Patoloji Biilteni 2000; 17(3): 138-143
Turkish Bulletin of Pathology 2000; 17(3): 138-143

Opere Edilen Kiiciik Hiicreli Dig1 Akciger Karsinomlarinda bcl-2,
p53, Ki-67 ve Bazal Membran Birikintisinin Prognostik Onemi
Prognostic Significance of bcl-2, p53, Ki-67 Expressions and Basement
Membrane Accumulation in Non-Small Cell Lung Carcinomas Treated by
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Erken evre kigiik hiicreli digi akciger kanser-
lerinde (KHDAK) cerrahi tedavi esastir. Erken evrede
opere edilmis hastalann bile niiks ile bagvurmasi
yiiksek risk tagiyan hastalarin belirlenmesini gerek-
tirir. Hastalarin prognozunun saptanmasinda
klinikopatolojik parametrelerin yanisira bazi
molekiiler belirleyicilerin kullamimasi gliindemdedir.
Bu galisgmanin amaci, KHDAK'li hastalarda p53, bcl-2
ekspresyonu, Ki-67 proliferasyon aktivitesi ve bazal
membran (BM) patterninin klinikopatolojik bulgular
ve prognoz ile iligkisini aragtirmaktir. Opere edilmis
40 hastada histopatolojik ozellikler degerlendirilip
immiinhistokimyasal olarak p53, bcl-2, Ki-67 ve kol-
lajen tip IV caligildi. Olgularin 9'u adeno Ca, 2'si
adenoskuamoz Ca, 3'U biyiik hiicreli Ca, 26’si
skuamoz hiicreli karsinomdu. Histopatolojik parame-
trelerden tiimér diferansiasyonu ve vaskiiler invazy-
onun sagkalimla iligkisi bulundu (sirasiyla p=0,03,
p=0,03). p53, bcl-2, Ki-67 immiinreaktivitesi ve BM
boyanma patterni ile histopatolojik parametrelerin
iliskisi yoktu. Yalmz Ki-67 imminreaktivitesi sag
kalim ile iligkili bulundu (p=0,02). Sonug olarak, bazi
klinikopatolojik parametrelerin yamisira proliferatif
aktivitenin de prognozu belirlemede yardimci olabile-
cegi diigliniildii. Ancak p53, bcl-2 ve bazal membran
boyanma patterninin prognozu belirlemedeki rolleri
tartigmalidir.

Anahtar Kelimeler: Kuiclk hicreli disi akciger
kanserleri, p53, bcl-2, Ki-67, kollajen tip IV, prognoz.

Surgical treatment is essential for early stage
non-small cell lung cancer (NSCLC). It is necessary
to elucidate high risk patients in lung cancer because
even patients operated in early stages admit with
recurrences. In order to determine the prognosis
besides clinicoptahologic parameters some molecu-
lar markers are currently used. The aim of this study
is to evaluate the relation between p53, bcl-2 expres-
sions, proliferation activity, basal membrane pattern
and clinicopathological findings and prognosis.
Histopathological properties of operated 40 patients
were evaluated and immunohistochemical studies

were done with p53, bcl-2, Ki-67 and collagen type IV.
There were 9 adeno Ca, 2 adenosquamous Ca, 3
large cell Ca and 26 squamous cell carcinoma. The
was a significant correlation between tumour differ-
entiation, vascular invasion and survival (P=0,03,
P=0,03). No relation was found between histopato-
logical parameters and p53, bcl-2, Ki-67 immunore-
activity and basement membrane staining pattern.
There was only correlation between Ki-67 immunore-
activity and survival (P=0,02). As a result besides
some clinicopathological parameters proliferation
activity was also found as a prognostic criterion.
Prognostic significance of p53, bcl-2 basal mem-
brane staining pattern are controversial.

