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ABSTRACT: Immunocytochemical study of p53 protein and proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
at the ultrastructural level was performed by using peroxidase-anti peroxidase (PAP) method. Six laryngeal
carcinoma were estimated. Positive staining for p53 protein was in three samples of six. These same three
samples were positive also for PCNA. In one case positive immunostaining for pS3 was present in
nucleus. Staining of p53 protein and PCNA in the cytoplasm at the ultrastructural level was located on the
endoplasmic reticulum and was scattered throughout the cells on the electron dense bodies and it was seen
on the envelope of nucleus. No positive reaction product of p53 protein and PCNA was found in control
samples in any cases, thus proving the specificity of the reaction.
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Wstep

Badania ostatnich lat wykazaly jednoznacznie, ze produkt prawidlowe-
go genu p53 hamuje nowotworzenie, natomiast produkt genu zmutowanego
wywoluje transformacj¢ nowotworowa, poniewaz czasteczki biatka p53 zmie-
nione na skutek mutacji nie majg zdolnosci hamowania wzrostu komérek (Ber-
be¢ 1994, Lane 1992, Bartek i in. 1990, Crawford i in.1994, Hollstain i in.
1991, Somers i in.1992). Przynajmniej w 50% nowotworéw u ludzi stwierdza
si¢ mutacje w genie p53. Wiele mutacji stabilizuje bialko p53, co pozwala na
jego wykrycie metodami immunocytochemicznymi. Bialtko p53 bylo badane
immunohistochemicznie w wielu réznych nowotworach (Barbareschi i in. 1992,
Bartek i in. 1990, Boag i in. 1993, Cattoretti i in. 1988, Chang i in. 1991,
Crawford 1 in.1994, Davidoff i in. 1991, Field i in. 1993, Hollstein 1 in. 1991,
Iggo i in. 1990, Maestro i in. 1992, Purdie i in. 1991, Stretch i in. 1991). PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) jest biatkiem, ktére jest grupg prostetyczng
polimerazy DNA d. PCNA wykrywa si¢ za pomoca monoklonalnego znako-
wanego przeciwciala i jest jednym ze sposobdw okreslania komoérek syntety-
zujacych DNA (komérek proliferujgcych).

Badania wykazaly, ze PCNA akumuluje si¢ w jadrze komérek podczas
fazy S cyklu komérkowego i dlatego moze by¢ uwazany za marker proliferacji
(Mc Cormick i in. 1992, Baserga i in. 1991, Hall i Levison 1990, Celis i in.
1984, Hall i in. 1990). Celem niniejszych badan byto wyjasnienie, czy istnieje
korelacja pomigdzy overexpresjg biatka p53 a wzrostem tempa proliferacji
komoérek okreslanej przez antygen PCNA na poziomie mikroskopu elektrono-
wego u chorych z rakiem krtani.

Material i metoda

Przebadano wycinki pochodzace od 6 chorych z rakiem krtani. Material
utrwalano w 4% paraformaldehydzie o pH 7,4. Endogenng peroksydazg¢ blo-
kowano 3% H,0,. Niespecyficzne barwienie podioza zredukowano normalng
surowicg kréliczg w 0,1 M buforze kakodylanowym. Fragmenty materialu in-
kubowano z surowicg mouse anti-proliferating cell nuclear antigen PC-10
(DAKO) oraz z mouse ant-human p53 protein (DAKO) w rozciericzeniu 1:100
w 0,1 M buforze kakodylanowym przez 30 minut. Nastgpnie wycinki potrak-
towano antymysig surowicg kréliczg IgG w rozcieficzeniu 1:100 i komplek-
sem PAP (peroksydaza-antyperoksydaza) réwriez przez 30 minut. Peroksyda-
ze¢ zlokalizowano przez 3,3 diaminobenziding (DAB) z udzialem nadtlenku
wodoru. Nastepnie wycinki dotrwalano 2% aldehydem glutarowym w 0,1 M
buforze kakodylanowym i 2% OsO, przez 1 godzing, odwadniano w alkoho-
lach i acetonach, i zatopiono w mieszaninie eponéw. Réwnolegle do powyz-
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szych badari przeprowadzono kontrole, oparta byla na zastgpieniu surowicy
zawierajgcej przeciwciala skierowane przeciw obu antygenom surowicg po-
chodzaca od nieimmunizowanych myszy. Preparaty oceniano w mikroskopie
elektronowym JEM 100CX bez dodatkowego kontrastowania octanem urany-
lu i cytrynianem olowiu dla lepszego uwidocznienia produktu reakcji immu-
nocytochemicznej z kompleksem PAP.

