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IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLE SAPTANAN P16 PROTEIN
EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK ONEMI
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OZET

Gastrointestinal stromal tiimérler (GiST), gastro-
intestinal sistemi tutan, normalde barsak duva-
rinda bulunan intestinal pace maker hicrelerin
(interstisyal Kajal hucreleri-ICC) veya bu hiicre-
lerin prekirsérlerinin neoplastik transformasyo-
nundan orijin aldigi disinilen mezenkimal tl-
mérlerdir. GIST patogenezinde cesitli hiicre sik-
lus regilatorleri 6zellikle p16 nin énemli roll
mevcuttur ancak, prognostik degeri hakkinda
tartismalar devam etmektedir. p16 protein kaybi-
nin yilksek riskli GIST ler ile baglantili oldugu di-
stindlmektedir. Son zamanlardaki ¢aligsmalarda
p16 protein ekspresyonu kot prognostik faktor
olarak degerlendiriimektedir. Bu c¢alismada;
1999-2009 yillar arasinda Haydarpasa Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesinde GIST tanisi
alan 43 olguya ait parafin blok ve rapor arsivi in-
celendi. immunhistokimyasal yéntem ile
p16INK4a calisildi. Sonuglar 151k mikroskopisin-
de boyanma yogunluklari agisindan degerlendi-
rildi. p 16 ile kuvvetli (+++) boyanma gésteren
tim olgular risk kategorizasyonuna gére yulksek
risk grubuna dahildi. Cok dusik, distk, interme-
diate risk grubundaki olgularin hicbirinde p16 ile
kuvvetli boyanma saptanmadi. Bu sonug istatis-
tiksel olarak anlamli olup immunohistokimyasal
yéntem ile p 16 ekspresyonunun belirlenmesinin
GIST lerde bagimsiz ve uygun bir prognostik pa-

rametre olarak kullanilabilecegini géstermigtir.
Anahtar kelimeler: Gastrointestinal stromal ti-
mor, p16

PROGNOSTIC IMPORTANCE OF
IMMUNOHISTOCHEMICALLY DEFINED

P16 PROTEIN EXPRESSION IN
GASTROINTESTINAL STROMAL TUMORS
ABSTRACT

Gastrointestinal stromal tumors(GIST) are me-
senchymal tumors which are thought to be origi-
nated from neoplastic transformation of intestinal
pace maker cells normally found on intestine wall
(interstisial Cajal cells-ICC) or their precursors.
In pathogenesis of GIST , different cell cycle re-
gulators especially p16 have important role, ho-
wever discussions about their prognostic impo-
ratance stil continues. P16 protein loss is thought
to be associated with high risk GIST. In recent
studies p16 protein ekspression is assesed as
bad prognostic factor. In this study, parafin
blocks and report archive of 43 subjects diagno-
sed as GIST in Haydarpasa Numune Hospital
between years 1999-2009. P16INK4a is studied
immunohistochemically. Results are evaluated
as dye density.According to risk categorization ,
all subjects that are strongly(+++) painted with
p16 are included in high risk group . None of the
subjects in very low,low and intermediate risk
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group was painted strongly with p16.This result
was statistically significant and evaluation ofim-
munohistochemically defined p16 gene expressi-
on in GISTs can be accepted as an independent
and proper prognostic parameter.
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GiRIS

Gastrointestinal stromal timérler (GiST), gastro-
intestinal sistemi tutan, normalde barsak duva-
rinda bulunan intestinal pace maker hicrelerin
(interstisyal Kajal hiicreleri-ICC) veya bu hiicre-
lerin prekursérlerinin neoplastik transformasyo-
nundan orijin aldigr disinulen mezenkimal tu-
morlerdir’. Prognozlari tartismalidir. 5 cm den
kicuk timorler genellikle 5/50hpf’ den disuk mi-
toz orani gosterirler ve genellikle klinik olarak be-
nign davranistadirlar. Bununla birlikte az da olsa
mitotik olarak inaktif olan timérler metastaz ya-
pabilirler(2). Mitoz sayisi ve timér ¢capina ek ola-
rak DNA flow sitometrisinde anéploidi® nekroz
varligi*, ki67 proliferasyon indeks artigi gibi fak-
torler kot prognostik faktdr olarak degerlendiril-
mis olsa da bunlarin énemine dair hentz fikir bir-
ligine varilmamigtir?2. Bu nedenlerle malign-be-
nign timor terminolojisi yerine ¢ok disik risk,
diusuk risk, intermedier risk ve yiksek risk tanim-
lamalari kullanilmaya baglanmistir.®

GIST patogenezinde cesitli hiicre siklus regila-
torleri 6zellikle p16 nin énemli roli mevcuttur an-
cak, prognostik degeri hakkinda tartismalar de-
vam etmektedir. Bir tir CDK inhibitdr proteini
olan p16 CDKN2A(ayni zamanda MTS-1, INK4A
olarak da bilinir) gen Urtntdir. Kromozom
9p21’de kodlanir. p16 protein kaybinin yiksek
riskli GIST’ler ile baglantili oldugu diistiniiimekte-
dir.? ve son zamanlardaki ¢aligmalarda p16 pro-
tein ekspresyonu koétl prognostik faktér olarak
degerlendiriimektedir.”

