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OKULER YASSI HUCRELI KARSINOMDA p53 PROTEINININ
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK BELIRLENMESI

Fatma Sayin?

Nursal Metin1@

S.Serap Birincioglu!

Immunohistochemical Detection of p53 Protein in The Ocular
Squamous Cell Carcinoma

Ozet: Bu galigmada p53 protein birikimi, bir at ve iki sigirdan alinan, 3 okiler yass: hiicreli karsinom olayinda, im-
munohistokimyasal (Avidin-Biotin immunperoksidaz Complex-ABC) ydntemle anti-human p53 protein mouse monokional
antikorlan kullanilarak aragtinidi. Sadece atta p53 pozitif gekirdek boyanmasi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Okiller Yassi Hicreli Karsinom, p53, Sigir, At

Summary: The expression of p53 protein was investigated in three ocular squamous cell carcinomas of one horse and two
cows by an immunohistochemical (Avidin-Biotin immunperoksidaz Complex-ABC) procedure using anti-human p53 protein
mouse monoclonal antibodies. Positive p53 nuclear immunostaining was detected in only equine case.
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Girig

Okller yassi hiicreli karsinomlar daha ¢ok si-
girlarda, az olarak da at, koyun, kedi ve kopeklerde gb-
ralir. Sigir ve atlarda ortalama 7-8 yaglannda, diger
hayvan turlerinde ise erigkin ya da daha ileri yaglarda
rastlanifar. Cogunlukla limbus, palpebra nictitans ve
gdz kapadinda yerlesirler (Cordy,1978;, Gelaft,
1991;Wilcock, 1993; Jones ve ark., 1997). Irk ya da
cins predileksiyonunun olmadigi bildirimekle beraber
(Cordy, 1978), sigirlarda genetik, viral ve kimyasal fak-
torler ile radyasyon, gines 151§1 ve insektisitler gibi ir-
ritasyonlarin rol oynadigi bildirilmis ve 6zellikie Hereford
irki sigifarda g6z cevresindeki pigmentasyon ye-
tersizligi neden olarak gdsterimistir (Cordy,1978; Ge-
latt, 91; Brash ve ark.,1991; Campbell ve ark., 1993;
Kanjila ve ark., 1993). Buzag! ve kedilerde ise glines
Igigina agin maruz kalinmasi ile ilgili oldugu ileri si-
rulmastir (Wilcock, 1993).

Immunohistokimyasal, molekiiler ve sitogenetik
metotlarla tespit edilebilen p53 gen degisiklikleri, en
yaygin olarak insan karsinomlarindaki genetik anor-
malliklerde gérilmektedir (Field ve ark., 1991; Levine
ve ark., 1991; Taylor ve Cote, 1994). Son yillarda ya-
pilan birgok ¢aligmada, p53 timér baskilayici geni mu-
tasyonlannin, insanlann gines 1141 ile ilgili deri kar-
sinomiannin gelisiminde ve farelerin ultraviyole 1131 ile
ilgili yassi hicreli karsinomlarinda etkili oldugu ortaya
konulmustur (Pierceall ve ark, 1991; Shen ve ark.,
2002). Evcil hayvanlarda ise bu konu ile ilgili oldukga

az sayida galisma bulunmaktadir (Ruggeri ve ark.,
1991; Teifke ve Loéhr, 19396; Sironi ve ark., 1999). Ya-
pilan literatlr taramasina gore Ulkemizde okuler yassi
hiucreli karsinom ile ilgili olarak, at (Ozbilgin ve
ark.,1991) ve koyunda (Ciftgi ve ark., 1996) sadece
birer galigma bulundugu tespit edilmistir. Bu galismada,
at ve sigirlanin okuler yassi hicreli karsinomlarinda p53
proteininin immunohistokimyasal olarak saptanmasi
amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Caligmanin materyalini Cerrahi Anabilim Dali ta-
rafindan operasyonla alindid: bildirilen ve Patoloji Ana-
bilim Dal'na gbnderilen birisi Haflinger irki bir kisraga
(Lolgu 12 yagl), diger ikisi Holstayn irki iki inege ait (Il
olgu 10 yagl; lll. olgu ise 6 yagh) G¢ adet okdler yassi
htcreli karsinom olgusu olusturdu.

