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OZET

Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) immiinoreaktivitesi, prolifere olan normal hiicreler ve tiimér
hiicrelerinin niikleusfarinda goézlenir. PCNA boyanmasmmin renal adenokarsinomda evre ile iliskili oldugu
diigtiniilmektedir.

Bu iliskinin gosterilmesi amaciyla klinigimizde radikal nefrektomi sonrasi histopatolojik olarak
adenokarsinom tamsi alan 50 hastada, Robson evrelemesi ile PCNA immiinoreaktivitesi arasindaki iliski
aragtirildi. PCNA ile boyanma negatif, hafif, orta ve siddetli olarak 4 grupta degerlendirildi.

Elli olgunun 46’s1 (%92) PCNA ile boyamirken, sadece 4 olguda (%8) boyanma goriilmedi. Bu 4 olgunun
2’si evre I, 1’i evre IIla ve 1’i evre Illc idi. Organ metastazi olan olgularin (evre IV) tamaminda PCNA
pozitifti. Evre artip: ile pozitiflik artmaktaydy, ancak bu istatistiksel olarak anlamsizdi. PCNA negatif ve hafif
pozitif olgular (grup I boyanma) ile orta ve siddetli pozitif olgular (grup II boyanma) iki ayr grupta topland.
Evre Illa ve dncesi olgularda grup I/ grup II oram (8/12), evre I1Ib ve sonrasi olanlardan (4/26) belirgin
derecede yiiksekti ve bu istatistiksel olarak anlamliydi. Ayrica olgularimizda evre artisi ile PCNA boyanma
siddeti arasinda da istatistiksel olarak anlamh korelasyon vardi.

Evre Illa ve dncesi ile IIIb ve sonrasmm PCNA ile anlamh derecede farkli boyanmasi lenf nodu
tutulumunun boyanmayr arthrdigim gostermektedir. Ayrica bir¢ok ¢alismada da bildirildigi gibi, PCNA
boyanmasinin ¢ogu bobrek tiimériinde pozitif oldugu ve boyanma siddeti ile evre arasinda bir iliski oldugu
kamsindayiz.
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ABSTRACT

Nuclear Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) immunoreactivity is found in the proliferating
compartment of normal and tumor cells. Immunohistochemical staining of PCNA is considered to be
associated with stage.

The purpose of the present study was te examine immunohistochemical staining of PCNA in renal
adenocarcinoma and its relationship to Robson staging system. PCNA was determined by immunohistochemi-
cal staining in 50 patients who underwent radical nephrectomy and described as adenocarcinoma
histopathologically. Staining of PCNA was graded in 4 groups as negative, mild, moderate and severe.

Forty six of S0 patients (92%) had PCNA staining whereas in only 4 (8%) no staining was observed. Of
these 4 patients, 2 were in stage L, one in stage IIla and one in stage IIc. All of the patients with metastatic
organ involvement (stage IV) were PCNA positive. With the advance in stage, the grade of staining increased
but this was not statistically significant. PCNA negative and mildly positive patients (groupl staining) and
moderate and severe cases (group 2 staining) were analyzed separately. The ratio of group 1 to group 2 in or
before stage IlIa (8/12) was significantly different from those in or after stage IIIb (4/26) and this differcnce
was statistically significant. Besides, there was a statistically significant positive correlation between the
advance in stage and the grade of staining.

The significantly different PCNA staining of the patients in or before stage IIIa and those in or before
stage IIb indicates that the lymph node involvement enhances staining. As reported in many other studies, we
conclude that PCNA is positive in most of renal tumors and there is a correlation between the grade of staining
and stage.

Key Words: PCNA, renal adenocarcinoma

Dergiye Gelis Tarihi: 13.06.1999 Yaymna Kabul Tarihi: 02.11.1999 (Duzeltilmis hali ile)

Tiirk Uroloji Dergisi: 26 (1): 23-27. 2000 23



KAYA, E., CANDAN, L., ATAKAN, I H., ALAGOL, B., KAPLAN, M., INCI, O.

