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GIRIS

Biitiin kanserlerde mortalite taninin koyulma zamani ve dogrulugu
ile yakindan ilgilidir.

Yiizyilin bagindan beri kanser aragtirmalar: tani ve tarama yontemle-
ri izerinde yogunlagmig ve bu konuda pek ¢ok caligma yapilmigtir. Genel ola-
rak kanser aragtirmalarindaki temel ilerlemeler kanserin spesifik immun ceva-
b1 olugturma &zelliginin bulunmasina dayanir(1). Kanser hiicrelerinin bakteri
ve viruslarda oldugu gibi 6zel antijenlerinin oldugu goésterilmigtir(1). Tiimdr
hiicreleri siklikla bir antijen serisi tagirlar(2). Bu antijenler tiimérle ilgili degi-
siklikleri yansitirlar ve tiimor gelisimi ile ilgili virus veya onkogenler tarafin-
dan kodlanmuglardir. Bir grup olarak bu antijenlere tiimérle ilgili antijenler
denir(2). Bu antijenlerden bagka tiimér hiicrelerinde pek ¢ok antijenik deter-
minant mevcuttur.

Witebsky'nin 1930°da yaptif1 bir ¢aligma kanser antijenleri fikrinin
temelini olusturur(3,4). Immunolojinin geligimine paralel olarak ilk spesifik
tiimér antijeni 1950’lerde gosterilmistir(S). 1956’da yine Witebsky tarafindan
ilk olarak over kanser antijenleri tarif edilmigtir(6). Tiimodr antijenleri tiimo6r
belirtegleri olarak bilinir(7). Son zamanlarda tarif edilen pek ¢ok tiimdr belir-
tegi klinik uygulamaya sokulmustur(8,9,10,11). Buna ragmen Onceleri tiimor
belirteglerinin malign tiimorlerin tany, takip ve tedavisinde yardimci olacagina
dair olusan {imit verici kam sonradan azalmigir(12). Ciinkll herhangi bir belir-
te¢in dolagimdaki seviyesini tesbit etmek zordur ve yeterince duyarli bir
metod mevcut degildir(12).



Fakat somatik hiicre melezlemesi kullanilarak yapilan monoklonal
Ig iiretiminden sonra tiim&r spesifik ve tlimorle ilgili antijenlere ilgi yeniden
artmigtir(13). Melezleme tekniginin geligimi ile kanser aragtirmalarinda polik-
lonal antikorlar yerine monoklonal antikorlar kullanilmaya baglanmg ve ilgili
tekniklerin duyarhlift kullanilir seviyeye getirilmigtir. Biitiin bu geligmelere
paralel olarak tiimér antijenleri ve antikorlar: tiimér tanisinda takibinde, yeri-
nin tesbitinde ve tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmig-
tir(14,15,16,17,18,19,20). Immunohistokimyasal ¢aligmalar bu antijen ve anti-
korlarin énemli kullamim alanlarindandir, Ozellikle yeni immunohistokimya-
sal tekniklerin geligimi ile birlikte tiim6r dokusunun minimal antijenik deter-
minantlan bile tesbit edilebilmektedir(21). Bu yontemle hem doku morfolojisi
alaninda geligmeler saglanmug ve hem de orijini bilinmeyen diferansiye olma-
mig timorlerin tanisinda ilerlemeler kaydedilmigtir(22,23,24).

Galiygmamizin amaci jinekolojik timdrlerde CEA, AFP ve HCG gibi
belirteclerin doku ve kan diizeylerini kargilagtirmak ve buradaki iligkileri orta-
ya ¢ikarmaktir., Ayrica ameliyat 6ncesi ddnemde hasta serumunu cesitli belir-
tecler i¢in taramadan, operasyonda elde edilen dokuyu immunohistokimyasal
olarak bir belirtegler grubu ile taramay: ve herhangi bir belirteg ile doku pozi-
tifligi veren haétayl ameliyat sonrast donemde yalmzca bu belirteg ile takib
etmeyi amacliyoruz. Boylece maliyeti diiglirmekle kalmayacak aynmi zamanda
islemleri de kisaltmig olacagiz.

Bundan bagka jinekolojik tiimorlerde bu 3 belirte¢in ne oranda
bulundufunu aragtirmak ve heniiz {ilkemiz jinekolojik patoloji laboratuvarla-
rinda yeterince kullanilmayan immunohistokimyasal yontemlerin avantaj ve
dezavantajlarim tartigmak istiyoruz.



GENEL BILGILER

Bir tiimor belirte¢i tiimdr dokusunda veya timor hiicreleri tarafin-
dan invazyona ugramis normal dokuda tiimdre reaksiyon olarak iiretilen ve
kan dolagimina verilen madde olarak tarif edilir(25,26). Tiimér belirtegleri
genel olarak tiimdriin taramasinda, tanisinda, tedavi sonras: takibinde, immu-
nolojik olarak yerinin tespitinde ve immun tedavisinde kullamlirlar(27). Ideal
bir timor belirteg¢i bulmak zordur, Bununla beraber ideal bir tiimdér belirtegin-
de bulunmas: gereken 6zellikler sunlardir:

"~ a) Timdr hiicreleri tarafindan sentez edilmeli ve viicut sivilarinda
kolayca tespit edilebilmelidir.

b) Saglikl: kisilerde ve selim hastaliklarda bulunmamalidir.

¢) Malignitelerin erken déneminde viicut sivilarinda tespit edilebil-
melidir.

d) Belirtegin plazma seviyesi malignitenin tedavi sonuglarina gore
degigmelidir.

e) Viicut swvilarinda tespit edilen belirteg seviyesi tlimdriin kitlesi
ile dogrudan ilgili olmali ve tiimériin klinik bulgular: olugsmadan plazmada tes-

pit edilebilmelidir.

Bu 6zelliklerin tamamini igeren bir tiimdr belirte¢i simdiye kadar




tarif edilmemigtir(25). Klinik uygulamaya girecek bir tiimor belirte¢i tarama,
tani, prognoz ve takibde kullanilabilmeli ve plazma degerleri klinik subgrup-
lar arasinda farkliliklar géstermelidir.,

Ornegin kanser tamsinda kullanilacak bir tiimér belirteginin plazma
degerleri kanser olanlarda, olmayanlara nazaran anlaml derecede farkl: olma-
hhdir(28). Bir tiimdr belirtegi icin test pozitif kanser populasyon orani, test
pozitif kanser olmayan populasyon oranindan anlamli derecede yliksek olmali-
dir(28). Ayrica bir belirtegin tiimore kargi olan sensitivite ve spesivitesi yiik-
sek olmalidir. Sensitivite test pozitif olanlarin hasta olanlara orani, spesivite
ise test negatif olanlarin hasta olmayanlara orani geklinde tarif edilir.

Enzimler, hormonlar ve proteinler gibi pek ¢ok madde tiimor belir-
teci olabilir. Antijen putrifikasyonu, radioimmunoassay ve immunohistokimya
teknolojisindeki yeni gelismeler bir ¢ok antijenik tiimdr belirteginin tarif edil-
mesine neden olmustur(29). Belirtegler c¢esitli gekillerde simiflandirilirlar.
Ornegin 1981°de Mackay ve arkadaglar: tiimér belirteglerini yapisal ve biokim-
yasal olmak {izere iki grupta incelemiglerdir(30). Belirteg¢ler immunohistokim-
yasal c¢aligmalarda; epitelyal belirtegler, lenfoid ve hemopoetik belirtegler,
germ hiicre tiimorii belirtegleri, melanom belirtegleri ve yumugak doku belir-
tegleri olmak lizere 5 grup altinda degerlendirilirler(2). Bates ve Longo tiimor-
belirteclerini 6 gruba ayirmigtir(25). Bunlar onkofetal antijenler, ektopik hor-
monlar, plasental proteinler, enzimler, serum proteinleri ve digerleridir. Onko-
fetal antijenler embriyonik ve neoplastik dokular tarafindan iretilen protein-
ler olarak, plasental proteinler ise plasenta ve neoplastik dokular tarafindan
iiretilen maddeler olarak tarif edilirler(29). Jinekolojik kanserlerde en g¢ok
arastirilan 3 tiimér belirtegi karsino embriyonik antijen (CEA), alfa fetoprote-
in (AFP) ve human korionik gonadotropin (HCG) dir. CEA ve AFP onkofetal
antijenler grubuna ve HCG ise plasental proteinler grubuna ait timor belirteg-
leridir,




KARSINO EMBRIYONIK ANTIJEN (CEA):

Bir onkofetal antijendir. Tiimérle ilgili antijenlerin tipik drnegi ola-
rak diigliniillen CEA malign ve selim epitelyal neoplazimlarin pek ¢ogunda tes-
pit edilmig olduk¢a kompleks bir molekiildiir. Fizyolojik olarak embriyo ve
fetal barsakta bulunur. {1k olarak 1965’de Gold ve Freedman tarafindan kolon
adeno karsinomlu hastalarin plazmasinda goésterilmigtir(31). Bundan sonra
jinekolojik tiimdorlerdeki roliinli ortaya g¢ikarmak igin aragtirmalar yapilmig ve
pek cok vaka grubunda yiiksek plazma seviyeleri tespit edilmigtir(32,33). Mole-
kiil agirligs 200.000 dalton olan bir glikoproteindir(31). Bununla beraber kro-
matografik ¢aligmalar kolon adeno kanseri ile jinekolojik kanserli hastalardan
elde edilen CEA’lerin farkli molekiil airlifinda oldugunu fakat jel difiizyo-
nunda ayn: antijenik determinantlar: paylagtigini géstermistir(33). Ayrica ami-
noasit ve karbonhidrat yapisinda zaman zaman degisiklikler oldugundan
6l¢limlerinde zorluklar gikabilir(5S). CEA hiicre yiizey membraninda bulunur
ve gevre stvilarla kolayca dagilir(34). CEA ve benzeri maddeler kolon mukoza-
st, akciger ve meme dokusu gibi pek ¢ok nonneoplastik ve nonfetal dokuda da
gosterilmigtir(34). CEA birbirleri ile ¢apraz reaksiyon veren substratlar gru-
bundan olusur ve ana metabolizma yeri karacigerdir(34,35,36). Yarilanma
omrii kesin olarak bilinmemekle birlikte kolorektal adeno kanserli hastalarda
timoriin total olarak ¢ikartilmasindan sonra 4-12 hafta i¢inde serum seviyesi
normale iner(34,37). Bazi aragtirmacilar kiiratif cerrahiden 6 hafta sonra plaz-
ma seviyesinin normale indigini bildirmislerdir(25). Pek ¢ok aragtirmada
CEA’nin normal plazma seviyesi 0-2.5 ng/ml olarak kabul edilmistir(25,33).

Sigara igenlerin % 13’tinde, pankreas, karacifer ve akcifer hastalik-
larinin % 20-50’sinde plazma CEA seviyesi yitkselir(36,38,39). Fakat bu durum-
larda nadiren 10 ng/ml sinirin1 agar. Serviks kanserli hastalarin % 42-50’sinde,
endometrium kanserlilerin % 27'sinde ve over kanserlilerin % 35'inde CEA’-
nin plazma seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir(25,40). Plazma diizeyindeki
artig over kanserlerinde hiicre tipi, serviks ve endometrium kanserlerinde ise
hastaligin stage ile ilgilidir(32,33,41,42). Bast ve arkadasglarinin yaptiklari bir
caligmada plazma CEA seviyesi ile hastalifin prognozu arasinda yakin bir ilig-
ki oldugu bildirilmigtir(43). Biitiin bunlara ragmen Stevensen’e gére CEA’nin
jinekolojik kanserlerdeki duyarhilify yetersizdir(44). Fakat duyarlilif: arttir-




mak igin CEA tesbitinde monoklonal antikor kullananlar vardir(2,45). CEA
doku kesitlerinde ilk olarak 1975’de Primus ve arkadaslar tarafindan immun-
peroksidaz tekniBi kullamilarak gosterilmistir(46). Sonralari Goldenberg bu
antijeni over kanseri dahil pek ¢ok jinekolojik tiimorde gdstermigtir(47). Swell
ve arkadaglarinin 1986’da yaptiklar: bir ¢aligmada ise normal serviks dokusun-
da, over yiizeyinde ve folikiillerinde immunohistokimyasal olarak CEA tesbit
edilirken, endometriumda tesbit edilmemigtir(48).

