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OZET: Kanser bir seri progressif genetik degisiklikler so-
nucunda olusan ¢ok basamakli bir hastaliktir. Simdiye ka-
dar bir grup protoonkogen ve tiimor supressor gen iizerin-
de meydana gelen degisikliklerin kanser olusumunda etkili
oldugu ortaya konmustur. Timdr supressor gen grubundan
olan ve kanser olusumunda etkili olan genlerin basinda
p53 gelmektedir. pS3 meme kanserinin gelisiminde olduk-
¢a etkili oldugu bilinmektedir, bu nedenle p53 gen mutas-
yonlarinin tespitinin hastaligin takibinde ve erken tanisin-
da onemli bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢a-
lismada, meme kanserlerinde p53 genindeki ekson 5 ve
7’ye ait mutasyonlarin = goriilme  sikhigt  ve
immunohistokimyasal ydéntem ile p53 proteininin varligi-
nin tespitini amagladik. Buna bagli olarak meme kanseri
tanis1 konmus 20 olguya ait tiimor dokusundan izole edi-
len DNA o6rneklerinden PCR teknigi kullanilarak ekson 5
ve 7 amplifiye edildi ve enzim kesimi ile mutasyon varlig
arastirildi. Calisma sonunda 20 olguya ait p53 genindeki
ekson 5 ve 7’ye ait mutasyon orani toplam %30 olarak bu-
lundu. Ekson 5’e ait mutasyon orani %20 ve ekson 7’ye
ait mutasyon orant %11,8 olarak saptandi.

Ayni 6rneklere immunohistokimyasal yontem ile p53 an-
tikoru uygulandi. Boyanma sonrasinda 4 olguya ait 6rnek-
te %90 ve tlizeri, 1 olguda %3, 2 olguda %1 ve 2 olguda
%0,5 p53 protein pozitifliginin varlig tespit edildi. Olgu-
larmn 11 tanesinde p53 protein varlig1 gézlenmedi.
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.
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GIRiS

Diinyada yilda goriilen 10 milyon yeni kanser
olgusunun %10’u, meme kanseri olgularina aittir.
Her yil 1 milyondan fazla meme kanseri tanisi alan
olgulardaki o6lim ise 400.000 dolayindadir. Bu
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Oliimlerin %55°1 gelismis iilkelerde goriilmektedir
(1). Meme kanserinde son 20 yilda hastaligin
insidansi yiikselmis olmasina ragmen erken tani ve
sistemik yayilima karsi daha aktif tedavi yontemle-
rinin gelistirilmesinin sonucu olarak prognoz daha
iyi yonde gelisme gostermistir (2). Ailesel, genetik,
cografi cesitlilik, yas, kesintisiz adet gorme, ilk do-
gum yasi, gebeligin, dogumdan 6nce sonlandirilmast
(6zellikle ilk li¢ ayda) ve fibrokistik degislikler gibi
birtakim faktdrler meme kanseri riskini artirmaktadir
(3-5).

Timor baskilayicr bir gen olan pS3 geni 17.
kromozomun kisa kolunda (p13) yer almaktadir (6-
14). p53 geninin hiicre siklusunda gerekli oldugu ve
hiicre boliinmesinde yagamsal éneme sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica DNA’nin sentezi ve tamirinde,
hiicre farklilasmasinda ve programlanmis hiicre
6liimiinde (apopitoz) gorev almaktadir (6, 7, 15).

Tiim kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde
de rapor edilen p53 gen mutasyonlarinin biiyiik go-
gunlugu evrim siirecinde ¢ok iyi bir sekilde korun-
mug olan 5-8. eksonlarinda goriilmektedir (6, 15,
16). p53 geninde en sik tanimlanan mutasyonlar
nokta mutasyonlari olup, delesyon ve insersiyon ti-
pindeki mutasyonlar daha az goriilmektedir (6, 17).
Korunmus bolgelerde bulunan 175., 248., 249., 273.
ve 282. kodonlardaki mutasyonlarin insidansi diger
kodonlara gore daha yiiksek bulunmustur (6, 9, 18).

Meme karsinomlarinda bulunan ¢ogu p53 gen
mutasyonlarinin, immiinohistokimyasal (IHC) yon-
temle saptanabilen kararli, fonksiyonu yetersiz ve
yikilmayan p53 proteininin tiimor hiicrelerinde biri-
kimine yol ac¢tig1 bildirilmistir (19, 20).

