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Ozet

Amag: PUVA (psoralentUVA) tedavisi bir ¢ok deri hastaligin-
da uygulanan etkili bir tedavi yontemidir. Uzun siireli
kullanimlarinda deri kanserlerinin riskini arttirdig1 bilin-
mektedir. PUVA tedavisi sonrasinda gelisen deri kanser-
lerinde p53 geni mutasyona ugramaktadir. Deri kanser-
lerinin gelisimi sirasinda p53 gen mutasyonlart erken
basamaklarda olugmaktadir. Bu ¢alismanin amaci PUVA
tedavisinin p53 ve p2l gen ekspresyonlarini nasil et-
kiledigini incelemek ve eger PUVA tedavisi, p53 pro-
teininde artisa, dolayisiyla gende mutasyona neden olu-
yorsa deri kanseri gelisebilecek hastalart dnceden tesbit
etmeye olanak saglamakti.

Calismanin Yapildigi Yer: Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji ve Patoloji Anabilim Dallart.

Materyel ve Metod: PUVA tedavisi alan 16 goniillii hastanin
normal derisinden alinan biyopsi ornekleri immiinohis-
tokimya yontemi ile p53 ve p2l1 gen ekspresyonlari
acisindan degerlendirildi.

Bulgular: 16 biyopsi 6rneginin 5'inde p53, 11'inde p21 eks-
presyonu saptandi. Birim alandaki pozitif ekspresyon
gosteren hiicre sayist normal deri orneklerinden farkli
degildi. Kiimiilatif PUVA dozu ile pS3 ve p21 ekspres-
yonlari arasinda da iligki mevcut degildi.

Sonug: Bulgular PUVA tedavisinin normal deride artmis p53
ekspresyonuna neden olmadigmi gostermektedir. Bu
gende mutasyon olusabilmesi i¢in ya daha yiiksek PUVA
dozlarina gereksinim oldugunu yada deri kanserlerinin
gelisiminde immiinsiipresyon gibi diger faktorlerin de
etkili oldugunu diisiinmekteyiz.
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Summary

Background and Objective: PUVA (psoralentUVA) is an ef-
fective therapy widely-used in various skin disorders. It
may lead to development of skin cancers, especially in
long-term treatment protocols. In PUVA related skin can-
cers p53 gene is known to be mutated. In general, muta-
tions in p53 gene occurs in early stages of carcinogenesis
of skin cancers. Purpose of this study was to evaluate
how PUVA treatment affected p53 and p21 gen expres-
sions and to enable documentation of high risk patients if
PUVA increased p53 protein by leading to mutation in the
gene.

Place of the study: Hacettepe University Faculty of Medicine,
Departments of Dermatology and Pathology

Materials and Methods: Skin biopsies from 16 volunteered
patients undergoing PUVA treatment were examined for
expressions of p53 and p21 genes by immunohistochem-
istry.

Results: pS53 protein was detected in 5 and p21 protein was de-
tected in 11 out of 16 samples. Number of positively
stained cells in a unit area was not different from normal
controls. Cumulative dose of PUVA was not related to
p53 and p21 expressions.

Conclusion: Our results demonstrate that PUVA treatment
does not lead to increased p53 expression in normal skin.
We think higher cumulative doses are needed for pS3 mu-
tations to occur or development of skin cancers requires
additional factors like immunosuppression.
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Timor siipresor gen olan p53'de ortaya ¢ikan
0zglin mutasyonlarin insan kanserlerinde en sik
rastlanan genetik anomali oldugu bilinmektedir. Bu
kanserler arasinda, derinin skuamdoz hiicreli karsi-
nomlarinin (SHK'lerin), p53 geninde ultraviyole
(UV) ile olustugu bilinen 6zgiin mutasyonlari
tagidig1 gosterilmistir (1). Bu 6zglin mutasyonlarin
sadece SHK'lerde degil premalign lezyonlarda da
saptanabilmesi p53 mutasyonlarinin, SHK gelisi-
minin erken donemlerinde ortaya ¢ikan ve karsino-
genezin erken basamaklarinda yeralan bir degisik-
lik oldugunu gostermektedir (2). Hatta kronik
olarak giinese maruz kalan lezyonsuz, normal deri
orneklerinde bile p53 proteinin artmis ekspresyo-
nuna ve p53 proteininde mutasyonlara rastlanmak-
tadir (3).

