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Amag: | 7’ inci kmmammda bulunaw p53 gem ﬂormm’ hiicre proliferasyonunu diizenleyen ve bir fosfoprotein
olan p53 proteininin olusumundan sorumiudur. p53 gen fonksiyonu bozuldugunda onkogen bzellik gostermektedir. Bu
normalde immginohistokimyasal boyamalar ile tespit edilemeyen p33 proteininin yapisina da yansimakta ve timor

hiicre niikleusiarinda immiinokistokimyasal bayamaiar ile tespit edilebilmekiedir. Bu ca!wda larenks karsinomu

dokularinda p53 protein varligi arastirilmistir

Yontem ve geregler: 69 primer larenks ep:dermmd kanserli algumuzun patolojik mater;e!lermde
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile p53 protein varligi arastirilmistir :
Bulgular: Lamnks kanserh 69 olguluk serimizde, %662.3 aramnda pamﬂf unmunohufabmyﬂsal hoyanma

saplanmistir.

rol oynadigini destekler nitelikiedir

Sonug: Bu ;ah.smmn bu!gulaﬂ lﬂmnkr kansermm olusumunda p33 geni fonksiyon bozuklugunun onemli

Anahtar sdzcitkler: p33 protein, larenks kansert onkagen

SUMMARY

ASSESSMENT OF P53 PROTEIN IN PARAFIN-EMBEDDED LARYNGEAL TUMOR TISSUES.
Purpose: p33 gene is located on human chromosome 17 and encodes a nuclear phosphoprotein thought to
regulate proliferation of normal cells. The mutant forms are more stable and thus have an extended half life and can be
detected using immunohistochemical techniques. In this study, the existence of p33 prolein in tumour tissue was inves-

tigated.

Methods: A s_erfﬂ.r of 69 primary human squamous cell carcinomas of the larynx was examined for assessment

of p53 protein in paraffin-embedded laryngeal tumour tissues by immunohistochemical approach.
Results: Immunohistockemical staining was found out in 62.3 % of laryngeal carcinoma.
Conclusion: The results nf this study indicate that p53 gene function has an important mle in the progress of

larynx carcinoma

Key weords: p33 pmtem Jaryngm! carmmma oncogene.

- Karsinogeneziste giincel goriig, neoplastik
transformasyonun farkii genetik ve epigenetik
etkenlerin birikiminden olugtugudur. Genetik etki,
proto-onkogenlerin aktivasyonu ve timor siipressor
genlerinin inaktivasyonunu igermektedir. Bunun
genetik degisiklerle birlikte oldugu bir ok malign
timérde gosterilmektedir. Timor siipressor geni
olarak bilinenler: deleted colon carcinoma (DCC)
gen, neurcfibromatosis timbr siipressdr geni,

retinoblastom gen; Wilms timér geni, Erb A geni_ |

ve p53 genidir (1). p53 geni insanda 17’inci

kromozomun kisa kelunda yerleémistir. Hiicre

boéliinmesini dizenleyen 393-amino acid nuclear
- phosphoprotein olan p53 proteininin yapimindan
- sorumludur. Normal hicrelerde p53 proteinmin

yanilanma émri kisadir ve immiinohistokimyasal

- olarak tespit edilemez. p53 genindeki fonksiyon

bozuklugu, yanlanma omrii daha uzun olan stabil
mutant protein olusumuna neden olur. Bu protein
immiino-histokimyasal tetkikler kullanilarak
saptanabilmektedir (2). p53 genindeki fonksiyon

bozuklugu; p53 genmindek: genetik degispikhige

(nokta mutasyon), protein olusumunda viral
onkoproteinler ile iligkiye, p53'iin inaktif oluguna
ve p53 ile hiicre kompartmanlart arasindaki
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dislokasyona baglh olabilmektedir(3). Tumor
hucreterinin nitkleuslannda yiiksek diizeyde binken
anormal p53 proteininden sikhikla mutasyona
ugramis p53 alelleri sorumludur (4). pS3 gem
kanserl: bir hicreve verildiginde hiicre va gelisimini
durdurur ya da nekroza ugrar. p53 gent normalde
antionkogen iken mutasyona ugradiginda onkogen
gib1 calismaktadir (3. 5).

