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SIGARA ICEN VE ICMEYEN BIiREYLERE AiT DISETi ORNEKLERINDE p16 TUMOR
SUPRESOR GEN EKSPRESYONU

Yrd. Doc. Dr. 8. Elif GULTEKIN®

Dt, Burcu SENGUVEN*

Di. Barcu KARADUMAN®¥

OZET

Oral kanserin de dahil olduBu birgok kanser peligi-
minde, pld Wmdr supresér genimin inaklivasvonunun rof al-
digl belirtilmekwedir, Gilndimizde pl6'mn dzellikle sigara
igen bireylerde, premalign veya malign ncoplazilerin erken
tarmsmda kullamlabilecek omemli bir biyvomarker olabilece-
gi digiiniilmektedit. Stmara, oral kanser geliginmindek? en
binviik risk faktérlerinden biri olduguna gire sigara igen bi-
revlerin digetinde pl6 inaktivasyonu saplanmasi, oral kavi-
tede gelisebilecek olasi bir malign veva premalign lezyo-
nun erken teghisinde vararli olabilir, Bu dtiglinceden yola
gikarak, sigara igen ve igmeyen toplam 40 adet génilli bi-
revden, mandibular posterior balge yaprsik digetinden ali-
nain drnekler immimhistokimyasal olarak pl16 untikoru ile
boyandi. lsik mikroskobunda deferlendirilen ve niikleer!
stoplazmik, kuvvetll kirnuz: boyanan Riicreler, pl6 proteini
eksprese eden pozitif hiicreler olaralk kabul edildi. Toplam
arneklerin %25%inde plé aver ckspresyonu gozlendi. Siga-
ra Igen grupta plo ekspresyonu dsha fazla bulundu {%60°:
sigara igenlerde, %40’ sigara igmevenlerde), Avnica ileri
yaslarda ve crkeklerde pl6 anukorunun immtnrcaktivitesi
daha yiksek saptandi. Ancak istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli bir farkhilik 1adenemedi.

Anahtar kelimweler: sigara, oral mnokoza, plé

LUmMar supresdr gen.

EXPRESSION GF plé TUMOR SUPPRESSOR GENE
IN THE GINGIVAL SAMPLES OF SMOKERS AND
NON-SMOKERS

ABSTRACT

The tumor suppressor genc, plé is a coll cvele
regulator that is frequently inactivated in many different
lypes of malignancies. It was reported that plt may be a
valuable biomarker for identification of elevated risk of
cancet In smokers. The wm of presenl study was 1o
investizate the possible role of plo as a hiomarker by
evaluating the cxpression of plé in gmgival epithelium off
smokers and non-smokers. From smoker and non-smoker
volunteers, 40 gingival biopsics were obtained from the
imandibular molar attached gingiva. Gingival samples were
slamed with plé antibody by immunchistochemistry.
Histopathological evaluation was done by light micros-
copy. The epithellal cells that showed red nuckear/
eytoplasmic staining were accepled as positive, P16 gene
expression in smokers was higher (%600 in smokers, $640 in
nonsmokers). The immunorcactivity of pl6 antibedy was
higher in males and older ages. Nevertheless, dilferences
were not statjstically significant.

Key words: smoking, orzl mucosa. pld tumer

SUPPressor gone,

GIRIS

Tnsanca goriilen belli bash kanser tirer
icerisinde yer alan oral kanserin etkeni tam olarak

acikliga kavusturulamamustir. Ancak sigara ve
tilttin bagta olmak iizere alkol, giines 1g1mi {alt du-
dakta geligenler igin). kronik irritanlar, sifiliz,

beslenme bozukluklar ve viriisler risk {akidrleri

* Gzt Universitesi Dig Hekimlig! Fakiltesi Qral Patoloji Bilim Dal
** Gazi Liniversitesi Dis Hekimlidl Fakiiliesi Periodontoloji Ana Bifim Dal:
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arasinda sayilmaktadir.]2 Bu nedenie oral kanse-
rin olusum mekanizmasi bir gok etyolojik fakidre
hagh, cok basamakl hir preges clarak tarf edil-
mekledir?

