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Memenin infiltratif duktal karsinomliarinda P53,
ostrojen reseptor proteini, PCNA ve Ki-67

ekspresyonu ile AGNOR indeksi 6zelliklerinin
arastiriimasi
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OZET

Memenin infiltratif duktal karsinomu olgularinda proliferasyon belirleyicileri olan PCNA, Ki-67 ve AgNOR indeksi
ile dstrojen reseptdr proteini ve P53 ekspresyonu arasindaki iliskileri arastirmak istedik. Bu amagla Selcuk
Universitesi Tip Fakliltesi Genel Cerrahi kliniginde opere edilmis 25 infitratif duktal karsinom olgusu ¢alismaya
alindi. Tumdral yapiyr bulunduran kesitler PCNA, Ki-67, Gstrojen reseptér proteini, P53 ile immiinhistokimyasal
olarak boyand. Bin timdér hiicresi igerisinde pozitif ekspresyon gésteren hiicre sayilari toplanip 1000'e béliinerek
her bir boyama igin indeksler hesaplandi. Ayrica 100 timér hicresinde gimis impregnasyon yontemi ile bE-
lirlenen NOR cisimleri sayilip 100'e bélinerek AQNOR indeksi saptandi. Tiim indeksler birbirleri ile istatistiksel olA-
rak kargilagtinidi. Ostrojen reseptor proteini pozitifiigi ile P53 ekspresyonu arasinda negatif bir iliski gozlendi.
Ostrojen reseptor proteini pozitifligi gosteren hiicre sayilan artarken, PCNA, Ki-67 ve AgNOR idekslerinin is-
tatistiksel olarak anlamli diizeyde disik degerlerde seyrettigi gérildi. Sonug olarak memenin infiltratif duktal kar-
sinomlarinda tim bu belirleyicilerin istatistiksel olarak anlamli iligkiler igerisinde oldugunu, dolayisiyla, tani sonrasi
prognozun belirlenilmesinde de yol gésterici olabilecegini gésterdik.

Anahtar Kelimeler: AQNOR, PCNA, Ki-67, P53, Ostrojen reseptér proteini, meme, infiltratif duktal karsinoma.
SUMMARY:

The mvest:gat:on of P53, oestrogen receptor protein, PCNA, Ki-67 expression and AgNOR
index in infiltrating ductal carcinoma of breast

In this study, we investigated the relationships between tumour proliferating determinants (PCNA, Ki-67, and
index of AGNOR) in infiltrating ductal carcinoma of breast both oestrogen receptor protein and P53. Twenty-five
cases whose were operated and diagnosed as infiltrating ductal carcinoma were included in the study. The tu-
mour containing slides were stained immunohistochemically with PCNA, Ki-67, estrogen receptor protein and
P53. One thousand cells were counted and the indexes for each staining were established as the number of po-
sitive cells was divided to 1000. Additionally, the NOR corpuscles which were established by silver impregnation
technique in 100 tumour cells were counted and the AGNOR index was determined by dividing this count to 100.
All indexes were compared to each other by statistical means. We found that oestrogen receptor positiviness was
negatively linked to the expression of P53 and the indexes of PCNA, Ki-67, and AgNOR. In conclusion, we de-
monstrated that all of above mentioned indexes had close relationships to each other, so they may have prog-
nostic values.

Key Words: AgNOR, PCNA, Ki-67, P53, estrogen receptor protein (ERP), breast, infiltratig ductal carcinoma.

Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen malign (1). Meme kanserleri morfolojisi, invaziv davranisi,
timérdir. Kadinlarda gérilen karsinomlar igerisinde metastatik kapasitesi, hormon reseptér ekspresyonu
de en sik gorllen 6lim nedenidir. Cografi bélgelere ve Kklinik gidisiyle oldukga heterojen bir grubu
goére farkl insidanslarla kargimiza ¢iksa da tiim olusturur (2). Son zamanlarda meme kar-
dinyada 6nemli bir saglik sorununu olusturmaktadir sinomlarinda teshis, tedavi ve prognozu belirleyecek
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markerlerin  pratikte  rutin  kullanimi  giderek
yayginlagmaktadir (3). Bu galigmamizda formaldehid
ile tespit edilmis, parafine gémilmuis dokulardan
hazirlanan kesitlere immiinhistokimyasal yontemlerle
ostrojen reseptdr proteini (ERP), P53, AgNOR, pro-
liferating cell nuclear antigen (PCNA), Ki-67 bo-
yamasi uyguladik. Ayrica gimuis impregnasyon
ybntemi ile intraniikleer NOR cisimciklerini belirledik.
Tam bu boyanma ozellikleri arasindaki iligkileri is-

