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GIRIS VE AMACLAR

Mide kanseri diinyada halen Onemini koruyan bir saglik problemidir. Geligmig
toplumlarda mide kanseri insidansinda azalma olmasina ragmen tlkemizdeki insidans yuksek
olarak devam etmektedir. Tarama programlarinin uygulandigi Japonya gibi bazi ilkelerde
erken mide kanseri tanisi1 koymak miimkiinken, tilkemizde tani hastaligin ileri evrelerinde
konulmakta ve hastalarin gogu hastalik progresyonu nedeniyle kaybedilmektedir (1-7).

Mide kanserinin kiiratif tek tedavisi cerrahidir. Kiiratif cerrahi rezeksiyon gegiren
hastalarin birgogunda, hastaligin sistemik olarak niiks etme olasiligi nedeniyle ek tedavilere
ihtiyag duyulmaktadir. Ancak sistemik niiksii azaltmak veya ortadan kaldirmak amaciyla
bugiine kadar yapilmis olan adjuvan kemoterapi uygulamalarinda basarili sonuglar
alinamamistir. Bu nedenle giinimiizde mide kanseri i¢in adjuvan kemoterapi standart olarak
onerilmemekte ancak galigma protokolleri dahilinde uygulanmaktadir (1,2,8,9). Son
zamanlarda yapilan prospektif, randomize bir ¢alijmada, adjuvan olarak uygulanan 5-
fluorourasil, folinik asit ve radyoterapi kombinasyonunun total sagkalim ve hastaliksiz
sagkalim avantaji sagladig: bildirilmistir (10). Lokal ileri ve/veya metastatik mide kanserinde
kemoterapi ve/veya radyoterapi ile gifa saglamak mimkiin olmamigtir. Uygulanan tedaviler
palyatif amaghidir (1,2, 11-14).

Mide kanserinde lenf nodu metastazi, histopatolojik tip, uygulanan kuratif cerrahi,
cinsiyet, timor derecesi gibi bazi faktérler prognozla iligkili bulunmustur (1,2). Bunun
disinda; DNA ploidi, s-faz fraksiyonu, p53 mutasyonu gibi bazi genetik degisikliklerin de
prognostik 6nemi arastinlmigtir. Ancak, konu ile ilgili ¢alismalarin sonuglar1 celiskili
bulunmugtur. Caligmalarin bir kisminda p53 bagimsiz prognostik faktér olarak bulunurken
(15-18) bazilarinda bu iligki bulunamamistir (19-23). P53 ile tedavi etkinligi arasindaki
iliskinin gosterildigi ¢aligmalarda p53 pozitifliginin (mutant P53) tedaviye direnglilige neden

oldugu bildirilmektedir (24). DNA ploidi ve s-faz fraksiyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda




andploidi ve yiiksek s-faz fraksiyonunun ileri ve agressif seyir gosteren timorlerde
belirginlesen bir bulgu oldugu ortaya konulmugtur (25-28). Bazi arastirmacilar andploidiyi
prognostik faktor olarak ortaya koyarken (25,26), digerleri bu iliskiyi gosterememislerdir (27-
29).

Bu calismada klinigimizde takip edilen ve adjuvan kemoterapi alan operabl mide
kanserli hastalarda p53, s-faz fraksiyonu ve DNA ploidi oranini belirlemeyi ve bu faktérlerin

operabl mide kanserinde prognostik 6nemini arastirmay: amagladik.
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GENEL BILGILER

Mide kanseri diinyada sik goriilen kanserlerdendir. Tiim diinyada insidansinda azalma
olmasina ragmen halen mortalitesi yiiksek olan bir kanser tiriidiir. Mide kanseri daha ¢ok
gelismekte olan veya az geligmis tilkelerin hastaligidir. Insidansi; cografya, rk, diyet, genetik
ve cinsiyete gore degismektedir. Tiirkiye, mide kanserinin nispeten sik goriildigii tilkelerden
biridir (1-7).
Insidans

Tirkiyedeki kanser kayitlarinin saglikli olmamasina ragmen 1995 verilerine gore yeni
mide kanseri sayist 2455 ve sikligi da %8.52’dir. On yillik dékiimanlarin incelemesinde, mide
kanseri tiim kanserlerin %6.68’ini olugturmaktadir. Erkek kadin orant yaklastk 1:1.23 olup,
kanser mortalitesi agisindan akciger ve meme kanserinden sonra gelmektedir. Cinsiyet farki
gozetilmeksizin yapilan degerlendirmede gastrointestinal kanserler iginde mide kanseri
kolorektal kanserlerden daha ¢ok goriilmekte ve batidan doguya gidildikge mide kanseri oran
belirgin olarak kolorektal kanserlerin 6niine gegmektedir. Kansere bagh 6liim siralamasinda
erkeklerde akciger kanserinden kadinlarda da meme kanserinden sonra geimektedir (3-7).
Diinyada mide kanseri en ¢ok Cin, Japonya ve diger Uzak Dogu Ulkelerinde saptanirken,
Dogu Avrupa ve tropikal Giiney Amerika’da nispeten yiiksek orandadir. Kuzey Amerika’da
goriilme orani digiiktiir. Ulkeler arasindaki siklik farkhiliklan diyet faktorleri ve Helicobacter
pylori enfeksiyonunun goriilme oranina baglidir. Geligmekte olan (lkelerde H.pylori ile
enfekte poptilasyon orant %80-90 ve bu bakteriye bagl mide kanseri oran1 %47°dir(1,2,7).

Geligmis iilkelerde; distal mide ve korpus yerlesimli kanser insidansinda azalma
olurken, proksimal ve dzofagogastrik bileske kanser insidansinda artis vardir. Bu artis hizi,
akciger kanseri ve maliyn melanomdan sonra gelmektedir. Bu nedenle gelismis iilkelerde
goriilen mide kanserinin gogunlugunu 6zofagogastrik bileske kanserleri olugturmaktadir (1,2

30-34).




Etyoloji
Mide kanseri etyolojisinde ¢evresel, genetik ve predispozan faktorler rol
oynamaktadir. Diyet faktorii, mide kanseri gelismesinde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Karbonhidrattan zengin diyet, salamura yiyecekler, titsiilenmis balik ve kurutulmus gidalarin

mide kanseri geligmesiyle iligkili oldugu bulunmustur. Hayvan deneylerinde ve

epidemiyolojik ¢aligmalarda diyetle alinan nitratin mide karsinogenesisindeki roli
gosterilmigtir (35,36). Taze sebze ve meyvenin zengin oldugu beslenme sekli, mide kanserine
kars1 koruyucu etki yapmaktadir. Buzdolabinin kullanildig: toplumlarda zamanla mide kaaseri
insidansinin azaldig: gosterilmistir (37). Bu iligki, muhtemelen taze sebze ve meyvenin daha
sik kullaniimasi, saklanmis besin maddelerinin ve besin koruyucularinin daha az kullanilmas:
ve/veya prokarsinojenlerin aktiflenmesine neden olan bakteriler ve/veya mantarlar ile

kontaminasyonunun azaimasxyla iligkili olabilir (34,37).

Kronik atrofik antral gastritin nedeni olarak bilinen H.pylori, artik mide kanserinin de bir
nedeni olarak kabul edilmektedir. Bu gorii asagidaki verilerle desteklenmektedir:

e Normal mukozadan histolojik olarak elde edilen H.pylori, perekanserdz lezyonlarin veya
mide kanserinin kendisinin gelismesine neden olabilmektedir (intestinal metaplazili veya
metaplazisiz atrofik gastrit). Bu da, sebebe yonelik bir delil olusturmaktadir (38, 39).

e On ug farkli tilkeden elde edilen verilere dayanan EUROGAST galigmasinda, H.pylori ile
infekte olan toplumlarda mide kanseri insidansinin infekte olmayanlara gore 6 kat arttigi
bulunmugtur (40).

o Mide kanseri ve H.pylori infeksiyonu ile ilgili ¢aliymalarin meta-analizinde, H.pylori ile
infekte olan bireylerde infekte olmayanlara gore mide kanseri riskinin iki kat arttii
gosterilmigtir (41,42).

Sigara ile mide kanseri gelisimi arasinda muhtemel bir iligki vardir ancak doz-cevap

iliskisi gosterilememistir. Alkol kullanimi ile mide kanseri riski arasindaki iliski net degildir




(43-46). Obezite ile dzofagogastrik bileske ve kardiya kanser riskinde artig gosterilmistir.
Obezitenin yaygin oldugu bati toplumlarinda goriilen mide kanseri daha gok proksimal mide
ve dzofagogastrik bileske yerlesimlidir (46,47).

Genetik faktdrler mide kanseri gelismesinde olasi bir role sahiptir. Herediter non-
polipozis koli kanser sendromlart (Lynch sendromu II) ve daha az derecede olmak lizere
familyal polipozis koli sendromuna sahip bireylerde de mide kanseri gelisme riskinin arttig
gosterilmistir. Bu sendromlar diginda mide kanserinde aile igi yigilmalar tespit edilmistir.
Diger taraftan ailesinde mide kanseri hikayesi olan bireylerde de mide kamseri gelisme riski
2-3 kat artmigtir (48-51). A kan grubu ile mide kanseri arasindaki iligki genetik faktérlerin
roliinii destekleyen bir bagka bulgudur (34). Mide kanseri gelismesinde rol alan predispozan

durumlar ve risk faktorleri tablo 1’de 6zetlenmistir.