Key Words: Non-small cell lung carcinoma, p53,
bcl-2, Ki-67, collagen type IV, prognosis

Akciger kanseri kanser dlimlerinde basta gelmekte-
dir. Lokalize akciger kanserlerinde cerrahi rezeksiyon
esas tedavidir; ancak, kuratif cerrahi uygulanan hasta-
larda bile hastaliksiz yagsam ve sagkalim slresi kisadir.
Rekurrens riski yliksek hastalara adjuvan tedavi veriime-
si gundemdedir. Bu nedenle tedavi planlanirken prog-
nozun bilinmesi énemlidir. Klinik, anatomik, histopatolo-
jik faktorler ve tumér belirleyicileri prognozu sapta-
mamizda yardimcidir. Bu konuda en kapsamli galis-
malardan biri Harpole ve ark’nin calismasidir . Calis-
mada opere edilmis 289 evre | KHDAK hastasinda her
biri tek basina kotl prognoz belirleyicisi olarak sempto-
matik hastalik, vaskiller invasyon, 3 cm'den buyuk
timor, plavra invazyonu ve ylksek mitotik indeks gos-
teriimektedir. Prognostik faktorlerin belirlenmesi igin
gunimuzde birgok molekuler belirleyici ile ¢alismalar
yapilmaktadir.

Akciger kanserinde tumorun klinik olarak ortaya ¢ik-
masina kadar 10-20 genetik mutasyon olustugu varsayil-
maktadir . p53 tiumor supresor gen mutasyonlari siklik-
la rastlanan genetik degisikliklerdendir ®* Hucreleri
apoptozdan koruyan bcl-2 onkoproteinin akciger
kanseri gibi bircok epitelyal timorde de eksprese
edildigi bildiriimektedir ##. Bltlin tGmdrlerde oldugu gibi
akciger kanserinde de proliferasyon aktivitesinin (Ki-67
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Grafik 1: Histopatolojik diferansiyasyon ile sagkalim arasindaki
iligki

indeksi) Uzerinde durulmaktadir ™. Son yillarda timor
hucrelerinin gevresindeki bazal membran(BM) variginin
timortn invaziv ozelligini ve metastatik potansiyelini
gbsterdigi bildirilmektedir ©.

Bu galismanin amaci, p53, ve bcl-2 ekspresyonu,
proliferasyon aktivitesi (Ki-67) ve bazal membran boyan-
ma patterninin (kollajen tip IV) opere edilmis KHDAK'li
hastalardaki klinikopatolojik bulgularla ve hastalik prog-
nozu ile iligkisini aragtirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya, 1994-1997 yillar arasinda Gazi Univer-
sitesi Tip Fakdiltesi ve Atatirk Gogls Hastalklan ve
Cerrahisi Merkezine basvuran, opere edilmis, kuguk
hiucreli digi akciger kanseri olan 40 hasta alinmistir.
Hastalarin 38'i erkek, 2'si kadindir. Median yas 59,5'tur
(arallk 39-75). Hastalarn 9'u adeno Ca, 2'si
adenoskuamoz Ca, 3'0 biyilk hicreli Ca ve 26's|
skuamoz hicreli karsinomdur. 23 hasyata lobektomi +
pulmoner hiler ve mediastinal lenf nodu diseksiyonu, 17
hastaya pnémonektomi + lenf nodu diseksiyonu uygu-
lanmstir. Ameliyat sonrasi dénemde bir hasta radyoter-
api, bir hasta kemoterapi aimisti. Operasyon sonrasi
patolojik evreleme TNM sisteminde, AJCC tarafindan
onerildigi sekilde yapiimistir @,

Operasyonda elde edilen ve formalinle fiksa edilerek
parafine gdmilmis olan dokulardan yeni kesitler ali-
narak hematoksilen ve eosinle boyanarak iki ayri
patolog tarafindan incelenmistir. Kesitler ayrica immuin-
histokimyasal olarak anti bcl-2 (124 (DAKO), anti p53
(DO-7, DAKO), anti Ki-67 (7B11, Zymed) ve anti kollajen
IV (CIV 94, Zymed) monoklonal antikorlar ile boyan-
mistir. Bel-2 igin sitoplazmik boyanma, p53 ve Ki-67 icin
niikleer boyanmaya bakilmistir . Bel-2 icin negatif (% 0-
10), + (% 11-30), ++ (% 31-50), +++(% 51-100) olarak
derecelendirilmis ve istatistiksel degerlendirme igin + ve
ustli boyanma (+) olarak alinmistir. p53 icin + (51-10),
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Grafik 2: p53 protein ekspresyonu ile sagkalim arasindaki iliski
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Grafik 3 : bcl-2 ekspresyonu ile sagkalim arasindaki iligki