CEA’nin siklikla tiimor tam ve takibinde kullamilmasina rafmen,
1980°de Van Nagell 1131 bagli anti CEA antikorlarini kullanarak primer over
kanseri ve metastazlarinin yerlerini gdstermistir(49).

HUMAN KORIONIK GONADOTROPIN (HCG):

HCG birbirinden farkli alfa ve beta subunitlerinden olugan bir gli-
koproteindir(50). Molekiil agirligi 45.000 dalton ve yarilanma 6mrii 12-36 saat-
tir(25,51). Alfa subiinitelerinin primer yapilari human korionik gonadotropin,
folikiil sitimulan hormon, luteinizan hormon ve tiroid sitiimulan hormonda
birbirine benzerdir(29). Bununla beraber bu 4 hormonun beta subiinitlerinin
terminal uglari farklidir(25). Plasentada sinsisyotrofoblast hiicreleri tarafindan
sekrete edilir ve plazma seviyesi gebelikte fizyolojik olarak artar. 1972’de Vai-
tutaitis ve arkadaslar1 beta subiinitlerinin fizyolojik 6zelliklerine dayanarak
HCG igin oldukga spesifik bir radyoimmunoassay yontemi gelistirdiler(50). Bu
yontem 6zellikle trofoblastik tiimdrlerde olmak iizere biitiin diger tiimoérlerde
HCG'yi belirteg olarak degerlendirmek igin pek ¢ok aragtirmaci tarafindan
kullanilmaktadir. HCG trofoblastik ve nontrofoblastik tliimorler tarafindan
tiretilir(25). Timo6r spesifik antijen olmamasina ragmen, biitiin trofoblastik
timorlerde plazma seviyesi kantitatif olarak artar ve tiimor kitlesi ile orantili-
dir(52). Braunstein ve arkadaglar1 koriokarsinomda seliiller HCG artigin: invi-
vo ve invitro olarak gostermiglerdir(53). Tedavi sonrast HCG dl¢iimleri ile tro-
foblastik tlimorlerin takibleri yapilabilir ve tedavi rejimleri diizenlenebi-
1lir(29). Ayrica seri olarak 6lgiilen HCG gerek gestasyonel ve gerekse nonges-
tasyonel trofoblastik neoplazmalarin tedaviye verdikleri cevabi yansitir(54).
Trofoblastik tiimorlerde spesivite ve sensitivitesi oldukga yiksektir ve bu
tiimorler igin miikemmel bir belirtectir(25). Gonadal primitif germ hiicre




tiimorlerinin pek gok tipi iginde 6nemli bir belirteg olarak bilinir(27). Inflama-
tuar barsak hastaliklarinda % 18, duedenal iilserde % 17 ve karaciger sirozun-
da % 11 oraminda plazma HCG seviyesinin yiikseldigi bulunmugtur(25). Non-
trofoblastik tiimorlerde de HCG plazma seviyesi yiikselebilir. Akcier, meme
ve gastointestinal malignitlerin % 10-30’unda, melanomlu hastalarin % 9’unda
ve lenfoproliferatif hastaliklarin % 14’iinde yiiksek plazma HCG seviyeleri bil-
dirilmigtir(55).Tormey ve arkadaglarinin yaptiklan bir galigmada plazma HCG
diizeylerinin metastatik meme tiimérlerinde % 48, lokalize meme tliimdrlerin-
de ise % 37 oraninda yiikseldigi bulunmugtur(56). Baz: tiimorlerin total HCG
yerine onun subiinitlerini iirettigi bilinir(57).

HCG nontrofoblastik jinekolojik tiimdrlerin pek ¢ogu tarafindan da
firetilir. Ornegin serviks kanserli hastalarin % 35’inde, endometrium kanserli-
lerin % 16’sinda ve over kanserlilerin % 38’inde yiiksek plazma HCG seviyele-
ri tespit edilmigtir(58). Fakat genellikle nontrofoblastik jinekolojik tiimorler-
de spesivite ve sensitivitesi yetersiz olduundan herhangi bir gekilde kullamil-
maz.

Immunohistokimyasal ¢aligmalar ile trofoblastik ve nontrofoblastik
tiimorlerdeHCG iireten hiicreler tespit edilebilir. Bu yontem bazi1 durumlarda
tan1 amacy ile de kullamilmigtir(59). HCG’den tiimdr lokalizasyon tesbitinde
de faydalanilmigtir. Bu amagla radioimmun sintigramlar kullamlmig ve 1131
bagl anti HCG antikorlari ile trofoblastik tiimorlerin ve metastazlarinin loka-
lizasyonu tesbit edilmigtir(19).

ALFA FETOPROTEIN (AFP):

Bir glikoprotein olan AFP’nin molekiil agirlif1 70.000 dalton civarin-
dadir ve elektroforezde alfa 1 globulin fraksiyonunda yer alir{60,61). Insan
fetusunda yolk kesesi, karaciger ve gastrointestinal traktus tarafindan sentez
edilen AFP, erigkin albumin fonksiyonlarinin pek ¢ogunu fetal hayatta yapar
ve bu donemin 6nemli proteinidir(5). Yarilanma 6mrii 3.5-6 giin olarak bili-
nir(25). Ik olarak Abelev tarafindan 1936’da transplant hepatoselliiler karsi-
nomlu fare plazmalarinda gdsterilmigtir(62). Hemen sonra hepatoselliiler kar-
sinomlu ve ovarial-testikiiler germ hiicre tiimorlii hasta plazmalarinda bulun-




mug(61) ve bu gozlemler fetal karaciger ve yolk kesesi hiicre kiiltiirlerinde
AFP’nin iiretimi ile belirginlik kazanmigtir(63).Gebelikte fizyolojik olarak
artan AFP’nin normal erigkin seviyesi 1-25 ng/ml’dir ve 12 haftalik fetusta bu
seviye 3 mgr/ml’ye kadar ylikselir(61). Viral hepatit, karaciger sirozu ve obs-
triiktif ikter vakalarinda plazma AFP diizeyi yiikselir(60,61,64,65). Pek ¢ok
neoplazmh hasta plazmasinda AFP seviyesinin yiikseldigi tespit edilmistir.
Ornegin pankreas kanserli hastalarin % 23’iinde, mide kanserlilerin % 18in-
de, kolon kanserlilerin % 5’inde ve akcifer kanserlilerin % 7’sinde plazma
AFP diizeyi yiikselir(25). Waldman ve Mc Intire RIA kullanarak yaptiklar: bir
¢aligmada hepatoselliiler karsinomlu hastalarin % 72’sinde ve testikiiler terato-
karsinom ile embriyonal hiicre kanserli hastalarin % 75’inde 40 ngr/m!’nin
tizerinde plazma AFP sonuglar bildirmiglerdir(61). Metastatik karaciger hasta-
liklarinda da plazma AFP diizeyi yiikselir(66). Jinekolojik neoplazmalarda
plazma AFP diizeyleri degisik oranlarda artar(67). Endodermal siniis timorli
hastalarin % 100’tinde plazma AFP seviyelerinin yiikseldigi tespit edilmig-
tir(68,69,70). Ayn1 oran embriyonal karsinomlar i¢in % 59 olarak bulunmug-
tur(2). Easterhay ve Talerman’in yaptiklari ¢aligmalar teratokarsinom vakala-
rinda plazma AFP seviyesinin yiikseldigini g&stermigtir(71,72). Sertoli-Leyding
hiicre tiimdrii olan vakalarda anormal AFP artigi olduBunu bildirmigtir(73).
Yeterince spesifik olmamasina rafmen AFP germ hiicre belirte¢i olarak bili-
nir.(25) Talerman ve arkadaglarina gore tedavi somrasi seri olarak olgiilen
plazma AFP seviyeleri endodermal siniis ve miks germ hiicre tiimdrlerinde
hastalifin durumunu gdsterir(74). Tadavi dncesi plazma AFP seviyesi ise dog-
rudan neoplazmin stage ile ilgilidir(75). Biitlin bunlara ragmen AFP ile birlik-
te bir kag tiimor belirtegi lireten miks germ hiicre tiimodrlerinde tedavi sonrasi
serum AFP seviyelerindeki normallegme, yalmizca endodermal siniis elementle-
rinin tedaviye cevabini gosterir(29).

Germ hiicre tiimdrlerinin spesefik hiicre tipi immunohistokimyasal
c¢aligmalar ile gosterilmigtir(76). Bu ¢aligmalarda AFP hiyalen damlalarda,
sitoplazmada ve tliimor interselliiler araliklarinda goriilmiistiir(29). Diger
timor belirteglerinde oldugu gibi AFP de tiimor lokalizasyon tespit ¢aligmala-
rinda kullamlmugtir. 1125 bagli anti AFP antikoru kullanarak total viicut sintig-
rafisi ile fare hepatomlarninin yerleri belirlenmigtir(29). Kim ve arkadaglar:
ayn1 yontemi endodermal siniis tiimdrii dahil AFP iireten bir ¢ok tiimdre uygu-




lamis ve bunlarin viicuttaki yerlerini tespit etmiglerdir(77).
IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA METODLARI

Bazi durumlarda rutin olarak kullanilan heamatoxylin-Eosin boyas:
ile bir histolojik preparata tant koyulamayabilir. Bu durumda 6zel boyama
yontemleri gereklidir. Bu yontemler de yetersiz kalabilir. Ayrica klasik boya-
ma yontemlerinin hig biri incelenen doku hiicrelerinin iirettigi veya ihtiva etti-
gi maddeleri yeterince gosteremez. Tantya yardimet olan hiicre maddelerinin
6zel yontemler ile gosterilmesi bir histopatolojist igin ¢ok 6nemlidir. Bu 6zel
yontemler ilk olarak 1942’de Coons, Jones, Creech ve Berline’in tarif ettifi
immunofloresan antikor metodu ile gelismeye baglamigtir(78). Doku antijenini
tespit eden bu ilk yéntem, tibbin ve biolojinin ilerlemesine dnemli katkilar
saglamigtir.

Immunofloresan teknigi patolojide yaygin olarak kullamilan immuno-
histokimyasal bir metoddur. Fakat uygulama giicliikkleri cofu zaman tanisal
amaglar ile kullamm imkamni sinirlamaktadir. Bu teknikle taze dokulardaki
antijen, floresan boya bagl ilgili antikor ile birlestirilir ve floresan mikroskop-
ta goriiniir hale getirilir. Floresan metodlarin uygulamasinda kargilagilan pek
cok giicliik 1966’da Avrameas ve Uriel ve ayni yil Nakane tarafindan immuno-
kimyasal belirleyici (Tracer) olarak enzimlerin kullanilmaya baglanmas ile
giderilmigtir(79). 1968’de Nakane bir doku kesitinde iki farkli antijeni lokalize
etmeyi bagarmugtir(80). 1969°da Mason ve arkadaglari ile Sternberger ve
1970°de yine Sternberger ve arkadaglari immunohistokimyasal teknikleri for-
malinle fikse-parafine gomiilmily dokulara uygulamaya bagladilar(79,81,82).
Bu ydntem uygulamada biiyiik faydalar saglamigtir. Belirleyici molekiil olarak
asit fosfataz, alkaline fosfataz ve glikoz oksidaz gibi bir ¢ok enzim kullanilabi-
lir, fakat g¢aligmalarin g¢ofunda horseradish peroksidaz enzimi kullani-
11r(83,84). Bu nedenle bu ydnteme immunperoksidaz yontemi denir ve en
Onemli avantajlarindan bazilari; teknikte 151k mikroskobunun kullamlmasi, tek-
nigin uygulamasindan sonra preparatin diger yontemler ile boyanabilir olmasi
ve boyanmanin kalici olmasidir. Baglangigta immunperoksidaz yonteminde,
immunofloresan metodda kullanilan direk ve indirek boyama teknikleri kulla-
nildi(79). 1969°’da Mason ve Sternberger baglanmamig (igaretlenmemis) anti-
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kor enzim metodunu tarif ederek yéntemin duyarlilifinda 6nemli ilerlemeler
sagladilar(79,81,85). Bu yontemin en bilyiik 6zelligi belirleyici enzim ile pri-
mer antikor arasinda bir kopriilleme antikorunun kullamilmasidir. Biitiin bu
yeniliklere ragmen kargilagilan problemler hala tiimii ile giderilmemigti. Orne-
gin yiiksek afiniteli antiperaksidaz antikorlarim iiretmek biiyiitk bir sorun teg-\
kil ediyordu. Bu problemler 1970’de Sternberger ve arkadaglari tarafindan
peroksidaz antiperoksidaz yonteminin bulunmasi ile giderilmigtir(86). Aragtir-
macilar bu yéntemde tarif ettikleri PAP (Peraksidaz antiperaksidaz) komplek-
sini baglanmamig antikor enzim metoduna ilave ederek hem iglemi kisaltmig-
lar, hem de antijene daha fazla enzim belirleyici baglanmasint saglamiglardir.
Sternberger ve arkadaglari PAP metodunun indirekt floresan ve peraksidaz
metodlarina nazaran 100 ile 1000 kat daha duyarli olduunu bildirmigler-
dir(86). Bu yeuniliklerden sonra immunperaksidaz metodu histopatoloji labora-
tuvarlarina hizla girmeye baglamig ve kargilasilan problemlere yeni ¢dziimler
Onerilmigtir. 1971°de Avrameas ve Ternynck indirek metod da biitiin IgG yeri-
ne Fab fragmentini kullanmaya baglamigtir(83). 1981’de Hsu ve arkadaglari
Avidin-Biotin peroksidaz metodunu tarif etmis ve halihazirda en duyarli yonte-
min bu oldugu bildirilmektedir(87,88).

