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ÖZET 

Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim 
Oalı'nda Mide adeııokarsinomu tanısı alan 30 olgu 
tespit edildi. Bu olguların tümörlü ve normal mukoza 
alanlarını aynı preparat üzerinde içeren blokları seçil-
di. Bu bloklardan hazırlanan kesitlere immünhisto-
kimyasal olarak PCNA ve Ki-67 boyaması ile NOR ci-
simlerini boyamak için gümüş impregnasyonu uygu-
landı. Mitoz sayısı ve mitotik indeksi belirlemek için 
ise Hematoksilen Eozin ile boyalı tanı koyduran pre-
paratları kullanıldı. Tüm değerlendirmeler mümkün 
olduğunca aynı alanlar taranarak yapıldı. Olguların 
elde edilen sonuçları birbirleri ile karşılaştırıldığında 
mide adenokarsinomlarında, hücresel proliferasyon 
belirleyicisi olan AgNOR, PCNA ve Ki-67 nin birbir-
leri ile istatistiksel olarak uyumluluk içerisinde olduk-
ları belirlendi. 

Anahtar kelimeler: PCNA, Ki-67, AgNOR, Hücresel 
proliferasyon belirleyicileri, adenokarsinoma, mide 
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SUMMARY 

Usirıg of PCNA, Ki-67 and AgNOR as a markers of 
celi proliferation in adenocarcinomas of stomach. 

W e studies 30 consecutive cases with the diagnosis 
of adenocarcinomas of stomach in histopatologically. 
The paraffin blocks were investigated ifthey contained 
both the normal mucosa and tumour areas in the same 
preparation. We used PCNA and Ki-67 stains as immu-
nohistochemical staining methods and silver impregna-
tion technique was utilized for staining of NOR bodies. 
The number of mitosis and mitotic index were establis-
hed in the Heamatoksilen Eosin stained preparations. 
Searching thoroughly the same areas of differeııt slides 
performed ali evaluations. When the results were com-
pared with each other, we showed that AgNOR, PCNA 
and Ki-67 staining methods, which were markers of 
cellular proliferation in stomach carcinoma, were sta-
tistically correlated to each other. 

Key words: PCNA, Ki-67, AgNOR, Cellular prolifera-
tion markers, adenocarcinoma, stomach. 

Patolojide immiinhistokimyanın rutin kullanımı so-
nucunda, tanısal özelliklerin bildirilmesi yanı sıra, tü-
mörün prognostik özellikten hakkında da söz söyleye-
bilmek bir ihtiyaç haline gelmiştir. Prognostik özellik-
lerin belirlenebilmesi ile hastaya yaklaşımı etkileyecek 
bilgiler elde edilerek, tedavinin planlanmasında daha 
geniş bir perspektife sahip olmak amaçlanmaktadır. 
Bu nedenle de hücresel proliferasyon belirleyicilerinin 
kullanımı gündeme gelmiştir. 

Son zamanlarda kliniko-patolojik özelliklerle tü-
mör proliferasyonu arasındaki ilişkiyi belirlemek için 
immünohistokimyasal olarak prolifere hücre nükleus 
antijeni (PCNA) ve Ki-67 kullanımı (1) ile başka bir 
hücresel proliferasyon belirleyicisi olan gümüş imp-
regnasyonu ile nııcleolar organizer region sayımı (Ag-
NOR yöntemi) (2) kullanılır hale gelmiştir. 

Biz bu çalışmamızda immünhistokimyasal hücre-
sel proliferasyon belirleyicileri Ki-67 ve PCNA ile bir-
likte başka bir proliferasyon belirleyicisi olan AgNOR 
yöntemini mide adenokarsinomları üzerinde uygula-
yıp karşılaştırmak istedik. 

