Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi
42 (2-3) 83-87, 2016

0OZGUN ARASTIRMA

Paratiroid Adenomu Tanisinda ki67 ve p53
Ekspresyonunun Roll

Nermin UNAL', Fatma OZ ATALAY?, Ozlem SARAYDAROGLU?, Feyza SEN’,
Tirkay KIRDAK? Erding ERTURK?®

! Dog. Dr. Mustafa Kalemli Tavsanli Devlet Hastanesi, Patoloji Béliimii, Kiitahya.
2 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Bursa.

3 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Niikleer Tip Anabilim Dali, Bursa.

4 Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dal1, Bursa.

% Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Endokrinoloji Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Primer hiperparatiroidizmin en sik nedeni paratiroid adenomudur. Paratiroid adenomunun histopatolojik ayirict tanisinda karsinom ve heniiz
kiiciik boyutta olanlarinda normal veya hiperplastik paratiroid dokusu yer almaktadir. Morfolojik olarak tani zorlugu olan durumlarda ek
yardimer yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ki67 proliferasyon indeksi, gesitli timorlerdeki ve birgok lezyondaki hiicre proliferasyonunu
degerlendirmede kullanilmaktadir. Yiiksek ki67 degerleri ozellikle agresif timorlerde saptanir. P53 ise tiimor supresor gen olarak gorev alir.
Neoplazilerde en stk mutasyona ugrayan gendir. Biz ¢alismamizda ki67 ve p53 ekspresyonunun paratiroid adenomunu tanisindaki yardimci
roliinii aragtirdik. 86 paratiroid adenomu olgusunda ki67 ve p53 immunoekspresyonunu gevre normal paratiroid dokusu ile karsilastirdik.
Ayrica tiimoriin ¢api, mitotik aktivitesi, pleomorfizm varligi ile olan iligkilerini degerlendirdik. Adenomlardaki p53 ekspresyonunun gevre
paratiroid dokusuna gore daha fazla oldugunu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik. Adenom ve gevre paratiroid dokusun-
daki ki67 ekspresyonu ise istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gosterdi. Sonug olarak ki67 ve p53 immiinekspresyonlarinin parati-
roid adenomlarinin ayirici tanisinda ve tiimorlerdeki agresif davranis ile niiks potansiyelini belirlemede etkin olacagini diigiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: ki67. Mitoz. Paratiroid adenomu. Pleomorfizm. p53.

The Role of ki67 and p53 Expression in the Diagnosis of Parathyroid Adenoma

ABSTRACT

Parathyroid adenoma is the most common cause of primary hyperparathyroidism. Histopathological differential diagnosis of parathyroid
adenoma includes carcinoma, and normal or hyperplastic parathyroid, particularly in those that have small size. In cases of having difficulty
in the histopathologic diagnosis, additional auxiliary methods are needed. Ki67 proliferation index is used for the evaluation of cell prolifera-
tion in many tumors and lesions. High ki67 value is determined especially in aggressive tumors. P53 is a tumor suppressor gene, which is the
most mutated gene in neoplasms. In our study, the adjunctive role of ki67 and p53 expression in the diagnosis of parathyroid adenoma was
evaluated. We compared their immunoexpressions between parathyroid adenomas (86 cases) and adjacent normal parathyroid tissue. Fur-
thermore, their correlation with tumor size, mitotic activity and presence of nuclear pleomorphism was searched. We identified that p53
expression was higher in adenomas when compared with adjacent normal tissue; however it was not statistically significant. Yet, the differ-
ence of ki67 expression between adenomas and adjacent normal tissue was statistically significant. In conclusion, we suggest that ki67 and
p53 immunoexpression is effective in the differential diagnosis of parathyroid adenomas, and prediction of aggressive tumor behavior and
recurrence.
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tansiyondan sonra en sik goriilen liglinci endokrin
bozukluktur. Klasik semptom pentadi; agrili kemikler,
Dr. Fatma OZ ATALAY bobrek taslari, dispeptik sikayetler, psisik yakinmalar
Uludag Universitesi Tip Fakdltesi, ve agirt yorgunluk hissidir. Hastalarin %10-25’inde
Patoloji Anabilim Dal, bébrek | lisic!. Oloularda kemik kiris adal
BUrsa. obrek taglart gelisir. Olgularda kemik kirigi, adale
giicstizliigii ve kardiyovaskiiler hastalik insidansinda
Tel: 022425536 80 artis vardir®®, Primer hiperparatiroidizmin en sik ne-
E-posta: fzatalay@gmail.com deni paratiroid adenomlaridir®®.  Hiperparatiroi-

Gelis Tarihi: 28 Temmuz 2016
Kabul Tarihi: 15 Aralik 2016

83



dizm, %75-80 oraninda soliter ve %3-10 oraninda
birden fazla adenom sonucu ortaya cikar. Diger etiyo-
lojik faktorler ise paratiroid hiperplazisi ve karsino-
mudur.

