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SIGARA TiRYAKILERININ NORMAL AGIZ MUKOZALARINDA
P53 PROTEINI

P53 OVEREXPRESSION IN NORMAL ORAL MUCOSA OF HEAVY SMOKERS
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Dr. Semra D. GULER (*¥*%), Dr. Cagrn DALKILIC (***¥),
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OZET: Bas - boyun kanserlerinin gelismesinde sigara ve p33 timor baskilayici gen degisikliklerinin erken
donemde rolleri oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir.

Bu ¢alismada herhangi bir kanseroz veya prekanseroz lezyonu olmayan, bes yidan daha uzun siire ve giinde
yirmiden fazla sigara icen 30 kiginin agiz mukoza biyopsi oOrneklerinde immunhistokimyasal yéntemle p53
proteini arastirtlmigtir.

Histopatolojik incelemede 28 ornekte (%93) hiperplazi ve 9 drnekte (%30) displazi saptanmustir. p53 D07
monoklonal antikoru ile yapilan immunhistokimyasal incelemede sadece hiperplazi gosteren 20 ornegin 3'iinde
ve displazi gosteren 9 oOrnegin 3'inde olmak iizere toplam 6 (%20) drnekte pozitif reaksiyon goriilmiistir.
Sonug olarak sigara tiryakilerinin agiz mukozalarinda kanseréz veya prekanseroz lezyonlar olmadan énemli
oranda hiperplazi, displazi ve p53 protein artigi olusmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Sigara icimi, agz mukozasy, p53 geni

SUMMARY: The role of cigarette smoking and the p53 mutations in the early phase of carcinogenesis of head
and neck cancer has been demostrated in several studies.

In the present study, the frequency ofp53 overexpression in the oral mucosa of 30 heavy smokers who have no
overt precancerous of cancerous lesions is investigated. Histopathological evaluation revealed hyperplastic
changes in 28 (93%) tissue samples and dysplastic changes in 9 (30%). Positive immunoreaction with the
anti-p53 monoclonal antibody D07 was detected in 6 (20%) samples, 3 of which consisted of hyperplastic only
epithelium (3/20) and the other 3 of dysplastic epithelium (3/9).

In conclusion, a significant percentage of hyperplasia, dysplasia and p53 overexpression occur in the oral
mucosa of heavy smokers even in the absence of overt malignant or premalignant lesions.
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GIRIS

Birgok kanser tipinde p53 tiimor baskilayic
genin mutasyonlart tanimlanmistir (13,17). Bas ve
boyun yassi hiicreli kanserlerinin de %60-80'inde de
p53 mutasyonlarmin varligi cesitli molekiiler ve im-
munhistokimyasal ~ caligmalar  ile  gdsterilmistir
(10,19,20). Bas ve boynun prekanserdz lezyonlarmnda
p53 mutasyonlarinin saptanmasi ve bu mutasyonlarin
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sikhiginin displazi derecesi ile artis gostermesi, kolo-
rektal kanser ve diger epitelyal kanserlerde oldugu
gibi bas boyun kanserlerinde de p53 degisikliklerinin
erken donemde olustugunu goéstermektedir (22, 24,
27,28).

Bas ve boyun kanserli hastalarin agiz iglerinde
timorden uzak epitel bolgelerinde de farkl tipte p53
mutasyonlart gésterilmistir. Bu bulgu birden ¢ok pri-
mer timor gelismesinde p53 mutasyonlarinin roli ol-
dugu goriistinii desteklemektedir (18).

