Tiirk Patoloji Dergisi 2006,22(1):26-31

Mide adenokarsinomlarinda CD44 ve Ki67
ekspresyonu (klinikopatolojik parametrelerle

korelasyon)

CD44 and Ki67 expression in gastric adenocarcinomas
(correlation with clinicopathologic parameters)

D. Sema ARICI, Fiigen KIVANC, Hatice OZER, Reyhan EGILMEZ, Sahande ELAGOZ

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

OZET

CD44 tiimér yayilhm ve metastazinda 6nemli olan bir
adezyon molekiiliidiir. Gastrointestinal sistem tiimérleri
yam sira akeiger, serviks, karaciger gibi farkh organ tii-
morlerinde CD44 ekspresyon ozelligi aragtirilmsgtir.
Arastirmalar sonucunda CD44'iin prognostik degeri ile
ilgili farkh veriler elde edilmistir. Ki67 ise, hiicrelerin
proliferatif aktivitesini belirleyen ve tiimérlerde prog-
noz hakkinda yardimer olabilen bir belirleyicidir. Bu
cahsmada amag, CD44 ile Ki67'nin mide kanserindeki
ekspresyonlarinin yam sira grade, invazyon derinligi,
lenf bezi metastazi ve damar invazyonu gibi klinikopato-
lojik parametrelerle olan iligkilerini aragtirmaktir. Mide
adenokarsinomu tamsi almgs 48 dokuya immiinhisto-
kimyasal olarak CD44 boyasi uygulanmistir. Klinikopa-
tolojik parametrelerle CD44 ekspresyonu arasinda an-
lamh iligki tespit edilmezken, grade artuk¢a CD44 ve
Ki67 ekspresyonunda artis saptanmistir. CD44 ve
Ki67'min mide karsinomunun diferansiyasyonunu yo-
rumlamada yardimer olabilecekleri diisiiniilmekle bir-
likte kanserin ilerlemesi ve yayihminda rollerinin ola-
mayabilecegi diigiiniilmiistiir. Bununla birlikte CD44
iin mide karsinomu ilerlemesi ve yayilimimdaki roliinii
belirlemek i¢in daha fazla ¢cahismalara gerek vardir.

Anahtar sozciikler: Mide adenokarsinomu, CD44,
Ki67, immiinhistokimya

ABSTRACT

CD44, a cell adhesion molecule, has been proposed to
be important in promoting tumor progression and dis-
semination. There are many studies about expression of
CD44 in many tumors such as gastrointestinal tract,
lung, cervix, and liver. Different data have been found
about CD44 expression. Ki67 is an indicator that is
used to predict the proliferative capacity as well as the
prognosis of tumors. The aim of this study was to inves-
tigate the expression of CD44 and Ki67 in gastric carci-
noma and their relationship between clinicopathologic
parameters such as grade, depth of invasion, lymph no-
de metastases and vascular invasion. Immunohistoche-
mical study for CD44 was carried out in 48 formaldehy-
de fixed, paraffin embedded sections of gastric carcino-
ma. The results showed that, CD44 and Ki67 did not
correlate with the clinicopathologic parameters except
grade. High levels of CD44 and Ki67 expressions obser-
ved with higher grades. It is concluded that CD44 and
Ki67 may be related with the differentiation of gastric
carcinoma however they are not correlated with the tu-
mor progression and dissemination. However further
studies are required to understand the role of CD44 in
metastases and progression of gastric carcinoma.
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GIRIS

Mide kanserleri sik goriilmeleri ve kanser-
den oliimde ilk siralarda yer almalar1 nedeniyle
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onemli tiimorlerdir. Bu tiimorlerin lokal invaz-
yon ve metastaz yapma potansiyelleri yiiksektir
ve bu 6zellikleri bircok molekiiler olaya baglidir
(1,2). Son yillarda gastrointestinal tiimorlerde
onkogenez ve metastaz ile ilgili molekiiler me-
kanizmalar {izerinde ¢alismalar yogunlagsmistir
(1,3-5).