IMMUNPEROKSIDAZ METODLARI:

Bu metodlarin esas: doku antijenlerine enzim bagli antikorlarin bag-
lanmast ve bu baglanma yerlerinin bir boya yardimi ile gériiniir hale getirilme-
sidir.

Baglica 8 baglik altinda incelenirler:

1-Direk metod: Burada dokudaki antijene uygulanan primer anti-

kor, horseradish peroksidaza kovelent bir bagla baglidir. Duyarlif1 az fakat
uygulamast kolay bir yontemdir (Sekil 1).

2-Indirek metod: Bu yontemde doku kesitleri iki farkh antikor ile
muamele edilir(89). Primer antikor serbest antikordur ve aragtirilan antijene
spesifiktir. Ikinci antikor ise primer antikorun elde edildigi tiiriin IgG’sine spe-
sifik bir antikordur ve peroksidaz ile baglidir. Bu metod direk metoddan daha
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duyarlidir ve daha az miktarda primer antiseruma gereksinim gd&sterir. ayrica
indirek immunfloresan metodunun analogudur(90). Sekil 1’de gematik olarak

gosterilmigtir.
@ Peroksidaz
T Peroksidaz bagli do-
muz anti-
tavsan IgG
Peroksidaz

Tavsan anti X primer
Peroksidaz bagh anti X antikoru

primer antikoru A
@ X antijeni @ X antijen

a) Direk metod b} Indirek metod

Sekil 1- Direk ve indirek immunoperoksidaz metodlar

3- Immunoenzim képrii metodu: Cok basamakli bir metoddur. Pri-
mer ve sekonder antikor bir képriileme antikoru ile birbirine baglanir. Orne-
gin Once tavsandan elde edilen primer antikor doku kesitlerine uygulanir. Son-
ra domuz antitavgan IgG’s: igleme ilave edilir. Boylece bu bivalent molekiiliin
2 Fab birlegme yerinden biri primer antikorun Fc fragmanina baglanir ve ikin-
ci Fab yeri bosta kalir. Ugiincii basamak tavgandan elde edilen antiperoksidaz
antikoru uygulamaya sokulur. Bu antikor antitavgan IgG molekiilii oldugun-
dan domuz anti tavgan IgG antikorunun serbest Fab yerine baglanacaktir.

Son olarak doku kesitleri horseradish peroksidaz ihtiva eden bir
solusyondan gegirilirler. Béylece enzim antiperoksidaz antikoru {izerindeki
spesefik baglanma yerlerine baglanir. Bu bagh peroksidazlar histokimyasal bir
yolla goriiniir hale getirilirler (Sekil 2).




12

Peroksidaz

Domuz antitavsan 1gG

Tavsan anti X antikoru

“ Tavsan antiperoksidaz antikoru

@ X antijeni

Sekil 2- Immunoenzim képrit metodu

4- Peroksidaz antiperoksidaz mpleksi kullanila lanmam

antikor enzim metodu (PAP Metodu): Ik olarak Sternberger ve arkadaglan

tarafindan tarif edilmistir(86). Burada ilk iki basamak immunoenzim kd&prii

metodunun aymsidir. Ugiincii basamakta olaya PAP (Peroksidaz antiperoksi-
daz) kompleksi ilave edilir ve kompleksteki tavgan IgG molekiillerinden biri-
nin Fc fragmani domuz antitavgan IgG’sinin serbest Fab kolu ile birlegir. Bun-
dan sonra kompleksin peroksidaz komponenti histokimyasal bir yéntemle
goriiniir hale getirilir. Bu metod $ekil 3’te sematik olarak gosterilmistir. Bura-
da kullanilan PAP kompleksi 2 tavsan antiperoksidaz antikoru ve 3 peroksidaz
molekiiliinden olugur(76,79). Pek ¢ok ¢aligma PAP metodunun diger yontemle-
re nazaran daha duyarls oldugunu belirtmi§tir(90) Bu metodla ulagilan duyarh-
atmgtir(90). Bir antijenin bir ¢ok antijenik determinant: vardir ve bunlarin
biiyiik bir ¢ogunlugu dokunun fiksasyon ve parafine gomme iglemleri sirasinda
tahrip olur. PAP metodu geriye kalan birkag¢ antijenik determinanti gostere-
cek kadar duyarlidir ve en ¢ok kullanilan immunperoksidaz metodlarindan
biridir(90).
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o.o Peroksidaz antiperoksidaz kompleksi (PAP)

% Domuz antitavsan 1gG

Tavgan anti X primer antikoru

X antijeni ‘

Sekil 3- Peroksidaz antiperoksidaz kompleksi kullamlan baglanmamis antikor
enzim metodu

5- Protein-A’nin kullamldif1 immunoenzimatik metodlar: Staphylo-
cocus aureus hiicre duvarindan elde edilen Protein-A immunperaksidaz tekni-
ginde kullanilabilir(21). Protein-A memelilerin pek ¢ogundan elde edilen
IgG’nin Fc fragmamna spesifik olarak baglanir(21). Ayrica bu proteinin diger
bir 6zelligi fluorecein, peroksidaz veya alkalin fosfataz gibi bir ¢ok yapiya
Ozellifini bozmadan baglanabilmesidir(21). Protein-A’min kullamldlgl iki
immunperoksidaz metodu vardir:

a) Iki basamakli metod: Burada primer antikor peroksidaz bagli Pro-
tein-A’ya baglamr (gekil 4).

b) U¢ basamak metodu: Bu metodda Protein-A primer antikor ile
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PAP kompleksi arasinda koprii goérevi goriir(91). Metodun baglica avantajlar:
kolay uygulanabilir olmast ve zemin boyamasimn az olmasidir. Protein-A
metodlarimn elektron mikroskopu ¢aligmalarinda kullanilmasini 6nerenler var-
dir(92,93). Sekil 4’de 3 basamakli metod gematik olarak gdsterilmistir.

PAP kompleksi

Peroksidaz

Serbest protein-A Serbest protein-A

Primer antikor

A Primer antikor
@ Antfjen Antijen

a) Iki basamaklh metod b) Ug basamakli metod

Sekil 4- Protein-A'min kullanildigi immunoenzimatik metodlar

6- Hapten kullamilan immunoenzimatik metodlar: Bu metod immu-

noenzimatik caligmalara 1981’de Jaseni ve arkadaglar tarafindan katilmis-
tir(94). iki uygulama sekli vardir: Birincisinde hapten bagli primer antikor
peroksidaz bagh antihapten antikoruna baglanir ve bu y6nteme indirek immu-
noenzimatik hépten metodu denir (Sekil 5)(95). Indirek immunperoksidaz
metodunun benzeridir. Ikincisinde ise antihapten antikoru hapten baglt pri-
mer antikor ile haptenlenmis PAP kompleksi arasinda koprii gérevi goriir (Se-
kil 5). Bu da peroksidaz antiperoksidaz metodunun benzeridir(21). Hapten kul-
lanilan immunoenzimatik metodlar klasik immunofloresan ve immunoenzim
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metodlarindan daha fazla duyarhidir ve ¢ok kiigiik doku antijenlerini bile tayin
edebilirler(21).

@C b Haptelenmis PAP
T@ kompleksi

Peroksidaz bagli antihapten

antikoru .
Anti hapten
antikoru

Haptenlenmis primer antikor

®

a) Indirek immunoenzimatik hapten metodu b) PAP kompleksi kuﬂamlan immuno-~
enzimatik hapten metodu

Hapten bagh
primer antikor

Sekil 5- Hapten kullamilan immunoenzimatik metodlar

7- Avidin-Biotin kompleksi kullanilan immunoenzimatik metodlar:

Son yillarda giderek artan siklikta kullanilan en duyarli immunoenzimetik
metodtur(87,88). Bu yontemin temeli avidin in biotin’e olan yiiksek afinitesine
dayamr. Avidin bir glikoprotein, biotin ise vitamindir. Ug sekilde uygulanr,
birincisinde biotin bagli primer antikor peroksidaz bagli avidine baglanir. ikin-
cisinde biotin bagli primer antikor avidin-biotin peroksidaz kompleksine bag-
lanir. Ugiinciisiit Warnke ve Levy’nin kullandig1 bir metoddur(96). Burada ser-
best primer antikor biotin bagh antiprimer antikoruna, o da avidin biotin
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kompleksine baglanir. Anlatilan terniklerin 3’ de Sekil 6’da sematik olarak

goOsterilmigtir.

;i:] Avidin baglh C:,l}: 2
peroksidaz v & - e JL
H Biotin bagli primer
Serbest
antikor prlmer antikor

Avidin-Biotin peroksidaz
kompleksi

l.metod 2.metod 3.metod

-Qekil 6- Biotin-Avidin kompleksi kullanilan immunoenzimatik metodlar

Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi metodunda primer antikor
diger metodlardan daha yiiksek dilliisyonda kullanilir(21). Bu metodun isten-
meyen Onemli iki 6zelligi vardir. Bunlardan birincisi biotin pek ¢ok memeli
dokuda bulunan bir vitamin ve koenzimdir, boylece endojen biotin reaksiyonu
olusturulabilir. Bu durum yanlhg pozitiflik oranlarimi arttirir. Bunu 6nlemek
i¢in endojen biotin aktivitesi bloke edilmelidir(97,98). Ikinci istenmeyen &zel-
lik ise avidin ve biotinin farkli hazirlaniglarimin dogal afinitelerinde farklilik-
lar olusturmasidir.

8- Double immunoenzimatik metod: Bu metodla bir kesitteki iki
farkli antijen aym anda gésterilebilir(21). Uygulama sirasinda doku kesitinde
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farkli renkler olusturmak igin ya farkli substratchromogen sistemlere sahip
horseradish peroksidaz ya da horseradish peroksidaz, alkalin fosfataz ve gli-
koz oksidaz gibi farkli enzimler kullanilir(21).

Yukarida anlatilan biitiin metodlarda siklikla horseradish peroksi-
daz olmak {izere enzimler belirleyici molekiil olarak kullanilirlar. Fakat radio-
aktif izotoplar, ferritin ve afir metallerde ayni amag igin kullanilabilir(21).