GIRIS

Malign tiimérlerin proliferatif kapasitesinin
bilinmesi prognozu belirlemede en nemli yar-
duncidir ve birgok tiimorde tedaviye yanit ve
relapsin bir gostergesi olabilir’.

1990°dan sonra Proliferating Cell Nuclear
Antigern (PCNA) histolojik materyallerde hiicre
prolilerasvonu igin bir belirleyici olarak deger-
lendirilmeye baglandi. Bu, bazi tiimorlerin biyo-
lojik davramigum objektif olarak gostercbilmek
agisindan ilging bulundu®.

PCNA, DNA polimeraz 8 igin yardimci bir
proteindir ve hiicre proliferasyonunun baslama-
sinda 6nemli bir rol ovnar’™®. Hiicrelerde baslica
DNA replikasyonu veya sentezi olan yerlerde bu-
lunur”™®,

PCNA immiinoreaktivitesi, prolifere olan
normal hiicreler ve tiimor hiicrelerinin nitklcusla-
nnda gozlenir’. PCNA boyanmasinin renal ade-
nokarsinomda evre ve prognoz ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir'®"’. PCNA bovanmasi ile cvre
arasida anlamli bir iligki olmadigr da savunul-
maktadir’. Calismanuzda PCNA ile cvre arasin-
daki iliskiyi aydinlatmak amaciyla, renal adeno-
karsinom tamsi alan hastalanimizda Robson cvre-
lemesi ile PCNA arasmdaki iliski arastirildi.

GEREC ve YONTEM

Klinigimizde bobrek tiimérii 6n tamsi ile ra-
dikal nefrektomi wyguladigimiz ve histopatolojik
olarak renal adenokarsinom tanist konan 50 olgu
calismaya dahil edildi. Olgularm evrefemesi
Robson sistcmine gore yapildi'*. Evreleme islemi
klinik. radyolojik ve patolojik bulgular ele alma-
rak vapildi. Abdomen ve toraks bolgelerinin bil-
gisayarll tomografisi ile primer tiimdor Kkitlesi
vaminda varsa organ metastazlar, lenf nodu tutu-
lumlan, vena renalis ve vena cava timor trom-
biisleri degerlendirildi.

%10’luk formalinde tespit edildikten sonra
rutin olarak takip edilen ve parafinde blokianan
dokulardan hazirlanan, hematoksilen + cosin ile
boyanan, 5 mikron kalinliktaki arsiv kesitleri ye-
niden incelendi. Her olgu igin, tiimdrii en iyi
temsil ettigine inamlan bir bloktan hazirfanan
kesitler immitnohistokimyasal olarak PCNA ile
boyandi. Kesitler deparafinize ve rchidrate edil-
dikten sonra, 0.01 M sitrat soliisyonu (pH: 6.0)
iginde sogumaya birakildi. Daha sonra distile su
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ve fosfatli tampon (PBS) icinde yikanan kesitler
peroksidaz yontemi kullanilarak 30 dakika mo-
noklonal anti-PC10 (DAKO iiriin kodu: N-1529)
ile inkiibe edildi. Daha sonra LSAB-2 kit
(DAKQ iiriin kodu: K-0675) kullamlarak strepta-
vidin-biotin yontemi ile boyamaya devam edildi.
Renklendirici olarak AEC+substrate-kromojen
(DAKO iiritn kodu: K-3469) kullamldi. Uygula-
ma swasmda tim inkiitbasyonlar oda 1sismda,
nemli ve kapal1 bir ortamda yapld.

PCNA i¢in pozitif kontrol olarak yiiksek
dereceli meme invaziv duktal karsinom olgusu
kullanildt. Her olguva ait tizerine primer antikor
damlatilmayan kesitler negatif kontrol olarak de-
gerlendirildi.

Tamor hiicrelerinin  niikleuslarinda  diffiiz
kovu pembe boyanma, PCNA antijeninin pozitif-
ligi igin kriter olarak kullamldi. Tiimér genel
goériniimiinil yansitan alanlarda biiyiik bilyiitme-
de (x40 objektif ile) 100 hiicre semikantitatif
yontemle sayildt. %10°dan az hiicrede bovanma,
negatif (-) boyanma olarak kabul edildi. %10-25
arasi hafif (derece 1), %25-75 arasi orta (derece
ID), %75 den fazla hiicrede boyanma isc siddetli
(derece 111) bovanma olarak kabul edildi.

