23937

Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi

Patoloji Ana Bilim Dala

HEPATOSELULER KARSINOMA KINETIGININ
HISTOPATOLOJIK, IMMUNHISTOKIMYASAL VE FLOVSITOMETRI
YONTEMLERT ILE KARSILASTIRMALI OLARAK ARASTIRILMASI

Dr. Gllen Akyol
Arastirma Gorevlisi

Uzmanlik Tezi



ICINDEKILER

1. GIRIS 1

2. GENEL BILGILER 2-6
3. GEREC VE YONTEM 7-17
4. BULGULAR 18-34
5. TARTIGMA VE SONUC 34-47
6. OZET 48

7. SUMMARY 49

8. KAYNAKLAR 50-60




GIRIS

Hepatoselliiler karsinom (HSK) Asya ve Afrika’da
bati tilkelerine oranla daha sik gbriilen oldukca k6t klinik
gidisi olan solid, malign ttimSrlerdendir. Hastaligin
prognozunu belirlemek amaciyla vapilan tek ve ¢ok parametreli
klinikopatolojik analizlerle bugline kadar tatmin edici bir
sonuca ulasilamamistir.

Histolojik olarak benzer olan timdrlerin bilyolojik
davranig bakimindan farklilik gbsterebildikleri bilinmektedir
Son yillarda timdr kinetiginin bu farklilikta etkili oldugu
tizerinde durulmaktadir.

Bu ¢aligmada Gazi Universitesi Tap Fakliltesi Patoloji
A.B.D. arsivinde 1984-1990 yillari arasinda HSK tanisi almis
vakalar tekrar gtzden gecirilerek histopatolojik karakterleri
ortaya konmustur. Hiicre proliferasyonu analizinde kullanilan
yontemlerden immiinhistokimya ve flovsitometri ile wvakalarain
kinetik 6zellikleri incelenmistir. HSK"larin proliferasyon
kapasiteleri bakimindan farkliliklari olup olmadigi; bu
farkliligl ortaya koymada hangi parametrelerin anlamli ve

hangi ydntemin daha kullanilabilir oldugu arastirilmistair.



GENEL BILGILER

Hepatoselliiler karsinom (HSK), cografi epidemiyolojisi
ile dikkati c¢eken, Sahra’nin glineyindeki Afrika filkeleri ile
gﬁneydogu Asya 1Ulkelerinde s1k g8riilen bir neoplazmdar
(1,2,3,4,5). Erkeklerde kadinlara oranla 2-4 kez daha
siktir. Yaygin oldugu {llkelerde {lelinch dekat, Dbatila
{ilkelerde daha ileri vaslarda (5-6. dekatlarda) gbrilir
(2,3,58).

Hepatotropik viriislerin, HSK karsinogenezinde onkogen
gibi gbrev almasalar da etkili olduklari bilinmektedir
(1,2,3,4,5,8). Aflatoxinler bazta olmak lizere mikotoksinler,
nitrozaminler, organoklorin pestisidler, androjenik
anabolizan steroidler, oral kontraseptifler gibi kimyasal
karsinojenler, kronik alkol kullanima, hemakromatozis,
konjenital atreziye sekonder biliyer siroz gibi kronik
karaciger hastaliklari; ayrica o-1 antitripsin eksikligi,
tirosinemia, ¢ocukluk cgaginin kolestatik sirozu gibi dogumsal
ve genetik hastaliklar, toryum dioksidin radyoasktivitesi,
parazitik hastaliklardan sistozomiazis etyolojik fakttrlerdir
(1,2,3,7).

Karaciger lezyonlarinda yapilan immiinhistokimyasal ve
morfometrik calismalarla; sirotik karacigerde gbrlilen
adenomattz proliferatif nodiil, nodiler rejeneratif hiperplazi
ve &zellikle kiligik hicreli displazinin pre-neoplastik kabul
edilebilecegi sonucuné‘varllmlstlr (2,4,6,8).

Son yillarda makroskopik klasifikasyon Onem kazanmig ve

prognozu belirlemede anatomik tiplendirmenin gerekliliginden



s6z edilmeye baslanmistir (9). Yaygin olarak kullanilan
Eggel " in 6nerdigi Dbasit tiplendirmeden baska, Okuda wve
arkadaslari(89) 1984°de wveni bir sinaiflandirma yapmislardir.
Bu siniflandirmanin Eggel " in siniflandirmasina {istiinltisgl
timdriin blytime sekli ile c¢evre karaciger dokusu arasindaki
iliskiyi vermesidir (9,10,11).

Makroskopik olarak timdr genellikle sag lobda lokalize,
yumusak kivamli, hemorajik odaklar icerebilen ve igerdigi
safra nedeniyle boyanmig bir kitle olusturur. Intrahepatik
damarlara yayilim egilimi fazladair (1,2,3,8). Bu daha sonra
ekstrahepatik damar yayilimina yol acgar. Safra dulkktuslara
boyunca yayilimi daha nadirdir. Lokal invazyon ve bdlgesel
lenf nodiillerine metastaz siklikla gorilir.

HSK mikroskopik olarak normal hepatositlere ¢ok benzeyen
hiicrelerden olusur (1,2,3,12). Stroma tipik olarak azdir.
Edmondson ve Steiner in(13) timdr hlicrelerinin ntkleus ve
sitoplazma 6zellikleri, birbkirleri 1ile olan iliskileri wve
fonksiyonlarini degerlendirerek vaptiklari sitolojik
derecelendirme artik yaygin olarak kullanilmamaktadir.

Bugiin daha c¢ok iyi - orta - az ayrimlasmis terimleri
kullanilmaktadir (2,5,12,14).

Ultrstriiktiirel 8zellikleri normal hepatositlere benzer.
TimSr hicreleri ile gevrelenmis kanaliktl gdérilmesi
spesifiktir (2).

HSK oldukca kot  prognozlu bir timdrdiir. Prognostik
belirleyici olarak klinik, biyokimyasal, morfometrik

paraﬁetreler kullanilmaktadir (2,3,14,15,16,17,18).



Histopatolojik tiplendirmenin ve derecelendirmenin prognostik
anlami olmadigi bilinmektedir (2,3,14).

Yas, ensefalopati, BUN degerleri, alkol kullanima
aragstirilan parametrelerden bazilaraidir.(15,18) Okuda ve
arkadaglarinin (17) 1984°de vyaptigi klinik evreleme timSrin
boyutuna (karacigerin %50 sinden blylik olup olmamasina gbre),
asit varligina, serum albuminin 3g/dl. den az yada ¢ok
olmasina ve serum biliritibin diizeyinin 3mg/dl. den yliksek olup
olmamasina dayanir.

Ekstrasellliiler matriks antijenleri (EMA) bir cok
neoplazide invazyon kapasitesini, timdrin agresivitesini
degerlendirmek icin kullanilimaktadir (19). TimSrin
ayrimlasmasi azaldikca bazal membran antijenlerinin'boyanm351
da azalir. C-IVase Dbazal membran elamanlarindan c-IV'{i
degrade eder. proliferasyon belirleyicilerinden Ki-87 ile
c—IVase enzimine ydnelik monoklonal antikorlarla yapilan
calismada timSriin ayrimlasmasinin azalmasi oraninda bu iki
proteinin boyanma oranlarinin arttigi saptanmistir (19).

HSK "da niikleer DNA icerigi ile ilgili c¢alismalarda
anaploidinin k&t prognoz belirleyicisi cldugu saptanmistir
(20,21,22,23,24).

Sayilari kabarik olmasina ragmen klinikopatolojik
parametrelerden higbiri tek basina HSK "un biyolojik
davranisanin belirlenmesinde sz sahibi degildir. Son
villarda timdrlerde hiicre proplilasyonu ve kinetiginin
bilinmesinin timdrlin blylme hizi, yayilim kapasitesi ve

ilaglara duyarliligina belirlemede vardimci olabilecegi



distinlilmektedir (25,26,26,27,28). Benzer c¢alismalar HSK lar

i¢cin de yapilmaktadir.
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GEREC VE YONTEM

1984-1990 yillara arasinda Gazi Universitesi Taip
Fakliltesi Patoloji Anabilim Dalina gelen hepatoselliiler
karsinoma (HSK) tanisi almig 10 vaka tekrar incelendi.

1. Klinik ve Histopatolojik Degerlendirme:

Hastalar yaslari, cinsiyetleri ve klinik bulgulara
agilarindan degerlendirildi. Hepsi insizyonel Tbiyopsi
materyali olan parafine gtmiilmiis dokular tekrar Hematoksilen-—
Eozin (H.E.) ile boyanarak incelendi. Gerekli gdriilenlerde
diastazli/diastazsiz PAS ve Gomori retikiilin boyalarai
uygulanda.