Wyniki

Na poziomie mikroskopu elektronowego dodatnig reakcj¢ immunocytoche-
miczng dla bialka p53 przy uzyciu metody PAP obserwowano w 3 prébkach
na terenie cytoplazmy (1), w jednym przypadku mozna zauwazy¢ reakcje na
terenie jadra (ryc. 2). Dodatnia reakcja wewnatrzcytoplazmatyczna obserwo-
wana byla w okolicach jadra komdrkowego, na kanalach siateczki $rédpla-
zmatycznej 1 w postaci elektronowo gestych ziarnistosci rozrzuconych w cyto-
plazmie. Dodatnig reakcj¢ immunocytochemiczng dla antygenu PCNA wykry-
to w tych samych 3 prébkach w cytoplazmie. Dodatni produkt reakcji dla an-
tygenu PCNA réwniez wystgpowal na terenie cytoplazmy, na kanalach sia-
teczki srédplazmatycznej i w postaci elektronowo gestych ziarnistosci zwigza-
nych z rybosomami (3). Kontrola we wszystkich 6 przypadkach wykazala brak
dodatniej reakcji dla antygenu p53 i dla antygenu PCNA w komoérkach zar6w-
no na terenie cytoplazmy, jak i jadra komérkowego (4).



RYC. 1. Obecnos¢ antygenu p53 w tkance pochodzgcej z raka krtani. Pozytywna reakcja
immunocytochemiczna dla antygenu p53 obserwowana jest na terenie cytoplazmy.
Dodatnia reakcja wystgpuje na retikulum cytoplazmatycznym i w postaci elektrono-
wo-gestych ziarnistosci rozrzuconych w cytoplazmie. Pow. 35 000.

FIG. 1. The presence of p53 antygen in tissue section obtain from larynx carcinoma. The
positive immunocytochemical reaction for p53 antygen is seen in cytoplasm. Cyto-
plasmic p53 immunoreactivity is present on the endoplasmic reticulum and diffuse
throughout the cell on electron dense bodies. x 35 000.
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RYC. 2. Zdjecie spod mikroskopu elektronowego komérki raka krtani. Widoczna reakcja
dla antygenu p53 na terenie jadra jak réwniez w cytoplazmie komorki. Pow. 40 000.
FIG. 2. Electron micrograph of larynx carcinoma cell. The positive reaction for pS3 anty-
gen is seen in nucleus and in the cytoplasm of the cell. x 40 000.
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RYC. 3. Dodatnia reakcja dla antygenu PCNA w komérce raka krtani. Reakcja immunocy-
tochemiczna widoczna jest w cytoplazmie na siateczce Srédplazmatyczne) jak row-
niez w postaci elektronowo-gestych ziarnistosci rozrzuconych w cytoplazmie. Pow.
25 000.

FIG. 3. The positive reaction for PCNA antygen in larynx carcinoma cell. The immunocy-
tochemical reaction is seen on the endoplasmic reticulum and also on the electron

dense bodies scattered througout the cytoplasm of the cell. x 25 000.
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RYC. 4. Kontrola. Brak reakcji dodatniej na terenie jadra i cytoplazmy w komérkach raka
krtani. Pow. 18 000.

