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OZET

Amag: Bu calismada, p53 timor supresor gen ve hiic-
re siklus regulatuar proteini olan p21’in larinks kan-
serlerinde sagkalim ve prognostik faktorlerle iliskisi-
nin arastirtlmas: amacland.

Materyal ve Metod: Larinks karsinomu tanisi ile la-
renjektomi geciren tamami erkek 20 hastanin kayut-
lar retrospektif olarak incelendi. Klinigimizde takip
edilen hastalarin sagkalimlar tespit edildi. Tumor
dokular1 p53 timor supresor geni ve hiticre siklus re-
gulatuar proteini olan p21 yéntinden yapilan immi-
nohistokimyasal incelemelerle degerlendirildi. p21 ve
P53 acisindan boyanma ozellikleri ile hastalarin sag-
kalimlart ve klinik evre, timor yeri, histolojik derece,
timor boyutu, lenf nodu metastazi, ekstrakapstiler
yayllim (EKY) gibi prognostik faktorlerle iliskisi de-
gerlendirildi.

Bulgular: 20 erkek hastanin, yas ortalamasi 56,9 (42-
70) yildi. 10 hastada (%50) p53 icin immitinolojik
boyanma gosterirken, 18 hastada (%90) p21 icin bo-
yanma saptanmistir.

Sonug: p21 ile boyanma istatistiksel olarak p53 ile
boyanmadan daha fazla saptandi (p<0,05). p53 ti-
mor supresor gen ve siklin bagimh kinaz inhibitort
(CDKID p21 ekspresyonu ile larinks kanserli hasta-
larin sagkalimlar ve klinik evre, timor yeri, histolo-
jik derece, timor boyutu, lenf nodu metastazi, EKY
arasinda anlamli iliski saptanmamistir (p>0,05). La-
rengeal kanserde p21 ve p53 ekspresyonunun klinik
onemini ortaya koyacak daha kapsamli calismalara
ihtiyac bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler:
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THE REIATIONSHIP BETWEEN EXPRESSION OF
THE CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITOR
p21 AND MUTATION OF p53 TUMOR
SUPRESSOR GENE AND THE SURVIVAL AND
PROGNOSTIC FACTORS IN THE SQUAMOUS
CELL LARYNX CARCINOMA

ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to examine the
expression of the p21 cyclin-dependent kinase inhibitor
(CDKD and p53 tumor suppressor gene of the larynx
carcinoma for prognostic effects and survival.

Material and Method: We analyzed expression of CDKI
p21 and p53 protein presence in squamous cell carcinomas
of the larynx in 20 male cases, retrospectively. The survivals
of followed patients were determined and the expression of
the CDKI p21 and mutation of p53 tumor suppressor gene
was detected using immunohistochemistry. The relationship

between immunohistochemical staining with survival, clinical
stage, tumor localization and size, histological stage, lymph
node metastasis and extracapsular extension were evaluated.

Results: Twenty male patients had a mean age of 56.9
(min-max, 42-70) years.
analysis, we found 10 patients (50%) positive for p53 and
18 patients (90%) positive for p21.

In  immunohistochemical

Conclusion: We found the expression of p21 higher than
P33 in larynx carcinoma (p<0.05).
observed between p53 and p21 expression and tumor location,
stage, histopathological grade, lymph node metastasis and

No correlation was

extracapsular extension (p>0.05). Further studies should be
undertaken to evaluate whether the assessment of p21 and
P53 expression have clinical significance in larynx carcinoma.

Key Words: Cancer of larynx, tumor suppressor protein
P53, cyclin-dependent kinase inhibitor p21. Nobel Med
2014; 10(1): 68-73

GiRiS

Larinks kanseri, bas boyun kanserlerinin 9%25'ini
olusturur ve 40 yasindan sonra daha sik rastlanmak-
tadir. Tim kanserler icinde kadinlarda %0,4, erkek-
lerde %2-3 oraninda gorulir.'?