Larengial kanser ile p33 proteint
arasindaki itliskivi arastirmak i1¢in, 1993-1996
villarindakr 69 larenks kanserli olgumuzda,
formolde fikse edilmis ve parafin emdirilmis
tumorlii doku kesitlerinde pS53 protein
degerlendirmesi ¢alismamizr gergeklestirdik.
Olgularimizda doku degerlendinimest yapildiktan
sonra yas, boyun diseksiyonunda tiimoral
infiltrasyonlu lenfadenopatinin var olup olmad:gs,
tumorun diferansiyasyonu ve p53 protein
bovanmas) oranlarina gore degerlendirme
vapiimistir.

MATERYEL-METOD

Doku:

1993-1996 yillarinda larenks kansern tanisi
ile amelhiyat vapiian oigulanmizdan rastgele olarak
segilen 69 olgunun, postoperatif patolojn
laboratuarina gonderilmus, formol ile hikse edilmis
ve parafin bloklarda saklanan timorla dokular:

calismamizda kullamlmigtir. Onceden tiimériin
lokalizasyonu, diferansiyasyonu veya yapilan
cerrahi yontem gibi herhangi bir on bilgi ile olgu
ayrimi yapilmamigtir.

Immiinohistokimyasal boyama:

Parafine gomiilii dokulardan 5 mikron
kalinliginda alinan kesitler Labelled
sptreptavidinbiyotin (LSAB) yontem: (6) ile
boyandi. Deparafinize edilen kesitler antijenik
ozelligi agiga ¢ikarmak icin 100 santigrad derecede
mtkrodalga finnda sitrath tampon solusyonu i¢inde
benmari usuli 15-20 dakika tutulmustur. Endojen
peroksidaz, metanol i¢cinde hazirlanms %3 litk
hidrojen peroksit ile giderildikten sonra primer
antikor olarak monoklonal anti-human mouse p53
protein (DO-7)(DAKO) kullanilmigtir. Dokular oda
sicakliginda 30 dakika primer antikor ile inkiibe
edilmistir. Renklendirici olarak dtaminobenzidine
(DAB) ve karstt boya olarak Mlayer’s hematoksilen
kullanilmigtir, Onceden kuvvetli pozitifligi tespit
ediimis olan larenks karsinomu dokusu pozitif
kontrol olarak kullanilmistir, aynca her dokuya
negatif kontrol uygulanmistir. Boyamanin
degerlendirilmesinde sadece niikleer boyanma
dikkate alinmig ve boyanan hiicre oranina gore
boyanma yogunlugu %25’ten az 1se (+), %25-50
(++), %50-75 (+++), %75 ten fazla i1se (++++) ve
hi¢c boyanma yoksa (-} olarak kabul edilmigtir
(7)(Resim 1,2,3).
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Resim 2 : Timdr hiicrelerinde yaygin p53 pozitifligi ( DAB X 400 )

Resim 3 : Tumor dokusunda vaygin p 53 varhigiayy diferansive alanlarda sadece bazal

BULGULAR
Olgulanmizin timu primer larenks
karsinomu olup, 2 olgu bayan 67 olgu erkektir. En
gen¢ olgumuz 30 yasinda, en yash olgumuz &3
vagindadir. Bu olgularin 23 ("33.3)'Gne parsiyel
larenjektom, 41 (%659.4) ine total larenjektom, S
(%7.3) 1ne near total Iarenjektomi uygulanmistir.
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hiicrelerde boyanma ( DAB X 50)
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Parsivel larenjektomi uygutanan olgularnn
timorlerinin 3'tinin az diferansiyasvon, 18’ 1n1n 1vi
diferansivasvon, 2’sinin  orta derecede
diferansiyasyon gasterdigl, total larenjektom
uygulanan olgulann 11'1mn az diferansiyasyvon.
23'inin 1y1 diferansiyasyon 7 sinin orta derecede
diferansivasyon gosterdigi; Near total larenjektom:
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uygulanan olgularin birinin az difgmnsiya_syan,
binnin orta derecede diferansiyasyon, lg¢liniin iyi
diferansiyasyon gdsterdifi saptand: (Tablo I).