MOLEKULER GENETIK
Mide kanserinde, spesifik olmayan onkogen ve timor stpresdr gen degisiklikleri

tammlanmistir. Ozellikle timér siipresdr genlerde olmak iizere, mide kanserinde meydana
gelen genetik degisiklikler kolon kanserinde gozlenen genetik degisiklikler ile benzerlik
gostermektedir. MCC (mutated in colon cancer), APC (adenomatous polyposis coli) ve DCC
(deleted in colon cancer) alelik delesyonlar mide kanserinde sirasiyla %33, %34 ve %64
oraninda bildirilmistir. DCC’nin onkojenik rolii agik degildir. Ras protoonkogen mutasyonu
ilging olarak mide kanserinde az gorilmektedir (52-54).
Diffliz ve intestinal tip mide kanserinde farkli genetik degisiklikler de tanimlanmigtir :
e Epidermal biiyime faktorii reseptorinii kodlayan, erbB-2 (her-2/neu) ve erbB-3

protoonkogenlerinin ekspresyonu; intestinal tip mide kanserinde siklikla tespit edilirken,

diffiiz tip mide kanserinde tespit edilememektedir (54,55).



e Epidermal buyiime faktorli reseptoriinii kodlayan, erbB-2 (her-2/neu) ve erbB-3

protoonkogenlerinin ekspresyonu; intestinal tip mide kanserinde siklikla tespit edilirken,

diffiiz tip mide kanserinde tespit edilememektedir (54,55).

Tablo 1. Mide kanserinde risk faktorleri

Predispozan durumlar

Kronik atrofik gastrit ve intestinal metaplazi
Pernisiydz anemi

Midenin iilser hastahg:

Beniyn hastaliklar igin gegirilen mide rezeksiyonu
H.pylori infeksiyonu

Menetriyer hastalig1

Adenomatdz mide polipleri

Immiin yetmezlik sendromlar:

Baret 6zofagusu (proksimal tip mide kanseri )

Genetik ve ¢evresel faktorler

Ailede mide kanseri dykiisii

A kan grubu

Herediter non-polipozis koli sendromlari

Diisiik sosyoekonomik diizey (Distal mide kanseri igin )
Yiiksek sosyoekonomik diizey ( Proksimal mide kanseri igin )
Yetersiz meyve ve sebze tiiketmek

Tuzlanmus, titsiilenmis ve saklanmig gidalar

Sigara

Alkol

Obezite

Fibroblast biiyiime faktor reseptérii ailesinde olan anomaliler, ézellikle K-sam, daha ¢ok
diffiiz tip mide kanserinde meydana gelmektedir (34,56).

Mide kanserlerinin %20-65’inde immiinhistokimyasal olarak p33 pozitifligi tespit
edilmektedir. Bu pozitifligin mide kanser tanisi, tedavisi, prognozu belirleme ve takibinde

yeri halen tartigmalidir (15,17,20,34,56).




MIDE KANSERINDE PROGNOSTIK FAKTORLER
Mide kanserinde prognostik 6énemi gosterilen faktérler sunlardir:

1. Cerrahi tedavi: Mide kanserinde tedavi 6nemli bir prognostik faktérdiir. Kiratif radikal
cerrahi rezeksiyon yapilan hastalarda prognoz, rezeksiyon yapilamayan veya rezeksiyonun
palyatif oldugu hastalara gore daha iyidir. Cerrahi rezeksiyon uygulanamayan hastalarda
beklenen ortalama yasam siiresi 3-11ay arasinda degismektedir.

2. Tiimdriin evresi: Mide kanserinde prognozu etkileyen onemli bir faktor de timoriin
evresidir. Tamoriin mide duvarindaki invazyon derinligi arttikga sagkalim kisalmaktadir.
Olasilikla en gugli prognostik faktor ise bolgesel lenf nodu metastazinin varli@a ve
yayginligidir. Metastatik bolgesel lenf nodu sayisi arttikga sagkalimin kisaldigt

gorulmektedir. Uzak organ metastazimin olmasi da prognozu kétii yonde etkilemektedir.

(98]

Tiimoriin histopatolojik greydi: Kotu diferansiye veya anaplastik timoérlerde prognoz
daha kotuddir.

4. Primer tiimor lokalizasyonu: Proksimal yerlesimli tiimorlerde prognoz kotudir.
Bunlarin diginda hastanin performans statusu, yasi (geng yaslarda prognoz kotd), operasyon
oncesi hastanin kilo kaybinin olmast ve uygulanan kemoterapiye alinan yanit prognozia

iligkili bulunmustur (1,2,34).

FLOW SITOMETRI VE SOLID TUMORLERDE DNA ANALIZI

Insan somatik hiicreleri 46 kromozom igerir ve diploid olarak tanimlanir. Kromozom
sayist 46’dan farklt olan hicreler anéploid olarak adlandirilir; 46’dan fazla olanlar
hiperdiploid; 46’dan az olanlar hipodiploid olarak tanimlanir. Kromozom igerigindeki
degisiklikleri belirlemenin bir yolu kromozom analizi yapmaktir. Solid timér dokularinda,

l6semilerde oldugu gibi kolaylikla kromozom analizi yapilamaz. Kromozom yapisindaki




degisiklikleri belirlemede kullanilan bir diger yéntem ise DNA igeriginin olgtilmesidir. Bu

amagla statik sitometri ve flow (akim) sitometri (FSM) yontemleri kullanilmaktadir (57).

FSM, siispansiyon halindeki hucrelerin bir sivi akim araciligiyla floresan bir 151k
kaynag: oniinden gegisi esnasinda hiicrelerin tek tek belirli 6zelliklerinin dlgiilmesi esasina
dayanir. Bu yontemle saniye iginde binlerce hiicrenin birden fazla 6zelligini incelemek ve alt
gruplarin fiziksel olarak ayrimini yapmak (sorting) mimkundir. FSM hiicrenin birgok
parametresini 6lgmede kullanilabilir. Pratikte en gok, hiicre ylizeyi, hiicre i¢i antijenleri ve
niikleik asit igeriginin o6lgiilmesinde kullanilmaktadir.

FSM’de olgiimiin gergeklesebilmesi i¢in hiicrelerin tek hiicre stispansiyonu halinde
bulunmas: gereklidir. Periferik kan ve kemik iligi 6l¢iim icin ideal iken, solid dokulardan
hiicre stispansiyonlar1 hazirlamak igin gesitli enzimler yada ¢oziciler kullaniimaktadir. FSM
dlgiimleri igin 6nce taze doku &rnekleri kullanilmigtir. Hedley ve ekibi 1983 yilinda parafin
bloklardaki materyalde de galisabilecek bir yontem tanimlamiglardir (58). Bu yontemde
parafin bloklardan elde edilen kesitler Oncelikle deparafinize edilir, arkasindan alkolden
gecirilerek rehidratasyon saglanir ve sonrasinda enzimatik olarak doku aynistirilarak gekirdek
siispansiyonu elde edilir. Elde edilen siispansiyon istenen parametreye 6zgl bir yada daha
fazla flokrom igaretleyici ile boyanir. Boyamada kullanilan iki teknik vardir:

1. “Feulgen-Schiff teknigi”: Asit hidrolizle pirinler DNA’dan uzaklastirilir ve agiga gikan
deoksiriboz gekerlerinin aldehit gruplar aldehit spesifik “Schiff” reajanlan ile reaksivona
girerler. Bu reajanlar “pararosanilin” gibi renkli veya “acriflavin” gibi floresan boya
alabilir,

2. DNA’ya dogrudan baglanan floresan boyalarin kullanilmast; Bu boyalardan ‘ethidium
bromide’ ve ‘propidium iodide’ ¢ift sarmal niikleik aside baglanir. Bu nedenle ortamdaki

RNA’min uzaklagtirilmas: gerekir. Diger DNA boyalart DAPI (4’6-diaminodio-2-phenyl




indol-dichloride) ve mitramycin RNA ile etkilesmeyip DNA’'nin spesifik bolimleri ile
reaksiyon verir. Boyanma yogunlugu hiicrenin DNA miktan ile orantilidir (56).

Siispansiyonda boyanan hiicrelerin laminar sivi akiminin ortasindan tek tek gegerken
yaydiklar1 floresan, argon laser veya ksenon-civa ark lambasi gibi uyani kaynagi ile
giiclendirilir. Hiicreden yayilan floresan bir optik sistem araciligi ile fotodetektore (light
scatter detector) iletilir. Boylece floresan siddeti ile orantili bir elektiriksel sinyal olusur.
Fotodetektorlerde elektriksel sinyallere donugtirilen uyarilar gogaltilir, dijital degerlere
cevrilir ve bir bilgisayar aracilifiyla analiz edilerek ekranda histogram geklinde gosterilir.

Flow sitometrik dlglimlerde elde edilen veriler degisik formlarda incelenebilir. En sik
kullanilan ve en basit yontem “tek deSiskenli veri analizi” (univariate data analysis)’dir.
Veriler iki boyutlu bir histogramla gosterilir. Vertikal eksen siklig1, yatay eksen ise degiskenin
miktarini belirtir. Yatay eksendeki birimler kanal numaralar: ile isaretlenmistir. Histogram,
farkli sinyal siddetlerini temsil eden kanallara dagilan hiicre sayisini gosterir. Pek ¢ok
durumda histogramlarin gozle degerlendirilmesi veya diger histogramlarla karstlastiriimas:
yorum yapmak igin yeterlidir (59).

Diploid olarak degerlendirilen histogramlarda tek bir GO/G1 piki vardir. Bu
histogramda goriilen ikinci pik, G2/M fazindaki hiicrelere aittir ve bu hiicrelerin DNA igerigi
GO/G1 fazindaki hiicrelerin DNA igeriginin iki katidir. Bu iki hiicre grubu arasinda yer alan
hiicreler S fazindaki hicreleri olusturur. Andploid olarak degerlendirilen histogramlarda
birbirinden tam olarak ayirt edilebilen iki GO/G1 piki vardir. Muitiploid histogramlarda ise
GO/G1 piklerinin sayist ikiden fazladir (60)

Histogram dagilimlari, “degiskenlik katsayisi [coefficient of variation (CV)]” ile
tammlanir. FSM cihazi kullamim i¢in ilk agildiginda test partikiilleri kullamlarak CV
minimuma ayarlanir. Boylelikle boyanma ve cihaz ayarinin standardizasyonu yapilarak

olgtimlerin karsilagtirilmas: kolaylastirlir. CV, saglikli cihaz ayan ve 6lgiim gostergesidir.