Bu calismanin amaci; GIST lerde risk kategori-
zasyonundaki en 6énemli 2 parametreden tumaor
capi ve mitoz orani ile p 16 protein ekspresyonu
arasindaki iliskiyi saptamak; GiST lerde ¢ok dii-
suk risk, disuk risk, intermedier risk ve ylksek
risk gruplar arasinda p16 boyanma oranlari ve
yogunlugunu karsilastirmak ve immunohistokim-
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yasal yéntemle p16 protein ekspresyonunun
gastroinestinal stromal timérlerde bagimsiz
prognostik bir parametre olup olamayacagini
saptamaktir.

Materyal ve Metod

Bu calismada 1999-2009 yillari arasinda Hay-
darpasa Numune Egitim ve Arastirma hastane-
sinde GIST tanisi alan 36 ve GiST terminolojisi-
nin tanimlanmasindan énceki déneme ait malign
stromal timér, fusiform hicreli mezenkimal tu-
mor ve leiomyosarkom tanisi alan 7 olguya ait
lam, parafin blok ve rapor argivi incelendi. Kesit-
ler tani ve prognostik parametreler agisindan
tekrar gbzden gecirildi. Malign stromal tumér ta-
nisi alan 4 hasta, fusiform hicreli mezenkimal ti-
mor tanisi alan 2 hasta ve leiomyosarkom tanisi
almis 1 hastaya ait parafin bloklarda imnmunhis-
tokimyasal olarak CD117 (16P07neomarkers),
SMA(MO851-Dako), Desmin (Cd33-Neomar-
kers), CD34 (QBEnd/10-Neomarkers), Ki67
(SP6-Neomarkers) ve p16 (CIN-tec p16 INK4A
histology Kit) calisildi. GIST tanisi almis olan 36
olguya ait parafin bloklardan ise immunhistokim-
yasal olarak p16INK4a caligildi. Sonuglar g1k
mikroskopisinde boyanma yogunluklar agisin-
dan degerlendirildi. p16 icin pozitif kontrol olarak
daha 6nce boyandigi bilinen invaziv skuaméz
hicreli karsinom olgusu kullanildi. Bu olguda bo-
yanma hem sitoplazmik ve hem de nukleer olup,
3+ yogunlukta idi. p16 igin sonuclar semikantita-
tif olarak degerlendirildi. Boyanma yogunlugu: 0
dan 3+ ‘e kadar degerlendirildi®. ( O: %0-%10; 1:
% 11 - %20 nikleer boyanma (sitoplazmik bo-
yanma olsun ve ya olmasin)(Resim1); 2:%21 -
%50 nukleer boyanma (sitoplazmik boyanma ol-
sun ve ya olmasin)(Resim2); 3: % 50 den fazla
nikleer boyanma (sitoplazmik boyanma olsun ve
ya olmasin) (Resim3)) Ayrica Ki67 proliferasyon
indeksi en yogun boyanma gérulen alanda 1000
hiicredeki niikleer pozitiflik ylzdesi olarak kayde-
dildi.

istatistiksel Degerlendirme
Calismada elde edilen bulgular degerlendirilir-
ken, istatistiksel analizler icin NCSS 2007&PASS
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Tablo 1: p16 boyanmasina iligkin degerlendirmeler

zeydedir. Tumérlerin %25.6’

p16

sinda (n=11) sitolojik atipi

Boyanma Yok Zayif Orta

Kuvvetli

Ort£SS Ort+SS OrtSS

OrtSS

Yas 6,77+17,52 67,42+18,56 58,87+14,80

**Cap (Medyan) 6,33+4,23 (5,5) 9,88+8,43(7,0)  6,05+1,75 (6,0)

58,66%7,59

14,5+5,29 (14)

hafif diizeyde iken,
’ %74.4'Unde (n=32) belirgin
dizeydedir.
0,592 Fletcher ve ark. Nisan

2002'de yaptiklar calismada
belirlenen GIST risk katego-

0,011*

n (%) n (%) n (%)

n (%)

rizasyonuna gore olgularin

Kadin 9 (%50,0) 3(%42,9) 5 (%55,6)

“Cinsiyet
4 (%57,1) 4 (%44,4)

Erkek 9 (%50,0)

3 (%33,3)

6 (%66,7)