Immunohistokimyasal galigmalarda y6ntem segimi énemli bir konu-
dur. Aragtirmanin amaci ile birlikte dokunun ve kullanilacak antiserumun tipi-
ne gore belirlenir. Ornegin morfolojik detaylarin korunmast ¢ok 6nemli degil-
se ve taze doku mevcutsa immunfloresan metodu en uygun metoddur. Bu yon-
temde doku antijenleri en iyi gekilde korunur(99). Fakat bu teknigin pek ¢ok
olumsuz tarafi da vardir. Bunlarin baglicalar: yontemde taze doku kullanilma-
s1, 6zel aletler ve karanlik odaya ihtiya¢ duyulmasi, preparattan fotojraf ¢ek-
menin zor olmasi, elektron mikroskobuna uygulanamamasi, incelenen doku
morfolojisini kismen bozmas: ve ekipler arasinda siki bir igbirliginin gerekli
olmasi1dir(90,100,101).

Caligmalarin pek ¢ofunda morfolojik detaylarin korunmas: dnemli-
dir ve yalmizca parafine gomiili doku kesitleri ¢aligma materyali olarak mev-
cuttur. Bu ¢aligmalara morfolojik detaylar: en iyi sekilde gdsteren ve parafine
gomiillii doku kesitlerini kullanarak yapilan immunperoksidaz teknikler uygu-
lanmalidir(101). Bu teknikler ile yillarca evvel otopsi ve cerrahi girigsimler
sonucu elde edilmis ve fikse edilerek parafinde saklanmig dokularin antijenik
yapilan ortaya cikarilabilir ve boyali preparatlar yillarca saklanabilir(90) His-
topatolojide tam esas olarak retrospektifdir ve doku Ornekleri formalinde fik-
se ve parafinde gomiilii olarak bulunurlar. Bu sebepten immunperoksidaz
metodunun alternatifi yoktur(21). Immuno peroksidaz yontemleri iginde en
sik kullanilanlar ve en duyarl: olanlar 51rayla indirek metod, PAP metodu ve
avidin-biotin kompleks metodudur.(21,86). Bununla beraber bir ¢ok ¢aligma
indirek metodun baz: antijen gruplar igin en az difer metodlar kadar duyarli
oldugunu gdstermigtir(102,103). PAP ve avidin biotin kompleks metodunda pri-
mer antikor yiiksek diliisyonda kullanilir(21, 79). Bu durum primer antikorun
pahali oldufu durumlarda yontem seg¢imini etkileyebilir.




18

Immunperoksidaz ¢aligmalarinda dokunun fiksasyon gekli immunore-
aktivitenin korunmasinda dnemli derecede etkendir ve farkh fiksatif soliisyon-
larin antijenik determinantlar iizerine olan etkisi farklidir(104). Immunperok-
sidaz galigmalar igin ideal bir fiksatif morfolojiyi korumali, antijenin immuno-
reaktivitesini bozmamali, difiizyon ve yer degigtirmesini onlemeli ve antijen
antikor reaksiyonunu etkilememelidir. Yakin zamanlarda en sik kullanilan fik-
satif solusyonu % 10’luk formalin solusyonudur. Bu solusyon kullaniliyorsa
tamponlanmalidir ve dokunun fiksatif i¢ginde kalma siiresi morfolojiyi koru-
mak igin gereken siire kadar olmalidir. Uzun fiksasyon siiresi bir ¢ok antijenin
immunoreaktivitesini azaltir(104). Asidik reaksiyonda bekletilmig ve tampon-
lanmamig formaldehit ile fiksasyon antijenik determinantlari tahrip edebi-
1lir(79). Genel olarak asit ve agir metaller gibi protein ¢oktiiren ajanlar igeren
fiksatifler, formaline nazaran immunoreaktiviteyi daha iyi korur(104). Ancak
bu ajanlar ile primer fiksasyon immunserumun doku kesitlerine nonspesifik
baglanmasim arttirir. Bu sebepten Caron ve Banks dokularin 48 saat siiresince
nétral tamponlanmig formalin ile primer fiksasyonunu ve sonra % 10’luk for-
malin igindeki % 5’lik asetik asit ile sekonder fiksasyonunu Onerirler(79,104).
Bununla beraber immunohistokimyasal ¢aligmalarda doku fiksasyonu igin en
uygun fiksatiflerin diigiik pH’li Bouin ve civa kloriir iceren BS fiksatiflerinin
oldugunu savunanlar vardir(76). Ornegin klasik fiksatif olan formalin AFP’nin
polipeptit zincirlerini bozabilir ve antijenik yapisini degistirebilir. Bu problem
Bouin fiksatifi kullanilarak giderilebilir(76). Her seye ragmen biitiin antijenler
i¢in ideal bir fiksatif yoktur(105).

Fikse edilmig dokularda saklama (gomme) iglemleri immunoreaktivi-
teyi etkileyen diger bir fakt6rdiir. Erime noktast % 569C olan parafin mumu
bu islem igin olduk¢a uygundur(79). Parafin yerine resin kullananlar da var-
dir. immunperoksiddz teknikler parafin doku bloklarindan bagka cryostat
kesitlere, smearlere, imprintlere, hiicre suspansiyonlarina ve doku kiiltiir pre-
paratlarina uygulanabilir(79). = ]

Endojen peroksidazlar, fiksasyon siiresince maskelenmiy antijenik
bolgeler ve zemin (background) boyanmasi immunperoksidaz ¢aligmalarinda
en sik kargilagilan problemlerdir.
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Pseudoperoksidaz reaksiyon veren enzimler ve peroksidazlar 1gko-
sit, eritrosit ve ostrojen hedef doku hiicreleri gibi pek ¢ok normal ve neoplas-
tik hiicrede mevcuttur. Bunlar degerlendirmede sorunlar yaratirlar. Endojen
peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak ig¢in pek ¢ok yOntem vardir. Bu
amag i¢in doku kesitleri hidrojen peroksit ihtiva eden absolu metanol i¢inde
on enkiibasyona tabi tutulurlar(106). Heyderman ve Nevile incelenen antije-
nin karbonhidrat olmadifi durumlarda hidrojen peroksit ve sodyum borhid-
rid’i onerirler(79).

Maskelenmiy antijenlerin immunoreaktivitesi proteolitik enzimler
ile yeniden ortaya ¢ikarilabilir(107). Marphan ve arkadaglari bu amag i¢in pH
7.8 ve 379C’de % 1’lik Cat + clorid igindeki % 0.1’lik trypsin ile yapilan igle-
min iyi sonug verdigini bildirmiglerdir(107). Tripsinizasyon pek ¢ok arastirma-
a1 tarafindan kullanilmaktadir(79).

Zemin (background) boyanmasi spesifik ve nonspesifik olmak tizere
ikiye ayrilir. Spesifik zemin boyanmas: siklikla sorun olugturmaz. Bu tip boyan-
ma primer antiserumun iyi hazirlandifi durumlarda goriilmez. Uniform zemin
rengi olarak tarif edilen nonspesifik zemin boyanmasinin asil sebebi doku
kesitlerindeki baz: bdlgelerde spesifik immunserumun nonimmunolojik baglan-
masidir(108). Bu tip boyanma PAP metodunda daha az olugur. Nonimmunolo-
jik baglanma yerleri bloke edilerek nonspesifik zemin boyanmasi &nlenebi-
1lir(90). Bu baglénma yerleri doku kesitleri primer spesifik Ig ile reaksiyon ver-
meyen bir Ig ile enkiibe edilerek bloke edilir(90). Blokan Ig kayna3t olarak
sekonder antikorun elde edildigi tiiriin tam serumu kullanilir. Bazi aragtirmaci-
lara gére doku kesitlerinin enzimatik 6n islemi nonspesifik zemin boyanmasi-
n1 azaltir(109). Nonspesifik zemin boyanmasini azaltan diger 6nemli bir faktér
endojen peroksidaz aktivitesinin ortadan kaldirilmasidir(106). Biitiin bu faktor-
lerden bagka genel olarak primer antikorun yiiksek diliisyonda kullanilmasi
zemin boyanmastm biiyiik ¢apta dnler(76).

Bir immunperoksidaz teknifi uygulamirken optimal boyama elde
edebilmek i¢in primer antiserum (antikor)’un uygun diliisyonda kullanilmasi
gerekir. Uygun olmayan diliisyon oram 6zellikle antijenden zengin dokularda
yanlig negatif sonuglar verir. Bu boyanma inhibisyonuna steric inhibisyon
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denir. Ancak }ierhangi bir serumun uygun diliisyon oramint bulmak oldukga
giigtiir. Ciinkii bir 6rnek i¢in uygun olan diliisyon bagka bir 6rnek igin uygun
olmayabilir. Boylece test edilmemig bir serum bilinen bir dokuya uygulandifin-
da, veya test edilmis bir serum bilinmeyen bir dokuya uygulandifinda negatif
sonuglar: ortadan kaldirmak igin pek ¢ok diliisyon serisi kullanilmalidir. Teo-
rik olarak ¢ok basamakh metodlarda her bir basamapin antikor diliisyonu ayr
ayn tespit edilmelidir. Pratik uygulamada ise yalnizca primer antikorun diliis-
yon veya konsantrasyon orani degisiktir. Ornegin PAP metodunda kopriileme
molekiili i¢in 1/20 ve PAP kompleksi igin 1/60 diliisyonlar: sabit diliisyon
oranlarndir. Yalnizca primer antikorun diliisyon orani uygulamadan uygulama-
ya degistirilir. Optimal antikor diliisyonu elde etmek i¢in Beutner, Denk ve
Shu’nun gelistirdigi bir titrasyon sistemi kullanilabilir(79).

Tekniklerin uygulamas: sirasinda antiserumun buharlagmasint dnle-
mek igin biitiin enkiibasyonlar nemli ortamda yapilmali ve kesitler basamaklar
arasinda TRIS/HCL tamponlanmig tuz ile yikanmalidir. Bazi aragtirmacilar
yikama solusyonuna BRIJ 96 gibi deterjanlarin ilavesini dnerirler(103).

Immuno peraksidaz c¢alismalarinda antijen pozitif bolgeleri deger-
lendirmek i¢in enzim baglanma yerlerinin histokimyasal bir metodla goriiniir
hale getirilmesi gerekir. Bu amag igin en sik kullanilan metod Graham ve Kar-
novsky’nin tarif ettifi metottur(110). Burada boyama islemi i¢in diaminobenzi-
din (DAB) kullanilir ve boyanma yerleri 151tk mikroskobunda incelenir. DAB
boyamas: yerine Phnylenediamine pyrocatechol boyasi kullananlar da vardir.
Fakat bu boya ile daha koyu bir boyanma olugur. Bunlardan bagka peroksidaz-
lar: goriiniir hale getirmek icin pek ¢ok metod vardir(111,112).

Immunohistokimyasal metodlarin spesivitesini ortaya ¢ikarmak igin
yapilmasi gereken bir ¢ok kontrol yéntemi vardir.

Bunlar sirasiyla:

é) Antijen tagidif veya tagimadig bilinen kontrol dokularini kullan-
mak.
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b) Primer antiserumu spesefik bir antijenle énceden bloke etmek
¢) Aym tiirden elde edilmiy normal serumla primer antiserumun
yerini degistirmek, seklinde uygulanirlar.
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MATERYAL ve METOD

Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Kadin hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dal1 ameliyat servisine gesitli tanilar ile 1987-1988 yillar: arasinda yatirilan ve
ameliyat edilen 41 olgu ¢alisma kapsamina alindi. Bu olgularin ameliyat piyes-
lerinden hazirlanmig parafin doku blok kesitleri, hematoxylin eosin boyasi ile
boyanarak histopatolojik tani koyuldu ve malign timérlerin diferansiasyon
derecesi tespit edildi. Buna gére olgularin dagilumi: 22’si malign jinekolojik
tiimor 14’11 selim jinekolojik tiimoér ve 5°i de nontiimoral hastalik seklindeidi.
Selim tiimorlerden ve nontiimdéral hastaliklardan olugan olgular kontrol grubu
olarak alindi. Bu 41 olgudan elde edilen formalinle fikse ve parafine gomiil-
miis ayn1 doku blok kesitlerine immunohistokimyasal boyama uygulandi. Doku-
lar CEA, AFP ve HCG olmak tizere li¢ tlimdr belirtegi i¢in tarandi. Boyama
ydntemi olarak segilen baglanmamig antikor peroksidaz-antiperoksidaz tekni-
gi, her bir vakamin 2 veya 3 doku bloguna uygulandi. Bu amag i¢i DPC Immus-
tain HCG, AFP ve CEA universal kiti segildi. Parafin doku bloklarindan 3-3
mikron kalinlifinda doku kesitleri yapild: ve dokuyu lama yapigtirmak i¢in %
1’lik jelatin kullanildi. Her bir 6rnek i¢in en az 2 lam hazirlandi ve bunlardan
biri negatif kontrol lami olarak kabul edildi. Biitiin iglemler yaklagik 220C ola-
rak kabul edilen oda isisinda yapildi. Hazirlanan doku kesitlerini parafinden
temizlemek ve rehidrate etmek ig¢in 6nce xylene sonra etil alkolden gegirdik.
Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin ise kesitler, 30
dakika siiresince methanol igindeki % 0.3’lik hidrojen peroksid ile muamele
edildi. Bundan sonra sirasiyla:

1- Kesitler 30 dakika siiresince 0.05 M Tris tampon (0.2 M trisamino-
methane: (CHpOH2 CNH)) i¢indeki % 3’lik normal tavsan serumundan olu-
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san nonspesifik blokan ajan ile muamele edildi.

