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OZET:

Mide adenokarsinomlarinda PTEN ekspresyonu ve prognostik
parametrelerle iliskisi

Amag: PTEN (phosphatase and tensin); 10.kromozomda (10qg23.3) lokalize
tmor supresor gen olarak belirlenmis dnemli bir molekuler marker'dir. Bu
retrospektif calismada mide adenokarsinomlarinda PTEN ekspresyonu, PTEN
ekspresyonunun prognostik parametre olarak anlamliligi ve diger prognostik
parametrelerle iliskisi arastirimistir.

Gereg ve Yontem: Mide adenokarsinomu tanisi almis 60 olguya ait timor
iceren parafin bloklardan elde edilen kesitlere PTEN (Clone 28H6, Novocas-
tra, UK) ile immunohistokimyasal boyama prosedurii uygulandi.

Bulgular: PTEN ekspresyonu ile Lauren siniflamasi ve histolojik grade arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi. Ancak PTEN ekspresyonu ile
vaskiler invazyon, perinéral invazyon, lenf nodu metastazi, TNM (primer ti-
mor, lenf nodu, uzak metastaz) evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmamigtir.

Sonug: Calismamizda Lauren siniflamasina gére diffuz tip karsinomlarda, in-
testinal tip karsinomlara gére PTEN ekspresyon kaybinin daha belirgin oldu-
gu ve differansiasyon azaldikga PTEN ekspresyon kaybinin arttgi saptanmis-
tir. Sonugta PTEN ekspresyonunun malign transformasyonla, progresyonla ve
diger prognostik parametrelerden histolojik grade ile iliskili oldugu gérilmus-
tar.

Anahtar sozclikler: PTEN, mide adenokarsinomu
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ABSTRACT:

PTEN expression and its relationship with prognostic factors
in gastric adenocarcinomas

Objective: PTEN (phosphatase and tensin) is an important molecular marker
that works as a tumor supressor gene located on the 10th chromosome
(10923.3). In this retrospective study, PTEN expression and its relationship
with prognostic parameters have been investigated.

Study design: Slides obtained from paraffine blocks of 60 gastric
adenocarcinoma immunohistochemically stained with PTEN (Clone 28H6,
Novocastra, UK).

Results: Statistically significant relationship was found between Lauren's
classification, histologic grade and PTEN expression. But we were unable to
show significant relationship with PTEN and vascular invasion, perineural
invasion, lymph node metastasis, TNM (primary tumor, lymph node, distant
metastasis) stage.

Conclusions: We found that PTEN expression loss is more prominent in the
diffuse type carcinomas than the intestinal types and also there is a reverse
correlation between histologic differentiation and PTEN loss. As a result
PTEN expression was found to be related to malignant transformation,
tumor progression and histologic grade.
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GIiRiS

TEN geni; 10. kromozomda (10q23.3) lokalize tii-
mor supresor gen olarak belirlenmis olup 1997 yilin-
da {i¢ arastirma grubunca tanimlanmistir. Arastirmacilar
bu geni sirasiyla, PTEN (phosphatase and tensin homo-
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log deleted on chromosome 10), MMACI (mutated in
multiple advenced cancers) ve TEP1 (TGF-8 regulated
and epithelial cell enriched phosphatase 1) olarak adlan-
dirmiglardir (1-3). PTEN, fosfolipitfosfataz aktivitesi
gostererek pekgok sinyal iiretim yolunda rol alir. Son
yillarda PTEN’in tiimor supresor etkisi ile ilgili birkag
mekanizma tanimlanmistir. Bunlar;

» Fosfoditilinozitol 3-4-5 trifosfat (PIP3)’1 defosforile
ederek hiicre bilylimesini artirir ve apopitozu inhibe
eder.

» Fokal adezyon kinazi (FAK) defosforile ederek me-
tastaz ve hiicre invazyonu inhibe eder.

* Mitojen aktive protein kinaz (MAPK)’1 inhibe ede-
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rek hiicre diferansiasyonunu durdurur.