Hiicre siklusunu durdurabilen bir diger protein
p21'dir. P21 bunu G1 fazinda siklin bagiml kinaz-
lar1 inhibe ederek gerceklestirir. Artmig p53 protei-
ni, p21'i transkripsiyonunu arttirarak aktiflestire-
bilir veya p21 p53'den bagimsiz olarak aktif olabilir
(4). p21 hiicre boliinmesini inhibe edebileceginden,
p21 genindeki mutasyonlarin veya p21 fonksiyo-
nundaki degisikliklerin, timor gelisiminde rol oy-
nayabilecegi diislinlilmiistiir. Ancak su ana kadar az
sayidaki tiimoriin p21 geninde mutasyon tasidigi
gosterilmistir (5).

PUVA (psoralentUVA) tedavisi psoriazisde
sik kullanilan, etkili bir tedavi yontemidir. Ancak
bu tedavinin yan etkisi olarak, SHK gelisebildigi ve
bu karsinomlarin derideki diger SHK gibi ayni se-
kilde p53 ekspresyonu gosterdigi bilinmektedir
(6,7).

Bu ¢alisma, PUVA tedavisinin normal derideki
p53 ve p21 ekspresyonlarini nasil etkiledigini ve bu
ekspresyonlarin alinan kiimiilatif PUVA dozuyla
iligkisini arastirmak amaciyla planlandi. Eger boyle
bir iliski mevcut ise, deri kanseri gelisebilecek
riskli hastalar1 onceden tespit etmek veya malig-
nensi gelisim riskini arttirmayacak belirli bir PUVA
dozu saptamak miimkiin olabilecektir.

Materyel ve Metod

Bu calisma i¢in degisik nedenlerle PUVA te-
davisi alan 16 goniillii hastadan 4 mm'lik punch
biyopsiler (her hastadan bir tane) alindi. PUVA te-
davisi Oncesinde ultraviyole i1sinlarina maruz
kalmamis oldugu diisiiniilerek glutea bolgesi bi-
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yopsi yeri olarak secildi. Biyopsi alinan bdlgenin
lezyonsuz olmasi biyopsi dncesinde kontrol edildi.
Tiim biyopsiler son PUVA tedavisinden en az 48
saat sonra alind1.

Formalin ile fikse edilip parafine gomiilen
dokulardan hazirlanan 4 pm'lik kesitler ABC im-
miinohistokimyasal yontem ile boyandi. Kullanilan
primer antikorlar p53 (Novocastra 1801,1:40) ve
p21 (Santa Cruz Biotechnology, 1:250) idi. Tiim
antikorlar i¢in sadece giiglii niikleer boyanmalar
pozitif olarak kabul edildi. Degerlendirmeler igin,
her biyopside 4 biiyiik biiyiitme alanindaki (X40)
pozitif boyanan hiicreler sayildi ve bir birim alan-
daki pozitif hiicre sayisi belirlendi.

Istatistiksel analizler SPSS 7.5 (Statistical
Packages for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago,
Ilinois, USA) programui ile yapildi. Analizler i¢in
kiimiilatif PUVA dozlar1 1000 j/cm2'nin altinda ve
ustiinde olmak iizere iki grupta toplandi. 1000
j/em2 dozunun iizeri, yiikksek doz olarak kabul edil-
di. Anti-p53 boyamasinda, boyanan hiicre sayisinin
az olmasi nedeniyle sonuglar negatif veya pozitif
olarak degerlendirildi. P53 ekspresyonu ile
kiimiilatif PUVA dozu arasindaki iliski i¢in Ki-kare
testi; PCNA, Ki-67, p21 ile kiimiilatif PUVA dozu
arasindaki iligki i¢in ise Mann Whitney-U testi ve
Spearman'nin korelasyon katsayisi analizleri kul-
lanildi. p21 ve p53 ekspresyonlarinin kendi arala-
rindaki iliski i¢in Spearman'nin korelasyon kat-
say1s1 analizinden yararlanildi.

