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Invaziv Hipofiz Adenomlarinin
Klinik Davranisinda p53
Proteininin Gosterilmesi

Expression of p53 Protein in the
Clinical Behavior of Invasive
Pituitary Adenomas

oz

AMAC: p53 gen mutasyonlar1 insan kanserlerinde en sik genetik degisikliktir. Hipofiz
adenomlar1 populasyonun %10'undan fazlasinda goriilmesine ragmen bu lezyonlarmn
patofizyolojisi iyi anlagilamamigtir. Bu ¢alismada, amacimiz immiinohistokimyasal olarak
p53 mutant proteininin varliginin adenomun hormonal fonksiyonu, niiksii, invazyon
derecesi ve Ki-67 ile iligkisinin olup olmadigini arastirmaktir.

YONTEM ve GEREC: 28 hipofiz adenomu incelendi. immiinohistokimyasal olarak
hormon profili, p53 ve Ki-67 degerlendirildi. Olgular radyolojik olarak Knosp siniflamast ile
derecelendirildi.

BULGULAR: Immiinohistokimyasal olarak olgularmn 9unda (%32,14) p53
immiinopozitivitesi saptanmis olup, p53 baglanma indeksi %0,01-0,50 arasinda
degismektedir. P53 immiinopozitif olgular immiinohistokimyasal olarak 5/10 (50%)
plurihormonal, 2/4(50%) GH/PRL salgilayan ve 2/5 (40%) PRL salgilayan adenomdur. p53
pozitif adenomlarin tiimii prolaktin immtinopozitivitesi gostermektedir. 7 nonfonksiyonel
adenomun 2'si (%28,5) p53 pozitiftir. Bununla birlikte daha diigiik dereceli invaziv
adenomlara gore grade 4 olgularda (%50) p53’iin varligi ve ortalama degeri ¢ok daha
yiiksek bulunmustur.

SONUC: p53 mutasyonu ile invaziv hipofiz adenomlarinin hormonal tipi, invazyon
derecesi ve Ki-67 baglanma indeksi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmamistir. Bununla birlikte mutasyon, niiks eden ve invazyonu fazla olan
adenomlarda daha fazla izlenmistir. Immiinohistokimyasal prolaktin ekspresyonu tiim p53
pozitif adenomlarda gosterilmistir. P53 mutasyonu, hipofiz adenomlarimin progresyonunda
rol alan mekanizmalardan biri olarak diistintlebilir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Hipofiz adenomu, Invaziv adenom, p53, Ki-67,
Immunohistokimya

ABSTRACT

AIM: p53 mutations are the commonest genetic changes in human cancers. Although
pituitary adenomas (PAs) may be present up to 10% of population, the pathophysiology of
these lesions is not well characterized. The aim was using by immunohistochemistry,
understand to determine whether p53 accumulation is a correlations with invasiveness,
recurrency, Ki-67 and hormonal function of adenomas.

MATERIAL and METHODS: 28 invasive PAs were examined. p53, Ki-67 and the hormone
receptors were detected with immunohistochemistry. The adenomas were graded
radiologically by Knosp's classification.

RESULTS: P53 was detected in 9 patients. The p53 LI ranged from 0,01%-0,5%.
Immunohistochemically, the distribution of p53 immunopositive Pas were 5/10
plurihormonal, 2/4 GH/PRL secreting and 2/5 PRL secreting adenoma. All of p53 positive
adenomas expressed PRL. Two of the 7 nonfunctional adenomas were positive for p53. The
LIs and presence of p53 were found more in grade 4 tumors than lower grade.
CONCLUSION: The p53 mutation was demonstrate no statistical correlation with
hormonal type, invasiveness and Ki-67 LI of adenomas. However, mutations of p53 were
identified in higher proportions of recurrent and more invasive adenomas and all of p53
positive adenomas expressed PRL. p53 mutation seem to be at least one mechanism by
which pituitary adenoma progress.
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GiRis
Timor supresor bir gen olan p53, 17.
kromozomun kisa kolunda lokalize ve 17p13bl
pozisyonundadir. 393 aminoasit iceren niikleer bir
fosfoproteindir. DNA hasar1 gosteren hiicrelerin,
siklusun G1 fazinda tutularak replikasyon oncesi
DNA

hiicre 6litmiinii

DNA tamirine izin verirler. tamirinin

tamamlanmadigr durumlarda
apoptozise dogru baslatarak, mutasyonlarin

birikimine kars1 koruyucu bir rol oynarlar (6,13,14).

