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Normal ve neoplastik tiroid dokusunda p53 ve K167
immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

The evaluation of p53 and ki67 immune reactivity in normal
and neoplastic thyroid tissues

Banu YILMAZ OZGUVEN, Yesim ERDEM, Fevziye KABUKCUOGLU
Tugba TASKIN, Nedim POLAT

Sigli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvart

OZET
Girig: p53 hiicre siklus diizenleme mekanizmalarinin merke-
zinde bulunan énemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Ki67 nin
dokuda gdsterilmesi ise proliferasyon aktivitesinin él¢iimiinii
saglar. Bu gcalismada, normal tiroid, fetal tiroid, hiperplastik
nodiil, follikiiler adenom ve papiller karsinomda p53 ve Ki67
nin immiinhistokimyasal boyanma profilleri araghirilnugtir.
Gereg ve yontem: Sigii Etfal Egitim ve Aragtirma Hastanesi
Patoloji Laboratuarinda hiperplastik nodiil, follikiiler ade-
nom ve papiller karsinom tanist verilen 53 tiroid operasyon
materyali yanisira, 5 feta!l tiroid ve 5 normal tiroid dokusu
¢alisma kapsamina alindi. Bu vakalara Ki67 ve p53 immiino-
histokimyasal boya ¢aligmalart uygulandi. Her iki immiin be-
lirteg icin niikleer boyanma degerlendirmeye alinarak sayim
islemi yapild.
Bulgular: Fetal tiroid, normal tiroid, hiperplastik nodiil olgu-
larinda Ki67 ve p53 igin boyanma saptanmadi. Yirmi follikii-
ler adenom oigusunun 3’ iinde Ki67 i¢cin olumlu hoyanma elde
edilirken, p53 icin boyanma saptanmadi. Yirmi ii¢ papiller
karsinom olgusunun ise 19'unda Ki67 ile, 6'sinda da p53 ile
olumlu boyanma saptandi. Bu bulgulara gore, papiller karsi-
nomda p53 ve Ki67 boyanma oranlari, follikiiler adenom, hi-
perplastik nodiil, fetal tiroid dokusu ve normal tiroid dokusu-
na gore anlami dlgiide yiiksek bulundu (Ki67 igin p< 0,0001
ve p53 igin p< 0,05).
Sonug: Papiller karsinomlarin, genel olarak diigiik prolife-
rasyona sahip tiimorler olmakla birlikte, benign tiroid tiimér-
leri ve normal tireid dokusuna gére daha proliferatif oldugu
ve p53 gen ekspresyonunun varligi gdsterilmistir.
Anahtar kelimeler: Tiroid, papiller karsinom, p53, Ki67

SUMMARY
Objective: p53 is an important transcription factor in the
centre of cell cyclus coordination mechanisms. The staining
of Ki67 in the tissue helps to evaluate the proliferation acti-
vity. The immunochistochemistry staining profiles in normal
thyroid, fetal thyroid, hyperplastic nodule, follicular adenoma
and papillary carcinoma have been investigated using p53
and Ki67 in this siudy.
Study design: Fifty three thyroid operation materials diagno-
sed in the Pathology Laboratory of Sigli Etfal Tranining and
Research Hospital, as hyperplastic nodule, follicular adeno-
ma and papillary carcinoma were studied. Five fetal thyroid
and 5 normal thyroid tissues were also included in the study.
Ki67 and p53 immunohistochemistry stains were applied.
Nuclear staining was evaluated for both of the immune indi-
cators and the number of stained cells were calculated.
Results: Immunostaining was not observed for Ki67 or p53
stains in fetal thyroid, normal thyroid and hyperplastic nodu-
les. Positive staining was established for Ki67 in 3 of 20 folli-
cular adenomas. but staining was not observed for p53. In 19
of 23 papiliary carcinomas, there was staining for Ki67. In 6
of 23 papillary carcinomas, there was staining for pS3. The
staining rates of p33 and Ki67 staining for the papillary car-
cinoma were significantly high, when compared with fol-
licular adenoma, hyperplastic nodule, fetal thyroid and nor-
mal thyroid tissues. (p< 0,0001 for Ki67 and p< 0,05 for
p33).
Conclusions: Although papillary carcinoma are tumors with
low proliferation activity, they were found to be more
proliferative and have p53 gene expression when compared
with benign thyroid tumors and normal thyroid tissue.
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GIRIS

p33 proteini, 17, kromozomun kisa koluna
lokalize bir fosfoproteindir. Dogal ve mutant
olmak iizere 2 tiptir (1). DNA sentezinde, tami-
rinde ve programlanmis hiicre dliimiinde dii-
zenleyici role sahiptir. p53 insan kanserlerinde
en sik degisiklige ugrayan gendir ve inaktivas-
yonu insan karsinogenezisinde anahtar olay
olarak kabul edilmektedir. Insan tiimorlerinin
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yarisindan fazlasinda p53 mutasyonlan saptan-
muigtir.