Kesitlerde hiicre sitoplazma ve nlkleus Ozellikleri,
timSrin yapilanma  big¢imi, ayraimlasma  derecesi, mitotik
aktivite, nekroz ve cevre dokularin varligi degerlendirildi.

Normal karaciger hilicresine ve yapilanmasina benzerlik
derecelerine gbre ayrimlasmalari iyi-orta-az olarak
degerlendirildi (12).

2. Proliferasyon kapasitesinin degerlendirilmesi:

Hlicre proliferasyon analizinde kullanilan ybntemler sdyle
siralanabilir (1,25,26,28,29,30):

i. Mitotik figlrlerin sayilmasi.

ii. [3 H] timidin ile isaretleme

iii. Immlnhistokimyasal oclarak niikleer antijenleri saptama
iv. Flovsitometri ile kantitatif degerlendirme

Bu calismada timidin ile isaretleme diginda diger g
vontem kullanilarak vakalarin proliferatif bzellikleri

belirlendi.
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A. Mitotik Aktivite: Bu degerlendirme icg¢in her bliylik
bliylitme alanindaki mitozlar tipik, atipik ayrimi yapilmadan
sayildi ve ortalamalari alindi. Biyopsi materyalleri esit
buytklikte olmadigi ve esitlemek olanagi da olmadigindan her
materyalde ayni miktarda alan sayilamadi. Yari kantitatif
bir degerlendirme ile mitoz sayisi ortalama her blyik (x40)
bliylitme alaninda 0-1 olan seyrek, 2-3 orta, 4 ve daha fazla

olan da sik olarak tanimlandi.

B. Imminhistokimyasal Analiz: Imminhistokimya basit
anlamda, doku wve  Thiicrelerin immiinolojik prensiplere ve
tekniklere dayanilarak incelenmesidir (1,25). Antijenik
6zellik gtsterebilen ¢ekirdek, sitoplazma ya da Thiicre
vlizeyine ait her tiirli eleman uygun antikorla baglanip. bu
reaksiyon bazi belirleyici enzimlerle kuvvetlendirilip,
boyanarak i1sik mikroskobu diizeyinde gorinfir hale getirilir.
Bu yontem imminfloresan tekniklerine oranla 1) 8zel bir
mikroskop dlzenegi gerektirmemesi 2) kalica kesitler
saglanabilmesi 3) doku morfolojisini bozmamasi nedenleriyle
daha avantajlidair (25). Ayrica, dondurulmug kesitlerde, en
iyisi formalin olmakla birlikte, diger solusyonlarda fikse
edilip parafine gomiilmis dokularda, sitolojik inceleme
vapilan materyallerde de caligilabilmesi genis kullanim
olanagl saglamaktadir (1,25).

immiinboyama teknigi oldukg¢a uzun bir stredir bilinmekle
birlikte bzellikle monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ile

son 10 yildir patoloji laboratuvarlarinda cok amacla



kullanilmaya baslanmistir. Immlinhistokimyasal boyamalar tani
koymada, etyolojik ve prognostik etkenlerin arastirilmasinda,
tedavi izleminde yardimcidir (25).

Imminboyamanin basarisi antijenik bdlgelerin g&rlnlir hale
getirilmesi islemine dayanir. Boyama protokolundaki islemler
spesifik ve nonspesifik olmak izere iki asamalidir.
Spegifik asama; sorgulanan antijene yonelik antikorun
materyale uygulanmasi agamasidir. Bu antikorlar monocklonal
ve poliklonal olmak Uzere iki tiptir (1,25). Poliklonal
antikorlar ; bir antijene ait birden fazla epitopa ydnelik
heterojen bir poplilasyondur. Buna karsilik monoklonal
antikorlar bir antijenik epitopa spesifik homojen antikor
poplilasyonudur. Poliklonal antikorlar daha ylksek duyarlilak
gbsterirken, monoklonal antikorlar da  ylksek spesifite
saglarlar.

Dokudaki antijen ile uygulanan antikor, ki buna "birincil
~-primer" antikor ad1i verilir, birlestikten sonra  bu
reaksiyonun kuvvetlendirilip gbrunir hale getirilmesi
gereklidir. Bu amag¢la antijen-antikor kompleksi enzimlerle
igsaretlenir, daha sonra reaksiyona eklenen renk verici madde
(-kromojen) ile renkli bir son iriin olusturulur.

Nonspesifik asamada istenmeyen boyanmalarin Onlenmesine
y6nelik endojen enzim ve protein blokaji yvapilir.

Boyama vapirlirken, hem antikor kalitesini, hem de uzun
boyama protokolu sirasindakl aksakliklari saptayabilmek amaci
ile pozitif ve negatif kontrol kesitleri kullanilmalaidzir

(1,25). Negatif kontrol kesitleri, boyanmanin spesifik olup



olmadigini ortaya koyar. Primer antikorun uygulanmasi
disinda tim protokol aynidir. Primer antikor yerine yikama
solusyonu ya da ileri derecede dillile serumu 6nerenler vardir.

Pozitif kontrol kesitleri ise primer antikorun ve
kullanilan yéntemin calisip ¢alismadigini kontrol eftmeye
yarar. Bu kesit genellikle arastirilan antijenin kesin
olarak var oldugu bilinen bir dokudan hazirlanir.

Tim vakalardan imminhistokimyasal inceleme igin 4
mikronluk kesitler alindi. indirekt ybntemlerden avidin-
biyotin sistemi kullanilda. Kullanilan antikor “anti-PCNA"
Ig G tiuriinde monoklonal idi wve kullanmadan Once diliisyonu
gerektirmiyordu. t anti-PCNA Path Mark/ Coulter Clone-
6604542 ]

Yéntem:

1. 4 mikron kalinligindaki kesitler 56° C’lik etlivde 30 dk.

tutuldu.

[3V)

15 dk. ksilolde bekletildi.

3. Her birinde ikiser dk. bekletilerek sirasiyla %100, %95,
%90°11k etil alkolden gecirilerek hidrasyonlari yapildi.

4. Distile suda iki kez c¢alkalanda.

. Birinecil (primer) antikor (anti-PCNA) kesitleri kapatacak

(@}

sekilde uygulandil ve oda sicakliginda bir gece bekletildi.
6. Fosfatla tamponlanmis serum fizyolojik (-FTS) ile 3 kez
vikandai.
7. Biyotine baglanmis baglayici (sekonder) antikor ile 30 dk.
inkiibasyon yapilda.

8. FTS ile yikanda.



9. Avidin-biyotin kompleksi uygulanarak 30 dk. bekletildi.

10. Tim kesitler FTS ile yikandi.

11. 5 dk. slireyle renk vermesi amciyla DAB (diaminobenzidin

tetraklorid) uygulandi.

12. Kesitler cesme suyunda yikandi.

13. Zemin boyamasi ic¢in cabuk boyama ytntemi ile 15 dk.da
hematokeilen ile boyanda.

14. Dehidrasyon i¢in sirasiyla %80, %95, %10071ltk alkolde

ikiser dk. tutuldu, ksilolde seffaflastairildi, balsamla

kapatildilar.

Sonuc¢ta kontrol adenockarsinom ve diger (+) boyanmig
kesitlerde nlikleuslarda koyu kahverengi renk degisikligi
gbzlendi. Pozitif doku kontrolinden Dbaska her vakada
birineil antikorun uygulanmadigi negatif kontrol boyama
vapildi. Boyanma derecesil yari kantitatif bilr ydntemle
degerlendirildi. Pozitif boyanan  hilcrelerin  tlm  timdr
dokusuna orani belirlenerek vakalar +1 den +4 e kadar
degerlendirildi. Her blytk blyltme alanindaki Tboyanmis
niikleuvselarin total nlkleus sayisina orani belirlenip her
vakada ortalamasi alindi. Boyanmig nitkleus orani
% 0-25 ise +1, 26-50 ise +2, 51-75 1ise +3, 76-100 ise +4
olarak degerlendirildi.

Kullanilan biyotinlenmisg baglayici antikor, avidin-
biyotin kompleksi, DAB ticari olarak kullanima hazir kitler
seklindeydi.

C. Flovsitometri (~Flowcytometry- FCM): FCM, kisaca

akici bir sistemde hiicre parametrelerini otomatik olarak
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Glgen bir yOntemdir. Bu ama¢la 1960711 yillarda John
Hoffer(31) ve Herbert Derman(31l) tarafindan yapilan wve hiicre
nikleik asitlerine baglanan floresansa otomatik olarak
saptayan “"sitoflorografi"” denilen alet kullaniliyordu. Ancak
bu analiz statik olarak cam fizerinde yapiliyordu. Gilinlimlize
kadar tip ile birlikte miithendislik, fizik, bilgisayar
teknolojisi, matematik wve biyolojide olan gelismeler ile
kantitatif sitolojide buglin kullandigimiz gelismisg,
bilgisayarli sistemlere kadar gelindi.