p53 mutasyonlar: insan kanserlerinde en sik
genetik degisikliktir. Bu mutasyonlar antis, beyin,
meme, kolon, Osefagus, mide, karaciger, akciger,
lenfoid sistem, over ve prostat tiimorlerinde siklikla
gosterilmigtir. Normal dokuda p53 proteini hizl
turn-over ve kisa yarilanma siiresi nedeniyle
immunohistokimyasal olarak belirlenemez. Bununla
birlikte mutasyona ugramus, stabilize p53 proteini
saptanabilir.

Hipofiz adenomlar1 yavas biiyiliyen benign
timorler olmakla birlikte, sellay1r asip optik
kiazmaya baski olusturarak kavernéz sintise, hatta
sfenoid sintise invazyon gosterme egilimi tagsirlar.
Invaziv adenomlarin kemige ve ¢ok daha nadir
olarak beyine infiltrasyonu da mimkiindir (2).
Agresif davranig gosterebilen ve niiks edebilen
hipofiz adenomlarimin bu egilimlerinin 6nceden
belirlenebilmesi  ve  tedavi  seceneklerinin
kullanilabilmesi i¢in uygun bir parametre heniiz

belirlenememistir.

p53 mutasyonlar: insan kanserlerinde en sik
gortilen genetik degisiklik olmasina ragmen hipofiz
adenomlarinda seyrek olarak bildirilmistir (2,3,7,15).
Bazi arastirmacilar hipofiz adenomlarinda p53
PRL, GH
salgilayan, invaziv, nonfonksiyonel ve agresif

ekspresyonu goriilmedigini bildirirken;

davranis gosteren adenomlarda p53 mutasyonun
izlendigini  bildiren c¢alismalar da vardir
(1,2,3,8,12,14,15). Bu konuya agiklik getirmek ve
p53’lin tiimériin invaziv ve agresif tavr ile ilgili bir
parametre olarak kullanilip kullanilamayacagini da
belirleyebilmek amaciyla calismamizda, hipofiz
adenomlarinda immiinohistokimyasal olarak p53
mutant proteini varliginin adenomun hormon
profili, fonksiyonel durumu, niiksii, radyolojik
olarak invazyon derecesi ve proliferasyon indeksi
(MIB 1) ile iligkisi aragtirilmistir.

YONTEM ve GEREC

20-70 yaslar1 arasinda 16'si erkek, 12’i kadin 28
adet invaziv hipofiz adenomu olgusu prospektif
olarak calisma kapsamina alindi. Olgulara ait klinik,
radyolojik ve biyokimyasal (hormon diizeyleri)
veriler hasta dosyalarindan elde edilerek,
fonksiyonel ve nonfonksiyonel olgular belirlendi.
Olgularin  biyokimyasal —hormon  diizeyleri
laboratuvarin bildirdigi standart degerlere gore
degerlendirildi. Bununla birlikte kan PRL (prolaktin)
diizeyi normal smirlarin {iizerinde ancak 200
ng/ml'nin altinda olan olgularda oncelikle
prolaktinomadan ziyade, hipofiz sapina basi
nedeniyle (stalk etkisi) dopamin salinimini
engelleyerek hiperprolaktinemiye neden olan diger
adenomlarin varligr distinildii.

Calismamizda, hipofiz adenomlarinin tamami
immiinohistokimyasal veriler kullanilarak
siniflandirild: (Tablo I).

Immiinohistokimyasal =~ yéntem:  Olgular

Ameliyat materyalleri, AFA (alkol-formalin-asetik
asit) solusyonunda 18 saat fikse edildikten sonra
%70'lik alkolde bir gece bekletildi. Rutin yontemlerle
takip edilen 6rneklerin tamami paraplasta gomiildii.
5-8 mikron kalinliginda kesitler immiinohisto-
kimyasal isleme tabi tuttuldu. Suya getirilen kesitler
%1'lik methanol-H202'de 3 dakika endojen peroksidi
giderildikten sonra immiinohistokimyasal isleme
tabi tutuldu. Bu amagla ticari kit [Histostain Plus Kit
(amplifiye edilmis biotin-streptovidin y&ntemi)
Zymed, San Fransisco CA USA] kullanildi. Primer
antikorlar, insana karsi gelistirilmis fare kaynakl
anti-FSH (klon, ZMFS1; izotip IgG2a), anti-LH (klon
ZSL11; izotip IgGl, kappa), anti-TSH (klon ZMTS;

izotip IgGl), anti-P53 (anti human cellular

Tablo I. Olgularin immiinohistokimyasal siniflamasi
ve goriilme oranlari.