Larinks kanserinde etyolojik ve prognostik faktorler
tizerinde calismalar halen devam etmektedir. Klinik
evre, timor yeri, histolojik derece, timor boyutu, lenf
nodu metastazi, hastanin genel durumu prognostik
onemi olan faktorlerdir.'”

p53, DNA replikasyonunu, hiicre proliferasyonunu ve
hticre olimtnt diizenleyen nikleer fosfoproteindir.®
P53, timor supresdr gen olup, DNA tamirinde énemli
rol oynar ve bas-boyun kanserlerinde %39-45 oraninda
mutasyona ugramustir.”'? Baz1 calismalarda larinks kan-
serlerinde p53 ekspresyonunun artmasi ile gosterilen
proliferasyon kontroltiniin bozulmasmin kanser gelisi-
miyle ilgili oldugu anlasilms ve prognostik olarak an-
lamli bulunmustur."'¢ Ytiksek p53 ekspresyonunun
larinks kanserlerinin %60’ nda gozlendigi rapor edilmis-
tir? p53 mutasyonunun karsinogenezdeki bircok ba-
samaktan biri oldugu dtstintlmektedir. Siklin bagimh
kinaz inhibitérti (CPKIs) p21, hticre déngtistinti kontrol
eden protein ailesinin bir parcasidir ve mitoz bolinme-
nin GO dinlenme fazindan Gl fazina asamal gecisine
aracilik etmede 6nemlidir.'”*® p21 ekspresyonu p53 tara-
findan kontrol edilmektedir ve apoptozis ve hiicre siklus
durdurulmas: gibi baz1 ttmér supresér etkileri dtizen-
ledigi duistintilmektedir. p21'in genetik bozukluklar stk
gortlmektedir." Peschos ve ark. min yaptiklan calismada

larinks karsinomasinda p21 ekspresyonu %58,9 oranin-
da bulunmus ve kanser hiicrelerinde p21, siklin D ve E
arasinda gticlit pozitif bir iliski gosterilmistir ve bu du-
rumun yitksek proliferatif agresif timorlerde, siklinlerle
p2liin koekspresyonunu gosterdigi rapor edilmistir.
Patel ve ark. yaptiklari calismada larinks kanserinde
aberran p21 ekspresyonu oldugunu rapor etmislerdir.*!
Ytiksek p21 seviyeleri ile larinks ve bas-boyun kanserle-
rinde klinik seyir arasinda ters korelasyon oldugu rapor
edilmistir.?*** Scambia ve ark. yaptiklan calismada neop-
lastik laringeal dokularda ytiksek p21 ekspresyonunun
malign fenotip ile iliskili olabilecegini ve p21 seviyesinin
larinks kanserinde normal dokudan daha yiiksek oldu-
gunu one stirmuslerdir.”

Calismamizda larinks skuamoz hiticreli karsinomun-
da p53 ve p21 ekspresyonunun sagkalima etkisi ve
prognostik parametrelerle olan iliskisinin saptanmasi
amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Cahsmamizda larinks skuamoz hiicreli kanser tanist
alip total/parsiyel larenjektomi, radikal/fonksiyonel
boyun diseksiyonu operasyonu geciren ve endikasyon
olmast durumunda radyoterapinin tedaviye eklendigi
20 vaka tizerinde rastlantisal olarak calisildi.

Hasta kayitlar1 retrospektif olarak incelenerek demog-
rafik bilgiler (yas, cinsiyet), timoriin anatomik yerle-
simi, patolojik materyalde metastatik lenf nodu tutu-
lumu ve ekstrakapsiiler yayithm (EKY) varligi, histolo-
jik diferansiasyon derecesi, pre-operatif trakeotomi
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Tablo 1: Vakalarin pb3 ve p21 boyanma 6zelliklerine gére dagiimi
Boyanma
Yok n (%) | Hafif n (%) | Ortan (%) | Siddetli n (%)
p53 10 (%50) 1(%5) 2.(%10) 7 (%3b)
p21 2 (%10) b (%25) 0 13 (%465)

iyi derecede diferansiye

Orta derecede diferansiye

Sekil 1: Vakalarin histolojik diferansiasyonlanina gére dagilimi.

