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KLINiIK ARASTIRMA

Skuamoz hiicreli larenks kanserinde Ki-67 ve p53 ekspresyonu

Expression of Ki-67 and p53 in laryngeal squamous cell carcinomas

Dr. Caglar CALLI,' Dr. Aylin CALLI,’ Dr. Ercan PINAR,' Dr. Semih ONCEL,' Dr. Firat DEMIRTASOGLU'

Amag: Bu galismada, skuaméz hucreli larenks kar-
sinomlarinda p53 tima&r baskilayici gen ve Ki-67 an-
tigen ekspresyonunun diger konvansiyonel prognos-
tik parametrelerle iliskisi degerlendirildi.

Hastalar ve Yéntemler: Skuamdz hiicreli larenks
karsinomu tanili 37 hastanin (34 erkek, 3 kadin; ort.
yas 57.2; dagilim 35-75) ameliyat érneklerinde Ki-67
ve p53 ekspresyonu arastirildi. immiinperoksidaz
teknigi ve monoklonal antikorlar kullanilarak, hasta-
lara ait rutin fikse frozen ve parafine gémili doku
kesitleri imminhistokimyasal analiz yéntemiyle de-
gerlendirildi.

Bulgular: Histolojik derecelendirmede timérler bes
olguda iyi, 24 olguda orta, sekiz olguda ise kot dife-
ransiye olarak belirlendi. On olguda lenf nodu metas-
tazi izlenirken, vaskuler invazyon dokuz, sinir invaz-
yonu 15 olguda gérildu. p53 pozitifligi 15 olguda
(%40.5), Ki-67 ekspresyonu ise 31 olguda (%83.8)
saptandi. Ki-67 ekspresyonu lenf nodu metastazi
olanlarda daha ylksek oranda saptanirken, iliski an-
lamli bulunmadi. Ki-67 ve p53 ekspresyonu ile kon-
vansiyonel prognostik faktdrler arasindaki iliski an-
lamli bulunmadi (p>0.05).

Sonug¢: Calisma verileri p53 ve Ki-67’'nin skuaméz
hicreli larenks karsinomlarinda prognostik paramet-
relerle iligkisi olmadigini gdéstermektedir.

Anahtar Sézciikler: Karsinom, skuamdéz hicreli; gen, p53;
bas-boyun neoplazileri; imminhistokimya; Ki-67 antigen; la-
renks neoplazileri; timdr belirteci, biyolojik.

Objectives: The aim of this study was to investigate
the expression of p53 tumor suppressor gene and
Ki-67 antigen in laryngeal squamous cell carcinoma
and its relation to conventional prognostic indicators.

Patients and Methods: p53 and Ki-67 expressions
were evaluated in surgical specimens of 37 patients
(34 males, 3 females; mean age 57.2 years; range 35
to 75 years) with squamous cell carcinoma of the lar-
ynx. Immunohistochemical studies were performed in
routinely fixed and paraffin-embedded tissue sections
using the immunoperoxidase technique and monoclon-
al antibodies.

Results: The tumors were well-, moderately, and
poorly differentiated in 5, 24, and 8 patients, respec-
tively. Ten patients had lymph node metastasis, nine
patients had vascular invasion, and 15 patients had
neural invasion. Ki-67 and p53 nuclear staining was
detected in 31 (83.8%) and 15 (40.5%) tumors,
respectively. The incidence of Ki-67 expression was
higher in patients with lymph node metastasis, but this
did not exhibit significance. Neither p53 nor Ki-67
immunoexpression was in significant association with
conventional clinicopathological parameters (p>0.05).

Conclusion: These data indicate that p53 and Ki-67
are not correlated with conventional prognostic para-
meters in squamous cell carcinoma of the larynx.

Key Words: Carcinoma, squamous cell; genes, p53; head
and neck neoplasms; immunohistochemistry; Ki-67 antigen;
laryngeal neoplasms; tumor markers, biological.
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Larenks karsinomlar1 bag-boyun kanserlerinin en
sik rastlanilan tipidir ve tiim kanserlerin yaklasik
%2’sini olusturur." Benzer klinik ve histomorfolojik
goriintimlerine ragmen farkli klinik gidis gosteren
larenks karsinomlarinin s6zkonusu olmasi nedeniy-
le, prognostik faktor olarak kabul edilen TNM (tii-
mor, nod, metastaz) siniflamasi ve histolojik derece-
lendirme gibi faktorlerin gliniimiizde prognoz belir-
lemede yetersiz kaldig1 diisiintilmektedir.”’ Molekii-
ler biyolojide hizl1 gelisime paralel olarak selliiler on-
kogenlerin aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin
inaktivasyonunun ve proliferasyon belirleyicilerinin
larenks karsinomlarinda karsinogenez ve prognoza
etkilerini arastiran calismalar hizla artmaktadir.”

