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Importance of ps3 and Ki-67 in Differential Diagnosis of Malign and Benign Lesions and in Determination of
Histological Types of Malign Lesions in the Stomach

Summary

Mutations of pS3 gene, which is one of the tumor suppressor genes, are the most common genetic abnormalities
_delecled in human tumors. Ki-67 antigen, a proliferation marker, is a non-histon nuclear protein which is present
in all' phases of the cell cycle apart from GO. In this study, p53 protein accumulation and Ki-67 labelled index in
specimens of benign lesions and carcinomas of the stomach were immunohistochemically investigated by using
Labelled Streptavidin-Biotin (LSAB) Peroxidase method. While there was no staining of p53 in normal mucosa
and benign lesions, positive staining were detected in 23 (48%) out of carcinoma cases. Proliferative activily
determined by Ki-67 was significantly higher in carcinomas than gastritis cases (p<0.001). Ki-67 positivity was
also higher in p53 positive cacinomas compared Lo the carcinomas without p53 staining (p<0.005).

As a result, it was considered that the determination of pS3 protein accumulation in immunohistochemical
application might not be useful for stomach carcinoma diagnosis when used alone. It was also observed that Ki-
67 labelling index in the differential diagnosis of benign and malign lesions and Ki-67 determination together
with p53 assay in determination of tumors with high proliferative activity might be utilized.
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Ozet

Tiimor siipressor genlerden birisi olan p53 genindeki mutasyonlar birok insan timériinde saptanan en yaygin
genetik bozukluklardir. Bir proleferasyon belirleyicisi olan Ki-67 antigeni hiicre siklusunun Go digindaki tim
fazlarinda hiicrede bulunan bir non-histon niikleer proteindir. Bu g¢aligmada, Labelled Streptavidin-Biotin
(LSAB) Peroxidase yontemi kullanilarak, midenin benign lezyonlan ile karsinomlarina ait materyallerde p33
protein birikimi ve Ki-67 isaretleme indeksleri immiinohistokimyasal olarak incelendi. Normal mukoza ve
benign lezyonlarda p53 ile boyanma gozlenmezken, karsinom olgularinin 23’tinde (%48) pozitif boyanma
saptandi. Ki-67 ile belirlenen proliferatif aktivite, gastritlere oranla karsinomlarda (p<0.001) ve p33 ile
boyanmayan karsinomlara oranla boyananlarda anlamli derecede daha yiiksekti (p<0.005).

Sonug olarak, immiinohistokimyasal uygulama sonucu p53 protein birikiminin belirlenmesinin, tek basina mide
karsinomu tanisi igin pek yararli olamayacags; Ki-67 isaretleme indeksinin ise, benign ile malign lezyonlarin
aynlmasinda ve p53 ile birlikte kullamldiginda yiiksek proliferatif aktiviteye sahip tiimdrlerin belirlenmesinde
yararli olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Mide, karsinom, gastrit, p53, Ki-67.

Girig

p53 geni 17. kromozomun kisa (p) kolunda
lokalize (1-9), tiimér baskilayict genlerden birisidir
(1-12). Mutasyona ugramig pS3 gen iriinii olduk¢a
stabildir,  yanlanma  omrii  uzamgtir  ve
immiinohistokimyasal olarak saptanabilecek
diizeylerde birikir (1,6,10-12).

Ki-67 antigeni bir proliferasyon belirleyicisi olup,
hiicre siklusunun Go digindaki tim fazlarinda
hiicrede bulunan bir non-histon niikleer proteindir ve
immiinohistokimyasal olarak kolayca saptamr (13-
15). Ki-67 ve PCNA indekslerinin hiicre
proliferasyonunun morfolojik ozellikleri ile korele

* Bu galigma Firat Universitesi Aragtirma Fonu (FUNAF) Miidiirliigii tarafindan 268 nolu proje olarak desteklenmistir.
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oldugu ve artmig proliferasyon orani ile pS3 gen
bozukluklan arasinda dogru bir oranti bulundugu
belirtilmektedir (15).

Bu ¢alismadaki amag; midenin benign ve malign
lezyonlarinin ayinmi, mide karsinomlarinin olagan
prognostik belirleyicileri ile p53 gen iiriinii protein
birikimi ve Ki-67 indeksleri arasindaki iliskinin
Onemini belirlemektedir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal Laboratuvarina 1992-1998
yillan arasinda gelen materyallerden segilen 48 mide
karsinomu ile 49 gastrit olgusuna ait fomalinde tespit
edilmis parafine gémiilmiis doku démekleri incelendi.