25%

Sekil 2: Vakalarn evrelere gdre dagilimi.
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Sekil 3: Lenf nodu evresine gére EKY'nin dagilimi

acilip agilmadigy tespit edildi. Klinik evrelendirme
2002 Amerikan Kanser Komitesi (AKK)nin TNM si-
niflamasina gore yapildr. Sigara-alkol kullanim varlig,
kullanim stire ve miktarlar1 sorgulandi. Klinigimizde
takip edilen hastalarin sagkalimlari tespit edildi.

Tumor dokulart p53 timor supresodr geni ve htcre
siklus regulatuar proteini olan p21 yéntinden, hasta-
nemiz patoloji kliniginde immtuinohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Doku ornekleri %107luk formalinle
tespit edilip ve parafine gomiilerek 4-5 mikrometre
kalinhginda kesitler elde edildi. immunohistokimyasal
boyama asamasinda, olast doku kayiplaria karst bo-
yasiz kesitler 1/10 oraninda distile su ile diltie edilmis
poly-L-Lysine soltisyonunda 5 dakika ve 60 derecelik

1sida etiivde bir gece bekletildi. Immunohistokimyasal
boyama strept-avidin-protein peroksidaz boyama yon-
temi ile yapildi. Doku kesitlerinde p21/WAF1 Ab-3
(DCS-60.2) Mouse M.ab (Neomarker), p53 (clone DO-
7, Novocastra) antiserumlar1 kullanild.

Immiinohistokimyasal Calismanin Degerlendirilmesi

Lamlar patolog tarafindan p53 pozitifligi, ntikleer
boyanmanin tiim timor parankimi icindeki oranlar
belirlenerek kaydedildi. p53 i¢in ntkleuslarn hi¢ bo-
yanmadig olgular “0”, ntikleuslarmn %10’un altinda
boyanma gosterdigi olgular (+1) / Hafif, %10-50 ara-
sinda boyanma +2/ Orta, %50'nin tizerinde boyanma
+3/ Siddetli olarak degerlendirildi. p21 icin %5’ten az
boyanma dusiik, %5’ten fazla olmasi ise yiiksek ola-
rak gruplandirildi.

istatistiksel Analiz

Calismamizda istatistiksel analizde nitel verilerin
karsilagtirilmalarinda ki-kare gerceklik testi (Fisher’s
Exact Testi) kullaruldi. Tkili gruplarn karsilastirilma-
sinda ise Mann-Whitney-U testi kullanildi. p<0,05
anlaml olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma grubumuzu olusturan 20 vakanm tamamini
skuamoz hticreli larinks kanseri tamsi alip total/parsi-
yel larenjektomi yapilan hastalar olusturuyordu. Hasta-
larin tamamu erkek, yas ortalamasi 56,9 (42-70) yild1.
Histopatolojik olarak 12 vaka (%60) orta derecede
diferansiye, 8 vaka (%40) iyi derecede diferansiye ola-
rak rapor edildi (Sekil 1).

T ve N evrelendirmesine gore 7 hasta (%35) T4, 6 hasta
(9%30) T2, 4 hasta (%20) T3 ve 3 hasta (%15) da T1
evresinde idi.

Vakalarmn 2’si (%10) N1, 2’si (%10) N2b ve 1'i (%5)
de N3 olarak saptandi. 15 (%75) hasta NO olarak de-
gerlendirildi.

Evrelere gore vakalarin dagilimu ise 8 hasta (%40) evre
4, 7 hasta (%35) evre 2, 5 hasta (%25) evre 3 olarak
tespit edilmistir (Sekil 2).