CD44 ilk kez lenfositler iizerinde belirle-
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nen ve hiicrelerin adezyonu ve gogiinde 6nemli
fonksiyonlara sahip hiicre membran molekiilii-
diir. Tk 5 eksonu hemopoetik hiicreler tarafin-
dan eksprese edilir ve iriinleri standart tip ola-
rak bilinir. CD44 standart formu (CD44s) pek
cok epitel ve epitel olmayan doku tarafindan
eksprese edilir. Altinct eksondan 15'e kadar
olanlar ise, CD44 varyantlar: olarak bilinir ve
vl'den v10'a kadar degisen isimlerle tanimlanir.
Gerek CD44s, gerekse varyantlari bir¢ok tiimor-
de arastirllmis ve tiimor invazyon ve metastazi
ile ilgili olarak farkli sonuclar alinmistir (2,4,5,9).
Mide kanserlerinde 6zellikle normal mide mu-
kozasinda CD44s tipinin inflamasyonla iligkili
olarak, varyantlarinin ise tiimorlerde daha fazla
eksprese edildigi belirtilmektedir. Yapilan calis-
malarda akciger, kolon, 6zofagus, karaciger,
serviks ve mide kanserlerinde CD44 ekspresyo-
nunun tiimoriin ilerlemesi ve metastazinda ve
prognozunda dnemi vurgulanmigtir (4,5,7,10,11).
Cogalan hiicrelerin daha fazla CD44 eksprese
ettigi belirtilmektedir. Ozellikle tamir, organo-
genez, anjiyogenez gibi olaylarda ¢ogalan hiic-
relerde daha fazla CD44 ekspresyonu bulun-
mustur (4).

Ki67 patolojide sik kullanilan 6zellikle tii-
morlerde prognostik degeri arastirilan bir proli-
ferasyon belirleyicisidir. Akciger, beyin, ser-
viks, prostat ve mide kanserlerinde Ki67'nin
prognostik degeri ile ilgili yapilan ¢alismalarda
farkli sonuclar alinmigtir. Bu nedenle Ki67'nin
prognostik degeri halen sorgulanmaktadir
(12,13).

Bu calismada mide tiimorlerinde CD44 ve
Ki67min immiinhistokimyasal olarak ekspres-
yonlar1 arastirtlmistir. Gerek CD44 gerekse
Ki67 ekspresyonu ile tiimériin grade'i, invazyon
derecesi, lenf bezi metastazi, damar invazyonu
gibi klinikopatolojik parametrelerle iligkilerine
bakilmistir. Ayrica, CD44 ekspresyonu ile Ki67
arasinda iligki olup olmadig1 degerlendirilmistir.
Ozellikle CD44'iin mide tiimérlerinde rutin uy-
gulamada prognoz ag¢isindan yol gosterici olup
olamayacagi belirlenmeye calisiimistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 2002-2006 yillar1 arasinda
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali'nda gastrektomi materyalinde
mide adenokarsinomu tanist almis 48 olgu dahil
edildi. Olgular secilirken normal mide mukoza-
st ile tiimor komsulugu olan dokular tercih edil-
di. Olgular grade, lenf bezi metastazi, seroza ve
damar invazyonu agisindan degerlendirildi.

Parafine gomiilii formalinle fikse edilmis
dokular 4pm kalinliginda kesilerek deparafinize
ve rehidrate edildikten sonra, mikrodalga yonte-
mi ile antijen ortaya ¢ikarma islemi yapildi. Im-
miinhistokimyasal olarak Avidin biyotin perok-
sidaz yontemi kullanildi (Lab Vision, cat: TA-
125-UB). Nonspesifik cevre boyanmasimin en-
gellenmesi amaciyla 10 dakika %3'liik hidrojen
peroksit inkiibasyonu yapildi. Daha sonra 5 da-
kika siire ile PBS soliisyonu ile yikama yapildi.
CD44std/HCAM (Lab Vision, Clone 156-3C11)
ve Ki67 (Lab Vision, Clone SP6) monoklonal
antikoru uygulandi. Tekrar PBS ile yikamanin
ardindan sekonder antikor (Lab Vision, TP-125-
BN) ve ardindan Avidin Biotin Kompleks uygu-
land1 (Lab Vision, TS-125-HR). PBS ile tekrar
yikandiktan sonra AEC kromojen damlatildi
(Lab Vision, TA-060-HA). Tiim kesitlere Ma-
yer Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

CD44 boyanma ozellikleri Setala ve
ark.'larinin kriterleri esas alinarak degerlendiril-
di (6). Buna gore tiimoral hiicre membraninda
pozitiflik varsa CD44 pozitif olarak kabul edil-
di. %1'den az boyanan tiimorler negatif olarak
kabul edilirken, CD44 pozitif boyanan hiicreler
daha sonra pozitif boyanma oranina gore %]1-
10, %11-50 ve %51-100 seklinde 3 gruba ayril-
di. %1-10 boyananlar (+), %11-50 olanlar (++),
%51'den fazla boyananlar ise (+++) olarak de-
gerlendirildi. Ayrica, boyanma yogunluguna go-
re zayif, orta siddette veya siddetli olarak deger-
lendirme yapildi. Stromada bulunan lenfositle-
rin boyanmasi, pozitif internal kontrol olarak
alindi. Ki67 indeksini degerlendirmek icin bo-
yanma yogunlugu fazla olan 10 biiyiik biiyiitme
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alaninda (BBA) 1.000 hiicre sayildi.