Her bloktan elde edilen 5 pm’lik kesitler jelatin
ile kaplanmu§ lamlara alindi. Bir gece oda 1sisinda
bekletilen lamlar, ksilolde deparafinize edildi, azalan
derecelerdeki alkol serilerinden ve distile sudan
gecilerek rehidrate edildi. Daha ©6nce kaynama
noktasina kadar 1siilmig 10 mM Citrat Buffer, pH
6.0 taze soliisyonu igeren kapali, basingli bir ortamda
(diidikli tencere), vanalar agik olarak 4 dakika ve
vanalar kapatilarak 1 dakika siireyle kaynatildi. Oda
sicakligina gelen lamlara, dokuyu &rtecek miktarda,
Tris-HCI buffer (TBS) iginde hazirlanmig %0.1°1ik
Trypsin  solisyonu damlatildt  ve  dokunun
bityiikliigiine bagh olarak 10 ile 15 dakika siireyle
tutuldu. Sonra, sirasiyla, % 3’liik Hydrogen Peroxide
(H,0,), primer antikor veya negatif kontrol kitleri ile
Peroxidase Link ve Streptavidin (Peroxidase
Conjugated) soliisyonlan 10’ar dakika siireyle
uygulandi. Daha sonra TBS ile hazirlanmiy ve
%0.02'lik hydrogen peroxide igeren Img/ml DAB
chromogen (DAKO Corporation, 6392 Via Real,
Carpinteria, CA 93013 ABD) soliisyonu damlatilds
ve 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Basamaklar
arasinda lamlar TBS iginde dikkatlice yikandi ve
TBS banyosuna kondu. DAB chromogen’den sonra
lamlar distile suda yikand1 ve Hematoksilen’de 30
saniye siireyle tutularak zit boyama saglandi. Alkol
ve ksilol serilerinden gegirilerek DPX ile kapatild.
Islemler sirasinda  dokularin  kurumasina izin
verilmedi ve dokular siirekli nemli tutuldu.

p53 igin primer antikor olarak DO-7, Prediluted
Mouse Anti-Human p53 Protein ile Negatif Kontrol
(DAKO Corporation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA
93013 USA); Ki-67 igin ise primer antikor olarak
Rabbit Anti-Human Ki-67 Antigen ve Negatif
Kontrol (DAKO Corporation, 6392 Via Real,
Carpinteria, CA 93013 ABD) kitleri kullanild.
Boyanan her seride, p53 eksprese cttigi bilinen, insan
epidermoid karsinomuna ait bir adet p53 pozitif
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kontrol preparati (DAKO Corporation, 6392 Via
Real, Carpinteria, CA 93013 USA) dahil cdildi.

Hazirlanan tiim preparatlar 151k mikroskobunda
degerlendirildi. pS3 antikoru igin, olgudaki epitel
hiicrelerinin %5’ inden fazla olan niikleer boyanma
pozitif kabul edildi. Ki-67 isaretleme indeksi (II);
herbir olgu igin 5-6 biiyiik biiylitme alaninda 1000
epitc] hiicresi sayilarak, pozitif boyanma gosteren
niikleuslarin toplam niiklcuslara orami  geklinde
belirlendi ve % olarak degerlendirildi.

p33 pozitifligi igin x? lesti; olgu sayisinin az
oldugu durumlarda Yates diizeltmeli Fisher cxact
testi uygulandi. Ki-67 indeks kargilastirmalari One
Way ANOVA (MINITAB 10.0 Windows; IBM) testi
ile yapildi. 0.05’ten kigiik p degeri anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Karsinom olgulan 17 kadin ve 31 erkek, gastrit
olgulan ise 17 kadin ve 32 erkekten olusuyordu. Yas
ortalamalan karsinom olgularinda 59.2 (30-82),
gastrit olgulaninda ise 51.8 (25-75) yil olarak
hesaplandi.

Karsinomlara ait ortalama ¢ap 6.8 (1.5-13) cm
olarak bulundu; histopatolojik &zellikler tablo 1'de
Gzetlendi. Lauren siniflandirmasina goére mikroskopik
olarak 48 karsinom olgusunun 30'u (%62.5)
intestinal tip ve 18’ (%37.5) diffiiz tip karsinom
olarak tanimlandi. Histopatolojik olarak olgularin
cogu (%43.7) kotii diferansiye idi (Tablo 1). Toplam
28 olguda (%58.3) komsu mukozada intestinal
metaplazi (IM), 25 olguda (%52.1) gastrit saptandi.
Aynica ikisi giddetli olmak iizere, 11 olguda (%22.9)
displazi belirlendi.

Gastrit olgularinin %67.3’i kronik atrofik gastrit,
geriye kalanlar kronik yiizeyel gastrit idi. Yirmiiig
olguda aktivite ve 14 olguda IM goriildii. Ug olguda
(%6.1) dispazi belirlendi ve kronik atrofik gastrit ile
birlikteydi (Tablo 2).