2- Fazla serum kurutma kagid: ile alindiktan sonra, kesitler +40
C’de 24 saat siiresince Tris tampon ile tamponlanmig % 1’lik normal tavgan
serumu igindeki % 0.1’lik primer anti serum ile muamele edildi. Bu sirada
negatif kontrol kesitlerine de kontrol reageni uygulandi.

3- Kesitler 3 kez ikiger dakikalik siireler ile Tris tamponda ¢alkalan-
di. Bundan sonra 30 dakika siiresince Tris tampon igindeki % 20’lik koyun
antitavgan IgG ile muamele edildi.

4. Yukardaki Tris tampon ile yikama iglemi tekrarlandi ve kesitlere
tavganda hazirlanmig peroksidaz-antiperoksidaz (PAP) kompleksi uygulandi.

5. Kesitler ii¢ kez ikiger dakikalik siireler ile Tris tamponda galka-
landi ve pH 7.2’de 0.05 M tris tampon igindeki % 0.05’lik diaminobenzidine
tetrahydrochloride ve % 0.01’lik hidrojen peroksid ile muamele edildi.

Bu iglemlerden gegirilen kesitler hematoxylen ile 30-60 saniye siire-
since boyandi. Hazirlanan preparatlar lamel ile kapatildiktan sonra adi 131k
mikroskobunda incelendi. Pozitif deferlendirme igin tararan alanlarin en az
1/4’iinde kirmizi-kahverengi boyanan antijen pozitif bolgeler arandi. Sonuglar
pozitif ve negatif olarak degerlendirildi.

Her bir olgunun kan drnekleri ameliyat giiniinde; ameliyattan 1 haf-
ta ve 4 hafta sonra olmak ilizere 3 kez alindi. Kubital venden alinan kanlarn
serumlan aynldi ve - 200 C’de test giiniine kadar muhafaza edildi. Plazma
CEA, AFP ve HCG konsantrasyonlar: sirasiyla pharmacia CEA, RIA 100,
Amerlex-m AFP ve beta HCG kitleri kullanilarak tespit edildi. Normal deBer-
ler CEA igin 0-2.5 ngr/ml, AFP i¢in 0-20 ngr/ml ve HCG igin 0-10 mIU/ml
olarak alindi. Kullanilan biitiin tim6r doku ve hasta kan Ornekleri ayri ayri
kodland:. Béylece immunperoksidaz boyamay: yapan ve plazma belirte¢ diize-
yini tespit eden aragtirmacilar olgularin tamisim ve durumunu bilmeksizin
cahsgtilar.

Caligmamizin istatistiksel hesaplar1 ki kare ve Fisher testleri kullani-
larak yapildi.
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BULGULAR

Olgular1 malign jinekolojik tiimdr ve kontrol grubu olmak tizere iki
baglik altinda inceledik. Malign jinekolojik tim6r grubunda 22 olgu, kontrol
grubunda ise 19 olgu ¢aligma kapsamina alindi. Malign jinekolojik tiimorlerin
dagilimi; 6 endometrial kanser, 4 serviks kanseri, 6 over kist adenokanseri, 1
krukenberg tiimorii, 1 over clear-cell kanseri, 1 anaplastik over kanseri, 1 sar-
koma uteri, 1 graniiloza hiicre tiimorii ve 1 koriokarsinom geklindedir (Tablo
1). Bu gruptaki 6 over kist adenokanseri, 1 over clear-cell kanseri, 1 anaplas-
tik over kanseri ve 1 krukenberg tiimdrii olgusunu epitelyal over kanserleri
baglif1 altinda topladik. Krukenberg tiimorii primer over kanseri olmamakla
birlikte, epitelyal tiimér olmasi nedeni ile bu grupta incelenmigtir.

Kontrol grubu 9 myoma uteri, 5 selim over kisti, 3 normal doku (pe-
riton, tuba, omentum) ve 2 infeksiyon olgusundan olugmaktadir (Tablo 2).
Olgularin yag ortalamast malign tiim6rli hastalarda 46.8 (26-60) ve kontrol
grubunda ise 45.2 (30-59) olarak bulundu.

Tablo 3’de jinekolojik malign tiimdr dokularinin, immunohistokim-
yasal boyama ile tespit edilen belirte¢ profilleri goriilmektedir. CEA en sik
epitelyal over tiimorlerinde bulundu (p>0.05). Bunu siklik sirasina gore % 30
ve % 33’liik oranlar ile serviks kanseri ve endometrial kanser takib ediyordu
(p>0.05). Epitelyal over kanserlerinin kendi aralarindaki belirte¢ dagilimi
Tablo 4’de g(‘irﬁlmektedir. Burada dikkati geken 6zellik 6 over kist adenokan-
ser olgusunun 4’iinde CEA’nin bulunmasidir. CEA gibi AFP ve HCG’de sira-
siyla 9% 34 ve % 45 oranlar ile en sik epitelyal over tiimdrlerinde tespit edildi
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(p>0.05) (Tablo 3). Beklendigi sekilde bir sarkoma uteri olgusunda ¢aligilan
belirteglerin higbiri gosterilemedi. Ayrica endometrial kanser, koriokarsinom
ve graniiloza hiicre tiimdri olgularinin hicbirinde AFP ve HCG tespit edilme-
di. Serviks kanseri olgnlarimin % 25’inde immunohistokimyasal olarak AFP ve
HCG bulundu (p>0.05).

Nonmalign olgulardan olugan kontrol grubunda ise doku belirteg
dagilim: Tablo 5’de goriilmektedir. Burada immunohistokimyasal boyama ile
over kistlerinin % 60’inda CEA, % 40’1nda AFP ve % 20’sinde HCG’nin bulun-
dugu tespit edildi (p>0.05). Ayn:1 oranlar myoma uteri igin sirasiyla % 22, %
33 ve % 11 geklindedir (p>0.05). Bundan bagka 3 normal doku ve 2 infeksiyon
olgusunun birinde CEA tespit edildi. Burada adi1 gegen infeksiyon olgularin-
dan biri tiiberkiiloz peritonit digeri ise tubo-overyal apsedir. Sonug¢ olarak
immunohistokimyasal boyama ile malign jinekolojik olgularin % S50’sinde,
kontrol grubu olgularimin ise % 37’sinde CEA pozitifli3i tespit edildi
(p>0.05). Bunun yaminda AFP malign olgularin % 18’inde, kontrol grubu olgu-
larinin % 26’sinda, HCG ise malign olgularin % 27’sinde kontrol grubu olgula-
rinin ise % 16’sinda tespit edildi (p>0.05) (Tablo 3-5). immunohistokimyasal
boyama ile dokudaki belirteg¢ pozitifligi Resim 1-4’de goériilmektedir. CEA’nin
genellikle hiicre membranlarinda ve apikal tarafda yofunlagtifi goriildii. Ayn:
sekilde gland liimenlerinde de tespit edildi. AFP ve HCG’nin ise tiimdr hiicre
sitoplazmasinda yogunlagtifi goriildii.

Malign tiimorlii 22 olgunun 8’inde (% 36) ameliyat 6ncesi CEA sevi-
yesi 2.5 ngr/ml’nin iizerinde bulundu (p>0.05) (Sekil 7, Tablo 6). Ayni oranin
kontrol grubunda % 10 oldugu gériildi (p>0.05) (§ekil 7, Tablo 6). Sekil 8-9
ve Tablo 6’da incelenen toplam 4l olgunun ameliyat Oncesi plazma AFP ve
HCG seviyeleri goriilmektedir. 22 malign tiimdrld hastanin 1 (% 4) inde AFP
ve 4 (% 18) iinde HCG normalden yiiksek bulundu (Tablo 6). 19 selim jineko-
lojik olgunun higbirinde AFP yiikselmesi tespit edilemezken 1 (% 5) olguda
HCG normal seviyenin iizerinde bulundu (Tablo 6). Tablo 1 ve 2’de 41 olgu-
nun plazma belirteg seviyeleri kantitatif olarak goriilmektedir. Her bir malign
tiimor tiiri ameliyat 6ncesi serum seviyeleri ydniinden incelendiginde endo-
metrial kanserli hastalarin % 33’iinde, serviks kanserli hastalarin % 75’inde
ve epitelyal over kanserli hastalarin % 33’iinde plazma CEA seviyesinin 2.5
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Resim 1- Bir over kist adenckanser dokusunda kahverengi kirmizi odaklar ha-
linde gorilen CEA pozitifligi

Resim 2- Bir Krukenberg tumérii dokusunda daha c¢ok hiicre sitoplazmalarinda
gorilen kahverengi kirmizi HCG antijen pozitif bolgeleri
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Resim 3- Bir serviks kanseri dokusunda kahverengi kirmizi odaklar halinde go-
rilen AFP pozitifligi

Resim 4- Bir endometrial kanser dokusunda kahverengi kirmizi odaklar halinde
goriillen CEA pozitifligi
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Sekil 7- Malign ve kontrol grubu olgularinda ameliyat éncesi plazma CEA

dagilimlar:
(X) A: Endometrial kanser K: Over kisti
B: Serviks kanseri ‘ L:. Myoma Uteri
C: Sarkoma uteri ' M: Malignite gérfilmeyen doku
D: Koriokarsinom N: Infeksiyon
E: Epitelyal over kanseri
F: Grantiloza hiicreli ttmér
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Sekil 8- Maliign ve kontrol grubu olgularinin ameliyat ¢ncesi plazma AFP
dagilimlar:
(X): A: Endometrial kanser K: Over kisti
B: Serviks kanseri L: Myoma Uteri
C: Sarkoma uteri M: Malignite gortilmeyen doku
D: Koriokarsinom N: Infeksiyon
E: Epitelyal Over kanseri
F: Grantiloza hiicreli timor
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Sekil 9- Malign ve kontrol grubu olgularinda ameliyat ¢ncesi Plazma HCG
dagilimlarn

(X): A: Endometrial kanser K: Over Kkisti
B: Serviks kanseri L: Myoma Uteri
C: Sarkoma uteri M: Malignite gortilmeyen doku
D: Koriokarsinom N: Infeksiyon
E: Epitelyal Over kanseri
F: Grantlloza hiicreli tUmor
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ngr/m!’nin iizerinde oldugu bulundu (p>0.05) (Tablo 6). Endometrial ve servi-
kal kanserli olgularin hi¢birinde ameliyat dncesi AFP yiikselmesi tespit edil-
medi. Epitelyal over kanserlerinin ancak % 11’inde plazma AFP seviyesi 20
ngr/ml’nin {izerinde bulundu (Tablo 6). Endometrial kanserde ameliyat 6ncesi
ddnemde plazma HCG yiikselmesi goriilmedi. Bunun yaninda serviks kanserli
olgularin % 25’inde ve epitelyal over kanseri olan olgularin % 22’sinde plaz-
ma HCG seviyesinin 10 mIU/ml’nin iizerinde oldugu tesbit edildi (p:0.79)
(Tablo 6).

