Turk J Gastroenterol 1997; 8 : 31 - 35

Hepatoselliiler karsinom kinetiginin farkli yontemlerle

arastirilmasi

Investigation of hepatocellular carcinoma kinetics by different methods
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OZET: Hepatoselliiler karsinom (HSK) gibi biyolojik dav-
ramgt saptanmast giic tiimdrlerde kinetik Szelliklerin belir-
lenmesinin  yardimer olabilecegi diisiiniilmektedir.  Bu
calismada da 1984-1990 wyillart arasinda boliimiimiize
gonderilmis 10 HSK materyalinde farkli yontemler kul-
lamlarak kinetik inceleme yapdmugtir. Oncelikle histolojik
ozellikler belirlenmis ve daha sonra proliferasyon kapasite-
sini  degerlendirmek  amaciyla  mitotik  aktivite,
immiinohistokimyasal olarak anti-PCNA( proliferating cell
nuclear antigen) ile boyanma orani; flovsitometri ile de
DNA icerigi (ploidi), DNA indeksi ve § fazi hiicre oram
saptannugtir. Mitotik aktivitenin proliferasyon kapasitesini
belirlemede yetersiz oldugu belirlenmis, PCNA ile alinan
sonuglarin ise DNA indeksi (DI) ve S fazi hiicre oranlart ile
paralel olduklar: diigiiniilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler : Hepatosellller karsinoma, PCNA,
flovsitometri

GIRIS:

Hepatoselliiler karsinom (HSK) oldukea kotii klinik
seyir gosteren solid malign tiimorlerdendir. Prog-
_nozunu belirlemek amaciyla yapilan tek ve ¢ok pa-

rametreli klinikopatojik caligmalarla tatmin edici
bir sonuca ulagilamamastir.

Son yillarda tiimorlerin hiicre populasyonlar ve ki-
netiklerinin bilinmesinin, biyiime hizlar, yayilim
kapasiteleri ve ilaclara duyarhliklarini belirlemede
yardima oldbildigi goriilmiigtiir (1,2).  Benzer
calismalar HSK lar igin de yapilmaktadir (3-5).

GEREC VE YONTEM:

1984-1990 yillar1 arasinda (Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji boliimiinde HSK tanis1 almig 10
adet biyopsi materyali tekrar incelendi. Materyalle-
rin hepsi %10 luk formalinde tespit edilip parafine
goémiilmiig insizyonel biyopsi materyalleriydi. He-
matoksilen-eozin (H-E) yarnusira diastazli-
diastazsiz. periyodik asid Schiff (PAS) ve Gomori
retiklilin boyalar1 uygulandi. Hiicre niikleus ve si-
toplazma ozellikleri, timérin patterni, differansi-
yasyon derecesi ile var ise ¢evre karaciger dokusu-
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SUMMARY: Examination of the kinetics of the tumors such
as hepatocellular carcinoma (HCC) has proven to be useful
in the detecton of their unpredictable biological behavio-
urs.

In this study the kinetical features of 10 HCC materials sent
to our department between the years 1984-1990, were stu-
died employing various methods. Histological specificati-
ons of the materials were analyzed primarily and then to
determine the proliferatéon capacity: Mitotic activity, stai-
ning with anti-PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
were evaluated and DNA content, DNA index(DI), S-phase
cells were calculated by flowcytometry(FCM).

Mitotic activity was found to be insufficent in determining
the proliferation capacity. Results obtained from anti-
PCNA staining on the other hand showed parallelism with
DI and §-phase cell ratio results.

Key words : Hepatocelluiar carcinoma, PCNA, flowcy-
tometry

nun ozellikleri (hepatit, siroz, nekroz gibi) deger-
lendirildi.

Proliferasyon kapasitesi i¢in mitotik hiicreler
sayidi, immunohistokimyasal olarak anti-PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) ile boyama
yapilds, flovsitometri ile DNA igerigi, indeksi ve 5
fazi hiicre oraru belirlendi.

Mitotik aktivite; yar1 kantitatif bir metodla
degerlendirildi. Tim materyaller bityiik biiyiitme
(x400) ile taranarak tipik-atipik mitozlar sayildi ve
ortalamalart alind:. Ortalama sayist 0-1 olan sey-
rek, 2-3 olan orta, 4 ve uistii sik mitoz olarak kabul
edildi.

