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OZET: p53, hiicre gogalmasinda potent bir baskilayici olarak hareket eder, delesyon ve/veya mitasyonunun, bugin igin insan neoplazmlaninda saptanan en sik genetik
anormallik oldugu bildiriimektedir. Mutasyona ugramasiyla hiicre igi yan Gmriniin uzamasi sonucu saptanabilir hale gelir. Geg G1 ve S fazindaki hiicre nikleuslann-
da saptanan proliferating cell nuclear antigen (PCNA) pozitifliginin gésteriimesi ve dagiim patterni de gesitli lezyonlarda proliferasyon indeksi olarak kabul edilmekte-
dir. Bu arastirmada malign melanomada (MM) p53 ile PCNA ekspresyonlar arasindaki ilikiyi incelemek amaciyla; deride yerlesim gosteren 9 MM (5 kadin ve 4 er-
kek; ortalama yas 55 yil) Gzerinde ve kontrol grubu olarak segilen 7 intradermal neviisd (IDN) olan (4 kadin ve 3 erkek; ortalama yag 21 yil) hastanin lezyonlu doku
drmeklerinde galisildi. % 10 tamponlu nétral formalinde fikse edilmis doku drnekleri parafin kesitlerinde hicre ici intranikleer p53 (clone: BP53.12) ve PCNA (clo-
ne:P10) ekspresyonlan imminohistokimyasal ydntemle (streptavidin biotin peroksidaz) arastinldi. MM'li 7 hastada (6 grade | ve 1 grade II) ve IDN'li 2 hastada (1 gra-
de | ve 1 grade Ill) p53 ekspresyonu saptand (p>0.05). % 5'in Gzerinde PCNA imminreaksiyonu 5 MM'i hastada saptanirken, higbir IDN'li hastada saptanmadi
(p=0.02). Sonuglanimiz melanositik timérlerde, beklenenin aksine p53 ekspresyonunun Gnemli bir parametre olmadidini, buna kargin PCNA immiinreaksiyonunun
daha degerli bir malign proges belirleyicisi oldugunu géstermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: p53 timdr sipressor gen, proliferating cell nuclear antigen, malignant melanoma

SUMMARY: The p53 gene encodes a nuclear phosphoprotein (normal or” wild type" p53 protein) which acts as a potent supressor of uncontrolled cell division and is
present at very low concentrations. Mutant p53 protein has a greatly extended intracellular half-life and can be detected immunohistochemically. Proliferating cell nu-
clear antigen (PCNA) is a nuclear protein required for DNA synthesis and is maximally elevated in late G1 and S phases of the cell cycle. PCNA is used as an indica-
tor of proliferation. In order to compare PCNA immunostaining with p53 protein expression for the assesment of proliferative activity in malignant melanoma, surgical-
ly removed 9 malignant melanoma of the skin and 7 intradermal nevi as controls, had been fixed in formalin and processed through paraffin tissue samples, were
examined. Nuclear p53 immunoreactivity (clone: BP 53-12) and PCNA immunoreactivity (clone:p10) were examined using streptavidin biotin peroxidase method. Nu-
clear p53 staining was observed in 7 malign melanona (6 grade |, 1 grade II) and in 2 intradermal neviis (1 grade | ve 1 grade IIl) (p>0.05). More than %5 PCNA posi-
tive cells was designated PCNA (+) and PCNA immunoreactivity was observed in 5 malign melanoma and in none of intradermal nevi (p=0.02). Our data shows that
PCNA is a more useful marker for proliferation and tumour progression in melanocytic skin tumours than p53 protein.
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GIRIS

p53 geni hiicre gogalmasinda potent bir baskilayici ola-
rak hareket eden ve hiicrede gok disiik konsantrasyonlar-
da bulunan bir niikleer fosfoproteini (normal veya "wild tip")
kodlar. Mitant p53 protein, hiicre i¢i yar émriinin uzamasi
sonucu immdnhistokimyasal yéntemlerle saptanabilir hale
gelir. Son zamanlarda yapilan cesitli aragtirmalar sonucun-
da benign ve malign deri timérlerinde p53 gen ekspresyo-
nu gdsterilmis ve bunun prognostik dnem tasiyabilecedi ileri
stirdimastir (1,2).

