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Prostar Apenokarsinomunpa Ps3 Exspresyonu:
HistoratoLojik PARAMETRELER VE AprorT0Z iLE ILisKisi
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OZET: 40 prostat adenokarsinom olgusunda, p53 immiinhistokimyasal ekspresyonunun, Gleason skoru, DSO gradi ve patolojik evre ile iligkisi ve apoptoz'daki roliiniin
belirlenmesi amaglanmigtir. p53 pozitifligi ile Gleason skoru ve patolojik evre arasinda iligki kurulamamasina kargin, DSO gradi ile korelasyon saptanmigtir. Olgular
evre ve derece gozénine alinarak gruplandinidigi zaman, erken evre ve diigik derecedeki timérlerde pS3 (-) olgularin apoptotik indeksleri p53 (+) olgulara oranla
anlaml olarak yiksek bulunmustur. Ancak yiksek evre ve derecede p53 (-) ve p53 (+) olgularda apoptotik indeks agisindan anlamii fark izlenmemistir. Bulgulanimiz,
p53 gen mutasyonunun genellikle ge¢ dénemde olustugunu ancak p53'in apoptoz'daki etkisinin erken donem prostat karsinomunda belirgin oldugunu géstermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Prostat adenokarsinomu, p53, apoptoz.

SUMMARY: p53 EXPRESSION IN PROSTATIC CARCINOMAS: ITS RELATION TO THE HISTOPATHOLOGICAL PARAMETERS AND APOPTOSIS: This study was
designed to evaluate the immunohistochemical expression of p53 according to the stage, Gleason score, and WHO grade of the prostatic adenocarcinomas and to
determine the association between the expression of p53 and apoplosis. p53 positivity was statistically related to the WHO grade but not to the Gleason score and
pathological stage of the prostatic carcinomas. When the tumors were grouped according to the stage and grade there was a significant difference between p53(-)
and p53(+) cases in respect fo the apoptotic index in early stage and low grade tumors which could not be demonstrated in high grade and late stage. Our results
revealed that although p53 mutations are usually late events in prostatic adenocarcinomas, the apoptotic role of p53 is evident only in early stage and low grade tumors.
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GIRIS

p53 geni farkli organ timérlerinde en sik mutasyonu sap-
tanan gen olmasi nedeniyle, son yillarda ¢calismalarin odak
noktasini olusturmaktadir (1-3). 17. kromozomun kisa kolun-
da yer alan p53 geninin kodlandigi normal (“wild-type”) p53
proteini, hiicre siklisiinde hiicrenin Gl fazindan S fazina ge-
cisini 6nler. Hicrede DNA hasari olustugu zaman p53 prote-
in yapiminin artigtyla birlikte DNA tamirine olanak saglamaya
yonelik hiicre siklis duraklamasi meydana gelmektedir (4).
p53 gen mutasyon ve/veya delesyonu sonucu gelisen hiicre
siklisiindeki normal regiilasyonun bozulmasinin, gok sayida
timorun patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (2,4-7).

Prostat adenokarsinom (PCa) olgularinda yapilan galis-
malarda p53 gen mutasyonunun erken evre PCa'larinda sik
olmadigi, ancak p53 tiimér baskilayici gen fonksiyon kaybi-
nin hastaligin progresyonunda énemli bir agama oldugu be-
litilmektedir (8-11).

p53 geninin yalniz hicre siklis kontrolii ve DNA tamirin-
de degil, ayni zamanda programlanmis hiicre 6liuminde
(apoptoz) etkin rol aldigi bilinmektedir (5,6,11). Diger hicre
tiplerinde p53'Un apoptozdaki olasi roliine karsin, prostat
epitel hiicrelerinde p53’e bagimli apoptozun sinirli etkisinin
oldugu 6ne suriilmektedir (6,12,13).

Calismamizda 40 PCa olgusunda p53 imminekspresyo-
nu degerlendirilmis ve bilinen prognostik parametrelerden tu-
mar evre ve timar derecesi ile iligkisi arastinlmistir. Ayni za-
manda PCa'nda p53 gen mutasyonunun apoptozdaki roli-
nin belirlenmesi amaciyla p53 ile apoptozis arasindaki kore-
lasyon belirlenmeye c¢alisiimistir.