FCM alet sisteminde esas olay floresansi 6lcmek wve
kaydetmektir (31,32,33,34). Bu 8lg¢limler uyarim kaynagi
onlinden, uygun florokrom ile boyanmisg, akan hiicre
partikiillerinde yapilir. Partikiillerin icerdikleri floresans
dizeylerinin 8lclilmesi en sik kullanilan  “hiicre dasi”
(ekstrensek) parametredir (31,32,33). Akmakta olan
hiicrelerin dik ve dliz ya da kicglk bir aciyla yansittiklara
1sin yogunlugu ise 6lclilen "hiicre igi” (inﬁrensek)
parametreleri olugtururlar. Diiz olarak yansitilan isinlar
hiicrenin boyutu, dik a¢iyla yansitilanlar 1ise sitoplazma
granlilleri gibi hilicre yapi elemanlari hakkinda bilgli verirler
(31,32,33). Herhangi bir hiicre elemanina baglanmis,
floresanla isaretlenmis, monoklonal antikorlar vine
verdikleri floresansin saptanmasiyla hilicre disi parametreler
grubunda incelenebilirler (31,33,34,35). En bliyluk avantaji,
kantitatif sonuc¢lar sagléma81 ve tek Dbir hicrenin bile

analizinl yapabilmesidir.
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FCM i¢in gerekli temel olusumlar :

I. Hicre suspansiyonunun hazirlanmas: ve uygun
florokromla boyanmasi; Kan, viicut sivilara, kemik 1iligi
aspirasyonu ve tim organlardan materyal hazirlanabilir. Ince
igne aspirasyon teknigi ile alinan biyopsi ve aspiratlarda da
galigilabilir (31,33).

Onceleri sadece taze materyal kullanilirken. bugin
parafine gbmlli argiv materyallerinde de c¢alismak olasaidir
(31,33,34,35,36,37). Doku 6rnegi ezilip, dovilerek mekanik
olarak parcalanair. Bu islem genellikle hiicreler arasi
bileskeleri zayif lenfoid doku ig¢in yeterli olmakla birlikte
daha solid dokularda enzim ve/veya deterjan etkisine
gereksinim olabilir. Parafine g&milli dokularda bunlarin
oncesinde 30-50 mikron kalinligindaki kesitlerin
deparafinizasyonu, enzimatik degredasyonu ve gilderek dlsen
dereceli alkollere sokularak nlikleusun rehidrasyonu
yvapilmalidir (31).

Yapilacak ¢calismanin amacina uygun olarak nttkleusu ya da
ilgili hiicre komponentini boyayacak florokrom segilmelidir
(31,33). DNA, RNA wveya Dbir proteinin O&l¢lilecegi tek
parametrell calismada DNA i¢in siklikla propidyum iyodid
(PI), etidyum bromid (EB) kullanilar. Bu boyalar verilmeden
once RNA“ya non-spesifik baglanmayi ©nlemek icin "RNase”
uygulanir. RNA analizlerinde ise daha ¢ok akridin oranj
kullanilmaktadir (31,33). Monoklonal antikoflarla birlikte
vapilan calismalarda ise floresein 1izotiyosiyanat (FITC) en

s1k kullanilan florokromdur. Birden fazla parametrenin
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degerlendirildigi durumlarda farkla dalga boylarinda

floresans veren iki degisik florokrom gereklidir.

Boyanan hiicre ya da niikleus suspansiyonu laminal akimla,
vani tek sira halinde basingli gaz etkisiyle 100-1000
hiicre/sn hizla bSlmeden gecerler.

Yontem:

Blcklardan FCM ile analiz i¢in 4 adet 50 mikron
kalinliginda kesit 10 ml.lik cam tiplere alindi.

1. Parafinden kurtulmak icin her tiipe 10 ml. kesilol kondu ve
oda sicakliginda 10 dk. Dbekletildi. Bu islem iki kez
vapildy.

2. Birasiyla %100, %95, %70, %50°1ik alkollerden 10ar ml.
eklenerek 10ar dk. bekletildi.

3. Dokularin timlyle alkolden temizlenmesi 4i¢in her tipe
10ml. distile su eklenip kapaklari kapali oda sicakliginda
bir gece bekletildi.

4. Brtesi gin bekletilmis distile su doklilerek 10ml. taze
distile suda 10dk. bekletildi.

5. Dokunun enzimatik parcalanma islemi ig¢in distile su
ddklildikten sonra %5711k pH s1 1.5 olan pepsin
soliisyonundan her tiipe 1.5ml. konup karisdirildiktan sonra
tiipler 37° C lik sicak su banyosunda 5 er dakika ara ile
karistairilarak 30dk. inklibe edildi. Hlicrelerin ayrismaya
baglamasi sollisyonun bulaniklasmasi izlenerek kontrol
edildi.

6. Slispansiyon B2 mikronluk naylon filtreden gecirildi.

7. Hazairlanan materyalde otamatik hiicre sayimi yapildiktan

13



sonra 25dk. slUreyle 1000rpm.de santrifilj edilerek boyama
asamasina gecildi.

8. DNA boyasi olarak propidyum iyodid kullanildi. Bu
fl8rasansin RNA'ya baglanmasini Onlemek amaciyla boya
sollisyonu RNase 1igeriyordu. Soliisyon 37° C’a 1isatilip,
her ttipe 10ml. eklendi, 10sn. karagtiraildi.

9. 30dk. 37° C’da inklibe edildi.

10. 5dk. 1000rpm.de santrfiij edildi ve RNase icermeyen, socguk

propidyum iyodid solisyonu eklendi.

11. 37 mikronluk naylon filtreden gecirilerek FCM aletine

kondular.

II. Uyarim kaynagi-Optik sistem-Elektrik akimi olusumu ;
Akmakta olan hiicreleri uyaran isik kaynagi olarak genellikle
lazer kullanilar. Lazer, hilicreleri uyararak 1sik sinyaller
ve eger var ise isaretli hiicrelerin floresans yaymasina neden
olur (31,33,34). Bbylece lazer uyarimi ile olusan floresan
sinyaller diiz 1sik yansimasi ve dik isik yansimasi, lensler
araciligi ile fotodedektdrlerde toplanir. Birden fazla
parametre calisildiginda farkli floresanslarin ayiriminin
vapilmasinda filtrelerin yardimi olur.

Olusan optik sinyaller s&yle siniflanair:

a) Dliz Aci Isik Yayimi-Forward Angle Light Scatter(FALS):
Lazerden ¢ikan 1sinin ayni eksende devam etmesi 1ile
toplanan isiktir. FALS, hicre boyutu ile oranlidir ve onun
hakkinda bilgi verir. -

b) Dik Ac¢i Isik Yayimi-Right Angle Light Scatter(RALS);

Lazerden cikan 1sinin 90° aciyla toplanmasidir. Hiicrenin
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vapisli, icerigi hakkinda bilgi edinmede yardimci olur.

¢) Birden Fazla Parametre; 1ki ya da daha fazla sinyalin
farkli floresan Slcltimleri ve ikl ayri i1sik yayimi seklinde
toplanmasidar.

90 derecelik aci kullanarak diger hiicre artiklarir ve
kivrimlanmis niikleuslar c¢alisma disi birakildi ve uygun
programla, sadece tek nukleuslu hiicreler degerlendirmeye
alindi.

ITI. Elektrik sinyallerin dijitalize olmasi ve
bilgisayarla degerlendirilmeleri ;

Elektrik sinyalleri "analog dijital cevirici” sistemde
dijitalize edilir. Buraya ulasan sinyaller genellikle 0-8
volttur. Analog dijital c¢evirici bu 8 voltluk spektrumu
kanallara bdler ve pik amplitiidii verir. Mikrobilgisayarda bu
veri ile her kanala ait hiicre sayisi 1liskisi incelenir.

FCM aleti ayrica disarida bir bilgisayara baglanarak
verileri toplanip saklanabilir ve histogramlarhazairlanabilir.

Tek parametreli histogramda arastirilan parametre
x—ekseni, hlicre sayisi y-ekseninde gbsterilir. Iki
parametrelide ise parametrelerden biri x, digeri y ekseninde
gbeterilir. Hiicre sayisi ise dizlemdeki noktalar ile
belirlenir.

