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OZET

Amag: Bucalismada,ileri evre mide karsinomlanndaimmunhistokimyasal yontem lle timéral hicrelerdeki
p53 timar baskilayict gen proteini ve PCNA (proliferating cell nuclear antigen) varlid ile tdmérdeki
mikrodamaryodunlugunu beliremeyi planladik. Buparametrelerin flumdrdn patolojik evresi ve morfolojik
ozellikleriile korelasyonunu ortaya koymaytamagladik.

Durum dederlendirmesi: Tum dUnyada mortalite orani yUksek olan ileri evre mide karsinomlannin
prognozunu belilemede gunUmuzdekien gecerlifaktér patolojik evredir. Buna ek olarak, tdmdorinbaz
morfolojik ozellikleri de yardimel prognostic faktérler olarak kabul edilmektedir. Ancak prognozu
yansitabilecek ve isabetli primer fedavi seciminde yol gésterebilecek preoperatif dénemde de
sapftanakilen yeni parametrelere intiyac vardir,

Yéntem: Mide karsinomu nedeniyle opere olan 43 hastanin gastrektomi materyallerinin arsiv raporiar
ve histolojik preparatiar incelenerek timarler makroskopik ve mikroskopik ozellikleriile ve evrelerine
goresiniflandinidl. Her materyalden secilen birer paraffin bloktakitimér dokusuna, p53, PCNAve CD34
antijenlerine yénelikimmunhistokimyasal islemler uygulandi. Timérler p&3 immunreaktivitelerine gére
pozitif ve negatif olarak gruplandinidi.- NUkleer bir protein olan ve hlcre proliferasyonunu yansitan
PCNA'yakarsiantikorile immunreaktivite gésteren timaér hiicrelerinin 1000 fimoérhlcresine oraniPCNA
indeksi olarak saptand.. Endotel hlicreleri anti-CD34 antikoruile isaretlendikten sonra en yogun kiguk
capl vaskller yapi igeren bolgelerde immunreaktif hlicre ve hicre gruplan sayildl. Elde edilen
degerlerin ortalamalarnnin alinmasi ile anjiogenez indeksi belilend!. Elde edilen sonuglar, tmorlerin
histopatolojik 6zellikleri ve evreleri ile karslastinid.

Cikanmilar; Evre IV gastrik karsinomlarda, diger evrelerdeki timaérlere gére p83 immUnreaktivitesinin
ve PCNA indeksinin daha yuksek oldugu saptandi. Ulseratif ve diffliz infiltratif fiote gelisen tumadrlerin
polipoid ve fungatif tiptekilere gdre daha ylksek PCNA indeksine sahip oldugu gézlendi. Tumdérlerin
mikrodamar yoguniugunu gésteren anjiogenez indeks! ise sadece tumérlerin mikroskopik yapist ile
istatistiksel olarakiliskill bulundu. Mikrodamaryogunlugunun proliferati cktiviteylyansitan PCNAIndeksi
ile parallel bir artig gdsterdigi saptandi.

Sonug: Buimmunhistokimyasal markerlannttmaérevresinisaptamadayardimel olabllecedidUstndlebilir,
BUtln bu bulgularisiginda, precperatif evrelemenin birkomponenti olarak bu biyolojik parametrelerin
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saptanmast, hastalann gerek prognozunun gerekse fedaviseceneklerinin (neoadjuvankemoterapiya
da primer cerrahi) daha isabetli olarak degerlendirimesine katkida bulunacakfir,

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, patolojik ever, p53 proteini, PCNA, timoér anjiogenezi
SUMMARY

Asitisuniversally accepted, pathologicalstagingisthe primary prognostic determinant for advanced
gastric carcinoma which is associared with high mortality. Moreover, some morphological features
of the primary tumor have adjunctive prognostic importance. More distinct histological parameters,
which can be deftected preoperatively, would help fo assess the prognosis andto decide the primary
treatment modality more precisely. This study was performed to determine the expressions of p53
tumor suppressor gene protfein, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and microvessel density in
advanced gasfric cancers by immunohistopathological methods. The impact of these parameters
on staging and morphological features of the tumor was also determined. Forty-three patients who
2 were operated upon the diagnosis of gastric cancer are included in the study. The clinical records,
operation notes, specimen reports and histological slides of each patient were obtained refrospec-
fively. Tumors were grouped according to their pathological stages, and also to their macroscopic
and microscopic features. One paraffin block of each tumor was selected to be assassed for their
P53, PCNA and CD34 expressions by immunohistor hamical methods. Tumorswere further dividedinto
either negative or positive groups according to thelr &3 immunoreactivity, Separately, PCNA index
wasdeterminedforeach fumorby calculating the ratio of tumor cellswhich hasimmunoreactivity with
the monoclonal anfibody against PCNA over 1000 tumor cells at any site on the slide. The endothelial

- cells were highlighted by anfi-CD34 antibody and this procedure was followed by calculation of
angiogenesis index by counting the immunoreactive cell groups at areas involving the most distinct
smallsized vascular structure expression. As aresult, in stage IV gastric carcinomas, p53 immunoreac-
fivity and PCNA index were found to be significantly high when compared to other stages. We
observed significantly higher PCNA index in fumors of ulcerative and diffuse infilirative type when
compared fo polipoid and fungating types. There was a significant increase in angiogenesis index
which was similar to the elevation of PCNA index in advanced stages of gastric carcinomas. These
immunohistochemical markersmay be usefulin determining the stage of the tumor. Inthelight ofthese
findings, we state thaf detecting these biclogical parameters may be helpfulin having anidea about

i the prognosis and deciding on the most appropriate primary freatment modality.