Yiiksek CV degerleri, 6rnekleme ya da cihaz hatasini veya dokunun biyolojik heterojenitesini
yansitiyor olabilir. Standart bir CV degeri olmayip birgok ¢alismada %10 simir deger kabul
edilirken %5’e kadar diisen ve %15’e kadar yiikselen CV’si olan 6lgtimleri degerlendirilebilir
bulan ¢aligmalar vardir (61).

Iki parametreli FSM olgiimlerde iki degiskenli veri analizi (bivariate data analysis)
yontemleri kullanilir. Cok degiskenli analizlerde (multivariate data analysis), hiicrenin ikiden
fazla o6zelligini ayni anda degerlendirmek olasidir. Ancak bu tip degerlendirmelerde baz
teknik sinirlamalar s6z konusudur, Bugiin igin en uygun yontem, belli bir 6zellige sahip hiicre
grubunun heterojen grup iginden ayirt edilerek sadece alt gruptaki hiicrelerin 6zelliklerinin
olgiilmesidir.

DNA analizi, kromozom analizi ile iyi bir korelasyon gostermekle birlikte hiicresel
DNA igerigi, kromozom sayisindaki kiigiik degisiklikleri ayirt etmede yetersizdir (60). Bu
nedenle de DNA analizinde ki diploid hiicreler, esasinda 46+2 kromozom igeren hiicreleri
kapsamaktadir.

Neoplastik hastaliklarda DNA analizinden tanida ve prognoz belirlemede
yararlanilabilinir. Anoploidi siklikla maliyn hiicrelerde goriilmekle birlikte bazi beniyn
durumlarda da tanimlanmistir. Bu nedenle malinite tamsinda histopatoloji esastir. Ozellikle
¢ocukluk ¢ag1 16semilerinde ploidi bagimsiz bir prognostik faktordir. Hipodiploid ve haploid
olan losemilerde prognoz kotudir (62). Pek g¢ok tiimoérde DNA’nmin prognostik Onemi
galistlmistir. Mesane, prostat, over ve endometriyum kanserlerinde anodploidi kotit prognoz
isaretidir. Melanom, meme kanseri, kolorektal kanser, sarkomlar, renal hiicreli kanser, germ
hiicreli timor, beyin tiimorleri ve akciger kanserinde ise olasi bir kétil prognostik faktérdiir
(63,64). Hodgkin dis1 lenfomalarda andplodinin yitksek greyd ile iliskili olduguna isaret eden
caliymalar ve aksini iddia eden karsit ¢aligmalar da vardir (65). Samur ve arkadaglarinin

yaptig1 bir ¢aligmada, yumugsak doku sarkomlarinda ploidinin histolojik greyd ile iliskili
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oldugu gosterilmis ve sadece cerrahi olarak tedavi edilen hastalarda DNA ploidinin sagkalim

ve metastazsiz sagkalim belirlemede 6nemli bir prognostik faktor oldugu saptanmistir (66).

SOLID TUMORLER VE P53

Tumor stpresoér genlerin, delesyon veya mutasyonlarla inaktivasyonu solid doku
timorlerinde sik kargilagtlan genetik degisikliklerdir. Insan kanserlerinde p53 mutasyonu en
sik karsilagilan genetik anomalidir. PS3 proteini, DNA baglayict veya transkripsiyonel faktér
olarak etki gosterip hiicrelerin s-fazina girmesini kontrol eden genleri etkileyebilmektedir.
P53, aym1 zamanda programh hiicre 6limii olan apopitozis ve terminal diferansiyasyonda da
onemli bir rol oynamaktadir. APC ve p53 anomalileri mide kanserlerinin %40-60’1nda
gozlenmektedir. P53 gen mutasyonlar1 mide kanserinin tim histolojik gruplarinda degisen
oranlarda gorilebilmektedir. P53 mutasyon siklifi, metaplaziden adenoma gidildikge veya
displazi derecesi arttik¢a veya displaziden karsinoma gidildik¢e artmaktadir. Transformasyon
siirecinde p53 mutasyonunun zaman ve roli halen tartiymalidir. Yine mide kanseri ve diger
solid timérlerde p53 mutasyonunun klinik dnemi tartismals olarak kalmaktadir (1, 2, 15-24,

52, 67-74).
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HASTALAR VE YONTEMLER

Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Onkoloji Bilim Dali’na 1989-1999 villan
arasinda opere mide kanseri tamisiyla bagvuran, adjuvan kemoterapi alan ve takibi olan
hastalar tespit edildi. Hastalara ait demografik veriler ve klinikopatolojik 6zellikler hasta kayit
dosyalar:1 incelenerek belirlendi. Sagkalim igin hastalar telefon ile arandi veya adrese
ulagilarak bilgi edinildi. Operasyon materyaline ait hematoksilen-eozin boyali preparatlar ve
parafin bloklar: tespit edildi. Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Patoloji Ana Billim Dali
disinda patolojik incelemesi yapilan hastalarin preparatlari ve parafin bloklan ilgili
merkezlerle irtibata gegilerek temin edildi. Takibi olan, patoloji preparat ve parafin bloklari
bulunabilen 41 hasta tespit edildi. Hematoksilen-eozin boyali preparatlar tek bir patolog
tarafindan incelenerek, p53, FSM ¢aligmasi igin uygun tiimorli bloklar ayrildi. Bu hastalardan
otuz besi degerlendirme igin uygun bulundu.
Flow sitometrik inceleme

Flow sitometrik DNA analizi, Hedley ve ekibinin tarifledigi yéntem modifiye edilerek
yapildt (58). Olgulara ait hematoksilen-eozin boyali preparatlar, hastalarin klinigi hakkinda
bilgisi olmayan tek bir patolog tarafindan incelenerek tlimor igeren parafin bloklar segildi. En
az %20 timor hicresi igeren parafin bloklardan SOum’lik 5-6 adet kesit alindi ve 15
mililitrelik tiiplerde agagida tariflendigi sekilde hiicre (gekirdek) siispansiyonlari hazirland:.
Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi
1. Her bir tipe 10 mL xylene eklenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletilip xylene aspire

edildi. Bu islem iki defa tekrarland:.
2. Tuplerin her birine %100 konsantre etanolden 10 mL ilave edilerek oda sicakliginda 10
dakika tutuldu. Etanol aspire edilerek %100, %95, %70 ve %50’lik etanol soliisyonlari ile

ayni iglem tekrarland1.
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3.

Etanol aspire edildikten sonra tiiplere distile su konularak oda sicakhiginda bir gece

enkiibe edildi.

Hiicre siispansiyonu hazirlama

1. Tupler santriftij edilerek doku pargalari ¢oktirtildiikten sonra distile su aspire edildi.

2. Tuplere 10 mL “phosphate-buffered saline” (PBS) eklenerek 1200 rpm’de 10 dakika
santriflj edildikten sonra ayni islem tekrarlandi.

3. Doku makas: kullanilarak doku pargaciklari mekanik olarak pargalara boliindi.

4. Tiplere 1 mg/mL konsantrasyonda proteaz (Sigma Tip XXIV) soliisyonundan 1 mL
eklendi. Elde edilen karigim 37°C’de 30-60 dakika enkiibe edildi. Enkiibasyon sirasinda
tipler her 5 dakikada bir elde galkalanarak hiicrelerin dokudan ayrilmasi sagland.

5. Her bir tipe 2 mL soguk PBS eklendi ve 37 um filireden suizilerek tek hiicre
stispansiyonu hazirlandi.

6. Tupler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek istte kalan sivi aspire edildi.

7. Tiplere tekrar 2 mL PBS eklenerek birinci asamadaki santrifiij ve aspirasyon iglemi
yenilendi.

8. Taplere 1 mL “tripsin buffer” eklenerek “Thoma” laminda hiicre (¢ekirdek) sayimi
yapilarak 5x10°-1x10° hiicre olacak sekilde hiicre sayist ayarlandi.

DNA Boyamas

1. Tupler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek istte kalan sivi kismi aspire dildi.

2. DNA boyama isleminde “CycleTEST PLUS, Becton Dickinson” ticari kiti kullamldi.

L2

Tuplerin dibindeki hiicrelerin tizerine 250 pl “trypsin buffer” (A ¢ozeltisi) eklenerek 10
dakika enkiibe edildi.
A godzeltisini atmadan Uzerine 200 pl tripsin inhibitér+riboniikleaz (B ¢ozeltisi) eklenerek

10 dakika enkiibe edildi.
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4. B ¢ozeltisini atmadan tizerine 200 pl propidyum iyodir + spermin tetrahidroklorir (C
¢ozeltisi) eklendi ve buz dolabinda 10 dakika bekletildi.

5. Enkiibasyondan sonra karisim 37 pm filtreden stiziildi ve ardindan flow sitometrik analiz
yapildi.

Flow sitometrik analiz

Hiicre DNA igerigi ile orantili kirmizi niikleer floresans “Becton Dickinson FACSort” marka

flow sitometri cihaz ile 8lgiildii. Ornek analizinden dnce floresans referans boncuklar (2 um)

ile cihaz kalibre edildi. Propidyum iyodiir floresans 488 nm’de argon laser ile uyarildi. Herbir

ornekten en az 10-15 bin ¢ekirdek sayildi.

DNA histogramlarinin yorumlanmasi

Histogramlarin yorumlanmasinda CV degeri dikkate alind1. CV’si 5’den kiigiik olan ve
tek bir GO,1 piki igeren histogramlar diploid olarak yorumlandi. CV’si 10’dan buyiik
histogramlar degerlendirme dig1 birakildi.

Anoploid histogramlarda ikinci pikin toplam sayimin en az %10’unu igermesine
diploid pikten net olarak ayird edilmesine ve andploid GO,1 pikine karsilik gelen G2-M piki
bulunmasina dikkat edildi.