%7’si (n=3) ¢ok dusuk risk,
%27.9'u (n=12) dusuk risk,

0,789

*Oneway ANOVA test

"Kruskall Wallis test ° Ki-kare test

2008 Statistical Software (Utah, USA) programi
kullanildi. Calisma verileri de@erlendirilirken ta-
nimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama,
Standart sapma, frekans) yanisira niceliksel veri-
lerin karsilagtirimasinda normal dagihm gdste-
ren parametrelerin gruplar arasi karsilastirmala-
rinda Oneway Anova testi kullanildi. Normal da-
gihm gdstermeyen parametrelerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkli-
llga neden ¢ikan grubun tespitinde Mann Whit-
ney U test kullanildi. Niteliksel verilerin karsilas-
tirlmasinda ise Ki-Kare testi ve Mc Nemar testi
kullanildi. Sonuglar %95’lik gliven araliginda, an-
lamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

Bulgular:

1999-2009 tarihleri arasinda yaslarn 20 ile 89
arasinda deg@ismekte olan; 20’si (%46.5) kadin
ve 23'l (%53.5) erkek olmak lzere GIST tanili
toplam 43 olgu incelendi. Olgularin ortalama yas-
lari 60.69%£15.42 idi. Biyopsi materyalinin;
%95,3'U0 (n=41) eksizyonel, %4.7’si (n=2) ise in-
sizyonel biyopsiden olugsmakta idi. TUmérin yer-
lesim yeri incelendiginde; %2.3’Unin (n=1) kalin
barsakta, %51.2’sinin (n=22) midede, %32.6’sI-
nin (n=14) ince barsakta, %14’0Unin (n=4) ise
gastrointestinal disi bélgede yerlestigi gérilmek-
tedir. Hucre tipi incelendiginde; %67,4’Undn
(n=29) igsi, %23,3'tUndn (n=10) mikst, %9,3’0nun
(n=4) ise epiteloid oldugu goérilmektedir. TUmor-
lerin %14’Gnde (n=6) hiicresellik az, %2,3’'linde
(n=1) orta, %83,7’sinde (n=36) ise belirgin di-
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*p<0.05

%11.6’s1 (n=5) orta risk ve
%53.5'i (n=23) ise ylksek
risk grubunda bulunmakta-
dir. p16 boyanma derecelerine gére timdér ¢apla-
ri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik bu-
lunmaktadir (p<0.05). p16 boyasi ile kuvvetli bo-
yanan tumérlerin caplari, boyanmayan (p:0.002;
p<0.01) ve orta dizeyde boyanan (p:0.003;
p<0.01) timérlerden anlamli sekilde ylUksektir.
Diger boyanma derecelerine gére timdér caplari
anlamli bir farkhhk géstermemektedir. p16 bo-
yanma derecelerine gbre olgularin cinsiyet dagi-
hmlar ve yaslan arasinda ise istatiksel olarak
anlamli bir farklhhk bulunmamaktadir
(p>0.05).(Tablo 1)

P16 boyanmasi ile risk kategorileri arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir
(p<0.05). P16 boyanma derecesi arttik¢a risk de
artmaktadir.(Tablo 2)

P 16 boyanmasi ile timdérin yerlesim yeri, hiicre
tipi, hucresellik, sitolojik atipi kanama, nekroz ve
tlserasyon arasinda anlamh bir iligki saptanma-
mistir ( p>0,05)

Tartisma

Gastrointestinal Stromal Tumérler (GiST), dzefa-
gustan anise kadar tim gastrointestinal kanal
(GIK) boyunca ve omentum, mezenter, retroperi-
tondan (GIK disi alanlar) gelisebilen, interstisyal
Kajal hlcrelerinden kaynaklanan mezenkimal tu-
mérlerdir®. GIST'ler genellikle 4. dekad sonra-
sinda ortalama olarak 60’li yaglarda gérilir'. Ba-
z1 olgu serilerinde erkek cinsiyet hakimiyeti izle-
nirken, diger serilerde cinsler arasinda esit dagi-
lim gésterilmistir'®. Bizim calismamizda 43 olgu-
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nun 20 si kadin (%46,5) ve
23 U (%58,5) erkekti. Olgula-