Dogal tip p53 protein, genellikle immuno-
histokimyasal olarak gosterilemezken; buna zit
olarak ortaya ¢ikan mutant tip p53 protein,
uzun yari omrii nedeniyle niikleusta birikir ve
monoklonal antikorlar ile immunohistokimya-
sal olarak gosterilebilirler (2, 3, 4).

p53’iin eskiden onkogen olduguna inanilir-
d1. Giiniimiizde hem onkogen hem de antionko-
gen olarak davranabilecegi anlasiimistir, ciinkii
mutant formlar1 bircok onkogen gibi transkrip-
siyonu aktive edebilir ve hiicreleri transforme
-edebilir.

Bircok degisik insan tiimdriinde p53 alel
kayb: sozkonusudur. Bu da p53’iin lokalize ol-
dugu 17. kromozomdaki delesyon veya nokta
mutasyonuna baghidir. Kontrolsiiz proliferasyon
sonucu neoplazi gelisir. Kolon, akciger, meme,
karaciger, prostat, safra kesesi, endometrium,
ozefagus kanserleri ve I6semi ile iligkisi bulun-
mustur (4, 5, 6). Ozellikle gastrik lenfomalar,
ozefagus, over ve meme kanserlerinde kotii
prognozia iliskilidir (7).

p53 kaybmnun tiroid karsinogenezindeki yeri
kesin belli degildir. Baz1 otorler, etkiyi indife-
ransiye karsinomlar ile sinirli tutmaktadirlar,
Ayrica tiimor progresyonu iie de iligkili oldugu
éne siiriilmektedir (5,8). Omegin, P53 mutas-
yonlan anaplastik karsinomlarda %42’ye varan
oranlarda tesbit edilmekte iken diferansiye kar-
sinomlarda ender olarak goriiliir.

Ki67 proliferasyon belirteci, 395 ve 345 kD
molekiiler agirhifinda, immiinblot analizde cift
bant gosteren nonhiston bir proteindir. Hiicre
siklusunun G2-M fazinda en yiiksek olmakla
birlikte S-G1 fazinda da saptanabilir. GO ve er-
ken G1 fazinda ise tesbit edilemez (9, 10). Bu
nedenle istirahat halindeki hiicreleri siklustaki-
lerden ayirt etmede kullamilir (11). Ki67 prote-
ininin timor dokusundaki varliginin immiino-
histokimyasal olarak gosterilmesi ve miktarinin
fazlaligimin tesbiti timoriin proliferasyon akti-
vitesinin Sl¢limiinii saglar.

Bazi caligmalar gdstermistir ki, proliferas-
yon belirteci olarak kullanilan Ki67 pozitifligi

daha agresif davranis gosteren tiroid tiimérleri-
nin belirlenmesinde yardimci olmaktadir. Tiro-
idin neoplastik ve nonneoplastik lezyonlarinm
immiinreaktivitesini aragtiran genis seri ¢alis-
malarda hem neoplastik hem de nonneoplastik
tiroid dokusunda diisiik proliferatif aktivite iz-
lenmigtir (10-12}).

Bu caligmada, normal tiroid, fetal tiroid, hi-
perplastik nodiil, follikiiler adenom ve papiller

“karsinomdan olusan tiroid dokularina p53 ve

Ki67 immiinhistokimyasal boya ¢aligmalar1 uy-
gulanarak, boyanma profil farkliliklart arastiril-
mistir.

GEREC VE YONTEM

Sigli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji Laboratuarinda tan: alan 63 olguya ait
cerrahi tiroid materyali ¢alismaya alindi. Bu
materyallerden 20°si nonneoplastik lezyon,
20’si benign timor ve 237 de malign tiimor
idi.

Tiim olgulara ait hematoksilen eozin boyali
arsiv preparatlan yeniden gozden gecirildi.
Bunlarin arasindan secilen her oiguya ait bir
adet tiimor blogundan hazirlanan kesite Ki67
(Dako, Prediliie), pS3 (Dako, DO7, Prediliie)
antikoru ile immunohistokimyasal calisma uy-
gulandi. Pozitif kontrol olarak yiiksek gradli
beyin tiimorid kuilanildi.

