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P53 OVEREXPRESSION IN NORMAL ORAL MUCOSA OF HEAVY SMOKERS 
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ÖZET: Baş - boyun kanserlerinin gelişmesinde sigara ve p53 tümör baskılayıcı gen değişikliklerinin erken  
dönemde rolleri olduğu çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir. 
Bu çalışmada herhangi bir kanseröz veya prekanseröz lezyonu olmayan, beş yıldan daha uzun süre ve günde  
yirmiden fazla sigara içen 30 kişinin ağız mukoza biyopsi örneklerinde immunhistokimyasal yöntemle p53  
proteini araştırılmıştır. 
Histopatolojik incelemede 28 örnekte (%93) hiperplazi ve 9 örnekte (%30) displazi saptanmıştır. p53 D07  
monoklonal antikoru ile yapılan immunhistokimyasal incelemede sadece hiperplazi gösteren 20 örneğin 3'ünde  
ve displazi gösteren 9 örneğin 3'ünde olmak üzere toplam 6 (%20) örnekte pozitif reaksiyon görülmüştür. 
Sonuç olarak sigara tiryakilerinin ağız mukozalarında kanseröz veya prekanseröz lezyonlar olmadan önemli  
oranda hiperplazi, displazi ve p53 protein artışı oluşmaktadır.  

Anahtar Sözcükler: Sigara  içimi, ağız mukozası, 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 signifıcant 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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GİRİŞ 
Birçok kanser tipinde p53 tümör baskılayıcı 

genin mutasyonları tanımlanmıştır (13,17). Baş ve 
boyun yassı hücreli kanserlerinin de %60-80'inde de 
p53 mutasyonlarının varlığı çeşitli moleküler ve im-
munhistokimyasal çalışmalar ile gösterilmiştir 
(10,19,20). Baş ve boynun prekanseröz lezyonlarında 
p53 mutasyonlarının saptanması ve bu mutasyonların 
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sıklığının displazi derecesi ile artış göstermesi, kolo-
rektal kanser ve diğer epitelyal kanserlerde olduğu 
gibi baş boyun kanserlerinde de p53 değişikliklerinin 
erken dönemde oluştuğunu göstermektedir (22, 24, 
27, 28). 

Baş ve boyun kanserli hastaların ağız içlerinde 
tümörden uzak epitel bölgelerinde de farklı tipte p53 
mutasyonları gösterilmiştir. Bu bulgu birden çok pri-
mer tümör gelişmesinde p53 mutasyonlarının rolü ol-
duğu görüşünü desteklemektedir (18). 

Günümüzde malign transformasyon yapısal ve 
çevresel risk faktörlerinin birlikte rol aldığı çok basa-
maklı bir süreç olarak kabul edilmektedir. Kanser ge-
lişmesinde risk oluşturan önemli bir çevresel etmen 
sigara olup, akciğer, larenks, ağız boşluğu ve özafa-
gus kanserlerinin gelişmesinden sorumlu tutulmakta- 
dır. Ağız boşluğu kanserlerinin gelişme riskinin siga- 
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ra dumanına maruz kalmakla arttığı ve günde yirmi 
den fazla sigara içen ağır tiryakilerde, (6). Öte yandan 
sigara ile ilişkisi olduğu bilinen yassı hücreli akciğer 
kanserlerinde p53 protein boyanmasında artış göste-
rilmiş ve böylece sigara ile p53 mutasyonları arasında 
ilişki olabileceği düşünülmüştür (15). Bu ilişki baş ve 
boyun yassı hücreli kanserlerinde ve prekanseröz lez-
yonlarında da tespit edilmiştir (4,12). Bu çalışmalara 
göre baş ve boyun yassı hücreli kanserlerinin oluşma-
sında p53 mutasyonları erken dönemde ortaya çık-
makta ve sigara p53 mutasyonlarına yol açmaktadır.. 
Araştırmamızda; içen ancak kanser veya prekanseröz 
lezyonu olmayan kişilerde p53 mutasyonlarının olu-
şabileceği tezinden haraketle, yoğun sigara içen kişi-
lerde immunhistokimyasal yöntemle p53 proteini  
araştırılmıştır. 

 YÖNTEM VE GEREÇLER 
Bu araştırmanın materyalini beş yıldan daha 

uzun süre günde yirmiden fazla sigara içen ve ağız 
içinde herhangi bir lezyonu olmayan sağlıklı 30 gö-
nüllü birey oluşturmuştur. 

Deneklerin her birinden sigara tüketimi ile ilgili 
bilgiler alındıktan sonra dilaltı bölgesinden insizyonel 
biyopsiler yapıldı. Her bir biyopsi örneği %10 forma-
linde fıkse edildikten sonra parafin blokları hazırlan- 
dı. Daha sonra seri halinde 5µm kalınlıkta kesilen 
doku blokları poly-1 lizin ile muamele edilip 55 C 
ısıda bir gece süresince kurutuldu. Kesitler deparafı- 
nize edildikten sonra distile su ile yıkandı. Doku ör-
nekleri 75 ml sitrat buffer (l litre distile suda 2.1 gr 
sitrik asit; 2M NaOH ile pH 6.0'ya ayarlandı) içine 
daldırılarak beşer dakika süre ile 2 kez 750 W'luk 
mikrodalga fırına yerleştirildi (l ,26). 