Adenom Tipi Olgu Sayis1 % Degeri
PRL 5 17,8
GH 3 10.7
GH-PRL 4 14.3
GH-PRL-TSH 2 7.2
FSH 1 3.6
Hormon negatif 3 10.7
Plurihormonal 10 35.7
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phosphoprotein) (klon BP53.12; izotip IgG2a-
kappa), anti-Ki67 (klon 7B11; izotip IgG1) ile tavsan
kaynakli, poliklonal anti-PRL, anti-GH, anti-ACTH
(Zymed, San Fransisco CA USA) dir. Anti-Ki67
antijen ve anti-P53 uygulamalarinda immiinohisto-
kimyasal islemler 6ncesinde, doku kesitlerine 10
mM sitrat tamponlu ¢ozelti iginde 10 dakika stire ile
500 W mikrodalga 1sinlama uygulanda.

Kromojen olarak diaminobenzidin (DAB)
kullanildi. Takiben DAB Enhancer ile boyama
kalitesi artirildi.  Zit  boya olarak Mayer
Hematoksileni 1 dakika stireyle uygulandi. Balsam
ile kapatilan kesitler 1s1tk mikroskobu (Olympus,
BX40F4, Japan) ile degerlendirildi.

Hormon immiinohistokimyasinda dana hipofizi,
Ki-67 igin Burkitt lenfomasi ve p53 igin p53
immiinopozitivitesi bilinen meme karsinomu
olgusu kontrol amaciyla kullanilmusgtir.

Immiinohistokimyasal olarak Ki-67 ve p53
immiinopozitivitelerinin degerlendirilmesinde
400'lik  btiyiik biiytitme alaninda isaretli
(immiinopozitif) hiicre sayisinin, alandaki tiim
hiicrelere oram sayilarak yiizde olarak ifade edildi.
Bu sayim her preparatta ortalama 10 biiytk
biiytitme alanda gergeklestirilmistir.

Hipofiz adenomlarinda immiinohistokimyasal
olarak hormon reseptér immiinopozitivitesi;

Immiinopozitif hiicreler tiimor hiicrelerinin

%10'undan az ise, (+)

Immiinopozitif hiicreler timér hiicrelerinin %11-
50’si ise, (++)

Immiinopozitif hiicreler tiimor hiicrelerinin
%51’inden fazla ise, (+++)

seklinde degerlendirilerek siniflandirilmistir
(Tablo II) (1,2,16).

Invazyonun degerlendirimesi: Mikroskopik
olarak invazyonun varligi, dural doku igeren 17
olguda degerlendirilebilmis, diger 11 olguya ait
orneklerde dura goriilmemistir. Ayrica 28 olgu
radyolojik olarak manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) ile de degerlendirilmistir. Olgular radyolojik
olarak biiyiik oranda kaverndz siniise invazyon
gosterdiginden, kaverndz siniise invazyonun esas
alindigr Knosp’un radyolojik smiflamasi ile
derecelendirilmistir (10).

Radyolojik derecelendirme, hastalarin MRG'leri
ile degerlendirildi. Buna gore (10);
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Tablo II. p53 immunopozitif adenomlarda
immunohistokimyasal hormon profili ile p53 ve Ki-
67 boyanma indeksi degerlerinin karsilastirilmas.