Kanserin ortaya ¢ikis mekanizmasinda,
hiicre biiyiimesini kontrol eden genlerdcki hasa-
rm biyik rol oynadidi kabul edilmektedir. Bu
genlerden en ¢ok ticerinde dwrulanlar arasmda
plé timor siipresér geni de bulunmakeadr. P16/
INK4A, 9p21 kremorom bolgesinde bulunur ve
siklin bagiml kinaz 4/sikiin D kompleksini inhi-
be eden pl6 proteini kodlar. Siklin bagiml kinaz
Afsiklin I kompleksi ise, hiicrenin (i1 fazindan S
fazina gegisinde gerekli olan retinoblastom prote-
ininin (pRb} fosforlashnlmasini diizenler. plo
geni mulant veya inaktif halde isc, siklin bagumh
kinaz Asiklin D kompleksininin - aktivitesini
bloke etme kapasitesint kaybeder. Béylelikle de
pRb hiicre siklusu boyunca foslorile kalir ve
bunun sonucu olarak hiicrenin S fazina gegip, ¢o-
#almasina neden olur.?

Oral kanser ve oral premalign lezyonlar da
dahil olmak lizere birgok farkh tlimér ve prema-
lign tezyonda plo inaktivasyonu gbsterilmistir.
P16 inaktivasyonun mulasyon, homozigot silin-
me veya metilasyon sopuce gerceklestigi diigl-
niilmektedir.®7 Sigara igen bireylerde, gerek akci-
gerdeki  preneoplasiik epitelyal lezyonlarda,
gerckse akeiger kanserinde brong epitel hiicrele-
rinde ve tikiiriik Grmeklerinde pl6 metilasyenu
gisterilmistir 19 Giiniimiizde pl6’mn ozellikle
sigara icen bireylerdc, akciger kanserinin ve buna
bagl gelisen lezyenlarin erken amsinda kullam-
labilecek dnemli bir biyomarker olahilecedi diisii-
niilmektedijr?-10

Cespedes ve arkadaglan sigara icen birey-
lerde daha fazla oranda allenik kayip tespit etmig-
icr ve bunu da sigaranin uzun siireli kullanimy so-
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nucu geligen kromozom instabilitesine baglams-
icindeki
diolepoxide (BPDE) gibi spesifik karsinojenlerin

lardir. Sigara benzofa|pyrene-
DNA'nin gift sarmal yapisinda hasara neden ol-
dugu ve kimlmalar meydana getirdigi gdsterilmis-
tir!!

Oral kanser, Diinya Saghk Orgiitiiniin tes-
pit ettii en dliimciil sekiz kanser tir igerisinde
yer almaktadir, Sigara, oral kanser gelisimindcki
en biyik risk faktorlerinden biri olduguna gore,12
sigara igen bireylerin oral mukoza veya digetinde
pl6 inaktivasyonu saptanmasi, oral kavitede geli-
sehilecek olasi bir malign veya premalign lezyo-
nun da erken teshisinde yararli olabilir.

Bu gériisten yola ¢ikarak, sigara igen ve ig-
meyen bireylerin diseti epitetindeki pl6 protein
ekspresyonunu kargilagtinlarak, pl6’nin bir biyo-
marker olarak clas roliinii degerlendirilmeye ¢a-
hgmak aragtirmamizin amacim olugturmaktadir.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Gazi Universitesi Dis Hekimnligi
Fakiiltesi'ne periodantal tedavi amaci ile bagvur-
mus toplam 40 adet giniillii bireyden ahinan bi-
yopsi drnekleri iizerinde G. U. Dig Hekimligi Fa-
kiittesi Oral Patoloji Bilim Dalinda yitriitiildii.
Caligma gruplar, sigara igen ve igmeyen olmak
iizere iki gruba ayrildi. Son bes yildir giinde en az
10 adet sigara icen 20 birey sigara igen, sigara i¢-
me}}en ve hi¢ sigara kullanmamus 20 birey ise si-
gara igmeyen grubu olusturdu, Bireylerin higbiri-
sinde herhangi bir sistemik hastalk veya siirckli
ilag kultanimi bulunmamaktaydi. Hastalann yas,
cinsiyet gibi $zellikleri ve bir giinde ictikleri siga-
ra sayist not edilerek, vapilan periodontal tedavi-
ler sirasinda mandibular posterior bdlge yapigik
digetinden 0.5 cm boyutlarinda alinan biyvopsiler

18



Atatiirk Univ Dis Hek.Fuk Derg.
il 14, Sayy 3, Sayfa:17-23.2004

%10’ luk formil iginde deZerlendirilmek iizerc
Oral Patoloji Bilim Dalr'na génderild:.

