olarak TRIS buffer kullanildi. Biotinles-
mig antimouse imunoglobulin antikoru ve strepta-
vidin ile konjuge edilmis AP soliisyonu ile yirmi-
ser dakika inkiibe edildikten sonra kromojen Fast
Red ile Ag-Ab kompleksi boyandi. Mayer’s He-
matoksilen ile zit boyama yapild.

Her olguda, ozellikle adenokarsinomlu hasta-
larda tiimoriin bes degisik yerinden, beg immersi-
on objektif alam incelendi. Her alanda tiim hiicre-
ler sayilarak kag hiicre niivesinin immun boyanma
gosterdigi bulundu ve her vaka igin ortalama bo-
yanma oram saptandi. Hafif ya da koyu boyanmis
olmasina bakilmaksizin immun boyanma gosteren
tiim hiicreler degerlendirilmeye alindi.

Tiimér derecelendirimeleri ayni patolog tara-
findan Gleason sistemine gore yapilmistir. Ayrica
biitiin olgularin evrelemesi tamamlanmis ve teda-
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vileri planlanmustir.

Anti-PCNA antikoru ile boyanan hiicrelerin
boyanmamiglara oranina PCNA isaretleme indck-
si adi verilip tiim olgularda bu oranlar hesaplan-
misur.

PCNA isaretleme indeksinin. benign prostat
hiperplazi ve adenokarsinomlu olgulardaki sevi-
yeleri karsilagtinlmigur. PCNA isaretleme indeksi
ile Gleason skoru ve Evre ile iliskisi ayrica arasti-
rilmistir.

BULGULAR

Bening prostat hiperplazi olgularinda PCNA
isarctleme indeksi (0-1.02 araliginda ve ortalamasi
0.345dir. Bu olgularda PSA seviyeleri normal
olup patolojik incelemede giipheli alan gortilme-
mistir,

Prostat adenokarsinomlu olgularda PCNA iga-
retleme indeksi 0-13.8 araliginda ve ortalamasi
2.069 dur. PCNA igaretleme indeksi her iki grup
olgu arasinda istatistiksel olarak anlaml farkl bu-
lunmustur (x=0,05, 't testi). Prostat adenokarsi-
nomlu olgularda anti-PCNA ile boyanan hiicre
niiveleri Resim-1" de gosterilmistir. Bu hiicrelerin
digerlerinden aymm kolayca yapilabilmektedir.

Resim 1: Prostat adenokarsinomlu olgularda anu-PCNA ile
boyanan hucre navelen

lﬁ’m 

PCNA isaretleme indeksi ve Gleason skoru
arasindaki iliski grabik olarak verilmig ve (Grafk-
1) istatiksel olarak bu iki degisken arasinda pozitif
yonde orta derecede bir baginti saptanmistir
(r=0.57).

PCNA isaretleme indekst ve Evre arasindaki
iliskide grafik olarak verilmis ve (Grafik-II) ista-
tiksel olarak bu iki degisken arasinda pozitif yon-
de fakat zayil bir baZintt hesaplanmisur
(r=0.358).
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Grafik 1: PCNA iyaretleme mdeksi ve Gleason skoru
arasindaka iligke
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Grafik 2: PCNA aretleme indeksi ve Evre arasindaks ihigki

Not: PCNA isgaretleme indekslerinin Gleason
skoru ve Evreye isabet cden ortalamalan alimnusy-
lr.

TARTISMA

Tiimor hiicrelerinin gogalma potansiyellerinin
belirlenmesi tiimériin biyolojik aktivitesi hakkin-
da hekimleri yonlendirmektedir.!! Bu nedenle, ti-
morlii dokuda, hiicre boliinme hizinin tespiti igin
giiniimiizde farkh bir ka¢ yontem kullamlmakia-
dir. DNA flow sitometri de bu yontemlerden biri-
dir. Flow sitometrik incelemede degisik DNA ige-
rigi olan hiicrelerin sayilmasi sonucunda. timor
aktivitest hakkinda bilgi sahibi olunup tedavi sc-
mast olugturulur.!? Yapugimiz ¢alismada sonugla-
rnimizi, flow sitometri ile kiyaslamadik. Fakat bazi
cahsmalarda DNA flow sitometri sonuglan ile
PCNA igaretleme indeksi arasinda hiicre kinetigi
Slgtimleninde belirgin bir fark gorilmemistir. An-
cak flow sitometri i¢in alinan doku orneklerinin



PROSTAT ADENOKARSINOMUNDA PCNA

Resim 2: Prostat adenokarsinomunda ve bemgn prostat nperplasisinde hiicre : Resim 3: Proliferasvonunun belirlenmesinde PCNA:
Degisik evre ve derecelendirmedeki sonuclarim karsilagtirimasy.

hatali olusundan dolayt bazen farkl sonuglar bil-
dirilmistir.!® Buna karsi anti-PCNA antikoru ile
boyamada dokunun yapisi bozulmadan ¢ogalan
hiicreler rahathka gozlemlenebilir. Hatta ¢ogalan
hiicreleri sapiayabilen bir diger hiicre spesifik mo-
noklonal antikor ayn anda kullanilarak ¢ift kér bir
calisma da yapilabilir. Bu da immunospesifik bo-
yama tekniginin bagka bir avantajidir.! Calisma-
mizda. anti-PCNA ile isarctlenmiy timér hiicrele-
rini rahathkla gozlemledik ve cogalan hiicreleri
boyayabilen baska ilave bir tcknik kullanmadik.
Literatiirde ¢ogalan hiicrelen isaretleyebilen ¢ok
sayida niikleer protein tan( edilmistir. Bu protein-
ler arasinda Ki-67. CsF), ve Bromdeoxyuridine
sayilabilir. Bunlar bolinmeyen hiicrelerde bulun-
mazlar.