Karsinom olgulaninin %47.9’unda pozitif p53
immiinreaktifligi saptandi (Tablo 1). Boyanma hem
timorler arasinda hem de ayni timér iginde bolgeler
arasinda farkl yogunluklardaydi. Negatif kontrollerin
higbirinde pozitif boyanma saptanmadi. Kuvvetli
boyanan olgular yamsira, boyanma genellikle hafif
veya orta derecede homojen niikleer reaktiflik
seklinde gorildi (Sekil 1). Lauren simflandirmasina
gore intestinal tip timérlerin %40.0"inda ve diffiz tip
timorlerin %61.1'inde pS3 protein birikimi saptand:
(Tablo 1). Gastrit olgulariin higbirisinde pozitif
boyanima saptanmadi.
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Tablo 1. Mide karsinomlaninda p53 pozitifligi ve Ki-67 indeksleri ile klinik ve histopatolojik ézclliklerin kargilastinilmasi.

Toplam olgu p53 pozitif Ki-67 11
Sayisi (%) olgu sayisi (%) %

o Kadin 17 (35.4) 7(41.2) 25.2
C :

Bilia Erkek 31 (64.6) 16 (51.6) 25.0
Toplam _ 48 (100) 23 (47.9) 25.1
Yas: <60 24 (50.0) 13 (54.2) 242

>60 24 (50.0) 12 (50.0) 26.2
Téms * < 5cm 5(25.0) 3(60.0) 17.8
S >Sem 15 (75.0) 7(46.7) 16.7

Kardia 5 . -
.. Korpus 4(20.0) 3(75.0) 19.2

Yerl * P
SR Antrum 11 (55.0) 5 (45.5) 21.4
Tim mide 5(25.0) 2 (40.0) 17.1
Polipoid/vegetan 2 (10.0) 1 (50.0) 17.3
o Ulseratif 5(25.0) 2(40.0) 19.1
* -

Makroskopik tip Ulsero-vegetan 9 (45.0) 5(55.6) 19.5
Infiltratif 4(20.0) 2 (50.0) 16.8

. e Intestinal 30 (62.5) 12 (40.0) 29.4
iistolopigen: Diffiiz 18 (37.5) 11 (61.1) 203

. : fyi 13 (27.1) 5(38.5) 38.5
géfrig?_yasy " Oma 14 (29.2) 7(50.0) 30.0

: Kotii 21(43.7) 11(52.4) 19.0
I - - .
, 11 9 (45.0) 4(44.4) 17.0
ENEES I 8 (40.0) 4(50.0) 200
v 3(15.0) 2 (66.7) 19.2
Lenf dagimii Var 11(55.0) 6(54.5) 19.8
Tutulumu:* Yok 9(45.0) 4(44.4) 10.0
*20 gastrektomi olgusuna ait degerler.
{l: isarctleme indeksi.
Tablo 2. Gastrit olgulanina ait klinik ve histopatolojik dzellikler ile Ki-67 indeksleri.
Olgu Sayisi (%) Ki-67 11, %
Cinsi Kadin 17(34.7) 8.3
insiyet Erkek 32(65.3) 7.3
Toplam 49 (100) 7.6
. <50 2346.9) 7.1
% >50 26(53.1) 8.0
Korpus 6(12.3) 6.2
Alinma yeri Antrum 38(77.5) 8.1
Her ikisi 5(10.2) 79
; -~ Kronik yilzeyel astrit 16 (32.7) 74
Rstopatotoftictan; Kronik atrofik gastrit 33(67.3) 7.9
Aktivite 23(46.9) 9.1
Eslik cden lezyonlar Intestinal metaplazi 14 (28.0) 8.8
Displazi 3(6.1) 11.0

I1: 1saretleme indeksi.
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Sekil 1. Adenokarsinom olgusunda kuvvetli p33 protein
boyanmasi. P53x100

Ki-67 antijeni ile niikleer boyanma pozitif kabul
edildi (Sekil 2). Karsinom olgulan igin belirlenen
toplam Ki-67 II %25.1 (2.8-56.2) olarak saptandi
(Tablo 1). Xi-67 indeksleri intestinal tip
karsinomlarda %29.4 (6.7-56.2) ve diffiiz tiplerde
%20.3 (2.8-44.3) olarak belirlendi, ancak aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmedi.
Gastrit olgulaninda Ki-67 antijeni ile pozitif niikleer
boyanma genellikle mukoza kriptlerinin boyun ve
istmus alanlanina lokalize idi. Ki-67 ii yiizeyel ve
atrofik gastritler igin, birbirine yakin degerler olarak,
sirasiyla, %7.9 (1.8-19.2) ve %7.4 (2.2-16.6) olarak
belirlendi.