FCM“de kullanilan hiicresel parametreler ise gbyle
6zetlenebilir (32):

1- Neoplastik degisimin bélirleyicisi olarak kullanilan hiicre
DNA icerigi.

2- Fenotipik belirleyiciler olarak RNA, sitoplazmik
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olugumlayr, hormon reseptdrleri.
3— Sitokinetik Dbelirleyiciler olarak bliylme fraksiyonu,

siklus dinamigi ve evrelerin degilimai.

So0lid timbrlerde FCM en ¢ok prognozda etkili oldugu
dligtinfilen hiicre DNA icerigi ve siklus analizinde
kullanilmsaktadir (31,34,35,38,39).

Normal dokularda hiicrelerin yaklasik %9071 dinlenme faza
olan GO ve/veya interfaz yani Gl fazinda olup DNA icerikleri
2n yani diploiddir. Klicik bir gurup hiGcecre iki kati fazla
yvani 4n DNA icerirler ve tetraploid olarak adlandirilirlar.
Bu hiicreler DNA sentezini tamamlamis ama henliz mitoza
baglamamis G2 fazina ait hilicrelerdir. Sentez - S fazinda
olan hiicreler ise bu 1iki gurup hlicre arasinda olup DNA

iceriﬁleri 2n - 4n arasindadir. (Sekil 1)

GO/G1
——»
..1
i S G2/M
2n 4an

TimSrler kabaca diploid ve anoploid olarak ayrilirlar.

DNA indeksi prloidiyi kantitatif olarak belirlemede kullanilan
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bir parametredir. Anormal GO / Gl piki hiicrelerinin, diploid
GO / G1 hiicrelerine bdlinmesi ile hesaplanair.
Anormal GO / Gl hiicre poplilasyonu floresansi
DNA Indeksi= —~-——————m-———
Diploid GO / G1 hiicre poplilasyonu floresansi
DI; diploid timdrlerde 1.0 (0.8 - 1.10), hipoploidlerde
0.9 dan kiiglik, hiperploidlerde 1.10 - 2.10,
hipertetraploidlerde ise 2.10 dan blylktir.
Solid timdrlerde kullanilan hiicre siklus analizi hazar
bilgisayar programlari ile her siklus kompartmanindaki
hilcreleri saptamaya dayanir.

Alet: Coulter Electronics firmasinin "Epic Elite Flow
Cytometer” modeliydi. Isin kaynagi 488nm. eksitasyon veren
15mW. argon lazerdi. DNA indeksi wve hiicre siklus dagilima
ile ilgili bilgiler "Phoenix Flow Systems” in "multicycle”
adindaki analiz programi ile yapildi.

IV. Kontroller : DNA oOlg¢lmlerinde floresans derecesi
bilinen bir hiicre poplilasyonu olarak normal periferik kan
18kositleri ya da tavuk g¢ekirdekli eritrositleri eksternal
diploid hiicre kontrolu olarak kullanilir. Internal standart
olarak ise ayni hastadan, ayni kosullarda islem yapilmis,
ayni dokudan 6rnek kullanilair. Bu amacla genellikle tiimbre
komsu non-tlimdral doku kullanilir.

Doku ic¢i kontrol olarak timdre komsu karaciger parankimi,
eksternal kontrol olarak insan diploid lenfosit silispansyonu
kullanilda. Diploid GO—Gi pikinden baska bir pik oldugunda

anaploid olarak yorumlandai.
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BULGULAR

Calismaya katilan hastalarin 871 erkek, 27si kadindi.
(E/K:4/1) Kadin hastalardan birinin yasi bilinmiyordu.
Digerlerinin yasi 41-73 arasinda olup, ortalama 61.3 idi.
Klinik olarak 1 ila 6 ay arasinda degisen sliredir var olan
nonspesifik sindirim sikayetleri ile basvurmuslar, biri mide
filseri, biri mide kanseri, digerleri de hepatoma Ontanilari
ile opere edilmislerdi. Tim hastalardan insizyonel karaciger
biyopsisi gbnderilmisti. Bir hastada HBs Ag pozitifligi
saptanmigti. Diger hastalarin laboratuar bulgularinda Gnemli

bir dzellik saptanmadi.

w
1

......

HASTA SAYiS|
N

Diagram 1:

-
Il

Hastalarin yas ve

cinslyet dagilima.

40-49 50-59 60-69 70-79
YAS GRUBU

KADIN (20.0%)

ERKEK (80.0%)




Timdr hlicreleri bir kisim wvakada poligonal, nilikleuslara
vezikliler, bir yvada daha fazla belirgin nltikleolld,
sitoplazmalari granliler, normal hepatositlere gbre daha
bazofilik boyanmis gbrintimde normal hepatositlere benzer
gbrintimdeydiler. Daha yiiksek oranda ise, nlikleus ve hlicresel
boyut, boyanma ve gekil bakimindan farkliliklar gbsteren,
mono ve miiltinlikleer dev hilicrelerle karakterli, bir kismi
koyu hiperkromatik niikleuslu, eozinofilik, dar sitoplazmali
hiicrelerle karisik halde olan pleomorfik tip Thilicresel
vapilanma gtriildd. Bazi timbrlerde daha az olmak lUzere
seffaf sitoplazmali hiicreler de gbzlendi. Bir wvakada hemen
tamaml neredeyse yag hiicrelerine benzer gdrintimde, niikleusu
rerifere itilmis, sitoplazmalari boyanmamisg hiicrelerden
oclusan gbrlintim wvardi ki bu, "ksantoma benzeri” olarak
tanimlandi. Bir vakada siroz zemininde gelismis odaklar
tarzinda timbral yapilanma izlenmis ve bu timdrde retikiilin
boyasi uygulanmigstair.

Histolojik vapilanmalari en s1k clarak kalin, ¢ok
tabakali kordonlar olusturur tarzda, ara bag dokusunun az
oldugu, arada sinlizoidlerin gdzlendigi trabekiiler tipte idi.
Daha seyrek olarak karisik halde fokal asiner yapilar
gbzlendi. Bir kisminda ise trabekiller yapilanma kaybolup
daha so0lid kitleler halinde kompakt yapilanma saptandi. Bir
vakada kalin fibrtz bantlarin varligi gbzlendi.

Vakalarin 6 tanesindée timdriin yanisira zeminde aktif

siroz veya hepatitik alanlar iceren karaciger dokusu varda.
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Resim 1: Kompakt vyapilanma gosteren sik mitoz igeren HSK.

H/E.x 207

A S

%)

3

ot Dk Rean
06 Wyt L5 W
Resim 2: Seffaf sitoplazmali hiicreler ile daha az oranda
hiperkromatik niikleuslu dar sitoplazmali hiicrelerden olusan

karisik tipte HSK. H.E.x 20.
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Resim 3: Pleomorfik tipte HSK'da multintikleer dev

hiicreler. H.E.x 40.

Resim 4: Buylk klsmi "Ksantoma" benzeri, yer yer normal
karaciger hiicrelerine benzer ‘“hepatositik"” alanlar iceren

HeK. H.B.x 0.
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Tablo 1°de hastalarin yasi, cinsiyeti ve histopatolojik
szellikleri Bzetlenmistir. (Bkz. diagram 2)

Anti-PCNA ile boyanmisg kesitlerde, kahverengi renk
degisikligi téim nitkleusda yaygin koyu goriintimden  ince
graniiller halinde niikleer membran altinda belirginlige kadar
degigsebiliyordu. Vezikiler, hiperkromatik veya dev hilcre
niikleuslarinda boyanma olmasina ragmen mitotik hiicrelerde
boyanma gdzlenmedi. Cevre siroz yada hepatitik karaciger
dokularinda boyanma gdzlenmedi ve bu alanlar internal negatif
doku kontrolleri olarak degerlendirildi. Bir vakada teknik

olarak boyanma saglanamadigl igin degerlendirme yapilamadi.