GEREÇ VE YÖNTEM 
Bu çalışmada Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi Ge-

nel Cerrahi Anabilim Dalı'nda öpere edilen, aynı Üni-
versitenin Patoloji Anabilim Dalı'nda mide adenokar-
sinomu tanısı almış 30 olgu incelendi. Çalışmaya; He-
matoksilen Eozin (HE) ile boyanmış , önceden tanısı 
konmuş preparatlar gözden geçirilerek başlandı. Aynı 
preparatlar içerisinde tümör dokusu ile birlikte normal 
mukoza alanlarının da yer aldığı bloklar belirlendi. 
Belirlenen bloklardan hazırlanan kesitlere immünhis-
tokimyasal olarak PCNA, Ki-67 boyaması ile NOR ci-
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simcikleri için gümüş impregnasyonu (AgNOR) uygu-
landı. 

immünhistokimyasal boyamada Streptavidin-Bİ-
otin Peroksidaz yöntemi uygulandı. PCNA boyaması 
için Clone PC10, Dako belirleyicisi; Kİ-67 için de Da-
ko tercih edildi. PCNA için pozitif kontrol olarak yo-
ğun lenfoid doku içeren tonsil preparatları, Ki-67 için 
bazal tabakasında nükleer pozitiflik gösteren epitel 
dokusu kullanıldı. Negatif kontrol olarak her iki im-
mün boyama için aynı preparatlar primer negatif kont-
rol ajanı damlatılarak hazırlandı. Preparatların hazır-
lanmasında DAB kromojen kullanıldı. 

Hematoksilen Eozin ve diğer yöntemlerle boyanan 
preparatlar değerlendirilirken preparat üzerindeki ay-
nı alanlar seçilerek, mümkün olduğunca ideale yakın 
değerlendirme yapılması amaçlandı. 

Mitoz sayısı ve mitotik indeks HE ile boyalı kesit-
lerde saptandı. Mitoz sayısını belirlerken her olgu için 
10 adet büyük bıiyütmelik alandaki mitoz sayısı orta-
lamaları esas alınırken, mitotik indeks bin tümör hüc-
resi içerisindeki mitoz sayısı olarak belirlendi. Ortala-
ma mitoz sayısı ve ortalama mitotik indeks, tüm olgu-
ların mitoz sayısı ve mitotik indekslerin toplamının ça-
lışılan olgu sayısı olan 30 a bölünmesi ile elde edildi. 

Olgularımızın AgNOR profillerini belirlerken 100 
tümör hücresi içerisindeki NOR benekleri sayılarak, 
nükleus başına düşen ortalama NOR değerleri Ag-
NOR indeksi olarak verildi. NOR beneklerini sayma 
işlemi 1000 büyütmede ve immersiyon yağı kullana-
rak gerçekleştirildi (Şekil 1). Ayrıca normal ve tLimöral 
alanlardaki hücrelerin AgNOR indeksleri toplanıp ol-
gu sayısı olan 30 a bölünerek; normal ve tümöral alan-
ların ortalama AgNOR indeksleri elde edildi. 

Şekil 1. Mide adenokarsinomu olgusunda gtişüe affinite göste-
ren NOR cisimcikleri intranükleer olarak immersiyon 
altında görülmekte (AgNOR; x 1000) 

PCNA ve Ki-67 indeksi ise 1000 tümöral hücre içe-
risindeki pozitif nükleer boyanma gösteren hücrelerin 
sayısının 1000 e bölümü ile elde edildi, immünhisto-
kimyasal incelemede ayrıca grade'leme sistemi de uy-
gulandı. Tümöral hücrelerin %0-25 i pozitif boyan-
mışsa Grade I, %26-50 si pozitif boyanmışsa Grade II, 
%51 -75 i pozitif boyanmışsa Grade III ve %76-100 ii 
pozitif boyanmışsa Grade IV olarak kabul edildi. Tüm 
olguların PCNA ve Ki-67 indeksleri ayrı ayrı toplanıp 
olgu sayısı olan 30 a bölünerek ortalama PCNA ve Ki-
67 indeksleri belirlendi. 

Elde edilen sonuçlar Spearman sıra korelasyonu ve 
Pearson korelasyonu ile istatistiksel olarak karşılaştırıl-
dı. AgNOR indeksi, Ki-67 indeksi ve PCNA indeksi 
aralarında karşılaştırılırken Pearson korelasyonu kulla-
nıldı. Mitoz sayısı, mitotik indeks, PCNA grade'i ve Ki-
67 grade'i Spearman sıra korelasyonu ile istatistiksel 
olarak değerlendirildi. 