PTEN proteindeki mutasyon veya anormal ekspres-
yonlar bir¢ok tiimorde arastirilmis olup tiimdrogenesiz ve
progresyonla anlamli iligkiler bulunmustur. Meme kanse-
11, bobrek kanseri, mesane kanseri, malign melanom, gli-
oblastoma, akciger, endometrium, prostat karsinomlarin-
da PTEN mutasyonlar1 saptanmistir (1-10). Multiple ha-
martomlarla karekterize, artmig meme ve tiroid karsinom
riski tagiyan Cowdens sendromunda, otozomal dominant
gecisli Juvenil polipozis ve Bannayan-Zonana sendro-
munda da PTEN’in germline mutasyonlari gosterilmistir
(11,12). Gastrik karsinomlarda immunohistokimyasal
yontemle yapilan caligmalarda PTEN ekspresyonunun
mikroskopik karsinom tipi, diferansiasyon, evre, metas-
taz, invazyon derinligi gibi prognostik parametrelerle ne-
gatif yonde korele oldugu bulunmustur (13-19).

Bu calismada 60 adet gastrik adenokarsinom olgu-
sunda; Lauren siniflamasina gdére mikroskopik karsinom
tipi, histolojik grade, vaskiiler invazyon, perinoral invaz-
yon, lenf nodu tutulumu, TNM evre gibi prognostik pa-
rametrelerle birlikte PTEN ekspresyonunun progresyon-
daki rolii aragtirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Dr. Liitfi Kirdar Kartal Egitim ve Aragtirma Hastane-
si Patoloji Klinigi arsivinde mevcut 60 adet total ve sub-
total gastrektomi piyesi retrospektif olarak incelendi. Bii-
tiin hastalarin klinik bilgileri, makroskopik bulgular1 has-
tane ve patoloji klinigi arsiv kayitlarindan elde edildi.

Olgularin Hematoksilen&Eozin ile boyali tiim kesit-
leri 151k mikroskobunda tekrar incelendi. Tiim tiimorle-
rin histolojik tipi, grade’i ve evresi tekrar degerlendiril-
di. Tiimorlerin histolojik tiplendirilmesinde Lauren si-
niflamasi kullanildi. Buna gore olgular; intestinal tip,
diffuz tip ve mikst tip olarak siniflandirildi. Tiimérler di-
feransiasyonlarina gore; iyi-orta derecede diferansiye ve
az diferansiye olarak ayrildi . Timérlerin evreleri TNM
sistemine gore yapildi.

Immunohistokimyasal ¢calismaya dahil edilen 60 adet
gastrik adenokarsinom olgusunda PTEN ekspresyonunu
belirlemek amaciyla parafin bloklara gémiilen dokular-
dan 5 mikrometre kalinligindaki kesitler “Poly-L-Lysi-
ne” li lamlara alindi. Hazirlanan kesitlere PTEN (Clone
28H6, Novocastra, UK) antikoru iiretici firma prospek-
tiistine uygun olarak 1/100 oraninda sulandirilarak im-

munohistokimyasal boyama prosediirii uygulandi. Etiiv-
de biitiin gece 37°C derecede birakilan kesitler ertesi giin
60°C derecede 60 dakika bekletildi. 15 dakika ksilende,
15 dakika absolii alkolde birakilan kesitler 5 dakika PBS
(phosphate buffer saline) ile yikandi. Ardindan 1/10 ora-
ninda distile su ile sulandirilan antijen retreaval (sitrat
buffer) solusyonu i¢inde mikrodalgada sirasiyla 750,
750, 650 ve 500 wattda 5’er dakika bekletildi. 25 daki-
kada oda 1s1sina gelen kesitler PBS ile 5 dakika yikanip
10 dakika %3’liik hidrojen peroksit ile nemli ortamda in-
kiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika ultra V
blok ile nemli ortamda inkiibe edildi. Ardindan kesitlere
PTEN antikoru uygulanarak nemli ortamda 60 dakika
inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi ve HRP-
AEC yontemi ile rutin boyama islemi tamamlandi. Pozi-
tif kontrol i¢in kesitlerdeki lenfositler ve periferik sinir
kesitleri kullanildi. PTEN boyanma paterni degerlendiri-
lirken Zheng HC ve arkadaslarinin yontemi esas alindi
(15). PTEN reaktivitesini yaygimlik ve dagilimi semi-
kantitatif bir skorlama sistemi kullanilarak niikleer tipte-
ki boyanma degerlendirildi. Her bir kesitte boyanmanin
goriildigii alanlardan rastgele segilen 5 alanda 100 hiic-
re sayilarak; %25-50 ve {izeri kuvvetli boyanma (+++),
%35-25 orta derecede boyanma (++), %5’in altindaki bo-
yanmalar hafif derecede boyanma (+) ve hi¢ boyanma
olmamasi negatif boyanma (-) olarak degerlendirildi.