Resim 5: PCNA ile koyu kahverengi (+) boyanmig cok sayida

nukleusun izlendigi HSK-iImminhistokimya ABCx 20.
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TABLO 1

Hasta @ X Histolojik Ayrim- | Mitoz Nekroz Gevre
No & @ Tip lasma
n S gitoelojik/ dere-
s Yapilanma cesi

1. 84-879%4 | E 70 | pleomorfik/ az sik + -
trabekiiler+
asiner

2. 86-1091 | E | 73 hepatositik/ orta seyrek - +
trabekiiler (hepatit)

3. 88-2324 | E 67 | pleomorfik/ az sik + -
kompakt

4. 88-2270 | K | -- | plemorfik/ az sik + -
kompakt

5. 89-2532 | E 56 | pleomorfik/ az sik - -
trabekiiler +
asiner

6. 87-3440 | E | 41 hepatositik/ orta seyrek - +
kompakt (siroz)

7. B4-1047" EAI45 pleomorfik/ orta- | seyrek + +
trabekiiler az (siroz)

8. 85-107 E 65 | pleomorfik/ orta- orta - +
kompakt+fib- az (siroz)
roéz bantlar

9. 88-2174 | K | 70 | seffaf/ orta seyrek - +
ksantoma (hepatit)
benzeri

10.87-2647 | E 65 | seffaf/ iyi - - +

* trabekiiler (siroz)
hepatositik

% Gumils boyasi ile tinsér odaklarinda retikiilin catida kollaps

saptandi.
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Resim 6: PCNA ile boyanmigs nukleuslarin sadece ortadaki
tim8r alaninda ve cevredeki kiiglik tumdral odaklarda varoldugu
non-timdral karaciger hiicrelerinde nukleuslarin boyanmadigl

izlenmektedir. Imminhistokimya- ABCx 20.
o TR 3 A -

Resim 7: PCNA ile koyu, kaba graniiller tarzinda boyanmig
nukleuslar. Mitotik figlirtn boyanmadigi izleniyor.

imminhistokimya—-ABCx 40.
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Resim 8: PCNA ile nukleuslardaki boyanmanin nukleoplazma

altinda belirgin, ince toz halinde spesifik oldugu izleniyor.

immiinhistokimya-ABCx 40.

Tablo 2 vakalarin PCNA ile boyanma derecelerini

szetlemektedir. (Bkz. diagram 3)
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TABLO 2

| Hasta PCNA
1 No .Boyanma
| |Derecesi
I 1. s4-879 i 48
| 2. se-1892 | +1
| 3. 88-2324 | +3 !
| 4.88-2270 | +3
5. 89-2532 | + 4
6. 87-3440 | t.h. *
7. 84-1047 | + 2
| s 85-107 | |
I 9. 88-2174 | - - #
| 10. 87-2647 e 1 i

*

t.h.= teknik olarak doku boyvanamadi

# : timdrde hi¢ ( + ) boyanmis
niikleus saptanmadi

FCM incelemesi ile 5 vaka anoploid, 5 vaka diploid
bulundu. Diploid vakalarin birinde timdr orani az olup (%10)
dokunun blytk kismi nekroz oldugu icin histogram kalitesi
k&tlydii. DI ve % S bilgisayarda &zel programlar ile
belirlendi.

Tablo 3 vakalarin ploidi, DI wve % S sonuglarini

Szetlemektedir. (Bkz. diagram 4)
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TABLO 3

Hasta No Ploidi DI % S
1. 84-879 Anaploid ( hipertetraploid ) 1.03 % 15
2. 86-1091 Anaploid 1.7 % 36
3. 88-2324 Anaploid ( hipertetraplecid ) 2.7 % 13
4. 88-2270 Anaploid ( hipertetraploid ) 2.7 % 23
5. 89-2532 Anaploid 1.4 % 64
6. 87-3440 Diploid - % 04
7. 84-1047 Diploid - % 65
8. 85-107 * Diploid ( ? ) -——- % 41
9. 88-2174 Diploid -——- % 20
10. 87-2647%* Diploid ( ? ) - % 18

*

Genis GO - G1 piki olmasi hipodiploid ya da diploide c¢ok
vakin bir anoploidiyi diisiindirdi.
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Grafik 4 a-b: DI: 1.0 olan, diploid olarak gruplanan iki
adet timdrde genis GO/Gl alani olmasi sakli diploide yakin
bir anaploidiyi yada hipodiploidiyi diistindiirtir. Bu iki
grafikte diger diploid timdrlerde izlenen G2/M piki

gbzlenmemistir.
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TABLO 4

Hasta No Mitoz PCNA Ploidi DI gs
1. 84-879 sik +3 tetraploidi 1.93 %15
2. 86-1091 | seyrek +1 anaploidi 1.70 236
3. 88-2324 | sik +3 hipertetraploidi 2.70 %13
4, 88-2270 | sik +3 hipertetraploidi | 2.70 %23
5. 89-2532 | s1k +4 anaploidi 1.40 %64
6. 87-3440Q0 | seyrek | boyanmadi diploid ———- %04
7. 84-1047 | seyrek +2 diploid ———— %65
8. 85-107 orta +1 diploid -——— %41
9. 88-2174 | seyrek 0 diploid -——— %20
10. 87-2647 | ~~~--- +1 diploid ——— %18
Timdrlerin proliferasyon kapasitelerini ortaya koymada
kullanilan parametrelerin vakalardaki dagilimi Tablo 4°de

8zetlenmistir.

(Bkz=.

diagram 5)
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TARTISMA VE SONUC

HSK larda hicgbir parametrenin tlmbrin biyolojik
davranisini ortaya koymada yeterli glivenilirlikte olmadigi
bilinmektedir (15,16,17,18,20,21,22,23,24,40). Ozellikle
kiiclk HSK olarak guruplanan ve c¢aplari 3 cm.yi gecmeyen
tlimbrlerde beklenenden farkli klinik gidis gtzlenebilmesi
tim8r kinetiginin etkili olabilecegini akla getirmektedir
(22). Oteden ©beri tumbrlerin histolojik dlizeyde benzer
gbriintimde olup, genotipik ve fenotipik farkliliklar
gbsterebildikleri bilinmektedir (25,26,27,28).

Bu ¢alismada iki ayri ydntemle HSK kinetigl
aragtirilmistir. Vakalarain vas ve cinsiyet dagilimi
8zellikleri literatiir ile uyum g&steriyordu. Tim hastalarda
bir ila yedi ay arasinda degisen slirede nonspesifik sindirim
yvakinmalari 8yklisli wvardl. Bir wvakada saptanan hepatit B
vizey antijeni pozitifligi disinda spesifik etyolojiyve
yOnelik ipucu saptanmadi.

Histolojik olarak 6 wvaka (%60) pleomorfik tipte olup,
mitotik aktivitenin en fazla oldugu 4 vaka bunlar
arasindaydi. Iki wvakada hepatositik tipte (%20), bir wvakada
tamamen seffaf hiicrelerden olusan, "ksantoma benzeri" olarak
nitelenen tipte (%10), bir wvakada da (%10) hiperkromatik
ntikleuslu, dar sitoplazmali hilicrelerle, seffaf hiicrelerden
olusan karisik tipte gbrlntm wvard:. Pleomorfik olan
tmbrlerin az ayrimlasmis oldugu, digerlerinin ise orta ve
iyi derecede ayrimlasma gbsterdigi saptanmistir.

Mitotik aktivite timérin proliferasyon kapasitesini
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belirleme kriterlerinden biridir. Karaciger cekirdek
pleomorfizmi gbstermesi acisindan oldukca 6zel bir organdir.
Sadece neoplastik olaylarda degil, rejenerasyona neden
olabilecek pek ¢ok patolojide de koyu boyanma, nlikleusun
irilesmesi, ¢ift niikleus, mitoz gbriilebilen bulgulardir.
Yaglanma ile birlikte ¢ift ntikleuslu hiicrelerin arttiga
bilinmektedir (41,42). Ntkleusun blylimesi her zaman bir
kromozomal anomalli ve DNA icerigi artisi anlamina gelmeyip,
RNA ve diger bazi proteinlerin artisi sonucu da
gbriilebilir (43). Yapilan calismalarda . 8zellikle akut
hepatit gibi dinamik bir patolojide bile klinigin ciddiyeti
ile i1k mikroskobundaki niikleer degisiklikler uyumlu
bulunmamistir (43).

Karacigerin kendisine Bzgli dinamisinin getirdigi
sakincalar yanisira mitoz; kesitlerin kalinligi, biyopsi
materyalinin bliyukliagli, eksizyondan fiksasyona kadar gecen
slire ile etkilenebildigi ig¢in 8zenle incelenmesi gereken bir
aktivitedir (1,25,28).

Bu gcalismada da hiicre ve nlikleus pleomorfizmi ile mitoz
her vakada ayni yogunlukta saptanmamistir.

