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ÖZET : Hücre siklüsünde geç G} ve S fazlarında sentezlenen ve DNA replikasyon proteini olan Prolifera- 
ting Cell Nuclear antigen (PCNA), anti-PCNA monoklonal antikorların varlığı ile tümör hücrelerinin prolife- 
rasyon hızını göstermede kullanılmaya başlanmıştır. 

Bu. çalışmada, squamous hücreli larenks karsinomu tanısı konulmuş 20 olguda, immunohistokimyasal  
olarak PCNA değerleri araştırıldı. Olgular düşük PCNA (median'ın altındaki değerler) ve yüksek PCNA  
(median'ın üstündeki değerler) pozitifliğine sahip olanlar olarak 2 gruba ayrıldı. PCNA değerleri yüksek  
olan gruptaki olgularda, yüksek oranda lenf metastazı tespit edildi Sürvi analizi yapıldığında 2 grup ara- 
sında anlamlı bir fark bulunurken, histolojik differansiasyon ve PCNA arasında çok anlamlı bir ilişki tes- 
pit edilmedi (ancak sonuç anlamlılık sınırında kabul edildi). 

Tüm bu sonuçlar, PCNA'in squamous hücreli larenks karsinomlarında, prognozu belirlemede faydalı bir  
biomarker olduğunu göstermiştir. 

Anahtar Sözcükler : Proliferanting Cell Nuclear Antigen (PCNA). Squamous hücreli larenks karsinomu. 

SUMMARY: Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) is a DNA replication protein, maximally elevated in late  
G1 and S phases of the cell cycle. By using monoclonal antibodies, the expression of PCNA can be  
quantified and the rate of tumor cell proliferation estimated. 

In this study. PCNA expression was investigated immunhistochemically in 20 squamous cell carcinomas  
of the larynx. By dividing the patients into groups of low PCNA positively (less than the median) and high  
PCNA positivity (greater than the median), it was found that there was a strong trend towards a higher  
degree of nodal involvement with increasing PCNA positivity. A survival analysis was also performed.  
significant differences could be found between the two groups. But there was no significant differences  
was found to histological differentiation. 

These results indicate that PCNA could be a useful biomarker as a prognostic factor in patients with squ- 
amous cell carcinoma of larynx. 
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GİRİŞ 

Baş-boyun bölgesinden kaynaklanan malig-
nitelerin pek çok histopatolojik tipi vardır. Bun- 
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lar içerisinde %90'lık oran ile squamous hücreli 
karsinom'lar (SSC) en yaygın olandır (19). Bu  
tümör (tm)'lerin tedavisinde, hastalığın lokal,  
bölgesel ve uzak yayılımının araştırılıp, uygun  
olan cerrahi tedavinin veya radyoterapi, kemote- 
rapi yada kombine tedavilerin uygulanması ger- 
çekten çok önemlidir. Son yıllarda tedavideki 
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ilerlemeler özellikle fonksiyonel ve kozmetik  
amaçlı olmuştur. Maalesef hastaların survilerine  
ait çok fazla olumlu gelişme olmamıştır. 

Tm'ün yerini, boyutunu ve metastatik tutu-
lumunun derecesini standartize eden bir klasifi-
kasyon şekli olan TNM sistemi prognoz hakkın- 
da da bize anlamlı bilgi vermektedir. (20). Bo- 
yunda LAP varlığı da diğer bulgular ile birleşti-
rildiğinde, prognoz tayininde çok önemli bir fak-
tördür (6). Ancak bu sistem sadece klinik bilgile- 
rin sınıflandırılmasında önem taşımaktadır. Pa- 
tolojik bulguların sınıflandırılmasında kullanıl-
mamaktadır (10). 

Prognoz tayininde eldeki metodların yeter-
sizliği, son yıllarda immünhistokimya yöntemle- 
riyle ünlerin agresiv davranışlarının belirlenmesine 
yönelik araştırmaları hızlandırmıştır. Proli- 
ferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 'de bu  
amaçla kullanılmaya başlanmış, tm. grade ve  
evresi ile anlamlı ilişkileri gösterilmiş, sürvi ile 
korelasyonu kurulmuş bir faktördür. 