Tablo 2: P16 boyanmasina gore risk kategorileri degerlendirilmesi

P16
rin yaglar 20-89 arasinda
de(ji§mekte Olup Ol’ta|ama Boyanma Yok Zayif Orta Kuvvetli p
yas 60.69 +/- 15.42 idi. n (%) n (%) n (%) n (%)
Yapl|an fal’kll ga|l§ma|al’da, Cok Distik Risk 3 (%16,7) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
GIST’lerin GIK ve GIK disi k Diisik Risk 55 A 3 E55) 40} .
Ari Ris ,034%
alanlarda gértlme sikliklari orta Risk . 0 %0) 339 0 %0)
arastinimistir . Fletcher ve o
. 5 g Yiiksek Risk 7 (%38,9) 4(%57,1) 3(%33,3) 9 (%100)
ark.’nin°> yaptigi calismada
*Ki-Kare test * p<0.05

bu oran, midede %50-60, in-
ce barsakta %20-30, kalin
barsakta %10, dzefagusta %5, GIK disi alanlar-
da %5 olarak bulunmustur. Bizim calismamizda
timéorlerin %51,2 (n=22) si mide; %32,6 (n=14)
sI ince barsak; %2,3 (n=1) kalin barsak ve %14
(n=4) U gastrointestinal disi bolgede lokalize idi.
Kalin barsak yerlegimli tim&r oranimiz literatdr-
den az olmakla birlikte GIK disi alanlarda yerles-
mis olgu sayisi literatirden daha fazla (%14) bu-
lunmustur. Bu farkin, GiK disindaki tiimérlerin bir
kisminin primer olmamasina bagh olabilecegi
dusunulmektedir. Yeterli klinik bilgi ve takip duru-
munda bu oranin farkl olabilecegi dugtnulmek-
tedir. GiK kanal disi yerlesimli 4 olgumuzun 3 ta-
nesi omentum yerlesimli olup 1 tanesi presakral
bélge yerlesimlidir Diger oranlar literatir ile
uyumlu bulunmustur. Litera-
tirde de az bir oranda goéru-
len 6zefagus yerlesimli olgu-

kaybinin kétl prognoz agisindan anlamli oldugu-
na dair var olan goéruslerin yani sira, p16 protein
ekspresyonunun kéti prognostik faktér olduguna
dair caligmalar da bulunmaktadir’. Bizim bu ¢a-
lismadaki amacimiz da GiST’ de immunohisto-
kimyasal yéntem ile p 16 ekspresyonun saptan-
masinin prognostik bir parametre olarak kullanip
kullanilamayacagini saptamaktir.

Literatlrde p16 ekspresyonunun cesitli insan ta-
morlerindeki rolline ve prognostik anlamina dair
c¢alismalar mevcuttur. Aslinda p16 ekspresyonu
high grade meme ve high grade serviks intraepi-
telial neoplazi ve skuamdz-glanduler-kicik hic-
reli serviks karsinomlarinda da GiST’lerdekine
benzer sekilde kotl prognoz ile iligkili bulunmus-
tur’. Karin ve ark.’nin'2 60 olguluk serilerinde

Tablo 3: Fletcher ve ark.nin (5), timr gapi ve mitoz sayisina gore hazirladi risk kategorizasyonu tablosu.

lar, serimizde bulunmamak- | TUMOR CAPI MITOTIK ORAN

tadir™.

Fletcher ve ark.1 Nisan | okDUSUKRisk <2em <5/50BBA
2002'de, GIST risk kategori-

zasyonu ile ilgili bir arastirma DUSUK Risk 2-5¢cm <5/50 BBA
yayinlamistir . Tamor ¢api ve

mitoz sayisi  kullanilarak iNTERMEDIER RiSk <5cm 6-10/50 BBA
GIST’leri 4 gruba ayiran (cok

dU§Uk risk, dU§Uk risk, inter- 5-10cm <5/50 BBA

medier risk, yUksek risk) bir

risk kategorizasyon tablosu  Mysexisk >5em 55750 BBA
olusturulmustur (Tablo 3)°.

GIST'lerde p16 gen degisik- >10cm Herhangi bir mitotik oran
lerinin prognostik 6nemi hak-

kinda tart_|§malar hala devam Herhangi b oyt 310750 BB
etmektedir®. p16 ekspresyon
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Resim 1: Gastrointestinal Stromal Tiimérde Zayif(+1)
pl6 Boyanmasi (x200)
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Resim 2: Gastrointestinal Stromal Tiimorde Orta(+2) Derecede p16
Boyanmas (x200)

Resim 3: Gastrointestinal Stromal Tiimérde Kuvvetli(+3) Derecede
p16 Boyanmasi (x200)
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p16 ekspresyonu hem immunhistokimyasal hem
de western-blot analizi yéntemleri ile ¢alisiimigstir.
Her iki ydntem ile de p16 ekspresyonu indiferan-
siye, high grade fenotipli ve 6strojen reseptori
negatif olgularda anlamli derecede yuksek bu-
lunmustur. p16 ekspresyonu progesteron resep-
torl ile ters korelasyon gdstermekte ve ki67 in-
deksi ile korele olarak artis gdstermektedir. Ayri-
ca bu calismada p16 ekspresyonunun klinik ev-
re, c-erb B2 ekspresyonu, retinoblastom eks-
presyonu ya da fosforilasyonu ile korelasyonu ol-
madi§i gosterilmistir. Pankreas adenokarsinom-
lari, malign melanomlar, 6zefagusun yassi hic-
reli karsinomlari, astrositomlar, over karsinomla-
ri, akciger karsinomlari, bazi I6semi ve lenfoma-
larda CDKN2A geninde delesyon, mutasyon ya
da hipermetilasyon ile birlikte p16 ekspresyonu-
nun anlamli olarak azaldigi ya da tamamen kay-
boldugu bildiriimektedir.®14

