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Laburpena: Garuneko tumorerik ohikoenak gliomak dira. Tumore hauek aztertzera-
koan irizpide histologiko batzuk kontuan hartzen dira. Ezaugarri hauen arabera tumo-
rearen diagnostikoa eta prognostikoa ematen da. Metodologia hau zenbait kasutan ez
da oso zehatza izaten, ordea. Hau dela eta, azkeneko urteotan tumoreen hazkundea isla
dezaketen beste metodo berri batzuk ikertzen ari dira, zelulen ugalketaren adierazle
gisa erabiltzeko asmoz.
Lan honen xedea da zelulen ugalketaren azkerketa bat egitea. Honetarako 76 glioma
desberdin bildu ziren (20 I astrozitoma, 14 astrozitoma anaplasiko, 34 glioblastoma
multiforme, 4 oligodendroglioma eta 4 oligoastrozitoma). Ondoren, Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA) eta ki-67 antigenoen analisia burutu zen; izan ere, bi proteina
hauek ugaltzen ari diren zeluletan soilik azaltzen dira. Jasotako emaitzak tumoreen his-
tologiarekin erlazionatu ziren. Dela PCNA, dela ki-67-rekiko erreaktibotasuna glioma
gaiztoenetan areagotzen zela ikusi zelarik, bi antigeno hauek zelulen ugalketaren adie-
razle onak direla ondorioztatu zen.

SARRERA

Garuneko zelula glialetan jatorria duten tumoreei gliomak deritze. Ga-
runeko tumore hauetatik %80 astrogliatik sortzen dira eta astrozitomak
esaten zaie [1]. Gaiztotasunaren arabera, astrozitomak hiru taldetan sailka-
tzen dira: I astrozitoma, astrozitoma anaplasikoak eta glioblastoma multi-
formeak [2]. Beste glioma mota batzuk ez dira hain ohikoak izaten: oligo-
dendrogliomak eta oligoastrozitomak, besteak beste.

Patologia arloan, gliomen diagnostikoa eta prognostikoa ezagutzeko, tu-
more-ehunen zenbait ezaugarri kontuan hartzen dira: zelula mota, mitosien
eta foku nekrotikoen agerpena, odol-hodien egoera. Hematoxilina-Eosina
(H-E) tindaketa histologikoaren bitartez ehunaren egoera aztertzen da, aipa-
tutako ezaugarriak kontuan hartuz. Azterketa honen arabera, tumorea sail-
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katu eta prognostikoa emango da. Hala ere, badaude tumore batzuk onbe-
rak diruditenak eta azkar asko hazten direnak [3]. Tumoreen hazkunde pro-
zesuan sakontzeko asmoz, zelulen ugalketa isla dezaketen beste metodo
batzuk ikertzen ari dira azkeneko urteotan: timidina tritiatua edo bromo-
deoxiuridinaren eranspena DNAren sintesian, DNAren analisia jario-zito-
metriaren bitartez...; Patologia arloan hauen artean gehien zabaldu diren
metodoak PCNA eta ki-67 antigenoen ebalulazioa dira. 

1. irudia. Zelularen bizitza-zikloa. PCNA eta ki-67 proteinak zelularen bizitza-zi-
kloan G1, S, G2 eta M aldietan adierazita daude.

Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), DNAren bikoizketa proze-
suan funtsezkoa den nukleo-proteina dugu. Antigeno hau ugaltzen ari diren
zeluletan soilik adierazita dago, hots, zelularen bizitza-zikloko G1, S, G2
eta M aldietan [4] (1. irudia). Haien eginkizuna DNA polimerasa-δ izeneko
entzimaren laguntzaile izatea da [5]. PCNA agerian jartzeko zenbait anti-
gorputz monoklonal merkaturatu dira. Era berean, ki-67 antigorputzak ugal-
tzen ari diren zelulen nukleoan dagoen beste proteina bat ezagutzen du [6].
PCNA bezala, ki-67 antigorputza immunohistokimikan erabil daiteke [7, 8].
Teknika honen bitartez modu errazean, edozein ehunetan ugaltzen ari diren
zelulen kopurua ezagut dezakegu. Hau dela eta, lan honetan PCNA eta
ki-67-ren adierazpena aztertu eta kontrastatu egin da garuneko tumore tal-
de batean.