Ki67 ve p53 i¢in yapilan immiinohistokim-
yasal caligmada; niikleer boyanma degerlendir-
meye alindi. Sayumn iglemi p53 igin 100°liik bii-
yiitmede tiim kesit taranip 1 hiicre boyanmasi
dahi pozitif kabul edildi. Ki67 i¢in olgularda
100°liik biiyiik biiyiitmede tiim kesit tarand: ve
en yogun boyanan 10 biiyiik biiyiitme alaninda-
ki (x400) hiicrelerin tiim hiicrelere oram verildi
{en az 1000 hiicre olmak iizere). Olgular Ki67
boyanma yiizdesine gore 4 gruba ayrildi. Bo-
yanmayan hiicreler negatif (0), %1-5 arasi bo-
yananlar +1, % 6-10 arasinda boyananlar +2,
%10 iistiinde boyananlar +3 olarak degerlendi-
rildi.

Bu calismada istatistiksel analizler Graph-
Pad Prisma V.3 paket programi ile yapildi. Veri-
lerin degerlendiriimesinde tanimlayic: istatis-
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Tablo 1: Benign ve malign tiroid lezyonlarinin p53 ve Ki67 ile boyanan olgu sayilari

Olgu sayisi Histolojik tip p33 Ki67 P
5 Fetal tiroid 0 0 >0,05
5 Normal tiroid 0 0 >0,05
10 Hiperplastik nodiil 0 0 >0,05
20 Follikiiler adenom 3 >0,05
23 Papiller karsinom 6 19 <0,001

Tablo 2: Follikiiler adenom ve papiller karsinomda p53 ve Ki67 boyanma dagilimlart '

p53 Ki67
Histolojik tip ¥ . + _
Follikiiler adenom 0 20 (%100) 3(%15) 17(%85)
Papiller karsinom 6 (% 26,1) 17 (%73,9) 19 (%86.9) 4 (%13,1)

tiksel metodlarin (ortalama, standart sapma) ya-
n1 sira nitel verilerin karsilastirmalarinda ki-ka-
re ve Fisher gergeklik testi kullanildi. Sonuglar,
anlamlilik p<0,05 diizeyinde, %95’lik giiven
arahginda degerlendirildi.

BULGULAR

Fetal tiroid, normal tiroid ve hiperplastik
nodiil olgulan p53 ve Ki67 ile boyanma goster-
medi. Follikiiler adenom olgularinin 3’iinde
Ki67 icin +1 boyanma goriiliirken, p53 i¢in bo-
yanma saptanmadi.

Caligmaya alinan 63 olgunun p53, Ki67 bo-
yanma ozellikleri tablo 1’de 6zetlenmektedir.
Papiller karsinomda p53 pozitif olgularda Ki67
boyanma orani anlamli derecede yiiksek ¢ik-
mustir (p<0,001).

Ki67 boyanma oranlan incelendiginde, pa-
piller karsinom olgularinin 19’u boyanirken,
follikiiler adenom olgularmin 3’ii boyanmustir.
Ki67 ile niikleer boyanma gosteren 19 olgunun,
13’ii +1; 6’s1 ise +2 niikleer boyanma yayginli-
81 gostermektedir. Papiller karsinomda Ki67 ile
boyanma oram follikiiler adenomdan anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Pa-
piller karsinomlu olgularin %86,9"u, follikiiler
adenomlarin ise %15°i Ki67 ile boyanmigtir
(Tablo 2).

p353 boyanma oranlan incelendiginde, folli-
kiiler adenomda hi¢c boyanma goriilmezken, pa-
piller karsinomlu olgularin 6’sinda boyanma iz-
lendi. Papiller karsinomda p53 ile boyanma
orani follikiiler adenomdan anlamii derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Tablo 2).

TARTISMA

Ki67 proliferasyon belirteci ile benign ve
malign tiroid lezyonlarinda boyanma farkithk-
lan bir¢ok ¢alismada karsilastiriimagtir.

Papiller karsinomiar genel olarak proliferatif
aktiviteleri diisiik olan iyi diferansiye tiroid ma-
ligniteleri grubunda yer alan tiimorlerdir. Tiro-
idin diger benign lezyonlarinin da proliferatif
aktiviteleri diigiiktiir (9, 13).