Evre ile boyanma arasindaki iliski Fisher
chi-square testi ile degerlendirildi. Istatistikscl
degerlendirme  yapabilmek i¢in, boyanmayan
olgu sayisinin azligt nedenivle bovanmayan ol-
gularla hafif boyananlar grup 1 boyanma. orta ve
siddetli boyananlar ise grup 11 boyanma olacak
sekilde iki grupta degcrlendirildi. Evreler arasm-
da grup | ve 1I bovanma oranlan karsilastirildi.
Ayrica evre ile bovanmamn derecesi arasindaki
iligki Spearman Correlations testi ile degerlendi-
rildi.

BULGULAR

Cabsmamizda 50 olgunun 46°st (%692)
PCNA ile boyanirken, sadece 4 olguda (%8) bo-
vanma gorilmedi. Bu 4 ofgunun 2’si evre I, 17i
evre Illa ve Ui evre Illc tiimérlerdi. Organ me-
tastaza olan olgularm (evre 1V) tamaminda
PCNA pozitifti. Bu sonuglardan anlasiidigs gibi
evre ilerledikge boyanan olgu sayist artmaktaydi.
Ancak, bu rakamlar istatistiksel olarak anlamsiz-
di. Evrelere goére olgularm boyanma derecesi
tablo 1’de sunulmustur.
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Evre 2 2 3 2 9
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Evre
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Evre b
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Va - 1 3 3 7
Evre
IVb - 2 6 7 15

Tablo 1: Robson evrelemesine goére PCNA boyanma
dagi limt

Boyanan ve boyanmayan olgularin evrelere
gore dagiliminda anlamli bir sonug elde edileme-
diginden, olgular boyanma derecesine gore iki
gruba aynlip, bu iki grubun evrelere gore dagli-
mi incelendi. PCNA negatif ve hafif pozitif
(derece I) olgular grup I boyanma, orta (derece
IT) ve siddetli pozitif (derece III) olgular ise grup
IT bovanma olarak ele alindt. Evre Illa ve 6ncesi
olgularda “grup I / grup II” oram (8/12), evre IlIb
ve sonrast olanlardan (4/26) belirgin derecede
viiksekti ve bu istatistiksel olarak anlamliydi
(Tablo 2). Metastatik (evre IV) ve nonmetastatik
(evre L11,111) olgular arasinda ise “grup I/grup II”
oram anlamh derecede farkli degildi.

Grup ! Grup 11
boyanma boyanma
Evre Ilfa ve 8 12
dncesi
Evre b ve 4 2%
sonrasi

Tablo 2: Evrelere gore grup I ve grup II bovanma

Bu sonuglardan lenf nodu tutulumu olmayan
olgularda (evre Illa ve 6ncesi) boyanmanin, lenf
nodu tutulumu olanlardan (evre IIlb ve sonrasi)
daha az oldugu ve metastatik olgularla nonme-
iastatik olanlann boyanmasmda fark olmadigy
sonucu elde edildi.

Olgularmizin tiimitnde PCNA bovanma de-
recesinin (negatif, derece IILIII) evrelere gore
dagilim incelendiginde ise evre ilerledik¢e bo-
vanma derecesinin arttigim bulduk. Bu sonuglar

Spearman Correlations testine gore istatistiksel
olarak anlamlrydi. Ileri evre tiimérler PCNA ile
daha koyu boyaniyorlardi.