LAGINAK ETA METODOAK

Tumoreen bilketa 1992ko irailean hasi eta 1998an bukatu zen. Honela,
Gurutzetako eta Arantzazuko Ama Ospitaletatik 76 garuneko glioma bildu
ziren. Tumore-laginak jaso ahala, formaldehidoaren bidez finkatu eta para-
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finizatzen ziren baldintza egokietan gorde ahal izateko. Ondoren, tumoreak
ebaki eta bakoitzari Hematoxilina-Eosina (H-E) ohiko teknika ezartzen zi-
tzaion, jasotako laginak Ospitalean emandako sailkapenarekin adiarazgarriak
zirenentz egiaztatzeko asmoz. Guztira 20 I astrozitoma, 14 astrozitoma
anaplasiko, 34 glioblastoma multiforme, 4 oligodendroglioma eta 4 oligoas-
trozitoma bildu ziren. 

Kontrol positibotzat giza amigdalako lagina aukeratu zen, izan ere,
amigdalaren foku germinaletan ugaltzen ari diren zelula anitz aurki ditza-
kegu; beraz, zelula hauen nukleoetan PCNA eta ki-67 adierazita daude.
Kontrol negatibo moduan, garuneko ehun ez tumorala erabili zen, garunean
zelulen ugalketarik ez baitago. Bai amigdala laginari, bai garuneko ehuna-
ri, tumore-laginei egindako prozesu bera ezarri zitzaien.

2. irudia. PCNA eta ki-67 antigenoak agerian jartzeko erabili den teknika immu-
nohistokimikaren irudikapena.

PCNA eta ki-67-ren adierazpena agerian jartzeko, immunohistokimika-
-teknika erabili zen (2. irudia). Honetarako, protokolo honi jarraitu zitzaion:
parafinizatutako tumore-ale bakoitzetik 5µm-ko bi ebaki egin, xilolekin
desparafinatu, berhidratatu eta metanol-hidrogeno peroxidoan sartu ziren
(30 min.) zelulen barneko peroxidasa entzima desaktibatzeko. PCNA anti-
gorputza zelulen nukleoan ondo sartu zedin, ehunari (%0,1) tripsinarekin
digestio bat egin zitzaion. Ki-67-ren entseguan berriz, ehuna pH azidoa
duen zitrato-tanpoian egosi zen 10 minutuz. Ondoren, tumore beretik har-
tutako bi lagin (bata PC10 antigorputz monoklonala (Boehringer Mannheim)
eta bestea ki-67 antigorputz poliklonalarekin (DAKO), inkubatu ziren (4 °C,
10 orduz). 
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Izandako antigeno-antigorputz erreakzioa agerian jartzeko, biotinarekin
markatutako saguko-g-immunoglobulina (PCNAren saioan) eta untxiko-g-
-immunoglobulina (ki-67-rako) erabili ziren. Jarraian, laginak abidina-biotina-
-peroxidasa konplexuarekin inkubatu ziren (45 min.) eta bukatzeko, 3-3´dia-
minobenzidinazko (DAB) eta hidrogeno peroxidozko soluzioan sartu ziren
(10 min.). Peroxidasak hidrogeno peroxidoa hura eta oxigeno bihurtzen du,
horrela diaminobenzidina oxidatzen denean, kolore marroia hartzen du.
Honen ondorioz, positiboak diren zelulen nukleoak marroi kolorez tindatu-
ta agertzen dira. Negatiboak diren nukleoak agerian jartzeko asmoarekin,
hematoxilina koloratzailea erabili zen.