Sekil 2,
boyanmas:. Ki-67x100

Adenokarsinom olgusunda  Ki-67 antijen

Olgular benign ve malign olarak
karsilastinldiklarinda, Ki-67 ii’leri, sirasiyla %7.6
(1.8-19.2) ve %25.1 (2.8-56.2) olup, aralarinda ileri
derecede anlamli farklilik saptandi (p<0.001). Benzer
sekilde p53 boyanmasina gére pozitif ile negatif
olgular kiyaslandiginda indeksler, sirasiyla, %32.0
(8.5-56.2) ve %11.2 (2.8-22.7) olarak belirlendi.
Aralanndaki fark anlamlydi (p< 0.005; Tablo 3).

270

Tablo 3. Karsinom ile gastrit ve p53 pozitifliginc gére

karsinomlarin Ki-67 indcksleri. 11: Isarctleme indeksi.
Ki-67 11, % P degeri

Histopatolojik tani
Karsinom 25.1+16.8 < 0.001
Gastrit 7.6x4.2
P53 pozitifligine gore
Pozitif 32.0x15.7 < 0.005
Negatif 11.2£7.9

Tartisma

Mide kanseri, dinyamin birgok yerinde farkli
sikliklarda olmasina kargin, halen diinyada en sik
kargilagtlan  kanserlerden  birisidir  (1,16,17).
Erkeklerde kadinlardan iki kat fazla gériilmektedir
(16). Genellikle 50 ve daha ileri vyaslarda
saptanmaktadir (16-19). Calismarmuzda karsinom
hastalarimin = 2/3°ii erkek olup, geriye kalanlar
kadinlardan olugmaktadir. Aralarinda iilkemizin de
bulundugu birgok iilkede mide kanserleri ileri
evrelerde saptanmaktadir (16-20). Calismamizda
karsinom olgularinin %55 Il ve IV. Evrelerde olup,
%55°1 lenf diigiimii ve/ veya uzak metastaz
gostermekteydi (Tablo 1).

Birgok ¢alismada mide karsinomlarinda saptanan
p33 protein birikimi %4-64 arasinda degismektedir
(11). Baz1 caligmalarda p53 protein agin ekspresyonu
ile hastanin prognozu arasinda ters bir iligki oldugu
belirtilmektedir ~ (4). Calismamizda  karsinom
olgularinin %48’inde pS3 immiinreaktifligi saptandi.
Cok farkli sonuglar bildirilmesine karsin, bu
¢aligmanin sonuglan birgok calismada saptananlarla
uyumludur (1,2,6,8,12). Bazi yaymlann tersine
¢aliymamizda p53 protein birikimi, intestinal tip
karsinomlara gére, diffiiz tiplerde daha fazla
gozlendi, ancak aralarinda istatiksel olarak anlaml

. farklihk bulunamadi (Tablo 1) (6,11). Bu bulgu ileri

stiriilenin aksine, p53’iin-sadece intestinal tip mide
karsinomlarinda rol oynadigi teziyle
uyusmamaktadir.  Zira  pS53%in  diffiiz tip
karsinomlarda da etkili bir rol oynayabilecegi
muhtemeldir.

Makroskopik gériiniim, yerlesme yeri, timér ¢ap
ve timdr evresi ile pS3 protein ekspresyonu arasinda,
bazilart simirda da olsa, anlamli iligki saptayan
gahgmalar olmasina karsin, ¢aligmamizda hastanin

yasgl, cinsiyeti ve tiimér ¢ap1, makroskopik
goruniim, midedeki yerlesme yeri ve
diferansiyasyonu ile p53 protein  ekspresyonu

arasinda anlamli iliski bulunamad (1,7). Kakeji ve
ark.’min (22), p53 protein agin ckspresyonu ile lenf
diigimii metastazi arasinda anlaml iligki oldugunu
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belirtmelerine kargin, ¢alismamizda lenf diiglimii
ve/veya uzak metastaz yapan ve yapmayan olgular
arasinda fark bulunamadi (Tablo 1). Benzer sonug

birgok aragtirict tarafindan  da  bildirilmektedir
(2,11,12).

Calismamizda, Ki-67  indeksleri acisindan
karsinomlar ile gastrit olgulan kargilagtinldiklarinda,
aralannda anlaml farklilik bulunmaktadir (p< 0.001;
Tz?blo3). Hem karsinom hem de gastrit olgularinda
Ki-67 indeksleri arasinda yas ve cinsiyete gore
zml?lmh farklilik saptanmazken, gastrit gurubunda
aktivite, IM veya displazinin varlig, sonucu
f:tkilemedi. Oya ve ark’mn (23), Ki-67 yiiksek
}ndekslcri ile lenf digimii metastazi yada damar
invazyonu arasinda yakin bir iliski saptamalarina
kargin, calismamizda karsinom olgularinda timor
¢apl, yerlesme yeri, makroskopik ve mikroskopik tip,
diferansiyasyon derecesi, evre yada lenf diigiimii
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