tatistiksel olarak incelemek istedik.
GEREC VE YONTEM

Hematoksilen eozin ile boyanmis preparatlar gbzden
gegcirilerek uygun bloklar tespit edildi. Bu bloklardan
hazirlanan 5 mikronluk kesitlere immiinhistokimyasal
olarak PCNA, Ki-67, P53 ile ERP boyamasi yapildi.
Ayrica gimis impregnasyon ydntemiyle de nucleolar
organiser regions (NOR) cisimcikleri belirlendi.

Imminhistokimyasal boyamada Streptavidin-
Biotin Peroksidaz ydntemi uygulandi. PCNA bo-
yamasi igin Clone PC10, Dako belirleyicisi kullanildi.
Ki-67 icin de Dako tercih edildi. PCNA icgin pozitif
kontrol olarak yogun ienfoid doku igeren tonsil pre-
paratlari, Ki-67 igin ise bazal tabakasinda nikleer po-
zitiflik gésteren epitel dokusu kullanildi. Negatif kont-
rol olarak her iki imm(in boyama igin ayni preparatlar
primer negatif kontrol ajani damlatilarak hazirland.
Preparatlarin hazirlanmasinda DAB kromojen kul-
lanild.

P53 icin Monoclonal Anti-Human P53 Protein
Clone DO-7 hazir formild kullanildi. Pozitif kontrol
preparatl olarak daha onceden pozitifligi saptanmig
meme karsinomu preparati segildi. Negatif kontrol
icin primer antikora ait olan negatif kontrol soliisyonu
tatbik edildi.

ERP pozitifligini saptamak igin antijen retriveal
metodu ile mikrodalga finn kullanilarak Dako Est-
rogen Receptor Clone 1D5 uyguland..

Imminhistokimyasal olarak PCNA, Ki-67 ve P53
boyamasindan sonra 1000 tiiméral hiicre igerisindeki
pozitif ekspresyon gdsteren hicrelerin sayisi be-
lirlendi. Elde edilen sayillar 1000'e bdélindi ve
boylelikle her bir boyama igin boyanma indeksleri
saptandi.

AgNOR degerlerini belirlemek ig¢in 100 timoéral
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hucre rasgele secgilerek gumus ile pozitif boyanan
kiicik kumsu tanecikler halindeki NOR bdlgeleri
sayildi. NOR bdlgeleri sayilirken tum beneklerin ayr
ayri sayllmasina &zen gdsterildi (4). Elde edilen
sayinin 100'e bdélumd ile her olgunun hiicre basina
disen ortalama parikil sayillan belirlendi ve
boylelikle AgNOR indeksleri elde edildi.

ERP degerlerini belirlemek igin 1000 adet timor
hiicresi segildi. Secilen hiicreler boyanmayan, zayif,
orta ve kuvvetli boyanma gdsteren hicreler olmak
uzere ayri ayn toplandi. Toplanan htcrelerin 1000
hiicre igerisindeki oranlan belirlendi. Bu oranlar zayif
pozitif boyanmada 1 ile, orta pozitif boyanmada 2 ile
ve kuvvetli pozitif boyanmada 3 ile carpildi. Bo-
yanmayan hicreler dikkate alinmadan elde edilen
sayilar toplanarak ERP indeksi belirlendi.

Her bir boyama &zelligi igin saptanilan sayilarin
toplanip, olgu sayisi olan 25 e bélinmesi ile, o bo-
yama 6zelli§i icin ortalama indeks elde edildi. Ayrica
standart sapmalan hesaplandi. Her bir olgunun bo-
yanma Ozelliklerinin birbiri ile istatistiksel olarak
karsilastinimasi igin ise Spearman sira korelasyonu
kulianild.