GEREC VE YONTEMLER

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi (MUTF) Patoloji Ana-
bilim Dalinda 1992-1995 yillari arasinda incelenen 40 radikal
prostatektomi (RP) materyali ¢alisma kapsamina alinmstir.
Hicbir olgu operasyon éncesi hormonal tedavi ve/veya rad-
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yoterapi almamistir. RP piyesleri %10'luk tamponlanmis for-
malinde fikse edildikten sonra prostat bezinin uzun eksenine
paralel apeksten vezikila seminalislere dogru 5 mm. aralik-
larla kasitler hazirlanmis ve tim materyal haritalanarak taki-
be alinmistir. Olgularin tiim bloklarindan hazirlanan hema-
toksilen-eozin boyali kesitler 2 patolog tarafindan birlikte de-
gerlendirilmistir. Patolojik evrelemede AJCC (“American Jo-
int Committee for Cancer™-1993) klasifikasyonuna gére pros-
tat lokalize tiimérler T2, prostat disina lokal invazyon géste-
ren timdrler T3 olarak degerlendirilmistir. Olgularda Gleason
ve Diinya Saghk Orgiiti (DSO) derecelendirme sistemleri
kullanilmistir. Total Gleason skoruna (TGS) gére TGS <7 ol-
gular dusik dereceli, TGS =7 olgular yiiksek dereceli olarak
gruplanmisgtir.

Her olgu igcin PCa alanlarini en iyi temsil eden bloktan im-
minhistokimya (IHK) uygulamak amaciyla 5’er mikronluk 3
seri kesit alinmistir. Deparafinizasyon, rehidrasyon islemle-
rinden sonra 750 watt'lik mikrodalga firnda 15 dakika tutu-
lan kesitlere oda isisinda 30 dakika sire ile normal ve mu-
tant p53 proteinine karsi gelistiriimis primer antikor (Bioge-
nex AM1955M) uygulanmistir. Kromojen olarak fast-red-
substrat-levamizol kullaniimistir. Zemin boyamasi igin Mayer
hematoksilen kullanilmistir.

Apoptoz’u belirlemek amaciyla nukleozomal DNA frag-
mantasyonunu saptamak igin bir in-situ isaretleme yontemi
olan terminal transferaz reaksiyonu (TUNEL) tullamimistir.
Bunun igin ApopTag Kit (Oncor 7100) dretici firmanin éner-
digi sekilde kesitlere uygulanmistir. Negatif kontrol seri kesit-
lerden birine TdT enzimi gikartilarak benzer yontemin uygu-
lanmasi ile elde edilmistir.

p53 ekspresyonunu degerlendirmek icin yalanci pozitifli-
gi 6nlemek amaciyla literatiir gézéniine alinarak %5 esik de-
geri kullaniimigtir (14,15). ApopTag ekspresyonu 1sik mik-
roskopisinde X400 biyitmede immunekspresyonun yiksek
oldugu 4 farkli alanda toplam 1000 hiicre sayilarak belirlen-
migtir. Nikleer boyanma gdsteren hiicre sayisinin total hiic-
re sayisina bélinmesi ile elde edilen yiizde deger apoptotik
indeks (Al) olarak kabul edilmistir.

P53 ekspresyonu ile histopatolojik parametreler ve Al de-
gerleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin eslestirilmemis-
t testi kullanilmistir.
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Sekil 1: 40 radikal prostatektomi olgusunda evre, Gleason grad'i ve
Diinya Saghk Orgiitii (DSO) derecesine gdre p53 (-) ve p53 (+) olgularin
dagihmi. *, p<0,05; **, p<0,001.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 40 RP olgusunda yas dagili-
mi 58-73 (ortalama 66.05)'tiir. On alti olgu T2, 24 olgu T3'tdr.
TGS'a gére 22 olgu yilksek, 18 olgu dugtk dereceli olarak
degerlendirilmistir. DSO'ne goére 8'i iyi, 24'U orta, 8'i kotu
farklilasma gésteren timorlerdir.