Ameliyat materyalinin histopatolojik incelemesinde
boyun diseksiyonu yapilan 17 vakanin 6’sinda metas-
tatik lenf nodu tutulumu, 3'tinde EKY tespit edildi.
Metastatik lenf nodu tutulumu N evresine gore 2 tane
N1 evresindeki hastada, 2 tane N2b evresindeki has-
tada, 1 tane N3 evresindeki hastada ve 1 tane de NO
hastada tespit edildi. EKY olan hastalar N2b (n=2) ve
N3 (n=1) evresindeki hastalardi (Sekil 3).
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Tablo 2: Hastalarin Klinikopatolojik Bulgular

o Vas| T | N VerIT:;imi Met?ad.) nu';'lif."s'?iéﬁn Taboeboni BnyTuum::m) EKY | Sigara | Alkol KallsnﬁAy] Ex.
1 471410 36 Orta Var 32,9 Yok |+ = N

2 62111 36 3 Orta Yok 3x3 Yok |+ - 12

3 Q1111 36 3 i Yok 43 Yok |+ + 75

4 91112 36 7 Orta Yok 10x7 Var + + 2 +
5 21410 1G Orta Yok 96 Yok |+ - 87

6 611410 S6 Iy Yok 95¢7,6 Yok |+ 84

7 67 | 4|3 TG Konglomere Orta Yok 4x4 Yok + 8 +
8 0|40 6 Iyi Yok 15 Var |+ 16 +
9 461210 S6 10 Orta Yok 3x2 Yok |+ + 86

10 %8120 TG Orta Yok 42 Yok |+ 86

1 0|20 TG Iyi Yok 2,5%2 Yok |+ 81

12 % |40 36 Orta Yok 22 Yok |+ 14 +
13 61|30 6 Iy Var 3,5x2 Yok |+ + 80

14 60|20 16 Orta Yok 1.6x1 Yok |+ 82

15 62|30 1G Orta Yok 6x5 Yok |+ 84

16 621210 16 Iy Yok 1,9%1,9 Yok |+ 86

17 8130 1G Iy Yok 25 Yok |+ + 99

18 0|20 36 Iy Yok 25 Yok |+ + i

19 31310 G Orta Yok %2 Yok |+ 16 +
20 63| 4|2 16 8 Orta Yok 42 Var + 60 +
Tm:Tamér, LN met: Lenf nodu metastaz, EKY: Ekstrakapsiiler yayiim, SG: Supraglottik, G: Glottik, TG: Transglottik

Hastalarimizin 10 (%50)'u p53 icin immiinolojik bo-
yanma gostermemistir. Boyanma oranlarina gore 1
hasta (%5) p53 icin hafif immtnolojik boyama goste-
rirken (Sekil 4), 2 hasta (%10) orta, 7 hasta (%35) da
siddetli boyanma gostermistir (Sekil 5).

p21licin ise %5'ten az boyanma diistik (Sekil 6), %5’ten
fazla olmasi ise ytiksek olarak gruplandinldi (Sekil 7).

Hastalarimizdan biri p53 ve p21’in her ikisi i¢in de im-
miinolojik boyanma gostermemistir. 9 hasta p53 icin
boyanma gostermezken p21 icin boyanma gostermis; 1
hasta da p21 i¢in boyanma géstermezken p353 i¢in bo-
yanma gostermistir. Vakalarn p21 ve p53 i¢in immi-
nolojik boyanma ozellikleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Vakalarimizin p53 ve p21 ile immiuinohistokimyasal
boyanma ile yas, timor diferansiasyonu, timor evresi,
timor yerlesim yeri, metastatik lenf nodu tutulumu
varligi, EKY, sigara i¢im stire ve miktari, alkol kullani-
mi ve sagkalim degiskenleri arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Metastatik lenf
nodu tutulumu ile p21 boyanmasi karsilastirildiginda
p=0,079 olarak bulundu.

Vakalarda p21 ile immiinolojik boyanma p53 ile boyan-
madan istatistiksel olarak yiitksek saptandi (p<0,05).

Sekil 4: pb3 ile hafif boyanma x440. Sekil 5: pd3 ile siddetli boyanma x220.
Sekil 6: p21 disiik ekspresyonu x440. Sekil 7: p21 yiksek ekspresyonu x440.