FIG. 4. Control sample. The positive reaction is absent in the nucleus and cytoplasm in
larynx carcinoma cells. x 18 000.
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Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach immunocytochemicznych na poziomie
mikroskopu elektronowego prébowano okresli¢, czy istnieje korelacja pomig-
dzy overexpresja bialtka p53 a wzrostem tempa proliferacji komérek wykry-
wanej przy udziale antygenu PCNA u chorych z rakiem krtani. Na podstawie
otrzymanych wynikéw mozna przypuszczaé, ze istnieje pewna zaleznos¢ po-
migdzy wystgpowaniem biatka p53 a antygenem PCNA w komérce, co praw-
da nie obserwowano reakcji dla antygenu PCNA na terenie jadra, ale dodatnig
reakcje immunocytochemiczng dla tego antygenu wykryto w tych samych 3
prébkach w cytoplazmie co antygen p53. Wystapienie dodatniej reakcji dla
antygenu PCNA wylacznie w cytoplazmie, a dla biatka p53 na terenie jadra
tylko w jednym przypadku, moze wskazywa¢ na trudnosci w pokonaniu ba-
riery jaka jest blona jadrowa przez kompleks PAP, ewentualnie, ze w 3 préb-
kach wykryto antygen PCNA w stadium syntezy. Z pismiennictwa wynika, ze
dotychczas nie przeprowadzano badar dotyczacych okreslenia antygenu p53
i PCNA u chorych z rakiem krtani na poziomie mikroskopu elektronowego.
Natomiast badania antygenu p53 i PCNA w mikroskopie $wietlnym zostaty
przeprowadzone we wielu nowotworach (Barrbareschi i in. 1992, Bartek i in.
1990, Boag i in. 1993, Cattoretti i in. 1988, Celis i in. 1984, Chang i in. 1994,
Crawford i in. 1994, Davidoff i in. 1991, Field i in. 1993, Hall i Levison 1990,
Hall i in. 1990, Hollstein in. 1991, Iggo i in.1990, Isola i in. 1990, Jain i in.
1990, Maestro i in. 1992, Pich i in. 1992, Purdie i in. 1991, Streetch i in. 1991,
Woods i in. 1990). Przeglad pismiennictwa dotyczacego antygenu p53 ujaw-
nia znaczng réznorodnosé wynikéw otrzymanych przez ré6znych autoréw (Boag
i in. 1993, Barbareschi i in. 1992, Bartek i in. 1990, Cattoretti i in. 1988, Lane
i in. 1992, Purdie i in. 1991, Stretch i in. 1991). Boag i wsp. podali, ze antygen
p53 w jadrze wykryto u 67% chorych z rakiem krtani, a na terenie cytoplazmy
u 62%, podczas gdy Gusterson i wsp. wykryli go tylko u 34% chorych. Pozy-
tywna reakcja immunocytochemiczna dla antygenu PCNA w raku krtani wy-
nosila 38,3% (Pich i in. 1992). Powyzej przedstawione wyniki dotyczyly prac
przeprowadzonych w mikroskopie $wietlnym. Nie znaleziono w piSmiennic-
twie prac dotyczacych badari immunocytochemicznych antygenu p53 i PCNA
w raku krtani w mikroskopie elektronowym. Podsumowujgc, mozna stwier-
dzié, ze dalsze badania obu antygenéw w mikroskopie elektronowym w od-
niesieniu do raka krtani sa wskazane, ze wzgledu na brak takich prac, nato-
miast badania tych antygenéw w mikroskopie $wietlnym sg dos¢ liczne i do-
brze udokumentowne.
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Summary

Six larynx carcinoma were studied at the ultrastructural level for the presence
of p53 protein and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) by using PAP
(peroxidase-antiperoxidase) method. Immunocytochemical staining with
monoclonal antibody to p53 protein demonstrated overexpression of the protein
in three patients. These same three samples were positive also for PCNA. In
one case positive immunostaining for p53 protein was present in nucleus. In
three cases intracytoplasmic positive reaction for p53 protein and PCNA was
noticed. The reaction product was associated with endoplasmic reticulum,
nuclear envelope and was scattered throughout the cells on the electron dense
bodies. The overexpression of p53 protein was correlated with proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) staining. Control of incubation with normal mouse
serum showed no labelling for p53 protein and PCNA, thus proving the

specificity of immunocytochemical staining.
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