Bu ¢alismada meme kanseri tanisi konmus olan
hastalarda p53 geni ekson 5 ve 7°de yer alan 175. ve
249. kodona ait mutasyonlar Haell ve Haelll enzim
kesimi ile belirlendi. Ayrica hastalara ait timor doku
kesitlerine immiinohistokimyasal yontem ile p53 an-
tikoru uygulanarak p53 protein pozitifligi ile meme
kanseri arasindaki iligkiye bakildi.

GEREC VE YONTEM

Calismada meme kanseri tanisi konulmug 20
olguya ait parafine gomiilii tiimor doku Ornekleri
kullanildi. Tek kullanimlik mikrotom bicagi kul-
lanilarak dokulardan 2 pm’lik 10’ar kesit alindi
Alman kesitlere sirasiyla deparafinizasyon, yikama,
lizis, purifikasyon, presipitasyon, yikama ve siispan-
siyon agamalarindan olusan “ksilen — tuzla uzak-
lastrma” yontemi kullanildi (21). Elde edilen
DNA’larin saflik ve miktarint belirlemek i¢in spek-
trofotometrik 6l¢tim yapildi.
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Olgulara ait DNA ornekleri p53 genine ait 5.
ekson amplifikasyonu i¢in 94 °C’de 7 dakika ilk
denatiirasyon, 35 dongi 94 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 55 °C’de 2 dakika baglanma, 72 °C’de
2 dakika uzama ve 72 °C’de 7 dakika son uzama, 7.
ekson aplifikasyonu igin 94 °C’de 7 dakika ilk
denatiirasyon, 35 dongii 94 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de
1 dakika uzama ve 72 °C’de 7 dakika son uzama
olan PCR sartlarma programlanmis olan thermal
cycler’da amplifikasyona birakildi.

397 b¢ uzunlugunda olan ekson 5 ve 6’ya ait
primerler birlikte dizayn edildiginden dolay1 ekson
5’in amplifikasyonu ekson 6 ile birlikte gerceklesti-
rilmistir. Ekson 7 ise 110 bg¢ uzunlugundadir.

PCR uygulamasi sonucunda, amplifikasyon
driinleri %2’lik agaroz jel elektrofeziyle, BsuRI
(HaellII) Marker kullanilarak kontrol edildi. Ekson 5
ve 6’ya ait 397 bazlik PCR firiinleri sadece 5.
eksonda yer alan 175. kodonda ki CGC sekansini ta-
niyan Haell (Haemophilus aegyptius) enzimi ile
muamele edildi. 7. ekson amplifikasyon {irlinii 249.
kodonda bulunan GGCC sekansimi taniyan Haelll
(Haemophilus aegyptius) enzimi ile muamele edildi.
5. ve 6. eksonlarin amplifikasyon {riiniiniin Hae II
enzimi ile ve 7. ekson amplifikasyon iiriiniiniin Hae
IIT enzimi ile muamelesi igin, 1ul enzim, 1ul 10X M
tamponu ve 8,5 ul PCR amplifikasyon {irtinii 0,2
ml’lik steril ependorf tiipiine konduktan sonra, 1 saat
37 °C etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi en-
zim aktivitesi 10X ytlikleme tamponu ile durduruldu.
BsuRI (Haelll) Marker kullanilarak, 5. ve 6.
eksonlarm enzim kesim iiriinii %2’lik agaroz jel, 7.
ekson enzim kesim {irtini %10’luk (%5 gliserinli)
poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii. Sonug-
lar UV transilliiminator de degerlendirildi.

