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ÖZET: Kanser bir seri progressif genetik değişiklikler so-
nucunda oluşan çok basamaklı bir hastalıktır. Şimdiye ka-
dar bir grup protoonkogen ve tümör supressör gen üzerin-
de meydana gelen değişikliklerin kanser oluşumunda etkili 
olduğu ortaya konmuştur. Tümör supressör gen grubundan 
olan ve kanser oluşumunda etkili olan genlerin başında 
p53 gelmektedir. p53 meme kanserinin gelişiminde olduk-
ça etkili olduğu bilinmektedir,  bu nedenle p53 gen mutas-
yonlarının tespitinin hastalığın takibinde ve erken tanısın-
da önemli bir faktör olabileceği düşünülmektedir. Bu ça-
lışmada, meme kanserlerinde p53 genindeki ekson 5 ve 
7’ye ait mutasyonların görülme sıklığı ve 
immunohistokimyasal yöntem ile p53 proteininin varlığı-
nın tespitini amaçladık. Buna bağlı olarak meme kanseri 
tanısı konmuş 20 olguya ait tümör dokusundan izole edi-
len DNA örneklerinden PCR tekniği kullanılarak ekson 5 
ve 7 amplifiye edildi ve enzim kesimi ile mutasyon varlığı 
araştırıldı. Çalışma sonunda 20 olguya ait p53 genindeki 
ekson 5 ve 7’ye ait mutasyon oranı toplam %30 olarak bu-
lundu. Ekson 5’e ait mutasyon oranı %20 ve ekson 7’ye 
ait mutasyon oranı %11,8 olarak saptandı.  
Aynı örneklere immunohistokimyasal yöntem ile p53 an-
tikoru uygulandı. Boyanma sonrasında 4 olguya ait örnek-
te %90 ve üzeri, 1 olguda %3, 2 olguda %1 ve 2 olguda 
%0,5 p53 protein pozitifliğinin varlığı tespit edildi. Olgu-
ların 11 tanesinde p53 protein varlığı gözlenmedi.  
Anahtar Kelimeler: p53 mutasyonu, meme kanseri,  
immunohistokimya 

ABSTRACT: Cancer is a multi-step mechanism occuring 
as a result of series of progressive genetic alterations. So 
far, molecular genetic studies revealed that a group of  
tumor supressor gene and protooncogen alterations were 
effective in cancer formation. p53 is the most important 
tumor supressor gene that is effective in cancer formation. 
p53 is very effective in progression of breast cancer. Due 
to this, detection of p53 mutations are tought to be an 
important factor in prognosis and early diagnosis. In this 
study, we aimed to detect the frequency of mutations of 
p53, exon 5 and 7 and their relations with progression of 
the disease. Relevant to this, by PCR, amplification of 5th 
and 7th exons were performed from isolated DNA 
samples of tumor tissues of breast cancer diagnosed in 20 
cases and mutation existence was tested by enzyme 
restriction. As result of the study, mutation rate of 20 
cases was found to be 30%, whereas mutation rates of 
exon 5 and exon 7 were found to be 20% and 11,8%, 
respectively.  
Same samples were evaluated by immunohistochemistry 
method using p53 antibody. After staining, in samples of 4 
cases 90% and over; in sample of 1 case 3,2%; in samples 
of 2 cases 1% and in samples of 2 cases 0,5% p53 protein 
positivity were detected. In samples of 11 cases p53 prote-
in existence was not detected. 
Key Words: p53 mutation, breast cancer, 
immunohistochemistry.  

GİRİŞ 
 
Dünyada yılda görülen 10 milyon yeni kanser 

olgusunun %10’u, meme kanseri olgularına aittir. 
Her yıl 1 milyondan fazla meme kanseri tanısı alan 
olgulardaki ölüm ise 400.000 dolayındadır. Bu 
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ölümlerin %55’i gelişmiş ülkelerde görülmektedir 
(1). Meme kanserinde son 20 yılda hastalığın 
insidansı yükselmiş olmasına rağmen erken tanı ve 
sistemik yayılıma karşı daha aktif tedavi yöntemle-
rinin geliştirilmesinin sonucu olarak prognoz daha 
iyi yönde gelişme göstermiştir (2). Ailesel, genetik, 
coğrafi çeşitlilik, yaş, kesintisiz adet görme, ilk do-
ğum yaşı, gebeliğin, doğumdan önce sonlandırılması 
(özellikle ilk üç ayda) ve fibrokistik değişlikler gibi 
birtakım faktörler meme kanseri riskini artırmaktadır 
(3-5). 