p53 ekspresyonu olgularin %30'unda saptanmistir. p53
ekspresyonu saptanan 12 olgunun %66.7'si T3, %33.3'0 T2
timorlerdir. Ancak olgular evreye gore siniflandirildigi zaman
evre ve p53 arasinda anlaml iligki saptanmamistir. TGS ile
p53 pozitifligi arasinda iliski bulunmamistir. DSO derecelen-
dirme sistemi géz 6niine alindigi zaman p53 ekspresyonu
acisindan orta ve koti farkhlasma gosteren PCa'lar arasinda
anlamh farkhlik gdzlenmemesine karsin, her iki grup ile iyi
farkhlasma gosteren PCa'lar arasinda anlamh farkhlik sap-
tanmigtir (Sekil 1). 1

Al ile evre, Gleason derecesi ve DSO derecesi arasinda
istatistiksel agidan anlamli iliski saptanmamistir. Al, p53 (-)
olgularda, p53 (+) olgulara oranla daha yiksek bulunmasina

TABLO 1: EVRE, TOTAL GLEASON SKORU (TGS)
VE DUNYA SAGLIK ORGUTU (DSO) DERECESINE
GORE p53 (-) ve p53 (+) OLGULARINDA APOPTOTIK
INDEKS DEGERLERI

APOPTOTIK INDEKS DEGERLERI
ortalama (dagilim)

p53 (-) olgular p53 (+) olgular p degeri

Evre

T2 6.06 (0.40 - 14.40) 2.36 (0.91 - 5.78) p<0.05
T3 4.31 (0.60 -14.24) 4.14 (0.60 - 9.22) p>0.05
TGS

<7 462 (0.40-14.40) 2.01 (0.60 - 5.78) p<0.05
27 5.44 (0.60 - 14.24) 4.50 (1.80 - 9.22) p=>0.05
DSC')

lyi 5.34 (0.40 - 14.40) 1.16 p<0.05
Orta 5.19 (0.40 - 14.24) 3.05 (0.60 - 8.13) p<0.05
Kot 4.25(0.80 - 10.40) 5.95(1.97 - 9.22) p=0.05
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Rc.mn 1: Total Gleason Skoru (TGS)=9, Dmi\ﬂ Saghk Or glitii (DSO)
Derecesi G3 prostat adenokarsinomunda pS3 immunhistokimya pozitifligi
(x200).

karsin p53 ekspresyonu ile Al arasinda istatistiksel agidan
anlamli iliski gosterilememistir. Ancak olgular evre, TGS ve
DSO derecesi gézéniine alanarak gruplandirdigi zaman dii-
stk evre ve derecedeki timdrlerde p53 (-) olgularin Al'leri
p53 (+) olgulara oranla anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Tablo 1).

TARTISMA

PCa'larinda literatiirde bildirilen p53 pozitiflik orani %0 ile
%80 arasinda dagihm géstermektedir (9,10,14-22). Bu genis
dagilim, olgu seciminin 6tesinde calisma kapsamina alinan
materyal (TUR, igne biyopsisi, RP), uygulanan primer antikor
ve IHK yénteminin yansimasi olarak kabul edilmektedir
(6,23). Visakorpi ve ark., 137 TUR ve igne biyopsisinde %17
(19); Bookstein ve ark., 140 RP ve TUR biyopsisinde %12
(20) oraninda p53 (+)’ ligi saptamislardir. Calismamizda iz-
ledigimiz %30 p53 (+)'lik oraninin bu calismalardan yiiksek
olmasi, ¢alisma kapsamina yalniz RP spesmenlerinin alin-
masina ve IHK yéntemi uygularken mikrodalga firinda anti-
jen geri kazanim isleminin yapiimasina baglanmistir. Son yil-
larda RP olgularinda yapilan ¢alismalarda yiksek p53 immu-
nekspresyon degerleri saptanmistir. (16,18,21,24). Striker
ve ark., 40 RP olgusunda %80 oraninda p53 (+)'ligi sapta-
mistir (16). Ancak bu galismada bizim ¢alismamizda kullan-
digimiz %5 esik degeri kullaniimamistir. Veldhuizen ve ark.’
nin saptadigi %79 oraninda (+)'lik sitoplazmik boyanma sek-
lindedir (21). Bauer ve ark., klinik olarak prostata lokalize 175
olgunun RP spesmeninde %65 oraninda pozitiflik saptamis-
lardir. Bu oran fokal olgular gézéniine alinmaksizin deger-
lendirilirse %10'a kadar digsmektedir (18). 5