Bulgular

Caligmaya alinan 16 hastanin 8'si erkek 8'i
kadindi. Hastalarin aldigi kiimiilatif PUVA dozu
99-2008 j/cm?, ortalamas1 701,31£532,71 j/cm?, or-
tancast ise 607,50 j/cm? idi. 12 hastanin aldig
kiimiilatif doz 1000 j/cm?nin altinda iken, 4 hasta
1000 j/cm”nin iizerinde yani yiiksek doza maruz
kalmigti.

Biyopsi orneklerinden 11'inde p21 ekspresyo-
nu mevcuttu (Sekil 1). Pozitif boyanan hiicre sayisi
0 ile 19 arasinda degismekte olup ortalamasi
3,9345,43, ortancas1 1,5 idi. p53 ekspresyonu ise
5 biyopsi o6rneginde goriildii (Sekil 2). Bu biyop-
silerdeki pozitif boyanan hiicre sayis1 birim alanda
1-3 hiicre arasinda degismekteydi. Normal deri
orneklerinde p53 ekspresyonu birim alanda 1-2
hiicrede pozitif olarak, p21 ekspresyonu ise ortala-
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Sekil 1. Spindz tabakada niikleer p21 ekspresyonu.

ma 3,92 hiicrede saptandi. Kiimiilatif PUVA dozu
ile p21 ve p53 ekspresyonlar1 arasinda korelasyon
bulunmadi (p>0,05). p53, p21 ekspresyonlari
arasinda da iligki mevcut degildi (p>0,05).

Tartisma

PUVA tedavisi birgok degisik deri hastaliginda
kullanilan, iyi bilinen ve etkili bir tedavi yon-
temidir. Kisa siireli tedavi protokolleri oldugu gibi,
psoriazis ve mikozis fungoides gibi hastaliklarda
uzun siireli idame tedaviler gerekmektedir. Uzun
siireli tedavinin gerekli oldugu durumlarda
PUVA'in derideki SHK ve bazal hiicreli karsinom
risklerini arttirdig1 bilinmektedir. Bu risk 6zellikle
ylksek kiimiilatif dozlara maruz kalanlarda daha
fazladir (8).

Immniinohistokimyasal olarak p53 proteinin
intraniikleer birikiminin gosterilmesi bir ¢ok calis-
mada p53 gen ekspresyonunu arastirmak igin kul-
lanilmistir. Genel olarak, p53 mutasyonlarinin pro-
teinin stabilizasyonunu arttirdig1 ve bu nedenle im-
munohistokimya ile gosterilebildigi bilinmektedir
(9). Ancak immiinohistokimya c¢aligmalarinda
parafin bloklarda kullanilan antikorlar ile mutant
olmayan, normal (wild-type) p53 proteini de
boyandig: i¢in bazi hiicrelerde normal p53'in art-
mis ekspresyonuna rastlanmaktadir. Ornegin,
giinese maruz kalmak p53'iin mutant olmayan for-
munun miktarin1 arttirmakta ve immiinohis-
tokimyasal olarak gosterilebilmesine olanak sagla-
maktadir (10). Bu nedenle daha dnce giinese maruz
kalmis olan bolgelerden alinan biyopsilerin ¢alig-
mamizda degerlendirilmesi hatali olabilirdi.
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Sekil 2. Anti-p53 ile pozitif boyanma gosteren hiicreler.