Paratiroid adenomlari, kadinlarda erkeklere gore 3 kat
daha sik goriliir. Herhangi bir yasta goriilebilir, fakat
en sik 4. dekatta rastlanir. Cocuklarda ¢ok az sayida
paratiroid adenomu olgusu bildirilmistir. Bag boyun
bolgesine uygulanan radyoterapi etiyolojide rol oynar.
Adenom cogunlukla tek paratiroid glandinda goriilse
de, iki veya daha ¢ok glandda da saptanabilir. %75’
alt paratiroid glandlarinda, %15’i iist paratiroid gland-
larinda ve %10’u da ektopik lokalizasyonlarda (%70
mediasten, %20 tiroid glandi) goriilmektedir®. Basaril
yapilmis bir paratiroidektomi sonrasi, klinik bulgu-
lar %90 olguda duzelir.

Bu tiimorlerde, p53 gen mutasyonu en sik saptanan
genetik mutasyondur. Yapilan bir ¢aligmada paratiroid
hiperplazileri, adenom ve karsinomlarinda az miktarda
mutant p53 ekspresyonu bildirilmistir’. Ki67 prolife-
rasyon indeksinin ise ozellikle tan1 konma giigligii
yasanan paratiroid lezyonlarinda yardimci olabilece-
ginden bahsedilmektedir. Ancak paratiroid adenomla-
rinin histopatolojik degerlendirilmesi sirasinda p53 ve
ki67 immiinohistokimyasal boyamalar1 rutin olarak
kullanmilmamaktadir. Biz bu ¢aligmada, paratiroid
adenomlardaki ki67 ve p53 ekspresyonlarinin timor
cap1, niikleer pleomorfizm varligir ve mitoz sayisi ile
olan iligkisini degerlendirdik.

Gereg ve Yontem

Bu ¢aligma, prospektif kohort arastirma olarak dizayn
edildi. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda 2010 ile 2013 yillart arasinda tani
almig olan, 86 paratiroid adenomu olgusu calisma
kapsamina alindi. Hastalarin yas, cinsiyet, timor cap1
ve tiimor lokalizasyonlarina ait bilgiler patoloji rapor-
larindan elde edildi. Olgularin hematoksilen-eozin
(HE) ile boyanmis kesitleri anabilim dalimiza ait ar-
sivden ¢ikarilarak yeniden degerlendirildi. Her olguda
timoriin morfolojisini en iyi temsil eden ve cevre
normal paratiroid dokusu igeren uygun preparatlar
secildi (Sekil 1). Bu preparatlarin bloklarindan yapilan
kesitlere p53 (Monoclonal Mouse Anti-Human p53

Protein, clone DO-7) ve ki67 (Rabbit MAb Clone SP6,

Neomarkers) immiinohistokimyasal boyamalar1 uygu-
land1. p53 igin kolon karsinomu, ki67 igin lenf nodiilii
dokular1 pozitif kontroller olarak kullanildi.

Caligmamizda ki67 ve p53 immiinohistokimyasal
boyalarini uyguladigimiz preparatlarda en fazla bo-
yanmanin oldugu (hot spot) alanlar belirlendi (sirasty-
la Sekil 2 ve Sekil 3) ve bu secilen alanlarda Olympus
mikrometre kullanilarak 1000 hiicre sayildi. Sadece
niikleer boyanma gdsteren hiicreler pozitif kabul edil-
di*®. Olgularin HE kesitlerinde x40 objektifle 50 bii-
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yiik biiyiitme alani taranarak mitoz sayilar1 belirlendi®.
Ayrica, timorin ¢evre doku ile olan smri, kapsil
biitiinliigii, nekroz varligi, vaskiiler invazyon varligi,
perindral invazyon varligi, pleomorfizm varligr ve
gerlendirildi.

) N &
Sekil 1.

Paratiroid adenomu ve ¢evre normal paratiroid
dokusu (H&E x200)
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Sekil 2.
Paratiroid adenomunda ki67 ekspresyonu (x200)
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Sekil 3.

Paratiroid adenomunda p53 ekspresyonu (x400)
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istatistiksel Analiz

Verinin istatistiksel analizi SPSS 20.0 istatistik paket
programinda yapildi. Verinin normal dagilim gosterip
gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Normal
dagilmayan veri i¢in iki grup karsilastirmasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Degiskenler arasin-
daki iligkiler Spearman korelasyon katsayisi ile ince-
lendi. Anlamlilik diizeyi 0<0.05 olarak belirlendi.

