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Imunohistokemic¢ni oznadevalci celi€nega razmnozZevanja
Immunohistochemical markers of cellular proliferation

Andrej Cor*

Deskriptorji

novotvorbe — patologija
proliferacijska celica
jedrni antigen
imunohistokemija

Izvledek. Glavni motiv za ugotavljanje prolifera-
cijske aktivnosti celic, e zlasti v vzorcih ¢loves-
kih tumorjev, je hipoteza, da lahko s kvantifika-
cijo tega osnovnega bioloSkega procesa damo
objektiven odgovor o kliniénem poteku bolezni
in prognozi bolnikov obolelih za rakom. V zad-
njem ¢asu se za ugotavljanje proliferacijske ak-
tivnosti celic uporablja predvsem imunohistoke-
mi¢no barvanije s protitelesi proti antigenom, ki
se pojavljajo samo v razmnozujo€ih se celicah.
Najpogosteje uporabljeni protitelesi sta anti-
PCNA in Ki-67. PCNA je pomozni protein DNA
polimeraze d. PCNA pozitivna so jedra celic
v fazi S celi¢ega ciklusa. Protitelo Ki-67 prepoz-
na antigene, ki se pojavijo v jedrih razmnozujo-
¢ih se celic, ne pa tudi v mirujocih celicah faze
G, celicnega ciklusa. V ¢lanku so opisane glav-
ne bioloSke lastnosti oznacevalcev anti-PCNA
in Ki-67, njuna uporabnost v patologiji ter nase
izkuSnje pri delu z njima.

Descriptors
neoplasms-pathology
proliferating cell
nuclear antigen
immunohistochemistry

Abstract. The author undertook the study of
cellular proliferation, particularly in human
tumours, in order to test the hypothesis that
the quantification of this fundamental biological
process can provide objective information about
the clinical course and prognosis of cancer.
Recently, immunohystochemical staining with
antibodies against proliferation-associated anti-
gen has been used for determining the growth
fraction. Anti-PCNA and Ki-67 are the most fre-
quently employed markers. PCNA is DNA poly-
merise d auxiliary protein. During S phase of the
cell cycle nuclei of the cells are PCNA positive.
Antibody Ki-67 recognizes nuclear antigens,
which are present solely in proliferating cells and
are absent in resting cells during G, phase.
The paper gives an overview of the principal bio-
logical characteristics of immunohistochemical
markers anti-PCNA and Ki-67, and presents
their applications in pathology and the
author's experience with these markers.

Uvod

Celi¢na proliferacija je eden od osnovnih bioloskih procesov. Lebland je razdelil celice
glede na njihovo proliferacijsko sposobnost v tri tipe (1):

— stati¢ne celice, ki imajo zelo majhno sposobnost proliferiranja ali pa je sploh nimajo,
npr. nevroni centralnega zivCevija;

— pogojno obnovljive celice, ki v normalnih pogojih kaZzejo razmeroma majhno prolife-
racijsko sposobnost. Ce pa se pojavi potreba, npr. po podkodbi, lahko izdatno rege-
nerirajo. Take so celice ledvic, jeter, merokrinih in apokrinih Zlez;

— nenehno obnavljajo¢e se celice, ki se ves ¢as razmnozujejo in s tem nadomescajo
zelo Stevilne propadajoce celice. Take so npr. celice povrhnijih epitelijev, kostnega moz-
ga, zarodne celice v testisu in celice holokrinih Zlez.

Raziskave Howarda in Pelca, ki sta za opazovanje celic uporabila avtoradiografsko me-
todo, so vodila v odkritje celi€nega ciklusa in njegovih faz (2). V celiénem ciklusu se iz-
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menjujeta interfaza in faza mitoze (M). Interfaza je sestavljena iz treh faz: G,, S in G.,.
Lajtha je predpostavil, da obstaja tudi t.i. G, faza, v kateri celice niso v ciklusu, se pa
lahko po delovanju dolo¢enega stimulusa vrnejo med proliferirajo€o populacijo (3).
Vsako celi¢no populacijo lahko torej razdelimo na cikli¢ni in necikli¢ni del. Iz tega sledi
tudi definicija proliferacijske ali rastne frakcije celicne populacije kot razmerje med ci-
kli¢nim delom populacije in vsoto cikli¢nega in neciklicnega dela (4).