Mikrodalga işleminden sonra kesitler 20 dakika 
süre ile sıcak bufferde inhibe edildi ve daha sonra 
fosfat-buffer salin (PBS pH 7-6) içine yerleştirildi. 
İmmunhistokimyasal çalışmada anti p53 monoklonal 
antikoru (p53 D07, Nova castra Laboratuarları, 1:50 
seyretilmiş), biotin-HRP streptavidin amplifıkasyon 
sistemi (KO 681 Dako, Denmark) ve AEC kromojen 
(KO696 Dako, Denmark) kullanıldı. Primer antikor 
oda ısısında 60 dakika süre ile uygulandı. Hücre çe-
kirdekleri Mayer'in hematoksileni ile boyandı ve ışık 
mikroskobunda incelendi. Pozitif kontrol olarak gen 
dizi analizi ile exon 7, kodon 248'de (C —» T) mutas-
yonu saptanmış bir rabdomiyosarkom doku örneği 
(2), aynca p53 immunreaksiyonu pozitif olduğu bili- 
nen bir nazofarenks karsinom doku örneği kullanıldı. 
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Negatif kontrol olarak aşılanmamış fare serumu kul- 
lanıldı. Her bir doku örneğinde p53 immunreaktivite- 
si en az 300 hücrede araştırıldı ve immunhistokimya- 
sal boyanma gösteren çekirdek yüzdesine göre 
değerlendirme yapıldı. Hiç boyanma göstermeyen ör- 
nekler negatif, %l-33 boyanma gösteren örnekler 
zayıf pozitif, %34-66 boyanma gösteren örnekler orta 
derecede pozitif ve hücre çekirdeklerinin %67'si bo- 
yanan örnekler ise kuvvetli pozitif olarak kabul edildi 
(21).  

Her bir doku örneği hemotoksilen eozinle boyan-
mış kesitlerde sigaraya bağlı değişiklikler yönünden 
de ayrıca incelendi. Histopatolojik olarak örtücü epi-
telde akantoz ve spinal hücre proliferasyonuna bağlı 
papillomatoz varlığı hiperplastik değişiklik olarak 
kabul edildi. Epithelyal hücrelerde düzensizlik, orga-
nizasyon bozukluğu ve atipi varlığında ise displazi 
düşünüldü. Bu bulgu özellikle bazal ve parabazal kat-
larda daha belirgin ise hafif, intermedier hücre katma-
nında da mevcutsa orta derecede displazi olarak  
kabul edildi.  

SONUÇLAR    
Doku örneklerinin alındığı 30 gönüllü bireyin 

25'i erkek 5'i kadın olup yaş dağılımı 20-62 yaş (or-
tanca=39 yaş) arasında idi. Deneklerin 5-35 yıl (or-
tanca=14.5 yıl) arasında değişen sürelerde günde 20- 
40 (ortanca=25) sigara içtikleri öğrenildi (Tablo 1). 
Çalışmaya konu olan 30 kişinin fizik muayenelerinde 
ağız mukozalarında herhangi bir iyi huylu, prekanse- 
röz veya kanseröz lezyon saptanmadı. 

Değişken         Sayı          İmmunreaktivite 
                                         Pozitif          Negatif 

Yaş (yıl)   
 

 

20-39 16 3 13 
40 14 3 11 

Sigara/gün    
20-29 20 3 17 
30-40 10 3 7 

Sigara içme (yıl)    
5-19 18 4 14 
20 12 

 
2 
 

10 

Tablo 1: Olgu özellikleri ve p53 protein immünreaktivitesi 
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Histopatolojik değerlendirmede 28 örnekte 
(%93) hiperpastik değişiklikler saptandı. Bu olguların 
sekizinde ek olarak displastik değişiklikler de görül- 
dü. Bir olguda sadece displazi saptanırken, 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 görüldü.  

Anti p53 antikoru D07 ile pozitif immunreaksi-
yon 6 (%20) doku örneğinde saptandı. Çekirdek bo-
yanması iki olguda hücrelerin %18'inde, iki olguda % 
12'sinde, bir olguda % 9'unda ve bir olguda  
%8'inde görüldü. Sadece bir olguda (%9 boyanma 
gösteren olgu) çekirdek boyanmasının yanısıra sitop-
lazmada da hafif boyanma gözlendi. Pozitif immun 
reaksiyon, displazik değişiklik gösteren 9 doku örne-
ğinin üçünde (%15) ve sadece hiperlazi gösteren 20 
örneğin (%33) bazal ve parabazal hücelerde saptandı 
(Tablo 2). 

p53  EPİTEL   

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 örneğin 8'i displaziye ek olarak hi- 
perplazi de göstermekte idi. 