Cogalmakta olan hiicrelerin ntikleuslarinda firetilen
proliferasyon belirleyicisi proteinlerin antijenik
6zelliklerinden yararlanilarak imminhistokimya y&ntemi ile
tlimdr kinetigi hakkinda bilgi edinmek olanagi vardir (44).
Bu amag¢la kullanilan PCNA, eski adi ile siklin molekiller
agirligil 36 kD olan intraniikleer bir polipeptid antijen olup,

hiicrede yapimi proliferasyon ve DNA sentezi ile direkt
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iliskilidir (26,29,45,46,47,48,49,50,51). Yakin =zaman Once
PCNA'nin DNA polimeraz delta aktivitesinde rol aldigi ve DNA
replikasyon alaninda lokalize oldugu saptanmigtir
(26,29,48,50). PCNA, DNA sentezi baslamadan hemen &6nce Gl
fazinin ge¢ ddneminde artmaya baslar, S (sentez) fazinda en
yliksek diizeye ulasir ve G2 ile M (mitoz) d&nemlerinde ise

dereceli olarak azalir. GO ve Gl erken dtnemlerinde en dilsiik

seviyededir (26,29,30,51}52,53). PCNA ile GO dinlenme
fazindaki normal hepatositler, bébrek ti{iblil hiicreleri,
glomeriil hilcrelerinde boyanma saptanmamis, ancak bu

hiicrelerin aktif {reyen kiiltlirlerinde boyanma gbzlenmigtir
(28). Uyarilmamis hepatositlerde boyanma % 5 lerden az iken,
uyarildiklarinda Gl fazindakil  Thepatositler Gl1-5 sinarina
getirildiginde boyanmanin % 60 lara c¢iktigi gbsterilmistir
(62). Benzer sekilde normal periferik lenfositlerde
saptanabilir dlizeyin altinda iken, blastik hiicrelerde yliksek
seviyede bulunmasindan vararlanilarak kronik 16semili
hastalarda blastik krizin; sistemik lupus eritamatozuslu
hastalarda hastaligin aktivitesinin izleminde
kullanilmaktadir (29,51,54). PCNA ile boyvanan doku
elamanlari: lenf nodiilleri wve dalagin germinal merkezleri,
timus kortikal alani, testiste spermatogonia, barsak epitel
hiticreleri, derinin bazal tabaka  Thiicreleri gibi slirekli
¢ogalma eyleminde olan yapilardir (29). Benign lezyonlarda
vapilan g¢alismada da hiperplazik degisikliklerde belirgin
boyanma artisi gtzlenmistir (28).

Ayni amacla kullanilan Ki-67 nin PCNA"dan farkli heniliz
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tanimlanmamis bir antijeni hedefledigi distintilmektedir
(25,26,27,29,55). Bu antijenin dinlenme fazi olan GO daki
hiicreler disinda +tiim siklus boywunca, GiI - § - G2 - M
fazlarinda pozitif oldugu saptanmistir (25,26,27,55). Benzer
sekilde tonsil, timus, mide, kolonda, proliferatif aktivite
gbsteren kompartmanlarda belirgin boyanma gbzlenmistir
(25,56,57). Hi¢ bir uyaranin verilmedigi bdbrek, beyin,
karaciger dokularinda ise boyanma saptanamamigtir.
Bromodeoksiliridin ( Brd-U ) ydntemi 1882 yilindan beri S~
fazi hiicrelerini boyamada kullanilan bir yontemdir(25,58,58).
Brd-U, S-fazi hiicreleri orani hakkinda net bilgi wveren tek
antikordur (25,27,58). Boyama cerrahi girisim sirasinda yada
tnecesinde baslar. Hastaya 150-200 mg/m2 “den Brd-U
verildikten sonra Dbiyopsi alinir. Kesitler anti-Brd-U
monoklonal antikorla boyanarak niikleuslar incelenir.

Her tc¢ antikorda (PCNA, Ki-87, Brd-U) ttimdrlerin
proliferasyon kapasitelerini arastirmada glvenilir olmakla
birlikte kullanimlara ve boyama dagilimlara agisindan
farkliliklar g&sterirler. Her li¢c antikorun boyadiklari hiicre
siklus poiilasyonlari farkli olup sekil 2°de Gzetlenmistir
(27). Ki-67 1ile sadece taze dondurulmus kesitlerde boyama
vapilabildigi i¢in, bu calismada kullanilmadi. Brd-U ve PCNA
rarafine gtmiili dokularda kullanilabilir. Ancak Brd-U
biyopsi Oncesi 1islemi gerektirdignden arsiv c¢alismalarina
uygun degildir.

Kullanilan anti-PCNA  monoklonal bir antikor olup,

spesifitesi ylksektir. Boyamada kullandigimiz ¢ asamali
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"avidin-biyotin-kompleks” ybntemi digerlerine oranla 8-40
defa kuvvetli boyanma saglayan bir ybntemdir (25). Bbylece

dokudaki zayif bir reaksiyon bile amplifiye edilerek

gérintiilenmistir.
Ki-67
G1
GO
. Sekil 2
s PCNA| Brdu
G2

Calismamizda mitotik aktivitesi viksek tlimérlerden
birinde +4, {iclinde de +3 derecesinde boyanma saptanmistir.
Bunlar arasindaki boyanma farkliligini ac¢iklayacak hig¢bir
klinik 8zellik dikkati cekmemistir. Histopatolojik
incelemede +3 boyananlarda belirgin nekroz alanlari var iken,
+4 boyanan timdrde nekroz alaninin en az oldugu gbzlenmistir.
Nekroz S fazai hiicrelerinin yakalanmasini hangi yOntem
kullanilirsa kullanilsin gliclestirir (26). Ayrica timdrlerde
nekroz disinda bazi makanizmalarla "gogalma havuzundan” hficre
kaybi olabilir (28). Kanser hiicreleri normalden daha az
kohezivdirler. Slirekli kayba ugrarlar. Ileri ayrimlasma

voluna yvada GO dinlenme fazina girebilirler. Bu faktérler
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vanisira kismen antijenik &zellik kaybina yol acabilecek
formalin tespiti wve parafine gbmilme islemleri de etkili
olabilir.

Orta derecede mitotik aktivite g8steren vaka
histopatolojik olarak diger pleomorfik timdrlerden fazla bir
farklilaik gOstermemekle birlikte PCNA ile +1 derecesinde
boyanmisti. Buna karsilik mitotik aktiviteleri seyrek olan
tiimdrlerden biri +1, digeri +2 derecesinde boyanirken mitozun
hi¢ gbzlenmedigl timbrde +1 derecesinde boyanma saptandi.
Bu bulgular mitotik aktivite bakimindan  benzer olan
ttimérlerin PCNA icerigi bakimindan farklilaik
gbsterebileceklerini ortaya koymustur. Yiiksek mitotik
aktivite ve anaplastik Thiicre degisiklikleri igeren bir
timdrde PCNA ile boyanmanin fazla olmasi mantikliy goziksede
herzaman beklenen sonuc izlenmez (28).

PCNA ile hic boyanma colmayan bilyopsilerden biri "Ksantoma
benzeri” olarak nitelenen wve biliyviik kismi seffaf hilicrelerden
olusan varyantti. Literatiirde de bu timSrin genelde daha iyi
prognoz gbsterdigi ve daha yavas bliyudiigline iliskin bilgiler
vardir (2). Seyrek mitoz igeren timdrlerden birinde ise
vapilan denemelerin higcbirisinde dokunun boyanmasi
saglanamadi. Bunda olasalikla immiinhistokimya &ncesi dokunun
ugradifl hasarin yanisira, buna bagli degisiklikleri ortadan
kaldirmak igin kullandigimiz proteolitik sindirim
yontemlerinin etkili oldugu diistinlilmektedir.

Yapilan boyamalarda bazi tlimdrlere komgu sirotik yada

hepatitik alanlarin hi¢birinde PCNA ile boyanma olmamasi
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zellikle bu tiimbrlerdeki +1 boyanmanin spesifik oldugunu
ortaya koymustur. Bu bulgu, literatiirde de stzll edilen
dinlenme fazindaki, (GO-Gl) hepatositlerde boyanma olmamasi ve
sadece transforme yada timdr hiicrelerinde ylksek olmasi ile
uyumludur (27,29,30,45,47,52). Esas olarak PCNA siklusun G1
fazinin sonunda artmaya baslayip sentez-S5 fazinda en ylksek
dlizeye ulasir. PCNA'nin artmis olmasl normal Dblylme
kontroliiniin kaybocldugunun gdstergesidir. DNA replikasyonu
cok asamall bir slirec olup PCNA bu eylemin sadece bir
b8limiinde gbrevlidir, kromozomlarin replikasyonu tamamlanmasi
ile birlikte dlsmeye basglar (45,47,48,49,50). PCNA DNA
replikasyonunun tim asamalarinda var olmakla birlikte
6zellikle elongasyon evresinde gbrev yaptigindan S-faza
disinda saptanabilir diizeyin altindadar. Nitekim &S fazi
sonrasi hemen dismeye baslar, G2 ve M fazlarinda en disik
seviyeye ulasir. Kesitlerde mitotik hiicrelerde minimal
sitoplazmik boyanma olasilikla replikasyonda PCNA disinda
gbrevli protein-enzimlere baglidir (47,50). Mitotik
hiicrelerde spesifik boyanma olmamasi PCNA 'nin daha Onceki
asamalarda, cogalmaya hazirlanan hiicreler hakkinda bilgi
verdigini destekler niteliktedir.