5. ekson Haell enzimi ile muamele edildiginde
mutasyon olmamasi durumunda 163 ve 234 bazlik
iki pargaya ayrilmasi, mutasyon olmasi halinde ise
enzimin tanidigi kesim bolgesi ortadan kalkacagi
icin kesilmemis 397 bazlik tek parca goriilmesi bek-
lendi. Ekson 7 i¢in degerlendirmede amplifikasyon
triniinin Haelll ile muamelesi sonucunda, mutas-
yon olmamasi halinde kesim gergeklesecegi igin 75
ve 35 bazlik iki parcaya ayrilmasi, mutasyon olmasi
halinde ise Haelll kesim noktasi ortadan kalktigin-
dan 110 bazlik kesilmemis bir par¢a goriilmesi bek-
lendi.

p53 proteininin immiinohistokimyasal ydntem
ile tespit etmek i¢in olgulara ait tiimor dokularinin
parafin bloklarindan 3pum kalinliginda alinan kesitler
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once deparafinizasyon islemi uygulanarak boyaya
hazirlandi. Daha sonra bu kesitler antijenlerin ve
hidrojenlerin agiga c¢ikartilmasi, proteinlerin bloke
edilmesi, antikor ile inkiibasyon, isaretleme ve kon-
tur boyama basamaklarindan gecirilerek boyama is-
lemi tamamlandi. Degerlendirmede niikleer boyan-
ma gosteren pS53 antikoru mikroskopta incelenerek
pozitiflik oranlar1 belirlendi.

BULGULAR

Calismada klinik ve laboratuvar olarak meme
kanseri tanist almis olan 20 hastaya ait olan parafine
gomiilii timor doku 6rnegi kullanildi. Bunlarin histolo-
jik tiirleri, lokalizayonu, tiimdr boyutu, lenf nodu tutu-
lumu (metastazi), lenf nodu sayis1 ve ¢api, Ostrojen-
progesteron  reseptdr  pozitifligi, derecesi ve
immunohistokimyasal olarak ¢aligmasi yapilan p53
proteini ekspresyonu degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Calismamizda p53 geni ekson 5 ve 7’ye ait
PCR iiriinlerine uygulanan enzim kesimi sonuglari
Tablo 2.’de verilmistir.

Ekson 5’¢ ait ¢aligmalar sonucunda 20 olgunun
PCR amplifikasyon sonuglar1 ve enzim kesim sonug-
lar1 eksiksiz gergeklesirken, ekson 7’ye ait ¢alisma-
lar sirasinda bir olguya ait amplifikasyon gercekles-
tirilemezken, iki olguya ait kesim sonucu da alina-
mamustir. Bu hastalarin 6rneklerine yapilan tekrarlar
sonrasinda yine ayni sonuglarla kargilagilmistir.

Immiinohistokimya yontemiyle p53 antikoru
uygulanan o6rnekler uzman patolog tarafindan bo-
yanma yiizdesine gore degerlendirildi. Bu sonuclar
Tablo 1°de verilmistir. Sonuglara ait segilen 8 nolu
olgunun hematoksilen-eozin ve immiinohistokimya
metoduyla p53 boyanan preparatlarina ait resimler
Sekil 1.’de gosterilmistir.

Tablo 1. Parafine gomiilii meme dokusu érneklerinin laboratuvar degerlendirme sonuglart.

Olgu Ya Histolojik Tiir Lokali- Timor Lenf Lenf ER-PR Grade pS3
No S zasyon Boyutu Nodu Nodu Reseptorii Boyanma
(cm) Sayis1  Capr Yiizdesi
(cm)
1 65 IDC - 1,505 730 25 %50+ / - 1 )
2 39 IDC UIK,ADK  2-1 0/15 2-1 %95+ / %85+ 1 )
3 62 IDC UDK 2 0/33 2 -/- 2 “)
4 78 IDC UIK 2,3 2/23 <1 %95+ / %25+ 2 )
5 43  IDC ADK 3,5 314 <2 %95+ / %90+ 1 )
6 55 IDC UIK - - - -/ 1 )
7 83 IDC ADK 1 - - -/- 1 %0,5
8 61 IDC UiK 1,5-1  1/15 <2 %10+ / %70+ 2 %90
9 60 MEDULLER CA UDK 5 0/2 - -/- 3 “)
10 43 IDC AIK 3 3/3 >2 -/- 3 %90
11 67 IDC/INTRADC UIK 1,7 0/20 %30+ / - 1 )
12 47 IDC UDK 3 0/17 - %70+ / %70+ 1 %1
13 50 IDC UDK 2,2 - - %80+ / %30+ 2 %0.5
14 53 IDC UDK 2,5 - - %60+ / - 3 %90
15 56 MEDULLER CA UDK 3,5 0/22 - -/- 3 %95
16 71 LOBULER CA  ADK 1,5 0/20 - %90+ / - 1 “)
17 63 IDC/INTRADC UDK 2,5 6/14 1,5 %40+ / %70+ 1 %1
18 50 IDC UIK 1 0/21 - -/ %30+ 1 )
19 52 IDC+LOBULER UDK 2,3 51/48 3 -/ - 2 )
CA
20 55 IDC - - - %80+ 1 %3
/
%50+