Bizim ¢alismamizda olgularimizin %20,9u (n=9)
kuvvetli (+++) ; %20,9 u (n=9) orta derecede (++)
ve %16,3 U (n=7) zayif (+) olmak lzere % 58.1
(n=25)" inde p16 ekspresyonu saptandi. p 16 ile
kuvvetli (+++) boyanma gdsteren tim olgular risk
kategorizasyonuna gére yiksek risk grubuna da-
hildi. Cok dusuk, dusuk, intermediate risk gru-
bundaki olgularin hi¢birinde p16 ile kuvvetli bo-
yanma saptanmadi. Bu sonug istatistiksel olarak
anlamh olup immunohistokimyasal yéntem ile p
16 ekspresyonunun belirlenmesinin GiST lerde
bagimsiz ve uygun bir prognostik parametre ola-
rak kullanilabilecegini gdstermistir. Literatirde bu
acidan bizim ¢calismamizi destekleyen calismalar
oldugu gibi tam tersini savunan galigmalar da
mevcuttur. Sabah ve ark. lar 21 olguluk bir ¢alis-
mada p16 protein ekspresyon kaybinin yiksek
riskli GIST’ler ile baglantili oldugunu géstermis-
lerdir®. Calismanin ilk ayaginda 21 olgu éncelikle
p16 hem immunohistokimyasal yéntem ile hem
de PCR teknigi ile heterozigosite kaybi agisindan
degerlendirmeye alinmistir. immunreaktivitenin
degerlendiriimesinde %20-80 arasi boyanmayi
heterojen boyanma olarak nitelendirilirken %80
den fazla boyanma pozitif olarak degerlendiril-
mistir. Bu ¢alismada heterojen ve negatif boyan-
ma anormal olarak kabul edilmis, pozitif boyan-
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ma ise yogunluga bakilmaksizin normal olarak
tanimlanmistir. TUm disik malign potansiyelli tu-
morler (8 olgu) p16 ile diffiz pozitif nikleer bo-
yanma gosterirken tim malign olgular (13 olgu)
p16 ile negatif boyanma géstermistir. Daha son-
ra bu 21 olgudan tumérin farkli bdlgelerinden
DNA ekskrete edilmis ve PCR amplifikasyonu
yontemi ile DNA fragmentleri elde edilmistir. OI-
gular mitotik oran ve boyutlarina gére low malign
potansiyel (intermedier risk) ve malign (high risk)
olarak iki gruba aynimistir. Heterozigosite kaybi,
distk malign potansiyelli olgularin higbirinde
saptanmaz iken 1 olgu disinda malign olgularin
tamaminda gézlenmistir. immunhistokimyasal
yéntem ile p16 pozitif boyanan 8 disik malign
potansiyelli olgunun hicbiri heterozigosite kaybi
gbstermemigstir. Bununla birlikte heterozigosite
kaybi gdsteren 12 olgunun tamaminda p16 eks-
presyon kaybi gésterilmistir.

Yine ayni arastirmacilar 21 tanesi ilk calismada-
ki olgular olmak lzere 23 olgudan olusan bir ca-
lisma daha yayinlamiglardir'®. Bu ¢alismada G1-
S gecisinde apopitozisi dizenleyen proteinler
olan Rb, E2F1, cyclin D1, CDK4,CDK®6, p27
kip1, p21, p16, p53, Mdm2, bcl-2 ve Bax eks-
presyon dizeyleri sadece immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir. immunohistokimyasal
skorlamada Bax ve bcl-2’ de sitoplazmik, diger
proteinlerde ise nlkleer boyanma dikkate alin-
mistir. P16 ve Rb disinda diger proteinlerin “cut-
off” degeri %10 olarak alinmis olup, p16 ve Rb
skorlamasi igin bir énceki calisma ile ayni kriter-
ler kullanilmigtir. Rb igin de p16 proteini gibi he-
terojen ve negatif boyanma anormal olarak kabul
edilmis olup bu 6zellik malign timérlerde daha
yaygin olarak saptanmistir. Bu calismada Rb,
E2F1, p53, p16 ve p27KIP1’in anormal ekspres-
yonlarl malign tamérler ile iligkili bulunmusgtur.
Bcl-2, Bax, cyclin D1, CDK-4 ve CDK-6 ekspres-
yonlari istatiksel olarak tumdér davranisi ile iligkili
bulunmamigtir. P53’ Un regilasyonunu saglayan
Mdm2 ise GIST’ lerde diisiik oranda boyanma
gbsterirken dikkat c¢ekici nokta ekspresyonun
malign timérler ile sinirli olmasi ve p53 ekspres-
yonu ile paralellik géstermesidir. Daha sonra
Schneider-Stock ve ark.’nin. 284 olguluk daha
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Resim 4: Gastrointestinal Stromal Tiimor Yiiksek Risk Grubu
(H&E x400)