CD44 ve Ki67 ile grade, damar ve seroza
invazyonu, lenf bezi metastaz: arasindaki iligki-
nin anlamhilig, istatistiksel olarak Spearman

korelasyon testi ile degerlendirildi ve p<0.05 ise
iligki anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Olgularin 30'u erkek, 18'i kadin hasta olup
yas ortalamas1 66,9’du. Histopatolojik inceleme
sonucuna gore olgularin tiimii intestinal tipte
adenokarsinom idi. On dort olgu (%29.1) grade
1, 19 olgu (%39.5) grade 2, 15 olgu (%31.2)
grade 3 olarak belirlendi. Seroza invazyonu 40
olguda (%83) izlenirken, 8 olgu (%17) miiskii-
laris propriya’da simirliydi. Mukozada simirh
olan olgu yoktu. Lenf bezi metastazi 35 olguda
(%72) tespit edilirken, 13 olguda (%28) izlen-
medi. Damar invazyonu 23 olguda (%48) pozi-
tifken, 25 olguda (%52) tespit edilmedi.

Tiim olgular igerisinde 23 olgu CD44 po-
zitif olarak boyandi. Bunlardan 15'1 (+) oranin-
da boyanma 6zelligi gosterirken, 8 olguda (++)
boyanma izlendi. (+++) siddetinde boyanma
hicbir olguda izlenmedi. Tiimoral hiicrelerde
boyanma genelde orta siddetteydi. Tiimore
komsu mukozada glandlarda %1'den az olacak
diizeyde hafif soluk boyanma izlenirken, lenfo-
sitlerde kuvvetli boyanma tespit edildi. Olgula-
rin CD44 pozitif ve negatif boyanma sonuglari
ile grade, seroza invazyonu, lenf bezi metastazi

Tablo 1. Olgularin CD44 boyanma oranlarina gore klinikopa-
tolojik parametreler ile iliskisi

CD44

GRADE (n) Pozitif Negatif

114 2 (%14) 12 (%86)

219 11 (%57.9) 8 (%42)

315 10 (%67) 5 (%33)
SEROZA INVAZYONU

Var 40 20 (%50) 20 (%50)

Yok 8 3 (%37.5) 5 (%62,5)
LENF BEZI METASTAZI

Var 35 18 (%51.4) 17 (%48,5)

Yok 13 5(%38.4) 8 (%61,5)
DAMAR INVAZYONU

Var 23 10 (%43) 13 (%57)

Yok 25 12 (%48) 13 (%52)
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ve damar invazyonu arasindaki sayisal iligki
Tablo 1'de verilmektedir. Buna gore gradel ol-
gularin 2'si (%14.2) (Resim 1), grade 2 olgula-
rin 111 (%57.9), grade 3 olgularin ise 10'u (%66.7)
(Resim 2) pozitif boyandi. CD44 ekspresyonu
ile grade arasinda istatistiksel olarak orta siddet-
te anlamli iliski saptandi (r=0.40, p<0.05). Sero-
za invazyonu gosteren 40 olgunun 20'sinde
(%50) CD44 pozitif boyandi (r= 0.04). Lenf be-
zi metastazi yapan 35 olgunun 18'inde (%51.4)
CD44 porzitifti (r=0.13). Damar invazyonu olan
23 olgunun 10'unda (%43.4) CD44 pozitif bo-
yandi (r=0.06). Seroza invazyonu, lenf bezi me-
tastazi ve damar invazyonu ile CD44 ekspresyo-
nu arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmadi (p>0.05).

Ki67 indeksi grade 1 olgularda %57, grade

Resim 1. Grade 1 mide adenokarsinomunda glandlarda fokal
CD44s porzitifligi (x50).

Resim 2. Grade 3 mide adenokarsinomunda hiicrelerde membra-
noz CD44s pozitifligi (x50).



Mide adenokarsinomlarinda CD44 ve Ki67 ekspresyonu (klinikopatolojik parametrelerle korelasyon)

Resim 3. Grade 3 mide adenokarsinomunda niikleer Ki67 po-
zitifligi (x50).