Adenom Tipi P53 % Ki-67 %
GH/PRL(+/++) 0,10 0,09
GH/PRL(++/+) 0,10 0,18
Plurihormonal
(PRL/ACTH)(++/+) 0,50 0,36
Plurihormonal
(FSH/LH/TSH/ACTH/PRL)

(++/+/+/+/+) 0,04 0,29
Plurihormonal
(FSH/ACTH/PRL)

(+++/++/++) 0,01 0,30
Plurihormonal
(GH/ACTH/PRL)(++/++/+) | 0,10 0,08
Plurihormonal
(GH/PRL/ACTH/TSH)

(++/+/+/+) 0,03 0,03
PRL (+++) 0,10 0,10
PRL (++) 0,10 0,78

Grade 0 : Adenom, A. karotis internanin supra ve
intrakavernoz kisimlarinin medial ytiziinden gegen
plani tasmaz. Kavernéz sintis normal durumdadir.

Grade 1: Timor, internal karotis arterin supra ve
intrakaverndz kisimlarinin merkezinden gegen hatta
dayanmis ancak ge¢gmemistir.

Grade 2: Tumor,  orta hatti  gegmis ve
lateralindeki gizgiye dayanmustir. Venoz pleksus'un
kontrast tutulumu daha da azalmgtir.

Grade 3: Lateral hatta tamamen gecilmistir.
Ancak venoz pleksus kismen kontrast almaktadir.

Grade 4 : Intrakavernoz karotid arterler tamamen
tiimor tarafindan sarilmigtir. Kontrast tutulumu hig
yoktur.

Bu simiflamaya gore grade 0 ve grade 1 de
kavernoz sintis invazyonu mevcut degildir.

izleme: 28 olgunun 2’si 2,5 yil, 14’ti ortalama 1,5
yil, 12’si ise 13-4 ay izlenmis, olup niiks eden olgular
calismada belirtilmistir.

Degerlendirme: Istatistiksel analizler SPSS paket
programinda anlamlilik derecesi 0,05 esas alinarak
yapilmistir. Degiskenler arasi iligkileri incelemek
i¢in Spearman korrelasyon analizi yapilmustir.
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SONUCLAR

Toplam 28 olgu, immiinohistokimyasal yontemle
degerlendirilen hormon immunopozitivitesine gore
siniflandirilmigtir (Tablo I).

p53 proteini varligr 28 olgunun sadece 9'unda
(%32,14) mevcut olup, baglanma indeksi
%0,01-%0,50 arasinda degismektedir (Sekil 1). 28
olgu icin ortalama deger %0,038 dir. Toplam 9 adet
p53 immiinopozitif adenom olgusunun 5'i
plurihormonal olup, serimizde bulunan tim
plurihormonal adenomlarin %55,5'ini olusturmak-
tadir. Ayrica 4 GH-PRL adenomunun 2’sinde (%50)
ve yine 5 PRL salgilayan adenomun 2’sinde (%40)
p53 immiinopozitivitesi saptanmigtir. 9 adenomun
tamaminda PRL immiinopozitivitesinin varligi
dikkati ¢ekmektedir. p53 immunopozitif olgular,
hormon reseptér immiinopozitiviteleri ve Ki-67
baglanma indeksleri ile birlikte gosterilmistir (Tablo
10).

Serimizde klinik ve biyokimyasal olarak hormon
fazlalig1 bulgusu gostermeyen 7 nonfonksiyonel
adenom olgusundan yalniz 2’sinde p53 immiino-
pozitifligi saptanmustir.

4 niiks invaziv adenom olgusunun 2 tanesinde
(%50) p53 birikimi gortlmiistir.

Mikroskopik olarak 14 olguda dura invazyonu, 2
olguda kemik ve 1 olguda ise sfenoid siniise
invazyon izlenmistir. Bu vakalar histolojik kriterler
temelinde "invaziv" olarak degerlendirilmistir.
Radyolojik olarak sellada erozyon olusturmayan
(noninvaziv) 2 adenom olgusunda histolojik olarak
dura invazyonu (mikroinvazyon) izlenmistir. 28
olgunun 20 tanesinde (%71,4) MRG ile kavernoz
sinlis invazyonu saptanmustir. Knosp’un radyolojik
derecelendirme sistemine gore; 4 grade 0 (%14,28), 4
grade 1 (%14,28), 5 grade 2, 5 grade 3 (%17,85) ve 10
grade 4 (%35,71) hipofiz adenomu saptanmustir.

Bununla birlikte 10 adet grade 4 olgunun 5inde
(%50) p53'tin varligi ve ortalama degerinin diger
olgulardan ytiksek olusu dikkati g¢ekmektedir. Bu
derecelendirme sistemine gore olgularin p53
immtinopozitivitesi ile ortalama ytizde degerleri
gosterilmigtir (Tablo III).