Toplamda 15 (%21.7) olguda az diferansiyasyon,

44 (%63 .8) olguda iyi diferansiyasyon, 10 (%14.5)
olguda orta derecede diferansiyasyon bulunmustur.

Pozitif p53 boyanmasina gre degerlendirildifinde;

}5 az diferansiye olgunun 12 (%80)’sinde, 44 1y1
diferansiye olgunun 26 (%59.1)’sinda, 10 orta
derece diferansiye olgunun 5 (%50)’inde poaitif
pS3 boyanmas: saptanmigtir (Tablo 2). Az
diferansiye timérlerde p53 boyanma oram artmakla
birlikte, istatistiki olarak degerlendirildiginde fark
anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Toplama gore

degerlendirildiginde 69 olgunun 43(%62.3) iinde
pozitif p53 boyanmas: saptanmug, 26 (%37.7)’sinda
pS3 boyanmas: saptanamamigtir, Boyun
diseksiyonu yapilip pozitif timdr tutulumlu
lenfadenopatisi olan 22 olgu oldugu goriilmiis,
bunlarin 16 (%72.7)’sinda pozitif p53 boyanmasi
bulunmugtur. Boyun diseksiyonu yapilip pozitif
tiimor tutulumlu lenfadenopatisi olmayan 42
olgunun 23 (%54.8)’iinde pozitif p5S3 boyanmas:

“ve boyun diseksiyonu yapilmaysn § olgunun 4

(%80)’iinde pozitif p53 boyanmas: bulunmugtur
(Tablo 3). Bu daghlim istatistiksel olarak anlamstz
bulumnustur (p>0 05) |

TABLO 1: Timér dlferanmyasyonunun amehyat tiirine gore daE'lhml

ey ey e

TAmEH}ﬂ}ﬁﬁi Dife ansiyasyo

. _—
Total Larenjektomi | ] 11 (9%26.8) 23 (%56 )
Parsiyel Larenjektomi 23 3 (%13 .0 .  18(%78.3)
| Near Toial Larenjektomi 5 1 (%_;_20,0) | 3 (%60.0)
' TOPLAM 69 15(%21.7) | 10(%14.5) 44 (%63.8)

TABLO 2: Olgulann Diferanmyasyona Gore POZItlf p53 Boyanma Oranlan

~ Paztif 953 buzanmasn alanlar L i
Az diferansiyasyon 12 (%80.0)
 lvi diferansiyasyon . 26(®mSShy I
Orta diferanstyasyon - 5(%50.0) _
(p > 0.035) | -

TABLO 3: Olgulann Boyun Dlsekmyonuna Gore Pozltlf p53 Boyanma Oranlan

Diseksiyonda timor mctastaz:h lenfadenopat var
Disckstyonda. tiimdr metastazislenfadenopati yok

il — . i ﬂ il

Olg ou Sayisi
22_
42

il

Boyun diseksiyonu yok

TARTISMA

Insan malignitelerinde en yaygin identifiye
edilen mutasyon p53 genine aittir (8). p5S3 genindeki
bu mutasyon yanlanma émrii uzun olan stabil mu-
tant protein olusumuna neden olmaktadir. Normal
hucrelerde vyarilanma omrii  kisa ve
immunohistokimyasal boyamalar ile tespit
edilemeyen p53 proteini, p53 genindeki fonkstyon
bozuklugunda olusan yapisiyla immiino-
histokimyasal boyamalar ile tespit edilebilmektedir.
Monoklonal antikor normal p53 proteini tespit
etmemektedir. Timor siipresorii olan pS3 geninin
kodladig1 protein normal hiicre proliferasyonunu
duzenleyen p53 proteini olup immiino-
histokimyasal boyamalar ile tespit edilemezken,
fonksiyon bozulup kanser geni (onkogen) haline
gelen p53 geninin kodladig: protein kanser hiicresi
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niikleuslarinda immiinohistokimyasal boyamalar ile
tespit edilebilmektedir. Bunun yaninda bitun
larengeal kanser dreklerinde pozitif p53 protein
boyanmasi saptanamamakta, baz1 p53 pozitf
tiimérler de uniform yap1 gostermemektedir. Bu
hiicre sikliisunun devresi ile pS3 olugumundaki
degisiklige baglanmaktadir (9). Hiicre sikliisundaki
bu varyasyon, metafazda olan timdr pozitif
hiicrelerde komple boyanma yoklugu nedenidir. p53
olusumunun yoklugunun diger teorik agiklamas:,
malign transformasyonda her 1ki p53 alelinin
kaybolmasi olasihifidir ki bu tiimér siipresor
proteinin komple yokluguna yol agmaktador.
Otozamal dominant gegme dzelligi olan
Li-Fraumeni sendromunda konjenital p53 gen