BULGULAR

Gimus impregnasyon metodu ile boyanan NOR ci-
simcikleri klguk, kumsu, koyu tanecikler geklinde
gbrildd. Ortalama AgNOR indeksini 6.312+1,3 par-
tiktil/hiicre olarak belirlendi. P53, ERP, PCNA ve Ki-
67 ile pozitif ekspresyon gdsteren hicreler ise agik-
koyu kahverengi olarak boyandi. Sadece dstrojen re-
septor proteini icin yapilan immuanhistokimyasal bo-
yamada boyanma tonunu da dikkate alarak galigildi.
Ortalama  ekspresyon indekslerini P53 igin
0,394+0,2, ERP icin  134,041+99, PCNA icin
0,621=0,1 ve Ki-67 igin ise 0,287+0,1 olarak sap-
tand.

Boyanma Ozellikleri birbirleri ile karsgilagtinlinca
P53 indeksleri ile ERP indeksleri arasinda is-
tatistiksel olarak anlamh negatif bir iligkinin varhg
belirlendi (rs=-0,835). Ayrica P53 indeksleri ile
AgNOR (rs=0,817) ve Ki-67 indeksleri (rs=0,526)
arasinda istatistiksel olarak anlamii bir iligki tespit
edildi. AQNOR indeksleri ile timor proliferasyon be-
lirleyicileri olan Ki-67 (rs=0,767) ve PCNA (rs=0,629)
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arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin
varligi gézlenirken, ERP indeksleri ile proliferasyon
belirleyicileri arasinda da gesiti anlamlilik
dizeylerinde negatif iligkilerin varhg: dikkatimizi gekti.
Tum bu boyama &zelliklerinin Spearman sira ko-
relasyonu ile kargilastinimasi Tablo I'de topluca
gosterilmektedir.

TARTISMA

NOR cisimciklerinin timérin proliferatif durumunun
belirlenmesinde bir arag oldugundan séz edil-
mektedir. Kullaniminin  kolayligi ile diger pro-
liferasyon belirleyicilerine gbére daha ekonomik
olmasi da tiimédral olgularda prognostik dzelliklerin
belirleniimesinde AgNOR degerlerinin  dnemini
artirmaktadir (5,6). AGNOR indeksinin meme Kkar-
sinomlarinda prognostik faktér oldugunun bir
gostergesi de timériin gapinin artmasi, lenf nodu ve
uzak metastazin varlifinda, indeksin de artis
géstermesi olmustur. Meme karsinomu olgularinda
yapilan g¢aligmalardan birinde ortalama AgNOR in-
deksi 6,61+1,75 olarak verilmigtir (7). Bizim
calgmamizda da buna gok yakin olan bir deger
(6.312+1,3 partikiil/hiicre) saptanilmigtir. Tabiidir ki
caligmamizda daha fazla miktarda yiiksek gradeli
meme infiltratif duktal karsinom olgusu bu-
lundursaydik, bu dederi daha da yiiksek bulacaktik.
AgNOR indeksi diger proliferasyon belirleyicileri olan
PCNA (rs= 0.629) ve Ki-67 (rs=0.767) indeksleri ile
istatistiksel olarak kuvvetli iligki gdstermektedir. Bu
bulgu da AgNOR indeksinin memenin infiltratif duktal
karsinomlarinda proliferatif durumunun be-
lirenmesinde yol gosterici oldugunun bir kanitidir.
Ayrica meme tumérleri disindaki dokularda yapilan
caligmalarinda da AgNOR degerlerin hiicre kinetigini
6lgmek igin kullanilan 3H-timidin otoradyografisi ile
PCNA ve Ki-67 degerlerinin bir paralellik gosterdigi
bildirilmektedir (8).

Meme karsinomlarinda PCNA ve Ki-67 nin
Gnemli prognostik faktérler oldugundan séz edil-
mektedir. Yiiksek gradeli ve lenf nodu metastazi bu-
lunduran infiltratif duktal karsinom olgularinda da
AgNOR indeksi ile birlikte hiicre proliferasyon be-
lirleyicilerinin ytkseldigi bildirimektedir. Ayrica meme
karsinomlan olgularinda bu iki proliferasyon be-
lirleyicisi arasinda istatistiksel olarak énemli iligkinin
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PCNA ve Ki-67 ekspresyonu ile AQNOR indeksi

varigindan da s6z edilmektedir (9-11). Bizim
caligmamizda da PCNA ve Ki-67 indeksleri arasinda,
istatistiksel olarak kuvvetli bir iligkinin varigl be-
lirlendi (rs=0.836). Ayrica Ki-67 ekspresyonunun
PCNA ekspresyonundan daha disik oldugu
gbzlendi. Ortalama PCNA indeksi 0,621+0,1 iken, or-
talama Ki-67 indeksi 0,287+0,1 idi. Zaten memenin
karsinomlarinda Ki-67 nin PCNA dan daha disiik
ekspresyon gosterdi§i de dijer calismalarda su-
nulmaktadir (12).