p53 (+)'liginin yiksek Gleason skoru, DSO skoru, DSO
derecesi ve patolojik evre ile korelasyon gosterdigi bildiril-
mektedir (8,17,18,22). Calismamizda p53 (+) olgularin %
66.7'sinin prostat disina lokal invazyon gdsteren PCa olgula-
r oldugu saptanmistir. Buna karsin evre ve p53 ekspresyo-
nu arasinda istatistiksel anlamlilik ortaya konulamamistir.
Matsusshima ve ark., T2 olgularda %22, T3 olgularda %29
oraninda p53 (+)'ligi belirlemislerdir (17). Bu ¢alismada da
p53 (+)'ligi lokal timor ekstansiyonu ile iligkisiz bulunmustur.
Caligmamizda saptadigimiz T2 PCa'da %25 ve T3 PCa'da
%33.3 oranlari bu galigma ile korelasyon géstermektedir.
p53 (+)'ligi ile DSO derecesi karsilastirildigi zaman p53 (+)'li-
gi saptanan olgularin yalniz 1 tanesinin iyi farklilasma géste-
ren PCa oldugu gézlenmistir. lyi farklilasmis PCa’larda sap-
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Resim 2: Total Gleason Skoru (TGS)=8, Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
Derecesi G3, p53 (-) prostat adenokarsinomunda apoptoz, ApopTag,
(x200).

| - e,
Resim 3: Total Gleason Skoru (TGS)=10, Diinya Saghk Orgiitii (DSO)

Derecesi G3, p53 (+) prostat adenokarsinomunda apoptoz, ApopTag
(x200).

tanan pozitiflik orani (%12.5) ile orta (%33.3) ve kot farkh-
lasma gosteren (%37.5) PCa'lardaki pozitiflik oranlar arasin-
da anlaml farkhlik belirlenmistir. Stattin ve ark.’nin calisma-
sinda, DSO derecesi ile p53 ekspresyonu arasinda korelas-
yon gosterilmistir (8). Ancak bu ¢alismada iyi, orta, kot fark-
lilasma gosteren PCa’larda sirasiyla %2, %8 ve %21 oranla-
rinda p53 (+)'ligi bulunmustur. Bizim saptadigimizdan olduk-
ca dusik olan bu oranlar ¢alismadaki tim olgularin TUR
materyeli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda TGS ile p53 (+)'ligi arasinda iliski kurula-
mamistir. Dislk-ylksek dereceli olarak olgulari siniflandirir-
ken daha agresif timérler olarak kabul edilen TGS'u 5-6olgu-
lan disiik dereceli timérlere dahil etmemiz bu iligkisizligin
nedeni olabilir. Bauer ve ark.'nin ¢alismasinda TGS'u 2-4
olan olgularda %11, 5-7 olan olgularda %71 ve TGS'u 8-10
olgularda %86 oraninda pozitiflik saptanmisgtir (25). Ancak
TGS'a gore dagihmin galismamizdakine benzer sekilde ya-
pildigr Matsusshima ve ark.'nin ¢alismasinda, TGS'u ile p53
ekspresyonu arasinda iligki kurulmustur (17).