Tablo 1. Pleomorfizm olan ve olmayan olgularda
1000 hiicrede p53, Ki67 ekspresyonlari ve
mitotik hiicre sayilarinin kargilastiriimasi

Pleomorfizm Var (n=27) (r:(:%kg) (;'gtgeél) p
p53* (n = hc) 30 (4-500) | 18 (5-45) | 23 (2-500)| 0.04
ki67* (n = hc) 20 (2-45) |10 (4-24) | 12 (4-45) | 0.002
Mitoz sayisi* (n=hc)| 1(0-14) | 0(0-2) | 0(0-14) |p<0.001

Bulgular

86 paratiroid adenomu olgusunun %84.9’u (n=73)
kadmn, %15.1°’1 (n=13) erkekti. K/E orani1 5.6 olarak
bulundu. Olgularimizin yaglarinin medyan degeri 55.5
yil (aralik: 19-77 yasg) idi. Kadmlarm yaglarinin med-
yan degeri 53.6 yil (aralik: 22-77 yas), erkeklerin 59.7
yil (aralik: 19-73 yas) olarak saptandi.

Adenomlarin ¢aplarmin medyan degeri 1.5 cm (aralik:
0.6 — 7 cm) idi. Adenom cap1 ile p53 ekspresyonu
arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmazken (p=0.176;
r=0.491), ki67 ekspresyonu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi (p=0.038;
r=0.224).

Olgularin higbirinde kapsiil invazyonu, ¢evre dokuya
invazyon, nekroz, vaskiler invazyon ve perindral
invazyon izlenmedi.

27 olguda niikleer pleomorfizm mevcuttu (Sekil 4).
Pleomorfizm olan ve olmayan olgularda ki67 ve p53
boyanma oranlar1 karsilagtirildi (Tablo I). Pleomor-
fizm ile p53 ekspresyonu ve ki67 ekspresyonu arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu goriildii.
Pleomorfizm olan ve olmayan olgulardaki mitoz sayi-
larinin medyan degerleri Tablo I’de verilmektedir.
Pleomorfizm ile mitoz sayisi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski oldugu goriildii (p<0.001).
Mitoz sayilar1 adenom caplari ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sonuca rastlanmadi
(p=0.169; r=0.120).
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Sekil 4.
Paratiroid adenomunda pleomorfizm gosteren hiicre
(H&E x400)

* degerler medyan (min-maks) olarak verilmistir.
n: Olgu sayisi, min: Mininum, maks: Maksimum, hc: Nik-
leer boyanan hiicre sayist.

Calismamiza dahil ettigimiz 86 paratiroid adenom
olgusunun tiimiinde, adenom ¢evresinde rim seklinde
normal paratiroid dokusu mevcuttu. p53 ve ki67 bo-
yanma oranlart hem adenom alaninda hem de normal
paratiroid dokusunda degerlendirildi. p53 boyasinda
her iki alanda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmazken, ki67 boyasinda istatistiksel olarak an-
laml1 farklilik saptand: (Tablo II).

Tablo Il. Normal paratiroid ile adenomdaki p53 ve
ki67 ekspresyonlar1 arasindaki istatistiksel

iligki
Normal doku ve adenomdaki .
boyanma iligkisi (n=86) ps3 Ki67
r 0.128 0.408
p 0.240 <0.001

r: Korelasyon katsayisi, p: Anlamlilik katsayisi.

Tartisma

Paratiroid tiimorogenezi, birgok genetik anormalligi
iceren kompleks bir procgestir. Paratiroid adenomlari-
nin patogenezinde MENI1 tiimdr siipresdr geni, siklin
bagimli kinaz inhibitorii-1 (CDK1), beta katenin gibi
bircok genin mutasyonu rol oynar'®. Bu hastalarda,
paratiroid karsinomu gelisimi %1 den diisiik orandadir.

Paratiroid adenomlar1 ve karsinomlar1 farkli 6zellikler
tasisa da sadece histopatolojik bulgularla ayirici tani
bazen gii¢ olabilir. Adenomlarda siklikla esas hiicreler
ve oksifil hiicrelerin karigik olarak izlendigi bir morfo-
loji vardir. Hiicreler; tabakalar, yuvalar, nodiiller,
kordonlar, rozetler veya follikuler hatta papiller yapi-
lar olusturacak sekilde dizilebilirler'. Paratiroid kar-
sinomunda ise kalin fibroz bantlar, mitotik aktivite
artis1, trabekiiler biiyiime paterni ve kapsiiler / vasku-
ler veya cevre dokuya invazyon karakteristik bulgu-
lardir. Ancak fibréz bantlar, mitotik aktivite artis1 ve
trabekiiler patern gibi morfolojik degisiklikler parati-
roid adenomlarinda da goriilebilir®.