Immiinhisiokimyasal Boyama Y dntemi

Parafin bloklardan 51 kalinlifinda polili-
zinli camlara alman kesitlere streptavidin-biyotin
3'lii tndirekt immiinpercksidaz yontemi kullanila-
rak immiinhistokimyasal boyama yapildi. Kulla-
nilan primer antikor kallanima hazr , IgG ] tiirin-
de
streptavidin kompleksi (Polyvelant streptavidin
detection syslem, Neemarkers, CAT NO:TP-015-
HA Labvision Co, Ca, USA) ve goriintileme igin
kullanilan kromojen peroksidaz igaretli Amino-
elthyl Carbazole (AEC (red} Zymed Lot
No; 11067520 San Francisco, USAY ticari olarak
kullanima hazr kitler seklindeydi.

Kesiller 360C derecelik etiivde 12 saat slire
ile brakildt ve ksitolde 3¢ dakika bekletildikten
sonra, 15 dakika siire ile %96°11k etil alkolden ge-
girilerck deparafinize ve dehidrate edildi. Cesme

ve monoklonaldi. Sekonder anttkor ve

suyunda ve senrasinda distile suda yikanan kesit-
ler antijen retricval seliisyonu (0. OLM sitrat buf-
ler, pH:6. () ile mikrodalga [imnda 13 dakika mu-
amecle  edildi.  Oda 30 dakika
bekletildiklen sonra %3 lik H-0, ile 10 dakika
endojen peroksidaz aktivilesi bloke edildi. Kesit-

1s151nda

ler fosfat buffer salinc (PBS, pH:7. 6) soliisyonu
ile yikand ve spesifik olmayan boyamalart tloke
eimck igin Ultra ¥V blokta 5 dakika bekletildi. Pri-
mer antikor pl6INK4a Ab-4 (Clene 16PO4/JC2).
(Neomarkers Cat #MS-887-R1 mouse moncclo-
noal antibody. Labvison Co, Ca, USA) kesitlert
kapatacak sekilde uygulanarak 2 saat siire ile oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Senrasinda sirasiyla
sekonder (baglayict) antikar ve Streptavidin bivo-
tin kompleksi 107 ar dakika ile uyguland! ve kesit-
ler PES solisyonu ile yikandi. Gériintiilemeyi
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saglamak amaci ile AEC {Aminoethyl Carbazole}
20 dakika siire ilc uyguolandi ve distile su ile yi1-
kandi. Zemin hoyamast Mayer’s hematoksilen ile
yapihp . distile su ile vikandiktan sonra kesitler
su bazl kapatma balzamu ile kapatilda.

Pozitif doku kentrelii olarak rektum adeno-
karsinom kullanildi.

Degerlendirme 13tk mikroskobunda %100
biiviitmede. her iki gruba ait kesitlerde epitel ige-
risinde p16 pozitif hiicre varlifinin tespiti ile ger-
ceklestirildi. Epitelde plé antikoru e pozitif bo-
yama gosteren hiicreler gu gekilde skorlanmigtir,
Epitel hiicrelerinde higbir boyanma olmamasi (-},
epitel hiicrelerinin %1-5"inde boyanma olmasi
{+), epitel hiicrelerinin %3-50"sinde boyanma ol-
masi {++) ve epitel hiicrelerinin %350 sinden faz-
lasinda boyanma olmasi (+++) olarak degerlendi-
tilmistir. .

Istatistiksel analizler “SSSP for Windows
ver. .00 program ile yapdde ve gruplar arasin-
daki farkhihklar bagimsiz gruplar igin Student t
testi ve Fisher kesin ki-kare testi gibi degiskenle-
rin tiiriine gore segilmis uygun parametrik ve
nonparametrik testlerle; p16 ekspresyonu ile yas,
cinsiyet, sigara kullamm arasmdaki korelasyon
ise Pearsen ki-kare festi ve lojistik regresyon ana-

lizi ile vapildr.
BULGULAR

Klinik Bulguiar

Calismaya dahil edilen toplam 40 bireyin
yas ve cinsiyet dagilum Tablo T'de yer almakea-
dir. Sigara icen ve icmeyen gruplarin yag ortala-
mas1 srast ile 42.55£11.12 (25-71) ve 41,2510
84 (18-61) olup gruplar arasinda bir farkhlik iz-
lenmcmistir, Sigara igen grupta etkek bireylerin
sayist baskm iken (%65}, sigara icmeycn gruptaki
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kadin erkek sayilari hemen hemen birbirine esittir
( %A45-%55).