Bu c¢alismada daha oOnce gilinese maruz
kalmamus deri 6rneklerinde PUVA'nin deri kanser-
leri gelisimindeki roliinii arastirdik. p53 mutasyon-
larin1 gdsteren calismalarda; hem tipik PUVA mu-
tasyonlar1 (T-A) (11) hem de ultraviyole ile ortaya
¢ikan mutasyonlar, (C-T veya CC-TT) PUVA te-
davisi sonrasinda gelisen deri kanserlerinde goste-
rilmistir (12). Calisgmamizda, 16 hastanin 5'inde
p53 ekspresyonu saptandi ve boyanma birim alan-
da 1-3 hiicre diizeyindeydi. Elde edilen sonug nor-
mal deride goriilen ekspresyondan farkli degildi.
p53 ekspresyonu saptanan 5 hastanin aldiklari
kiimiilatif doz 99- 1200 j/cm? arasinda degismekte
olup, yalnizca 1 hastanin almig oldugu kiimiilatif
doz 1000 j/cm?'nin iizerindeydi. Az sayida hiicrede
anti-p53 boyanmasi saptamamizin teknik nedenler-
den kaynaklanabilecegini diisiinmiiyoruz. Ciinkii
biyopsi 6rneklerinin hepsi aninda formalin ile fikse
edilip, cogunlugu sadece 24 saat formalinde bekle-
di. Kiimilatif PUVA dozu ile p53 ekspresyonu
arasinda iligki goriilmemesi, PUVA tedavisi alan
hastalardaki premalign veya malign lezyonlarin
gelisimine, erken donemde ve tek basma p53 gen
mutasyonlarinin neden olamiyacagini ve p53
ekpresyonunun da sadece PUVA'ya maruz kalmak-
la agiklanamiyacagini diisiindiirmektedir. Bu hasta-
larda deri neoplazilari ve p53 mutasyonlarinin daha
ge¢ donemlerde ve bagka faktorlerin de etkisi ile
ortaya ¢ikabildigi sOylenebilir.

p21 proteini p53 tarafindan aktiflestirile-
bilmektedir. Siklin bagiml kinaz komplekslerinin
inaktivasyonu yolu ile hiicre siklusunu durdura-
bilen p21'in derinin skuamoéz hiicreli karsinom-
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larinda mutasyona ugradig:1 da bildirilmistir (13).
Ayrica baska bir aragtirmada gilinese hi¢ maruz
kalmamis deride p21 ekspresyonu yok iken, ultra-
viyole radyasyonu sonrasinda 4. saatte p21 eks-
presyonu ortaya ¢ikmistir. Bu ekspresyon p53 eks-
presyonu ile paralellik gostermekte olup, yazarlar
deride UV radyasyonu sonrasinda ortaya ¢ikan p21
ekspresyonunun p53 ile regiile edildigini diisiin-
mektedirler (14). Su ana kadar PUVA hastalarinda
olusan deri kanserlerindeki p21 ekspresyonuna ait
bilgi mevcut degildir. Ancak ¢aligmamiz p21 pro-
teinin ekspresyonunun maruz kalinan PUVA dozu
ile artmadigini gostermektedir. Ayrica p21 ile p53
ekspresyonlart iliskili goriillmemektedir. Bu da p21
ekspresyonunun p53'den bagimsiz bir yol izleye-
bilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz PUVA'nin normal
deride artmis p53 ve p21 ekspresyonlarma neden
olmadigin1 ve maruz kalinan PUVA dozu ile bu
ekspresyonlarm iligkilendirilemedigini géstermek-
tedir. p53 genindeki mutasyonlarin olusabilmesi
icin ya daha yiiksek PUVA dozlarina gereksinim
oldugunu ya da tiimoér gelisiminde PUVA ile ortaya
¢ikan immiinosupresyon gibi diger faktorlerin de
rol oynadigini diisiinmekteyiz.

Tesekkiir: HUTF Dermatoloji Anabilim Dal
PUVA Unitesi teknisyenleri, Aynur Diri ve Hiisne
Oztiirk'e ¢alismadaki katkilarindan dolayr cok
tesekkiir ederiz.
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