IDC:Invaziv Duktal Karsinom, UIK: Ust i¢ Kadran, UDK: Ust Dis Kadran, ADK: Alt Dis Kadran, AIK: Alt I¢ Kadran,

CA: Karsinom
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Tablo 2. Ekson 5 ve 7’ye ait enzim kesimi sonuglart.

Exon 5 Mutasyon Exon 7 Mutasyon

Olgu

No (Hae II Enzim Ke- (Hae IIT
simi ile) 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
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Sekil 1. 8 numarali olguya ait hematoksilen eonzin ve
immiinohistokimyasal p53 proteini boyanma goriintiileri
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TARTISMA

Yapilan pek ¢ok calismada meme kanserlerinde
p53 mutasyon sikliginin %15-71 arasinda degistigi
tespit edilmistir (22-24). Sporadik meme kanserleri-
nin olusumunda p53 gen degisikliklerinin siklig1 ise
%46 dolaymdadir (8). Bu ¢alismada ekson 5 ve 7
icin yaptigimiz enzim kesimi sonucunda elde ettigi-
miz p53 gen mutasyon orani %30 olarak gozlenmis-
tir.

Bir ¢ok ¢alismada saptanan sikligin biitiin genin
veya ekson 5-8’deki korunmus bolgelerin ¢alisiimast
ve farkli evrelerin farkli dagilimlar géstermesine
ragmen popiilasyonlar arasinda anlamli farkliliklar
gozlenmistir (2).

Berns ve arkadaslar1 kodlanan biitiin eksonlar1
(ekson 2-11) igeren ¢aligmalarin ¢ogunda degisimle-
rin yaklasik %10’unun korunmus bélgelerin (ekson
5-8) disinda oldugunu bildirmislerdir (25).

p53 geninde calistigimiz ekson 5 ve 7’ye ait
mutasyon oranlarint ayr1 ayrt degerlendirdigimizde;
ekson 5’de goriilen mutasyon orani %20, ekson 7 de
ise %11,8°dir.

Bir ¢alisgmada lenf nodu metastazi pozitif olan-
larin, lenf nodu metastazi negatif olanlardan, biiyiik
timorlerin ya da ileri sathadaki hastalik tiimorleri-
nin, kii¢iik timorlerden daha yiiksek oranda mutas-
yona ugrama riskinin oldugu bildirilmistir (2). Ca-
lismamizda kullandigimiz 20 timér orneginden 8
tanesinde lenf nodu metastaz1 pozitif olup bu olgu-
lardaki mutasyon orani %25 (2 olgu) iken, lenf nodu
metastazi olmayan 12 olguda ise bu oran %33.3 (4
olgu) olarak bulunmustur. Lenf nodu metastazi pozi-
tif olan mutasyonlu olgularda tiimorler grade 1 dir.
Bununla birlikte ¢alismamizdaki lenf nodu metastazi
pozitif ve grade 3 olan olgularda timér boyutu orta-
lamas1 2,7 cm’dir. Bu da yukarida belirtilmis olan
veriyle iligki gostermektedir.

Ho ve Done’nin ¢aligmalarina gére p53 mutas-
yonunun invaziv meme kanseri gelisiminden once

Duktal Karsinoma In Situ (DCIS; Intraduktal
karsinom)’da olustugu goriilmiistiir. Low-grade
DCIS’da risk sifir civarinda iken, high-grade

DCIS’da bu oran %30-40 kadardir (26, 27).