Keywords: Gastric cancer, pathological stage, p53 protein, PCNA, tumeor angiogenesis

Guntimuzde en sik rastlanan Gitimciil kanser tagimaktadir (8). Yeterli ve dogru preoperatiftiiméar

tirlerinden biri olan mide karsinomu (1) bati iil-
kelerinde kansernedenli éliimlerarasindaikinci
sirada gelmektedir (2). Bu ilkelerde operasyon
sonrasi 5yillik yasam orani %20 ile %45 arasinda
degismektedir (2,3). Prognozun kotii olmasinin
birincil nedeni, hastalarin biiyiik cogunlugunda
tant kondugu sirada tiimériin ileri evrede olmasidir

(4). ileri evre hastalarda 5 yillik yasam orani %17 .

iken (4), tumériin mukoza ve submukozada sinirli
oldugu erken evredekitimarlerdeise cerrahitedavi
sonrasi 5 yillik yasam orani %88 ile %95 arasinda
degismektedir (5,6). Bugiin, halatimériin cerrahi
operasyon sirasindaki patolojik evresi en énemli
prognostik faktérolarak kabul edilmektedir (1,5, 7).
Hasta yagi, timériin lokalizasyonu, makroskopik
yapisive histolojik patterni gibi diger klinikopato-
lojik 6zellikler prognozu belirlemede sinirli deger

evrelemesi, hastanin prognozunuve bununyanisira
rekiirrens olasiligini ortaya koyabilir. lyi yapiimis
birevrelemeile hastalara primerolarak uygulanacak
tedavinin se¢imi daha objektif olarak yapilabile-
cektir. Bu durumda, ileri evredeki bazi hastalar
icin neoadjuvan kemoterapi primertedavi olarak
secenek dahilinde olabilecektir. Preoperatif do-
nemde de saptanabilecek ve prognozu yansitabi-
lecek yeniparametrelere ihtiyac vardir.

insan kansertiirlerinde en sik rastlanan mutas-
yonolantimarbaskilayici gen mutasyonuvarlig-
nin, mide kanseri de dahil olmak iizere birgok
timarde prognostik degere sahip oldugunu gosteren
klinik ve patolojik calismalar meveuttur (9). p53
gen mutasyonu varligini, dokuda p53 proteinini
immunhistokimyasal yéntemile gdstererek indirekt
olarak belirlemek calismalarda sik kullanilan bir
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yontemdir. Normal p53 proteini (wild type p53)
yarilanma émriikisaoldugundan hiicrede immun-
histokimyaile saptanamayacak kadar distik seviye-
de (5000 molekiil/hiicre) bulunur (10). Diger ta-
raftan, mutasyona ugramig p53 geninin proteini
daha uzunyarilanma dmriine sahip oldugundan
hiicreicinde birikir, bagkabirdeyisle fazlaeksprese
edilirve immunhistokimya ile saptanmasi mim-
kiinolur(11). p53 gen proteininin timar hiicrelerin-
de fazlaeksprese edilmesininerken dénem mide
karsinomlarinda kot prognoz isareti oldugu belir-
lenmistir (12,13). Hiicre nukleusundaki “prolifer-
ating cell nuclear antigen”in (PCNA) miktarini
immunhistokimyasal yontemle belirleyerek in-
direkt olarak élciilen tiimor hiicre proliferasyon
hizinin cesitli malignitelerde hastalarin prognozu
ile yakindan iliskili oldugu yoniinde gahsmalar
mevcuttur (14,15). Yine son yillarda oldukga po-
piilarite kazanan tiimér dokusundaki kigiik capl
damaryogunlugunu belirleyen anjiogenetik aktivite
5lctimii neredeyse tiim solid yapidaki malign olu-
sumlarda evre ile yakindan iliskili bulunmusgtur
(16).

Mide karsinomlarinda, tiimériin biyolojik akti-
vitesini yansitan bu molekiler belirleyicilerin ti-
maoral dokudaki varliginin prognostik degerinin
ortaya konulmasive bu belirleyicilere preoperatif
olarak alinan endoskopik biopsi materyallerinde
basvurulmasi neoadjuvan tedaviye aday hasta
grubunu belirlemede yardimei olabilecektir. Bu
incelemelerin, endoskopik biopsi materyalleri
tzerinde kullamilabilirliginin anlagilabilmesiicin,
sncelikle, gastrektomi materyallerinden elde edi-
len tumdordokulan lizerinde galigiimasi ve sonug-
lanin, timaorlerin klinikopatolojik dzellikleri ile
ne derece korelasyon gosterdiginin aragtiriimasi
gerekmektedir.

Bu retrospektif calismanin amaci, ileri evre
gastrik karsinomlarda mikrodamar yogunlugunu,
tiimér hiicrelerinde p53 timor baskilayicr gen
proteini immunreaktivitesini ve PCNA (prolifer-
ating cell nuclearantigen) varhgi oraniniklinik ve
patolojik 6zellikler ile kargilagtirmak ve bunlarin
vzellikle operasyon sirasindaki patolojik evre ile
paralelligini aragtirarak indirekt prognostik faktor
olarak degerlerini ortaya koymaktir.

GEREC VE YONTEM
Gastrik karsinom nedeniyle opere ¢
gastrektomi materyalleri Anabilim Dalir

derilen, yaglan 25 ile 78 arasinda dr
erkek, 15’1 kadin, ileri evre (evre
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karsinomlu toplam 43 hasta bu ¢alismaya dahil
edildi. Calismada cerrahi sinirlari intakt 24 total,
19 distal subtotal gastrektomi materyali kullanild.
Bumateryallerde, disseke edilerek incelenen orta-
lama lenf gangliyonusayisi 19,7 idi. Timorler lo-
kalizasyonlarina (fundus, korpus, antrum), gaplari-
na(?5cm, >5cm), ve Borrmann makroskopik tip-
lerine (17) (polipoid, fungatif, tlseratif, diffiz in-
filtratif) gore gruplaraayrildi. Ayrica, AJCC (Ameri-
can Joint Committee on Cancer)'in gastrik karsi-
nomlar icin TNM (18) evreleme sistemine gore
evrelemeleriyapildi.