Bir ¢ok kanser tiriinde oldugu gibi memenin in-
filtratif duktal karsinomlarinda da P53 gen anor-
mallikleri kabul gérmis bir gergektir. Wild tip protein
¢ok kigik yan oO6mri olmasina karsin,
immanhistokimyasal olarak gdsterilebilmektedir.
DNA hasarina bagh olarak seviyesi artmaktadir. P53
ekspresyonu kétl prognoz ve differansiyasyonun
azalmasi ile paralellik gosterir (13-15). Tumi ile in-
filtratif duktal karsinoma olgulanni igeren galisma
grubumuzda ortalama P53 indeksini 0,394+0,2 ola-
rak belirledik. Olgularin P53 indeksleri AQNOR in-
deksi ve diger proliferasyon belirleyicileri olan PCNA
ve Ki-67 indeksleri ile kargilastinidiginda AgNOR in-
deksi ile digerlerinden istatistiksel olarak daha kuv-
vetli bir iligki gosterdigi dikkat c¢ekiciydi. Ki-67 ise
PCNA dan istatistiksel olarak daha kuvvetli bir iligki
gdstermekteydi (Tablo 1). Bu farkin az sayida olguyla
calismamiza baglh oldugunu saniyoruz. Nitekim daha
genis serilerde P53 ile PCNA ve Ki-67 nin kuvvetli
iligkisi oldugundan séz edilmektedir. Herhangi birinin
yiksek veya disik oldugu durumlarda digerlerinin
de ona gore yiksek veya disilk seviyelerde sey-
rettigi bildirilmektedir (16,17).

Meme timédrlerinde hormon reseptérlerinin tet-
kikinin yapilabilmesi ile hormonoterapi ve ke-
moterapiden daha iyi sonuglar alinmaya basglandigi
bildiriimektedir (18). ERP pozitifligi gbsteren ol-
gularda PCNA ve Ki-67 gibi proliferasyon be-
lirleyicilerin  indekslerinin disik seyrettigi
gulanmaktadir. (19-21). Tablo I'de de gérilebilecegi
gibi ERP ile PCNA ve Ki-67 arasinda negatif bir
iligkinin ~ varhg  dikkati ¢ekmektedir.  Ayrica
galigmamizda bagka bir proliferasyon belirleyicisi
olan AgNOR ile de istatistiksel olarak oldukga an-
lamli iligkinin varlhigini belirledik (rs=-0,835). ERP ile
Ki-67 arasindaki negatif iligki istatistiksel olarak an-

vur-
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Tablo 1: Memenin infiltratif duktal karsinomlarinda boyanma Gzelliklerinin Spearman sira korelasyonu ile istatistiksel olarak
karsilastiriimasi.
PCNA rs = 0.836
AgNOR rs = 0.629 rs = 0.767
ERP rs =0.872 rs = 0.391 rs = 0.533
P53 rs =-0.835 rs =0.817 rs = 0.490 rs = 0.526
ERP AgNOR PCNA Ki-67
lamli diizeyde olmasina kargilik (rs=-0,533), PCNA SONUC

ile daha az anlamhhk tagimaktadir. ERP ile P53
arasinda da negatif bir iligki bildirimektedir (17,22).
Olgularnimizda ERP ile P53 ekspresyonu arasinda is-
tatistiksel olarak &nemli, kuvvetli negatif iligkinin
varligini literatir ile uyumlu olarak belirledik (rs=-
0,835). Biitiin bu sonuglardan da anlagilacagi tzere
Yiiksek oranlarda ERP pozitifligi gosteren olgularda
daha iyi prognoz beklemekteyiz. Buna kargin yliksek
proliferasyon indeksi gésteren dedifferansiye ve me-
tastaz varligi ile seyreden timérlerde daha az mik-
tarlarda ERP ekspresyonu beklemeliyiz.
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