genis bir serisinde olgularin %50 sinde p16 pro-
tein ekspresyon kaybini gdstermiglerdir (8).
Fletcher ve ark.’ nin risk kategorizasyonuna gére
(5) olgularin 28 tanesi ¢cok dusuk risk grubu, 55
tanesi dusuk risk grubu, 43 tanesi intermediate
risk grubu ve 158 tanesi yiksek risk grubuna da-
hil edilmigtir. Tumorlerin tamami c-kit ile pozitif
boyanma géstermistir. immunohistokimyasal
yontem ile p16 ekspresyonu skoru Sabah ve
ark’nin calismasindaki kriterler baz alinarak de-
gerlendirilmistir®®. internal kontrol olarak non ti-
moral stromal hicrelerdeki nikleer boyanmalar
kullaniimistir. p16 ekspresyon kaybi 282 olguda
gOsterilmis olup bu hastalarin 5 yillik izleminde
retrospektif olarak survi %55.7 olarak saptanir-
ken, p16 ekspresyon kaybi olmayan hastalarda
survi %76.8 olarak hesaplanmigstir. Bununla bir-
likte p16 ekspresyon kaybi gbzlenen olgularda
diger olgulara oranla 2,3 kat artmis 6lum orani
mevcuttur®. Ayrica nekroz igeren tiimérlerde 5,9
kat artmis 610m oranina sahip oldugunu gdsteren
bu calismanin sonucunda p16 ekspresyon kay-
binin immunohistokimyasal yéntem ile belirlen-
mesinin nekroz, metastaz ile birlikte bagimsiz ve
glvenilir bir parametre olarak kullanilabilecegi
g6rustne variimigtir.
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Ricci ve ark. lari 21 olgudan olusan serilerinde
immunohistokimyasal yéntem ile p16 ekspres-
yon duzeylerini belirlemenin yanisira RT-PCR
(reverse transcriptase-polymerase chain reacti-
on) ve PCR-MSP (metylation spesific- polymera-
se chain reaction) ile bu proteinin genetik diizey-
deki degisimlerini incelemislerdir'®. Bu ¢aligma-
da her olgunun histolojik prognostik faktérleri be-
lirlenirken, cerrahi rezeksiyon sinirinda tumaor
iceren olgular ¢alismaya alinmamigtir. P16 im-
munoreaktivitesi degerlendirilirken stromal, epi-
telyal ve inflamatuar hiicreler internal pozitif kon-
trol olarak kullaniimis, %20 den az nikleer bo-
yanma orani p16 ekspresyon kaybi olarak tanim-
lanmistir. Olgularin 11 tanesinde (%52) p16 eks-
presyon kaybi gézlenmis olup bu olgularin tama-
mi malign Ozellikler (tumdr boyutu, koagulatif
nekroz varligi, mitotik oran yiksekligi, selilerite)
gOsteren grupta yer almaktadir. MSP-PCR yoén-
temi ile olgularin 7 tanesinde p16 nin metillenmis
paterni (promotor metilasyon) saptanmis olup, 6
olgu malign histolojik &zellikler gdsteren grupta
yer almaktadir. p16 promotor metilasyonu p16
“down’reglilasyonundan sorumlu bir mekaniz-
madir'’. Bu sonuglar géstermistir ki p16 ekspres-
yon duzeyi p16’nin genetik degisimleri ile korele-
dir ancak bu korelasyon tamamini yansitmamak-
tadir. Bununla birlikte p16’nin immunhistokimya-
sal olarak dizeyinin belirlenmesi prognostik bir
faktor olarak gelecekte kullanilabilecek umut va-
deden bir ydntemdir.