Tümör baskılayıcı bir gen olan p53 geni 17. 
kromozomun kısa kolunda (p13) yer almaktadır (6-
14). p53 geninin hücre siklusunda gerekli olduğu ve 
hücre bölünmesinde yaşamsal öneme sahip olduğu 
bilinmektedir. Ayrıca DNA’nın sentezi ve tamirinde, 
hücre farklılaşmasında ve programlanmış hücre 
ölümünde (apopitoz) görev almaktadır (6, 7, 15). 

Tüm kanserlerde olduğu gibi meme kanserinde 
de rapor edilen p53 gen mutasyonlarının büyük ço-
ğunluğu evrim sürecinde çok iyi bir şekilde korun-
muş olan 5-8. eksonlarında görülmektedir (6, 15, 
16). p53 geninde en sık tanımlanan mutasyonlar 
nokta mutasyonları olup, delesyon ve insersiyon ti-
pindeki mutasyonlar daha az görülmektedir (6, 17). 
Korunmuş bölgelerde bulunan 175., 248., 249., 273. 
ve 282. kodonlardaki mutasyonların insidansı diğer 
kodonlara göre daha yüksek bulunmuştur (6, 9, 18). 

Meme karsinomlarında bulunan çoğu p53 gen 
mutasyonlarının, immünohistokimyasal (IHC) yön-
temle saptanabilen kararlı, fonksiyonu yetersiz ve 
yıkılmayan p53 proteininin tümör hücrelerinde biri-
kimine yol açtığı bildirilmiştir (19, 20). 

Bu çalışmada meme kanseri tanısı konmuş olan 
hastalarda p53 geni ekson 5 ve 7’de yer alan 175. ve 
249. kodona ait mutasyonlar HaeII ve HaeIII enzim 
kesimi ile belirlendi. Ayrıca hastalara ait tümör doku 
kesitlerine immünohistokimyasal yöntem ile p53 an-
tikoru uygulanarak p53 protein pozitifliği ile meme 
kanseri arasındaki ilişkiye bakıldı. 

 
GEREÇ VE YÖNTEM 

 
Çalışmada meme kanseri tanısı konulmuş 20 

olguya ait parafine gömülü tümör doku örnekleri 
kullanıldı. Tek kullanımlık mikrotom bıçağı kul-
lanılarak dokulardan 2 μm’lik 10’ar kesit alındı. 
Alınan kesitlere sırasıyla deparafinizasyon, yıkama, 
lizis, purifikasyon, presipitasyon, yıkama ve süspan-
siyon aşamalarından oluşan “ksilen – tuzla uzak-
laştırma” yöntemi kullanıldı (21). Elde edilen 
DNA’ların saflık ve miktarını belirlemek için spek-
trofotometrik ölçüm yapıldı.  

Olgulara ait DNA örnekleri p53 genine ait 5. 
ekson amplifikasyonu için 94 oC’de 7 dakika ilk 
denatürasyon, 35 döngü 94 oC’de 1 dakika 
denatürasyon, 55 oC’de 2 dakika bağlanma, 72 oC’de 
2 dakika uzama ve 72 oC’de 7 dakika son uzama, 7. 
ekson aplifikasyonu için 94 oC’de 7 dakika ilk 
denatürasyon, 35 döngü 94 oC’de 1 dakika 
denatürasyon, 55 oC’de 1 dakika bağlanma, 72 oC’de 
1 dakika uzama ve 72 oC’de 7 dakika son uzama 
olan PCR şartlarına programlanmış olan thermal 
cycler’da amplifikasyona bırakıldı. 