24 saatlik % 10 formalin fiksasyonunu takiben
orneklenen ve rutin doku takibiislemlerinden ge-
cirildikten sonra parafin bloklarigersine gomdilen
dokulardan hazirlanan 3 mikron kalinhigindaki
kesitler mikroskopik incelemeleri yapiimak iizere
Hematoksilen-Fozin ile boyandi. Timérler, Lauren

(17) siniflamasina gore intestinal, diffiiz infiltran

ve mikstolarak 3 gruba, Japon Gastrik Kanser Der-
negi’nin mikroskopik gastrik karsinom tiplemesine
(19) gore de papiller, tubuler, az diferansiye, mu-
sindz ve tash yiiziik hiicreli olarak beg gruba ay-
nldi. Ayrica, lenfatik ve venoz damarinvazyonlari
degerlendirildi. Hertiimdriin biitiin Hematoksilen
Fozin boyali kesitleri incelenerek, timériin genel
yapisini temsil eden ve tercihan periferinden or-
neklenmis dokuyuigeren birer parafin blok segildi.

immunhistokimyasal yontem

Secilen parafin bloklardan poly-L-lizin ile kapli
lamlartizerinealinan3r  nkalinligindaki ke-
sitler, 56°C’de 60 da! ~tildi. Bu sekilde
parafin yumusatild:’ “tler ksilol ile
deparafinizevear “ive %96
alkollerilerehid = anmis
antijeniacigr _ .
pH6 sody’
basing 7

| §&§ & §?/_9noryfumqur.
& Q§_.{\h_i_a,,mods.Acc:orcﬂmg
Ry _{? O 7 (32%) T,. SLNs were
K& $nehalfofcases. SLN was the
& S€in 11%. SLN biopsy accurately
& ..§|. Lymphatic mapping with blue dye
N patients with invasive breast cancer
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TABLO 1: IMMUNHISTOKIMYASAL CALISMADA KULLANILAN PRIMER ANTIKORLAR

URETIM

KLON DILUSYON

iNKUBASYON

Novocastra Labs.
p53 New Castle, Ingiltere
(NLC-p53-DO?7)

Biogenex
CD34 San Ramon, CA, ABD
(MU236-UC)

Neomarkers
PCNA Union City, CA, ABD
(MS-106-51)

DO-7 1/40

QBENd/10 1/20

PC10 1/200

60 dakika

60dakika

30dakika

inkiibe edilen kesitler iizerine, sekonder antikor
olarak 25 dakika siireyle biotinlenmis keci anti-
fare IgG sekonderantikoru (UltraVision-LabVision
Corporation, Union City, CA, ABD- TM-060-HL)
ve ardindan, isaret (label) olarak yine 25 dakika
sireyle peroksidaz konjuge streptavidin
(UltraVision Streptavidin/HRP, LabVision Cor-
poration, Union City, CA, ABD-TM-060-HL) uy-
gulandi. Biitiin uygulamalar oda sicakhiginda
yapilmis, her uygulamasonrasi kesitler PBS solis-
yonuileyikanmigtir. immunreaksiyonu gozlemle-
mek amaciyla AEC (3-amino-9-etilkarbazol)
kromojen sistemi (LabVision Corporation, Union
City, CA, ABD-TA-060-HA) kullanild. Kesitlerin
cesme suyu vedistile suileyikanmasinin ardindan
zitboya olarak Mayer hematoksilen uygulands.

immunhistokimyasal degerlendirme

Biitiin mikroskopik immunhistokimya incele-
meleri X4, X10, X40 ve X100 achromatic objektifler
ve 10X-T/18L cokiilerler igeren Olympus CH-2
model 151k mikroskopu ile yapildi.

immunhistokimyasal calismasonuglari deger-
lendirilirken timérdeki nekrotik bolgeler (eger
varsa) ve dokularin kenar bélgelerindeki boyan-
malar yanhs pozitif olma olasihgr gz éntinde
tutularak degerlendirmeye alinmad:.

p53 immunreaktivitesi tiimérlerde oldukga
degisken bir boyanma patterni sergiledi. Hig bo-
yanma goriilmeyen ya da tek tek seyrek hiicre
nukleuslarindaizlenen boyanmanin yani siradiffiz
vekuvvetlinikleerimmunreaktivitenin gozlendigi
timérlere rastlandi. Boyanmayogunlugu ve dagi-
limi bu iki ug¢ nokta arasinda degisiklik gosteri-
yordu. Boyanmanin goriilmedigi, sadece arada

seyrek tek tek hiicrelerde yadafokal zayifimmun
boyanmanin izlendigi vakalar negatif, kesitlerin
%25’inden daha yaygin olarak orta derecede,
fokal kuvvetlive kuvvetliimmunboyanmagésteren
vakalar pozitif kabul edildi.

PCNA niikleer bir antijen oldugundan, anti-
PCNA antikoru ile immunhistokimyasal olarak
boyanan kesitlerde, sadece hiicrelerin nukleuslann-
da immunboyanma izlendi. Boyanmalar biiyiik
dlciide graniileryapidaolup, boyanmayogunlugu
hiicreden hiicreye degismekteydi. Gozlemlenen
tum niikleer boyanmalaryogunluguna bakilmaksi-
zinpozitifolarak degerlendirildi. Enfazla pozitivite-
nin gozlendigi gelisigiizel olarak secilenbolgelerde
1000 hiicre icinde pozitif boyanan nukleuslar sa-
yildi. Pozitifimmun-boyanma gosteren hiicrelerin
yiizdesi PCNA indeksi (Pi) olarak belirlendi.