Ploidi degerlendirilmesinde DNA indeksi (DI) kullanildi. DNA indeksi asagidaki
formalle hesaplandt:

Andgploid GO,1 pikinin kanal numarasi

DI=

Diploid GO,1 pikinin kanal numarasi

DI=1.00+%10 oldugunda histogram diploid olarak degerlendirildi. Anéploid histogramlarda

birinci pik diploid pik olarak kabul edildi. Histogramda birden fazla anéploid pik bulunmas:
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durumunda multiploidi seklinde yorumlandi. Anoploid piklerin diger alt gruplari asagidaki
degerlerine gére tanimlandi.

DI=1.1-2.0 ise hiperdiploid,

DI=2.0 ise tetraploid,

DI>2.0 ise hipertetraploid.

Tetraploid histogramlarda DI’nin 2.0 olmasinin yansira anoéploid pikteki hiicre oraninin

toplamin en az %20’si olmasina da dikkat edildi (59).

Hiicre siklus istatistikleri
Histogramlarin hiicre siklusuna iligkin istatistikleri “MODFIT” yazilim programi
kullamlarak hesaplandi. CV’si 8’in lzerinde olan piklerde giivenilir olmayacag: igin s-faz

fraksiyonlar1 hesaplanmadi (60).

IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME

Hematoksilen-eozin boyali preparatlar tek bir patolog tarafindan degerlendirilip tiimér
dokusu igeren parafin bloklar immiinhistokimyasal inceleme i¢in se¢ildi. Bloklardan 5 um’lik
kesitler alinarak, her blok i¢in 2 lam ve her lamda da 2 kesit olacak sekilde preparatlar
hazirlandi. Kontrol p53 preparati olarak, p53 pozitif bir meme kanseri kesiti hazirland:.
Preparatlarda deparafinizasyon-rehidratasyon ve dokunun antijenik 6zelliini ortaya ¢ikarma
isleminden sonra, “Streptavidin Biotin Peroksidaz” yontemi kullanilarak immiinhistokimyasal
boyama islemi yapilds.
Preparatlarin deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi:
1. Kesitler aksam 37 °C’lik ettive konuldu.

2. Kaesitler sabah 70 °C’lik etiivde 45 dakika bekletildi.

. Kaesitler 5 dakika siire ile birinci ksilende bekletildi.

|98
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4. Kesitler 5 dakika stre ile ikinci ksilende bekletildi.

5. Kesitler 5 dakika stire ile havada kurutuldu.

6. Kesitler 5 dakika stire ile birinci alkolde (absolii etanol) bekletildi.

7. Kesitler 5 dakika stire ile ikinci alkolde bekletildi.

8. Kesitler 5 dakika ile distile suda bekletildi.

Dokunun antijenik 6zelliginin ortaya gikariimasi
Bu islem igin isinin indikledigi antijen agifa ¢ikarma islemi kullanildi. Islemde su

basamaklar takip edildi:

1. Preparatlar 500 mL 0.01 M “sitrat buffer” igine daldirildi ve mikrodalga firin iginde, 700
watta 5 dakika siireyle kaynatildi.

2. Kaynatma islemi 1’er dakika aralarla 4 defa tekrarlandi (toplam 20 dakika).

3. Preparatlar mikrodalga firindan gikarilip oda sicakliginda 10-20 dakika siireyle sogumaya
brrakildi.

4, Sogutma igleminden sonra lam tzerinde ki kesitlerin oldugu alanlar isaretlendi.

5. Preparatlar distile suda 5 dakika tutularak yikanmasi saglandi.

Immiinhistokimyasal boyama (Streptavidin Biotin Peroksidaz yontemi)
Immiinhistokimyasal boyama igin, kullanima hazir “Mouse anti-p53 (PAB 1801), ready-

to-use” monoklonal antikoru kullamildi (Zymed Laboratories, San Francisco, USA). Bu

antikor hem wild hem de mutant tip p53’iin 32-79 amino asit epitoplari arasinda yer alan 1stya

dayamikli epitopu tammaktadir. Imminhistokimya yontemi olarak “Streptavidin Biotin

Peroksidaz” yontemi kullanildi. Immiinhistokimyasal boyama isleminde asagidaki basamaklar

uygulandi:

1. Kesitler “ 10 mM phosphate-buffer solution, pH:7.5 ” (PBS) soliisyonunda 5 dakika siire
ile bekletildi.

2. Kaesitler Gizerine %30’ luk H,O, damlatilarak 5 dakika enkiibe edildi.
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. “Tripsinizasyon” iglemi 7 dakika uygulandi.

. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika PBS soliisyonunda bekletildi ve kesitlerin

cevresi yeniden kurulandi.

15 dakika stire ile protein blok uygulandi (Zymed 2.generation Lab-sa detection system,

Reagent A, ready-to-use).

. Kullanima hazir primer antikor (Zymed-Mouse, Anti-p53 PAB 1801, ready-to-use)

uygulanip 30 dakika inkiibasyon saglandi.

. Preparatlar yeniden PBS ile yikamp ve 10 dakika PBS soliisyonunda bekletildi.

. Kullanima hazir “sekonder antikor” (Zymed 2.generation Lab-sa detection system,

biotinylated second antibody, ready-to-use, Reagent B) uygulanip oda 1sisinda 15 dakika

enkiibe edildi.

. PBS ile yikanan kesitler PBS soliisyonunda 5 dakika tutuldu.

. Kesitler 15 dakika stire ile, kullanima hazir “enzim baglayici solisyon”da (Zymed
2.generation Lab-sa detection system, streptévidin-peroxidase-enzyme conjugate-, ready-
to-use, Reagent C) inkiibe edildi.

. PBS ile yikanan kesitler PBS solisyonunda 5 dakika bekletildi.

. Antikor almig dokulari renlendirmek igin, substrat olarak hazirlanan ACE kromojen
soliisyonu [5 mL distile su + 1 damla H,0, + 1 damla ACE konsantre (3-amino 9-eti
karbazol) + 1 damla Sodyum Asetat Buffer] ile 20 da dakika enkibe edildi.

. PBS ile yikanan kesitler PBS soliisyonunda 5 dakika tutuldu.

14. Kesitler Mayer’s hematoksilende 2 dakika tutuldu.

15. Musluk suyu altinda 2-3 dakika yikanip “Mounting Medium” ile kapatildi.

P53 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

Immiinreaktivitenin  degerlendirilmesinde &ncelikle kontrol preparatlart incelendi.

Yontemin galisti§indan emin olunduktan sonra ¢aligma preperatlarinin incelemesi yapildt.

m,m.rm KURVLE
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1. Her bir preparat detayli olarak incelenerek spesifik p53 niikleer boyanmas: arastirildi.
Sitoplazmik boyanmalar degerlendirmeye alinmadi.

2. P53 immiinreaktivitesi, immiinreaktivite giddeti (pozitif boyanma gosteren hiicrelerin
boyanma siddeti, zayif: 1+, orta: 2+, siddetli: 3+) ve biiyiikk biyiitmede (x40) timdr
alanlarinda pozitif boyanan tiimor hiicre %’si belirlenerek pozitif veya negatif olarak
degerlendirildi. En az 2 pozitif immiinreaktivite siddeti ve %5 yayginlk, pozitif olararak

degerlendirildi.

ISTATISTIX ANALIZ

Istatistik analiz, SPSS for Windows 8.0 paket istatistik programi kullanilarak yapildu.
Non-parametrik testlerin degerlendirilmesi igin X?, sagkalim analizleri igin Kaplan-Meier testi
kullanildi. Tek degigkenli analizlerde log-rank testi, gok degiskenli analiz i¢in cox-regresyon

testi kullamldi. P < 0.05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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SONUCLAR

Calisma sonunda 35 hasta degerlendirilebilir bulundu. Bir hastada s-faz fraksiyonu
degerlendirilemedi. Hastalarda elde edilen DNA histogram (diploid, andploid, multiploid)
drnekleri Sekil 1-3’de gosterilmigtir. P53 immunhistokimyasal incelemelerine ait pozitif veya
negatif boyanma ornekleri Sekil 11-14’de verilmistir. Hastalarin klinik ve patolojik dzellikleri
Tablo 2’de dzetlenmistir. Hastalarin hepsinde performans status (ECOG) 0-1dir.

Erkek/kadin oraninin 21/14 (% 60/40) ve medyan yasin 54 (31-71) oldugu saptandi.
Medyan takip siresi 21 ay (3-107), medyan sagkalim 27 ay (%95 GA:18.14 -35.86) ve
medyan hastaliksiz sagkalim 20 ay (%95 GA:9.21-30.79) bulundu. ki yilda total sagkalim
oraninin %57.39, hastaliksiz sagkalim oraninin da %47.68 oldugu belirlendi (Sekil 4,5). DNA
hastalarin %68.4’tinde diploid, %31.6’sinda andploid (anéploid ve multiploid) bulundu. S-faz
fraksiyonu 8 hastada (%22.9) %10 ve daha fazla iken 26 hastada (%77.1) %10’un altindayd:.
P53 15 hastada (%42.9) pozitif, 20 hastada (%57.1) negatif olarak saptandi (Tablo 2).

Yas, cinsiyet, evre, performans status, diferansiyasyon derecesi, hastahk bélgesi,
bolgesel lenf nodlarinda metaztaz varhig, metastatik lenf nodu sayisi, hastalik niiks bolgest ile
DNA ploidi, s-faz fraksiyonu ve p53 arasindaki iligki incelendiginde, sadece s-faz fraksiyonu
ile cinsiyet arasinda anlamli bir iligki saptandi. Kadinlarin 7’sinde s-faz fraksiyonu %10’dan
fazla bulunurken erkeklerin ancak birinde s-faz fraksiyonunun %10’dan fazla oldugu saptand:
(p=0.004) (Tablo 5). Diger parametreler arasinda bir iligki gosterilemedi (p>0.05) (Tablo 5).