Tablo 7 malign ve nonmalign tiiméral olugumlarin doku CEA, AFP
ve HCG igerikleri ile plazma degerleri arasindaki uygunluk oranlarini géster-
mektedir. Yirmi iki malign tiim6r olgusunun 11’inde doku CEA pozitifligi tes-
pit edildi ve bu 11 olgunun % 63’iinde ameliyat 6ncesi plazma degeri normal-
den fazla bulundu (Tablo 7). Ayni grupda immunohistokimyasal olarak AFP
pozitifligi tespit edilen 4 olgunun % 25’inde plazma deBeri normalden fazla
bulunurken, dokuda HCG pozitifligi tespit edilen 6 olgunun % 67’sinde plaz-
ma deBerinin normalden fazla oldugu tesbit edildi (Tablo 7). Kontrol grubun-
da doku CEA pozitifligi tespit edilen olgularin % 28inde, HCG pozitifligi tes-
pit edilenlerin ise % 33’linde plazma belirteg seviyesi normalden fazla bulun-
du (Tablo 7). Malign tiimdrlerde belirteglerin doku ve plazma diizeylerindeki
uygunluk CEA’da % 77, AFP’de % 86 ve HCG’de % 91 olarak bulundu. Aym
uygunluk oranlarinin kontrol grubunda CEA igin % 74, AFP igin % 74 ve
HCG igin % 89 oldupu goriildii (Tablo 7). Bir olgu disinda, dokuda immuno-
histokimyasal olarak belirte¢ pozitifli§i tespit edilmeyen gerek malign ve
gerekse nonmalign olgulann hig¢birinde plazma belirte¢ seviyesi normalden
fazla bulunmadi.

Ameliyat oncesi ve sonrast plazma CEA ve HCG seviyeleri gekil
10,11’de goriilmektedir. Sitorediiktif cerrahi uygulanan bir over kanseri olgu-
sunda plazma CEA seviyesi ameliyattan sonra artmugtir. Dier olgularda plaz-
ma belirteg seviyesi ameliyat sonras1 donemde belirgin olarak azalmigtir.
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Sekil 10- Malign olgularda ytksek plazma CEA seviyelerinin
ameliyatdan sonra 1 ve 4. hafta degerleri

Not: Dokuda CEA pozitifligi bulunmayan fakat ameliyat 6ncesi plazma
seviyesi 2.8 ngr/ml olan olgu altnmamistir.
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Sekil 11- Malign olgularda yitksek plazma HCG seviyelerinin ameliyattan
sonra 1 ve 4. hafta degerleri
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TARTISMA

Gegen 20 yil siiresince bilim ve teknikteki ilerlemeler timor belirte-
¢i olarak tanimlanan pek ¢ok antijenin bulunmasina neden olmugtur. Buna rag-
men hala tiimdr belirteglerinin klinik 6nemi konusunda agiklanamamis soru-
lar vardir. Bugiinkii bilgilerimize gdre, mevcut belirte¢lerin bir kagt harig hig-
biri jinekolojik kanserlerin immun tanisinda kullanilacak kadar duyarli degil-
dir. Buna ragmen bazi timér belirtecleri tiimoriin tedaviye cevabini degerlen-
dirmek i¢in kullanirlar. Ornegin over karsinomlarinda kanser antijeni 125
(CA-125) den, trofoblastik tiimodrlerde HCG’den, endodermal siniis tiimdrle-
rinde AFP’den ve prostat kanserinde asit fozfatazdan yaygin olarak faydalanil-
maktadir(52,100,113,114).

Plazma antijen konsantrasyonu tiimdr dokusunun antijen konsantras-
yonu ile hastalifin yayginligina baglidir(29). Ne yazik ki pek ¢ok klinik uygula-
mada tiimo6r belirteglerinin ameliyat sonrasi seri plazma olgiimleri tiimériin
belirteg igerifine bakilmaksizin yapilmigtir. Bunun sonucu olarak, plazma
belirteg seviyesi ylikselmeksizin tedavi sonras: timdr niiksiiniin meydana geldi-
gi durumlarda ilgili belirtegin klinik olarak yetersiz oldugu sonucuna varilmig-
tir. Genel olarak bir belirtegin seri plazma 6l¢limlerinin hastalifin durumunu
dogru olarak gosterebilmesi igin tiimorde belirli bir konsantrasyonda bulunma-
s1 gerekir(29). Siklikla jinekolojik tiimdrlerin herhangi bir siifi igin hangi
belirtegin takib ve tanida faydali olabilecegini 6nceden tahmin etmek zordur.
Ornegin bir malign over tiimdri CEA, HCG, AFP ve SONA (serdz over neop-
lazm amilaz1) gibi bir ¢ok antijeni birlikte tagiyabilir. Bu nedenle herhangi bir
tiimdriin antijenik profilini ortaya ¢ikarabilen doku antijen taramasina gereksi-
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nim vardir. Byle bir doku taramas: sonucunda, seri plazma Olgiimleri ile
tiimoriin tedaviye cevabini degerlendirmek igin, uygun olan belirteg segilebile-
cektir. Giiniimiizde en giivenilir doku antijen tarama metodu immunohistokim-
yasal boyamadir(2,79). Bu teknikte enzim bagl antikorlar hazirlanir ve immu-
nolojik aktif bolgeler histokimyasal bir reaksiyom ile goriiniir hale getiri-
lir(89,115). Bu amag i¢in pek ¢ok g¢aligmada immunperoksidaz teknikler kulla-
milir(21). Immunfloresan tekniginin aksine immunperoksidaz tekniklerinde
boyanma kalicidir ve preparatlar klasik histolojik boyalar ile tekrar boyanabi-
lirler. Boylece boyanan antijen pozitif bolgeler timdr dokusunun morfolojik
yapist iginde belirgin olarak gériiniir. Bu metodla jinekolojik tiimé6rlerde bir
¢ok belirteg tespit edilmistir(2). Jinekolojik onkolojide, CEA, AFP ve HCG’-
nin tiimo6r belirte¢i olarak 6nemini aragtiran pek ¢ok ¢aligma yapilmigtir. Yapi-
lan ¢caligmalarda bu belirtegler farkli ag¢ilardan incelenmis ve klinife uygulana-
bilirlik dereceleri aragtirilmagtir.

Malign ve selim tiimd&ral olugumlar olarak ikiye ayirdifimiz ¢aligma
grubumuzda bu belirtegleri dokuda ve kanda inceledik. Bir ¢ok tiimé6r antijeni-
nin immunohistokimyasal olarak jinekolojik tiimdr dokularinda tesbiti tiimor
belirteglerinin klinikteki kullamim alanlarini genigletmigtir. 1977 de Van
Nagell ve arkadaglarinin yaptif bir ¢aliyjmada endometrial kanser dokularin-
da immunohistokimyasal olarak % 9 oraninda CEA’nin olduBu tespit edilmisg-
tir(116). Van Nagell bir bagka ¢aliymada servikal timoér olgularinin % 63’iin-
de, Hiroshi ise % 80’inde immunohistokimyasal olarak CAE pozitifligi bildiril-
migtir(12,117). Goldenberg ve arkadaslar over kanserleri dahil pek ¢ok jineko-
lojik tiimdrde CEA tespit etmigtir(47). Casper ve arkadaglarinin yaptifi bir
caligmada ise immunohistokimyasal olarak epitelyal over kanserlerinin % 50’-
sinde CEA, % 7’sinde AFP ve % 7’sinde HCG oldufu bulunmugtur(118). Bu
¢aligmanin sonuglarina gore incelenen 3 tiimor belirtegi iginde, epitelyal over
timdorlerinin en fazla iirettii belirteg CEA’dir. Nihayet 1987°de Etienne’nin
yayinladif: bir yazida malign over tiimorlerinde CEA bulunma oranimin % 37
oldugu bildirilmigtir(119). Genel olarak epitelyal over tiimorlerinin % 50’sin-
de immunohistokimyasal olarak CEA boyanmas: gdriiliir(73).

CEA bir epitelyal tiimor antijenidir. Ozellikle hiicre membranlarin-
da ve liimene bakan apikal yiizde bulunur(2). Baz1 durumlarda sitoplazmada
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da goriilebilir. Immunohistokimyasal olarak tiimér dokusunda CEA tespit ede-
bilmek i¢in en az 3 mikro/gr’lik bir doku konsantrasyonu gerekir(120). Epitel-
yal over tiimorlerinde CEA iiretiminin diigiik diizeyde olmasinin nedenlerin-
den biri germinal inkliizyon kistlerinde CEA’nin olmamas: diferi ise normal
miilleryan sistemden olugan epitelde CEA’nin az olmasidir(119). Diger onkofe-
tal belirtegler gibi CEA’nin malign tiimdrler tarafindan {iretimi, neoplastik
transformasyon siiresince embriyonal gen fonksiyonlarinin baskidan kurtulma-
s1 sonucu, meydana gelir(5).

Caligma grubumuzda immunohistokimyasal olarak malign timor
dokularinin % 'SO’sinde, selim tiimorlerden olugan kontrol grubu dokularinin
ise % 37’sinde CEA tespit edildi. Fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlam-
sizdi (p>0.05). Ayrica CEA’in malign ve selim jinekolojik tiimorlerin gegitli
histolojik tiplerindeki dagilimi istatistiksel agidan anlamsiz bulundu (p>0.05).
Ornegin % 50 ve % 67’lik oranlar ile en fazla CEA igeren tiimorlerin sirasiyla
serviks kanseri ile epitelyal over kanseri oldugu goriildii. Selim grupta over
kistlerinin % 60’1nda, myoma uteri olgularimin ise % 22’sinde immunohisto-
kimyasal boyama ile CEA tespit edildi. Iki myoma uteri olgusunda CEA’min
tesbit edilmesi agiklanmasi gereken bir durumdur. Ayrica sarkoma uteri olgu-
muzda CEA dahil ¢aligtifimiz higbir belirtegin bulunmamasi beklenen sonug
olarak degerlendirildi. Ciinkii myom ve sarkom yumugak doku timérlerinden-
dir. Bu grup tiimdérlerin en 6nemli iki belirte¢i vimentin ve desmindir(2).
Gerek vimentin ve gerekse desmin intermediat proteinler grubu iiyelerinden-
dir(121). Ayrica yumusak doku tiimérlerinde immunohistokimyasal boyama ile
vimentin ve desminden bagka myoglobin, faktdr 8, S-100 proteini, alfa 1
antitrypsin ve alfa 1 antichymotrypsin gibi belirteclerde tespit edilmigtir(2).
Genel olarak leiyomyom ve leiyomyosarkom dokularinda vimentin olsun olma-
sin desmin vardir(121). Bununla beraber Disaia ve arkadaglarinin 1975°de yap-
tiklar1 bir ¢alismada 3 sarkoma uteri olgusunun birinde CEA tespit edilmisg-
tir(122). Immunohistokimyasal olarak myoma uteri olgularinda CEA pozitifli-
ginin bulunmas: yanlig pozitiflik olarak yorumlanabilir. Bir diger agiklamada;
bu myom dokularinda yumugak doku hiicrelerinden bagka epitel doku hiicrele-
ri vardir, geklinde olabilir. Bu durum yoruma agiktir.

Literatiirde immunohistokimyasal olarak AFP, over timdrleri digin-
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da nadiren aragtirtlmigtir. Clear-Cell karsinomu digindaki epitelyal over
tiimorlerinin hemen tamaminda immunohistokimyasal boyama ile AFP’'nin tes-
pit edildigi bildirilmigtir(73). Germ hiicre belirte¢i olarak bilinen AFP endo-
dermal siniis tiimorlerinde, embriyonal karsinom yolk kesesi diferansiasyon
odaklarinda ve poliembriyom yolk kesesi elemanlarinda immunohistokimyasal
olarak gosterilmigtir(123,124). Kurman ve Noris 15 endodermal siniis tiimor
vakasimin tamaminda AFP tespit etmigtir(125). Caligma serimizde selim tiimor-
lerden olugan grupta AFP immunohistokimyasal olarak % 26 oraninda bulu-
nurken, malign timorlerden olugan grupta % 18 oraminda bulundu. Aradaki
fark istatistiksel agidan anlamsiz olarak degerlendirildi (p>0.05) Malign grup-
ta clear-cell karsinomlu bir olgu disinda yiiksek plazma AFP seviyesi tespit
edilemezken defisik 4 malign neoplazm olgusunda dokuda AFP tespit edil-
di(Tablo 3). Bir clear-cell karsinom olgusunda doku pozitifligi ile birlikte yiik-
sek plazma seviyesi ve bu tiimorlerde endodermal siniis hiicresi odaklarinin
varhifim diigiindiirmektedir. Genital kanalin clear-cell karsinomu ya miiller
epitelinden ya da over ylizeyini dogeyen embriyonik olarak benzer s616mik epi-
telden kaynaklanir. Pek ¢ok siniflamasi vardir.