Calismamizda ise degerlendirdigimiz kanserli
olgularin %70’inin histolojik tlirii invaziv duktal
kasinomdur. Bunlarda mutasyon oram1 %21,4 (14
olgudan 3 tanesinde) iken ¢alismamizdaki diger his-
tolojik tiirlerde 6 olgudan 3 tanesinde mutasyon tes-
pit edildi. Ayrica ¢alismamizda 2 olguya ait histolo-
jik tiirde invaziv ve non-invaziv kompenentler bir
arada bulunmaktadir ve bu olgularin ikisinde de mu-
tasyon goriilmiistir.
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Berns ve arkadaglari, caligmalarinda geng olgu-
larn tiimorlerindeki p53 gen mutasyonunun daha
yiiksek siklikta oldugunu bildirmislerdir (25). Ca-
lismamizda yer alan 20 olguya ait yas ortalamasi
58’dir. Mutasyonlu olgularin yas ortalamalar1 da
58’dir. En fazla mutasyonlu hastanm bulundugu yas
aralig1 ise 61-70 arasindadir.

Ostrojen ve progestron reseptér pozitifligi ol-
gunun daha iyi bir prognoza sahip oldugunun bir
gostergesidir. Reseptor pozitifliginin arastirilmast
olgunun tedaviye yanitt agisindan Onem tagir.
Celmons ve Gross ¢aligmalarinda antidstrojen teda-
visine en yiiksek oranda (~%80) yanitin dstrojen ve
progestron reseptorlerin pozitif oldugu olgularda g6-
rildiigiini, daha disiik seviyedeki yanitlarin da
(%25-45) reseptorlerin sadece birinin pozitif oldugu
durumlarda izlendigini, her iki reseptoriin bulunma-
diginda ise ¢ok az sayida olgudan (%10’un altinda)
yanit beklendigini bildirmislerdir (28). Bu ¢aligmada
tiimor orneklerini kullandigimiz olgulardaki 6strojen
progesteron reseptdr sonuglarina gore; her ikisinin
pozitif oldugu olgulardaki mutasyon orani %25, her
ikisinin negatif oldugu olgularda %28,6 ve birinin
pozitif digerinin negatif oldugu olgularda ise
%50°dir.

Meme kanserlerinde mutasyona ugramis p53
proteininin varligimin belirlenmesinde
immiinohistokimyasal boyama yontemleri kullanil-
maktadir. Bunun temelinde ise normalde yar1 6mrii
kisa olan p53 proteininin missens mutasyonlar sonu-
cunda yaygin genetik degisimi sonrasinda yar1 6m-
riiniin uzamasina bagl olarak hiicrede birikmesi ve
bu durumun monoklonal antikorlar araciligiyla sap-
tanmas1 yer almaktadir (29, 30). p53 gen mutasyon-
larinin ¢ogunlugu ekson 5-8 arasindaki korunmus
bolgede bulunmaktadir. Bu bdlgedeki mutasyonlarin
yaklasik %72’si immun boyama ile saptanabilen
missens mutasyonlardir (15). Mutant p53 geninin
meme kanseri prognozundaki roliinii agiga kavus-
turmaya ¢aligan ilk ¢aligmalar IHC kullanilarak p53
birikimini saptamaya ydoneliktir. Ayrica 9000’den
daha fazla meme kanseri hastasinin analizinde p53
overekspresyonunun tahmine dayali ve prognostik
degeri zayif bulunmustur (31). Diger yontemlerden
biri olan dizi analizi ile p53 mutasyonlarinin sap-
tanmas1 kuvvetli prognostik 6neme sahiptir (32-35).
Nonberg ve Geisler, calismalarinda meme kanserin-
de IHC ile olgiilen p53 protein birikimi ve dizi ana-
lizi ile saptanan p53 gen mutasyonu arasindaki ilis-
kinin %75’den daha az oldugunu bildirmislerdir (36,
37).

Immiinohistokimyasal yoéntemle p53 proteinin
belirlenmesine yonelik 20 olgu iizerinde yapilan bu

caligma sonrasinda elde edilen bulgularla mutasyon
bulgulari karsilastirildiginda 6nemli sayilabilecek bir
iliski olmadig1 goriilmiistiir. Boyanma sonrasinda 9
olguya ait ornekte %0,5-90 p53 protein pozitifligi
tespit edildi. Bu 9 olgudan sadece 3 tanesinde p53
gen mutasyonu tespit edildi. p53 gen mutasyonlari-
nin saptanmasinda molekiiler yontemlerin duyarlilig
diger yonteme gore daha basarilidir. Sonug olarak
immunohistokimyasal yontemle yapilan ¢aligmalarin
molekiiler yontemlerle desteklenmesi uygundur.
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