Sagkalim (SK) ve hastaliksiz sagkalim (HSK) agisindan tek degiskenli analiz
yapildiginda, metastatik lenf nod sayisi, hastanin aldig1 kemoterapi kiir sayisi ile hastaliksiz
sagkalim ve sagkalim arasinda anlamli bir iliski oldugu gérildii. Yani metastatik lenf nodu
sayist arttikga ve hastalarin aldigt kemoterapi kiir sayisi 4’den az olunca sagkalim ve
hastaliksiz sagkalimin anlamli olarak kisaldig: saptandi. Metastatik lenf nodu sayist 10 ve

daha fazla olan hastalarda hastaliksiz sagkalim 9 ay (%95 GA: 2.53 - 15.47) iken metastatik
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lenf nodu sayis1 1-9 arasinda olan hastalarda 42 ay idi (p=0.0019) (Tablo 3) (Sekil 6).
Metastatik lenf nodu sayisinin ayni sekilde sagkalimida 6nemli olarak etkiledigi belirlendi.
Lenf nodu sayist 10 ve daha fazla olan hastalarda sagkalim 12 ay (%95 GA: 7.83 - 16.17)
iken lenf nod sayisi1 1-9 arasinda olan hasta grubunda 45 ay oldugu gérildi (p=0.0016) (Tablo
3) (Sekil 7).

Uygulanan kemoterapi kiir sayisinin da sagkalim ve hastaliksiz sagkalimi etkileyen bir
faktor oldugu bulundu. Dort kiur ve daha fazla kemoterapi alan hastalarda hastaliksiz sagkalim
33 ay (%95 GA: 5.59 — 60.41) iken 4 kirden daha az kemoterapi alanlarda 7 ay (%95 GA:
3.90 - 10.10) oldugu saptand: (p= 0.011) (Tablo 3) (Sekil 8). Aym: sekilde dort kiirden fazla
kemoterapi alan hastalarda sagkalim 29 ay (%95 GA: 16.62 — 41.38 ) bulunurken dért kiirden
az tedavi alanlarda ise 10 ay (%95 GA: 8.48 - 11.52) oldugu gorildi (p=0.0043)(Tablo 3)
(Sekil 9).

Diger taraftan orta-iyi diferansiye, diploid, dusiik s-faz fraksiyonu olan, 55 yasinin
altinda olan, kardiya yerlegimli timorii olan ve hastalik evresi I olan hastalarda hastaliksiz
sagkalim ve sagkalimin daha iyi olmasina ragmen istatistik agidan anlamli fark saptanmad:
(p> 0.05) (Tablo 3).

P53 pozitifliginin sagkalimi anlamli olarak kotli yonde etkiledigi ve hastaliksiz
sagkalimu istatistiki agidan anlamli olmasa da kisalttig1 belirlendi (Tablo 3). P53 negatif
hastalarda sagkalim 36 ay (%95 GA: 17.8 — 54.8) bulunurken pozitif hastalarda 12 ay (%95
GA: 3.20 — 20.80) bulunmugtur (p=0.0511) (Tablo 3) (Sekil 10). P53 pozitifligi ile diger
parametreler arasinda iligki saptanmadi (p > 0.05) (Tablo 5).

Cok degiskenli analiz yapildiginda sagkalim i¢in hastanin aldig1 kemoterapi kiir says,
metastatik lenf nodu sayisi, evre ve p53 immiinreaktivitesinin bagimsiz prognostik faktorler
oldugu bulundu. Diger taraftan, hastaliksiz sagkalim i¢in kemoterapi kiir sayis: ve metastatik

lenf nodu sayisinin bagimsiz prognostik faktorler oldugu belirlendi (p < 0.05) (Tablo 4).
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Tablo 2. Hastalarin klinik ve patolojik zellikleri.

Parametreler Say1 (%)
Yas (nedyan)(dagilim) 54 (31-71)
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 14/21 (40/60)
Evre

Evre I 11(31.4)

Evre III 24 (68.6)
Timér lokalizasyonu

Antrum 16 (45.7)

Kardiya 5(14.3)

Korpus 14 (40)
Kiir sayisi (medyan)(dagilim) 52-7

>4 24 (68.6)

2-3 11(31.4)
Bolgesel lenf nodu

Metastatik 23 (65.7)

Non-metastatik 12 (34.3)
Metastatik lenf nod sayist

I-6 (NI) 12 (52.2)

7-15 (N2) 4(17.4)

>15 (N3) 7 (30.4)
Seroza tutulumu

Pozitif 31(88.6)

Negatif ‘ 4(11.4)
Histopatoloji

Adenokarsinom 21 (61)

Miisinéz adenokarsinom 8(22.8)

Papiller adenokarsinom 3 (8.6)

Tasl yiiziik hiicreli karsinom 3 (8.6)
Diferansiyasyon

Az diferansiye 16 (45.6)

Orta-iyi diferansiye 19 (54.4)
Niiks durumu 21(%60)

Lokal veya periton niiksii 15 (76.1)

Uzak metastaz 6(23.9)
DNA analizi

Diploid 24 (68.6)

Anoéploid (Anoploid+Multiploid) 11 (31.4)
P53

Pozitif 15 (42.9)

Negatif 20 (37.1)
S-faz fraksiyonu

> %10 8(22.9)

<% 10 26 (77.1)
CV(medyan)(dagilim) 5.40 (3-8.3)
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Tablo 3. Hastalarin klinik ve laboratuvar 6zelliklerine gore takip sonuglari.

Parametre HSK- medyan, ay p SK- medyan, ay p
(%95 GA) (%95 GA)
Yas
>33 18 (8.97-27.03) 0.315 27 (15.56-38.449 0.350
<55 42 (1.37-76.63) 45 (8.94-81.06)
Cinsiyet
Kadin 20 (0.0-38.17) 0.673 28 (8.43-47.57) 0.667
Erkek 19 (6.25-33.75) 24 (0.0-50.40)
Evre
I 33 0.176 36 0.169
I 15 (3.63-26.37) 21 (2.81-39.19)
PS
0 20 (9.54-30.46) 0.642 27 (18.25-33.75) 0.678
] 19 (0.00-43.15) 28 (11.74-44.26)
Kemoterapi kiir sayist
>4 33 (5.59-60.41) 0.011 29 (16.62-41.38) 0.004
2-3 7(3.90-10.10) 10 (8.48-11.52)
Primer tiimor lokalizasyonu
Antrum 19 (0.00-45.12) 21 (0.00-45.99)
Korpus 18 (11.90-24.10) 0.112 24 (18.07-29.93) 0.261
Kardiya . 40 (34.47-46.20) 41 (37.07-45.60)
Bolgesel lenf nodu
Metastatik 19 (4.91-33.09) 0.364 27 (8.49-45.51) 0.321
Non-metastatik 33 (13.94-52.06) 36 (16.30-53.7)
Metastatik lenf nodu say1si
1-6 (N1) 42 (0.42-83.58) 45 (20.88-69.12)
7-15 (N2) 9 (0.00-23.7) 0.033 11 (0.00-23.74) 0.040
>15 (N3) 8 (0.00-18.26) 12 (6.14-17.86)
Metastatik lenf nodu sayisi
> 10 9 (2.53-15.47) 0.001 12 (7.83-16.17) 0.001
1-9 42 45
Seroza tutulumu
Pozitif 33 (5.84-60.16) 0.134 29 (13.37-44.63) 0.127
Negatif 7 (0.0-17.45) 10 (0.0-22.41)
Diferansiyasyon
Az diferansiye 15 (2.34-20.66) 0.076 24 (3.04-44.96) 0.096
Orta-iyi diferansiye 65.3+ 66.2+
DNA
Diploid 27(12.39-41.61) 0.788 29(18.46-39.54) 0.831
Angploid 18(7.10-28.90) 24(16.38-31.62)
(Anaploid+Multiploid)
P33
Pozitif 9 (6.56-11.44) 0.082 12 (3.20-20.80) 0.051
Negatif 33 (7.22-38.78) 36 (17.80-54.20)
S-faz fraksiyonu
> %10 19 (0.0-43.70) 0.700 27 (20.65-33.35) 0.596
<% 10 20 (17.88-22.12) 28 (11.31-44.69)

HSK: Hastaliksiz sagkalim, SK: Sagkalim, GA:Giiven arahig.
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Tablo 4. Cox-regresyon analizine gore bagimsiz prognostik faktorler

Parametre p
Genel sagkalim
Kemoterapi kiir sayisi 0.0036
Metastatik lenf nodu sayist 0.0016
P33 0.0071
Evre 0.0427
Hastalhiksiz sagkalim
Kemoterapi kiir sayisi 0.0196
Metastatik lenf nodu sayist 0.0068
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File: 128087.008

Semple: SAMPLE ID

Sample tag: SAMPLE TAG
Analysis type: Automatic analysis
Prep: Paraffin

DIPLOID: 100.00 %
Dip GO-G1: 93.21 % at 60.36
Dip G2-M: 0.46 % at 120.72
Dip $: 6.33 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 4.96
Total S-Phase: 6.33 %
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Modeled Events: 12868.19 RCS: 5.223
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Sekil 1. FSM ile elde edilen diploid DNA histogram omegi.