Tamdrlerden alinan doku 6mekleri %10'luk tam-
poniu formalin sollisyonunda tespit edilerek parafinde
bloklandi. Her bloktan 4-6 m kahnhginda alinan ke-
sitlerin bir kismu rutin olarak hematoksilen-eosin ile bo-
yanarak gk mikroskobunda incelendi. Rutin in-
celemede okiler yassit hicreli karsinom tanisi
konulduktan sonra, immunohistokimyasal inceleme igin
adhesivli lamlar (zerine kesitler alinarak ABC ydntemi
ile boyandi (Pressnell ve Schreibman, 1997). Bu amag-
la kesitler deparafinize ve dehidre edilerek, phosphate
buffer solution (PBS) ile yikandi. Dokuda endojen pe-
roksidaz aktivitesini azaltmak igin kesitler, % 3' Ik
HOo'de oda sicakhdinda bes dakika beklefildikten
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sonra, PBS ile (¢ kez beser dakika yikanip, normal
kegi serumu ile nemli kamarada 30 dakika in-
kilbasyona birakildi. Bu iglemlerden sonra, nemli ka-
maraya alinan kesitlerin (zerine anti p53 hiperimmun
serumundan birer damia damlatihp 30 dakika inklibe
edildi ve PBS iginde bes dakika yikandi, Yikanan ke-
sitler 6nce polivalan sekunder antikor sonra da strep-
tavidin-peroksidaz ile otuzar dakika muamele edildi.
Her islem sonunda beser dakika PBS iginde tu-
tulduktan sonra kromojen sol(syonunda (konsantre
bufer solusyonu, %3'lik HxO,, konsantre 3-amino-9-
etil karbazol-AEC) 15 dakika bekletildi. Mayer'in he-
matoksilen boyasryla bir-iki dakika boyanip gesme su-
yunda mavileginceye kadar bekietilip, (zererine ya-
pistinci damlatilarak lamelle kapatiidi. Her bloktan
hazirlanan kontrol kesitleri de ayni igleme tabii tutuldu,
ancak serum yerine sadece PBS damiatildi ve tim ke-
sitler 11k mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular
Makroskobik Buigular

Alt gbz kapagindan alindigi bildirilen l.olgu 1.5 x
1.5 x 0.4 cm boyutlannda, komeadan alindid bildirilen
ve komeay! tamamen kaplayan Il. oigu 3 X 26 x 0.6
cm boyutlarinda ve limbustan alindi§i bildirilen 1li olgu
ise 2 x 1.7 x 0.5 cm boyutlarinda idi. Her Gg olguda tu-
moral kitlelerin dis ylizlerinin kabark, kamibahar gé-
rundminde, yer yer Ulserli, kanamali ve kesit ylz-
lerinin boz beyaz renkte oldugu géziendi.

Mikroskobik bulgular
r" 1 F:;V L

I. olgu: Tumér dokusunun, adacikiar ya da kor-
donlar olugturan ve sinifan tam olarak segilemeyen,
eosinofilik sitoplazmall timor hicrelerinden olustugu
dikkati gekti. Cekirdeklerin genellikle vezikller, baz
alanlarda ise hiperkromatik olduklan tespit edildi. Be-
lirgin anizonikleozis ile birlikte az sayida mitoz be-
lirlendi. Glob kome olusumuna rastlanmadi, ancak tek
hiicre keratinizasyonlan dikkat gekiciydi. Ayrica baz
timor adaciklaninin merkezinde iginde kromatin par-
gaciklannin da bulundugu nekrotik alaniar mevcuttu.
Tumdr interstisyumunda yogun mononiiklear hicre in-
filtrasyonu gézlendi.

il. olgu: Bu olguda da |. olguda oldugu gibi timér
hiicrelerinin  adaciklar olusturdugu ve hiicre ¢e-
kirdeklerinin de yapilaninin l.olgu ile benzer ozeliikte ol-
dugu saptandi. Aynca adaciklann merkezinde ¢ok sa-
yida lamelli keratinizasyon gosteren tipik glob komelerin
(kanser incisi) bulundugu dikkati gekti (gekil 1).

lIl. olgu: I. ve II. olguda gdzlenen timér adaciklar
bu olguda belirgin degildi. Mitotik figlrlerin yogun,
timdr hicrelerinin ise genellikle indifferensiye kiglk
ve hiperkromatik olduklan tespit edildi. Daha az sayida
differensiye vezikller gekirdekli hlcrelere de rastlandi.
Tek hicre keratinizasyonlan dikkati ¢ekmekle birlikte
glob korneler sekillenmemisti.