Istatistiksel olarak, p53 mutasyonu varhig: ile

adenomun tipi, radyolojik grade’i ve Ki-67
immiinopozitivitesi ~ arasinda anlamh iligki
bulunmamustir.

Tablo III. Hipofiz adenomlarinda radyolojik

derecelendirme ve p53 immiinopozitif olgularin
dagilim.

Timor Grade’i Olgu p53 + % P53
Sayis1 | olgular
Grade 0 4 1 0,01
Grade 1 4 0 -
Grade 2 5 1 0,10
Grade 3 5 2 0,10
Grade 4 10 5 0,01 -0, 50
TARTISMA
Hipofiz adenomlarinda p53 gen mutasyonunun
varligis ve anlamimi PCR (Polimeraz zincir

reaksiyonu) yontemi ile ya da immiinohistokimyasal
olarak aragtirmis c¢alismalar vardir (2,3,5,8,9,13,14).
Bazi aragtirmacilar PRL, GH salgilayan invaziv ve
noninvaziv ~ hipofiz =~ adenom  olgularinda
immiinohistokimyasal  olarak  p53  birikimi
olmadigini bildirmiglerdir (3). Herman da benzer
sekilde 22 akromegali olgusunda PCR ile p53 gen
anomalisi saptamamugtir (8). 148 adet PRL, GH ve

/veya ACTH salgilayan adenom olgusunda Oliveira
ve ark. sadece PRL ve GH salgilayan 2 (%1,3) olguda
p53 immiinopozitivitesi saptamiglar ve p53’tin bu
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Sekil 3: p53 pozitif, plurihormonal (FSH/LH/TSH/
ACTH/PRL) hipofiz adenomunda kromofob-kromofil alanlar
(HEXX100)

timoér  grubunun  biyolojik  davranisinin
belirlenmesinde yetersiz bir belirleyici oldugunu
bildirmiglerdir (13). Bu bulgularin aksine, GH ve
/ veya prolaktin salgilayan adenomlarda yapilan bir
bagka calismada p53 immiino pozitivitesi GH/PRL
salgilayan mikst adenomlarda %26,9 oraninda iken

bu oran sadece GH veya PRL salgilayan
adenomlarda %33,3 olarak bildirilmigtir (2).
Destekleyici olarak Facchetti ve ark. insan

prolaktinoma hiicre kiltiirlerinde yaptig1 bir
calismada ise, p53 mutasyonu farkli genomik
mekanizmalar ile gésterilmistir(5).

Bizim g¢alismamizda yer alan 3 GH salgilayan
adenomda da p53 birikimi olmamasi Buckley,
Herman ve Oliverianin g¢alismalari ile uyumludur.
Serimizde istatistiksel olarak PRL ve p53 varlig

46

arasinda anlamli iliski bulunmamakla birlikte, 5 PRL
salgilayan ~adenomun 2'sinde  (%40) p53
immunopozitivitesi goriilmesi ve p53 immunopo-
zitif diger 7 adenomda da PRL salgilayan hiicre
komponentinin varlig: dikkat ¢ekicidir (Tablo II). Bu
nedenle PRL ile p53 arasindaki iligki aragtirilmaya
deger gortilmektedir.

Bucley, klinik olarak nonfonksiyonel 26 hipofiz
adenomunun 6'sinda (%23) p53 birikimi olmasina
karsin noninvaziv 33 olguda p53 varligina
rastlanmadigini bildirmiglerdir (3). Benzer olarak
Herman, invazyon durumunu belirtmedigi 22
nonfonksiyonel hipofiz adenomunda PCR ile p53
gen anomalisi bulunmadigini ifade etmistir (8). Bir
bagka calismada ise, 213 nonfonksiyonel adenomda
kaverndz siniise invazyon gosteren ve gdstermeyen
gruplar arasinda p53 ve Ki-67 degerlerinde belirgin
farklihik olmadig: bildirilmistir (17). Serimizde 7
nonfonksiyonel adenom olgusunun sadece 2'sinde
(%28,57) p53 immiinopozitivitesi vardir. Kisith
sayidaki olgularimizda bu oran istatistik olarak
anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte p53 gen
mutasyonunun diisiik oranlarda da olsa, invaziv
nonfonksiyonel tiimérlerin progresyonunda rol
oynayabilecegi diistiniilebilir.