Date acguired: 28-Nov-0

File: 18615795 1A.012
Sample; SAMPLE ID

Sample tag: SAMPLE TAG
Analysis type: Manual anaiysis
Pren: Paraffin

DHPLOD: 80.97 %
Dip GO-G1: 98.4% % at 58.80
Dig G2-M: 0.51 % at 118.79
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 4.18

ANEUPLOID 1: 1003 %
An1 GO-(31: 58.46 % at 89.80
Ant G2-M: 1,73 % at 179.59
Ant 8:38.74 9% G2/G1:2.00
Ant %CY: 3.90 DL 1.50

Total S-Fhase: 3.99 %

Extra Pop: %

Debris: 24.04 %

Aggregates: 0.85 %

Modeled Events: 12011.32 RCS: 2.480

Diploid B.AD: 1341 %
Aneuploid B.AD: 13.37 %

Total B.AD.: 13.09%
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LILIL

Sekil 2. FSM ile elde edilen anoploid DNA histogram drnegi.
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% sagkalim orani

117

1.04

91

89
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64

59

Sekil 4. Tiim hastalarda sagkalim

Date acquirea: &-Dec-U

Fiie: 6153.010

Sample: SAMPLE ID

Sample tag: SAMPLE TaG
Analysis type: Manua! analysis
Prep: Paraffin

DipLOID: 1499 %
Dip GU-G1: 100.00 % at 45.30
Dip G2-M: 0.00 % at 90.60
Dip &: 0.00% G2/G1: 2.00
Dip %CV: 6.65

AMEUPLOID 1: 13.00 %
Ani GO-G1: 100.00 % at 69.79
Anl G2-M: 0.00 % at 132.58
Ant S: 0.00% G2/G1. 2.00
An? %LV 3.62 DL 1.54

ANEUPLOID 2: 72.01 %
An2 G0-G1:76.79 % at 93.00
An2 G2-M: 10.46 % 3t 186.01
A2 81275 % G2/G1: 2.00
Anz %CV. 3.86 DI 2.05

Total S-Phase: 8.18 %

Extra Pop: %

Debris: 42.88 %

Aggregates: 0.21 %

Modeled Events: BQ%0.02 RCS: 2.254

Diploid B.AD.: 37.86 %
Aneuploid! BAD:27.84 %
AneuploidZ B.AD.: 13.70%

Total B.AD:I37.58%
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Sekil 7. Metastatik lenf nodu sayisina gore sagkalim
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Sekil 9. Kemoterapi kiir sayisina gore sagkalim
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Sekil 11. P53 negatif papiller adenokarsinom (x100).

Sekil 12. P53 pozitif iyi diferansiye intestinal tip adenokarsinom (x100)

30



Sekil 13. P53 negatif taglt yiiziik hiicreli adenokarsinom (x100).

Sekil 14. P53 pozitifligi gosteren diffiiz infiltratif, kotii diferansiye adenokarsinom (x100)
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TARTISMA

Mide kanserinde yapilan c¢aligmalarda timorin evresi, histopatolojik greydi,
uygulanan cerrahi girigimin tipi, timoriin primer lokalizasyonu, hastanin performans statutusu
ve yag prognostik faktorler olarak tespit edilmistir. Proksimal yerlegimli ve geng hastalarda
prognoz daha kotiidir. Yine metastatik lenf nodu sayist arttikga prognozun koéti oldugu
gosterilmigtir (1,2,34). Hasta grubumuzda cinsiyet, diferansiyasyon derecesi, yas ve seroza
invazyonu ile sagkalim ve hastaliksiz sakalim arasinda iligki bulunamamustir. Istatistik
agidan anlamli olmasa da kadin, evre II, proksimal yerlesimli, orta-iyi diferansiye tiimérli,
seroza invazyonu olan ve 55 yagin altindaki hastalarda hastaliksiz sagkalim ve total
sagkalimin daha uzun oldugu saptand: (Tablo 3). Literatiirde, geng, seroza invazyonu olan ve
proksimal yerlesimli timoéri olan 'hastalarda prognozun daha kéti oldugu bildirilmistir
(1,2,34). Literatiirin aksine, seroza invazyonu olan, 55 yasin altinda ve proksimal yerlesimli
timori olan hasta grubumuzda total sagkalim ve hastaliksiz sagkalimin daha uzun oldugu
bulunmustur (Tablo 3). Caligmanin retrospektif olmasi, alt gruptaki hasta sayisinin az olmasi
ve segilmig hasta grubu olma olasiliginin yitkksek olmast bu sonuglarda rol almis olabilir.

Caligma grubumuzda, adjuvan kemoterapi kiir sayist ve metastatik lenf nodu sayist,
hastaliksiz sagkalim ve sagkalim agisindan 6nemli prognostik faktoérler olarak bulundu. Diger
taraftan, hastalik evresinin de total sagkalim igin bagimsiz prognostik bir faktér oldugu
saptandi. Ozellikle metastatik lenf nodu sayisi ve hastalik evresinin prognostik faktorler
olarak belirlenmesi literattr bilgisi ile uyumludur. Ancak, adjuvan kemoterapi kiir sayist ile
sagkalim ve hastaliksiz sagkalim arasindaki iliski bilinmemekle birlikte, Onur ve
arkadaglarinin rezektabl mide kanserinde yapmig olduklar adjuvan kemoterapi ¢aliymasinda,
1-2 kiir kemoterapi alanlara gore 3-6 kiir kemoterapi alanlarda sagkalim ve hastaliksiz

sagkalimin daha olumlu oldugu bulunmugtur (p=0.03 ve 0.009) (85). Bununla birlikte,
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simdiye kadar yapilan adjuvan tedavi ¢aligmalarinda sagkalim avantaji bulunamamistir. Son
zamanlarda bildirilen prospektif randomize bir galiymada, adjuvan 5-fluorourasil-folinik
asidin radyoterapi ile kombine uygulanmasinin sagkalim ve hastaliksiz sagkalim avantaji
sagladig gosterilmistir (10).

P53 anomalileri tiim kanserlerin yaklasik %40’inda gosterilebilmektedir. En sik
malign melanoma (%88), testikiiler kanser (%87) ve kolorektal kanserlerde (%58) tespit
edilmektedir (70). Birgok kanserde ekspresyon artigina ragmen p53°in prognozla iligkisi
halen tartigmalidir. Mide kanserinde degisik oranda p53 mutasyonlar: goériilebilmektedir. Bu
degisikliklerin, mide karsinogenezinin hangi asamasinda olustugu konusunda yapilan
caligmalardan gikan sonuglar geligkilidir. Bazi yazarlar degisikligin erken asamada oldugunu
ileri strerken, digerleri de p53 mutasyonlarinin mide karsinogenezinin ge¢ dénemlerinde
ortaya ¢iktigini belirtmektedirler (52, 72-75).

Literatirde, mide kanserinde %20-65 oraninda imminhistokimyasal olarak p53
pozitifligi tespit edilmektedir. Bu galiymalarda kullanilan antikorlar gok farkli ve poazitif
degerlendirme igin alinan sinir degerler ¢ok degiskenlik gostermektedir. Yine galismalarin bir
kismi taze dokuda yapilirken, ¢ogunlugu parafin bloklarda ve retrospektif olarak yapilmigtir.
Pozitif degerlendirme igin, tiimér hiicrelerinde spesifik niikleer p53 pozitif boyanma yayginhik
ylizdesi 0’a dogru yaklastikga pozitiflik orant artmaktadir. Genelde %5-25 arasi yayginlik
pozitif degerlendirme i¢in sinir deger olarak kullamlmugtir. Bu galigmalarin hepsinde niikleer
boyanma pozitif degerlendirme igin kullanilmis, normal mide mukoza hiicrelerinde pozitif
nikkleer boyanma tespit edilmemistir (17-21,23,72-75,80). Hasta grubumuzda tiimér
hticrelerinde spesifik nikleer p53 pozitifligi (>%5), 15 hastada (%42.9) tespit edilmis olup bu
bulgu literatiirle uyumludur. Olgularimizin higbirinde normal mukoza hiicrelerinde p53
pozitifligi tespit edilmemis ve sitoplazmik pozitif boyanmalar da negatif olarak

degerlendirilmigtir.
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Mide kanserinin gelismesi ve ilerlemesinde hangi asamada p53 degisikliklerinin
olustugu ve bu degisikligin prognozla iliskisi halen tartigmalidir. Bazi yazarlar p53 pozitifligi
ile prognoz arasinda iligki gosterirken digerleri bu iligkiyi gosterememislerdir (15-23). Bir
grup aragtirmact p53 pozitifligini degisen oranlarda mide kanserinin tim evrelerinde
belirlerken, digerleri pozitifligin sadece ileri evrede oldugunu géstermislerdir (15-23, 67, 68,
71-75, 77).

Fonseca ve arkadaslarinin erken donem mide kanserinde immunhistokimyasal olarak
yapmig oldugu ¢aligmada, timor vakalarinin %22.5’inde p53 pozitifligi tespit etmislerdir. Bu
¢alismada nikleer boyanmanin yayginligi dikkate alinmayip sadece pozitif veya negatif
boyanma yorumu yapilmustir. Yine bu galismada p53 pozitifligi ile timor buyiikligi ve lenf
nodu metastazi anlamli olarak iligkili bulunmus ve p53 pozitif hastalarda sagkalimin anlamli
olarak kisa odugu gosterilmigtir (15). Maehara ve ekibinin 427 opere mide kanserli hastada
yapmig oldugu bir bagka ¢aligmada, immiinhistokimyasal olarak hastalarin %38.6’sinda p53
pozitifligi tespit etmislerdir. P53 pozitifligi ile timor biiyikliigi, invazyon derinligi, lenfatik
ve vaskiiler invazyon, lenf nodu metastazi arasinda iliski saptamiglar ve P53’G bagimsiz
prognostik faktor olarak belirlemislerdir (16). Endoskopik biyopsi orneklerinin retrospektif
degerlendirildigi bir ¢aligmada ise, p53 pozitifligi ile tiimor evresi, buyiklugi arasinda iligki
bulunmusg, p53 pozitif timorlerin daha ¢ok lenf nodu ve uzak metastaz yaptig1 gosterilmigtir.
Aymi ¢alimada p53 pozitifli§inin daha ¢ok proksimal mide kanserinde oldugu saptanmis ve
p53 pozitifliginin sagkalimi anlamli olarak kisalttig1 bulunmustur. Bu verilere dayanarak
yazarlar, p53 pozitifli§inin uzak metastaz yapma riskini ve sagkalim: tahmin etmede bir
faktorii olabilecegini ileri sirmiglerdir (17). ileri mide kanserinde, p53 poxzitifligi ile kanserin
biiylime paternini ve prognozla iligkisini arastiran bir diger ¢alismada, damar invazyonu ve
lenf nodu metastazi ile pS3 pozitifligi arasinda anlamli bir iligki tespit edilirken, kanser evresi

ve invazyon derinligi ile p53 pozitifligi arasinda bir iliski gosterilememistir. Infiltratif tip
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buyiiyen tiimérlede, stiperfisiyal biyliyen tiimorlere goére pS3 pozitifliginin anlamh olarak
yiksek oldugu bulunmus ve bu ¢aligmada da p53 pozitiﬂiginin bagimsiz prognostik bir faktor
oldugu belirlenmistir (18).