Ker kinetika tumorskih celic neposredno vpliva na klini¢ni potek in prognozo rakave bo-
lezni, je dolo¢anje proliferacijske aktivnosti, poleg postavljanja diagnoze, ena od glav-
nih nalog patologa pri $tudiju vzorca tumorskega tkiva. Veliko ¢asa in napora je bilo vio-
zenega v poizkuSanje kvantifikacije spremenljivk, ki odrazajo tumorsko proliferacijsko
aktivnost, ter korelacijam teh spremenljivk s sposobnostjo metastaziranja, s ponovitvi-
jo tumorja ter z umrljivostjo za dolo¢enim tumorjem.

Za ugotavljanje proliferacijske aktivnosti se uporabljajo Stevilne metode: Stetje mitoz, ugo-
tavljanje indeksa vgradnje ®H-timidina in bromdeoksiuridina (BrdU), preto¢na citometri¢-
na metoda, Stetje posrebrenih nukleolarnih organizacijskih regij (Ag-NOR) in druge. V zad-
njem ¢asu pa se za ugotavljanje proliferacijske aktivnosti celic vse ve¢ uporablja imu-
nohistokemi¢no ugotavljanje prisotnosti nekaterih antigenov, ki se pojavijo v jedrih ce-
lic samo v fazah celi¢nega ciklusa, ne pa tudi v fazi G. Najpogosteje uporabljena imu-
nohistokemi¢na markerja sta anti-PCNA in Ki-67.

Jedrni antigen proliferirajo€ih celic (PCNA)

Leta 1978 je Miyachi s sodelavci opisal, da avtoimuni serum bolnikov s sistemskim eri-
tematoznim lupusom vsebuje protitelesa, ki prepoznajo jedrni antigen v razmnozujo¢ih
se celicah (5). Ta antigen so poimenovali »proliferating cell nuclear antigen« ali PCNA.
Molekula PCNA je 36 kDa velik kisli, nehistonski protein v jedru, ki deluje kot pomozni
protein DNA polimeraze-d in je nujno potreben za sintezo DNA (6, 7). Imunoreaktivnost
molekule PCNA se izraza skupaj z vgradnjo BrdU v DNA med fazo S celi¢énega ciklu-
sa. PCNA je torej tesno povezan s podvojitvijo celice 0z. s samo sintezo DNA, ki se vr-
Si v jedru med fazo S. V prisotnosti PCNA DNA polimeraza-d katalizira podaljSanje oli-
gonukleotidnih fragmentov v dolgo verigo DNA (8).

Gen za PCNA je bil kloniran za mnoge Zivalske vrste, pa tudi za ¢loveka (15). Cloves-
ki gen za PCNA je lokaliziran na kromosomu 20. Kljub variacijam na nivoju DNA, se PCNA
molekula med ¢lovekom in podgano razlikuje samo v Stirih aminokislinah. Priblizno 70 %
skladnost pa je tudi med ¢loveskim in PCNA nizjih zivalskih vrst. Ta relativna evolucij-
ska konzervativnost kaze na pomembno viogo PCNA v celiénem podvajanju (9).

Za ugotavljanje prisotnosti PCNA na histoloskih preparatih se uporabljajo Stevilna pro-
titelesa. Zdi se, da so epitopi, ki jih prepoznajo ta protitelesa, razlicni, prav tako pa je
razli¢na tudi obcutljivost teh epitopov tako za fiksacijo kot tudi za razli¢ne postopke imu-
nohistokemi¢nega barvanja. To je samo ena od razlag, zakaj se pojavljajo razlike med
rezultati razlicnih avtorjev, ¢eprav so proucevali proliferacijsko aktivnost na tumoriih is-
te vrste. V patologiji najpogosteje uporabljeno in komercialno najbolj dostopno protite-
lo proti PCNA je PC-10.
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Sinteza in funkcija PCNA med celiénim ciklom

Sinteza proteina PCNA se dramati¢no poveca tik pred sintezo DNA, to je pozno v fazi
G,. Najvisjo vrednost doseZe v fazi S, nato pa se zmanjSa na bazalno vrednost v poz-
ni fazi S.