Ozellikle adenomun boyutunun kiigiik oldugu durum-
larda normal paratiroid dokusu ile ayirici tanida da
zorluklar yasanabilmektedir.
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Ki67, hucre proliferasyonunun morfolojik dzelliklerini
iyi bir sekilde gosteren protein olup, immiinohisto-
kimya yontemi ile pozitif nikleer boyanan hicre yuz-
desi, dokunun proliferasyon indeksini gosterir. Agresif
timérlerde bu oran yiksektir. Birgok sistem tlimérle-
rinde (meme, akciger, 6zofagus, bobrek ve prostat
kanseri, malign melanom, nonhodgkin lenfoma, glial
timorler vs.) ylksek ki67 orani, kétii prognostik fak-
tor olarak gosterilmistir’®. Proliferasyon aktivite in-
deksini belirlemek i¢in kullanilan ki67 immiinohisto-
kimyasal boyamasi ayirici tanida oldukca yararlidir.
Benign-malign ayriminda oldukca guivenli bir belirteg
olmasinin yaninda hastalarin yakin takibinin kararina
da yardimci olabilir. Ki67 indeksi yiiksek olan olgular

cerrahi sonras1 daha yakindan takip gerektirmektedir'.

Iliksu ve ark.’min® yaptiklari bir calismada adenomlar-
daki ki67 indeksi periferik paratiroid dokusundan
anlamli olarak daha yiiksek saptanmugtir. Ancak ki67
indeksi ile klinik parametreler arasinda anlamli iligki
bulunmamistir. Hadar ve ark.’nin ¢alismasinda normal
paratiroid dokusunda ki67 ekspresyonun hi¢ goril-
mezken, 26 adenom olgusunun %56’sinda pozitiflik
bildirilmistir®. Yapilan ¢esitli calismalarda paratiroid
adenomlarinda ki67 indeksi, %1.3 ile %4.2 arasinda
degisen sikliklarda saptanmistir™>***°, Paratiroid karsi-
nomlarindaki ki67 indeksi ise %6°dan daha yiiksek
oranlarda bulunmustur'®. Bizim ¢alismamizda perife-
rik paratiroid dokusunda ki67 indeksinin medyan
degeri %0.2, adenomlarda ise %1.2 olarak saptanmis-
tir. Adenomlar ile normal paratiroid dokusundaki Ki67
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede farklilik tespit edilmistir. Bulgularimiz 6nce-
ki galigmalar ile uyumludur ve %1’in tizerindeki ki67
indeksinin paratiroid adenomu lehine degerlendirilebi-
lecegini gostermektedir.

P53 insan kanser biyolojisinde oldukga fazla galigilmig
genlerden biridir’’. Bu gen kromozom 17°nin kisa
kolunda yer ahir'®*°. P53 normalde timor supresor gen
olarak gorev alir'™®?. Kanserlerde en sik degisiklige
ugrayan gendir ve inaktivasyonu karsinogenezde
anahtar olay olarak kabul edilmektedir’®?*?. insan
tiimdrlerinin yarisindan fazlasinda p53 mutasyonlari
saptanmistir’®?*?*. Dogal tip p53 tiim normal memeli
hiicrelerinin niikleuslarinda bulunur®®. Oldukca kisa
Omiirlii bir protein oldugundan p53 protein konsant-
rasyonu genellikle imminohistokimyasal olarak sap-
tanamayacak diizeydedir'’**?°. Ancak p53 genindeki
mutasyonlar daha uzun 6miirlii iiriin olusumuna neden
olur*®#?# Fonksiyonel dogal tip p53’iin yoklugunda,
hicrelerde genetik hasar birikir ve bu hiicreler artmis
genetik instabilite gosterirler'”*®. Bu etkilerinin yani
sira p53 yoklugu, anormal hiicre biiyiimesine de yol
acar’®?. p53 proteini normal dokularda DNA’ya hasar
verici ajanlara yanit olarak hizla artar’’. Bu gendeki
mutasyonlar p53 fonksiyonlarinin kaybina, onkojenik
fonksiyonlarin kazanimina neden olur®’.
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p53 immiinohistokimyasal boyamasi, mutant p53’e
sahip hucreleri boyayarak, genetik anomaliye sahip
paratiroid hiicrelerini gostermede bize yardimci ol-
maktadir. Literatiirde paratiroid neoplazmlarindaki
boyanma oran1 %0 ile %52.4 arasindadir. Tek bir p53
alelindeki anormallik paratiroid adenomlarinin bir
kisminin patogenezinde rol oynamaktadir. Fakat p53
genindeki daha belirgin bir mutasyon durumunda

paratiroid karsinomu meydana gelebilmektedir®?.