++ (% 11-50), +++ (% 51-100) olarak derecelendirilip,
nikleer boyanma gosteren tum olgular (+) olarak
yorumlanmistir. Ki-67 icin olgular boyanma yogunluguna
gore derecelendiriimis +(% 1-33), ++ (% 34-66),
+++(% 67-100), istatistiksel olarak degerlendirilirken %
66 ve alti boyanma orani az boyanma (+), % 67 ve Ustl
ise yogun boyanma (++) olarak yorumlanmistir.
Kollajen tip IV igin timor hiicre gruplannin cevresindeki
bazam membran (BM) boyanmasi degerlendirilmistir %
75'ten fazla boyanma yaygin BM birkintisi (+++), % 25-
75 arasi boyanma orta derecede BM birkintisi (++) ve %
25 altinda boyanma sinirh (+) BM birikintisi olarak
yorumlanmugtir ©,

Degerlendirmede yaygin ve orta derecedeki boyan-
ma anlaml kabul edilmis ve % 25'in altindaki boyanma
ve negatif boyanma anlamsiz olarak yorumlanmistir.
istatistik degerlendirmeler SPSS 7.5 versiyonu ile
yapilmistir. Degiskenler arasindaki iliskiler Ki-kare testi ile
degerlendirilmistir. sagkalim egrileri Kaplan-Meier yonte-
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Grafik 4 : Kollajen tip IV boyanmasi ile sagkalim iligkisi.
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Grafik 5 : Ki-67 ekspresyonu ile sagkalim iligkisi

mi ile gizdirilmig ve istatistiksel anlamliik Wilcoxonrank
sum testi ile aragtinimigtir. Ayrica bagimsiz prognostik
faktérlerin belirlenmesi ve relativ riskin hesaplanmasi igin
Cox proportional hazards modeli kullanilmistrr.

BULGULAR

Tam hasta grubu icin median yasam siresi 32 aydir
(aralik 4.5-75 ay). Takip sirasinda hastalarin 15’
olmistur. Klinikopatolojik parametreler olarak timor
diferansiyasyon derecesi, vaskiler invazyon, timér
boyutlari, lenf nodu tutulumu ve hastalk evresinin
sagkalim sureleri analizleri yapiimigtir. Buna gére timér
diferansiyasyonu az olarak degerlendirilen 13 hastanin
sagkalim orani % 45 iken iyi/orta diferansiyasyon
gosteren 27 hastalik grupta % 70’e yakindir ve iki grup
arasinda istatistiksel fark saptanmistir (p=0,03) (Grafik
1) Hastalik evreleri, lenf nedu tutulumunun sagkalim ile
anlamli farki yoktur (sirasiyla p=0,36 ve p=0,66). Tumor
boyutu kiiciik olan (3 cm ve alti) 7 hastanin tamami takip

Resim 1: Skuamoz karsinom olgusunda yaygin niikleer p53
boyanmasi izleniyor. (SAB-peroksidaz-DAB, x200)

suresinde yasamaktadir. 3 cm’nin (zerinde timord olan
33 hastanin % 50'si élmistir. iki grubun karsilastiril-
masinda istatistiksel olarak anlaml sagkalim farki gik-
mamistir (p=0,056). Vaskiiler invazyon olan ve olmayan
iki grubun sagkalim oranlarinda ise anlaml fark bulun-
mustur (p=0,03). p53 protein ekspresyonu ile klinikopa-
tolojik parametreler arasindaki iliski Tablo I'de Gzetlen-
migtir. Analizlerde bu prognostik parametrelerle p53 pro-
tein ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli ilis-
ki bulunmamugtir. 40 olgunun 22'sinde (% 55) p53
ekspresyonu vardir (Resim 1). Sadkalim analizlerinde
anlamh fark yoktur (p=0,9, Grafik 2). Klinikopatolojik
parametrelerin bcl-2, Ki-67 ve kollajen Tip IV ile yapilan
korelasyon analizlerinde de istatistiksel olarak anlaml bir
sonug cikmamistir (Tablo II, Tablo Ill, Tablo 1V). 26 olgu-
da (% 65) bel-2 ekspresyonu saptanmistir (Resim 2). bel-
2 ekspresyonunun sagkalim analizinde anlamh fark
bulunmamistir (p=0.45, Grafik 3,). Kollajen Tip IV'in
boyanmayan grubunda sagkalim orani % 52 iken boy-
anan hasta grubunda (Resim 3) % 68 sagkalim orani
vardir. Ancak iki grup arasinda fark yoktur (p=0.17,
Grafik 4). Ki-67'nin az boyandidi grupta sagkalim orani
% 75 iken yogun boyanan grupta % 35'tir. Bu iki grup
arasinda anlamli fark bulunmustur (p=0.02, Grafik 5).