mutasyonu (germline p53 mutagyon) vardir, Mul-

tiple yerlesimli farkl: mezenkimal ve epitelyal

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi 15(3).1998



PARAFIN EMDIRILMIS LARENKS TOMOR DOKULARINDA...

neoplaziler gdriiliir. Aile iiyelerinde beklenmedik
erken yaglarda tiimér geligir (3). Bizim
olgulanmizin en genci 30 yaginda oldugundan- bu
sendromu deferlendirmeye aimadik.

Biz bu ¢alismada degerlendirdifimiz 69
prlmer epidermoid larenks kanseri olgumuzda
immiino-histokimyasal boyama yontemi ile %56.7
pozitif p53 protein boyanmas:i saptadik.
Nazofarenks karsinomlarinda p53 ekspresyonu
%84.6 pozitif (10), tiikriik bezi neoplazmlarinda
(malign lezyonlarda) %29.4 pozitif boyanma (11),
hipofarenks yassi hiicreli karsinomlarinda %37
(12); beyin tiiindrierinde %33 (9), dil yassi hiicreli
karsinomliannda servikal nodiil olan olgularda %43,
olmayan olgularda %6} (8), kolorektal
karsinomlarda %46.5 (13), kronik myeloid
losemide kronik fazda %7, am kriz fazinda %22,
artmig fazda %60 (14), prostat kanserlerinde %20.4
(15) oraninda p53 proteini pozitif bulunmastur.
Boag ve ark. (16) 21 larenks kansen ve 16 larenks
selim lezyonunda pS53 protein varhgim aragtirms
ve kanserli 21 olgunun 14 (%67)’inde pozitif
boyanma olurken az diferanstye lezyonlarin
hepsinde pozitif boyanma oldugunu; selim
lezyonlardan sadece bir kord vokal kistinde pozitif
boyanma bulundugunu belirtmektedirler.

Sauter ve ark. (17) primer ve metastatik
bas boyun karsinomlannda pS3 degerlendirmesinde
primer olgularin %42 'sinde, lenf bezi metastazi olan
olgularin %43'linde pozitif pS3 boyanmasn
saptamglardir.

Pavelic ve ark. (18) immiinohistokimyasal
boyama yéntemini kutlanarak g¢aligtiklart bag boyun
dokularinin %42’sinde pozitif p53 boyanma
saptamiglardir.

Maestro ve ark. (19) larenks kanserlerinde
protein artis: ile birlikte p53 genindeki yiiksek
orandaki degisikhkleri immiino-histokimyasal
boyama ve molekiler degerlendirme 1iie
aragtirmslardir. Immiinohistokimyasal yontemde
%60 pozitif boyanma ve bunun pS53 genindeks
yapisal ve / veya kopyalama bozuklugu ile birlikte
oldugunu ilen stirmektedirler.

Scholnick ve ark. (20) olgularinin
%53inde p53 geninde, %59’unda retinoblastom
geninde alel kaybi bulduklanini, bunun da larengeal
karsinomada bu siipresorlerin biiytik rolii oldugunu
gosterdigini belirtmektedirler.