Hastalarin ttimor diferansiasyonu, timor yerlesimi,
evre, T ve N evresi, metastatik lenf nodu tutulumu,
EKY, sagkalim ve alkol-sigara kullanimu ile ilgili 6zel-
likleri Tablo 2’de verilmistir.

TARTISMA

Larinkste en stk karsimiza ¢ikan malignite skuamoz

SKUAMOZ HUCRELI
LARINKS KANSERINDE p53
MUTASYONU VE p21 SIKLIN
BAGIMLI KiNAZ INHIBITORU
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hticreli kanserdir. Etyolojik ve prognostik faktorleri
tizerinde calismalarin halen devam ettigi larinks kan-
serlerinde diinyaca kabul goren prognostik faktorler
mevcuttur. Bunlar timor yerlesim yeri, boyunda me-
tastatik lenf nodu varligi, histolojik diferansiasyon de-
recesi, klinik evredir.?® Bu faktorlerin yani sira onkogen
ve timor supresor genlerin de larinks kanserinin dav-
ranisinda etkili olabilecegi belirtilmistir.*"** Son zaman-
larda larinks skuamoz hiicreli kanserlerinde p53 gen
mutasyonlarinin ve p21 ekspresyonunun prognostik

dnemini arastiran ¢alismalar yapilmstr. '

P33 timor supresdr genin karsinogenezdeki rolit bi-
linmektedir ve larinks karsinomunda molekiiler mar-
ker olarak rolti yaygin olarak bildirilmistir. Barbatis
ve ark. yapuklari calismada 28 displazi ve 41 larinks
karsinom vakasinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek
p533 ekspresyonu saptamislardir.?® Garazzo ve ark.
p33 yitksek ekspresyonunu kanser gelisimi ile iliskili
bulmuslardir.® Jeannon ve ark. 114 larinks displazi-
si olan hastada yaptiklar calismada p53 ve p21 eks-
presyonu ile displazi derecesi veya larinks kanser riski
arasinda iliski saptanmadigi rapor edilmistir.®! Yapilan
calismalarda larinks kanserlerinde p53 ekspresyonu
immitinohistokimyasal olarak yaklasik %50 oraninda
tespit edilmistir.!>*

Bizim ¢alismamizda da p53 ile immunohistokimyasal
olarak boyanma orani %50 olarak tespit edildi ve bu
oran bircok calismayla paralellik gostermektedir.

p53 ekspresyonu ile klinikopatolojik parametreler ara-
sindaki iligkiyi arastiran bazi calismalarda anlamli bir
iligki saptanmanustir.® Calismamizda p53 ekspres-
yonu ile ttimor diferansiasyonu, timor yerlesim yeri,
evre, metastatik lenf nodu tutulumu, EKY ve sagkalim
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptamadik.

Poljak ve arkadaslar, epitelyal hiperplaziden karsinomaya
kadar olan degisikliklerde, morfolojik degisikligin ciddi-
yetine gore p53 porzitifliginin artugmi rapor etmigler."

Calismamizda p53 i¢in immtinolojik boyanma ile timor
evresi arasinda istatistiksel fark olmamakla birlikte,
erken evre ttimorlerde p53 ile immunohistokimyasal
olarak boyanmama oransal olarak daha fazla idi.

Calismamizda timor yerlesim yeri ile p53 icin immii-
nohistokimyasal boyanma arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark yoktu. Ancak supraglottik tiimorlerde
oransal olarak p53 ile boyanma daha fazla tespit edildi.
Vicutta diger bircok timorde (mide, kugtik hticreli
dis1 akciger, prostat ve meme karsinomu) p21 eks-
presyonu kotti prognozla iliskili olarak rapor edilmis-
tir. Fakat p21 ekspresyonunun larinks kanserindeki
prognostik 6nemi halen bilinmemektedir.’**

Pruneri ve arkadaglar yaptiklar calismada duistik p21
ekspresyonu ile metastatik lenf nodu tutulumu ara-
sinda iliski rapor edilmistir®> Calismamizda p21 ile
immitinohistokimyasal boyanma ile metastatik lenf
nodu tutulumu arasmda anlaml iliski saptanmadi
(p=0,079). Ancak bu bulgu, vaka saymin artirilarak
yapilacagi calismalarin bu iliskiyi ortaya koymaya yar-
dimc olacagini dustindtrmektedir.