Caligmada elde edilen bulgular degerlendirilirken, is-
tatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 10.0 programi kullanildi.
Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistik-
sel metodlarin (Ortalama, Standart sapma) yanisira nice-
liksel verilerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise
Ki-Kare testi kullanildi. Parametreler arasindaki iligki-
nin incelenmesinde Spearman korelasyon testinden ya-
rarlanildi. Sonuglar %95°’lik giiven araliginda, anlamlilik
p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma Dr.Liitfi kirdar Kartal Egitim ve Arastirma
Hastanesi Patoloji béliimiinde; yaslar1 35 ile 80 arasinda
degisen, 18’1 kadin (%30.0) ve 42’si erkek (%70.0) top-
lam 60 olgu iizerinde yapilmistir. Olgularin ortalama ya-
s1 59.50+12.10°dur.

PTEN ekspresyonu ile olgularin yag ortalamalar1 ve
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Tablo 1: Demografik 6zellikler

Demografik PTEN ekspresyonu p
ozellikler - + ++ +++
Yas 58.85+12.10 55.87+12.36 60.81+11.51 62.73+13.21 0.464
n % n % n % n %
Cinsiyet
Erkek 8 19.0 13 31.0 15 35.7 6 14.3 0.296
Kadin 5 27.8 2 111 6 333 5 27.8
p<0.05: anlamli

Tablo 2: PTEN Ekspresyonunun prognostik parametrelerle karsilastiriimasi

PTEN ekspresyonu p
5 + ++ +4++
n % n % n % n %
Lauren siniflamasi
intestinal 2 5.9 7 20.6 15 44 1 10 29.4 0.001**
Difflz 9 64.3 4 28,6 1 7.1 - -
Mikst 2 16.7 4 33.3 5 41.7 1 8.3
Histolojik grade
Az 11 393 9 32.1 7 25.0 1 3.6 0.001**
Orta-iyi 2 6.3 6 18.8 14 43.8 10 31.3
Vaskdiler invazyon
Var 9 19.1 12 25.5 19 40.4 7 14.9 0.274
Yok 4 30.8 3 23.1 2 15.4 4 30.8
Perindral invazyon
Var 11 20.4 12 22.2 20 37.0 11 20.4 0.267
Yok 2 33,3 3 50,0 1 16,7 - -
Lenf nodu metastazi
Var 11 22.4 11 22.4 19 38.8 8 16.3 0.485
Yok 2 18.2 4 36.4 2 18.2 3 27.3
TNM
Evre | 1 20.0 1 20.0 1 20.0 2 40.0 0.892
Evre Il 2 16.7 3 25.0 4 33.3 3 25.0
Evre Il 8 22.9 8 22.9 13 37.1 6 17.1
Evre IV 2 25.0 3 37.5 3 37.5 - -

**p<0.01 ileri diizeyde anlamli

" dﬂé", KR s ;
ANl 8 o T e W T
Resim 1: Intestinal tip, iyi diferansiye gastrik adeno-
karsinom olgusunda kuvvetli PTEN niikleer boyanma-
s1 (PTENx100)

cinsiyet dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 1).

PTEN ekspresyonu ile Lauren siniflamasi arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir
(p<0.01) (Tablo 2). Tiimorlerin Lauren siniflamasina go-
re PTEN ekspresyonlari; intestinal tipte %94.1, mikst tip-
te %83.3 ve diffuz tipte ise %35.7 olarak bulunmustur.

PTEN ekspresyonu ile histolojik grade arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (p<0.01)
(Tablo 2). Ttimorlerin histolojik grade’lerine gére PTEN
ekspresyonlar1; orta ve iyi diferansiye tlimorlerde
%.93.7 iken az diferansiye tiimorlerde %.60.7 olarak bu-
lunmustur (Resim 1).
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PTEN ekspresyonu ile vaskiiler invazyon, perinoral
invazyon, lenf nodu metastazi, TNM evre arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 2).

TARTISMA

Son yillarda gastrik karsinomlarin insidansinda azal-
ma olmasima ragmen halen tiim diinyada 6liime neden
olan karsinomlar arasinda ikinci siklikta yer almaktadir
(20-22).

Prognostik faktorlerin; tlimor tedavisini yonlendiril-
mesi, niiks, metastaz ihtimallerinin degerlendirilmesi ve
sag kalim iizerine etkileri bilinmektedir. Hasta ve tiimor-
le ilgili pekgok prognostik faktor bir arada ve birbirleriy-
le etkileserek; klinik gidis ve sag kalimda 6nemli rol oy-
namaktadir. Bilinen prognostik faktdrlerin higbiri tek ba-
sia etkili degildir (20-22).