Teilum clear-cell karsinomlarinin bazilarinin aslinda endodermal
siniis tiimdrii oldugu fikrini savunmustur(7). Bu durum clear-cell karsinomlu
olgumuzun timdr dokusunda endodermal siniis tiimdri elemanlan bulundugu
fikrini desteklemektedir. Caligma serimizin malign gurubunda epitelyal over
kanserlerinin % 34’linde, serviks kanserlerini ise % 25’inde immunohistokim-
yasal olarak AFP tespit edildi ve aradaki farkin anlamsiz olduu bulundu
(p>0.05). Selim tiimérlerin gegitli histolojik tipleri iginde farkli oranlarda
bulunmas1 da keza istatistiksel olarak anlamsizdi. Myoma uteri ve selim over
kisti gibi dokularda AFP’nin tesbiti, pek ¢ok malign ve nonmalign hiicre tara-
findan bu belirtegin az da olsa iiretildigini gostermektedir.

Trofoblastik tiimdrler harig, jinekolojik timdérlerde HCG’nin varlifi-
n1 aragtiran ¢aligmalardan farkli sonuglar alinmigtir(73). Mohabeer ve arkadag-
lar1 selim, borderline ve invaziv tiimdrler arasinda 6nemli bir fark olmaksizin,
epitelyal over tiimdrlerinin % 40’1nda immunohistokimyasal boyama ile HCG
tespit etmislerdir(73). Bir bagka ¢aliymada over karsinomlarinda HCG boyan-
ma sikhifinin yalmzca % 10 oldufu ve selim tiimdrlerde boyanmamn olmadit.
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bildirilmistir(73). Jinekolojik tiimorlerde plazma HCG diizeyini arastiran pek
¢ok caligma vardir(29). Bunun yaninda gestasyonel trofoblastik hastalik ve
over tiimorleri digindaki jinekolojik timorlerde HCG’yi immunohistokimyasal
olarak aragtiran galigma sayist yok denecek kadar azdir. Caligmamizda biitiin
jinekolojik tiimorleri immunohistokimyasal olarak HCG igin taradik. Malign
jinekolojik tiimorlerin % 27’sinde immunohistokimyasal boyama ile HCG tes-
pit ettik. Bu oran selim jinekolojik tiimdrlerde % 16 olarak bulundu. En yiik-
sek HCG podaitiflik oran1 % 45 ile epitelyal over kanserlerinde tespit edildi.
Beklendigi gibi bir koriokarsinom olgusunda hiicrelerin biiyiik bir ¢ogunlugu-
nun HCG iirettigi goriiliirken, sarkoma uteri ve. graniiloza hiicreli timor olgu-
sunda HCG iireten hiicre goriilmedi. Caligmamizin sonuglarina gore malign
jinekolojik tiimorler selim olanlardan daha fazla oranda HCG iiretirler fakat
aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05). Aynt anlamsizlik derece-
si gerek malign ve gerekse selim grupta cesitli histolojik tiimér tipleri arasin-
da da mevcuttu. Literatiir verilerine gére germ hiicre tiimdrleri hari¢ tutulursa
HCG anlamli olarak yalmizca selim ve malign trofoblastik tiimdér hiicreleri
tarafindan tiretilir(51). HCG’nin trofoblastik tiimdrlerdeki sensitivite ve spesi-
vitesi oldukga yiliksektir. Bunun yaninda germ hiicre tiimérlerindeki duyarliligi-
mn % 17-50 ve spesivitesinin % 97-98 oldugu bildirilmigtir(126,127).

Plazma belirteg seviyesini tespit etmenin baglica 2 nedeni vardir.
Bunlar tiim6riin tarama ve ve tamisi ile ameliyat sonras1 donemde takibi geklin-
de siralanabilir. CEA, AFP ve HCG’nin bazi malign tiimérlerde hasta plazma
seviyelerinin tlimo6r geligimine veya gerilemesine parelel seyir gosterdigi ve bu
nedenle tedavi sonras: takibde kullanildiklart bilinir(12,25,29). Ornegin dzel-
likle gestasyonel ve nongestasyonel trofoblastik tiimérlerde plazma HCG sevi-
yeleri ayrica, tedavinin geklini ve siiresini net olarak belirler(52).

Jinekolojik malignitelerde bu iig¢ belirtegin serum seviyelerini aragti-
ran ¢aligmalarin sonuglarn birbirine yakindir. Saglikli insanlarin % 11’inde,
selim jinekolojik hastaliklarin ise % 18’inde plazma CEA seviyesinin 2.5
ngr/ml’nin {izerinde oldugu bildirilmigtir(29). Van Nagell ve arkadaglarimn
1978’de yaptiklari bir ¢aliymada plazma CEA yiikselme oranlarinin endometri-
al kanserli hastalarda % 30, over kanserli hastalarda % 50 ve servikal kanserli
hastalarda % 60 olarak tespit edilmistir(33). Disaia endometrial kanserli has-
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talarin % 57’sinde, Kjorstad ise % 34’inde plazma CEA seviyesinin yiikseldigi-
ni belirtmigtir(122,128). Donaldson ve arkadaglarimin yaptifi 317 selim ve 253
malign jinekolojik olguyu iceren bir ¢alismada CEA, AFP ve HCG’nin herbiri-
nin plazma konsantrasyonlarimin invaziv jinekolojik kanserlerde kontrol grubu-
na nazaran anlamli derecede yliksek oldugu bulunmugtur(67). Keza bu galig-
mada serviks kanserlerinde AFP (>20 ngr/ml), HCG (>5mIU/ml) ve CEA
(>2.5 ngr/ml)'nin plazma ylikselme oranlar sirastyla % 53, % 24 ve % 69 ola-
rak belirtilirken endometrial ve over kanserlerinde ayni belirteglerin yiiksel-
me oranlari yine sirasiyla % 50, % 21 % 55 ve % 57, % 17, % 65 olarak belir-
tilmigtir(67). Bast’in epitelyal over kanserlerini igeren bir ¢aligmasinda bu kan-
ser tiiriini tagiyan hastalarin % 37’sinde, Van Nagell’in ayn1 konudaki ¢aligma-
sinda ise % 40’inda plazma CEA diizeyinin 2.5 ngr/ml’den fazla oldugu bulun-
mugtur(43,73). Over kanserleri ile yapilan difer ¢aligma grubunda hastalarin
ortalama % 50’sinde plazma CEA diizeyinin artmig oldugu gosterilmig-
tir(32,129).

Yirmi iki malign ve 19 selim jinekolojik olgudan olugan arastirma
grubumuzda Tablo 6’da goriildiigii gibi plazma CEA seviyesi hemen hemen
biitiin tiimdr tiirlerinde degisik oranlarda yiikselirken AFP plazma seviyesi yal-
mzca clear-cell karsinomlu bir hastada yiikselmigtir. Plazma CEA seviyesi ser-
viks kanserli hastalarin % 75’inde yiikseldi. Fakat bu yiikselme oram istitatis-
tiksel olarak anlamsizd: (P> 0.05). Endometrial kanserli hastalar harig tutulur-
sa, plazma HCG seviyesindeki yiikselme oranlar: diger tiimdr tiirlerinde litera-
tiir verilerine uygunluk géstermektedir. Sonug olarak ameliyat 6ncesi dénem-
de galigma grubumuzun kontrol olgularinda plazma CEA (>2.5 ngr/ml), AFP
(>20 ngr/ml) ve HCG (>10mIU/ml) seviyelerinin sirasiyla % 10, % 0 ve % 5
oraminda yiikseldigi goriildi. Aym oranlarin malign tiimérlii olgularda CEA
i¢in % 36, AFP igin % 4 ve HCG igin % 18 oldugu tespit edildi. CEA, AFP ve
HCG’nin ameliyat Oncesi plazma konsantrasyonlarinin malign jinekolojik
tiimorlerde kontrol grubuna nazaran anlamsiz derecede yiiksek olduBu sonucu-
na varildi (P>0.05). Bu anlamsizlik olgu sayisinin azlifina baglh olabilir.

Olgularimizda ameliyattan 4 hafta sonra, yiiksek plazma belirteg
seviyeleri tedrici olarak normale inmistir. Sitorediiktif cerrahi uygulanan bir
over kanseri olgusunda plazma belirteg¢ seviyesinin ameliyattan sonra yiiksel-
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mesi ¢ikarilamayan kanser dokularinin bol miktarda belirteg lirettigini goster-
mektedir. Olgu sayis1 az oldufundan ameliyat sonrasi seri plazma &lg¢iimleri
yeterince degerlendirilmemistir.

Genel olarak tiimdriin belirte¢ konsantrasyonu ile plazma belirteg
diizeyi arasinda diizenli bir iligkinin olmadif: bilinir(33, 130). Ciinkii bir belir-
tegin plazma seviyesi, tiimor doku hiicrelerinin belirteg sentez hizina, belirte-
¢in metabolizma hizina, timdr kitlesinin biiyiikliigiine ve tiimoriin vaskiilarite-
sine bagli olarak degisir(117,130). Literatiirde belirte¢ doku kan seviyesini kar-
gilastiran az sayida ¢aligma mevcuttur.

Van Nagell ve arkadaglari immunohistokimyasal olarak CEA ihtiva
eden 49 serviks kanseri olgusunun yalnizca % 38’inde plazma CEA seviyesinin
normalden fazla oldugunu bulmugtur(117). Hiroshi’nin serviks kanseri iizerine
yaptig bagka bir ¢aligmada doku kan iligki oranimin % 20-50 oldugu bildiril-
migtir(12). Breittenecker ve arkadaglarinin 1989’da yaptifi ve plazma doku
belirteg¢ diizeyini kiyaslayan bir ¢aligmada, immunohistokimyasal olarak CEA
tespit edilen over kanserli hastalarin % 26’sinda ve over kisti tagiyan hastala-
rin % 16’sinda plazma CEA diizeyinin normalden fazla oldufu bulunmug-
tur(51). Aym ¢aligmada doku kan uygunluk oranlar1 CEA igin over karsinomla-
rinda % 79, selim over kistlerinde ise % 100 olarak bulunmugtur(131).

Aragtirma grubumuzda ¢alistifimiz her ii¢ belirteg i¢in doku kan ilig-
kisi farkli bulundu.

Bir serviks kanseri olgusu diginda, tim6r dokusunda belirteg tespit
edilmeyen olgularin higbirinde plazma belirteg seviyesi normalden fazla bulun-
madi. Bu olguda plazma CEA seviyesi 2.8 ngr/ml degeri ile minimal diizeyde
yiikselmigsti. Bu minimal arti§ sigara dahil pek ¢ok tiimdr dig1 faktore bapli ola-
bilir. Toplam 41 olgunun % 76’sinda doku CEA igerii ile plazma CEA diizeyi
arasinda uygunluk gorilmiigtiir. Ayn1 oranlar AFP icin % 80 ve HCG igin %
90’dir. Tablo 7°de de goriildiigii gibi her ii¢ belirtegin de doku kan uygunluk
oranlann oldukga yiitksektir. Bu sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde;
genel olarak biitiin olgular géz 6niine alindifinda, CEA’nin kanda yiiksek sevi-
yede bulunmas: durumunda immunohistokimyasal olarak dokuda bulunma ola-
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silifinin, dokuda tespit edildi§i durumda kanda yiiksek seviyede bulunma olasi-
Lifina nazaran istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu
(P: 0.04039). Ayni iligki AFP ve HCG’de bulunamad: (P: 0.20, P: 0.1259).
Buna gore CEA’nin doku pozitifligi kandaki belirte¢ diizeyini gdstermesi agi-
sindan AFP ve HCG’den daha yetersizdir. Ayrica CEA, APF ve HCG’nin
dokuda ve kanda uyum gdsterme oranlarinin uyum gésterememe oranlarina
nazaran yliksek oldugu bulundu ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(P<0.001). Ayn: gekilde ameliyatda elde edilen tiimodr dokusunda immunohis-
tokimyasal olarak bulunmayan bir belirtecin hasta plazmasinda yiiksek seviye-
de bulunma olasilig1 ¢ok diisiiktiir. Boylece tiimdr dokusunda immunohistokim-
yasal boyama ile tespit edilmeyen bir belirte¢i plazmada aramanin faydasi yok-
tur. Sonug olarak hasta plazmasini timor belirtegleri i¢in taramadan dokuda
immunohistokimyasal olarak belirte¢ taramas: yapilmahdir. Boylece bir ¢ok
belirtegin plazma seviyesine gereksiz yere bakilmayacaktir.