PCNA, DNA polimeraz deltanın kofaktörü 
olarak fonksiyon gören, 36 kilodalton molekül 
ağırlığında, hücre proliferasyonu ile ilişkili, nük- 
leer nonhiston bir proteindir (2, 4, 15, 17). İlk  
defa 1978'de Miyachi tarafından, sistemik lupus 
eritematozlu hastaların serumunda prolifere  
olan hücre antijenleriyle reaksiyon veren, otoan-
tikorlann varlığı gösterilmiştir (22). Aynı yıllarda 
Çeliş (4), prolifere olan hücrelerin, çift boyutlu  
jel elektroforezinde, hücre siklüsüyle ilişkili bir 
protein olan siklini tanımladı. Mathews (9) bu  
iki proteinin aynı olduğunu göstermiş ve daha 
sonrada PCN/siklin'in DNA replikasyonundan 
sorumlu olan polimeraz deltanın kofaktörü ol- 
duğu kanıtlanmıştır (3, 24). Ayrıca PCNA'in, po-
limeraz deltadan bağımsız olarak DNA tamir 
sentezinde görev aldığı da gösterilmiştir (21, 22,  
26). In situ hibridizasyonla, PCNA geninin  
20'inci kromozomun kısa kolunda (20pl2) loka- 
lize olduğu gösterilmiştir (17, 30) 

Bu çalışmada, PCNA ile SCC 'lu larenks ol-
guları arasında tm'ün, grade'i metastası ve sur- 
visi açısından olan ilişkiyi araştırmayı amaçla- 
dık. 

YÖNTEM GEREÇ 

Çalışmamızın kapanımı PTT Hastanesi Kli- 
 

niğinde biopsi veya biopsi + cerrahi sonucunda 
squamous hücreli larenks karsinomu tanısı ko-
nulmuş olan 20 olgu oluşturmaktadır, olguların 
19'una cerrahi girişim uygulanırken, l'ine biop- 
si, ardından radyoterapi uygulandı. 

PCNA değerlendirmeleri için olguların tümü  
2 patolog tarafından değerlendirildi. 19 olgunun 
cerrahi sonucu çıkarılan spesmenleri ile l olgu- 
nun biopsisinin, %10'luk formalinde tespitli pa- 
rafine gömülü bloklarından elde edilen 5 mik- 
ronluk kesitler, poly-L-lysine (Sigma, P8920) ile 
kaplı lamlar üzerine alındı. Kesitler 37°C'de l  
gece, 60°C de l saat etüvde bekletilerek depara-
fınizasyon ve hidrasyon aşamalarından geçiril- 
dikten sonra %3 hidrojen peroksidazda oda ısı- 
sında 10 dakika bekletilip, antijen açığa çıkaran 
solüsyon (antigen retrieval Citra HKO 86-5K Bi-
ogenex) içinde 90°C da 10 dakika benmaride bı-
rakıldı. Lamlar distile su ve fosfat tamponlu se- 
rum fizyolojik (PBS) ile yıkanıp nemli bir ortama 
yerleştirildi. Her kesite 50 mikrolitre PCNA anti- 
koru (PCNA, AM 206-5M, Biogenex) damlatıldı ve 
2 saat bekletildi. Daha sonra 20 dakika bağlayı- 
cı antikor (link antibody), 5 dakika PBs, 20 da- 
kika Label, 5 dakika PBs, 30 dakika kromojen 
substrat (alkalen fosfataz bağlı streptavidin) uy-
gulandı. Kontrast boya olarak Mayer hematoksi-len 
kullanıldı ve (glycerol gelatin, GG1 Sigma) 
mounting media ile kapatıldı. Pozitif kontrol olarak 
tonsil dokusu kullanıldı. 