FCM klinik olarak cok amagli kullanilmaktadir
(31,32,33,34,60,61,62,83). Ozellikle malignitesine
morfolojik olarak kesin karar verlilemeyen timSrlerde;
sinirdaki (borderline) lezyonlarin alt siniflamalarinin
varilmasinda; tiimdrin evresi ve histolojik ayrimlasma

derecesinden bagimsiz olarak ©prognozun belirlenmesindel;
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tedaviye yanitin izlenmesinde yararlidir.

DNA icerigi ile tiumdr biyolojik davranisina iliskin pek
¢ok calisma yapilmistir (31,34,35,38,39). Kolon, prostat,
mesane, akciger, over, meme, endometrium gibi dokularin
primer timérleri i¢in anaploidi k&tli prognoz belirleyicisi
iken ndroblastom, akut lenfoblastik l&semi gibi bazi cocukluk
cagi tumdrleri i¢in de 1iyi prognozu Dbelirler. DNA
iceriginin saptanmasi disinda hilicre siklus analizi ile .ek
bilgiler edinilmesi morfolojik ve evre olarak benzer olan
ttimdrlerde biyolojik davranig farkliliklarina anlamada
vardimcidir. Ornegin lenf nodiillerinde tutulumu olmayan bir
meme karsinomunda diploid DNA icgerigi iyl prognoz belirtisi
iken ayni timdrde ylksek S fazi hilicre orani olmasi prognozu
olumsuz ydnde etkiler (35,38,39).

HSK"larda DNA igerigi wve siklus analizinin prognozla
iliskisini arastiran bazi calismalar vardir (20,21,22,23,24).
Anaploidi g&steren timdrlerin daha bliylik boyutta olduklar:,
intrahepatik yayilim gbsterdikleri ve hastalarin yasam
siiresinin daha kisa oldugu saptanmistir.

Bizim calismamizda 5 timdrde anaploidi (%50), 5 timdrde
(%#50) diploidi saptandi. Vakalarin histolojik tiplerine gdre
belirli bir ploidi karakteristigl gtstermemeleri literatiir
ile uyumludur (20,23,64,65,68). Anaploid tim6rlerden biri
disinda (hepatositik/trabekiiler) hepsinde mitotik sktivite ve
PCNA boyanma derecesi  ylksekti. Bu durumda bu {i¢
rarametrenin birbirleri ile uyumlu olduklari sonucuna

varilda.
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Ploidiyi kantitatif olarak degerlendirmede DNA indeksi
kullanildi. Calismamizdaki anaploid timdrlerden ikisinde DI
1.8 un altinda, lg¢lnde ise 1.8 un ilzerinde bulundu. Bu lg¢
tlimdrden biri tetraploid, digerleri hipertetraploid idi.
Bulgumuz HSKlarda tetraploidi ve hipertetraploidinin diger
timdrlerden daha sik gbriildigline iliskin bilgilerle uyumludur
(20,24). Bu durum olasilikla karacigerin kendisine &zgl
dinamisinden kaynaklanmaktadir.

Karaciger gibi vavas prolifere olan  parankimatdz
organlarda sentezlenen tlm DNA, hiicre b6llinmesinde
kullanilmaz ve birikerek proliploidiye neden olabilir.
Sonugta DNA bir c¢ogalmayva, birde birikime ydnelik artar
(67). Ozellikle Dbirikime ybnelik olani artmigs metabolik
aktivite, protein sentezine baglidir. Bu durumda hiicreler GO
fazindan hareket ederek DNA igeriklerini arttirirliar.
Genellikle normal karacigerde poplilasyonun yaklasik
%10.2°sini proliferatif hiicreler olusturur (67,68). G2
fazindaki hlicreler henfiz bdlinmemis ve tetraploid hiicrelerdir
ki, karacigerde dinlenme fazinda bile fonksiyonel nedenlerle
yiksektir (67,68,68). Ancak normal karacigerdeki metabolik
gereksinime bagli olusan gen amplifikasyonu geri dBnebilir
bir olay olup, gereksinim ortadan kalktiginda hiicre fazla DNA
igceriginden kurtulur (69). Bu nedenle tetra ve
hipertetraploidi normal karacigerde de saptanabilir.

Yiksek DI gbsteren HSK larin dislik DI icerenlere oranla
daha iyl prognoz g8sterdiklerine dair gbzlemler vardir (20).

Bunun nedeni tam olarak a¢iklanamamakla birlikte yliksek DI
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olanlarda G2 faz hilicrelerinin daha fazla olabilecegi wve
bunlarin da daha ¢ok birikimei amagla DNA igerdikleri
varsayimlardan biridir (20). DI heterojenitesi ayni zamanda
hiicre klonal heterojenitesini de wvurgular ki, bu tedavinin
yonlendirilmesi agisindan g¢ok ®nemlidir (64,65,68,70).
DiI“leri 1.9 un {iistinde olan timdrler mitotik aktivite,
PCNA boyanma derecesi a¢ilarindan benzerlik gbsterdiler. DI
1.9 un altinda olan iki timbrden birinde sik mitoz, (+)4
PCNA boyanmasi, digerinde seyrek mitoz, (+)1 PCNA saptanmasi
bu parametreler arasindaki iliskide sliphe uyandariyordu.
Parametreleri uyumsuz bulunan timdrde anaplcoidiye tiimdriin
kendisinden cok cevre karaciger dokusundaki yogun inflamatuar
hiicrelerin neden oldugu dlistintilmlistir. Diger anaploid

tiimbrlerin hicbirinde cevre doku yoktur. Zaten FCM 'nin zayaif

noktasi timéral ve nonttméral hiicrelerin ayrimini
yvapamamasidir (31,70,71). Bu nedenle FCM ile ¢alisilacak
materyal mutlaka Snceden histopatolojik olarak
tanimlanmalidir.

DI'nin digerlerine gbre daha diisiik olmasina ragmen +4
PCNA boyanmasi gdsteren timérde nekrozun ¢ok az oranda olmasi
etken olan fakt8rlerden biridir. Ayrica PCNA'nin esas olarak
Gl sonu-S fazi hlicrelerini boyadigi ve S fazi ylksek olan
timbrlerin de G2 hiicreleri yliksek olan tiimSrlere oranla daha
diistik DI verecegi g8z 6niine alinirsa her iki parametrenin de
ayni anlamda bilgi wverdikleri g8rilmistir. Bu durum DI'si
diigtik anaploid tUmSrlerin, tetra wve hipertetraploid HSK lara

oranla daha c¢abuk blyliylipr yayilim gbstermelerine agiklik
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getirmektedir.

Diploid timdrlerde DI"in neden olabilecegi bir
heterojenite yoktur. Bizim vakalarimiz arasinda iki diploid
timdr histograminda genis GO-Gl1 piki wvarlig: sakli bir
hipodiploidi yada diploidiye yakin bir anaploidiyi
distindGrmistir.

Tim6rlerdeki kromozomal anomaliler DNA igerigindeki
anormalliklerle belli olur. Ancak bunun saptanabilmesi ig¢in
iki hlicre poplilasyonu arasindaki DNA igeriginde en az %4°1ik
bir fark olmalidir (31,33). Dengeli translokasyon yada kisa
kolda bir defekt gibi ktictk degigiklikler FCM ile
saptanamiyabilir (33,64). Nitekim sitogenetik inceleme ile
karsilastirmalil bir calismada diploid olarak saptanan
timSrlerden bir kisminin hipodiploid olduklari gdzlenmistir
(72). HSK larda diploidi saptanan bazi tlimdrlerde
beklenenden daha k8t{i prognoz godriillmesli de bu faktbre
baglanmistir (20).

Calismamizda diploid +tim8rlierin dordiinde mitoz seyrek,
birinde orta sikliktaydx. Seyrek mitozu olanlardan birinde
PCNA +2 derecesinde boyanma g&steriyordu. Stpheli diploidi
olan vakalar ise +1 PCNA boyanmasi g&steriyorlardi ancak
mitotik aktiviteleri farkliyda. Diploid timbrlerde DI
farkliligi saptanmadigindan diger parametrelerle
iligkilendirilemedi. Ancak diplcid timdrlerin de PCNA
boyanmasi bakimindan heterojen olduklari saptandi.