Damarlar anti-CD34 antikoru ile immun-
histokimyasal olarak isaretlendikten sonra, kesit-
lerin geneli 40X ve 100X biyiitmeileincelenerek,
en fazlamikrovaskiiler yapi iceren bolgelerbelir-
lendi. Bu bélgelerde bulunan damarlar 400X
bytitmede 10 alanda sayildi. Sayim yapilirken,
lumen varligina bakiimaksizin pozitif boyanma
gosteren hiicrelerve hiicre topluluklari degerlen-
dirildi. Sayim yapilan alanlarda birbirleri ile de-
vamlilik gésterme sarti aranmadi. Incelemede
kullanilan Olympus CH-2 model 15tk mikros-
kobundabirbiiyiik bilyiitme alani (40X objektif +
10X okiiler = 400X) 0,151 mm?yeesitoldugundan
degerlendirmetoplam 10biiyukbiiyitmealanina
esit olan 1.151 mm?¥lik bir bolgede yapildi.
Sayimin ardindan heralanin sayim sonucu topla-
narak alan basinadiisen vaskiler yapi sayisiolan
ortalamadegeralindi. Budegeranjiogenez indeksi
(Al) olarak kabul edildi.
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Resim 1: Orta derecede diferansiye intestinal tipte mide karsinomunda, timér |
hiicielerinde yogun niikleer p53 immunpozitifligi. (p53, zit boya Mayer

Hematoksilen, X125)

istatistiksel degerlendirme

Proliferasyon indeksi (Pi) ile anjiogenez indeksi
(Al) arasinda korelasyon Pearson korelasyon
katsayisitesti ile degerlendirildi. Gruplarile Al ve
Plarasindakiiliskilericintek yonld ANOVA testi,
hipo-hiper vaskiiler ve hipo- hiperproliferatif tii-
morgruplanilediger parametre gruplar arasindaki
iliskilericin de x?testi kullanildr. Ttim istatistiksel
degerlendirmeler Windows ‘95 altinda calisan
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 6.0
programi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Ileri evre mide karsinomlu 43 vakanin genel
klinik ve patolojik parametreleri ile p53 immun-

reaksiyonu, PCNA indeksi ve anjiogenik aktivitesi
arasindakiiliskiler Tablo 2, 3 ve 4'te gosterilmistir.

Tumorlerin %51.2'si (n=22) p53 immunreak-
tivitesi gostermezken; %48.8’inde (n=21) p53
immunreaktivitesi izlenmekteydi. PCNA indeksi
27.4 ile 94 arasinda degisiyordu ve ortalamasi
67.74 (+18.31) idi. Anjiogenez indeksi (Al), 43
timarde 14.6 ile 108 arasinda degisim gosteri-
yordu ve Al ortalamasi 53.18 (+21.97) idi. Bu
sayisinirdeger kabul edilerek timérler hipovas-
kiiler (Al > 53) ve hipervaskiler (Al > 53) olarak
iki gruba aynldiginda, timorlerden 26'si (%60)
hipovaskdiler, 17'si (%40) hipervaskiiler gruba
girdi.

Ulseratifve difftiz infiltratif tipteki (Borrmann
Tiplllve V) midekarsinomlarinin, nodiilerolan-
lara (Borrmann Tip | ve Il) oranla daha sik olarak

Resim 2 a: lyi diferansiye intestinal tipte mide
karsinomunda yogun PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) immunpozitifiigi. (PCNA, zit
boya Mayer Hematoksilen, X125)
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Resim 2 b: Aynitiimérde, stromal mikrodamarlarin
antiCD34 antikoru ile immunhistokimyasal olarak
isaretligbriinim.(CD 34, zit boya Mayer Hema-
toksilen, X125)
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TABLO 2:p53 IMMUNREAKSIYONU iLE KLINIKOPATOLOJiK PARAMETRELER

ARASINDAKIILISKI
DEGISKEN SAYI(%) P53 NEGATIF(%) P53 POZITIF(%) P
Toplam 43(100) 22(51.2) 21 (48.8)
Yas
<50 13(30) 8(61.5) 5(38.5) AD
>50 30(70) 14(46.7) 16(53.3)
Cinsiyet
Erkek 8165) 16(57.1) 12(42.9) AD
Kadin 15(35) 6(40) 9(60)
Tiimér Lokalizasyonu
Fundus-Korpus 20(46.5) 9(45) 11(55)
Antrum 22(51) 13(59) 9(471) AD
Linitis Plastika 1(2.5) 0(0) 1(100)
Tumor Capi
<5 16{39.2) 9(56.2) 7(43.8) AD
99 27(60.8 13(48.1) 14(51.9)
Makraskopik Tip (Borrmann)
Polipoid-Fungatif(Tipl-1) 19(44) 14(73.7) 5(26.3) 0.01
Ulseratif-Diffiiz inf.(Tip IlIHV) (56) 8(33.3) 16(66.7)
Mikroskopik Tip
Papiller 6(14) 2(33.3) 4(66.7)
Tubuler 16(37.2) 10(62.5) 6(37.5)
Az diferansiye 12(27.9) 5(41.7) 7(58.3) AD
Misindz 4(9.3) 2(50) 2(50)
Tagh Yiizik Hicreli 5(11.6) 3(60) 2(40)
Lauren Siniflamast
intestinal 19(44.2) 10(52.6) 9(47.4)
Diffiz infiltran 19(44.2) 10(52.6) 9(47.4) AD |
Mikst 5(11.6) 2(40) 3(60)
Diferansiasyon
lyi-orta Diferansiye 6(60.4) 14(53.8) 12(46.2) AD
Az diferansiye 17(39.6) 8(47) 9(53)
Tumériin Invazyon Derinligi
T3 31(72) 18(58) 13(42) AD
T4 12(28) 4(33.3) 8(66.7)
Lenf Gangliyonu Tutulumu
NO 10(23.3) 6(60) 4(40)
N1-N2 33(76.7) 16(48.5) 17(51.5) AD
Uzak Metastaz
MO 34(79) 20(58.8) 14(41.2) 0.05
M1 9(21) 2(22.2) 7(77.8)
TNM Evresi
1A 9(20.9) 6(66.7) 3(33.3)
A 15(34.9) 7(46.7) 8(53.3) AD
1B 10(23.3) 7(70) 3(30)
v 9(20.9) 2.(22.2) 7(77.8)
Lenfatik Damar invasyonu
Negatif 2(4.6) 1(50) 1(50) AD
Pozitif 41(95.4) 21(51.2) 10(64.3)
Venoz Damar invazyonu
Negatif 23(53.4) 14(60.8) 9(39.2) AD
Pozitif 20(46.6) 8(40) 12(60)
Proliferasyon indeksi
Distk (<67) 16(37.2) 12(75) 4(25 0.017
Yiksek (> 67) 27(62.8) 10(37) 17(63)
Anjiogenez indeksi
Diisitk (<53) (60) 13(50) 13(50) AD
Yiiksek (>53) 17(40) 5(52.9) 8(47.0)
AD:Anlamli degil
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P53 immunreaktivitesi gosterdigi (p<0.05) ve
daha yiiksek bir hiicre proliferasyon hizinasahip
oldugu (p<0.05) sonucuna varildi. Tiimérlerin
anjiogenik aktivitesi makroskopik tipten bagimsiz
idi (p>0.05).