Timor baskilayici gen olan p53’iin skuamoz hiic-
reli bas-boyun kanserlerinin patogenezinde c¢ok
onemli rolii oldugu ve olgularin yaklasik %60mda
anormal p53 akiimiilasyonu belirtilmektedir.” P53 tii-
mor baskilayici geni 17. kromozomun kisa kolunda
yerlesimlidir, p53 gen tirtintiniin intraselltiler yogun-
lugu diisiik ve yar1 omrii kisa oldugu igin normal
hiicrelerde gostermek giigtiir.” Olaganiistii kogullar-
da p53 konsantrasyonu ytikselir, hiicrede proliferas-
yon durur ve hiicre S fazina giremez, G1 fazinda du-
rur ya da apopitozis sonucu yok olur. P53 geni aymn
zamanda genetik stabiliteyi de saglar. P53 protein
fonksiyonunun mutasyona bagl olarak bozuldugu
durumlarda hiicrede biiylime ve ¢ogalmaya ait baski
ortadan kalkar, malignite goriilme olasiif1 artar.””
P53 gen iriliniini intraselliiler yogunlugu diisiik ve
yart omrii ¢ok kisa oldugu icin normal hiicrelerde
gostermek giictiir; p53 geni inaktive oldugunda hiic-
rede transformasyona ve timor gelisimine neden ola-
rak bir onkogen gibi davranir. Mutasyona ugrayan
gen Urliniiniin yar1 dmrii ¢ok daha uzun oldugundan
immiinohistokimyasal olarak gostermek miimkiin ol-
maktadir. Mutasyona bagh normal p53 gen aktivitesi-
nin kaybina larenks karsinomlarinda sik rastlanilir."”

Hiicre proliferasyon belirteci olarak gorev goren
ve nonhiston tipte niikleer bir protein olan Ki-67,
hiicre siklusunun G1, S, G2 ve M fazlarinda ekspre-
se olurken, GO fazinda saptanmaz. Bu nedenle, ne-
oplastik ve normal dokularda prolifere olan hiicre
fraksiyonunu gostermek amaciyla Ki-67 niikleer
proteini ile reaksiyona giren parafine gomiilii doku-
larda calisan monokonal antikor, MIB-1, kullanil-
maktadir.” Pek ¢ok neoplazmda, MIB-1/Ki-67 ile
ifade edilen proliferasyon indeksi bagimsiz prog-
nostik oneme sahiptir.”"” Larenks karsinomlarinda
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da; son yillarda yapilan ¢alismalarda Ki-67 prolife-
rasyon indeksi ile survi arasinda belirgin iligki oldu-
gu belirtilmektedir."""” Bircok calismada ise survi ile
iligkisinin olmadigina igaret edilmektedir."*""

Calismamizda larenks karsinom olgularinin para-
fin bloklarindan elde ettigimiz kesitlerde; immiino-
histokimyasal olarak p53 timor supresor gen varligi-
nin ve Ki-67 proliferatif aktivitesinin diger konvansi-
yonel prognostik parametrelerle iligkisini aragtirdik.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismaya, Aralik 2001-Haziran 2003 tarihleri
arasinda Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi 3. Kulak Burun Bogaz Klinigi'nde ameliyat edi-
len ve larenks skuamoz hiicreli karsinom tanisi alan
37 hasta (34 erkek, 3 kadin; ort. yas 57.2; dagilim 35-
75) alindi. Olgularin frozen ve rutin olarak fikse
edilmis parafin bloklarindan elde edilen kesitleri
yas, cins, tiimor capi, histolojik grade, stage, lenfosi-
tik infiltrasyon, mitoz gibi gesitli prognostik para-
metreler 1s181nda yeniden incelendi.