Ricci ve ark.’min* ¢alismasinda, hiperplastik (19 olgu)
ve adenomatdz paratiroidlerde (21 olgu) ki67 ve
p53’ln ayirict tamida bir belirleyici olarak kullanilabi-
lirligi degerlendirilmistir. Sonug olarak, p53 immiino-
reaktivitesinin hiperplastik lezyonlarda, ki67 ekspres-
yonunun ise adenomlarda daha ylksek oranda gorul-
diiglinii savunmuglardir. Bir bagka calismada parati-
roid karsinomlarinda p53 pozitifligi saptanirken, ade-
nomlarda hi¢ boyanma gorillmemistir®. Hadar ve
ark.? ise adenom olgularinin %4’iinde pozitiflik sapta-
diklarmi belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda p53
boyanmasi agisindan adenom olgulari ile gevre normal
paratiroid dokusu kiyaslandiginda farklilik mevcuttu
(medyan deger sirastyla; %2.3 ve %0.1), ancak istatis-
tiksel olarak aralarinda anlamli bir iligkiye rastlanmadi.
Ancak daha genis adenom serisinde degerlendirilirse
istatistiksel olarak da farklilik saptanabilecegi kani-
sindayiz.

Pek cok benign endokrin tumdérde goruldigi gibi
adenom hiicrelerinde de belirgin pleomorfizm izlene-
bilir. Adenomlarin iginde atipik, pleomorfik hiicreler
bulunabilir ve endokrin atipi olarak adlandirilan bu
durum malignite kriteri olarak kullanilmamalidir®*®%,
Ancak caligmamizda pleomorfizm varligt ile mitoz
sayisi, p53 ve ki67 ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki oldugu goriilmiistir. Bu da,
pleomorfizmin belirgin oldugu olgularda malignite
diisiiniilmese de hastanin yakin takibinin 6ngoriilebi-
lecegini diistindiirmektedir.

Paratiroid karsinomlarmin %80’inde mitotik aktivite
mevcuttur. Fakat paratiroid adenom ve hiperplazile-
rinde de mitotik figiirler goriilebildiginden benign-
malign ayriminda mitoz tek bagina yeterli kriter degil-
dir®2. Szende ve ark. hiperplazi ve adenom olgularinda
nadiren mitoz (<%?2) izlemelerine ragmen karsinom-
larda %4 oraninda mitoz tespit etmislerdir’. Biz de
caligmamizda paratiroid adenomlarinda mitoz sayisi-
nin medyan degerini %0 olarak saptadik. 86 olgunun
5°i hari¢ mitotik aktivitenin %0-2 arasinda degistigini
ve mitoz sayisinin adenomun ayirici tanisinda genel-
likle etkin bir rolii oldugunu gordiik.

Serimizde, tiimor ¢ap1 degerlendirildiginde p53 eksp-
resyonuyla veya mitoz sayisi ile korele degildi. Ancak
ki67 ekspresyonu ile arasinda anlamli bir iliski mev-
cuttu. Bunun nedeni, ki67 indeksinin mitoz sayisina
gore daha sensitif olmasidir. Clinkii bu yontemle yal-
nizca mitoz fazindaki hiicreler degil, proliferatif faz-
daki tiim hticreler belirlenebilmektedir.
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Sonug olarak ¢aligmamizda, adenomlardaki p53 eksp-
resyonunun cevre paratiroid dokusundaki p53 eksp-
resyonundan fazla oldugunu tespit ettik. Adenom ve
cevre paratiroid dokusundaki ki67 ekspresyonu da
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gdsterdi.
Her ne kadar paratiroid adenomlarinin histopatolojik
degerlendirilmesi sirasinda rutin olarak p53 ve ki67
imminohistokimyasal boyamalar1 kullanilmasa da,
normal paratiroid dokusu ile paratiroid adenomunun
ayiricl tanisinin yapilmast gerektigi durumlarda bu
belirteglerin faydali olacagim diigiinmekteyiz. p53
ekspresyonu, &zellikle kromozomda meydana gelen
mutasyon agisindan uyarici olacaktir. Ayrica her iki
belirtecin yiiksek ekspresyonunun, timordeki agresif
davranmis1 ve niiks potansiyelini belirlemede faydal
olacagi kanaatindeyiz.
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