Immunospesifik boyama ile yapilan bircok ¢a-
lismada, boyanan hiicre odaciklar. boya imayan
diger hiicre gruplan ile ¢evrili olarak bulunurlar.!
Cahsmamizda da olgulanin ¢ogunda bu sckilde di-
zimler tespit edildi. Sonugta, prostat adenokarsi-
nomunda, hiicrelerin hepsinin topyekiin degil de
sadece belli oranlar dahilinde ¢ogaldiklar diisii-
niilmiigtir. Bu keyfiyetin sebebi de tam olarak
aciklanamamaktadir.!

lyi differansiye prostat adenokarsinomu salg
guddeleri olusturmaya meyillidir. Orta differansi-
ye olanda gudde yapist bozulmaya baslar. Az dif-
feransiye prostat adenokarsinomunda ise gudde
yapilar ortadan Kalkar. Bu durum Gleason skorla-
masi ile rakamsal olarak ifade edilmektedir.* Ca-
lismamizda Gleason skoru ve PCNA isaretleme
indeksi arasinda ayni yonde ve orta derecede an-
lamli bir baglanu saptanmigtir. Hiicre kinetiginin
dletimii igin timidin isarctleme indeksi kullantla-
rak yapilan bir calismada. Gleason skoru ve timi-

dinyaretleme indeksi arasinda da poziut bir kore-
lasyon oldugu bildirilmigtin,!' Cahsmamizda
PCNA isarctleme indeksi ve evreleme arasinda.
yine aym yonde hareket eden fakat zayif bir ba-
aint bulunmustur. Ornegin D, evresindeki 5 has-

tamizda PCNA isarctlemce indeksleri 0.11-13.8
arasindaydi. Her evredeki hastada ¢ok farkl
PCNA isarctleme indckslerine rastlanabileccgi
Nemato ve ark. yaptigr calismada da gosterilmis-
tir.! Ancak gene de ileri evrelerde daha yiiksek
oranda. yiiksek PCNA isaretleme indekslerine
rastlayacagimuz: diisiinmekieyiz.

Her olgu icin ayn bir Gleason skoru verilebil-
digi halde. tiimorler degisik histopatolojik yapida
bolgeler icercbilirler. Bu da timériin kesin histo-
patolojik durumunun tespitini zorlagtinir. Aym du-
rum PCNA isarctleme indeksini de etkiler. Degi-
sik bolgelerde degisik PCNA isaretleme indeksle-
ri tle karsilagabilinir.! Calismamizda, timoriin ge-
sith yerlerinden alinan 6rncklerde degisik PCNA
isaretleme indeksleri hesapladigimizda bunlarm
ortalamasini ¢alismamiza yansituk. Timér prog-
nozunun daha iyi anlagilabilmesi igin. timorli do-
kudan alinan 6rnek sayisimin arttinlmasinin énemi
bivlece anlasilmisur.

Anti-PCNA ile boyamada, isaretlenen hiicre
niivelerinin pozitif veya negatif olarak degerlendi-
rilebilmesi onemlidir. Cogu zaman bu hesaplama-
lar kolayca yapilabilir.'s Ancak bazi calismalarda
bir takim hiicreler ¢cekirdekteki boyayi ¢cok diisiik
yogunlukta tuttuklan gorilmistir. G1 ve G3 fa-
zindaki hiicrelerde bu zayif boyanma 1zlenmastir.
Bu zayif boyanan hiicreler Celis ve ark. ¢cahsma-
sinda negatif olarak kabul edilmistir.? Calisma-
mizda zayif bovanan hiicreler de dederlendirilme-
ve alindr. Bolunme asamasinda S fazindan sonra
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PCNA seviyesinin ¢ok diisiik oldugu Takasaki ve
arkadaslan tarafindan bildirilmistir.? Biz de bu za-
yif boyanan hiicreleri boliinme asamasinda kabul
edip degerlendirmeye aldik.

Calismamizda, bening prostat hiperplazisinde
PCNA isaretleme indeksi ortalama 0.345 olarak
bulundu. Adenokarsinomda ise bu oran 2.069 idi.
Dernier ve arkadaglari, timidin isaretleme indeksi-
ni benign prostat hiperplazisinde 0.11 ve az diffe-
ransiye adenokarsinomda da 4.3 olarak hesapla-
muglardir.!é Her iki ¢alismada da degerler arasinda
istatiksel anlamlilik g6riilmiigtiir.

Bu ¢alismada, ¢ogalan tiimor hiicre gekirdekle-
ri anti-PCNA antikorlan ile isaretlenerek hiicre
proliferasyonu rakamsal olarak ifade edilmeye ¢a-
higildi. Tiimorlii dokudan elde edilen veriler be-
ning dokudakinden ¢ok daha yiiksek bulundu ve
bu sonuglann Gleason skoru ile uyumlulugu go-
riildii. Ayni evrede farkli Gleason skorlan olabile-
cegi gibi farkli PCNA isaretleme indekslerine de
rastlanildi. Yine de evreleme ve PCNA isarctleme
indeksi arasindaki pozitif bagint1 gosterildi.

Calismamiz az vaka ile simrli oldugundan
ozellikle tiimorlii olgularda degisik evre ve dere-
celendirmedeki degerlendirmemiz yeterli olama-
yabilir. Vaka sayisinin arttirllmasiyla daha kesin
sonuclar alinabilecektir.

Hiicre gogalmas, tiimér aktivitesi ve hastali-
gin prognozu arasindaki iliski bilinerek, PCNA
isaretleme indeksinin, uygulama zorluklarina rag-
men, hekimler igin olduk¢a faydali bir gosterge
olacagini diisiinmekteyiz.
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