Giliniimiizde malign transformasyon yapisal ve
cevresel risk faktorlerinin birlikte rol aldig1 ¢ok basa-
makli bir siire¢ olarak kabul edilmektedir. Kanser ge-
lismesinde risk olusturan 6nemli bir ¢evresel etmen
sigara olup, akciger, larenks, agiz boslugu ve 6zafa-
gus kanserlerinin gelismesinden sorumlu tutulmakta-
dir. Agiz boslugu kanserlerinin gelisme riskinin siga-
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ra dumanina maruz kalmakla arttif1 ve giinde yirmi
den fazla sigara icen agrr tiryakilerde, (6). Ote yandan
sigara ile iligkisi oldugu bilinen yass1 hiicreli akciger
kanserlerinde p53 protein boyanmasinda artis goste-
rilmis ve bdylece sigara ile p5S3 mutasyonlar1 arasinda
iliski olabilecegi diisiiniilmiistiir (15). Bu iliski bas ve
boyun yasst hiicreli kanserlerinde ve prekanser6z lez-
yonlarinda da tespit edilmistir (4,12). Bu ¢aligmalara
gore bas ve boyun yassi hiicreli kanserlerinin olugsma-
sinda p53 mutasyonlart erken donemde ortaya ¢ik-
makta ve sigara pS3 mutasyonlarma yol agmaktadir..
Arastirmamizda; icen ancak kanser veya prekanserdz
lezyonu olmayan kisilerde p53 mutasyonlarmin olu-
sabilecegi tezinden haraketle, yogun sigara igen Kkisi-
lerde immunhistokimyasal yontemle p53 proteini
aragtirlnmustir.

YONTEM VE GERECLER

Bu arastirmanin materyalini bes yildan daha
uzun siire giinde yirmiden fazla sigara igen ve agiz
icinde herhangi bir lezyonu olmayan saglikli 30 go-
niilli birey olugturmustur.

Deneklerin her birinden sigara tiiketimi ile ilgili
bilgiler alindiktan sonra dilalti bolgesinden insizyonel
biyopsiler yapildi. Her bir biyopsi drnegi %10 forma-
linde fikse edildikten sonra parafin bloklar1 hazirlan-
di. Daha sonra seri halinde Sum kalinlikta kesilen
doku bloklart poly-1 lizin ile muamele edilip 55 C
1s1da bir gece siiresince kurutuldu. Kesitler deparafi-
nize edildikten sonra distile su ile yikandi. Doku or-
nekleri 75 ml sitrat buffer (1 litre distile suda 2.1 gr
sitrik asit; 2M NaOH ile pH 6.0'ya ayarlandi) igine
daldirilarak beser dakika siire ile 2 kez 750 W'luk
mikrodalga firina yerlestirildi (1,26).

Mikrodalga isleminden sonra kesitler 20 dakika
stiire ile sicak bufferde inhibe edildi ve daha sonra
fosfat-buffer salin (PBS pH 7-6) icine yerlestirildi.
Immunhistokimyasal ¢alismada anti p53 monoklonal
antikoru (p53 D07, Nova castra Laboratuarlari, 1:50
seyretilmig), biotin-HRP streptavidin amplifikasyon
sistemi (KO 681 Dako, Denmark) ve AEC kromojen
(KO696 Dako, Denmark) kullanildi. Primer antikor
oda 1sisinda 60 dakika siire ile uygulandi. Hiicre ge-
kirdekleri Mayer'in hematoksileni ile boyandi ve 151k
mikroskobunda incelendi. Pozitif kontrol olarak gen
dizi analizi ile exon 7, kodon 248'de (C —» T) mutas-
yonu saptanmis bir rabdomiyosarkom doku Ornegi
(2), aynca p53 immunreaksiyonu pozitif oldugu bili-
nen bir nazofarenks karsinom doku 6rnegi kullanild.
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Negatif kontrol olarak asilanmamig fare serumu kul-
lanildi. Her bir doku 6rneginde p53 immunreaktivite-
si en az 300 hiicrede arastirildi ve immunhistokimya-
sal boyanma gosteren c¢ekirdek yiizdesine gore
degerlendirme yapildi. Hi¢ boyanma gostermeyen Or-
nekler negatif, %I-33 boyanma gosteren Ornekler
zayif pozitif, %34-66 boyanma gosteren Ornekler orta
derecede pozitif ve hiicre ¢ekirdeklerinin %67'si bo-
yanan Ornekler ise kuvvetli pozitif olarak kabul edildi
21).