Gastrik karsinomlarda prognostik faktorler pekgok
genetik, biyolojik ve histolojik arastirmalarla ortaya
konmustur. Son yillarda gelisen molekiiler biyolojik ¢a-
ligmalar sonucunda; tiimdr supresor genler, kromozomal
degisiklikler ve proliferasyon markerlarinin prognostik
6nemi hakkinda ¢ok sayida yeni bilgiler elde edilmistir
(20-22).

Bu ¢aligmalar sonucunda; karsinomlarda ¢ok sayida
genetik degisiklikler tespit edilmistir. Bu degisikliklerin
basinda protoonkogenlerin aktivasyonu ve tiimor supre-
sor genlerin inaktivasyonu gelir. Simdiye kadar tespit
edilmis en sik tek gen degisikligi p53 gen degisikligidir.
Son yillarda 10.kromozomda yerlesmis bir timor supre-
sOr gen olarak belirlenen PTEN’in pek¢ok karsinomda
tiimorigenez ve progresyonda rolii arastirtlmistir (1-
4,12-19).

PTEN proteinindeki mutasyon veya anormal eks-
presyonlar bir¢ok tiimorde arastirilmig olup tiimdrigene-
zis ve progresyonla anlamli iliskiler bulunmustur. Gas-
trik karsinomlarda immunohistokimyasal yontemle ya-
pilan bazi ¢alismalarda PTEN ekspresyonunun histolo-
jik alt tip, diferansiasyon, evre, metastaz, invazyon de-

rinligi gibi prognostik parametrelerle negatif yonde ko-
rele oldugu bulunmustur (13-19).

Ling Yang ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢aligmada
gastrik karsinomlarmm Lauren siniflamasina gére PTEN
ekspresyonlarini karsilagtirmiglar, diffuz tip karsinomla-
rin intestinal tip karsinomlara oranla daha az oranda
PTEN eksprese ettiklerini saptamislardir. Ayrica timor-
lerin diferansiasyonlarina gore PTEN ekspreyonlarint da
incelemigler ve az diferansiye karsinomlarin orta ve iyi
diferansiye karsinomlara gore daha az PTEN eksprese
ettiklerini bildirmislerdir. Lenf nodu tutulumu olan olgu-
larda olmayanlara gére PTEN ekspresyonunda istatiksel
olarak anlamli iligki saptamislardir (13).

Hua-Chuan Zeng ve arkadaslarinin yaptiklari iki ay-
11 ¢aligmada; tiimorlerdeki invazyon derinligi, metastaz,
biiylime paterni, Lauren simiflamasi ve histolojik sinif-
landirma ile PTEN ekspresyonu arasinda anlamli iligki
bulmuslar, ayrica tiimér boyutlari, Bormann siniflamasi
ve TNM evre ile korelasyon bildirmislerdir (14,15). Biz
de PTEN ekspresyonu ile tiimérlerin Lauren siniflamasi
ve histolojik grade arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptadik (p<0.01).

Young-Hwa Kang ve arkadaglar yaptiklari bir ¢alisg-
mada mide karsinomlarinda; invazyon derinligi, timor
boyutlari, lenf nodu metastazi, lenfatik invazyon ve
TNM evre ile anlamli iliski bulmuslar, uzak organ me-
tastaz1 ve vaskiiler invazyon ile korelasyon saptamamis-
lardir (17). Mee Sook Roh ise primer akciger karsinom-
larinda yaptig1 bir ¢alismada PTEN ekspresyonu ve evre
ile lenf nodu tutulumu arasinda istatiksel olarak anlaml
iligki saptamamistir (2). Bizim c¢aligmamizda, PTEN
ekspresyonu ile lenf nodu metastazi, vaskiiler invazyon
ve perindral invazyon arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir iligki belirlenememistir. Ayrica PTEN ekspres-
yonu ile TNM evresi arasinda istatistiksel olarak anlam-
I1 bir iliski de bulunamamigtir (p>0.05) (Tablo 2).

Bu sonuglar goz 6niine alindiginda gastrik karsinom-
larda PTEN ekspresyonu; malign transformasyon ve
prognostik agidan anlamli olmakla birlikte bu konuda
daha genis serili aragtirmalara ihtiya¢ vardir.
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