Cox proportional hazard modeli uygulanarak yapilan
cok yonll analizlerle p53, bel-2, kollajen tip IV ve Ki-67
ile diger prognostik faktorler tekrar karsilastirimis ve yal-
nizca histolojik diferansiyasyon bagimsiz prognostik fak-
tor olarak belirlenmistir (p=0.03).

TARTISMA

Kigik htcreli digi akciger kanserinin biyolojik
davranisi cok degiskendir. Bunun nedeni buyiik bir
olasilikla timorin klinik olarak ortaya cikisina kadar
olusan fazla sayida genetik mutasyondur. Bugiine kadar
yapilan bircok klinik calismaya karsin degisen biyolojik
davranis nedeniyle belirli hasta gruplar icin tedavi plan-
lar olusturulmaktadir. Bu nedenle son yillarda prognos-
tik faktor arayisi iginde bircok onkogen, antionkogen ve



immnhistokimyasal belirleyicilerle calismalar siirmekte-
dir.

Calismamizdaki hastalarin klinik ve histopatolojik
bulgularinin de@erlendiriimesinde literattrle ayni sekilde
vaskuler invazyonun, tlimér diferansiyasyonunun az
olmasinin ve yiksek proliferatif aktivitenin prognozu
kotl yoénde etkiledigi saptanmistir . Yodun Ki-67
immunreaktivitesinin  oldugu grupta yasam stresi
anlamli olarak kisa bulunmustur. Pence ve ark. prolifer-
atif aktivitenin timor boyutlar, bélgesel lenf nodu metas-
tazi, hastalik evresi ve diferansiyasyon derecesi artisi ile
korele oldugunu bildirmislerdi ™. Ancak galismamizda
bu parametrelerle anlamh iliski bulunmamistir. Bu duru-
mun hasta takip siresi ve hasta sayisi ile iligkili oldugu
distnulmektedir.

p53 timor slpressér geni KHDAK'de en fazla
arastirimig belirleyicidir. Mutasyon sonucunda eksprese
edilen inaktif p53 proteinin immunhistokimyasal olarak
gosterilmesiyle yapilan galismalarda prognozu iyi yonde
etkiledigi "''¥ veya kotl yonde etkiledigini bildiren "#14
celigkili sonuclar vardir. Calismamizda p53 ekspresyonu
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Resim 2: Adenokarsinomda bcl-2 ile timér hiicrelerinde pozitif
sitoplazmik boyanma. (SAB-peroksidaz-DAB x200)