Proliferating cell nuclear antigen [PCNA/Cyclin (p10],
DNA sentezi icin gerekli olan ve hiicre siklusunun ge¢ G1
ve S fazlarinda maksimum diizeyde saptanan bir niikleer
protein olup, cesitli lezyonlarda proliferasyon belirleyicisi
olarak kullaniimaktadir (3,4).

Bu arastirmada malign melanoma'da p53 ile prolifera-
ting cell nuclear antigen ekspresyonlar arasindaki iligkiyi in-
celemek amaclanmisgtir.

GEREC VE YONTEM

Resim 1 : Malign melanomada PCNA ekspresyonu (Vaka: 1, Pl
0.432, biotin streptavidin peroksidaz, x630, imm. oil)

olarak secilen 7 intradermal neviisi olan hastanin lezyonlu
doku érneklerinde caligildi. Vakalara ait preparatlar tekrar
incelendi. Vakalarin Clark evrelendirmeleri yapildi. %10 tam-
ponlu nétral formalinde fikse edilmis doku &érnekleri parafin
kesitlerinde anti-human, mouse, primer antikorlar kullanila-
rak, intraniikleer p53 (clone:BP53. 12) ve proliferating celll
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nuclear antigen (clone: P10) ekspresyonlan streptavidin bi-
otin peroksidaz yéntemiyle arastirildi. Her olgu igin p53 eks-
presyonu, boyanma gérilen hicrelerin oranlarina goére (%
1-%25= (+); % 26-50= (++); % 51-75= (+++) ve >%75=
(++++)] derecelendirildi. PCNA indeksi (niikleer pozitivite
gosteren hicreler/1000 neoplastik hiicre) de hesaplandi
(tablo 1). Gruplararasi iligkiler, Fisher'in Ki-Kare testi kulla-
nilarak degerlendirildi.
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TABLO 1 : MALIGN MELANOMA VAKALARINDA

PARAMETRELER
OLGU YAS CIiNS DUZEY p53 PCNA
GRADE  INDEKSI
1 61 E ' I 0.432
2 43 E v | 0.005
3 74 E v | 0.014
4 56 K v’ 1 0.009
5 63 K v 0 320
6 65 K i 0 0.210
7 65 K v 1 0.004
8 53 K v 1l 0.055
9 20 E i I 0.320

TABLO 2 : INTRADERMAL NEVUS VAKALARINDA

PARAMETRELER
OLGU YAS  CiNS ps3 _PCNA
GRADE _iINDEKSI

1 23 E 0 0.031
2 21 K 0 0.014
3 25 3 0 0.010
4 22 E I 0.010
5 18 - | 0.004
6 25 K 0 0.017
7 17 K 0 0.007
BULGULAR

Malign melanoma vakalarinin dérdi erkek (% 44.4); besi
kadin (% 55.6) olup, ortalama yaglari, sirasiyla 49.5 ve 60.4
yildi. Diizey Il olan biri haricindeki bitiin malign melanoma
grubu lezyonlarn Clark diizeyi V olarak derecelendirildi. Intra-
dermal neviis vakalarinin Ggl erkek (% 42.8); dérdi kadindi
(% 57.2) ve ortalama yaslari sirasiyla 23.3 ve 20.2 yild.

Intraniikleer p53 boyanmasi malign melanoma'li 7 has-
tada (6 grade | ve 1 grade Il) ve intradermal neviis'lii 2 has-
tada (1 grade | ve 1 grade Ill) saptandi (p>0.05). 5 malign
melanoma’ll hastada % 5'in Gzerinde PCNA immunreaksi-
yonu saptandi, buna karsin, hi¢gbir intradermal neviis'de bu
oranda reaksiyon gézlenmedi. Malign melanoma vakalarin-
da % 5'in Gzerindeki PCNA ekspresyonu intradermal neviis-
lerde izlenen immiinreaksiyon profilinden anlamli derecede
farkl bulundu (p=0.02) (tablo 1,2) (resim 1-2).