Immunohistokimyasal incelemede sadece ata ait
l. olguda pozitif sonug¢ alindl. TUmor hicrelerinin ge-
kirdeklerinin tamami degisik yogunlukta boyand: (sekil
2). Boyanma diffuz yayilim gostermekteydi, sadece tek
hiicre keratinizasyonu ve bazi timér adaciklannin mer-

Sekil 1. Lamelli keratinizasyon gésteren tipik giob kome (ok), Il.olgu. HE, X240
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$ekil 2. Timor adaciklannda pS3 pozitif ¢ekirdek boyanmasi (oklar). Immunperoksidaz boyama , X120

kezinde bulunan nekroz alanlan boyanmadi. Sigirdan
alinan . ve lll olguda ise negalif sonug alindi. Bo-
yanma gézlenmedi.

Tartigma ve Sonug

Tek ya da ¢ift larafli oldudu bildirilen (Wilcock,
1993) okdler yassi hicreli karsinoma bu ¢alismada
her 3 olgu da tek tarafhi olarak rastlanmistir. Okuler
yass) hicreli karsinomlann atlarda daha ¢ok palpebra
nictitans konjuktivasindan (Gelatt, 1991; Wilcock,
1993), az olarak da g6z kapag!, limbus, komea, bulbar
ve palpebral konjuktivadan kdken aldig, siifarda ise
%90 oraninda limbusta, %10 oraninda komeada lo-
kalize oldugu bildiriimigtir (Cordy, 1978; Gelaft, 1991;
Ozbilgin ve ark., 1991; Wilcock, 1993). Bu ¢aligmada
ata at materyal alt géz kapagindan, sigrr ma-
teryallerinin biri daha g¢ok yerlesim gosteren kor-
neadan, diger ise az yerlesim gosteren limbustan ahn-
migtir.

Kimi yazarlar okiler yassi hicreli karsinomlarda
ik ya da cins predileksiyonu olmadifini kaydederken
(Cordy. 1978), kimileri (Gelatt ve ark., 1974; Gelatt,
1991) de atlarda g6z kapag karsinomlarinin daha gok
agikk donlu atlarda ve dzelikle de agrr yik (a-
sgimaciiginda  kullanilanlarda gorildGgang, palpebra
niclitansta yerlesen okiler yassi hicreli karsinom sik-
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higimin gbz kapagindaki pigment eksikligi ite orantili ola-
rak azaldigini bildimmiglerdir. Tlrkiye'de sadece bir ol-
guda, Ozbilgin ve ark (1991 tarafindan, Haflinger irki
bir atla okdler yassi hicrell karsinom tespit edilmistir,
Bu ¢alismada da Hafiinger irki afta yassi hicreli kar-
sinomun saptanmis olmasi dikkat ¢ekici bulunmus ve
araglincilann bulgulanyta paraleliik gostermigtir. Ancak
olgu sayisinin az olusu bu durumun bir ik pre-
dispozisyonu olarak deferlendirlmesi i¢in yetedi de-
gildir.

Okdler yassi hicreli karsinomlann pretumoral
dysplastik lezyonlardan (pretiméral dénem) gelisti§l,
daha sonra in situ karsinom ve en son olarak da in-
vaziv karsinomlann olugtugu bildirlmigtir. Tim evcil
hayvan torerinde pretuméral dénem gorilmekte olup,
bu dénem epidarmal plak ya da papillom olarak da
adlandinimaktadir (Wiicock, 1993; Kubo ve ark., 1994,
Jones ve ark., 1997). Bu galigmada incelenen her (i¢
olguda okdler yassi hicreli karsinomun son dénemi
olan invaziv karsinom olarak degerendiriimistir.