BULGULAR 
Tüm olgularda bir büyük bıiyütmelik alandaki or-

talama mitoz sayısı 5.66, ortalama mitotik indeks ise 
12.66 olarak saptandı. Tümör bulundurmayan normal 
alanlarda mitoz sayısı yok denecek kadar azdı. Olgu-
ların mitoz sayıları ile mitotik indeksleri arasında ista-
tistiksel olarak anlamlı bir ilişkinin varlığı belirlendi 
(rs=0.75, p<0.1). 

Ortalama AgNOR indeksi tümöral alanlarda 7.26 
olarak saptanırken, bu değer tiimör bulundurmayan 
alanlarda 2.60 olarak tespit edildi. 

Tüm olgularda tümöral alanların immünhistokim-
yasal olarak PCNA ve Ki-67 ile pozitif boyandığı gö-
rüldü (Şekil 2, 3). Tümöral alanlarda ortalama PCNA 
indeksi 0.687, ortalama Ki-67 indeksi ise 0.358 olarak 
saptandı. Tümöre komşu sağlam mukoza alanlarında 
immünhistokimyasal boyama sonucu sadece 3 olguda 
PCNA ve Ki-67 pozitifliği saptanırken diğer olgularda 
herhangi bir pozitif boyanma görülmedi. Bu 3 olguda 
ise normal mukoza hücrelerinin %5-15 oranında po-
zitif boyandığı belirlendi. 

Olguların PCNA indeksi ve Ki-67 indeksi karşılaş-
tırıldığında oldukça yüksek oranda bir uyumluluğun 
varlığı (r=0.94, p<0.01) görüldü. Ki-67 indeksi ile Ag-
NOR indeksi uyumluluğunun (r=0.85, p<0.05) PCNA 
indeksi ile AgNOR indeksi uyumluluğundan (r=0.76, 
p<0.1) daha kuvvetli olduğu belirlendi. 30 olgunun 
mitoz sayıları, mitotik indeksleri, AgNOR indeksleri, 
Ki-67 indeksleri, Ki-67 grade'leri, PCNA indeksleri ve 
PCNA grade'leri arasındaki istatistiksel ilişkiyi Tablo 1 
de topluca görmekteyiz. 
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Şekil 2. immiinhistokimyasal olarak PCNA ile pozitif ekspres- Şekil 3. Kİ-67 ile pozitif nükleer boyanma gösteren tümöral 
yon gösteren tümöral hücreler görülmekte (PCNA; hücreler görülmekte (Ki-67; x40) 
x40) 

Tablo 1. İndeksler ve gradeler arası istatistiksel ilişki 

Mitotik 
indeks 

AgNOR 
İndeksi 

Ki-67 
İndeksi 

Ki-67 
Grade'i 

PCNA 
indeksi 

PCNA 
Grade'i 

rs=0.75 

rs=0.17 

rs=-0.06 

rs=0.00 

rs=-0.05 

rs=0.17 

rs=0.35 

rs=0.26 

rs=0.06 

rs=0.26 

rs=0.49 

r=0.85 (A ) 

rs=0.77 (-) 

r=0.76 (-) 

rs=0.93(*) 

rs=0.86 (+) 

r=0.94 (*) 

rs=0.93(*) 

rs=0.68 (+) 

rs=0.78(-) rs=0.93 ı 

Mitoz sayısı Mitotik indeks AgNOR indeksi Ki-67 indeksi Ki-67 grade'i PCNA indeksi 

P<0.01 (*) 
0.01 <p<0.05 (A) 
0.05<p<0.1 (-) 
0.1 <p<0.5 (+) 

TARTIŞMA 
Tümör dokusunda hücresel proliferasyon düzeyini 

belirlemek için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Bu 
yöntemlerin en kolayı mitoz sayısı ve mitotik indeksi 
belirlemektir. Ancak mitoz sayısının proliferatif aktivi-
teyi saptamada kullanılması hala tartışılmalıdır (3). Ke-
sit kalınlığına doğrudan bağlı olması, tespitin uzun za-
man alması, değişik alanlardaki sayısal farklılıklar, ki-

şisel özellikler tartışmanın başlıca etkenleri olmakta-
dır. Ayrıca değişik mikroskopla farklı sayılara ulaşıl-
ması da sık karşılaşılan bir sonuçtur. Bu nedenlerle 
mitotik indeksin daha sağlıklı olacağı düşünülmekte-
dir. 30 olgumuzun mitotik indeksi ve mitoz sayılarını 
karşılaştırdığımızda anlamlı bir ilişkinin varlığını sap-
tadık (rs=0.75, p<0.1). Mitotik indeks ve mitoz sayısı 
arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişkinin bulunma-
sında aynı alanların aynı kalınlıkta kesilmesinin ve ay-
nı patolog tarafından değerlendirilmesinin etkili oldu-
ğunu düşündük. 