Mikroskopio optikoaz baliatuz, tumore-laginen azterketa egin zen. Le-
henik eta behin, nukleo positiboen kokapena aztertu zen eta gero, zenbatu
egin ziren. 2500 µm2-ko azaleradun saretxo koadrikuladuna erabili zen.
Ale bakoitzeko 400 zelula (positiboak eta negatiboak) zenbatu ziren eta po-
sitiboen portzentaiak jaso ziren.

Azterketa estatistikoan Statview II programa erabili zen. Hasteko, analisi
deskriptiboa egin zen (batez besteko aritmetikoa, desbiderazio estandarra...).
Analisi konparatiboa eta erregresio lineala ANOVA testaren bidez egin zen.

EMAITZAK

Kontrol gisa erabilitako amigdala-ehunean, bai PCNA, bai ki-67-ren
analisian, nukleo positibo ugari ikusi ziren. Garuneko ehun ez-patologikoan
berriz, ez zen PCNA edo ki-67-rekiko erreaktibotasunik detektatu.

Bi markatzaile hauekin analizatutako I garduko astrozitometan oso
erreaktibotasun txikia detektatu zelarik, ehunean nukleo positibo isolatu
batzuk ikusi ziren (ikusi A argazkia). Astrozitomak behe-graduko tumoreak
dira eta zelularen dentsitatea ez da oso handia izaten. Aztertutako kasu
gehienetan %1 baino gutxiagok adierazten zuten PCNA eta ki-67.

Astrozitoma anaplasikoei dagokienez, zelula positibo gehiago ikusi ziren
(B argazkia), batez besteko portzentaiak %12,7 eta %5,6 izanik (I taula). Por-
tzentaia hauek I graduko astrozitomen portzentaiekin konparatzean, ezber-
dintasuna nabarmena izan zen (p = 0,0001). Tumore-laginetan PCNA, zein
ki-67-rekin markatutako zelulak homogeneoki kokatuta zeuden. Tumore hauen
ezaugarri histologiko nabarmenenak dira mitosien agerpena eta zelularen den-
tsitate handia. Zenbait astrozitoma anaplasikotan, tumore-zeluletan ez ezik, ze-
lula endotelialen nukleoetan ere agertu ziren PCNA eta ki-67 antigenoak.

Glioblastoma multiformeak izan ziren zelula positiboen kopuru handie-
nak izan zituzten tumoreak (%24,5 eta %19,5), beste bi tumore motekiko
batez besteko balioa estatistikoki ezberdina izanik (p = 0,0001). Tumore 
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A) I graduko Astrozitoma, PCNArekiko erraktibotasuna (x280). B) Astrozitoma
anaplasikoa, Ki-67 (x280), C) Glioblastoma multifomearen gune peritumorala,
PCNA (x280), D) Glioblastoma multifomearen odol-hodiak, PCNA (x280).

hauetan zelula positiboen kokapena homogeneoa izan zen. Glioblastoma
multiformeen alboko guneetan, hots, gune peritumoraletan, non zelularen
dentsitatea tumore-gunean baino askoz baxuagoa den, zelula positibo asko
detektatu ziren (C argazkia). Glioblastometan aurkitzen diren odol-hodi be-
rezi batzuei glomeruloideak deritze. Odol-hodi hauetan nabarmena da en-
dotelioaren ugalketa. Hau dela eta, zelula endotelialek ere PCNA eta ki-67
adierazi zuten (D argazkia).

I. taula. PCNA eta Ki-67-rekiko positibotasunen batez besteko portzentaiak (BP),
desbiderazio estandarrak (DE) eta heinak tumore desberdinetan.