Imminhistokimyasal (IHK) inceleme igin anti-
PCNA (monoklonal, Coulter Clone 6604542) ile avi-
din-biyotin (ABC-Vector) yontemiyle indirekt bo-
yama yapildi. Pozitif kontrol olarak kolon adeno-
karsinomu kullamildi. Ayrica primer antikorun
uygulanmadif metod kontrolii de yapildi. Sadece
niikleer boyanma dikkate alindi Boyanan
niikleuslarin  tiim niikleuslara orani x400 Lik
biiylitmede sayolarak belirlendi ve oram %25'e
kadar ise +1, %26-50 arasi ise +2, %51-75 aras1 +3,
%76-100 aras1 +4 olarak kabul edildi (6).
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Flovsitometri (FSM) ile analiz icin 4 adet 50 mikron-
luk kesit alnarak ksilolde deparafinize edildi ve
dereceli alkollerden gecirildi. Pepsin  ile
pargalanmadan sonra DNA boyamas: i¢in propid-
yum iyodid kullanild.

Materyaller Epics Elite FSM (Coulter Elecxtronics
Hialeah, FL) ile analiz edildi. Isin kaynag: 488nm.
eksitasyon veren 15 mw argon lazerdi. Floresan
emisyonu 610 nm.de &l¢iildii. Orneklerde 10000-
20000 niikleus analiz edildi.

Histogramda diploid (fig. 1} GO G1 pikinden bagka
bir pik oldugunda anaploidi (fig. 2) olarak yorum-
landg. Ploidiyi kantitatif degerlendirmek icin
anaploid GOG1 piki hiicrelerin diploid GOG1 piki
hiicrelerine oranimi belirleyen DNA indeksi (DI)
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Figiir 1: Diploid tiimor ornegi (DI: 1.0)
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Figiir 2: Diploid tiimér ornegi (DI: 1.4)
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caligildi. DI diploid tiimérlerde 0.9-1.1 aras: ; hipo-
diploid tiimérlerde 0.9'dan kiiciik, hiperploidlerde
1.1-2.1 ve hipertetraploidlerde ise 2.1'den biiyiiktiir
(2). Ek olarak proliferatif kapasitenin
gostergelerinden biri olan "S" fazi hiicre orani sap-
tandi. Bu iki parametre (DI ve S faz1 oram) mul-
ticycle analiz programi (Phoenix Flow Systems San
Diago CA) ile belirlendi.
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Figiir 3: Diploid tiimor rnegi (DI: 1.9)

BULGULAR

Vakalarm 8'i (%80) erkek olup yag ortalamalari 61.3
idi. Bir hastarun yag1 bilinmiyordu. Timérlerin
biiyiik kismi pleomorfik hiicrelerden olusup (%60)
az diferensiye idiler. Iki vaka (%20) hepatositik, bir
vaka (%10) ksantoma benzeri sitolojik &zellik
gosteriyordu. Bir vakada da (%10) hem seffaf hem
eozinofilik hiicrelerin olugturdugu mikst hiicreler
goriildii. En fazla trabekiiler olmak tizere sirasiyla
kompakt ve asiner yapilanma gézlendi.

En sik mitoz pleomorfik tiimérlerde goriildi, ancak
mitozun sitolojik tip ve pattern ile belirgin bir kore-
leasyon gdstermedigi sonucuna varildi. Tablo 1'de
vakalarin yas ve cinsiyetleri ile timdrlerin sitolojik
tipleri ve mitotik aktiviteleri ile gevre doku aktivite-
leri gbriilmektedir. '

Anti- PCNA ile boyanma koyu niikleer boyanma-
dan niikleer membran altinda belirgin, ince
graniiler goériintiime kadar degisiyordu. (Resim 1)
Boyanma yogunlugu ne olursa olsun niikleer bo-
yanma pozitif kabul edildi. Vakalarin birinde
(vaka 6) teknik olarak boyanma saglanamadi.

Bunda olasilikla immiinhistokimya oncesi doku-
nun ugradif: hasann etkisi vardi. Bir vakada ise
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TABLO 1:Vakalarin yas, sitolojik tip ve mitotik aktiviteleri ve
cevre doku dzellikleri

Vaka Cinsiyet Yag Sitolojik Tip Mitoz gevre NT*

doku

1 E 70  pleomorfik sk -

2 E 73  hepatositik  seyrek + hepatit

3 E 67  pleomorfik sk -

4 K - pleomorfik sik =

5 E 56  pleomorfik sik =

6 E 41  hepatositik  seyrek + siroz

7 E 45  pleomorfik seyrek + siroz

8 E 65 pleomorfik orta + siroz

9 K 70 seffaf seyrek + hepatit

10 E 65  mikst izlenmedi + siroz

* NT: non-tiimoral

Resim 1: /. (x400) anti-PCNA ile + boyanmug niikleuslar
(ABC-DAB kromojen)

(vaka 9) hi¢ boyanmis niikleus gériilmedi. cevre
siroz yada hepatitik karaciger dokusunda PCNA
ile boyanma gorilmedi. Tablo I'de vakalarin anti-
PCNA ile boyanma dereceleri belirtilmistir.