Diploid DNA icerigi olan timbrlerden bir digeri ksantoma

benzeri, hemen tamamen sgeffaf hiicrelerden olusan, g¢gevre
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dokuda aktif hepatitik degisiklikler g&steren timdrdir.
Hepatit aktivitesi ile DNA igerigi arasinda dogru orantil:
bir iliski saptanamamistir (73). Sirotik cevre dokunun timdr
dokusundan daha fazla oldugu materyalde de diploidi
saptanmasl hepatit-siroz-HSK gelisiminde DNA ploidisinin her
zaman net bir iliskiyi ortaya koyacak kronolojik siralamayi
izlemedigine iliskin gbtriislerle uyumludur (73).

FCM ile ploidi, DI yanisira hlicre siklus analizi ile S
fazi hiicre orani da saptanabilir (32,35,61,62,63). Tedaviye
esas duyarli olan poplilasyon 85 ve G2M fazi hliicreleridir. S
fazini net olarak belirlemek teknik bakimdan S+G2 - M
fazlarindan olusan "proliferatif Indeksi” (PI) belirlemekten
daha glctlir (31,70). Ciinkli hem GO/Gl hem de G2M fazlari ile
arasindaki sinirlari kesin olarak koymak her zaman olanakl:
degildir. Ancak yine de S fazi oraninin prognostik ac¢idan
hem DI hem de Pl dan daha anlamli oldugu diisiinlilmektedir
(66,70,74,75,76,77).

Bu galigmada anaploid timSrlerin hepsinde S-fazi orana
yviksek bulunmustur. 8 fazi ylizdesi en yliksek olan timdriin DI
1.4°tli. Histolojik o©larak mitotik saktivitesi ylksekti.
Histolojik 8zellikleri benzer olan anaploid diger {i¢ timdriin
5 faz oranlari daha diisik bulundu. Bu timdrlerin DI"i 1.8 un
izerindeydi. DI"1i ylksek olan HSKlarin daha iyi prognoz
gbsterdigli gbzbnline alinirsa bdyle vakalarda S faz hiicre
oraninin daha diisitk olmasi anlamlidir. Anaploid olup mitotik
aktivitesi ve PCNA igerigi dislik olan timbrde S fazi orana

yviksekligi diploid timdrlerdeki gibi cevre doku varligi ile
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agiklandi. §S fazi yliksek olmayan diploid vakada ise gevrede
yogun fibrdz bantlar wvardi.

Bu ¢alismada HSK"un proliferatif kapasitesi, mitotik
.aktivite, PCNA boyanilairliligi DNA igerigi, DI wve S fazi
hiicre oranlari ile degerlendirilmistir.

Hig¢bir parametrenin timdrin histolojik yapisi ile dogru
orantili olmadigis saptanmistir. Mitotik aktivite saptanmasa
en gabuk ve zahmetsiz parametre olmakla birlikte proliferatif
poprlilasyonla ilgili oldukeca kaba sonuclar vermektedir. Bunu
daha incelikli ytntemlerde benzer aktivite gtsteren
timdrlerde farklai sonucglar alinabilmesi 1ile gbrmekteyiz.

PCNA si1k mitoz gbsteren timdrlerin aslinda proliferasyon
kapasgiteleri bakimindan farkla olabileceklerini ortaya
koymustur. Hig¢ mitotik aktivite g8zlenmemis bir timdrde PCNA
ile boyanma olmasi mitozun yetersizligine bir baska Srnektir.

Ploidi karacigerde DI olmaksizin fazla bir anlam
tasimamaktadir. Timdrlerin DNA indeksleri ve PCNA
igerikleri ag¢ilarindan da paralel sonuclar verdikleri
gbzlenmistir.

Literatiirde prognoz ve rroliferasyon kapasitesi
bakimindan en anlamli parametre olarak bilinen S fazi hlicre
oraninin bizim c¢alismamizda da anlamli sonuglar verdigini
gbzledik. Ozellikle PCNA boyanma derecesi ile S fazi hiicre
oraninin paralel oldugunu saptadaik. Ornegin sik mitoz
gbsteren anaploid iki tlimSrde esas farkliligin S fazi hiicre
orani oldugu ve buna en yakin bilgiyi PCNA'nin farkl:

derecelerde boyanarak verdigini g8zledik.
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HSK gibi biyolojik davranisi saptanmasi glic timbrlerde
kinetik &zelligi belirlemede PCNA ile boyama, DI wve S fazi
hlicre oraninin vardimci olabilecesgi sonucuna vardik.
RKuskusuz detayli hiicre siklus analizini vermesi, tek bir
hiicreve ait degisiklizi bile saptayabilmesi bakimlarindan FCM
Gstiin bir ybntemdir. Ancak teknik olarak komplike wve
pahallidir. Buna karsilik immlinhistokimya daha pratik, ucuz
bir y6ntem olup doku blitinliigintt bozmamasi, histopatolojik
degerlendirmeye olanak saglamasi bakimlarindan daha
avantajlidir. Nitekim g¢evre doku varligina bagli ylksek S
fazi orani ve anaploidi g8sterbilen bir tiimdrde PCNA ile +1
dlizeyinde ve sadece tlimdrde boyanma gdzlenmistir.

Literatlirde HSKlarda FCM ve Brd-U ile yapilmis calismalar
vardir (20,21,22,23,24,58). Ancak PCNA karaciger
timbrlerinde daha ©nce kullanilmamistir. S fazi oranini
degerlendirmede PCNA nin FCM ile benzer sonug¢lar verdigi bir
baska calismada da vurgulanmistir (26,27).

Sonu¢ clarak biz de hepatoselliiler karsinomlarda PCNA
kullanilarak proliferasyon kapasitesi hakkinda bilgi
edinilebilecegi sonucuna vardik. Bu 6n cgalisma 1siginda daha
genis bir seride klinik izlemi de igerecek bir calismanin
HSKlarin biyolojik davranislarin: aydinlatmada ve

tedavilerini ybnlendirmede yararli oclacagi ortaya konmustur.
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OZET

Bu c¢alismada 1984 - 1990 yillarai arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakliltesi Patoloji Ana Bilim Dali'na
génderilmis 10 HSK biyopsi materyalinde kinetik inceleme
vapilmistar.

Bu vakalarin histolodik tzelliklerine gbre dékimii
vapilmistir. Proliferasyon kapasitesini degerlendirmek
amaciyla her vakada mitotik aktivite belirlenmistir.
Immiinhistokimya y&ntemi ile bir proliferasyon belirleyicisi
olan anti-PCNA ile boyama yapilmistir. Flovsitometri (FCM)
ile DNA icgerikleri, DI ve S fazi hlicre orani belirlenmistir.

Sonuc olarak histolojik tiplendirme ile proliferasyonu
belirleyen parametreler arasinda bir 1iliski kurulamamistir.
Mitotik aktivite degerlendirilmesi en kolay parametre olmakla
birlikte diger yntemlerle karsilastirildiginda oldukca
vetersiz kalmistir. FCM 1ile saptanan anaploid timbrlerin
homoJjen bir gurup olmadigzi ve DI ile S fazi hificre oranlari
bakimindan heterojenite gbsterdikleri dikkati cekmistir.
PCNA ile boyama sonuglari DI wve S fazi hilicre oranlari ile
rarelellik g8stermistir.

Bu durumda PCNA ile boyamanin FCMye gbre daha pratik,
kisa sliren ve ucuz bir ybntem olarak HSKlarin proliferasyon
kapasitelerinin degerlendirilmesinde ayni derecede glivenilir

bir parametre olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistar.
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SUMMARY
INVESTIGATION OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA KINETICS BY
COMPARING HISTOPATHOLOGICAL, IMMUNHISTOCHEMICAL AND
FLOWCYTOMETRIC METHODS

Kinetical studies of proliferation capacities of ten
different hepatocellular carcinoma (HCC) cases, in between
the years 1884-1990, from the archives of Gazli University
Pathology Dept. were done. Histologic spesifications of
these cases were studied. Mitotic activity in each case was
found in order to see the proliferation capacity.
Immunhistochemically Anti-PCNA staining as a proliferation
marker was applied. DNA content, DI and ratio of S-phase
cells were calculated by Flowcytometry (FCM).

No significant relation between histologic typing and
proliferation parameters were found as a conclusion. Though
the calculation of mitotic activity 1is +the most simple
parameter, it is found to be unsatisfactory comparing with
the other methods. The anaploidy calculated by FCM showed
that the group was not homogeneous and showed heterogeneity
in terms of DI and S-phase cell ratio. Results of PCNA
staining showed parallelism with DI and S-phase cell ratio
results.

It can be concluded that PCNA staining, compared to FCM,
is more practical, cost effective and less time consuming,
yvet as reliable in studying the proliferation capacities of
HCC.
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