Lauren’in mikroskopik tiimértiplerinden diffiz
infiltran tipteki timér grubunda Al ortalamasi
(61.36+23.45), intestinal ve mikst tipteki
tumaorlerin Al ortalamalarindan (sirasiyla 45.95
+20.26 ve 49.52 +12.86) dahayiiksekti. Diffiiz
infiltran tipteki timérlerin (n =19) %63l (n=12)
hipervaskiiler (Al > 53) iken, intestinal tip timarle-
rin(n=19) %21'i (n=4), miksttiptekilerin (n =5)
%20'si (n=1) bu grupta yeralmaktayd:. Busekilde
diffiz infiltran tipteki timérlerin daha yogun
anjiogenetik aktiviteye sahip oldugu saptandi
(p<0.05). Az diferansiye timérler de, iyi-orta
derecede diferansiye timérlerden dahayiiksek bir
anjiogenik aktiviteye sahip idi (p < 0.05). Timor-
lerinp53 immunreaktivitesi ve hiicre proliferasyon
hizi ise mikroskopik yapi ile iliskili degildi
(p<0.05).

Her ne kadar cevre organ invazyonu (T4) ve
lenfgangliyonumetastazi olan (N1-N2) tiimérlerin,
P53 immunreaktivitesi gosterme egilimi oldugu
dikkati cekse de, bu egilim istatistiksel anlam tagl-
mamaktaydi (p > 0.05). Uzak metastaz varligiile
p53 immunreaktivitesi arasindaki iliski istatistiksel
agidan sinirda anlamli olarak degerlendirilirken
(p=0.05), TNMevresi p53 immunreaktivitesiden
bagimsizidi (p>0.05). TNMevresi, uzak metastaz
varhginda Pi’'nin daha yiiksek olmaya egilimi
nedeniyle proliferatif aktivite ile korelasyon gos-
teriyordu (p<0.05). Lenf gangliyonu tutulumu
gosteren N1 ve N2 evrelerindeki ttimérlerin (n = 33)
Plortalamasinin (70.67 + 18.31), NO evresindeki
timérlerin (n=10) Pi ortalamasindan (58.63
+ 19.66)daha yiiksek oldugu saptandi. Ancak bu
sonug istatistiksel anlam tagimamaktaydi
(p>0.05). Patolojik evre ilerledikce, gerek evre
gruplarinin Al ortalamalarindakiyiikselme, gerekse
hipervaskdilertiimérlerin yiizdesindekiartis, timar
damarlanmasininartigini isaret etse de, bu sonuclar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p > 0.05).

Yiiksek PCNA indeksine sahip timérlerin p53
immunreaktivitesi gosterme olasiliginin diisiik
PCNA indeksli timérlerden daha fazla oldugu
saptandi (p<0.05). p53 immunreaktivitesi ile,
PCNA immunreaktivitesinin yansittigi proliferatif
aktivite paralellik géstermekteydi (p < 0.05).

Tumérlerin p53 immunreaktivitesinin, prolife-
rasyon hizinin ve mikrodamar yogunlugunun,
hastalannyagvecinsiyetinden,tUmOrIokaIizasyo—

228

UCD * Temmuz 2000

nundan ve capindan bagimsiz oldugu sonucuna
varldi (p>0.05).

PCNA indeksi olarak degerlendirilen prolife-
rasyon hizi ile anjiogenez indeksi olarak deger-
lendirilen intratiiméral mikrodamar yogunlugu
birbirlerine paralel bir artis gostermekteydi. Tii-
morlerin proliferasyon indeksleri ile anjiogenez
indeksleri karsilagtinldiginda aralarinda %32
oraninda dustk bir iliski oldugu belirlendi
(p<0.05).