Immiinohistokimyasal degerlendirmede; tiim bo-
yamalar igin %10’luk tamponlanmis formalinde tes-
pit edilmis ve parafine gomiilmiis frozen ve parafine
gomiilmiis dokulardan, 5 mikron kalinliginda kesit-
ler alinarak hazirlandi. Otuz yedi olguya ait tiiméral
dokulardan segilen orneklere immiinohistokimyasal
olarak streptavidin-biotin-peroxidase teknigi ile Ki-67
(Neomarker, hazir diliie) ve p53 (Dako, hazir diliie)
boyamasi yapildi. Boyamalarin giivenilirligi agisin-
dan kontrol dokularda da niikleer koyu kahverengi
boyanma pozitif sayildi. P53 i¢in + (%5-10), ++ (%11-
50), +++ (%51-100) olarak derecelendirilip, niikleer
boyanma gdsteren tiim olgular (+) olarak yorumlan-
di. Istatistiksel degerlendirmede; %5'in tizerindeki
boyanma pozitif, %5'in altindaki boyanma negatif
olarak gruplandirildi. Ki-67 degerlendirmesinde ise
%10un tizerindeki boyanma pozitif olarak kabul
edildi. P53 ve Ki-67 boyalari ile tiimor capi, lenf nodu
tutulumu, vaskiiler invazyon, sinir invazyonu, enfla-
matuvar yanit varligi, mitoz ve diferansiyasyon ara-
sindaki iligskinin arastirilmasinda Ki-Kare (Chi-Squ-
are) testi, p53 ve Ki-67'ye gore yas ortalamalarinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U-Test kullanil-
d1. Vaskiiler invazyon, sinir invazyonu, enflamatuvar
yanit, lenf nodu tutulumu ve timor gap1 degiskenle-
rinin hepsinin birlikte p53 ve Ki-67 tizerine etkisi Uni-
variate Analysis of Variance ile arastirildi. Tim bu
analizler SPSS 11.0 for Windows istatistik paket prog-
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TABLO 1

Ki-67 VE P53 (+) OLAN OLGULARIN PROGNOSTIK FAKTORLERE GORE
TUM OLGULARLA KARSILASTIRILMASI

Tiim olgular Ki-67 p53
(37 olgu) (31 olgu) (15 olgu)

Diferansiyasyon

Iyi 5 5 2

Orta 24 19 11

Kotii 8 2
Vaskiiler invazyon 9 8 2
Noral invazyon 15 11 6
Lenf nodu metastazi 10 10 6

raminda %95 giivenle yapildi. Istatistiksel olarak
p=0.05 anlamsiz; p<0.05 anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Larenks skuamoz hiicreli karsinom nedeniyle
cerrahi tedavi uygulanan 37 hastanin histolojik de-
recelendirmesinde bes olgu iyi, 24 olgu orta, sekiz
olgu ise kotii differansiye olarak belirlendi. On olgu-
da lenf nodu metastaz izlenirken, vaskiiler invaz-
yon dokuz, sinir invazyonu 15, enflamatuvar yanit
ise 30 olguda mevcuttu (Tablo I). Histopatolojik ke-
sitler 10 biiyiik biiyiitme alaninda (10 BBA) 20 ve
tizeri mitoz kriter alinarak incelendiginde 20’sinde
yliksek mitoz orani saptandi (Sekil 1). On bes olgu-
da (%40.5) p53 porzitifligi (Sekil 2), 31 olguda ise
(%83.8) Ki-67 ekspresyonu (Sekil 3) saptand (Tablo
D). P53 protein ekspresyonu ile klinikopatolojik para-

metreler arasindaki anlamli degildi. Ki-67 prolife-
rasyon indeksi ile 6zellikle lenf nodu metastaz varli-
&1 arasinda oransal bir iliski olmasma ragmen bu
iliski anlamli bulunmadi. Diger klinikopatolojik pa-
rametrelerin Ki-67 ile yapilan korelasyon analizle-
rinde de anlamli bir sonug ¢ikmadi (p>0.05).

TARTISMA

Giiniimiizde klasik klinikopatolojik kriterler ile
bir timori tanimlamak bu tiimoriin biyolojik davra-
nisini ve prognozunu belirlemede yetersiz kalmak-
tadir. Ayn1 evredeki ve klinik 6zellikleri ortak olan
larenks skuamoz hiicreli karsinomlu olgularin ya-
sam siireleri arasinda farkliliklar olmaktadir.” Bu
farkliligin 6nceden saptanmasi bagka ek prognostik
parametrelerin kullanilmas: ile miimkiindiir. Bu
amagla prognostik degerinin yiiksek oldugu bilinen

Sekil 1 -Kotii diferansiye skuamoz hiicreli
karsinomda mitoz.