FSM ile incelemede 5 tiimor anaploid, 5 tiimdr de
diploid bulundu . DI, diploid tiimérlerde 1.0'dir.
Anaploid tiimérlerin ikisinde DIi 1.9'un altinda,
ticiinde Ustlinde idi. Bu ii¢ tlimdérden biri tetraplo-
iddi. (DI=2.7).

S fazi hiicre orant hemen tiim tiimorlerde yiiksek
bulundu. Birden fazla piki olan anaploid
timérlerde S fazi oranlari ortalamasi alindi. Bir
diploid tiimérde (vaka 6) S fazi1 oraru diislik (%4)
bulundu.

DI ve S faz1 oranlarindaki gesitlilik hem diploid
hem de anaploid tiimérlerin heterojen olduklarini
ortaya koydu.
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TABLO 2 :Vakalarin anti-PCNA ile boyanma dokiimleri

Vaka PCNA boyanma derecesi
1 3
2 1
3 3
4 3
5 4
6 boyanmadi
7 2
8 1
9 0
10 1

Tablo III tumérlerin FSM ile analiz sonuglarmi
gostermektedir.

TABLO 3 : Vakalarin flovsitometrik analiz sonuclar:

Vaka  ploidi DNA indeksi (DI) % S hiicresi
1 anaploid 1.93 15
2 anaploid 1.7 36
3 anaploid 2.7 13
4 anaploid 2.7 23
5 anaploid 1.4 64
6 diploid 1 4
7 diploid 1 65
8 diploid 1 41
9 diploid 1 20

10 diploid 1 18

TARTISMA

Histolojik olarak benzer tiimoérlerin genotipik ve fe-
notipik farkliliklar gdsterebildikleri bilinmelktedir
ve bu durum biyolojik davrarus farkhliklariyla
sonuglanmaktadir. Biyolojik davranisi belirlemede
proliferatif kapasite yararhdir(6). Biz de bu
calismada farkli yéntemlerle proliferasyon ile ilgili
baz1 parametreleri ortaya koyduk (Tablo IV).

Mitotoik aktivite bunlarin arasinda degerlendi-
rilmesi en kolay olamidir.  Ancak kesitlerin
kalinhigi, biyopsi materyalinin biiytikliigii gibi du-
rumlardan etkilenebilmektedir. Ayrica karacifer
gekirdek pleomorfizmi ve aktivitesi acisindan
oldukga &zel bir organdir. Sadece neoplastik olay-
lar degil bagka etkenlere bagh olarak da hiperkro-
mazi, biniikleasyon, mitoz gériilebilmektedir (7).
Nitekim PCNA mitozu seyrek olan 4 tiimérden bi-
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rinde (vaka 2) +1, digerinde (vaka 7) +2 oraninde
pozitif bulunmustur. Ayrica her iki timériin S fazi
hticre oranlart da ¢ok yiiksek bulunmustur (%36,
%65). Hig mitoz gorilmemis vakada ise (vaka 1()
yine PCNA +1, 5 fazi oran: da %18'dir. Bu bulgular
mitotik aktivitenen proliferatif aktiviteyi belirleme-
de yeterli olmadigin gostermektedir.

TABLO 4 :
lantlan parametrelerin vakalara gére dagilim

Proliferasyon kapasitelerini belirlemede kul-

Vaka  Mitoz PCNA Ploidi DI %5
1 stk 3 anaploid 193 15
2 seyrek 1 anaploid 1.7 36
3 sik 3 anaploid 2.7 13
4 sik 3 anaploid 2.7 23
5 sik 4 anaploid 1.4 64
6 seyrek  boyanmadi  diploid - 4
7 seyrek’ 2 diploid - 65
8 orta 1 diploid - 41
9 seyrek 0 diploid - 20

10 - 1 diploid - 18

PCNA, 56 kd.luk intraniikleer bir protein olup
hiicrede yapum proliferasyon ve DNA replikasyo-
nu ile iliskilidir. Hiicre siklusunun G1 fazi1 geg
déneminde artmaya baglar ve S fazinda en yiiksek
seviyeye ulasir (6,8). Uyarilmamis hepatositlerde
boyanma orani %5'lerden diistik iken,
uyarildiklarinda bu oran %60'lara yiikselir (9,10).
Vakalarimiz arasinda PCNA negatif olan ksantoma
benzeri tiimo6rdii ki (vaka 9) literatiirde de en yavag
bliytiyen HSK'lardan cldugu belirtilmektedir (11).
Mitotik hiicrelerde boyanma olmamasi PCNA'min S
faz1 disinda saptanabilir diizeyin altinda olmasi ile
uyumludur.