Resim 3: Skuamoz karsinom olgusunda Tip IV kollajen ile bazal
membran boyanmasi. (SAB-peroksidaz-DAB x200)
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ile klinikopatolojik bulgular arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigi gibi sagkalim (zerine bir etkisi olmadig
saptanmistir. Bu sonucu destekleyen ve p53 ile prognoz
arasinda iligki olmadigini belirten calismalar da bulun-
maktadir ">'*'". Bu farkli sonuglarin immunhistokimyasal
boyanin degerlendirilmesi sirasinda farkli arastirmacilar
tarafindan degisik cut-off degerlerinin kullaniimasi sonu-
cunda ortaya ¢iktigi distndilebilir. Ayni zamanda immiin-
histokimyasal olarak saptanan p53'in mutasyona bagl
ortaya cikan inaktif p53 mu, yoksa devam etmekte olan
DNA hasari nedeniyle over eksprese olan wild tip' p53
mu oldugu mutasyon analizleri yapilmadan saptanama-
maktadir. p53 gibi bcl-2 ekspresyonunun da birgok
kanser tipinde prognostik énemi bildiriimistir. Ishida ve
arkadaslan bcl-2 ve p53'in ekspresyonlari arasinda ters
bir iliski oldugunu, p53 varliginin kétu, bel-2 ekspresy-
onunun ise iyi prognostik kriter oldugunu bildirmislerdir
9. Ancak bcl-2 icin de celiskili sonuglar vardr. lyi prog-
noz gostergesi oldugunu bildiren yayinlar oldugu gibi ®*
bunun tersini savunan yayinlar da bulunmaktadir “*. bcl-
2 protein ailesinin apoptoz Gzerine etkisinin kompleks bir
yapisi oldugu ve bu nedenle hastaligin gidisi Gzerinde
dogrudan  etkilerinin beklenmemesi gerektigi de
savunulmaktadir"®. Calismamizda boyanma olan grupta
sagkalim orani boyanmayan gruba gore daha lyi olmak-
la birlikte istatistiksel anlamiiik yoktur. bel-2 ekspresy-
onu daha cok skuamoz hcreli karsinomlarda bil-
ridilmektedir . Calismamizda da skuamoz hiicreli karsi-
nom olgularinda bcl-2 ekspresyonu skuamoz hiicre
digindaki olgulara gore daha ylksek oranda gozlen-
mistir (sirasiyla 28 olgunun % 67,8'ine karsl 12 olgunun
% 58'i). Ancak iki grup arasinda literatiirle benzer sekilde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).
Ten Velde ve ark’'nin 68 akciger skuamoz hiicreli karsi-
nomun da yaptiklar calismada yogun bazal membran
birikim patterninin iyi prognozu gosterdigi bildirilmistir 7.
Caligmamizda yogun boyanan hastalarda daha yiiksek
sagkalim orani saptanmakla birlikte anlaml degildir. 26
skuamoz htcreli karsinom olgusunun ayrica yapilan
analizinde de % 27 oraninda yogun boyanma saptanmis
ve hastalarin sagkalim oranlar % 70'e yakin bulunmus-
tur. Ancak diger hasta grubu ile aralarinda istatistiksel
anlamlilik bulunmamistir (p>0.05). Bosman ve ark. infil-
tratif pattern goésteren bir timérde timér hiicre gru-
plarinin ¢evresinde bazal membran goérilmesini daha
6nceden varolan BM'nin kismen varligini strdirdigiind
veya yeni bir BM gelistigini destekleyen bir bulgu olarak
bildirmistir “". Literatirde skuaméz hicreli karsinom
disindaki KHDAK'da (adenokarsinom) BM patterni ile
ilgili bir calismaya raslanmamistir. Ancak kolon invaziv
adenokarsinomlarinda BM patterninin prognozla iliskisi
vurgulanmaktadir **. Calismamizda KHDAK'inde BM
boyanma patterninin prognozla ve klinikopatolojik para-
metrelerle iligkisiz oldugu gérilmls ancak genis seril-
erde ve Ozellikle adenokarsinomlu olgularda yapilacak
calismalarda bu konunun aciklk kazanacags
disundlmastdr,

Sonuc olarak vaskiler invazyon ve tumér diferan-
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siasyonu prognozun belirlenmesinde yardimci olabile-
cek histopatolojik parametrelerdir. Ki-67 proliferasyon
aktivitesinin de prognostik kriter olarak kullanilabilecegi
gOrtlmustir. Ancak p53, bcl-2 ekspresyonu ve BM boy-
anma patterninin prognoz belirlemede roll literatirde
oldugu gibi tartismalidir. Bu prognostik belirleyicilerin
daha genis hasta gruplarinda ve uzun streli takiplerle
degerlendirilmesi ile elde edilecek veriler tedavinin plan-
lamasinda yeni yaklasimlar getirebilecektir.