Yuen ve arkadaglarimn yaptiklan calismada p21 ekspres-
yonu ile yas, timortn yerlesim yeri ve T evresi arasmda
anlamb iliski bulunamamustir.* Bu ¢alisma ile uyumlu
olarak vakalanmizda ttiimor yerlesim yeri, evre, EKY ile
p21 arasinda anlaml iliski saptanmadi (p>0,05).

Jeanon ve arkadaslart yapuklan calismada iyi dife-
ransiye larinks kanserinde yogun, kotti diferansiye
kanserde p21 ile zayif boyanma rapor edilmistir.* Ca-
lismamizda iyi diferansiye olan vakalarimizda oransal
olarak daha fazla p21 ile ytiksek boyanma oldugunu
tespit ettik. Ancak bu oran istatistiksel olarak anlam-
It degildi (p>0,05). Histolojik diferansiasyon ile p53
ekspresyonu arasinda da istatistiksel olarak anlamh
iliski saptanmadi (p>0,05).

Perez ve arkadaslarimin yaptiklan calismada da p53
proteini ile sagkalim arasinda anlamh fark olmadig
rapor edilmistir.*®

Yuen ve ark., Jeannon ve ark. ile Pruneri ve ark.
yaptiklar calismalarda p21 ekspresyonunun yasam
stiresini azalttig1 bildirilmistir.22*3

Bazi calismalarda p53 ile hayatta kalma stiresi ara-
sinda iliski oldugu, bazi calismalarda ise olmadif
belirtilmistir.’"*® Calismamizda hayatini kaybeden
hastalarimizdan 3't p53 ile siddetli, 1'i orta boyanma
gosterirken; 4t p21 ile yitksek, 1’1 de duistik boyanma
gosteriyordu. Hayatini kaybeden 6 hastadan 4t T4
timori olan hastalardi. p53 ve p21 ekspresyonlarimi
ayr1 ayr1 sagkalimla analiz ettigimizde istatistiksel ola-
rak anlaml iliski saptanmadi (p>0.05).

Pruneri ve ark. yaptiklari calismada p53 gen mutasyo-
nu ile timortn p21 ekspresyonu arasindaki iliskinin
istatistiksel olarak anlamh olmadigmi bildirmisler-
dir.* Calismamizda p21 ile boyanma istatistiksel ola-
rak p53 ile boyanmadan daha fazla saptandi (p<0.05).

SONUC

P53 gen mutasyonunun larinks karsinogenezinde rol
oynadigr bilinmektedir. Ancak prognostik faktorlerle
direkt bir iliski tam olarak ortaya konamamistir. Bu
durum p53 gen mutasyonunun karsinogenezin sadece
ilk asamalarinda etkili oldugunu dtstindtirmektedir.
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Bu calismada p53 timor supresor gen ve CDKI p21
ekspresyonu ile larinks kanserli hastalarin sagkalim
ve prognostik faktorlerle arasinda istatistiksel olarak
anlamh iliski saptanmamistir. p21’in hiticre siklusu
tizerine etkileri larinks kanseri ile iliskisi acisindan

merak uyandirmaktadir. p53 timor supresdr gen ve
p21’in larinks kanserli hastalarda tiimor progresyonu
ve prognoz tizerindeki roltiniin anlasilmasi i¢in vaka
sayisimin artirilarak daha kapsamh calismalar yapil-
masina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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SKUAMOZ HUCRELI
LARINKS KANSERINDE p53
MUTASYONU VE p21 SIKLIN
BAGIMLI KiNAZ INHIBITORU
EKSPRESYONUNUN
SAGKALIM VE PROGNOSTIK
FAKTORLERLE ILISKisi