Siklin E ve p53’in Oneminin retrospektif olarak incelendigi bir ¢alismada, p353
pozitifligi ile siklin E ekspresyonu arasinda anlamli bir korelasyon bulunmus ve bu iki
faktoriin mide kanseri progresyonuna katk: saglayabilecegi ileri siirilmistir. Siklin E ve p53
ekspresyonunun sagkalim: anlamh olarak olumsuz etkiledigi gosterilmistir (19). Bir baska
caliymada ise, p53’in diffiz tip mide kanserinde sagkalimi anlamli olarak kisalttid:1 ancak
intestinal tipte etkilemedigi bulunmustur. Aym g¢aliyjmada, p53’in tiim hasta grubu. igin
bagimsiz prognostik faktor olmadig: saptanmigtir (20).

Gabbert ve arkadaglar1 418 mide kanserli olguda, imminhistokimyasal olarak p53
pozitifligini arastirmuslardir. Bu galiymada, vakalarin %57.5’inde p53 pozitifligi (pozitiflik
%>5) tespit etmiglerdir. P53 pozitifligi ile lenfatik ve kan damar invazyonu arasinda sinirda
anlamli bir iliski saptanirken, timoérin bayikligu, timorin invazyon derecesi, lenf nodu
metastazi, timor diferansiyasyon derecesi arasinda iliski saptanamamig ve p53 pozitifliginin
sagkalimi etkilemedigi gosterilmistir. Ayrica intestinal ve mikst tip histoloji gdsteren
timorlerin, diffiz tip histoloji gOsteren tiimorlere gore daha ¢ok p33 eksperese ettigi
gosterilmigtir (21). Lenf nodu metastazi ve seroza invazyonu olan, lokal olarak ileri evrede
olan 93 mide kanserli olguda p53 ve p2l proteinlerininin arastirildigt retrospektif bir
caligmada, p21 pozitif olan hastalarda sagkalimin anlamli olarak daha iyi oldugu (5 yillik
sagkalim % 69.2 e karsin %38.1) bulunurken, p53 pozitifligi ile sagkalim arasinda iligki
saptanamamustir (22). Retrospektif olarak 242 mide kanserli hastanin incelendigi bagka bir
¢aligmada, p53 pozitifligi ile hastalik evresi, uzak metastaz varlig1 ve intestinal tip histoloji ile

anlamli iligkili bulunurken, p53 pozitifliinin sagkalimi etkilemedigi gosterilmistir. Yazarlar




p53 pozitifliginin mide kanseri igin bagimsiz prognostik bir faktér olamayacagini ileri
strmislerdir (23).

Bizim ¢aligmamizda p53 pozitifligi ile evre, cinsiyet, yas, primer tiimér lokalizasyonu,
histolojik tip, diferansiyasyon derecesi, lenf nodu metastaz varligi ve yayginligi, DNA ploidi,
s-faz fraksiyonu ve niiks paterni arasinda anlamh bir iligki bulunamamustir. Ancak alt gruplar
incelendiginde, istatistik agidan anlamli olmasa da seroza invazyonu olan, evre III ve lenf
nodu metastazi olan hastalarda p53 pozitifliginin daha fazla oldugu saptand: (Tablo 5)
Calismanin retrospektif bir ¢aliyma olmasi, hasta sayisinin az olmasi ve segilmis bir hasta
grubu olasihiginin yiiksek olmas: sonuglarin saglikli degerlendirilmesini engelleyen faktérler
olabilir. Yukarida belirtilen g¢aligmalarda da oldugu gibi timoriin klinik ve histopatolojik
ozellikleri ile pS53 imminreaktivitesi arasinda iligki gosteren ve aksine bu iligkiyi
gosteremeyen ¢aligmalar da vardir. Dolayist ile bu iligki heniiz kesinlik kazanmamgtir. Ancak
birgok ¢aliymada p53 bagimsiz bir prognostik faktor olarak gosterilmigtir. Agresif ve yaygin
timorlerde p53 immunreaktivite olasiligi yiksektir. Biz de ¢aligmamizda p53’i bagimsiz bir
prognostik faktor olarak belirledik (Tablo 4, $ekil 10). Bu bulgu p53’in mide kanserinde
bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegini rapor eden ¢aligmalaria uyumludur.

P53 negatif hastalarda sagkalimin daha uzun olmasinin iki nedeni olabilir. Birincisi, bu
hastalarda kemoterapi duyarliliy, pozitif olan hastalara gore daha fazla olabilir ve dolayisiyla
bu hastalar kemoterapiden daha ¢ok yarar gdrmils olabilirler. Ikinci ve daha yilksek bir
olasilik, p53 negatif timorlerin biyolojik davramst ile iligkili olabilir.

Tumor biiytime paterni ve p53 pozitifligi arasinda iligki net degildir. P53 pozitifligi ile
erken mide kanserinde bitylime paternini arastiran bir galigmada, siiperfisiyal yayilim gosteren
tamorlerde p53 ekspresyonunun daha az (%16 ya kargin %43) ve hastaliksiz sagkalimin daha
uzun (574 gine karsin 2926 gin) oldugu bulunmustur. Brito ve arkadaslar1 T1 erken evre

mide kanserinde tiibliler histoloji gosteren, derin invazyonu ve lenf nodu metastazi olan




timorlerde pS3 pozitifligini daha fazla bulmuslardir. P53 ekspreyonu tagh yiiziik hicreli
histolojide daha diigiik oranda tespit edilmistir. P53 pozitifligi yiksek dereceli metaplazilerde
de pozitif bulunurken intestinal metaplazi veya normal mukozada pozitiflik tespit
edilememigtir. Otorler bu verilere dayanarak p53’iin erken evrede dahi hastahifin daha
infiltratif seyir gostermesinde rol alabilecegini vurgulamislardir (68,75). Endoskopik mide
biyopsilerinde yapilan p53 galismalarinda, rejeneratif atipik degisikliklerde pS53 pozitif
bulunmazken adenomlarin %18’inde, mide kanserlerinde ise diferansiyasyon derecesine gore
%40-46 arasinda p53 pozitifligi bulunmustur. Bu verilere dayanilarak, p53 pozitifliginin
rejeneratif atipi yerine gergek displazi veya kansere isaret edebilecegi ileri siirilmiistir (80).

Mide kanserli hastalarin serumunda pS3 antikorlarimt arastiran bir ¢alismada,
imminhistokimyasal olarak pozitif boyanan 32 hastanin 15’inin serumlarinda ELISA yéntemi
ile p53 antikoru tespit edilmistir. P53 antikoru ile hastalik evresi arasinda iligki bulunmus,
evre arttikga antikor titresinde artma oldugu tespit edilmistir. P53 antikoru pozitif olan
hastalarda sagkalim anlamli olarak kisa bulunmustur (81).

Ileri evre mide kanserinde p53 pozitifligi ile preoperatif kemoterapi duyarliligini
aragtiran bir ¢alismada, pS3 pozitifliginin kemoterapi direncine neden oldugu bildirilmigtir
(kemoterapi yaniti, p53 negatif hastalarda %71, pozitif hastalarda %12, p=0.004) (24).

C-erbB-2 ve p53 pozitifli§ini arastiran degisik ¢alismalarda, pozitifligin infeksiyonlar
(H.pylori) ve irksal farkliliklardan etkilenmedigi bildirilmigtir (77-79).

Mide kanserinde DNA igerigi ve s-faz fraksiyonunun 6nemi halen tartiymalidir. Rugge
ve arkadaslarinin yapti§i retrospektif bir galiymada, evre I, II ve III 76 hastamin parafin
bloklarinda DNA ploidi incelenmistir. Patolojik evrelemeden sonra DNA ploidinin en dnemli
prognostik faktor oldugu gosterilmistir (25). Ronaldi ve arkadaglarinin yaptig: bir ¢alismada,
erken evre mide kanseri ile ileri evre mide kanseri arasinda proliferasyon indeksi agisindan

fark bulunamamig, ancak agressif seyir gosteren erken evre mide kanserinin daha yiiksek s-
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fazi igerdigi saptanmus ve yliksek s-faz fraksiyonunun evreye bagh olmaksizin sagkalimi kétii
yonde etkiledigi belirlenmigtir (26). Mide cerrahisi gegiren 73 hastada yapilan flowsitometrik
incelemede, diploid tiimorlerde seroza, vaskiiler, lenfatik invazyon ve lenf nodu metastazinin,
anoploid timorlere gore anlamli olarak daha az oldugu gosterilmistir (27). Omejc ve
arkadaglanimin  yapti§n flow sitometrik bir bagka ¢alismada, potansiyel olarak kiratif
rezeksiyon gegiren mide kanserli hastalarda DNA igeriginin o6nemi incelenmistir.
Andploidinin, diffiiz tip, tagh yiiziik hiicreli, andiferansiye, greyd. 1II tiimorlerde ve 50 yaginin
altinda ki hastalarda anlamli olarak dusitk oldugu bulunmus ancak sagkalimi etkilemedigi
gosterilmigtir (28). Cerrahi rezeksiyon gecgirmis 43 linitis plastika olgusunda retrospektif
olarak DNA igeriginin incelendigi bir ¢alismada, andploid timorlerin % 93’tinde lenf nodu
metastazi tespit edilmigtir. Sagkalim agisindan sadece lenf nodu metastazinin bagimsiz
prognostik faktér oldugu, ancak DNA ploidinin sagkalimi etkilemedigi gosterilmistir (29).
Superfisiyal 6zofagus kanserinde, DNA heterojenitesinin timér biyikligi ile iligkili olarak
arttig1 gosterilmistir (83).