TARTISMA

%10°dan fazla hiicrede boyanma olan tii-
morlerin daha ileri evre, daha ¢ok invaziv ve me-
tastatik oldugu bildirilmistir'®. Calismanuzda da
bovanma pozitif kabul ettigimiz (%10’dan fazla
hiicrede boyanma) olgular ileri evrelerde daha
sikt1 ve boyanma olmayan olgu (%10°dan az
hiicrede boyanma) sayis1 diisiik evrelerde daha
fazlaydi. Ancak boyanmayan olgu sayisinin azli-
&1 nedeniyle istatistiksel anlanu yoktu. Bu neden-
le hafif (derece I) boyananlar ile negatif olgular
bir araya getirilip (grup I boyanma), orta (derecc
II) ve siddetli (derece III) boyananlar grubuyla
(grup II boyanma) karsilastirildi. Bu sekilde bu
iki grup arasinda evrelere gore dagilinida anlamli
sonuglar elde edildi. Lenf nodu tutulumu olan
(evre IIIb ve sonrast) ve olmayan (evre Illa ve
oncesi) olgular arasinda istatistiksel olarak an-
lamli derecede fark elde edildi (Grafik 1). Ancak,
bu boyanma fark: tiim evre basamaklar arasinda
yoktu. Metastatik ve nonmetastatik olgular ara-
sinda da boyanmada anlamh fark yoktu.
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Grafik 1: Evrelere gore grup I ve grup I boyanma

pT2 ile pT3 ve pT4 arasinda PCNA indek-
sinin anlamli derecede farkli oldugu, ancak lenf
nodu tutuiumu ve metastazlar ile bir korelasyon
olmadig bildirilmistir'™®. Burada lenf nodu tutu-
lumu ile ilgili bilgiler sonuglarimiza uymamakta-
dir. Calismamizda boyanmadaki en anlamh farki
lenf nodu tutulumunun olmadigr (evre Illa ve
oncesi) olgularla, tutulum olanlar (evre IIb ve
sonrast) arasinda bulduk.
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Grafik 2:Evrelere gore boyanma dereceleri

Bagka bir galismada PCNA ekspresyonu
diger evrelerden diisiik olarak evre I’de %625
(20/32), evre I’de %60 (9/15) bulunmus'®. Bi-
zim calismamizda da boyanma oram evre I'de
diger evrelerden daha diisiik (%77) bulundu. An-
cak bu bildirilen sonuglardan daha yiiksekti.

Farkli grade ve evre tiimorler arasinda
PCNA boyanma derecesinin anlamli derecede
farkli oldugu soylenmektedir'®. Calismanzda el-
de ettigimiz bulgular bu goriisii desteklemekte-
dir. Evre ilerledikge PCNA boyanma derecesi
istatiksel olarak anlamli derecede artmakta, ileri
evre tiimorlerde boyanmanin yogun oldugu dik-
kati cekmektedir (Grafik 2). Cogu ¢alismadaki
goriisler bu yonde olmasina ragmen evre ile bo-
yanma arasinda anlamh bir iliski olmadigim
savunan yayinlar da vardir’.

Sonug olarak; olgularm biiyiikk ¢ogunlugu-
nun (%92) PCNA ile boyandigy goriildii. Boyan-
mayan olgu sayisinin ¢ok az olusu nedeniyle, ev-
reler arasinda pozitiflikte anlaml1 bir fark yoktu.
Ancak olgular boyanma derecesine gére gruplan-
dirldiginda (negatif ve hafif boyananlar grup [
boyanma, orta ve siddetli boyananlar grup II
boyanma) bu iki grubun evrelere gére dagilini-
mn farkli oldugu goriildii. Bu fark lenf nodu tutu-
lumu olmayan olgularla (Evre IIla ve &ncesi),
lenf nodu tutulumu olanlar (Evre HIb ve sonrasi)
arasinda en belirgindi. Ayrica evre ile boyanma
derecesi arasinda da bir korelasyon oldugunu ve
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ileri evre timdrlerin daha koyu boyandigim
bulduk.

KAYNAKLAR

1-  Haerslev T, Jacobsen GK: Proliferating cell
nuclear antigen in breast carcinomas. An immu-
nohistochemical study with correlation to histo-
pathological features and prognostic factors.
Virch Arch 424: 3946, 1994.

2-  Lipponen PK, Eskelinen MJ: Cell proliferation
on transitional cell bladder tumours determined
by PCNA/cyclin immunostaining and its prog-
nostic value. Br J Cancer 66: 171-176, 1992.

3- Bravo R: Synthesis of the nuclear protein cyclin
(PCNA) and its relationship. Exp Cel Res 163:
287-293, 1986.