Genel olarak immunohistokimyasal yontemler ile dokuda belirteg
aramanin iki 6nemli nedeni vardir. Bunlarin birincisi ameliyat sonrasi1 dénem-
de seri plazma 6lgiimleri i¢in uygun olan belirtegi segmektir. Immunohistokim-
yasal caligmalarda asil amag, tim6r dokusunun hangi belirteci igerdifinden
¢ok hangi belirte¢i ne oranda igerdigi olmalidir. Dolayis1 ile belirteg iireten
hiicrelerin oramin: tespit etmek olduk¢a 6nemlidir. Burada dikkat edilmesi
gereken Ozellik, bir tiimo6r dokusunun antijen-belirte¢ icerifinin farkli tiimér
bolgelerinde degiskenlikler géstermesidir(131). Bazen antijen pozitif bolgeler
yaninda antijen negatif bolgeler bulunabilir(101,131). Bu nedenle ¢ok sayida
doku kesitinin immunohistokimyasal olarak boyanmasi gerekir. Pek ¢ok galig-
ma bir belirtegin postoperatuvar dénemde hastalifin durumunu doZru olarak
yansitabilmesi i¢in tiim6r hiicrelerinin bilyiik bir ¢ogunlugu tarafindan iiretil-
mesi gerektigini gostermistir(35,44,117,118). Bu nedenler ile tiimdér dokusunu
immunohistokimyasal olarak bir belirtecler grubu ile taramak postoperatuvar
takibde kullanilacak belirtegi segme agisindan 6nemlidir(67,76).

Immunohistokimyasal yéntemler ile dokuda belirteg aramanin ikinci
onemli nedeni orijini bilinmeyen kotii diferansiye tiimoérlerin taninmasi-
dir(2,76). Bu timorlerin dofru tanmis: tedavinin bagarisi agisindan Gnemli-
dir(2,22). 1985’de Gatter ve arkadaglarinin yaptig1 bir galigmada daha 6nce kla-
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sik histolojik boyalar ile kanser tanisi koyulmug 43 olgunun % 67sinin immu-
nohistokimyasal boyama ile aslinda lenfoma oldugu ve lenfoma oldugu digii-
niillen olgularin % 16’simin kanser oldugu gosterilmistir(22). Boylece her histo-
patoloji laboratuvarinda orijini bilinmeyen kotii diferansiye tiimorler igin
rutin olarak immunohistokimyasal boyama yapilmalidir.

Biitiin bu olumlu taraflarina raymen, immunohistokimyasal teknikle-
rin uygulanmast sirasinda olugan yanliy pozitiflik ve negatiflikler sonuglar
Onemli oranda etkiler. Doku igindeki herhangi bir antijenin immunohistokim-
yasal olarak gosterilmesi kullanilan goriintiileme metodunun 6zelligi, doku fik-
sasyon metodlar:, primer antikorun spesivitesi ve doku saklama (gémme)
metodlar: gibi pek ¢ok defisken komplekse baghdir. Klasik antiserumlar fark-
1 afiniteye sahip antikorlar tagirlar. Bu ilgisiz antikorlar absorbe edilmelidir-
ler(2). Ornegin standart CEA antiserumu nonspesifik ¢apraz reaksiyon antije-
nine, kolon kanser antijen 3’e, normal glikoprotein antijenine ve kan grubu
antijenik determinantlarina kargt afinitesi olan antikorlar ihtiva ederler.
Biitiin bu nonspesifik antikorlar absorbe edilmedikleri siirece boyama iglemi
sirasinda istenmeyen reaksiyonlar ortaya ¢ikar. Monoklonal antikorlarin kulla-
nilmas biitiin bu problemlerin ¢oziimlenmesinde ana faktdrdiir. Immunohisto-
kimyasal ¢aligmalarin sonuglarin: etkileyen diger 6nemli bir faktdrde doku fik-
sasyon ve saklama metodlarinin geklidir. Her antijen tiirii igin uygun fiksasyon
ve saklama metodlar tarif edilmigtir.

Caligmamizda kullamlan immunperoksidaz teknigi iilkemiz gartlarin-
da pahali fakat basit bir tekniktir. Istenirse pek ¢ok antijene uygulanabilir.
Jinekolojik onkolojide immunohistokimyasal tekniklerin kullanilmasi yenidir.
Bu metodun en 6nemli 6zelligi dokulann bilinen morfolojik catist iginde hiic-
relerin biokimyasal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmasidir(2). Boylece jinekolojik
patoloji hiicresel morfoloji ve fonksiyon iizerinde g¢aligabilecektir.
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SONUC

Caligmamiza baglarken asil amacimiz timor belirteg igerigi ile plaz-
ma belirteg seviyeleri arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmakti. Aym gekilde CEA,
AFP ve HCG gibi tiimér belirteglerinin tiimdérlerdeki bulunma oranlarini arag-
tirdik. Ayrica iilkemizde yeterince kullamilmayan immunohistokimyasal yon-
temlerin avantaj ve dezavantajlarini kargilagtirdik ve uygulama gekillerini ince-
ledik.

I- Calismamizin immunohistokimyasal boyama sonuglarina gore
CEA, AFP ve HCG’nin jinekolojik malign tiimdrlerin gesitli histolojik tiplerin-
de farkli oranlarda bulunmas: istatistiksel olarak anlamsizdir (P>0.05).

2- Aym anlamsizlik derecesi nonmalign grubu olugturan olgularda
da goriildii (P> 0.05).

3- Immunohistokimyasal olarak malign jinekolojik tiimorlerin %
50’sinde CEA, % 18’inde AFP ve % 27’sinde HCG pozitifli§i tespit edilirken
aym oranlar nonmalign olgularda sirasiyla % 37, % 26 ve % 16 olarak bulun-
du.. Fakat aradaki fark anlamsiz olarak degerlendirildi (P> 0.05).

4- Ameliyat oncesi her ii¢ tiimor belirteginin plazmadaki yiikselme
oranlari malign tiimérlerde nonmalign olanlara nazaran daha yiiksek bulundu.
Buna ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (P>0.05). Serviks
kanseri olgularinin % 75’inde plazma CEA seviyesinin normalden fazla bulun-
masi1 dikkat gekicidir. Serviks kanserlerinde goriilen bu yiiksek CEA oraninin
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diger jinekolojik malign témiir tiplerine nazaran istatistiksel a¢idan anlamsiz
oldugu bulundu (P>0.05). Fakat bu anlamsizhik derecesi olgu sayisimin azhigi-
na bagli olabilir ve yeterli degerlendirme yapabilmek igin olgu sayisinin artiril-
mas1 gerekir.

5- Timor belirteglerinin doku kan seviyeleri arasindaki uygunluk
oranlari aragtirmamizin difer bir boliimiind olugturmaktadir. CEA’nin immu-
nohistokimyasal boyama ile tespit edilen doku pozitifliginin, belirte¢in kanda-
ki seviyesini gdstermesi agisindan AFP ve HCG’den daha yetersiz oldugu sonu-
cuna varildi. Ayrica her ii¢ belirte¢in de dokuda ve kanda birlikte bulunma
veya bulunmama oraninin oldukga yiiksek oldugu tespit edildi (P <0.001).

Olgu sayisindaki azlik ¢aligmamizin sonuglarini yeterince degerlen-
dirmemizi Onlemigtir. Pahaliya mal olmakla birlikte immunohistokimyasal
¢aligmalarda verileri istatistiksel olarak yorumlamak i¢in fazla sayida olguya
gereksinim vardur.

Immunohistokimyasal yontemler {ilkemiz jinekolojik patoloji labora-
tuvarlarinda heniiz yeterince kullanilmamaktadir. Fakat bu yoéntemlerin onko-
lojide pek ¢ok uygulama alani vardir. Ozellikle orijini bilinmeyen diferansiye
olmamig tiimdrlerin tanisinda ve tiimdr takibinde kullamilacak belirtegi se¢me
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
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OZET

Jinekolojik tiimérlerde karsino embriyonik antijen alfa fetoprotein
ve human korionik gonadotropin’in doku konsantrasyonlari ile ameliyat 6nce-
si ve sonrasi donemde plazma seviyelerini aragtirdik ve doku kan degerleri
arasindaki ilgiyi degerlendirdik. Bu g¢aligmada klinifimiz ameliyat servisine
miiracaat eden toplam 41 olgunun ameliyat piyeslerinden hazirlanmig doku
blok kesitleri immunohistokimyasal olarak baglanmamis antikor peroksidaz
antiperoksidaz teknigi ile CEA, AFP ve HCG i¢in tarandi. Bu olgulardan ame-
liyat 6ncesi ile ameliyattan 1 ve 4 hafta sonraki donemde alinan kan 6rnekle-
rinde aym tiimor belirteglerinin plazma seviyeleri tespit edildi. Kirk bir olgu-
nun 22’sinde malign jinekolojik tiim&r ve 19’unda nonmalign jinekolojik tiimor
mevcuttu.

Immunohistokimyasal boyama sonuglarina gére malign grubu olugtu-
ran 22 olgunun timdér dokularinda % 50 oraninda CEA, % 18 oraminda AFP
ve % 27 oraminda HCG tespit edildi. Ayn: oranlar selim tiimdrlerden olusan
kontrol grubunda sirasiyla % 37, % 26 ve % 16 olarak bulundu. Aradaki far-

kin ki kare analizine gére anlamsiz olduBu tespit edildi (P >0.05).

Ameliyat 6ncesi dénemde galiyma grubumuzun kontrol olgularinda
plazma CEA (>2.5ng/ml), AFP (>20ng/ml) ve HCG (>10mIU/ml) seviyeleri-
nin sirasiyla % 10, % 0 ve % 5 oraninda yiikseldiZi goriildi. Ayni oranlarin
malign tiimorli olgularda CEA igin % 36, AFP i¢in % 4 ve HCG igin % 18
oldugu tespit edildi. CEA, AFP ve HCG nin plazma seviyelerinin malign jine-
kolojik tiimdrlerde kontrol grubuna nazaran anlamsiz derecede yiiksek oldugu
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sonucuna varildi (P >0.05).

Toplam 41 olgunun % 76’sinda doku CEA konsantrasyonu ile plaz-
ma CEA seviyesi arasinda uygunluk goriilmiistiir.

Aym oranlarin AFP igin % 80 ve HCG igin % 90 oldugu bulundu.
Olgu sayist az oldufundan ameliyat sonras: plazma belirte¢ seviyelerinin dagi-
Iim1 degerlendirmeye alinmadt.

Tiimdr dokusunun belirte¢ konsantrasyonu ile plazma belirteg sevi-
yeleri arasindaki uygunluk gdzoniine alindifinda: Hasta plazmasini bir belir-
tecler grubu ile taramadan evvel timdr dokusunun immunohistokimyasal ola-
rak gesitli belirtegler i¢in taranmasinin daha pratik oldufu gériiliir. Ayrica
jinekolojik patoloji laboratuvarinda timor tanisi ve seri plazma 6lglimleri igin
uygun olan belirte¢i segme amaci ile immunohistokimyasal boyamanin rutin
olarak yapilmasinin gerekliligine inaniyoruz.
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