397 bç uzunluğunda olan ekson 5 ve 6’ya ait 
primerler birlikte dizayn edildiğinden dolayı ekson 
5’in amplifikasyonu ekson 6 ile birlikte gerçekleşti-
rilmiştir. Ekson 7 ise 110 bç uzunluğundadır. 

PCR uygulaması sonucunda, amplifikasyon 
ürünleri %2’lik agaroz jel elektrofeziyle, BsuRI 
(HaeIII) Marker kullanılarak kontrol edildi. Ekson 5 
ve 6’ya ait 397 bazlık PCR ürünleri sadece 5. 
eksonda yer alan 175. kodonda ki CGC sekansını ta-
nıyan HaeII (Haemophilus aegyptius) enzimi ile 
muamele edildi. 7. ekson amplifikasyon ürünü 249. 
kodonda bulunan GGCC sekansını tanıyan HaeIII 
(Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele edildi. 
5. ve 6. eksonların amplifikasyon ürününün Hae II 
enzimi ile ve 7. ekson amplifikasyon ürününün Hae 
III enzimi ile muamelesi için, 1µl enzim, 1µl 10X M 
tamponu ve 8,5 µl PCR amplifikasyon ürünü 0,2 
ml’lik steril ependorf tüpüne konduktan sonra, 1 saat 
37 0C etüvde inkübe edildi. İnkübasyon sonrası en-
zim aktivitesi 10X yükleme tamponu ile durduruldu. 
BsuRI (HaeIII) Marker kullanılarak, 5. ve 6. 
eksonların enzim kesim ürünü %2’lik agaroz jel, 7. 
ekson enzim kesim ürünü %10’luk (%5 gliserinli) 
poliakrilamid jel elektroforezinde yürütüldü. Sonuç-
lar UV transillüminatör de değerlendirildi. 

5. ekson HaeII enzimi ile muamele edildiğinde 
mutasyon olmaması durumunda 163 ve 234 bazlık 
iki parçaya ayrılması, mutasyon olması halinde ise 
enzimin tanıdığı kesim bölgesi ortadan kalkacağı 
için kesilmemiş 397 bazlık tek parça görülmesi bek-
lendi. Ekson 7 için değerlendirmede amplifikasyon 
ürününün HaeIII ile muamelesi sonucunda, mutas-
yon olmaması halinde kesim gerçekleşeceği için 75 
ve 35 bazlık iki parçaya ayrılması, mutasyon olması 
halinde ise HaeIII kesim noktası ortadan kalktığın-
dan 110 bazlık kesilmemiş bir parça görülmesi bek-
lendi. 

p53 proteininin immünohistokimyasal yöntem 
ile tespit etmek için olgulara ait tümör dokularının 
parafin bloklarından 3μm kalınlığında alınan kesitler 
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önce deparafinizasyon işlemi uygulanarak boyaya 
hazırlandı. Daha sonra bu kesitler antijenlerin ve 
hidrojenlerin açığa çıkartılması, proteinlerin bloke 
edilmesi, antikor ile inkübasyon, işaretleme ve kon-
tur boyama basamaklarından geçirilerek boyama iş-
lemi tamamlandı. Değerlendirmede nükleer boyan-
ma gösteren p53 antikoru mikroskopta incelenerek 
pozitiflik oranları belirlendi.  

 
BULGULAR 

 
Çalışmada klinik ve laboratuvar olarak meme 

kanseri tanısı almış olan 20 hastaya ait olan parafine 
gömülü tümör doku örneği kullanıldı. Bunların histolo-
jik türleri, lokalizayonu, tümör boyutu, lenf nodu tutu-
lumu (metastazı), lenf nodu sayısı ve çapı, östrojen-
progesteron reseptör pozitifliği, derecesi ve 
immunohistokimyasal olarak çalışması yapılan p53 
proteini ekspresyonu değerleri Tablo 1’de verilmiştir. 

Çalışmamızda p53 geni ekson 5 ve 7’ye ait 
PCR ürünlerine uygulanan enzim kesimi sonuçları 
Tablo 2.’de verilmiştir. 