TARTISMA

Benign ve malign melanositik timérlerde incelenen p53
ekspresyonu sonuglar degiskendir. Cristofolini ve ark., int-
radermal nevuslarin % 15'inde reaktivite saptamislar, ancak
yogunlugu gok zayif-% 1- bulmuslardir, % 30 malign mela-
nom vakasinda ise yodun ekspresyon izlenmistir (5).
McGregor ve ark. da, 27 melanositik nevusda % 0; 18 pri-
mer malign melanomda % 71.5; 7 kiitanéz metastatik ma-
lign melanom vakasinda ise % 86 oraninda ekspresyon
saptamiglardir ve bu reaksiyonlarin ¢ogu kuvvetli boyanma
tarzindadir (6). Ro ve ark. deri tumérleri icinde p53 ekspres-
yonu sikhigini en az malign melanomlarda bulmuslar, 19
melanositik nevusda % 0; 27 malign melanom vakasinin
Ise sadece 1 tanesinde -% 0.3- ekspresyon saptamislardir
(7). Yarr]amoto ve Takahashi ise, 42 vakalik serilerinde pri-
mer malign melanomda % 38, metastatik malign melanomda

ise % 57 oraninda pozitivite saptamiglardir. Bu oran 45 mela-
nositik nevus vakasinda ise % 0.3 olarak bulunmustur (8).
p53 pozitifligi gosteren displazik lezyonlarin daha yiiksek
hiz veya olasilikla malignensiye ilerliyebilecegi digintlmek-
tedir, bazi serilerde p53 pozitifliginin malign lezyonlarda dis-
plazik alanlarda daha yogun izlenmesi de bunu desteklemek-
tedir (7). Malign transformasyon gen mitasyon sikhign ne
olursa olsun protein yikimini azaltip, wild tip protein birikimini
saglayabilir,ayrica mitant Uriin artabilir, miitant ve wild tip
protein kompleksleri olusabilir. Béylece total p53 protein biri-
kimi artar. p53 ekspresyonu ile malign transformasyonun de-
recesi arasinda iliski olabilecegi de-mukozal melanomlarda
hastalik daha iyi seyirlidir ve bunlar daha az p53 protein eks-
presyonu gosterirler-ileri strilmektedir (8). Sadece kuvvetli
pozitif homojen p53 immdinreaktivitesi gdsteren timarlerin
p53 boyanmalarinin wild-tip proteinin post translasyonel
stablizasyonuna bagli olmasi muhtemeldir (6,8).

Yikim yollarinda bir defekt gibi nedenlerle p53 proteinin
normalden fazla birikimi s6z konusu oldugunda ise yalanci
pozitif durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica yalanci pozitivite
wild tipe bagh olabilmekte ve p53 reaktivitesi bu proteinin
aktif ras veya myc onkogenleri ile bilinmeyen mutasyon disi
yollarla stabilize edilmesine, dolayisi ile yikilmamasina bag-
Il olarak demonstre olmasina yol acabilmektedir. Post
translasyonel wild tip p53 stabilizasyonu, transformasyona
ugrayan hicrelerde mitasyon olmadan da olabilir.. p53 pro-
tein, fonksiyon gérmedigi hicrelerde imminhistokimyasal
olarak, her iki p53 geni delesyona ugradiginda veya kullani-
lan yéntemle saptanabilir diizeyin altindaysa veya kullani-
lan antikor tarafindan taninamayacak karakterde konfigi-
rasyona ugramis mitant form varliginda saptanamayabilir.
Ayrica yalanci negatif sonuglar, stabilize olmayan mitas-
yonlara veya stop kodon mutasyonlarina bagli olabilir ve bu
mutasyonlarin sikligi da bilinmemektedir. Primer malign
melanom p53 pozitif iken metastazlarinin negatif olmasi bu
sekilde agiklanabilir (6). Yalanci negatif ve yalanci poziti du-
rumlarin sikhig: hakkinda veri yoktur. Ancak gift delesyonla-
rin gok nadir oldugu bilinmektedir (5,7).