FSM evre ve histolojik &zelliklerden bagmsiz ola-
rak prognozun belirlenmesinde yararhidir (12).
HSK'larda ¢api biiyiik tiimérlerde anaploidinin ve
intrahepatik yayilimin daha sik oldugu bildiril-
mistir (13).

Bizim vakalarimizda da anaploid timorlerde sik
mitoz, yiikksek PCNA pozitifligi ve yiiksek S fazi
orani saptandi. DNA igerigi karacigerde metabo-
lik aktivite arfis1 ile de artar. Bu nedenle normal
karaciferde de dinlenme fazinda bile tetraploid
hiicreler mevcuttur ve genellikle karacigerde, proli-
teratif hiicrelerin orani % 10.2'dir (14,15). Bu ne-
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denle normal karacigerde tetra ve hipertetraploid
htcreler bulunabilir. HSK'larda da tetraploid ve hi-
pertetraploidinin diger timérlerden sik goraldiagi
bilinmektedir (16). Nitekim bizim anaploid 5
vakamuzm biri tetraploid (vaka 1), ikisi hipertetrap-
loid idi. Yiiksek DI'li HSK'larin digiik DI'liliere
oranla daha iyi prognoz gosterdikleri bilinmektedir
(16). Nedeni tam olarak aciklanamamakla birlikte
ylksek DI olan tiimérlerde daha fazla G2 fazinda
tetraploid hiicrelerin olabilecegi ve bunlarmn da biri-
kimci amach DNAlarmi arttirdiklarn  var-
sayillmaktadir (16). S faz yiiksek timorler genellik-
le kot prognoz gosteren tlimorlerdir.  Aymu
zamanda tedaviye en duyarlh hiicreler de hu
hiicrelerdir. Biz de calismamizda tetraploid ve hi-
pertetraploid olan tiimérlerimizde diger anaploid
timorlerden daha diigiik S fazi orani bulduk ki bu
tetra ve hipertetraploid timorlerin daha distik pro-
liferasyon kapasiteleri olabildigini diiglindirmus-
tir.

Anaploid timérlerden sadece birinde (vaka 2)
mitoz ve PCNA boyanma oraru FSM sonuglar ile
cok uyumlu degildi. Bu vakada ¢evre dokuda he-
patit olup diger anaploid tiimérlerde ¢evre doku
mevcut degildi. Olasilikla bu tiimérdeki DI ve S
fazi oramu yiiksekligi c¢evredeki inflamatuar
hiicrelere baghdir ki tiiméral ve non-tiiméral
hiicreleri ayirmamak FSM'nin bu ¢aligmadaki zayif
noktasidur.

S faz1 oranlan cok yiiksek olan 2 diploid tiimériin
(vaka 7 ve 8) histogramlarinda gok genig GOG1 piki
olmast bir hipodiploid anaploidiyi diglindiir-
mektedir. Bir kisim kiigik HSK'larda beklenmedik
hizl1 biiytime gériildiigii ve bunlarm FSM ile hipo-
diploidik anaploid olduklar literatiirde de bildiril-
mistir (16). Diger diploid tiimdrlerden birinde S
faz1 dustik, ikisinde orta derecede yiiksektir.

Ancak PCNA boyanma oranit diisiikdiir. Bu
timorlerde de cevre sirotik karaciger dokusunun
FSM sonuglarmi etkilemis olabilecegi diigiiniil-
miigtiir. Non-timéral karaciger dokularinda FSM
ile analiz az sayidaki calismada bildirilmistir
(9,10,17). Bunlardan birinde timére komsu
ozellikle sirotik alanlarda hafif diizeyde DNA
icerik anormallikleri olabildigi rapor edilmistir (17).
Sonug olarak, proliferatif kapasitenin degerlendi-
rilmesinde mitozun yetersiz kaldig1 sonucuna va-
rilmustir.  FSM ile anaploid ve diploid tiimorlerin
DI ve S fazi oranlari bakimindan heterojenite gos-
terdikleri saptanmustir. PCNA ile alinan sonuglarn
DI ve S fazi1 oranlarma paralel oldugu gézlenmis ve
HSK'lar igin PCNA'min FSM'ye benzer anlamda

‘sonuglar verdigi belirlenmistir.
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