Ekson 5’e ait çalışmalar sonucunda 20 olgunun 
PCR amplifikasyon sonuçları ve enzim kesim sonuç-
ları eksiksiz gerçekleşirken, ekson 7’ye ait çalışma-
lar sırasında bir olguya ait amplifikasyon gerçekleş-
tirilemezken, iki olguya ait kesim sonucu da alına-
mamıştır. Bu hastaların örneklerine yapılan tekrarlar 
sonrasında yine aynı sonuçlarla karşılaşılmıştır. 

İmmünohistokimya yöntemiyle p53 antikoru 
uygulanan örnekler uzman patolog tarafından bo-
yanma yüzdesine göre değerlendirildi. Bu sonuçlar 
Tablo 1’de verilmiştir. Sonuçlara ait seçilen 8 nolu 
olgunun hematoksilen-eozin ve immünohistokimya 
metoduyla p53 boyanan preparatlarına ait resimler 
Şekil 1.’de gösterilmiştir.  

 

 
Tablo 1. Parafine gömülü meme dokusu örneklerinin laboratuvar değerlendirme sonuçları. 

Olgu 
No 

Ya
ş 

Histolojik Tür Lokali-
zasyon 

Tümör 
Boyutu 
(cm) 

Lenf 
Nodu 
Sayısı 

Lenf 
Nodu 
Çapı 
(cm) 

ER-PR  
Reseptörü 

Grade p53 
Boyanma 
Yüzdesi 

1 65 IDC - 1,5-0,5 7/30 2,5 %50+ /  - 1 (-) 
2 39 IDC ÜİK,ADK 2-1 0/15 2-1 %95+ / %85+ 1 (-) 
3 62 IDC ÜDK 2 0/33 2 - / - 2 (-) 
4 78 IDC ÜİK 2,3 2/23 ≤1 %95+ / %25+ 2 (-) 
5 43 IDC ADK 3,5 3/14 ≤2 %95+ / %90+ 1 (-) 
6 55 IDC ÜİK - - - - / 1 (-) 
7 83 IDC ADK 1 - - - / - 1 %0,5 
8 61 IDC ÜİK 1,5 – 1 1/15 ≤2 %10+ / %70+ 2 %90 
9 60 MEDÜLLER CA ÜDK 5 0/2 - - / - 3 (-) 
10 43 IDC AİK 3 3/3 ≥2 - / - 3 %90 
11 67 IDC/INTRA DC ÜİK 1,7 0/20 - %30+ / - 1 (-) 
12 47 IDC ÜDK 3 0/17 - %70+ / %70+ 1 %1 
13 50 IDC ÜDK 2,2 - - %80+ / %30+ 2 %0.5 
14 53 IDC ÜDK 2,5 - - %60+ / - 3 %90 
15 56 MEDÜLLER CA ÜDK 3,5 0/22 - - / - 3 %95 
16 71 LOBÜLER  CA ADK 1,5 0/20 - %90+ / - 1 (-) 
17 63 IDC/INTRA DC ÜDK 2,5 6/14 1,5  %40+ / %70+ 1 %1 
18 50 IDC ÜİK 1 0/21 - - / %30+ 1 (-) 
19 52 IDC+LOBÜLER 

CA 
ÜDK 2,3 51/48 3  -  /  - 2 (-) 

20 55 IDC - - - %80+ 
/ 
%50+ 

1 %3  

IDC:İnvaziv Duktal Karsinom, ÜİK: Üst iç Kadran, ÜDK: Üst Dış Kadran, ADK: Alt Dış Kadran, AİK: Alt İç Kadran, 
CA: Karsinom 
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Tablo 2. Ekson 5 ve 7’ye ait enzim kesimi sonuçları. 