V zadnjem Casu se pojavljajo porocila, da je Stevilo imunoreaktivnih celic na PCNA, zla-
sti v nekaterih tumorijih, visje, kot bi pri¢akovali, oz. vije, kot je ugotovljena proliferacij-
ska aktivnost z drugimi ustreznimi metodami, npr. vgradnjo BrdU (70). Del razlage je
v tem, da je molekula PCNA vklju¢ena tudi v popravljanje DNA, saj so odkrili, da se po-
javlja v vseh fazah celi¢nega ciklusa po obsevaniju celic z UV-svetlobo (11). Proces re-
paracije DNA je namre¢ sestavljen iz dveh delov. V prvem delu endonukleaze encim-
sko izrezejo okvarjeni del DNA, v drugem delu pa sledi sinteza DNA, v katero je vklju-
¢ena predvsem polimeraza d s pomoznim proteinom PCNA (712).

Regulacija ekspresije

Regulacija ekspresije PCNA je kompleksna. Ekspresija PCNA je regulirana na transkrip-
cijskem in potranskripcijskem nivoju. Ceprav je bila promotorska regija ze mapirana, je
transkripcijska kontrola Se razmeroma nejasna (13).

Zdi se, da je izredno pomembna regulacija na potranskripcijskem nivoju. Za sintezo protei-
na PCNA mora biti PCNA-mRNA stabilizirana. Samo na ta nacin je nato prepisana v pro-
tein (14, 15). Stevilne celice, tudi tiste v fazi G,, neprestano sintetizirajo PCNA-mRNA,
vendar pa jo zelo hitro tudi razgradijo, ne da bi priSlo do sinteze proteina PCNA. Za sta-
bilnost 0z. nestabilnost PCNA-mRNA je odgovoren gen za PCNA, in sicer njegov intron
4 (11). Odstranitev introna 4 vodi v nenormalno visoke vrednosti PCNA tudi v celicah,
ki so v fazi G. Pri stabilizaciji molekule PCNA-mRNA pa lahko sodelujejo tudi Stevilni
drugi dejavniki, med njimi predvsem rastni faktorji in onkogeni (13, 16).

Pomemben razlog za preveliko imunoreaktivnost na PCNA je tudi dolg polovi¢ni ¢as raz-
gradnje molekule PCNA, ki je okoli 20 ur. Zato je v tkivih, kjer je celi¢ni ciklus kratek (npr.
v Erevesnih resicah), Stevilo celic, ki so imunoreaktivne na PCNA, skoraj 100 % (7, 17).
Torej lahko tudi nekatere celice, ki niso v fazah celi¢nega ciklusa, kazejo imunoreaktiv-
nost na PCNA. Se zlasti pa je pove¢ana imunoreaktivnost na PCNA vidna v normalnih
tkivih ob tumorskih spremembah. Ena od moznih razlag je, da se to zgodi zaradi rast-
nih faktorjev, ki jih izlo€ajo tumorske celice. Le-ti nato povzrocijo stabilnost PCNA-mRNA
(10). Vse to kaze, da je molekula PCNA sicer neobhodno potrebna za celi¢no delitev,
vendar pa ne samozadostna za proliferacijo (71).

Ki-67

Protitelesa proti Ki-67 so prvi opisali Gerdes in sodelavci, ko so poizkusali narediti pro-
titelo proti Reed-Sterenbergovim celicam, specificnim za Hodgkinov limfom (79). Ugo-
tovili so, da se je protitelo vezalo na jedra razmnozujocih se celic, ne glede na tip celi-
ce. Antigen, ki ga protitelesa Ki-67 prepoznajo, je v jedrih celic, ki so v fazah G,, S, G,
in M, ni pa ga v jedrih celic, ki so v fazi G celicnega ciklusa (20). Po mitozi se antigen
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Slika 1. Imunohistokemicno pobarvana jedra celic $¢itnicnega tumorja s protitelesom anti-PCNA (poveca-
va 40-krat).

zelo hitro razgradi, ali pa epitop zelo hitro izgubi svoje antigenske lastnosti. Polovi¢ni
¢as razgradnje antigena je ena ura ali manj (21).