Pei, 5 hipofiz karsinomu ve 6 rekiirren invaziv
adenomunda PCR ile p53 gen mutasyonu
olmadigini tesbit etmis ve p53'in hipofiz
tiimorogenezinde rol almadig1 yoniinde destekleyici
bir bulgu olarak rapor etmistir (14). Hardy
smiflamasi ile derecelendirilen invaziv hipofiz
adenomlari ile yapilan bir bagka calismada da p53
mutasyonu izlenmedigi bildirilmistir (12). Bir diger
yayinda, tekrarlayan ve tekrarlamayan hipofiz
adenomlarinda  p53  immiinopozitivitesinin
istatiksel bir farklilik gostermedigi ileri stirtilmiistiir
(7).  Suhardja ve ark. calismasinda ise p53
mutasyonunun agresif gidisli, invaziv hipofiz
timorlerinde daha sik izlenmesinin, timor
progresyonuna neden olan mekanizmalardan biri
olabilecegi yorumu getirilmistir(15). Ayrica 2004
WHO siniflamasinda da %3’tin iizerinde Ki-67
baglanma indeksi ve yaygin p53 immdiinoreaktivitesi
gosteren hipofiz adenomlari agressiflik ya da malign
transformasyon potansiyeli oldugu distintilen
“Atipik Adenom” olarak isimlendirilmistir (11).
Serimizde de bu tanimlama ile kismen uyumlu
olarak 4 niiks invaziv adenomun 2'sinde (%50) p53
birikimi saptanmustr.
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28 invaziv hipofiz adenomu olgusundan yalnizca
9unda (%32) p53 varhigr saptanmakla birlikte,
invazivlik dereceleri goz ¢niine alindiginda 10 adet
grade 4 olgunun 5’inde (%50) p53’tin varlig ve
ortalama degerinin diger olgulara gore yiiksek olusu
Suhardja’nin bulgular: ile paralellik gostermektedir
(15). Dokularda p53 boyanma indeksi %0,5 ve
altindadir (Tablo II). Ancak p53 gen mutasyonunun
diisiik oranlarda rastlandig1 bu adenom grubunda,
dikkate deger bir siklikta varligi gosterilmistir
(%32,14). Serimizin invaziv adenomlardan
olusmasi, seri igindeki p53 immiinopozitivitesinin
sikligini aciklayabilir. Bununla birlikte p53 birikimi
ile ttimor radyolojik grade'i arasinda anlaml iligki
bulunmamaktadir.

Genel olarak artan proliferasyon orani ile p53 gen
anomalileri arasinda pozitif iliski bulundugu
bildirilmekle birlikte, serimizde p53 ile Ki-67
arasinda iligki yoktur (4). Ancak her iki faktoriin de
boyanma indeksinin digsiik olmasi birbirine
paralellik gostermektedir. Bu kiiglik degerler,
timorlerin invazyon yapmasina ragmen yavag
gelistiklerini gostermektedir. Vakalarmn 3., 5. ve 6.
dekadlarda yogunlasmasi da adenomlarin uzun
stireden beri varligini desteklemektedir.

Ozet olarak; calismamizda p53 pozitif
adenomlarin tiimiinde prolaktin immiinopozi-
tivitesi vardir. p53 mutasyonu, niiks eden ve
invazyonu fazla olan yani agresif olarak kabul
edebilecegimiz adenomlarda daha yiiksek oranda
izlenmistir. Istatistiksel olarak, p53 mutasyonu
varlig: ile adenomun hormonal durumu, invazyon
derecesi ve Ki-67 baglanma indeksi arasinda iligki
anlamli bulunmasa da, mutant p53 proteininin
adenomlarin bir kisminda ve hiicrelerin ¢ok kiigiik
bir oraninda varlig1 bile, p53 mutasyonunun tiimor
hiicre ~ havuzunda  ortaya  ¢kabilecegini
gostermektedir. Bu verilerle p53 mutasyonunun
hipofiz adenomlarinin progresyonunda rol alan
mekanizmalardan biri olabilecegi kabul edilebilir.
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