TARTISMA

p53 tumor baskilayici gen anomalileri, mide
kanserlerindeki genetik degisimler arasinda en sik
rastlanilanidir (20,21,22). ileri evre timérlerin
gastrektomi materyalleri Gzerinde yapilan bu
aragtirmada, %48,8 oraninda p53 immunreaktivi-
tesine rastlandi. loachim ve arkadaslari da ileri
evre mideadenokarsinomlarindayaptiklari bir ca-
lismada %24 oraninda p53 immunreaktivitesi
saptamiglardir (23). Kaynaklarda bu gene ait mu-
tasyonlarin, mide karsinomlarinda ortalama %41
oraninda oldugu bildirilmektedir (9). p53 gen
mutasyonlari, timér gelisiminin en erken dénem-
lerinde bile gézlenmistir. intestinal tip kanserlerin
hem erken hem gec evrelerinde, %40 oraninda
P53 gen mutasyonu varligi bildirilmistir. p53 mu-
tasyonusikhiginin erken ve geg evre gastrik karsi-
nomlardaayni olmasi nedeniyle, bu mutasyonun
gastrik karsinogenezde erken birolay oldugu sa-
vunulmaktadir (20). Buiddiadan farkl olarak, is2
agir displaziden erken gastrik karsinoma ve iler’
evre gastrikkarsinomadogru p53 immunreaktivi-
tesinin dereceli olarak arttigini belirten Brito ve
arkadaslarinin, erken evre gastrik karsinomlarda
(T1) saptadiklari pozitif p53 immunreaktivitesi
orani, ileri evre karsinomlarda saptadiklarindan
dahadusuktur. Lenfgangliyonu tutulumu gésteren
erkenevretimérlerdeyiiksek p53 immunreaktivite
oranina sahiptir. Brito ve arkadaslari, kendi
sonuglariigiginda p53 anomalilerinin timaér prog-
resyonu ile iliskili oldugunu savunmaktadirlar
(12). Biz de gevre organ invazyonu gosteren
tumorlerin (T4) gostermeyenlerden (T3), lenf
gangliyonu tutulumu olanlarin (N1-2) olmayan-
lardan (NO) ve uzak organ metastazi yapanlarin
(M1) yapmayanlardan (MO) daha yiiksek oranda
p53 immunreaktivitesi gosterdigini saptadik. Bu
bulgularimiz p53 immunpozitifliginin ileri evre
timdrlerde de timor progresyonuile liskili oldugu
hipotezini desteklemektedir.

Calismamizda, proliferasyon hizini yansitan
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TABLO 3: PCNA iNDEKSI ILEKLINIKOPATOLOJIK PARAMETRELER
ARASINDAKIILISKI
DEGISKEN SAYI(%)  PCNA INDEKSi ORT sD P
Toplam 43(100) 87.74 18.31
Yas
<50 13(30) 83.78 18.33 AD
>50 30(70) 69.45 18.34
Cinsiyet
Erkek 28(65) 66.46 18.27 AD
Kadin 15(35) 70.12 18.78
Tuimér Lokalizasyonu
Fundus-Korpus 20(46.5) 69.9 16.33
Antrum 22(51) 65.31 20.35 AD
2 Linitis Plastika 1(2.5) 77.9
Timor Capi
<5 16(39.2) 67.7 21.08 AD
>5 27(60.8) 67.76 16.89
Makroskopik Tip (Borrmann)
Polipoid-Fungatif(Tipl-11) 19(44) 61.57 21.43 0.048
Ulseratif-Diffiiz inf.(Tip 11I-1V) 24(56) 72.62 14.02
Mikroskopik Tip
Papiller 6(14) 49.98 19.06
Tibiler 16(37.2) 70.07 17.99 AD
Az diferansiye 12(27.9) 72.12 17.43
Miisindz 4(9.3) 73.35 11.62
Tash Yiiziik Hucreli 5(11.6) 66.44 19.52
Lauren Siniflamasi
intestinal 19(44.2) 63.75 19.65 AD
Diffiiz infiltran 19(44.2) 67.43 17.21
Mikst 5(11.6) 84.04 6.45
Diferansiasyon
fyi-orta Diferansiye 26(60.4) 65.94 18.85 AD
Az diferansiye 17(39.6) 70.46 17.65
Tumdriin Invazyon Derinligi
T3 31(72) 66.42 18.58 AD
T4 12(28) 71.13 17.94
PY Lenf Gangliyonu Tutulumu
NO 10(23.3) 58.63 19.66 AD
N1-N2 33(76.7) 70.67 18.31
Uzak Metastaz
MO 34(79) 65.36 19.13 0.037
M1 9(21) 76.7 11.68
TNM Evresi
1A 9(20.9) 55.66 18.34
1A 15(34.9) 73.34 16.8 0.031 |
1B 10(23.3) 62.13 19.8 |
| \% 9(20.9) 76.7 11.67
Lenfatik Damar invasyonu )
| Negatif 2(4.6) 50.2 32.24 AD
i Pozitif 41(95.4) 60.59 17.6
Venéz Damar invazyonu
T Negatif 23(53.4) 64.98 20.62 AD
i Pozitif 20(46.6) 70.91 15.14
|
|

SD: Standart deviasyon
AD:Anlaml degil
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PCNA indeksinin de, beklendigi gibi, timdrevresi
ile paralellik gésterdigini saptadik. Evreilerledikge
tiimordeki PCNA indeksi de artis gistermekteydi.
Bu artis daha ¢ok uzak metastaz varligi ve lenf
gangliyonu tutulumuna bagliydi. Yonemura ve
arkadaglan dayaptiklari calismada PCNA indeksi
ile belirledikleri proliferasyon hiziile evre arasinda
iliski oldugunu belirtmektedirler (24). Ylksek
PCNA indeksinin gastrik karsinomlarda koti prog-
nozisareti olarak kabul edilebilecegi, arastirmalarda
elde edilen sonuclar arasindadir (14). PCNA
indeksinin evre ve prognoz gibi faktorlerileiliskili
olmasinin sadece timaor hiicre sayisi artiginin hizi
ilebaglantil olmadig, ayricatimériin dahaagresif
oldugunu da gosterdigi kabul edilebilir.