Potencialno sposobnost ugotavljanja proliferacijske aktivnosti celic z merjenjem odstot-
ka Ki-67 pozitivnih celic so nato dokazali v Stevilnih raziskavah razliénih tumorjev, pa
tudi v netumorskih tkivih. Pokazali so, da je Ki-67 pomemben oznacevalec ne le za ugo-
tavljanje celi¢ne aktivnosti, pa¢ pa ima tudi prognosti¢no vrednost (22-27).

Velika pomankljivost protitelesa Ki-67 je v tem, da je uporabno samo na svezem mate-
rialu ali na zaledenelih rezinah, ne pa tudi na rutinskih histoloskih preparatih, zato so
bile retrospektivne Studije nemogoce. Vzrok za to pomankljivost je ob¢utljivost antigen-
skega epitopa na rutinsko histopatolosko fiksacijo s formalinom ali alkoholom. Gerdes
in sodelavci so klonirali in sekvencionirali del gena Ki-67 ter z imunizacijo misi z rekom-
binantami produkta tega gena odkrili nova protitelesa. Poimenovali so jih MIB 1-3 (28).
To so bila tri protitelesa, ki naj bi bila ekvivalentna klasiénemu protitelesu Ki-67, a naj
bi delovala na parafinskih rezinah. Na zaledenelih rezinah so imela ta protitelesa enak
imunohistokemicni rezultat kot klasi¢no protitelo Ki-67. Rezultati uporabe na parafinskih
rezinah pa so razocarali. MIB-2 je bil na parafinskih rezinah popolnoma neuporaben,
MIB-1 in MIB-3 pa sta prikazala samo celice, ki so bile v fazi mitoze (29).

Velik napredek v imunohistokemicni tehniki je pomenilo odkritje, da lahko s segrevanjem
v mikrovalovni pedici razkrijemo antigene in jih tako naredimo dostopne za delovanje
protiteles (30). Zdi se, da formalinska fiksacija ne unici antigena, pa¢ pa ga samo za-
maskira. Ceprav mehanizem delovanja mikrovalovne pedice $e ni popolnoma pojasnjen,
pa nam omogoca uspesno razkritje antigena (31).
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Uporaba nove imunohistokemi¢ne tehnike je omogocila oznaditev jeder razmnozujocih
se celic s protitelesi MIB-1 in MIB-3 tudi na parafinskih rezinah. Rezultati so se ujema-
li s tistimi, dobljenimi s klasi¢nim protitelesom Ki-67 na zaledenelih rezinah (32).

Imunohistokemi¢no barvanje s protitelesom MIB-1 daje rezultat, ki je kombinacija zelo
mocnega imunohistokemi¢nega signala, kljub segrevanju v mikrovalovni pecici, ob re-
lativno ohranjeni morfologiji. To omogo€a dobro razpoznavanije celi¢nih in tkivnih podrob-
nosti ob lahki identifikaciji pozitivnih in negativnih celic. Metoda je primerna tudi za re-
trospektivne Studije na arhivskem materialu.

Uporabnost imunohistokemiénih oznaéevalcev celiénega razmnozevanja in
nase izkudnje

Z uporabo imunohistokemi¢nih oznacevalcev lahko z razmeroma enostavno kvantifika-
cijo imunoreaktivnih in nereaktivnih celic ugotovimo stopnjo proliferacijske aktivnosti prei-
skovanega tkiva. Oba imunohistokemi¢na oznacevalca sta se izkazala kot uporabna v Ste-
vilnih Studijah in skoraj ni tipa tumorja, na katerih ne bi bila uporabljena (22, 23, 26, 33—-36).
Stevilni avtorji so pokazali ne samo njuno diagnosti¢no vrednost, pa¢ pa tudi uporab-
nost v napovedovanju poteka bolezni, povezanost s ponovljivostjo tumorjev, njihovim me-
tastaziranjem in seveda z umrljivostjo (37-39).