Mide ve duodenal dlserli hastalardan alinan mide biyopsilerinde H.pylori ve DNA
ploidinin incelendigi bir ¢aliymada, H.pylori pozitif antrum mukozalarinda proliferasyon
indeksinin 27.88 oldugu bulunurken H.pylori negatif hastalarda 14.17 bulunmustur. Yine
duodenum tulserli hastalarda H.pylori infeksiyonu ile proliferasyon indeksi arasinda anlaml
iligki saptanmugtir. H.pylori infeksiyonu olan hastalarda  histolojiye bakilmaksizin
proliferasyon indeksinde artig tespit edilmistic. Bu sonuglara dayanilarak H.pylori
infeksiyonunun proliferasyon indeksini artirdig1 ve mide kanseri patogenezinde rol aldi1 ileri
stirilmiiy ve bu parametrenin kullanilmasiyla daha iyi bir takibin saglanabilecedi belirtilmigtir
(84).

Bizim ¢aligmamizda, DNA ploidi ve s-faz fraksiyonu ile diger klinik ve patolojik

parametreler arasinda iliski bulunamamugtir. Ilging olarak kadin hastalarda s-faz fraksiyonu
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anlamli olarak yliksek ¢ikmig ancak bu hastalarda sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile iligkisi
gosterilememigtir. S-fazi %10’dan fazla olan hastalarin 5’inde (5/8) az diferansive tiimér
oldugu gorilmusgtir. Olasilikla, hasta sayist daha fazla olsaydi diferansiyasyonla s-faz
fraksiyonu arasinda bir iligki saptanabilirdi. Literatiirde bildirilen g¢aligmalarda s-faz
fraksiyonu ile cinsiyet arasinda bir iliski bildirilmemistir (25-29,83,84). Alt grub incelemesi
yapildiginda, istatistik agidan anlamli olmasa da, s-faz fraksiyon yiiksekliginin (=%10) seroza
invazyonu olan, az diferansiye, evre III ve 55 yasin altindaki hastalarda daha yiiksek oldugu
saptand: (Tablo 5). Yine DNA ploidi agisindan bakildiginda, seroza invazyonu olan, evre III
ve bolgesel lenf nodu metaztazi olan hastalarda andploidinin daha belirgin oldugu bulundu
(Tablo 5). Bununla birlikte, s-faz fraksiyonu ve anéploidi sagkalim: ve hastaliksiz sagkalimi

etkilememektedir (Tablo 3)

YORUM

Hasta grubumuzda p53 immunreaktivitesi, uygulanan kemoterapi kiir sayisi,
metastatik lenf nodu sayist ve timor evresinin baimsiz prognostik faktérler oldugu
saptanmustir. P53 immaunreaktivitesi, s-faz fraksiyonu ve DNA igerigi ile diger klinik ve
patolojik parametreler arasinda iliski bulunamamigtir. Bu bulgularin prospektif, yeterli hasta

sayisina sahip ve iyi dlizenlenmis galigmalarla desteklenmesi gereklidir.
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OZET

OPERABL MIDE KANSERINDE P53, S-FAZ FRAKSIYONU VE DNA PLOIDININ PROGNOSTIK

ONEMI

Amag: Bu c¢aligma adjuvan tedavi alan opere mide kanserli hastalarda p53 (mutant), DNA
ploidi ve s-faz fraksiyonunun prognostik dnemini arastirmak amaciyla yapilmustir.

Hastalar ve yontem: Calismaya, en az 2 kir adjuvan kemoterapi alan, takipleri olan ve
patoloji parafin bloklar1 bulunabilen 35 hasta alindi. S-faz fraksiyonu ve DNA ploidi flow
sitometri ile, p53 parafin bloklarda immiinhistokimyasal [mouse anti-p53 (PAB 1801)
antikoru kullanilarak, Zymed Laboratories, Inc., USA] olarak ¢aligtldi.

Sonuglar: Erkek/kadin oranimin 21/14, medyan yagin 54 (31-71) ve performans statusun
(ECOG) hastalarin timiinde 0-1 oldugu bulundu. Hastalarin %31.4’4 evre II, %68.6’s1 evre
I idi. Bolgesel lenf nod (LN) ~meta.zta21 hastalarin = %65.7’sinde saptandi. Timor
diferansiyasyon derecesinin olgularin %45.6’sinda az, %54.4’tinde orta-iyi diferansiye oldugu
belirlendi. DNA hastalarin %68.6’sinda diploid, %31.2’sinde antploid (2 multiploid); p53
hastalarin %42.9’unda pozitif, %57.1’inde negatif, S-faz fraksiyonu hastalarin %22 .9’sinde
%10’dan fazla, %77.1’tinde %10’un altinda bulundu. Medyan takip siiresinin 21 (3-107),
medyan hastaliksiz sagkalimin (HSK) 20 ay (%95 GA: 9.21 - 30.79), medyan total
sagkalimin (SK) 27 ay (%95 GA:18.14 — 35.86) oldugu saptand:. ki yilda total sagkalimin
%57.39, hastaliks1z sagkalimin da %47.68 oldugu bulundu. Nitks orant %60 olup, %23.9’inde
uzak metaztaz, %76.1’inde de lokorejional niiks saptandi. Yas, cinsiyet, evre, performans
status, primer hastalik bolgesi,LN sayisi, diferansiyasyon derecesi, seroza tutulumu, aldig
kemoterapi kiir sayis1 (KS), niiks bolgesi, p53, s-faz fraksiyonu ve DNA ploidi durumuna gére

tek yonlii analiz yapildi. Bu analizde anlamli olan sonuglar tabloda 6zetlendi.
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LN sayisi KS P33
210 19 p >4 2-3 P Pozitif Negatif P
HSK ay 9 42 10.001 33 7 0.011 9 33 0.082
(%95 GA) | (2.5-15.5) (3.6-60.4) | (3.9-10.1D) (6.6-11.4) | (7.2-58.8)
SK ay 12 45 10.001 29 10 0.004 12 36 0.051
(%95 GA) [(7.8-16.2) (16.6-41.4) | (8.5-11.5) (3.2-20.8) [ (17.8-54.2)

Cok degigkenli analizde hastaliksiz sagkalim igin, kemoterapi kiir sayisi (p=0.0196) ve
metastatik lenf nodu sayist (p=0.0068); Total sagkalim igin, kemoterapi kir sayist
(p=0.0036), metastatik lenf nodu sayis1 (p=0.0016), p53 (p=0.0071) ve hastalik evresinin
(p=0.0427) bagimsiz prognostik faktorler oldugu bulundu. DNA ploidi, p53 ve s-faz
fraksiyonu ile diger parametreler arasinda iliski gosterilemedi (p>0.03).

Yorum: Hasta grubumuzda, metastatik lenf nodu sayisi, hastanin aldigi kemoterapi kiir sayisi,
pS53 ve hastalik evresi bagimsiz prognostik faktérlerdir.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, p53, s-faz fraksiyonu, DNA ploidi.
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SUMMARY

THE PROGNOSTIC VALUE OF P53, S-PHASE FRACTION AND DNA PLOIDY IN
PATIENTS WITH OPERABLE GASTRIC CARCINOMA

Aim of the study: In this study, we evaluated the prognostic value of p33, s-phase fraction
and DNA ploidy in patients with operable gastric carcinoma.

Patients and methods: Patients treated with at least 2 cycles of adjuvant chemotherapy were
included in this study, retrospectively. The s-phase fraction and DNA content were studied by
the flow cytometric analysis and p53 by immunohistochemical methods in paraffin embedded
tumor tissues.

Results: Thirty five patients with a median age of 54 (31-71) (men/women ratio: 21/14) were
included in the study. Performance status (ECOG) were 0-1 in all patients. Stages IT and III
disease were in 31.4 % and 68.6% of patients, respectively. Regional lymph node metastases
were documented in 65.7% of patients. Primary tumors were poorly differentiated in 45.6%,
and moderate and well-differentiated in 54.4% of the patients. DNA contents were diploid in
68.6% and aneuploid (2 multiploid) in 31.2% of the patients. P53 was immunhistochemically
reactive in 42.9% of the samples. S-phase fraction was higher than 10% in 22.9% of the
patients. Median follow-up was 21 months (3-107 months). Median overall survival (OS) and
disease free survival (DFS) were 27 (95% Confidence Intervale,CI: 18.14 - 35.86) and 20
(95% CI: 9.21 - 30.79) months, respectively. The 2-years DFS and OS were 47.68%, 57.39%,
respectively. Tumor recurrence was observed in 60% of the patients (23.9% distant and 76.1%
locoregional). According to the results of univariate analysis, significant associations among
the parameters of sex, stage, performance status, the primary tumor location, the number of
metastatic lymph nodes (LN), differentiation of tumors, invasion of serosa, relaps sites, p53,

s-phase fraction, DNA ploidy were shown on the table
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Number of LN Number of chemotherapyv cycles P53
210 1-9 P 24 2-3 P Positive Negative | p
DFS 9 42 |0.001 33 7 0.011 9 33 0.082
(95% CI) | (2.5-15.5) (3.6-60.4) | (3.9-10.1) (6.6-11.4) | (7.2-538.8)
oS 12 45 | 0.001 29 10 0.004 12 36 0.051
(95% CI) | (7.8-16.2) (16.6-41.4) | (8.5-11.5) (3.2-20.8) | (17.8-34.2)

In the Cox-regration analysis, the number of chemotherapy cycles (p=0.0196) and LN
(p=0.0068) were independent prognostic factors for DFS. The number of chemotherapy
cycles (p=0.0036), and LN (p=0.0016), p53 (p=0.0387) and stage of the disease (p=0.0427)
were independent prognostic factors for OS.

Conclusions: We found that the number of LN and chemotheraphy cycles, stage of the
disease and p53 immunreactivity were independent prognostic factors for the patients with
operable gastric carcinoma.

Key words: Gastric carcinoma, p53, s-phase fraction, DNA ploidy.
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