Tiimérlerin mikrodamarlanmasina yonelik
incelemelerimizdeise, T4 evresindeki tiimorlerin
T3 evresindekilerden, N1veN2evresindeolanlarin
NO evresinde olanlardan ve uzak metastaz yapan-
larin (M 1) yapmayanlardan (M0) daha yogun mik-
rodamarlanma gosterdigini gozlemledik. Bu
sonuclarimiz her ne kadar istatistiksel anlam tasi-
masalar da, tiimér damarlanmasinin timér pro-
gresyonunda, dzellikle de uzak metastaz gelisi-
minde énemli rol oynadig yonindeki arastirma
sonuglarim (6,25,26,27,28,29,30,31) destekle-
mektedir. Timorinvazyon kapasitesinin hipervas-
kiilertimorlerde dahaytiksek olmasi, gelismekte
olan kapillerdamarlardaki endotel hiicrelerinden
adhezyon molekillerinin ve ekstraselliiler matriksi
parcalamaislevini gbren proteinazlann salgilanma-
sina (32) baglanabilir. Parcalanan ekstraselliiler
matriks, timorhicrelerinin treyerek ilerleyebile-
cegi uygun bir ortam yaratir. Vaskilarizasyon
arttik¢a timér hiicrelerinin dolasimakatilmaola-
sthgr da artmaktadir. Yeni olusan kapillerlerin
fragmante bazal membranlar damarin timaorhic-
relerine daha gecirgen olmasini saglar. Busekilde,
hipervaskilertimorlerde yenidamarlarninbu 6zel-
ligi nedeniyle metastaz daha kolay gercgeklesir
(33,34).

PCNA indeksiile anjiogenik aktivite arasinda
korelasyon varligi da bulgularimizdan biriydi. Bu
iliskiyi timor ici blyume faktorleri varligr ile
actklamak mimkiin olabilir. Tamarhiicreleriile
onlarin beslenmesinisaglayan timérici damarlarin
endotel hiicreleri arasinda parakrin biretkilesme
vardir (33). Busistemde, timdrici kapillerendotel
hiicreleri salgiladiklar biiytime faktorleriile timor
biiytimesi tizerinde etkin olabilmektedirler. Prevas-
kiiler donemden cikip anjiogenik hale gelen bir
tiimor, bu parakrin etkinin varligi sayesinde hizl
bir bayiime kapasitesine sahip olur (33). PCNA
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indeksi ileanjiogenetik aktivite arasinda buldugu-
muz paralellik bunu destekleyen birbulgudur.

Aragtirdigimizimmunhistokimyasal parametre-
ler, timarlerin morfolojik 6zellikleriile karsilagti-
rildiginda; Borrmann tip lll ve tip IV (Ulseratif ve
diffiiz infiltratif) timérlerin, lumen igine dogru
nodiiler biyiiyen Borrmanntip lvetip Il (polipoid
ve fungatif) timarlerden daha yuksek oranda p53
immunreaktivitesi gistermesi dikkat gekici bir
bulgu olarak karsimiza cikti. ilginc olarak, erken
gastrik karsinomlar tizerinde yapilan calismalarda
damideduvarindaderinedogrubtiytimeyeegilimli
olantimorlerde, yani deprese ve ekskave tipteki
(tip llc ve Ill) erken karsinomlarda daha ylksek
orandap53 immunreaktivitesi saptanmistir (12,13,
35). Calismamizin sonucunda Borrmann tip 1l ve
IVtimdarlerde, tip | ve lltimorlerden dahayliksek
orandap53 immunreaktivitesinerastlanmasi, erken
gastrik karsinomlarda saptanan bu bulgularin,
ilerievretimorlerigin de gecerlioldugunuisaret
etmektedir.

PCNA indeksinin Borrmann makroskopik tip-
leri arasindabelirgin fark sergilemesi, timor mor-
folojisi agcisindan ulastigimiz diger bir sonug idi.
Ulseratif ve diffuz infiltratif bilylime patterni gos-
teren (Borrmann tip Il ve 1V) timaorlerin PCNA
indeksi, polipoid ve fungatif (Borrmanntip | vell)
olanlaragore dahayiiksekti. Tumarhiicrelerindeki
proliferasyon hiziile timdrbiyimesi arasindaki
iliski gz onlinealinacak olursa (36), yavasbliylyen
timdarlerin lumen icine dogru gelismeye egilimli
oldugu sonucunavarilabilir,

Nikleerfosfoprotein p53, inaktive oldugunda
hiicre cogalmasi tizerindeki kontroltint kaybeder
(9,37). PCNA immunreaktivitesinden yararlanarak
belirledigimiz hiicre proliferasyon hizinin yitksek
olmasiile p53 immunreaktivitesi arasinda sapta-
digimiz korelasyon dabunudestekleyen birbulgu-
dur. loachim ve arkadaslar dabubulgumuza pa-
ralel bir sonug elde etmislerdir (23).

immunhistokimyasal ydntem ile boyanan kesit-
lerinincelenmesinde dikkati geken birdzellik, an-
tijen ekspresyonununaz yadacok heterojen yapi-
da olmasiydi. Bu heterojenite, hiicrelerin p53
immunreaktivitesinde dahaaz orandagdzlenirken,
PCNA immunreaktivitesinin timor genelinde
yogunveseyrek oldugubalgeler mevcuttu. CD34
antikoru ile isaretlenen endotel hiicrelerinin ise
kesitgenelinde daha yogun heterojenite gbsterdigi
izlenmekteydi. Bu nokta bu tir arastirmalarda
immunhistokimya uygulanacak olan dokunun se-
¢iminin 6nemini ortaya koymaktadir. Ancak, her
ne kadar heterojen yapida olsa da bir timére ait
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TABLO 4: ANJIOGENIK AKTIVITEILEKLINIKOPATOLOJiK PARAMETRELER ARASINDAKI iLiSKi