Nücleolar organizer region'un (NOR) belirlenmesi 
bir başka hücre proliferasyon göstergesidir. NOR ci-
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simcikleri bünyesinde ribozomal genleri ve bazı asi-
dofilik proteinleri bulunduran, gümüşe karşı afinitesi 
olan bir yapıya sahiptir (2). R-RNA'yı kodlayan DNA 
parçalarıdır. Gümüş impregnasyon metodu ile gösteri-
lebilir ve AgNOR olarak adlandırılır. AgNOR sayımı-
nın gerçekte neyi ölçtüğü tam olarak bilinmemektedir. 
Ancak AgNOR sayımının rRNA protein sentezinin bir 
göstergesi olması nedeniyle proliferasyon hızı ile iliş-
kili olduğu öne sürülmektedir. Benign-ve malign ayırı-
mında anlamlı olmakla birlikte, sınır lezyonlarda fay-
dalı olamamaktadır. Bizim çalışmamızda tümöral ve 
tümör bulundurmayan alanlardaki ortalama AgNOR 
indeksleri arasında önemli bir farkın varlığını saptadık. 
Normal alanlardaki AgNOR indeksinin displazik alan-
larda ortalama AgNOR indeksinden biraz daha yük-
sek oluşu dikkatimizi çekti. Ancak tümöral alanlarda 
elde edilen değerlerle farklılığı kadar çarpıcı değildi. 
Bu bulgudan; literatürde söz edildiği gibi; AgNOR in-
deksi ile benign ve displazik alanların ayırımının ya-
pılmasının oldukça güç olduğunu görmekteyiz (4). 

30 olguluk çalışma grubumuzda AgNOR indeksi 
ile mitotik indeks ve mitoz sayısı karşılaştırıldığında, 
mitotik indeksle AgNOR indeksi arasında (rs=0.35), 
mitoz sayısına (rs=0.17) nazaran daha kuvvetli bir iliş-
ki olmasına karşın, istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 
göremedik. 

Hücre proliferasyonu aynı zamanda immünhisto-
kimyasal tetkiklerle de gösterilebilir. Bıı yöntemlerle 
hücre büyümesi ve bölünmesi ile ilişkili nükleer anti-
jenler boyanarak mikroskop altında değerlendirilir (5). 
Son zamanlarda sıkça kullanılmaya başlanan hücre 
siklusu proteinlerinden PCNA ve Ki-67 benign ve ma-
lign dokulardaki hücre kinetiğini kantitatif olarak gös-
termekte oldukça yardımcı olmaktadır. Yani hücre 
üreme aktivitelerinden hücre siklus hızını, proliferatif 
hücre miktarı artışını, S fazında kalan hücre miktarını 
göstermektedir. Böylelikle konvansiyonel, durağan 
histopatolojik görünüm yerine hastaya yaklaşımı ko-
laylaştıran ve tedaviyi planlarken göz önünde tutula-
cak fonksiyonel görünümü belirleyen bir yöntem ola-
rak kullanılmaktadır (6). Ayrıca tedavi esnasında tü-
mörün cevap verip vermediğini kontrol etme imkanı 
da sunmaktadır (7). 