PCNA ile çekirdeği koyu ve açık boyanan 
tümör hücreleri pozitif (+), sadece sitoplazması 
boyanan ve hiç boya almayanlar negatif (-) ka- 
bul edildi. Her olguda tm hücreleri ve bu alan- 
daki (+) hücreler en az 1000 hücre olacak şekilde 
sayıldı. Bunların ortalaması alınarak pCNA de- 
ğerleri % olarak bildirildi. Olgular PCNA değerle-
rine göre, düşük ve yüksek olacak şekilde 2 alt  
gruba ayrıldı. 2 ayn gözlemcinin saptadığı PCNA 
değerlerinin bu alt gruplara göre dağılımı tüm 
olgularda uyumlu idi. 10 olgu, bir süre sonra 
gözlemcilerden biri tarafından değerlendirildi. 
Saptanan PCNA değerleri eskileri ile uyumlu idi. 
 

SONUÇLAR 

Olguların tamamı erkek olup, yaş sınırı 30- 
73, median yaş ise 52 olarak tespit edilmiştir. 
Olguların tamamı primer larenks tm'üydü ve ta- 
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TARTIŞMA 

Tümör hücrelerinin proliferasyon aktivitesi- 
ni gösteren PCNA, hücre siklüsünde, geç G1 ve  
S fazlarında sentezlenir (13). PCNA'in farklı epi-
toplarına bağlanan 11 tane monoklonal antikor 
üretilmiştir (29). ilk önceleri frozen ve alkol fikse 
dokularda PCNA çalışılabilmesine karşın, son  
yıllarda özel bir alet gerekmeksizin, formol fikse 
parafinde gömülü dokularda uygulanabilen an- 
ti-PCNA antikorlarının üretilmesiyle birlikte,  
PCNA'in çeşitli organ tümörlerinde proliferasyon 
indeksi olarak kullanımı yaygınlaşmıştır (9). 

Yapılan bir çok çalışmalarda formaldehitte  
tespit süresi uzadıkça, PCNA immunoreaktivite- 
sinin zorlaştığı ve bunu önlemek için antigen  
açığa çıkaran solüsyonların kullanılması gerek- 
tiği bildirilmiştir (27). Ancak elde edebildiğimiz 
literatürlerde bu uygulama microwave fırın kul- 
lanılarak yapılmıştır. Bu çalışmada microwave  
fırın yerine 90°C'de benmari'de 10 dk. antijen açığa 
çıkaran solüsyon uygulandı ve böylece  
microwave olmayan merkezlerde de bu yönte- 
min uygulanabileceği gösterildi. 

PCNA değerlendirmesinde bütün pozitif  
hücrelerin mi, yoksa sadece kuvvetli pisitif hüc- 
relerin mi sayılacağı, literatüre bakıldığında ha- 
la tartışma konusudur (5). Bizim çalışmamızda 
boyanma kuvvetinin ayırt edilmesinde yeterince 
objektif olunamayacağım düşünerek tüm pozitif 
hücreler sayıldı. Bazı çalışmalarda bulunmuş  
olan düşük PCNA değerleri açıkça belirtilmekle 
birlikte, sadece kuvvetli hücrelerin sayılmasına  
bağlı olabilir (5, 14). 

 
Çalışmamızda dikkatimizi çeken bir diğer 

nokta da aynı kesitte değişik differansiasyona 
sahip alanların bir arada bulunmasının tespiti 
ve bu alanların farklı boyama özelliği taşımasıy 
dı. İyi differansiye alanlarda ve özlelikle tm. ada 
larının ortasındaki keratinize alanlarda PCNA 
positifliği çok düşük olarak saptanırken aynı 
adalann periferindeki hücrelerde ve az differan 
siye alanlarda PCNA positifliği daha yoğun ola 
rak bulundu. Gerçekten bu sonuç Shin ve 
ark.'larmın (25) sonuçları ile tamamen uyum 
göstermektedir. Çalışmamızda bu tür olgularda 
mümkün olduğunca çok sayıda ve farklı özellik 
teki alanlar sayılarak objektif olunmaya çalışıl 
dı. 