p16INK4 bir “cyclin-dependent kinases” (CDK) 4
inhibitor genidir ve 9p 21°de lokalizedir. p16INK4
bir timor sipresdr geni olarak kabul edilir ve bu-
nun majér biyokimyasal etkisi; G1/S sinirinda
bekleyen hcreler Gzerinde siklus regilasyonu-
dur. Bir tir CDK inhibitér proteini olan p16
CDKN2A (ayni zamanda MTS-1, INK4A olarak
da bilinir) gen Grinuddr. Kromozom 9p21°de kod-
lanir. Tumdr supresér gen olarak kabul edilmek-
te olup pek ¢ok insan kanserinde p16°’nin mutas-
yon, delesyon veya hipermetilasyon yoluyla inak-
tivasyonu yaygin olarak gérulmektedir. P16 iceri-
sinde p15, p18 ve p19 proteinlerini de bulundu-
ran INK4A protein ailesinin Uyesidir. Hlcre strese
girdiginde p16 proteini retilir. P16 Rb sinyal yo-
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laginin 6nemli bir (iyesidir'®. Hiicre siklus prog-
resyonunu inhibe eder. Bunu CDK4 ve CDK6'ya
baglanarak ve aktif siklin D1-CDK kompleksinin
olusumunu engelleyerek yapar. Dolayll olarak
Rb fosforilasyonunu inhibe eder bdylece Rb’u
aktive ederek E2F’e baglanmasini saglar ve
progresyonu engellemis olur'®2'. Bazi timérler-
de p 16 inaktivasyonu homozigot delesyon, nok-
ta mutasyonlari veya bu genin ilerletici bélgesinin
de novo metilasyonu ile olabilir *2'. P16INK4
fonksiyon kaybi dlzensiz hlcre proliferasyonu
ve kanser progresyonuna neden olur. Bu neden-
le p16 ekspresyon kaybinin yukarida bahsi ge-
¢en calismalarin da gdsterdigi gibi kétl prognoz-
la iligkili olmasi akla yatkin gézikmektedir.
Ancak son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda bi-
zim calismamiza benzer sekilde GiST’ lerde p16
kaybindan ziyade ekspresyonunun kétl prognoz
ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Bu farkli sonuglar
onkogenezde tek yolun p16 kaybinin olmadigu,
bununla birlikte hiicre siklus regilasyonunu bo-
zan bagka mekanizmalarin (cyclin D overeks-
presyonu —Rb kaybi gibi) da var olabilecegini du-
sindurmeye baglamigtir.

Steigen ve ark.” nin 2008 yilinda yayinlanan 434
olguluk calismasinda p16 ekspresyonunun yuk-
sek mitotik aktiviteye sahip malign GiST’lerde
daha yaygin oldugu saptanmistir’. Bu ¢alismada
p16 ve L1 protein ekspresyon dizeyleri immuno-
histokimyasal yéntem ile degerlendiriimis, timor-
ler Fletcher ve ark.’nin belirledigi mitoz ve timéor
¢apindan olusan risk kategorizasyonuna gore
gruplandiriimigtir. Mitoz ardigik olarak 50 blyuk
blyitme alaninda sayilmistir. Ayrica prognostik
faktorler olarak disinulen hicre tipi, atipi,nek-
roz, Ulserasyon, mukozal invazyon ve hemoraji
bulgulari da her olgu icin kaydedilmistir. immuno-
histokimyasal sonuglar negatif; zayif pozitif bo-
yanma (%10 un altinda boyanma); orta derece-
de pozitif boyanma (%10-50 arasi) ve kuvvetli
pozitif boyanma (%50 den fazla) olarak deger-
lendirilmis; negatif ve zayif boyanma negatif; or-
ta ve kuvvetli boyanma ise pozitif olarak katego-
rize edilmigtir. Olgularin 180 tanesi (%42) p16 ile
pozitif boyanma gdstermis olup bu olgularda ne-
gatif boyanma gosterenlere gére anlamli survey
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azalmasi saptanmistir. Bu negatif prognostik an-
lam &zellikle mide ve ince barsak lokalizasyonlu
timéorlerde dikkat cekicidir. Gastrik yerlesimli ti-
morler agisindan bakildiginda p16 ekspresyonu
gbsteren tumérlerdeki ortalama survey 3,8 yil
iken p16 ekspresyonu gdstermeyen tiimdrlerde
bu oran ortalama 6,5 yil olarak saptanmistir. in-
ce barsak yerlesimli olgularda ise p16 pozitif ti-
moérlerdeki survey 3.2 yil iken negatif timéorlerde
5,2 yildir. Bizim calismamizda p16 ekspresyonu
ile tumér lokalizasyonu arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki saptanmamig olsa da, klinik taki-
bi olan hasta sayimiz az oldugu igin survi agisin-
dan yorum yapmak mumkin olmamistir. Ayrica
bu calismada invaziv kolon kanserlerinde eks-
presyonu artan ve overekspresyonu metastatik
malign melanom ile iligkili oldugu dugtnulen L1
proteininin GiST’lerde survi ile iliskisi gésterile-
memigtir.