Ik kez methylocolantrene ile olugturulan fare sar-
komiannda orlaya konulan p53 proteini nuklear bir pro-
teindir. Bu protein DNA'nIn onanma yénelik aktivitesini
etkilemek suretiyle hicre siklusunda rol oynar. Hucre
siklusunda olugan degisiklik DNA onanmini  bozarak
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potansiyel mutasyonlara neden olur bu da kar-
sinogenezise yol agar (Shen ve ark., 2002). p53 pro-
teininin wild tipi'nin yoklugunda mutant p53 seviyesi
artar. Molekuler genetik bulgulara gbre ¢ok sayida
hiicresel veya viral proteinlerin etkilesimi ile wild p53
fonksiyonu kaybolabilir ve kontrolstz hiicre Uremesi
sekillenir. p53 wild tipinin tim nomal hicrelerde eseri
miktarda bulundugu bildirimektedir. Normal hic-
relerde bulunan wild tipin yanlanma émrintn gok kisa
oldugu (6-30dk), bu nedenle immunohistokimyasal
yontemierie tespit edilecek dizeyde protein birikiminin
olmadiyi ifade edilmektedir (Taylor ve Cote, 1994).
Mutant p53 proteinin ise yarnlanma oémru daha uzun-
dur. Mutasyonlann proteinin yanlanma Omrind ve
niklear konsantrasyonunu arttirarak, mutant p53 pro-
teinin immunohistokimyasal olarak saptanmasini sag-
ladid bildirlmigtir (Field ve ark., 1991; Taylor ve Cote,
1994). Anormal mutant p53 birikimi evcil hayvaniarin
okuler yassi hucreli karsinomlarinda siklikla go-
rulmektedir. Bu durum, okller yassi hicreli kar-
sinomun karsinogenezisinde, wild tip p53 proteininin
gorev yapamamaslyla agiklanmaktadir (Sironi ve ark.,
1999). Karsinomlarda p53 proteininin asm dretimesi,
sadece malign timérierdeki genetik alterasyonlann bir
bulgusu olarak kabul edilmemektedir. Ayni zamanda
hicresel ya da viral onkoproteinlerin etkilesimi yoluyla
proteinlerin stabilizasyonu veya wild tip p53'n azalma
mekanizmasindaki degisiklikler sonucunda p53 pro-
teinin  asin  Uretilebilmesiyle  sekillenebildiji  be-
litiimektedir (Teitke ve Lohr, 1996; Sironi ve ark.,
1999). Neoplastik hastalikarda ps3'Un varigim sap-
tamaya yonelik yapilan bir gok galismada (Taubert ve
ark., 1995; Sagartz ve ark., 1996; Sironi ve ark.,
1999), pozitif hicrelerin %10°'dan daha fazla veya
%20 olmasi, mutasyonlarn géstergesi olarak kabul
edilen p53 pozitifliginin cut off (sinir de@eri) olarak gz
ontnde bulunduruimaktadir. pS3 geni tUmoér olu-
sumunu baskilayan bir gendir, immunchistokimyasal
boyamada p53 proteininin gorilmesi p53 genindeki
mutasyonlann bir gostergesidir. Sunulan g¢ahgmada
atta timor hicrelerinde pS3 proteininin diffuz olarak bi-
rikimi p53 genindeki mutasyonlann ya da viral veya
hucresel onkoproteinlerin elkilegiminin bir gostergesi
olarak degerlendirilebilir. Literatirle uyumiu olarak ¢a-
lismada . olgudaki ata ait hicre gekirdekleri pozitif bo-
yanmigtir. Aynca, p53 genindeki mutasyonlar (do-
layisiyla mutant p53  protein miktan) grade ve

proliferasyon indeksi yiksek tomdrer ile az di
ferensiye tUmérlerde daha fazladir. Atta saptanan ol-
guda da timérin az diferensiye olmasinin bir gds-
tergesi olan tek hicre keratinizasyonunun bulunup
glob komelerin olmamasi timorin az diferensiye ol-
dugu ve dolayisiyla pS3 genindeki ekspresyonun fazla
olmasi nedeniyle pozitif boyandif! disinilebilir Ancak
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Sironi ve ark.(1999)'nin yaptigi galigmada sigira ait 1 ol
guda pozitifife rastlanirken, bu ¢aligmada sigira ail
her iki olguda da p53 pozilifik saptanamamugtir. Bo-
yanmamanin nedeni elde olmayan veya istenmeyen
artefaktlar olabilecedi gibi, p§3'in nomal yikimlanma
yolunda sekillenen bir bozukluga ya da hicresel on-
koprotein gibi bagka bir proteinle baglanarak inaktive
olmasina da bagh olabilir.

Ala ait bir ve sigira ait iki clguda okdller yassi huc-
reli karsinomlannda, p53 proteini varhginin  im-
munohistokimyasal olarak arastinldig bu galigmada.
yalnizca ata ait |. olguda pozitif, sigira ait iki olguda ne-
gatif sonug alinmigtir. Bu konuda daha ¢ok sayida ma-
teryal ile yapilacak ¢alismalara ihtiyag oldugu ka-
nisindayiz.
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