Wallin (10} 32 olgudan olusan calismasinda
Ki67 boyanma oranini, benign tiroid tiimdrle-
rinde %0-3,1; malign tiroid tiimorlerinde %
0,2-3,9 arasinda bulmustur. Bu durumu tiroidin
hem neoplastik, hem nonneoplastik lezyonlan-
nm diigiik proliferatif aktiviteli olusuna bagla-
mistir. Mediiller karsinom, papiller karsinom,
follikiiler adenom, toksik guatr, nontoksik guatr
ve normal tiroid dokularim igeren serilerinde;
mediiller kanserde daha yiiksek Ki67 boyanma
yiizdesi elde ederken, bunu papiller karsinom,
follikiiler adenom daha diisiik boyanma yiizde-
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Resim 1: Follikiiler adenom (Ki 67 X400}

Resim 3: Papiller karsinomda p53 ile niikleer
boyanma (p53 X400)

leri ile izlemektedir. Bu lezyonlari nodiiler gu-
atr ve normal tiroid dokulari takip etmektedir.
Rigaud’un (11) 31 neoplastik ve nonneoplastik
tiroid lezyonu iizerinde yaptig1 caligmada non-
neoplastik olan tiim olgularda ve papiller karsi-
nomlarda Ki67 ile boyanma izlenmemistir. Ka-
toh’un (12) 232 tiroid lezyonunu iceren galis-
masmda normal ve adenomatéz guatra gore ne-
oplastik lezyonlarda daha yiiksek proliferatif
indeks bulunmustur. Malign tiroid tiimorlerin-
de, adenomlara gore daha yiiksek seviyeler bu-
lunmustur. Ludvikova’nin (14) 215 tiroid tiimo-
riine Ki67 ile uyguladigi immunohistokimyasal
calismada, malign tiroid tiimérlerinde, 6zellikle
onkositik hiicrelerden zengin olanlarda; ade-
nomlara gore daha yiiksek proliferatif indeks
izlenmistir .

Resim 2: Papiller karsinomda Ki 67 ile niikleer
boyanma (Ki 67 X400)

Caligmamizda Ki67 normal tiroid, fetal tiro-
id, hiperplastik nodiil olgularinda boyanma
gostermezken, follikiiler adenom olgularinin
sadece 3 {inde, papiller karsinomlu olgularm ise
19°unda boyanma gostermistir. Boyanma yo-
gunlugu en fazla % 6-10 arasindadir. Bu durum
genel olarak proliferasyonun diisiik olusuna
baglanmistir. Bu bulgularla Ki67 indeksi papil-
ler karsinomlu olgularda anlami: 6lciide yiiksek
¢tkmugtir. Sonug olarak papiller karsinomun
nonneoplastik lezyonlara gore daha yiiksek pro-
liferasyona sahip oldugu séylenebilir.

p53 insan kanser biyolojisinde oldukga fazla
¢alisilmis genlerden biridir. Fonksiyonlarindaki
bozukluk neoplastik hiicrelerin daha uzun siire-
li yagamalarina, diger onkogenler ile meydana
gelen mutasyonel degisikliklere a¢ik oimalarina
neden olur (1-6, 15).

Pollina’min (16) normal tiroid, fetal tiroid,
adenom, iyi diferansiye, kotii diferansiye, indi-
teransiye ve mediiller tiroid kanseri ile yaptig:
caligmada p53 degisikliklerinin, daha ¢ok kotii
diferansiye tiroid karsinomlarinin indiferansiye
tiroid kanserlerine doniisiimde etkili olduklar
sonucuna varilmistir. Buna gére p53’iin tiroid
molekiiler karsinogenezindeki roliinii anaplas-
tik karsinoma doniisiim olarak belirlemislerdir.
Benzer sekilde biyolojik olarak daha kétii olan
tiroid malignitelerinde (indiferansiye, kotii dife-
ransiye), p53 pozitiflifinin daha yiiksek oranda
oldugunu belirtir ¢caligmalar vardir (5, 6).
Czyz’in (3) 11 follikiiler karsinom, 49 follikii-
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ler adenomdan olusan serilerinde 49 adenomun
sadece 2’sinde pozitif boyanma elde edilmistir.
Nasir’in (17) benign ve malign follikiiler neop-
lazilerden olusan serisinde, p53 ile follikiiler
karsinomlarda, follikiiler adenomlara gore daha
kuvvetli niikleer boyanma izlenmistir.

SONUC

Bu ¢aligmada diger yapilan ¢alisma sonugla-

rina benzer sekilde, normal, fetal ve hiperplas-
tik tiroid dokusu ile follikiiler adenomdan olu-
san benign neoplastik lezyonlarda boyanma
saptanmazken, 23 papiller karsinomun 6’sinda
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