4-  Bravo R, Frank R, Blundel PA, Macdonald-
BravoH: Cyclin/PCNA is the auxillary protein
of DNA polymerase-6 . Nature 326: 515-520,
1987.

5-  Garcia RL, Coltrera MD, Gown AM: Analy-
sis of proliferative grade using anti-PCNA/cyclin
monoclonal antibodies in fixed, embedded tissu-
es, Comparison with flow cytometric analysis.
Am J Pathol 134: 733-739, 1989.

6- Prelich G, Tan CK, Kostura M, Mathews
MB, So AG, Downey KM, Stillman B: Functi-
onal identity of proliferating cells nuclear anti-
gen and a DNA polymerase-§ auxillary protein.
Nature 326: 517-520, 1987.

7- Fernandez EB, Sesterhenn IA, McCarthy
WF, Mostofi FK, Moul JW: Proloferating cell
nuclear antigen expression to predict occult dise-
ase in climcal stage I nonseminomatous testicu-



RENAL ADENO-CA PCNA ILE EVRE ARASINDAKI ILISKI

lar germ cell tumors. J Urol 152: 1133-1138,
1994,

Kurki P, Vanderlann M, Dolbeare F, Gray J,
Tan EM: Expression of proliferating cell
nuclear antigen (PCNA/cyclin) during the cell
cycle. Exp Cell Res 166: 209-219, 1986.
Tanioka F, Hiroi M, Yamane T, Hara H:
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), im-
munostaining and flow cytometric DNA analy-
sis of renal cell carcinoma. Zentralbl Pathol,
139: 185, 1993.

Shameem IA, Shkimabukuro T, Wada T, Kuri-
su H, Naito K: Expression of proliferating cell
nuclear antigen and deoxyribonucleic acid value
in renal cell carcinoma: correlation with different
tustopathological parameters and patients survi-
val. Eur Urol, 29: 78, 1996.

Tanaphel A, Hahn HA, Katalinic A, Fietkau
RJ, Kuhn R, Wittekind CW: Prognostic value
of ploidy and prohiferation markers in renal cell
carcinoma. Cancer, 77: 164,1996.

Nakano S, Kawamura J: Proliferating cell nuc-
lear antigen expression as a prognostic indicator
for renal cell carcinoma: comparison with patho-
logic futures and DNA content. Hiniokika Kiyo,
41:343,1995.

Delahunt B, Bethwaite PB, Thornton A, Ribas
JL: Proliferation of renal cell carcinoma asses-
sed by fixation-resistant polyclonal Ki-67 anty-

14-

15-

16-

17-

18-

19-

body labeling. Correlation with clinical outcome.
Cancer, 75: 2714, 1995,

Seki H, Nagamori S, Koyanagi T: Expression
of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in
renal cell carcinomna. Nippon Hinyokika Gakkai
Zasshi, 86:1475, 1995.

Larsson P: Cell proliferation in renal cell
carcinoma. A clinical study with special referen-
ce to prognosis. Scand J Urol Nephrol Suppl,
165: 11,1994,

Kamel D, Turpeenniemi Hujanen T, Vaha-
kangas K, Paakko P, Soini Y: Proliferating cell
nuclear antigen but not p53 or human papilloma-
virus DNA correlates with advanced clinical sta-
ge in renal cell carcinoma. Histopathology, 25:
339, 1994.

Delahunt B, Bethwaite PB, Nacey JN, Ribas
JL: Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
expression as a prognostic indicator for renal cell
carcinoma: comparison with tumour grade, mito-
tic index, and silver-staining mucleolar organiser
region numbers. J Pathol, 170: 471, 1993.
Dreicer R, Williams RD: Renal parenchymal
neoplasms. In: Smith’s General Urology. Ed. EA
Tanagho, JW McAninch. Connecticut: Appleton
&lange Co, chapt.21, pp. 359-77, 1992.

Flint A, Grossman HB, Liebert M, Lioyd RV,
Bromberg J: DNA and PCNA content of renal
cell carcinoma and prognosis. Am J Clin Pathol,
103:14, 1995.

27