Tumore mota
PCNA ki-67

BP ± DE heina BP ± DE heina

I Astrozitoma 0,2 ± 0,1 (0-0,5) 0.3 ± 0,4 (0-1,5)
A. anaplasiko 12,7 ± 8,4 (4,5-37,6) 5,6 ± 1,9 (3,4-9,7)
G. Multiforme 24,5 ± 14,6 (9,7-60,6) 19,5 ± 10,7 (5,3-45,2)
Oligodendrogioma 3,7 ± 4,3 (0,5-10,0) 2,9 ± 1,6 (0,1-7,0)
Oligoastrozitoma 3,4 ± 2,7 (0,2-6,1) 4,5 ± 3,2 (0,1-13,4)
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Oligodendroglioma, oligodendroglian jatorria duen tumorea dugu; bes-
tetik, oligoastrozitoma tumore mixtoa da, eta hauen jatorria oligodendro-
glian eta astroglian dago. Aipatutako bi tumore mota hauetan jasotako por-
tzentaiak tumorearen histologiaren araberakoak izan ziren. Horrela, tumore
batzuetan, non mitosiak ikusi ziren, positibitate-portzentaia handiak jaso
ziren.

I taulan adierazita dagoen bezala, PCNA eta ki-67-rekiko batez besteko
portzentaiak antzekoak izan ziren. Lagin bakoitzean jasotako datuak ere
konparatu ziren eta estatistikoki adiarazgarria zen korrelazioa ikusi zen
(r = 0,8, p = 0,001).

EZTABAIDA

Artikulu honek PCNA eta ki-67 antigenoen adierazpena zenbait glioma
desberdinetan aztertzea du helburu. Bildutako emaitzak tumoreen ezaugarri
histologikoekin erlazionatu direlarik, bi markatzaile hauek zelulen ugalketa
ondo islatzen dutela ondorioztatu da.

Lehenik eta behin, PCNA-ren analisia burutu zen. Proteina hau detek-
tatzearren, PC10 antigorputz monoklonala aukeratu zen. Izan ere, ikertzaile
batzuen arabera, antigorputz honek hobeto detektatzen ditu ugaltzen ari di-
ren zelulak merkaturatu diren beste antigorputzek baino [9, 10]. Ikerketa
honetan PCNAren adierazpena tumorearen gaiztotasunarekin erlazionatuta
zegoela ikusi zen. Onberak diren gliometan (I graduko astrozitometan) ze-
lula positibo gutxi ikusi ziren eta glioblastoma multiformeetan, aldiz, zelula
positiboen kopurua areagotu egin zen, tumore hauen gaiztotasuna agerian
jarriz. Honi dagokionez, argitaratu diren emaitzak ez datoz bat elkarren ar-
tean [11, 12, 13].

Lehen aipatu dugun bezala, ki-67-ren eta PCNA-ren portzentaiak para-
leloak izan zirela ere ikusi zen. Beste ikerketa batzuetan ondorio berbera
iritsi da eta bai PCNA, bai ki-67 zelulen ugalketaren markatzaile balio-
garriak direla ondorioztatu da [14]. Hau horrela izanda ere, Ki-67-rekiko
erraktibotasuna PCNArena baino baxuagoa zen. Datu hau PCNA antigenoa-
ren bizitzarekin erlazionatuta egon daiteke, proteina honen bizitza oso lu-
zea dela ikusi baita [15, 16].

Astrozitoma anaplasiko eta glioblastoma multiformeen gune peritumo-
raletan bi markatzaile hauekin zelula positiboak ere detektatu ziren. Datu
hau beste argitalpen batzuetan ere jaso da [17, 18, 19]. Tumore mota hauen
morfologia heterogeneoari buruz asko hitz egin da. Zelularen dentsitatea
eta diagnostikatzeko kontuan hartzen diren beste ezaugarri histologiko ba-
tzuk gune batetik bestera aldatzen dira [1]. Hau dela eta, batzuetan diag-
nostikatzeko jasotzen den lagina ez da oso adierazgarria izaten, horrelakoe-
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tan markatzaile hauek laguntza moduan erabil daitezke. Dela PCNA, dela
ki-67-rekiko erreaktibotasuna gune peritumoraletan detekta dezakegunez,
interesgarria izan daiteke tumorearen zabalera aztertzeko ere.

Laburbilduz, PCNA eta ki-67-ren adierazpena gliomen gaiztotasunari
lotuta dago. Oso baliogarria izan daiteke tumore hauek elkarren artean be-
reizteko eta diagnostikatzeko, gaur egun erabiltzen den teknikarekin batera.
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