Skuamoz hiicreli larenks kanserinde Ki-67 ve p53 ekspresyonu

klinik faktorlere ve histolojik dereceye ek olarak tii-
moriin proliferatif aktivitesini degerlendirmek, ol-
gularin prognozunun belirlenmesinde ve uygun te-
davinin saptanmasinda yonlendirici olmaktadir. Bu
nedenle son yillarda larenks karsinomlarinda prog-
nostik faktor arayisi iginde bir¢ok tiimor supresor
gen, onkogen, ve proliferasyon hiz belirleyicilerle il-
gili galismalar siirmektedir.”

Son yillarda p53 gen degisikliklerinin degerlen-
dirilmesi bas-boyun kanserlerinde ¢zellikle de la-
renks kanserlerinde hiz kazanmistir.""* Bizim calis-
mamizda da p53 ekspresyonu Sittel ve ark.nin""47,
Lera ve ark.nin"* 57 larenks karsinomlu olguda yap-
tiklar1 ¢alismalardaki oranlara benzer sekilde %40.5

olarak bulundu. Dolcetti ve ark."” ile Kazkayas1 ve

ark.nin"” calismalarinda lenf nodu metastazi ile p53
overekspresyonu arasindaki iliskinin anlamli oldu-
gu belirtilmektedir. Fakat bizim ¢alismamizda diger
bir¢ok calismada oldugu gibi p53 ekspresyonu ile
konvansiyonel prognostik parametreler (yas, timor
cap1, histolojik differansiyasyon, lenf nodu metasta-
71, mitoz) arasinda anlaml iliski saptanmadu.”"*"*"""

Ki-67, GO harig hiicre siklusunun tiim fazlarinda
(G1, S, G2, M) ekspresyonu yapilan bir niikleer proli-
ferasyon antigenidir.” Bu nedenle Ki-67, hiicre proli-
ferasyon aktivitesini degerlendirmede yararh bir bi-
yolojik belirleyici olarak kabul edilir ve tiimor doku-
larinin belli evrelerdeki davranis: hakkinda bilgi verir.

Sekil 2 - Larenks skuamoz hiicreli karsinomda
yogun pb3 pozitifligi.

Sekil 3 -Yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi.
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Son yillarda bas-boyun kanserlerinde proliferasyon
oranini tanimlamak i¢in MIB-1 monoklonal antikoru
kullamlmaktadir."""*"*"*"*! Ki-67 ekspresyonunun ya-
sam stiresi ile iliskili oldugunu belirten az sayida aras-
tirma olmasina ragmen ¢ogu calismada iliskili olma-
dig1  vurgulanmaktadir.""***""  Welkoborsky ve
ark.nin® yaptiklar 40 olguluk calismada yiiksek Ki-
67 indeksinin saptandig1 tiimorlerin rekiirrens goster-
digine isaret edilmekte ve Ki-67 proliferasyon indeksi
ile yasam stiresinin iligkili oldugu belirtilmektedir.

Lera ve ark.nin"” yaptiklar1 larenks karsinomlu

57 olguluk calismada Ki-67 ekspresyonu ile tiimo-
riin patolojik ozellikleri arasinda iliski olmadigina
isaret edilmektedir. Bizim ¢alismamizda da Lera ve
ark.nin"” ve diger aragtirmacilarin bulgularma ben-
zer sekilde prognostik patolojik kriterlerle Ki-67 in-
deksi arasinda anlaml bir iliski saptanmadi.”™*

Sonug olarak, ¢calismamizin darligi ve olgularimi-
zin heterojenitesi Ki-67 indeksi ve p53 tiimor stipre-
sor geninin larenks karsinomlarinda prognostik
Onemini tam olarak belirtmemizi engelledi. Ancak
daha genis ¢alismalarda, prospektif ve immiinohis-
tokimyasal yontemlerin standardizasyonu ile yapil-
mis ¢alismalarla kesin sonuglara ulasilacagina inani-
yor ve bulgularimizi bu ¢alismalardan birinin ilk ve-
rileri olarak degerlendiriyoruz.
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