Calismamizda kullandigimiz primer antikor mutant ve
normal p53 protein'ine baglanabilen bir antikordur. Normal
p53'in kisa yasam siresi olmasi nedeni ile genellikle im-
minreaksiyon vermedigi kabul edilmektedir. Ancak yiiksek
miktarlarda ve diger proteinlere baglanarak stabilize oldugu
zaman immiinreaksiyon verebilir. Buna kargin uzun yasam
slresi olmasi nedeni ile mutant p53 protein’i immunhistokim-

yasal olarak tespit edilebilir (4,26). Bu nedenle ¢alismamizda
saptadigimiz imminreaksiyonun normal p53 proteni ve/veya
inaktif proteine mi bagll oldugunu anlamak olasi degildir.
Greenblatt ve ark., imminhistokimya ve mutasyon analizi uy-
guladiklart 84 farkli timérde IHC ydnteminin duyarliigini
%75, pozitif belirleyicilik degerini ise %63 olarak bildirmigler-
dir (1). Prostat dokusunda immiinhistokimya ve genetik yén-
temlerin kargilagtinldigi calismada p53 mutasyonu tasiyan
hiicre ve/veya benign-malign prostat dokularinin %93't im-
minhistokimyasal olarak saptanmistir. Buna karsin p53 mu-
tasyonu icermeyen olgularin %86'inda imminreaksiyon goz-
lenmistir (27). IHC ve genetik analizler arasindaki korelasyo-
nu gosteren bu galismalarin 1siginda ¢alismamizda 12 olgu-
da saptadigimiz p53 immiinreaksiyonunu inaktif p53 proteini-
ne baglamak dogru olacaktir. Ayrica genetik analizlerle
IHC'in gok iyi korelasyon gésterdigi timérlerde bile %20-30
oraninda mutasyon oldugu halde imminreaksiyon saptana-
madigi éne sirilmektedir (6). Bu nedenle ¢galismamizda ger-
¢ekte oldugundan daha az oranda p53 mutasyonu géstermis
olma olasihgimiz vardir. Bu da belki p53 ekspresyonu ile ev-
re ve TGS arasindaki korelasyonu belirlememizi engellemis
olabilir.

p53 geninin apoptoz dzerindeki roli bilinmektedir (11).
Donehower ve ark., radyasyon ve kemoterapiye son derece
duyarh olan immatir timositlerin p53-geni tasiyan farelerden
alindigi zaman radyasyona direngli olduklarini géstermisler-
dir (28). Myeloid hiicre kiltirlerinde de normal p53 proteini-
ne bagl apoptoz gdsterilmistir (29). Diger hiicre tiplerindeki
olasi role karsin, p53'in prostat timér hicrelerinde apoptoz
agisindan sinirli rolil oldugu distnilmektedir (5,6,11). Mu-
tant p53 geni olan PCa hiicre kiltlrlerinde radyasyonun
apoptoz olusmasina karsi, duyarlilikta azalma olusturmadigi
belirlenmistir (13). Colombel ve ark.’nin yaptiklari deneysel
calismada ise p53'Un apoptoz igin gerekli olmadigr ancak
kastre edilen hayvanlarda apoptozu arttirdigi gézlenmistir
(12). Calismamizda, yiiksek evre ve disik derecedeki PCa’
da apoptotik indeks degerleri p53 (+) ve (-) olgular arasinda
istatistiksel anlamh farkhlik géstermektedir. Ancak yiksek ev-
re ve derecedeki timorlerde p53 (+) ve p53 (-) olgularda bir-
birine ¢ok yakin apoptotik indeks saptanmistir. Bu dogrultu-
da, p53 proteininin yalniz erken dénem PCa'larda apoptoz
Uzerinde etkin oldugu ancak ileri dénem PCa'larinda farkli
faktdrlerin roliiniin olasi oldugu 6ne strdlebilir.

Bulgularimiz, PCa'larinda p53 gen mutasyonunun genel-
likle gec evre ve yiiksek derecede ortaya g¢iktigini ancak
p53’in apoptoz lzerindeki etkisinin erken evre ve disik de-
recedeki PCa'larda belirgin oldugunu géstermektedir. Yiik-
sek evre ve derecedeki PCa'da bir antiapoptotik faktor olan
bcl-2 bax gibi apoptoz iizerine etkili diger proteinlerin roliind
ortaya koymak igin genis kapsamli caligsmalara gereksinim ol-
dugu kanisindayz.
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