
ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.
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ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.
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GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.
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Ekstrahepatik Kolanjiokarsinomalı 
Hastalarda Safra Sıvısında Tespit Edilen 
P53 Gen Mutasyonunun Tanı ve Prognozu 
Belirlemedeki Rolü

The Role of P53 Gene Mutation Detected in 
Bile Fluid in the Diagnosis and Determining 
Prognosis of Patients with Extrahepatic 
Cholangiocarcinoma

ÖZGÜN
ARAŞTIRMA
Original Article

SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.

Anahtar Sözcükler: 
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sıvısı, Endoskopik retrograd kolan-
jiopankreatografi 

ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.

Key Words: 
Extrahepatic cholangiocarcinoma, p53 gene mutation, Bile 
fluid, Endoscopic retrograde cholangiopancreatography

GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.
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SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.

Anahtar Sözcükler: 
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sıvısı, Endoskopik retrograd kolan-
jiopankreatografi 

ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.

Key Words: 
Extrahepatic cholangiocarcinoma, p53 gene mutation, Bile 
fluid, Endoscopic retrograde cholangiopancreatography

GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.
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SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.

Anahtar Sözcükler: 
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sıvısı, Endoskopik retrograd kolan-
jiopankreatografi 

ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.

Key Words: 
Extrahepatic cholangiocarcinoma, p53 gene mutation, Bile 
fluid, Endoscopic retrograde cholangiopancreatography

GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.
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SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.

Anahtar Sözcükler: 
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sıvısı, Endoskopik retrograd kolan-
jiopankreatografi 

ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.

Key Words: 
Extrahepatic cholangiocarcinoma, p53 gene mutation, Bile 
fluid, Endoscopic retrograde cholangiopancreatography

GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.
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SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZ 
Amaç: 
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma 
tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini yapmak oldukça güçtür. Bu çalışmada 
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan hastalarda safra sıvısında P53 gen mutasyonun 
araştırılması ve bunun tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamayacağının belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntem: 
Çalışmaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanısı konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da 
malignite dışı nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapılmış olan 40 
hasta alındı. Bu hastaların ERCP sırasında alınan safra sıvılarında p53 tümör supresör geninin 
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarında mutasyon araştırıldı.

Bulgular: 
Kolanjiokarsinomalı hastalardan oluşan grupta safra sıvısında p53 geninin 5.  eksonunda 4 adet, 
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanıldı. Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mu- 
tasyonun varlığı açısından ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in 
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık olduğu görüldü (p < 0,05). 

Sonuç: 
Bu çalışmada ekstrahepatik kolanjiokarsinomalı olgularda safra sıvısında p53 geninde ekson 5-8 
de daha önce tanımlanmamış mutasyonlar tanımlanmıştır. Bu mutasyonların hepsinin klinikte 
kullanımında tanı koymaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter olabileceği 
düşünülmüştür.

Anahtar Sözcükler: 
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sıvısı, Endoskopik retrograd kolan-
jiopankreatografi 

ABSTRACT
Objective: 
Despite recent developments in diagnostic methods, diagnosis and preoperative evaluation of 
extrahepatic cholangiocarcinoma is difficult. This study aimed to investigate the P53 gene muta-
tion in the bile fluid in patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcinoma, and to deter-

mine whether it could guide the diagnosis and prognosis.

Method: 
Forty patients diagnosed with extrahepatic cholangiocarcino-
ma and 40 patients who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) for reasons other than 
malignancy as a control group were included in the study. 
Mutations in the codons of exon 5 and 8 of the p53 tumor 
suppressor gene were investigated in the bile fluids obtained 
during ERCP.

Results: 
In the group of patients with cholangiocarcinoma, 4 muta-
tions in the 5th exon and 2 mutations in the 8th exon of the p 
53 gene were detected in the bile fluid. When malignant and 
benign groups were compared, it was seen that there was a 
significant difference between the codon number 34007064 
and number 65389650 of exon 5 and codon number 
78378222 and number 35659787 of exon 8 in terms of the 
presence of mutation (p <0.05).

Conclusions: 
In this study, in cases with extrahepatic cholangiocarcinoma, 
mutations that were not previously identified in exon 5 and 8 
of the p53 gene in bile fluid were identified.  It was concluded 
that all of these mutations would not be sufficient for diagno-
sis, but could be strengthening findings in diagnosis.