Schmieder ve ark.” nin 101 hastadan olusan ca-
lismalarinda ise yine yuksek riskli gruptaki olgu-
larda, p16 ekspresyonunun daha fazla gérildigu
bildirilmistir??. Bu calismada da olgular Fletcher
ve ark.’nin risk kategorizasyonuna goére gruplan-
diriimig selltlerite, hicre tipi gibi prognostik para-
metreleri kaydedilmistir. Mitoz en seliler ve mito-
tik aktif olan 50 blylk buyutme alaninda sayil-
mistir. Hastaliksiz sag kalim ve sag kalimlar ile
p16 ekspresyon duzeylerini karsilastirmiglardir.
Olgularin tamaminda immunohistokimyasal yon-
tem ile p16 ekspresyonu incelenmigtir. “Cut-off”’
degeri 10 biyulk biyitme alaninda %10, %20 ve
%50 oraninda nikleer boyanma alinarak prog-
nostik analiz calismalar yapilmistir. TUm popu-
lasyondaki oranlara bakildiginda p16 ekspres-
yon dlzeyleri ile sag kalimlar arasinda istatiksel
olarak anlamh bir iligki saptanmamigtir. Ancak
yalnizca yuksek risk grubundaki olgularin p16
ekspresyon diizeyleri ele alindiginda p16 eks-
presyon dlzeyleri timoére bagli 6limler, hastalik-
siz / hastalikl sag kalm oranlari ve metastaz /
rekkirrens ile istatiksel olarak anlamli sonuglar
gbstermektedir. Bu da p16 ekspresyonunun yuk-
sek riskli gruptaki olgularda daha anlamli bir
prognostik marker oldugunu; metastaz, rekiir-
rens ya da hastaliga bagli élim orani agisindan
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¢cok yuksek riske sahip olgulari belirlemede kulla-
nilabileceg@ini dustundirmektedir. Ancak farkli
metodlar, farkli “cutoff” degerleri, farkli izlem si-
releri ve arastirma degiskenleri nedeniyle p16
ekspresyonunun prognostik degerini belirlemek
zor olabilmektedir. Aslinda bizim calismamizda
da p16 kuvvetli ekspresyonu (%50°den fazla) sa-
dece yuksek risk grubunda saptanmistir. Diger
risk grubundaki olgularin hi¢birinde kuvvetli eks-
presyon izlenmemis olup bu bulgu; p16 ekspres-
yonunun yiksek risk grubunda daha anlamli bir
prognostik parametre olabilecegini desteklemek-
tedir. Ancak Klinik takipli hasta sayimiz az oldu-
gundan prognoz Uzerine yorum yapmak mim-
kin olmamusgtir.

p16 onkogenezde etkili olan tek timoér supressér
protein degildir. p16’dan gelen sinyaller ile hiicre
déngusunun durdurulmasi (cell cycle arrest) icin
Rb’un ekspresyonu esastir, cinki Rb’nin yoklu-
gunda p16’nin asiri sekilde Uretilmesi hiicre don-
gusunin durdurulmasina neden olmaz. Sonug
olarak, p16 ekspresyonu goérilen timdrlerde
p16-cyclinD-CDK4-Rb yolagindaki farkh degi-
simler gérilmektedir (Rb ekspresyonunun kaybi
veya CDK4’lin veya siklin D1’in asir ekspresyo-
nu gibi)?. Rb ile p16 arasinda negatif bir “feed-
back” halkasi vardir. p16 transkripsiyonu Rb ta-
rafindan baskilanmaktadir. Dolayisiyla, Rb’nin
inaktif oldugu hicrelerde p16 miktarinin oldukc¢a
yUksek bulunmasi sasirtici degildir. Ancak bu
hiicrelerde p16 hicre dénglisinin durdurulma-
sinda etkili degildir?2.

Butln bu bilgiler 1siginda p16 ekspresyonunun
immunohistokimyasal yéntemle saptanan “over
ekspresyonu” timor supressér gbrevini devam
ettirdigi anlamina gelmez. Aksine timdr supres-
yonunda blokaj olmasi p16 dizeyinin yliksek ol-
masina neden olabilir. Bu nedenle p16 ekspres-
yonunun immunohistokimyasal olarak belirlen-
mesi beraberinde genetik dizeyde yapilabilecek
gen ekspresyon calismalarina da ihtiyag duy-
maktadir.

p16 ekspresyonu ile timdr ¢capi arasinda anlam-
It bir iliski saptanmistir. Timér gapi Fletcher ve
ark.’nin® risk kategorizasyonundaki temel kriter-
lerden biridir. Ve risk artigi ile timér ¢api artigi
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arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Ylksek risk
grubundaki olgularda (Resim 4) timér capi daha
buyuk olmasi nedeniyle bu bulgu c¢ok sasirtici
degildir. Ayni sekilde bu risk kategorizasyonun-
daki diger dnemli kriter olan mitoz sayisi ile p16
ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski mevcuttur
ki bu da sasirtici degildir.
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