Olgu 
No 

Exon 5 Mutasyon 
(Hae II Enzim Ke-

simi ile) 

Exon 7 Mutasyon 
(Hae III 

EnzimKesimi ile) 
1 Var Yok 
2 Yok Yok 
3 Yok Yok 
4 Yok Yok 
5 Yok Yok 
6 Yok Yok 
7 Yok Yok 
8 Yok Yok 
9 Var Yok 
10 Var Yok 
11  Var Yok 
12 Yok Yok 
13  Yok Var 
14  Yok Yok 
15  Yok AY 
16  Yok Yok 
17  Yok Var 
18  Yok AY 
19  Yok Yok 
20  Yok Yok 

AY: Amplifikasyon Yok 
 

 
Şekil 1. 8 numaralı olguya ait hematoksilen eonzin ve 
immünohistokimyasal p53 proteini boyanma görüntüleri 

TARTIŞMA 
 
Yapılan pek çok çalışmada meme kanserlerinde 

p53 mutasyon sıklığının %15-71 arasında değiştiği 
tespit edilmiştir (22-24). Sporadik meme kanserleri-
nin oluşumunda p53 gen değişikliklerinin sıklığı ise 
%46 dolayındadır (8). Bu çalışmada ekson 5 ve 7 
için yaptığımız enzim kesimi sonucunda elde ettiği-
miz p53 gen mutasyon oranı %30 olarak gözlenmiş-
tir.  

Bir çok çalışmada saptanan sıklığın bütün genin 
veya ekson 5-8’deki korunmuş bölgelerin çalışılması 
ve farklı evrelerin farklı dağılımlar göstermesine 
rağmen popülasyonlar arasında anlamlı farklılıklar 
gözlenmiştir (2). 

Berns ve arkadaşları kodlanan bütün eksonları 
(ekson 2-11) içeren çalışmaların çoğunda değişimle-
rin yaklaşık %10’unun korunmuş bölgelerin (ekson 
5-8) dışında olduğunu bildirmişlerdir (25). 

p53 geninde çalıştığımız ekson 5 ve 7’ye ait 
mutasyon oranlarını ayrı ayrı değerlendirdiğimizde; 
ekson 5’de görülen mutasyon oranı %20, ekson 7 de 
ise %11,8’dir. 

Bir çalışmada lenf nodu metastazı pozitif olan-
ların, lenf nodu metastazı negatif olanlardan, büyük 
tümörlerin ya da ileri safhadaki hastalık tümörleri-
nin, küçük tümörlerden daha yüksek oranda mutas-
yona uğrama riskinin olduğu bildirilmiştir (2). Ça-
lışmamızda kullandığımız 20 tümör örneğinden 8 
tanesinde lenf nodu metastazı pozitif olup bu olgu-
lardaki mutasyon oranı %25 (2 olgu) iken, lenf nodu 
metastazı olmayan 12 olguda ise bu oran %33.3 (4 
olgu) olarak bulunmuştur. Lenf nodu metastazı pozi-
tif olan mutasyonlu olgularda tümörler grade 1 dir. 
Bununla birlikte çalışmamızdaki lenf nodu metastazı 
pozitif ve grade 3 olan olgularda tümör boyutu orta-
laması 2,7 cm’dir. Bu da yukarıda belirtilmiş olan 
veriyle ilişki göstermektedir.  

Ho ve Done’nin çalışmalarına göre p53 mutas-
yonunun invaziv meme kanseri gelişiminden önce 
Duktal Karsinoma İn Situ (DCIS; Intraduktal 
karsinom)’da oluştuğu görülmüştür. Low-grade 
DCIS’da risk sıfır civarında iken, high-grade 
DCIS’da bu oran %30-40 kadardır (26, 27). 

Çalışmamızda ise değerlendirdiğimiz kanserli 
olguların %70’inin histolojik türü invaziv duktal 
kasinomdur. Bunlarda mutasyon oranı %21,4 (14 
olgudan 3 tanesinde) iken çalışmamızdaki diğer his-
tolojik türlerde 6 olgudan 3 tanesinde mutasyon tes-
pit edildi. Ayrıca çalışmamızda 2 olguya ait histolo-
jik türde invaziv ve non-invaziv kompenentler bir 
arada bulunmaktadır ve bu olguların ikisinde de mu-
tasyon görülmüştür. 
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Berns ve arkadaşları, çalışmalarında genç olgu-
ların tümörlerindeki p53 gen mutasyonunun daha 
yüksek sıklıkta olduğunu bildirmişlerdir (25). Ça-
lışmamızda yer alan 20 olguya ait yaş ortalaması 
58’dir. Mutasyonlu olguların yaş ortalamaları da 
58’dir. En fazla mutasyonlu hastanın bulunduğu yaş 
aralığı ise 61-70 arasındadır. 