2 olgularda %63 ve grade 3 olgularda %71 (Re-
sim 3) olarak tespit edildi. Ki67 ile grade arasin-
da istatistiksel olarak orta siddette, anlamliya
yakin iligki (r=0.28, p=0.05) tespit edilirken, si1-
rastyla seroza ve damar invazyonu ve lenf bezi
metastazi ile Ki67 arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligski saptanmadi (r=0.06, r=0.18, r=0.16,
p>0.05). CD44 ekspresyonu ile Ki67 arasinda
da istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edildi
(r=0.40, p<0.05).

TARTISMA

CD44, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks ilig-
kisini saglayan bir transmembran glikoproteini-
dir. Ekstraselliiler matrikste bulunur ve hyaliiro-
nik asit ile iletisime gecerek adezyon ozellikle-
rini yerine getirir. Hyaliironik asit, timor kitlesi
ve konak doku arasindaki yiizeyde siklikla bulu-
nan ekstraselliiler matriksin glikozaminoglikan
komponentidir. Tiimor hiicrelerinin invazyo-
nunda 6nemli rol oynar ve invazyonda birkag
mekanizma aracilik eder. Hyaliironik asitin hid-
rasyonu sonucu kitlesi artar, ekstraselliiler mat-
riksi gevsetir ve migrasyonu kolaylagtirir. Ayri-
ca, hyaliironik asitin adezyon molekiilii ile etki-
lesimi sonucu tiimor hiicre migrasyonu stimiile
edilir. CD44, hyaliironik asitin reseptorlerinden
biridir. CD44'lin artmis ekspresyonu tiimér hiic-
relerinin hyaliironik asite daha iyi tutunmasini
saglayarak tiimor hiicresinin implantasyonuna
yardim eder. CD44 ekspresyon paterninde olu-

san degisiklikler epitelde ve mezenkimal yapi-
larda normal iligskinin bozulmasina, fonksiyonel
ve yapisal diizensizliklere neden olur. Metasta-
tik yolda CD44 molekiilii farkli fazlarda etkili
olur. Hiicrelerin adeziv 6zelliklerini degistirebi-
lir, lenfatik veya damarlara olan goge etki edebi-
lir veya hiicrelerin birikimler yapmast yoluyla
emboli olusumuna yol acabilir. CD44'lin biitiin
ozelliklerini yerine getiren tek bir tipi tanimlan-
mamustir, farkl tipler bu etkileri gerceklestirir.
Tiim tipler i¢in belirtilen ortak tek yol, CD44
ekspresyonunun malign tiimorlerde ekspresyon
paternini degistirmesidir. CD44'lin ekspresyonu
akciger, kolon, 6zofagus, meme, serviks ve ka-
raciger ve mide kanserlerinde arastirilmis ve tii-
moriin ilerlemesi ve metastazinda 6nemli oldu-
gu sonucuna vartmigstir (4-7,10,11).

CD44s tipi olarak bilinen standart seklinin
kaybi, bir¢ok organda neoplastik doniisiim ile
iligkili bulunmus ve agresif gidisten sorumlu tu-
tulmustur. CD44s'te kayip oldugunda tiimorlere
gore degisebilen farkli varyantlarinin ortaya cik-
t181 calismalarda gosterilmis ve malign hiicrele-
rin bu varyantlar1 eksprese etti§i saptanmistir.
Malign tiimorlerde onemli olan ve ozellikle
prognozun belirleyicisi olarak kabul edilen olay
invazyon ve metastazdir ve CD44 bu olayin
icinde onemli sayilan adezyon molekiiliidiir.
CD44 kaybi hiicre-hiicre adezyonunda kayip,
bazal membranda ayrilma ve hiicrelerin invaz-
yonu gibi olaylar1 kolaylastirdigi i¢in malign tii-
morlerin kotii gidiginden sorumlu tutulmaktadir.
Mide kanserlerinde yapilan ¢alismalarda da in-
vazyon derinligi arttikca veya metastatik olay-
larda, CD44 pozitifliginin yiizdesinde de artigin
oldugu belirtilmistir. Ozellikle CD44 varyantla-
rinin aslinda malign olaylarda daha fazla eks-
prese edildigi, CD44s tipinin ise daha ¢ok non-
neoplastik mukozada eksprese edildigini ortaya
koyan calismalar bulunmaktadir. Bunun aksine
CD44s'in tiimorlerde de ekprese edildigini, in-
vazyon ve metastaz ile iligkili oldugunu ortaya
koyan arastirmalar da bulunmaktadir (2,4,11).
Liu ve ark.larmin c¢alismasinda ise, CD44'tin
hem standart hem de CD44v6 formunun mide
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kanserlerinde daha fazla eksprese edildigi ve tii-
moriin olusumu, metastazi ve klinik agresif dav-
ranisla iligkili oldugu bulunmustur. Ayni calis-
mada kolorektal kanserlerde CD44s, invazyon
ve metastaz ile iligkili bulunmus, ancak Duke
evrelemesi ile iligkili bulunmamugtir (5). Castel-
la ve ark'.lar1 invazyon derinligi arttikca CD44s
ekspresyonunda artis bulmakla birlikte, bu artig
icin istatistiksel anlamli iligki bulamamigtir
(11).