Ki-67 G-0 ve G-1 fazları haricinde hücre siklusun 
tüm fazlarında salınan, nükleer antijene karşı geliştiril-
miş fare monoklonal antikorudur. PCNA ise 36kD 
ağırlığında hücre siklusu ile ilgili nükleer bir protein-
dir. Hücre siklusunun geç G-1 ve S fazında hücre nük-
leusunda bulunur (1). Tümör hücrelerinde PCNA ile 
boyanmanın Ki-67 ye göre daha fazla oranda olduğu 

bildirilmektedir (1, 8). Bizim çalışmamızda da literatür 
ile uyumlu olarak aynı alandaki tümöral hücrelerin or-
talama PCNA indeksini (0.687), ortalama Ki-67 indek-
sinden (0.358) daha yüksek bulduk. Bu farklı boyan-
ma oranlan muhtemelen PCNA ve Ki-67 nin siklusun 
değişik safhalarındaki nükleusları boyama özellikle-
rinden ileri gelmektedir. Bunu destekleyen bir bulgu 
da Ki-67 nin spermatogoniaları, PCNA'nın ise primer 
spermatositlerin nükleuslarını boyadıklarının gösteril-
miş olmasıdır (9). Ortalama indekslerin farklı olması-
na karşın30 vakadaki PCNA ve Ki-67 indeksleri karşı-
laştırıldığında oldukça yüksek bir oranda istatistiksel 
uyumun (r=0.98, p<0.01) varlığını belirledik. Demek 
ki mide adenokarsinomlarında hücre proliferasyon be-
lirleyicisi olarak PCNA ve Ki-67 aynı derecede uyum-
luluk göstermektedir. 

Ortalama PCNA ve ortalama Ki-67 indeksinden 
daha yüksek PCNA ve Ki-67 indeksi gösteren 12 olgu-
muzda midede izlenen tümörün tüm duvar boyunca 
mideyi tuttuğu ve çevre yağ dokusuna infiltrasyon gös-
terdiği, ayrıca bu 12 olgunun 9 unda ayıklanan lenf 
nodlarının yarısından fazlasında tümöral infiltrasyo-
nun mevcut olduğu tespit edildi. Bu olgulardaki Ag-
NOR indeksleri de ortalama AgNOR indeksinden faz-
la idi. Böylelikle hücresel proliferasyon un yüksek ol-
duğu vakalarda histolojik grade'lerin de yüksek oldu-
ğunu literatürle uyumlu olarak gözlemiş olduk (10). 

Malignitede artan hücre proliferasyon aktivitesinin, 
aynı zamanda malign olgularda gözlenen ölçülerde ol-
masa bile displazi durumlarında ve kuvvetli enfeksiyon 
hallerinde de arttığı bildirilmektedir (8, 11, 12). Bizim 
3 olgumuzda tümöral alan haricinde %5-15 oranında 
PCNA ve Ki-67 ile tespit ettiğimiz pozitif boyanma 
alanlarının orta ve ağır derecede displazi bulundurduk-
larını gözledik. Ancak malign ve benign tümörler ara-
sında ayırımda kullanılabilecek PCNA ve Ki-67 boya-
malarının benign ve borderline lezyonlar arasında an-
lamlı farklılıklar içermediğinden söz edilmektedir (13). 
Çalışmamızda normal mide mukoza hücrelerinde hiç 
boyanma tespit etmemize karşın, displazik alanlarda 
izlediğimiz %5-15 oranında pozitif boyanmayı dar ça-
lışma grubumuz içerisinde dikkat çekici bulduk. 

İmmünhistokimyasal boyamaların değerlendirme-
sinde Grade'leme işlemi daha çabuk ve kolay sonuç 
vermektedir. Büyük büyütmelik alanda izlenilen boya-
nan hücrelerin sayısına göre olgular I ile IV arasında 
değişen 4 grade'e ayrılıyor. Yani boyanan hücrelerin 
hangi %25 lik gruba girdiği tespit edilerek grade'leme-
si yapılıyor. 1 ile 25 arasında değişen, geniş bir marj-
daki hücresel boyamalar aynı grade içerisinde değer-
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lendirildiğinden indekse göre daha anlamlı istatistiksel 
ilişkiler vermektedir. (Tablo 1). Ancak bu durum yanıl-
tıcı olduğu düşünülmektedir. Çünkü indeks belirlerken 
daha hassas davranılmaktadır. 25 lik hücre grupları de-
ğil her boyanan hücre indeks değerini etkilemektedir. 

Sonuç olarak; mide karsinomlarında AgNOR, 
PCNA indeksi, PCNA grade'i, Ki-67 indeksi, Ki-67 
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