Östrojen ve progestron reseptör pozitifliği ol-
gunun daha iyi bir prognoza sahip olduğunun bir 
göstergesidir. Reseptör pozitifliğinin araştırılması 
olgunun tedaviye yanıtı açısından önem taşır. 
Celmons ve Gross çalışmalarında antiöstrojen teda-
visine en yüksek oranda (∼%80) yanıtın östrojen ve 
progestron reseptörlerin pozitif olduğu olgularda gö-
rüldüğünü,  daha düşük seviyedeki yanıtların da 
(%25-45) reseptörlerin sadece birinin pozitif olduğu 
durumlarda izlendiğini, her iki reseptörün bulunma-
dığında ise çok az sayıda olgudan (%10’un altında) 
yanıt beklendiğini bildirmişlerdir (28). Bu çalışmada 
tümör örneklerini kullandığımız olgulardaki östrojen 
progesteron reseptör sonuçlarına göre; her ikisinin 
pozitif olduğu olgulardaki mutasyon oranı %25, her 
ikisinin negatif olduğu olgularda %28,6 ve birinin 
pozitif diğerinin negatif olduğu olgularda ise 
%50’dir.  

Meme kanserlerinde mutasyona uğramış p53 
proteininin varlığının belirlenmesinde 
immünohistokimyasal boyama yöntemleri kullanıl-
maktadır. Bunun temelinde ise normalde yarı ömrü 
kısa olan p53 proteininin missens mutasyonlar sonu-
cunda yaygın genetik değişimi sonrasında yarı öm-
rünün uzamasına bağlı olarak hücrede birikmesi ve 
bu durumun monoklonal antikorlar aracılığıyla sap-
tanması yer almaktadır (29, 30). p53 gen mutasyon-
larının çoğunluğu ekson 5-8 arasındaki korunmuş 
bölgede bulunmaktadır. Bu bölgedeki mutasyonların 
yaklaşık %72’si immun boyama ile saptanabilen 
missens mutasyonlardır (15). Mutant p53 geninin 
meme kanseri prognozundaki rolünü açığa kavuş-
turmaya çalışan ilk çalışmalar IHC kullanılarak p53 
birikimini saptamaya yöneliktir. Ayrıca 9000’den 
daha fazla meme kanseri hastasının analizinde p53 
overekspresyonunun tahmine dayalı ve prognostik 
değeri zayıf bulunmuştur (31). Diğer yöntemlerden 
biri olan  dizi analizi ile p53 mutasyonlarının sap-
tanması kuvvetli prognostik öneme sahiptir  (32-35). 
Nonberg ve Geisler, çalışmalarında meme kanserin-
de IHC ile ölçülen p53 protein birikimi ve dizi ana-
lizi ile saptanan p53 gen mutasyonu arasındaki iliş-
kinin %75’den daha az olduğunu bildirmişlerdir (36, 
37). 

İmmünohistokimyasal yöntemle p53 proteinin 
belirlenmesine yönelik 20 olgu üzerinde yapılan bu 

çalışma sonrasında elde edilen bulgularla mutasyon 
bulguları karşılaştırıldığında önemli sayılabilecek bir 
ilişki olmadığı görülmüştür. Boyanma sonrasında 9 
olguya ait örnekte %0,5-90 p53 protein pozitifliği 
tespit edildi. Bu 9 olgudan sadece 3 tanesinde p53 
gen mutasyonu tespit edildi. p53 gen mutasyonları-
nın saptanmasında moleküler yöntemlerin duyarlılığı  
diğer yönteme göre daha başarılıdır. Sonuç olarak 
immunohistokimyasal yöntemle yapılan çalışmaların 
moleküler yöntemlerle desteklenmesi uygundur. 
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