Burada sunulan ¢aligsmada tiiméral doku-
larda CD44 ekspresyonu tespit edilmis olmakla
birlikte tiimoriin invazyon derinligi, damar in-
vazyonu ve lenf bezi metastazi ile CD44 eks-
presyonu arasinda iliski tespit edilmemistir. In-
vazyon derinligi arttikca CD44 ekspresyonu ha-
fif yiiksek bulunmakla birlikte, istatistiksel an-
lamlilik bulunamamuistir. Calismada normal mu-
kozada zayif fokal CD44s ekspresyonuna karsi-
lik, tiimoral hiicrelerde daha kuvvetli ve fazla
eksprese edildigi saptanmistir. Normal mukoza-
da olmayip tiimoral hiicrelerde tespit edilmesi
nedeniyle, CD44 malign tranformasyonda yol
gosterici olabilir. Ayrica, calismada olgularin
grade'i arttikca CD44s ekspresyonunda artig ol-
masi, CD44s'in mide kanserinde grade belirle-
me acisindan da yardimci olabilecegini diisiin-
diirmiistiir. Buna karsin invazyon derinligi, da-
mar invazyonu ve lenf bezi metastazi ile CD44
ekspresyonu arasinda iligki bulunmamasi, mide
adenokarsinomu invazyon ve metastazinin
CD44s'den bagimsiz yollarla gerceklesebilecegi
veya CD44'lin farkli varyantlarmin etkili olabi-
lecegini diisiindiirmektedir.

Cogalan hiicrelerde eksprese edilen Ki67,
tiimorlerin prognozunu gostermede kullanilan
bir proliferasyon belirleyicisidir (12). Ki67 anti-
koru siklusun G1, S, G2 ve M fazlarindaki hiic-
relerin niikleusunda lokalize bir antijen olan
Ki67 epitopuna karst gelisir. Baz1 dokularda re-
jeneratif veya displazi ayirirminda kullanilabil-
mesi yani sira, meme tiimorlerinde oldugu gibi
prognoz tayininde de yardimi olabilen oldukca
genis kullanim alanima sahip 6nemli bir belirle-
yici olmasi Ki67'yi calismalarin degismez anti-
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koru haline getirmistir (12). Mide adenokarsino-
munda da prognostik 6nemi oldugunu ortaya
koyan caligmalar bulunmaktadir (12,13). Bu ¢a-
lismada, Ki67'nin grade disinda klinikopatolojik
parametreler ile iligkisi saptanmadi. Bu nedenle
mide adenokarsinomunda tek basina Ki67'yi
prognoz belirleyici olarak kullanmanin dogru
olmadig1 diisiiniildii.

CD44'lin tiimor olusumundaki roliine ait
pek cok olasi teori ileri siiriilmektedir. Bu teori-
lerden biri, CD44'tin ayn1 zamanda hiicre biiyii-
me ve ¢ogalmasimi da tesvik ettigi yoniindedir
(4). CD44'iin bu 6zelligi nedeniyle bu ¢alismada
proliferasyon belirleyicisi olan Ki67 ile CD44s
iligkisi de incelenmistir. Ki67 ile CD44s arasin-
da istatistiksel anlamli iligki saptanmistir ve bu
sonug, CD44'lin ¢ogalan hiicrelerde ekpresyo-
nunun fazla olabilecegini destekler niteliktedir.

Calismanin sonunda, CD44s tipinin mide
kanserinde invazyon ve metastazi gosterebile-
cek bir belirleyici olmamakla birlikte midede tii-
moral gelisim ve diferansiyasyona etki edebile-
cek adezyon molekiilii oldugu diisiiniilmiistiir.
Ki67 ise pek cok tiimorde oldugu gibi, prolifera-
tif kapasitesiyi belirlemede yardimcidir. CD44
molekiiliiniin invazyon ve metastaz yolundaki
rollerini daha iyi belirleyebilmek i¢in mide kan-
serlerinde CD44 standart tipi ile birlikte diger
varyantlarinin da dahil edildigi kapsaml calis-
manin gerektigi kanisindayiz.
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