Klinikopatolojik Ozellik . p53 (+) p53 () p degeri

Hasta sayisi 22 18

Yas (mean+SD) 56+8 59+8 p=>0.05
Evre

I 11(27.5) 8(20)

I 4(10) 5(12.5) p=0.03

1] 7 (17.5) 5 (12.5)
Tumor boyutu

>3cm 6 (15) 1(2.5)

<3cm 16 (40) 17 (42.5) p=0.67
Node tutulumu

Yok 11 (27.5) 9 (22.5)

Var 11 (27.5) 9(225) p=1
Histolojik diferansiyasyon

iyi / orta 16 (40) 11 (27.5)

Az 6 (15) 7 (17.5) p=04
Vaskler invazyon

Yok 4 (10) 3(7.5)

Var 19 (47.5) 14 (35) p=0.68

SD: Standart deviasyon

*Parantez igindekiler ylzde oranlanim gostermektedir.

Tablo 1: p53 protein ekspresyonu ile klinikopatolojik ozellikler
arasindaki iligki.

Klinikopatolojik 6zellik bcl-2 (+) bcl-2 (-) p degeri

Hasta sayisi 26 14

Yas (man+ SD) 57.6+9 505+7 p>0.05
Evre .

| 14(35) 5(12.5)

Il 5(12.5) 4(10)

i} 4 (10) 8(20) p=0.03
Tumor boyuta

=23cm 4 (10) 3 (7.5)

<3cm 22(55) 11 (27.5) p=0.67
Node tutulumu

Yok 15 (37.5) 5 (12.5)

Var 11 (27.5 9 (22.5) p=0.18
Histolojik diferansiyasyon

iyi / orta 18 (45) 9 (22.5)

Az 8 (20) 58125) p=1
Vaskuler invazyon

Yok 3 (7.5) 4 (10)

Var 23 (57.5) 10 (25) p=0.02

SD: Standart deviasyon
* Parantez icinde rakamlar yuzde oranlanni gostermektedir.

Tablo 2: bcl-2 protein ekspresyonu ile klinikopatolojik ozellikler
arasindaki iligki

Klinikopatolojik Ozellik ~ Ki-67 (+) Ki-67 (++) p degeri

Hasta sayisi 25 15

Yas (mean+SD) 58.3+9 58.2+6 p=>0.05
Evre

| 10 (25) 9 (22.5)

Il 7(17.5) 2 (5)

] 8 (20) 4 (10) p=0.4
Tumor boyutu

=3 cm 5(12.5) 2(5)

<3cm 20 (50) 13 (32.5) p=0.69
Node tutulumu

Yok 11 (42.5) 9 (22.5)

Var 14 (35) 6 (15) p=0.3
Histolojik diferansiyasyon

iyi / orta 18 (45) 9822.5)

Az 7 (17.5) 6 (15) p=0.04
Vaskdler invazyon

Yok 20 (50) 13 (32.5)

Var 5 (12.5) 2 (5) p=0.69

SD : Standart deviasyon

* Parantez icindeki rakamlar ylizde oranlann géstermektedir

Tablo 3: Ki-67 ekspresyonu ile klinikopatolojik 6zellikler arasin-
daki iligki.

Klinikopatolojik Ozellik Koll Tip IV(-) Koll Tip IV (+)p degeri

Hasta sayisi . 19 21
Yas (mean=SD) 59.9+8 56.8+8 p=>0.05
Evre
I 7 (17.5) 8 (20)
1 5(125) 7 (17.5)
I 7 (17.5) 6 (15) p=0.8
Timor boyutu
>3¢cm 3(7.5) 4 (10)
<3cm 16 (40) 17 (42.5) p=1
Node tutulumu
Yok 12 (30) 8 (20)
Var 7(17.5) 13 (125) p=0.1
Histolojik diferansiyasyon
iyi / orta 12 (30) 15 (37.5)
Az 7 (17.5) 6(15) p=0.57
Vaskduler invazyon
Yok 15 (37.5) 18 (45)
_Var 4 (10) 3(75) p=0.68

SD : Standart deviasyon
* Parantez icindeki rakamlar ylzde oranlanni géstermektedir

Tablo 4: Kollajen tip IV boyanmasi ile klinikopatolojik ézellikler
arasindaki iligki.
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