  Tablo 2: p53 pozitif ve negatif örneklerde epitel özellik- 
ler 

TARTIŞMA: 
Baş ve boyun yassı hücreli kanser olgularında 

p53 mutasyonlarını araştırmaya yönelik çalışmalar, 
bu hastaların hiperplastik ve displastik lezyonlarında 
% 15-70 oranında, normal mukozalarında ise daha 
düşük oranlarda p53 mutasyonları olduğunu göster-
miştir (3,14,18,22,24). Yine bu çalışmalarda p53 mu-
tasyon sıklığının hiperplazidan displaziye ve displazi-
den karsinoma geçişte göreceli olarak arttığı 
belirtilmekte ve p53'ün baş ve boyun karsinogenezi-
nin erken dönemlerinde rol oynadığı sonucunda birle-
şilmektedir (3,14,18). 

Dr. Nihat AYAN ve ark. 

Birçok moleküler ve immunhistokimyasal çalış-
mada sigara içenlerde p53 mutasyonlann büyük bir 
bölümünün 220, 245-248 ve 278-281 kodonlarında  
G → A, G → T veya G →4 C transversiyonları veya 
delesyonlar şeklinde geliştiği bildirilmektedir 
(3,4,7,10,11,12,16,25). Sigara içenlerde baş ve boyun 
kanserlerinin gelişmesi sırasında oluşan erken lezyon-
larda belirli p53 mutasyon modellerinin görülmesi, 
aktive olmuş tütün karsinogenleri tarafından oluşturu- 
lan DNA hasarının selektif olarak p53'ü inaktive etti- 
ği ve bunun sonucunda klonal büyüme ve progresyon 
olduğu varsayımını kuvvetlendirmektedir (3,7). Öte 
yandan human papilloma virüs (HPV) ile enfekte ki-
şilerde sigara ile ilgili kanserlere yatkınlığın artmış 
olması, p53 inaktivasyonunda HPV'nin de rolü olabi-
leceğini düşündürmektedir (7). 

Bu çalışmada herhangi bir görülebilir oral lezyo-
nu olmayan sigara tiryakilerinde %20 oranında p53 
protein artışı gösterilmiştir. Morfolojik incelemede 
ise %93 oranında hiperplastik ve %30 oranında disp-
lastik değişikliklerin olduğu belirlenmiştir. p53 pozi-
tifliği sadece hiperplazi gösteren örneklerin %15'in-
de, displazi gösterenlerin ise % 33'ünde saptanmıştır. 
Bu oranlar baş ve boyun kanserli hastaların hiperplas- 
tik ve displastik lezyonlarında saptanan p53 pozitiflik 
oranlan kadar yüksektir. 

Her ne kadar çalışmamızda premalign ve malign 
lezyon olmadığı halde yüksek oranda p53 mutasyon-
larının varlığı gösterilmişse de p53 mutasyonlarının 
hiperlazi ya da displazi gibi değişikliklerden önce mi, 
sonra mı geliştiği konusuna açıklık getirilmemiştir. 
p53 mutasyonlarının gelişme zamanının belirlenebil-
mesi için daha fazla sayıda normal epitele sahip ör-
neklere gereksinim vardır. Bizim çalışmamızda sadece 
bir tek örnekte epitel normal raporlanmış ve bu 
olguda p53 immunreaktivitesi negatif bulunmuştur. 
Daha kısa süre ve /veya daha az sigara tüketen büyük 
gruplarda daha fazla olguda normal epitel saptanabi- 
lir ve bu olguda p53 protein artışı araştırılabilir. Ça-
lışmamızda p53 inaktivasyon mekaizmasmı açıkla-
mak için moleküler yöntemlerle p53 mutasyon 
modelinin belirlenmesine gereksinim vardır. Ancak 
bu şekilde tütün karsinogenleri ve/veya HPV p53 
inaktivasyonundan sorumlu tutulabilir. Bir ön çalış- 
ma niteliği taşıyan çalışmamız, klinik olarak normal 
ağız mukozalarına sahip sigara tiryakilerinde önemli 
ölçüde hiperplazi, displazi ve p53 mutasyonlannın 
varlığını ortaya çıkarmıştır. Sonuçlarımız p53 deği-
şikliklerinin transformasyonun erken döneminde orta- 
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ya çıktığını gösteren çalışmalara uygunluk göster-
mektedir. Ayrıca çalışmamızda transformasyonun 
başladığı ancak henüz karsinomun gelişmediği bir  
risk grubu belirlenmiş olup bu olgular "chemopreven- 
tion" için uygun adaylar olabilir. İzleyen çalışmalarda 
uygulanacak moleküler analizler ile sigara ve p53 
mutasyonları arasındaki ilişki daha iyi belirlenebilir. 
Ayrıca tükrükte yapılacak moleküler tarama çalışma- 
ları ile (23) sigara içenlerde p53 mutasyonları daha 
kolay belirlenebilir ve bu kişiler kanser önleyici teda- 
vi programlarına alınabilir. 

Yazışma Adresi: Dr. Nihat AYAN 
                  Bakırköy Dr. Sadi Konuk 
                                                      Eğitim ve Araştırma 
                                                      Hastanesi       İSTANBUL 
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