Tablo I: Sigara igen ve igmeyen vakalara ait klinik veriler
ve pl6 immiinreaktivitesi

Sigara Igen (n:20) Sigara Igmeyen (n:20)

Vaka Yag Cinsiyet  p16 Yas  Cinslyet  pi6
1 28 K . 50 E

o S 40 E E 34 E

3 45 E + a7 E +
4 83 E 24 E

5 40 E + 18 K

6 40 E ++t 3 E

7 40 K . 41 K

8 o E + 4 E

9 38 E + 57 E

10 % K 61 E E
11 25 K : 35 3 Z
12 40 E 5 a7 K

13 46 K : 50 E

14 A K - 32 K +
15 52 E “ 46 K

16 35 K 40 K

17 38 £ - 4 K +
18 7 E : 50 K e
19 57 E - 54 K

20 Iy E z 4 E

GULTEKIN, SENGUVEN, KARADUMAN

Histopatolojik ve Immiinhistokimyasal
Bulgular

Sigara igen ve igmeyen gruplara ait biyopsi
orneklerinde epitelde akantozis, hiperkeratozis,
retelerde proliferasyon izlenmis olup hiicresel
atipi goriilmemistir. Bag dokusunun fibroseliiler
karakterde oldugu ve hafif diizeyde, lenfositden
zengin inflamatuar hiicre infiltrasyonu igerdigi iz-
lenmistir. Klinik olarak periodontitisli vakalara
ait kesitlerde ise plazma hiicresinden zengin bir
infiltrat mevcuttur. Sigara icen gruba ait kesitler-
de, sigara igmeyen gruba ek olarak hiperkeratini-
zasyon ve irregiiler rete formasyonun daha belir-
gin oldugu dikkati ¢ekmistir.

Calismamizda, immiinohistokimyasal bo-
yama sonucunda 151k mikroskobunda degerlendi-
rilen ve x100’liik biiyiitmede niikleer/stoplazmik,
kuvvetli kirmizi boyanan hiicreler, pl6 proteini
eksprese eden pozitif hiicreler olarak kabul edil-
mistir. Boyanma patterni ve dansitesi agisindan
sigara icen ve igmeyen grup arasinda bir farklilik
izlenmemistir. P16 pozitif hiicreler genelde bazal
tabakada izlenseler de, spinoz tabakada ve tek bir
vakada tiim tabakalarda lokalize olduklar izlen-
mistir (Resim 1, 2).

Resim 1. Digeti skuam&z epitelinin tiim tabakalarinda kuv-
vetli pl6 ekspresyonu gésteren, pozitif hiicreler (ABC, x
200).
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Resim 2. P16 antikoru ile belirgin niikleer/stoplazmik kir-
mizi boyanmis keratinositler (ABC, x 400).

Sigara igen ve igmeyen toplam 40 vakaya
ait orneklerin %25 inde (10/40) p16 immiinreak-
tivitesi gozlenmistir. P16 pozitifligi goriilen vaka-
larm %60°1 (6/10) sigara icen, %40°1 (4/10) igme-
yen gruba aitti, her iki grup arasinda plé
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak bir
farkhihk goriilmedi (Tablo IT). Sigara igen gruba
ait orneklerin %30’unda (6/20), sigara igmeyen
grup orneklerinin ise %20’sinde (4/20) p16 anti-
koru ile pozitif boyanma goriildii ancak her iki
grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak an-
laml1 degildi. pl6 pozitif vakalardaki, pozitif
hiicre skorlamasi tablo 3’te verilmistir (Tablo
I1). P16 pozitifligi gosteren vakalarin %70’ inde
~ epitel hiicrelerinin %1-5’inde p16 immiinreaktivi-
tesi goriiliirken, vakalarin sadece %20’sinde epi-
tel hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda p16 anti-
koru ile boyanma izlenmistir. P16 boyanma
skorlar agisindan sigara i¢en ve i¢gmeyen grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhihk
bulunmamustir.

Toplam 10 adet pl6 pozitif vakanin altisi
erkek, dordii kadin hastalara aittir. Pozitif olarak
degerlendirilen vakalarin 5°i (%350) besinci dekat-
tadir.

GULTEKIN, SENGUVEN, KARADUMAN

Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir korelasyon ve p16 reaktivitesi ile cin-
siyet ya da yas arasinda anlamli sonuglar bulan-

mamistir.