Key Words: 
Extrahepatic cholangiocarcinoma, p53 gene mutation, Bile 
fluid, Endoscopic retrograde cholangiopancreatography

GİRİŞ
Kolanjiokarsinoma (KK) safra yolları epitelinden köken alan, 
agresif bir kanser türüdür. Hepatobiliyer malignensilerin % 
10-15’lik bir bölümünü oluşturmaktadır. Son yıllarda 
insidansı giderek artmakta olduğuna ilişkin raporlar yayın-
lanmaktadır. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak sınıflandırılmaktadır. En çok görülen biçimi hiler 
tümörler (‘Klatskin’ Tümörü) olup bu tümörlerin sınıflan-
dırılması için “Bismuth-Corlette” Sınıflaması kullanılmak-
tadır. Histolojik olarak KK’nın çoğu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodüler 
(kitle oluşturmuş) ve papiller (intraduktal büyüyen) olmak 
üzere üç grupta değerlendirilir (1).
Günümüzde yeni tanısal tekniklerin ortaya çıkmasına rağmen 
KK tanısını koymak ve cerrahi öncesi değerlendirmesini 
yapmak güç olabilir. İntrahepatik KK’nın diğer kanser ve 
metastazlarından, ekstrahepatik KK’nın iyi huylu safra kanalı 
darlıklarından (inflamatuvar, fibrotik, otoimmün vs) ayırt 
edilmesi önemlidir (2).
Bu çalışmada, görüntüleme ve histopatolojik bulguları ile 
ekstrahepatik KK tanısı konulan hastalarda endoskopik 
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sırasında alınan 
safra sıvısında P53 gen mutasyonun araştırılması ve bunun 
tanı ve prognozu belirlemede yol gösterici olup olamaya-
cağının belirlenmesi amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışma için Süleyman Demirel Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Danışma Kurulu’ndan onay ve mali 
destek alınmıştır (Kara Sayı/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011). 
Çalışmada hastalardan “bilgilendirilmiş olur” alınmış, 
Araştırma Yayın Etiği ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine 
uyulmuştur. Çalışma için hastane yönetiminden gerekli 
izinler alınmıştır.  Bu makale Prof. Dr. Cem Koçkar’ın 
danışmanlığında Dr. Arzu Denler Kılıç’ın Süleyman Demirel 
Üniversitesi Hastanesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı’nda 
yapmış olduğu uzmanlık tezinden üretilmiştir.  

Hastaların Seçimi
Çalışmaya Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Gastroenteroloji Kliniği’ne karın ağrısı veya sarılık ile başvu-
ran ve yapılan tetkiklerinde kolestatik karaciğer enzimlerinde 
yükseklik, bilirubin yüksekliği ile birlikte tanısal amaçlı safra 
yollarına yönelik yapılmış radyolojik görüntülmelerde kısmi 
veya total olarak safra akışını engelleyen bir patoloji tespit 
edilen hastalar alındı. Hastalar safra yollarını tıkayan patolo-
jiye göre benign (kontrol grubu) ve malign olmak üzere 2 
gruba ayrıldı. 
Malign gruptaki hastalarda tanı, tümörden veya tümör 
metastazlarından alınan histopatolojik örnekleme ile birlikte 
görüntüleme yöntemleri ile safra yollarında tümöral lezyon-
ların görülmesi ile konuldu. 

ERCP Prosedürü
Tüm hastalara Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünite-
si’nde ERCP uygulandı. Hastalara işlem öncesi proflaksi 
amacıyla seftriakson 1 gr, işlem sırasında barsak kasılma-
larını azaltmak amacıyla hiyosin N-metil bromür, bilinçli 
sedasyon için midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandı. ERCP işlemi Fujinon duodenoskop 
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafından 
yapıldı. Tanısal kolanjiogram çekildikten sonra hastaların 
kanal içerisindeki safra sıvıları aspire edildi. Malign olan 
hastalarda ek olarak sitoloji fırçası ile tümör yüzeyi fırçala-
narak sitolojik materyal alındı. Benign gruptaki hastalarda ise 
pasajı tıkayan taş, çamur, temizlendikten sonra hastanın 
koledok içerisinden safra sıvısı aspire edildi.

Moleküler İnceleme
Tıbbı Genetik Laboratuvarında doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanılarak, ERCP sırasında alınan 1-2 ml safra 
sıvısından santrifüjle çöktürme prensibiyle bilier sistem 
hücreleri elde edildi. Bu hücrelerden, uygun sıcaklıkta 
inkübasyon, vorteks ve santrifüj aşamalarından sonra DNA 
izolasyonu tamamlandı. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de 
saklanmış, otomatik analizör ile direkt DNA dizi analizi 
yöntemi kullanılarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit 
edildi.

İstatistiksel Değerlendirme
P53 immünhistokimyasal ekspresyonunun tümörün 
büyüklüğü, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazı, 
uzak organ metastazı arasındaki ilişki ki-kare, Fisher’s exact 

test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile değerlendirilmiştir. P=0.05 anlam-
lılık düzeyi kullanılmıştır.

BULGULAR
Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign 
grupta hastaların çoğunda (25 hasta) koledok taşı mevcuttu. 
Malign gruptaki hastaların 24’üne distal, 16’sına proksimal 
ekstrahepatik KK tanısı konulmuştu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastaların tanılarına göre dağılımı.