DEGISKEN SAYI(%) P53 NEGATIF(%) P53 POZITiF(%) P
Toplam 43(100) 26(60) 17 (a0)
Yas
<50 13(30) 6(26) 7(54) AD
%50 30(70) 20(67) 10(23)
Cinsiyet
Erkek 28(65) 17(60.7) 11(39.3) AD
Kadin 15(35) 9(60) 6(40)
Tumér Lekalizasyonu
Fundus-Korpus 20(46.5) 12(60) 8(40) AD
Antrum 22(51) 14(63.6) 8(36.4)
Linitis Plastika 1(2.5)
Timar Capi
!a <5 16(39.2) 7(43.8) 9(56.2) AD
| >5 27(60.8) 19(70.4) 8(29.6)
13 Makroskopik Tip (Borrmann)
Polipoid-Fungatif(Tipl-I1} 19(44) 9(47.4) 10(52.6) AD
Ulseratif-Diffiiz inf.(Tip 1-V) 24(56) 17(70.8) 7(29.2)
Mikroskopik Tip
Papiller 6(14) 6(100) 0(0)
Tlbuler 16(37.2) 11(68.7) 5371 J
Az diferansiye 12(27.9) 4(33.3) 8(66.7 AD
Miisindz 4(9.3) 2(50) 2(50)
Tash Yuzuk Hucreli 5(11.6) 3(60) 2(40)
Lauren Siniflamasi
intestinal 19(44.2) 15(79) 4(21) 0.019
Diffiiz infiltran 19(44.2) 7(36.8) 12(63.2)
Mikst 5(11.6) 4(80) 1(20)
Diferansiasyon )
iyi Diferansiye 26(60.4) 19(73) 7(27) 0.038
Az diferansiye 17(39.6) 7(41) 10(59)
Timériin invazyon Derinligi
T3 31(72) 21(67.7) 10(32) AD
T4 12(28) 5(41.6) 7(58.4)
Lenf Gangliyonu Tutulumu
NO 10(23.3) 8(80) 2(20) AD
N1-N2 33(76.7) 18(54.5) 15(45.5)
) Uzak Metastaz
| MO 34(79) 22(64.7) 12(35.3) AD
M1 9(21) 4(44.4) 5(55.6)
TNM Evresi
A 9(20.9) 8(89) 1(11)
1A 15(34.9) 9(60) 6(40) AD
1B 10(23.3) Bi50) 5(50)
% 9(20.9) 4.(50) 4(50)
Lenfatik Damar invasyonu
Negatif 2(4.6) 1(50) 1(50) AD
Pozitif 41(95.4) 25(61) 16(39)
Vendz Damar Invazyonu '
Negatif 23(53.4) 15(65.2) 8(34.8) AD
Pozitif 20(46.6) 11(55) 9(45)
Proliferasyon indeksi _
Dustk (<67) 16(37.2) 13(81.2) 3(18.8) 0.032
Yiksek (>67) 27(62.8) 13(48) 14(52)
P53
Negatif 22(51.2) 13(59) 9(41) AD
Pozitif 21(48.8) 13(62) 8(38)

‘ Al: Anjiogenez indeksi
b AD:Anlamh degil
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birornek doku tiim timériin 6zelligini de yansita-
bilir. Genelde genis bir doku kesitinde bu incele-
meleri miimkin kilan rezeksiyon materyallerinde
antijen ekspresyonundaki heterojenite sinirl bir
problem potansiyeline sahiptir. Timére ait birden
fazla parafin blok kesitine immunhistokimya
uygulayarak daha saglikli sonuclara ulasilabilir.
Bazi arastirmalarda kullanilan kiigiik biyopsi
materyallerindeimmunhistokimyasal incelemele-
rin (14,24) gercekleri yansitabilmesi icin endosko-
pik inceleme sirasinda islemi uygulayan kisinin
timaoriin farkl bolgelerinden alacagi cok sayidaki
biyopsi materyaline uygulanmasi gerekir.

Sonug olarak, evre IV gastrik karsinomlarda
p53immunreaktivitesininve yiiksek PCNA indeksi-
nindahasik oldugu saptanmistir. Bunun yanisira,
p53 immunreaktivitesi gosteren tiimorlerin daha
hizli prolifere oldugu gérilmistiir. Ayrica, endo-
luminal birkomponentigermeyen Borrmann tip
I ve tip IV timdrlerin (llseratif ve diffiiz
infiltratif), lumen icine dogru biyiime egilimi
gosteren Borrmann tip | ve tip 1l timérlerden
(polipoid ve fungatif) daha yiiksek bir PCNA
indeksine sahip oldugu gésterilmistir. Timérlerin
mikrodamaryogunlugu, PCNA indeksine paralel
olarak artmak-tadir. Mikrodamar yogunlugunun,
az diferansiye tiimérlerde, iyi-orta derecede
diferansiye timdorlerden daha fazla oldugu
gozlenirken, makroskopik dzellikler ve evre ile
aralarinda iliski saptanmamuistir.

Calismamizda gozledigimiz bulgularile PCNA
indeksive p53 immunreaktivitesinin timor evre-
sini, dzellikle de uzak metastaz potansiyelini yan-
sittigisonucuna varilmistir. Yeterli tiimor dokusu
iceren endoskopik biyopsi materyallerinde elde
edilen immunhistokimyabulgularnm, timér re-
zeksiyon materyallerindeki bulgular ile paralellik
gosterip gostermedigi arastirlmalidir. Ayni pa-
ralelligin endoskopik biyopsi materyallerinde de
saptanmasi durumunda, bu markerlarin operasyon
oncesi timorevresini saptamada yardimci olabi-
lecegidistntlebilir, Biitin bu bulgularisiginda,
preoperatif evrelemenin bir komponenti olarak,
bubiyolojik parametrelerin saptanmasi, hastalarin
gerek prognozunun, gerekse tedavi seceneklerinin
(neoadjuvan kemoterapi ya da primer cerrahi)
dahaisabetli olarak degerlendirilmesine katkida
bulunacaktir.
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