Medtem ko zahtevata metodi ugotavljanja vgradnje 2H-timidina in BrdU dolo¢en ¢as za
vklju€itev obeh v fazi S celi¢énega cikla, je prednost imunohistokemic¢nih oznacevalcev
v enostavnosti in razmeroma hitro dobljenih rezultatih. Za razliko od preto¢ne citome-
tricne metode omogoc¢a imunohistokemi¢na metoda ohranitev morfoloSke slike, to pa
je zlasti pri majhnih lezijah s spremenjeno proliferacijsko aktivnostjo (npr. pri »in situ«
karcinomu) izredno pomembno.

Na Institutu za histologijo in embriologijo Medicinske fakultete v Ljubljani smo leta 1994
uvedli metodi barvanja z obema omenjenima proliferacijskima oznac¢evalcema, kot tu-
di metode za kvantifikacijo imunohistokemi¢no obarvanih preparatov. Oba oznaceval-
ca smo uporabili za razlikovanje S¢itni¢nih tumorjev ter preizkusili njuno natan¢nost, ob-
Cutljivost in specifiénost (40) (slika 1). V sodelovanju z Institutom za patologijo Medicin-
ske fakultete smo oba markerja uporabili za diferenciacijo sprememb v grlu (41) in raz-
liénih neoplasti¢nih in neneoplasti¢nih bolezni jeter (slika 2).

NaSe raziskave so pokazale, da je Ki-67 uporabnejSi oznacevalec celi¢ne proliferacij-
ske aktivnosti kot PCNA. Podobno kot nekateri drugi raziskovalci (70) smo tudi mi opa-
zili prekomerno pozitivnost v preparatih obarvanih z anti-PCNA. Odstotki pozitivnih ce-
lic ugotovljenih z anti-PCNA in Ki-67 v posameznih serijah tumorjev so bili sicer v ko-
relaciji, vendar pa so bili odstotki PCNA pozitivnih jeder vedno bistveno visji od odstot-
kov Ki-67 pozitivnih jeder. Prav tako smo imeli v preparatih obarvanih z anti-PCNA te-
zave z dolocitvijo meje med pozitivnimi in negativnimi jedri, medtem ko je bila razlika
v preparatih obarvanih z MIB-1 jasna. Prekomerna pozitivnost na anti-PCNA je po na-
Sem mneniju posledica Stevilnih zgoraj navedenih dejavnikov, ki vplivajo na izrazanje mo-
lekule PCNA tudi v celicah, ki so v fazi G,.
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Slika 2. Imunohistokemicno obarvana jedra hepatocitov s protitelesom Ki-67 (povecava 40-krat).

Sklep

Uporaba protiteles PCNA in Ki-67 kot oznacevalcev celi¢ne proliferacijske aktivnosti je
razmeroma enostavna, daje pa ob ohranjeni morfolo$ki sliki izredno pomembne infor-
macije o celicah, ki so v fazah podvojitve, o njihovem polozaju v tkivu in s tem tudi o niji-
hovi funkciji. Se zlasti pa sta oba oznagevalca pomembna za ugotavljanje proliferacij-
ske aktivnosti tumorskih celic. Na ta nacin lahko dobimo o tumorjih nove podatke, ki so
nam v pomo¢ v diagnostiki, pri napovedovanju poteka bolezni in pri odlo¢anju o ustrez-
nem zdravljenju. Razlaga rezultatov pa zahteva natan¢no analizo vseh vzrokov za po-
zitiven in negativen rezultat, to pa je mogo¢e samo ob natanénem poznavanju imuno-
histokemic¢ne reakcije in biologije antigena, ki ga protitelesa prepoznajo. Poenostavlja-
nje bi nas vodilo v napa¢no sklepanje.
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