Her bir doku 6rnegi hemotoksilen eozinle boyan-
mis kesitlerde sigaraya bagli degisiklikler yoniinden
de ayrica incelendi. Histopatolojik olarak oOrtiicii epi-
telde akantoz ve spinal hiicre proliferasyonuna bagh
papillomatoz varligi hiperplastik degisiklik olarak
kabul edildi. Epithelyal hiicrelerde diizensizlik, orga-
nizasyon bozuklugu ve atipi varliginda ise displazi
diisiiniildii. Bu bulgu 6zellikle bazal ve parabazal kat-
larda daha belirgin ise hafif, intermedier hiicre katma-
ninda da mevcutsa orta derecede displazi olarak
kabul edildi.

SONUCLAR

Doku o6rneklerinin alindigi 30 goniillii bireyin
25' erkek 5'1 kadm olup yas dagilimi 20-62 yas (or-
tanca=39 yas) arasinda idi. Deneklerin 5-35 yil (or-
tanca=14.5 yil) arasinda degisen siirelerde giinde 20-
40 (ortanca=25) sigara ictikleri 6grenildi (Tablo 1).
Calismaya konu olan 30 kisinin fizik muayenelerinde
ag1iz mukozalarinda herhangi bir iyi huylu, prekanse-
roz veya kanserdz lezyon saptanmadi.

Degisken Say1 Immunreaktivite
Pozitif Negatif
Yas (y1l)
20-39 16 3 13
40 14 3 11
Sigara/giin
20-29 20 3 17
30-40 10 3 7
Sigara igme (y1l)
5-19 18 4 14
20 12 2 10

Tablo 1: Olgu &zellikleri ve p53 protein immiinreaktivitesi



K.B.B. ve Bas Boyun Cerrahisi Dergisi, 2000, 8 (3): 21 - 215,

Histopatolojik ~ degerlendirmede 28  Ornekte
(%93) hiperpastik degisiklikler saptandi. Bu olgularin
sekizinde ek olarak displastik degisiklikler de goriil-
dii. Bir olguda sadece displazi saptanirken, tek bir ol-
guda epital normal bulundu.

Dispfazi saptanan 9 olgunun (%30) sekizinde
hafif derecede (fokal =4, diffuz =4) ve birinde ise
orta derecede displazi goriildii.

Anti p53 antikoru D07 ile pozitif immunreaksi-
yon 6 (%20) doku 6rneginde saptandi. Cekirdek bo-
yanmasi iki olguda hiicrelerin %18'inde, iki olguda %
12'sinde, bir olguda % 9'unda ve bir olguda
%8'inde goriildii. Sadece bir olguda (%9 boyanma
gosteren olgu) ¢ekirdek boyanmasimin yanisira sitop-
lazmada da hafif boyanma gozlendi. Pozitif immun
reaksiyon, displazik degisiklik gosteren 9 doku Orne-
ginin {igiinde (%15) ve sadece hiperlazi gosteren 20
ornegin (%33) bazal ve parabazal hiicelerde saptandi
(Tablo 2).

p53 EPITEL

Reaktivitesi Normal Hiperplazi Displazi* Toplam
Pozitif 0 3(%15)  3(%33) 6(%20)
Negatif 1 17(%85)  6(%66) 24 (%80)
Toplam 1 20 9 30

* Dokuz displastik dregin 8'i displaziye ek olarak hi-
perplazi de gostermekte idi.

Tablo 2: p53 pozitif ve negatif drneklerde epitel 6zellik-

ler

TARTISMA:

Bas ve boyun yassi hiicreli kanser olgularinda
p53 mutasyonlarii arastirmaya yonelik c¢alismalar,
bu hastalarin hiperplastik ve displastik lezyonlarinda
% 15-70 oraninda, normal mukozalarinda ise daha
diisiik oranlarda p53 mutasyonlart oldugunu goster-
mistir (3,14,18,22,24). Yine bu calismalarda p53 mu-
tasyon sikhigmin hiperplazidan displaziye ve displazi-
den karsinoma geciste goreceli olarak arttigi
belirtilmekte ve p53'iin bas ve boyun karsinogenezi-
nin erken dénemlerinde rol oynadig1 sonucunda birle-
silmektedir (3,14,18).
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Birgok molekiiler ve immunhistokimyasal ¢alig-
mada sigara i¢enlerde p53 mutasyonlann biiyiik bir
boliimiiniin 220, 245-248 ve 278-281 kodonlarinda
G — A, G — T veya G —4 C transversiyonlar1 veya
delesyonlar  seklinde  gelistigi  bildirilmektedir
(3,4,7,10,11,12,16,25). Sigara icenlerde bas ve boyun
kanserlerinin gelismesi sirasinda olusan erken lezyon-
larda belirli p53 mutasyon modellerinin goriilmesi,
aktive olmus tiitiin karsinogenleri tarafindan olusturu-
lan DNA hasarinin selektif olarak p53'i inaktive etti-
gi ve bunun sonucunda klonal biiylime ve progresyon
oldugu varsayimimi kuvvetlendirmektedir (3,7). Ote
yandan human papilloma viriis (HPV) ile enfekte ki-
silerde sigara ile ilgili kanserlere yatkinligin artmis
olmasi, p53 inaktivasyonunda HPV'nin de rolii olabi-
lecegini diislindiirmektedir (7).

Bu caligmada herhangi bir goriilebilir oral lezyo-
nu olmayan sigara tiryakilerinde %20 oraninda p53
protein artis1 gosterilmistir. Morfolojik incelemede
ise %93 oraninda hiperplastik ve %30 oraninda disp-
lastik degisikliklerin oldugu belirlenmistir. p53 pozi-
tifligi sadece hiperplazi gosteren orneklerin %15'in-
de, displazi gosterenlerin ise % 33'linde saptanmustir.
Bu oranlar bag ve boyun kanserli hastalarin hiperplas-
tik ve displastik lezyonlarinda saptanan p53 pozitiflik
oranlan kadar ytiksektir.

Her ne kadar ¢aligmamizda premalign ve malign
lezyon olmadig: halde yiiksek oranda p53 mutasyon-
larinin varlig1 gosterilmisse de p53 mutasyonlarinin
hiperlazi ya da displazi gibi degisikliklerden 6nce mi,
sonra m1 geligtigi konusuna agiklik getirilmemistir.
p53 mutasyonlarinin gelisme zamanmin belirlenebil-
mesi i¢in daha fazla sayida normal epitele sahip or-
neklere gereksinim vardir. Bizim ¢alismamizda sadece
bir tek Ornekte epitel normal raporlanmis ve bu
olguda p53 immunreaktivitesi negatif bulunmustur.
Daha kisa siire ve /veya daha az sigara tiiketen biiyiik
gruplarda daha fazla olguda normal epitel saptanabi-
lir ve bu olguda p53 protein artig1 arastirilabilir. Ca-
lismamizda p53 inaktivasyon mekaizmasmi agikla-
mak i¢in molekiler yontemlerle p53 mutasyon
modelinin belirlenmesine gereksinim vardir. Ancak
bu sekilde tiitiin karsinogenleri ve/veya HPV p53
inaktivasyonundan sorumlu tutulabilir. Bir 6n ¢alis-
ma niteligi tagiyan ¢alismamiz, klinik olarak normal
ag1iz mukozalarma sahip sigara tiryakilerinde 6nemli
6lgtide hiperplazi, displazi ve p53 mutasyonlannin
varligim ortaya ¢ikarmistir. Sonuglarimiz p53 degi-
sikliklerinin transformasyonun erken déneminde orta-
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ya ciktigin1 gosteren calismalara uygunluk goster-
mektedir. Ayrica  ¢alismamizda  transformasyonun
bagladigi ancak heniiz karsinomun gelismedigi bir
risk grubu belirlenmis olup bu olgular "chemopreven-
tion" icin uygun adaylar olabilir. izleyen ¢ahsmalarda
uygulanacak molekiiler analizler ile sigara ve p53
mutasyonlart arasindaki iliski daha iyi belirlenebilir.
Ayrica tiikriikte yapilacak molekiiler tarama calima-
lar1 ile (23) sigara igenlerde p53 mutasyonlar: daha
kolay belirlenebilir ve bu kisiler kanser o6nleyici teda-
vi programlarina alinabilir.
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