Brenman ve ark. (21) bas boyun yassi
hiicreli karsinomah olgulannda p53 geninde
mutasyon ile sigara igilmesini kargilagtirmak 1¢1n
yaptiklan ¢aligmada olgulann genel toplaminda
%42 oraninda gen mutasyonu butmuglardir. Sigara
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igenlerde %47, igmeyen olgularda %l4, alkol
kullananlarda %55, kullanmayan olgularda %20
oraninda gen mutasyonu tespit etmislerdir. Aynt
calismada p53 mutasyon orani sigara igen ve alkol
kullanan olgularda %58, sigara ve alkol kullanma
hikayesi olmayanlarda %17 bulunmugtur. Sigara
icen ve alkol kullanan olgulardak: %58’lik p53
mutasyon oram: bizim ¢alismamizdaki %62.3°lik
pozitif p53 boyanmasi oranina gok yakinlig: ile
larenks kanserlerinde sigara ve alkolin etkisini
destekler bulunmustur.

Stringer ve ark. (22) cilt kanserlerinde p53
immiino-histokimyasal boyanma tle metastaz orani
ve prognoz arasinda iliskiyi aragtirmislardir. p53'un
pozitif immiinohtstokimyasal boyanmasinin artmig
lokal metastaz oran: ile birlikte oldugunu
bulmuslardir ve bunun lokal lenfatiklenn elektit
tedavisi deperlendinlirken yararh klinik ver olarak
alinabilecegini belirtmektedirler.

Koempel ve ark. (23) erken larengial
kanserlerde p53 degerlendirmesi yapmuglar ve
olgulaninin radyoterapiye yanitlarinda pozitif p353
protein boyanmasi ile tliski olup olmadigint
aragtirmislardir. Olgulannin %60'inda pozitif p53
protein boyanmasi bulmuglar, pozitif p53 protein
boyanmasi varliginin erken glottitk tumorlerin
radyoterapt ile tedavisinde bagarimin
belirtenmesinde yol gosterici olamadigint
belirtmslerdir.

Roland ve ark. (24) 41 larenks karsmomlu
olgularinda p353 protein varhgim degerlendirerek
%43.9 pozitif boyanma bulduklarin1 ve bunun
prognostik marker olarak kabul edilemiyecegint
ileri siirmislerdir. Bu olgularda 5 yillik yasam
oranini, pozitif p53 protein boyanmasi olanlarda
%61 bulurlarken, pS53 protein boyanmasi
bulamadiklarinda %74 bulduklarini, bunun
istatiksel olarak anlaml: olmadigim belirtmiglerdir.
Soylu ve ark. (25) larengial eptdermoid
karsinomlarda p53 timor siipresdr geninin rolunu
aragtirmislar ve 40 olgunun %47.5’inde mutant p53
proteini bulmuglardir. Timdrin boyutu, nodal
tutalum ve evresi ile mutant p53 proteininin artigt
arasinda iliski olmadig1, ancak timoériin grade ') ile
pS3 proteininin artis1 arasinda thgkili oldugunu
belitmektedirler. Otorler p53 gen mutasyonunun
larengeal karsinomlarin gelisgiminde rolii oldugunu
ileri siirmislerdir. Bizim ¢aliymamizda pozitf
boyanma olan 43 olgunun 16’sinda nodal tutulum
bulunurken, nodal tutulum bulunan 22 olgunun
altisinda pozitif p53 protein boyanmas: olmamusgtir.
Nodal tutulum olmayan olgulanmzin larenks tumor
dokularinda p53 protein  boyanmas:
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degerlendirildiginde pozitif boyanma olen olgu

oran1 daha dusik saptanmig, ancak istatistiksel

olarak anlaml bir farkhiik bulunmamagtir.

Bizim degerlendirdigimiz 69 primer
larenks epidermoid kanserli olgumuzda immiino-

histokimyasal boyama ydntemi ile buldugumuz

%62.3 pozitif p53 protein boyanmasi ummmdxgw -
¢aligma sonuglar ile uyumlu oldugu goriir
Sonug olarak; ¢aligmamzin verileri lnmnks
kanserlerinin olugumunda p53 geni fonksiyon

- bozuklugunun dnemli rol nynadlgl gorigini

destekler mtehkte hulunmugtur
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