PCNA'in kolay, güvenilir bîr yöntem olması  
ve retrospektif çalışmalara olanak sağlaması, bu 
yöntemin proliferasyon indeksi olarak yaygın 
kullanımına yol açmıştır (15). Bu amaçla yapı- 
lan değişik çalışmalarda, Waldman (28) mesane 
tm.'lerinde PCNA değerlerinin tm. grade ve evre- 
si ile olan anlamlı ilişkisini, Kawai ve ark. (13)  
akciğer karsinomlarında PCNA'in klinik stage ile  
olan ilişkisini, Fontanini ve ark. (8) ise küçük  
hücreli ca. dışındaki akciğer ca.'larda PCNA'in  
diğer prognostik parametrelerden bağımsız ola- 
rak, yaşam süresini etkilediğini gösterirken, di- 
ğer bazı araştırmacılar santral sinir sistemi,  
gastrik ve kolonik ca. pankreasın endokrin  
tm.leri ve malign lenfomalarda PCNA'in sürvi ile 
korelasyonu gösterildi (l, 11. 12, 23, 31). Tüm  
bu çalışmalar baş-boyun tm'lerinde de PCNA 
araştırılmasına ışık tuttu ve bu amaç ile Lampe  
(25), 1993 yılında baş ve boyun squamous hüc- 
reli karsinomlarında PCNA ile prognoz arasında- 
ki ilişkiyi araştırdı ve NQ boyunlarda PCNA oran- 
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larına düşük, N1 ve N2 boyunlarda ise yüksek 
olduğunu gösterdi. Ayrıca PCNA'in tm.'ün biolo- 
jik agresivliğinin gösterilmesin deki rolünü, yani 
dolayısıyla metastatik potansiyeli ile olan ilişki- 
sini gösterdi. Ayrıca 1994 yılında, Lorz ve  
ark.'da (16) baş-boyun tm.'lerinde histolojik dif- 
feransiyasyon ile PCNA arasındaki güçlü ilişkiyi 
kanıtladılar. 

Bizde yaptığımız çalışmada, PCNA ile tm. 
grade'i, lenf düğümü metastazı ve olguların sür- 
vileri arasındaki ilişkiyi araştırdık. Lenf düğümü 
metastası ile PCNA değerleri arasında istatistik- 
sel olarak anlamlı ilişki bulundu. Tm. grade'i ile 
PCNA arasında ise istatistiksel olarak anlamlı  
ilişki yoktu, ancak (P = 0,0916) sonuç anlamlılık 
sınırında kabul edildi. Düşük grade'li tm.'lerde 
PCNA değerlerinin düşük, yüksek grade'lerde  
ise yüksek olmasına rağmen istatistiksel anlam- 
lılığın çıkmaması, çalışmadaki olgu sayısının az 
olması ile açıklanabilir. Ayrıca min. 3 yıl. max. 5  
yıl takip ettiğimiz olguların nükslerine ve sağ 
kalımlarına göre, sürvi ile PCNA değerleri ara- 
sında istatistiksel olarak anlamlı ilişki bulundu. 
Nitekim bu sonuçlar literatür ile tamamen 
uyumludur. 

Gerek literatür, gerekse bizim sonuçlarımız, 
bağımsız ve kolay uygulanabilir, gözlemciler ara- 
sı ve gözlemci içi uyumu yüksek olan, klinisyen- 
ler tarafından kolayca değerlendirilebilen bir pa-
rametre olan PCNA'in, larenksin veya baş ve  
boynun squamous hücreli karsinomalarında 
prognostik bir faktör olarak kullanılabileceğini 
göstermektedir. Ancak daha çok sayıda olgu içe- 
ren ve yaşam süreleri belli olan çalışmaların art-
masıyla, bunun tam olarak kanıtlanacağı ve o 
zamanda PCNA'in rutin kullanıma girebileceği 
düşüncesindeyiz. 
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