Galismamizda malign melanoma vakalarnimizin % 77.7
sinde, intradermal nevus vakalarimizin da % 28.5'unda p53
protein ekspresyonu saptandi. Malign melanomalarda zay:f
izlenen reaksiyon patterni, pozitivite gézlenen nevus vaka-
larinda daha kuvvetliydi. Normal cilt ve benign nevuslarda
saptanabilecek p53 ekspresyonu, DNA yapimi ve apopto-
zis, diferansiyasyona bagl olarak olusan fizyolojik wild tip
p53 proteinin artimina baghdir. Nevuslarda p53 ekspresyo-
nunun p53 mutasyonuna bagll olma olasiligi distktir, ¢iin-
ki bunlarda proliferatif aktvite azdir (5). Bizim ¢alismamiz-
da da p53 pozitifligi saptanan nevuslar benzer sekilde acik-
lanabilir. Ancak nevuslarda saptanan p53 immunreaksiyonu
malign fenotipin géstergesi de olabilir. Bu durum, p53 prote-
in immunhistokimyasinin tanisal amagcla kullanimini sinir-
landirmaktadir. Benign nevuslarda p53 reaktivitesinin gés-
terilmesi malignite lehine alinirken gok dikkatli olunmalidir.
Bazen pozitivite, farkl fiksasyon siireglerine ve/veya niikle-
er transport sinyalinin degisikligine bagli olabilir (5,7).

Primer kitan6z melanositik timérlerde proliferatif aktivi-
te mitoz sayisi, thymidine isaretlemesi veya Ki-67 antigen'in
immanhistokimyasal olarak gésteriimesi yoluyla incelenmis-
tir ve birgcogunda melanoma hicrelerinin proliferatif aktivite-
leri ile Breslow indeksi ve/veya prognoz arasinda iligki gés-
terilmigse de melanositik nevislerin hiicre kinetigi hentz
acikca ortaya konmamistir. Malign melanomda izlenen
PCNA immiinreaktivitesinin melanositik neviislerde sapta-
nan reaksiyona oranla daha fazla oldugu gésterilmistir (9-
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11). Az sayida melanositik nevusda da PCNA ekspresyonu
gosterilmisse de, bunun fiksasyon gibi teknik nedenler ile
iligkili olabilecegi ileri strtlmastdr (11).

PCNA ile sagkalim iliskisi ortaya konmamakla birlikte
benign ve malign lezyonlar arasinda ekspresyon énemli
farkliik gostermektedir. Niemann ve ark. P10 klonu kullan-
diklari c¢alismalarinda, malign melanom olgularinin %
80'inde diffiiz ve yogun, % 20 olguda da zayif olmak lzere
bitiin vakalarinda PCNA reaksiyonu izlemislerdir (10). Rie-
ger ve ark. da melanositik timérlerde benign formlardan
primer ve metastatik melanomlara dogru gidildiginde PCNA
reaktivitesinin arttigini géstermiglerdir (11). Takahashi ve
ark., 19A2 klonu kullandiklar ¢alismalarinda, Clark diizey I-
Il arasindaki primer malign melanoma vakalarinin %
62.5'inde, metastatik melanomalarin % 93.3'Unde, melano-
sitik nevuslarin ise ancak % 11.4'Unde pozitif PCNA immiin-
reaksiyonu saptamiglardir (12). Calismamizda melanoma-
larda yilksek PCNA reaktivitesi saptanmis, ancak neviis gru-
bumuzda % 5'in izerinde PCNA ekspresyonu izlenmemistir.
PCNA immiinreaksiyonu;q hiicre replikasyonuna bagl olarak
eksprese edilmesine, DNA onarimi sonucu olusn PCNA'in
yeniden dagilimina ve/veya PCNA geninin az veya fazla ekp-
rese edilmesine bagl degisikliklere ya da diizeni bozulan
PCNA transkripsiyon veya translasyonuna baglh olabilir.
PCNA mRNA'sini stabilize eden blylime faktédrleri salgilayan
timorlerde DNA sentezi uyarimadan da PCNA birikimi olabi-
lir (13). Calismamizda p53 ve PCNA ekspresyonlar arasin-
da benzerlik olmamasi da bu nedene bagl olsa gerektir.

Literatirde melanositik lezyonlarda p53 ve PCNA eks-
presyonlarinin iligkilerinin incelendigi bir calismaya rastlanil-
mamigtir. Sonuglarimiz melanositik timérlerde, p53 proteine
gore proliferating cell nuclear antigen imminreaktivitesinin
daha yararli bir proliferasyon ve malign proges belirleyicisi ol-

dugunu gdstermektedir. Melanositik lezyonlarda PCNA ve
p53 ekspresyonunun beraberce gosterilmesi malign karakteri
desteklemektedir disiincesindeyiz. Daha genis hasta grupla-
rinda yapilacak ¢aligmalar konuyu agikliga kavusturacaktir.
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