Tablo II: p16 pozitif ve negatif vakalar

Toplam vaka Sigaraicen  Sigara igmeyen
(n: 40) (n: 20) (n: 20)
pl6(+)

6 4
(n: 10)
P16 (-)

14 16
(n:30)

Tablo 11I: pl6 pozitif hiicre skorlar

P16 (+) Hiicre Sayis P16 (+) Pl6(++) Pl6(+++)

(n: 10) (n:7) (n: 1) (n: 2)

Sigara icen (n: 6) 4 1 1

Sigara icmeyen (n: 4) 3 0 1
TARTISMA

Sigaranin etyolojik faktor olarak rol oyna-
dig1, oral kanserin de dahil oldugu bir¢ok kanser
gelisiminde, p16 timor supresor geninin inakti-
vasyonunun etkin oldugu cesitli ¢ahsmalarda be-
lirtilmektedir. Ozellikle akciger kanserinin erken
teshisinde brons epiteli veya tiikiirik gibi kolay
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clde edilebilir drneklerde pl6 tnaktivasyonunun
saptanabilmesi 6nemli bir bivomarker olabilece-
gini diisindiirmektedir.?

Bas boyun bélgesinin skuamoz hiicreli kar-
sinomlarinin %70-80’inde pl6 gen bélgesinde
homozigot kaybn gbsterilmis ve plé geni inakti-
vasyonenun skuamoz hiicreli karsinom geligme-
sinde oldvkca onemli rol oynadi$1 belirtilmistir.!3

(lalismamizda, toplam 40  vakanin
%25’ inde pl6 over ekspresyonu saplanmistir. Bu
pozitif drneklerin de %6071 sigara igen, %40 si-
gara igmeven bireylere aittir, sigara igen bireyle-
rin %30%u pl16 pozitiftir. P16 tiimér supresdr geni
ile ilgili calismalar genellikle gen kaybi, gen
inaktivasyonu veya metilasyonu ile ilgidir. Sade-
ce immiinhistokimyasal vontemlerle yapilan s1-
nieh galigmafar igerisinde, Haas ve arkadaglari
bhirkac timdr supresér gen ckspresyopunu arastir-
diklan ¢alismalarinda drneklerin %16’simda plé
pozitiflii izlenvig ve sigara icen bireylerdeki pl6
pozitifligi daha diisiik (%i2. 5) bulunmugtur.'#
Bu farklhiliklar, kismen farkli immiinhistokimya-
sal yontemlerden, kismen kullanilan antikorlarin
farklr klonlara ait olmasindan, Kismen ise biyop-
silerin almdigr lokalizasyonlann fakhliklarindan
kaynaklanabilir.

P16 inakiivasvenunun, karsinogenezin ¢n
erken evrelerinde dahi saptanabildi&i bilinmekte-
dir. Hem akcigerde hem oral mukozada prema-
lign lezyoniarda plo timdr supresds gen hasart
gosterilmigtir.”-10 fmmiinhistokimyasal yéntem-
lerie goslerifen plé over ekspresyonunun, plé
zen inaktivasyonunu ifade edip ctmedigi tarts-
mahidir. 16 over ekspresyonunun, malign tras-
[ormasyon Gneesi izlendifi, p16 gen inaktivasyo-
nunun gergeklegmesi ile de premalign ve malign

sathaya gecildigi disuntilchitir,

GULTEKIN, SENGUVEN, KARADUMAN

Caligmamizda plé pozitif sigara icen bi-
reylerin %66°s1 5. dekattadir. Bircok calismada,
gen hasarlarinin ve neticesinde kanser gelisiminin
vas ile iliskili bir olay oldugunu ve kanser riski-
nin yag ile artifim vurgalanmaktadir.13-16 Sigara
icen bireylerde de, yagla birlikte gen hasarinin
artmasiun sigaramn yol actigl zararll etkilerin
zaman i¢inde birikmesinin neden oldugu diisiini-
lebiler.

Bu calismada, plo pozitif vakalarin %6071
erkek, %40°1 kadindir, P16 ekspresyonu ile sigara
icimi arasindaki bu iliskinin sigara icen gruptaki
hastalar arzsinda da erkek sayisinin baskin olmasi
(%65) ile yani erkeklerin daha ¢ok oranda sigara
kullanmalari ile agiklanabilece gt diigiiniilebilir,

Elde ettigimiz bulgalar, plé over ekspres-
vonunun oral bolgede, oral kanser icin en dnemli
etyolojik faktor olarak bilinen sigara icimi ile ve
yagla birlikte arttiini, erkeklerde daha sik izlen-
digini gbstennektedir. Vaka sayimzin az olmasi
istatistiksel olarak anlamlr sonuglara ulagmanuzi
giiclegtirmis, oral kanserlerde dncii marker olarak
kullamilmas: yoniindeki etkilerini net bir sekilde
ortaya koyulamamigtir. Ancak ¢alismamizin gele-
cekle, Bzellikle daha hassas molekiiler ydntemler-
le yapilacak, daha genig calismalara yol gostere-

cefi inancindayze.
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