Malign gruptaki 37 hastanın patolojik tanısı vardı. Bunlardan 
21 hastada intraoperatif alınan doku piyeslerinden tanı konul-
muş olup, sekiz hastada karaciğer metastazlarından alınan 
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tanı konuldu. Bir hastamız-
da umblikus cildindeki metastatik tümöral lezyondan alınan 
biyopsi ile bir hastamızda laparoskopik alınan periton 
metastazından histopatolojik tanı konuldu. Dört hastamızda 
endoskopik ultrasonografi esnasında alınan ince iğne aspi- 
rasyon biyopsisi, iki hastamızda ise ERCP esnasında alınan 
fırça sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Üç 
hastamızda histopatolojik tanı yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarlı tomografi 
görünümleri mevcuttu.

Hastalarımızın tanı anında 26’sında evre 4 hastalık vardı ve 
palyatif tedaviler uygulandı. Ortalama yaşam süresi 196 gün 
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardı ve bu 
hastada distal ekstrahepatik KK tanısı ile cerrahi tedavi uygu-
landı. Hastanın postoperatif doku tanısı adenokarsinom 
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On üç 
hastamız evre 3 KK tanısı aldı. Bu hastalarda da cerrahi 
tedavi uygulandı. Bir hasta postoperatif gelişen yara yeri 
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmuştur. Ortalama 
yaşam süresi 202 gün olarak bulundu (Tablo II). 

Tablo II.  Malign gruptaki hastalarda tümörün evresi, lokalizasyonu ve 
                  ortalama yaşam süreleri.

Safra Sıvısının Moleküler İncelenmesi
Hastalarda ERCP ile alınan safra sıvısında P53 geninin 5. 
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandı.
Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal 
pozisyonda adenin bazı yerine guanin gelmesiydi. Bu durum 
malign gruptaki hastaların 38’inde (%95) görülürken 2 hasta-
da (% 5) görülmedi. Bening gruptaki hastaların 36’sında 
(%80) görülürken 4 hastada (% 10) görülmedi. 
Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin 
bazının delesyona uğraması idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastaların 34’ünde (% 85) görülürken 6 hastada (%15) 
izlenmedi. Benign gruptaki hastaların ise 35’inde (% 87,5) 
görülürken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.
Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin 
bazının delesyona uğramasıyla idi. Malign hastaların 36’sın-
da (% 90) bu mutasyona rastlanıldı. Dört hastada (% 10) 
izlenmedi. Benign grupta ise hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin 
bazının insersiyona uğraması idi. Malign grupta hastaların 
39'unda    (% 97,5) bu mutasyona rastlanıldı. Bir hastada (% 
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastaların 34’ünde (% 85) bu 
mutasyona rastlanıldı. Altı hastada (% 15) izlenmedi.
Ekson 8 de 2 bölgede mutasyona rastlanıldı. Birinci mu- 
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin 
bazı yerine sitozin bazının gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) adenin 
bazı normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
ların 33’ünde (% 82,5) bu mutasyon görüldü, 7’sinde (% 
17,5) tespit edilmedi. 

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal 
pozisyonda guanin bazı yerine cadenin bazının gelmesiydi. 
Bu KK’lı hastaların 32’sinde (% 85) görüldü, 8’inde (% 15) 
görülmedi. Adenin bazı normal konumunu koruyordu. 
Benign gruptaki hastaların ise hastaların 20’sinde (% 50) 
görüldü, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.
Malign ve benign gruplar karşılaştırıldığında mutasyonun 
varlığı açısından Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu, 
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu, 
35659787 nolu kodonunda anlamlı farklılık vardı (p < 0,05). 
Bulgular Tablo III’de verilmiştir.

Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yüzdeleri.

 

Malign gruptaki 40 hastanın 22’si (%55) kadın, 18’i (%45) 
erkekti. Malign gruptaki hastaların cinsiyeti ile mutasyon 
bölgeleri karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
saptanılmadı. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu- 
tasyon bölgesi üzerine etkisi olmadığı düşünüldü (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara göre cinsiyet dağılımı.

Malign gruptaki hastaların mutasyonlara göre yaş ortalaması 
değerlendirildiğinde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu 
saptanmayan hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara göre yaş ortalaması.

Mutasyon olan ve olmayan hastaların tümör evreleri değer-
lendirildiğinde aralarında istatistiksel açıdan anlamlı fark 
bulunmadı. Mutasyonun varlığı ile hastalığın evresi 
ilişkilendirilememiştir (Tablo VI).

Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara göre tümör evrelemesi.

TARTIŞMA
Günümüzde görüntüleme yöntemlerinin oldukça gelişmiş 
olmasına rağmen ekstrahepatik KK görüntüleme yöntemle- 
riyle tanı konulması zor bir hastalıktır. Bu nedenle insidansı 
giderek artan bu tümörde yeni tanı metodlarının geliştirilme- 
sine çalışılmaktadır. Moleküler tanı yöntemleri son zamanlar-
da üzerinde durulan bir alternatiftir. Gelişmiş moleküler 
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan moleküler faktörlerin 
belirlenmesi ile önleme, tanı, tedavi ve prognoza katkı 
sağlamıştır (3).

Safra sıvısı kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda, safra 
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
muşken moleküler yöntemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi 
%75 olarak bildirilmiştir. Sitoloji ile birlikte moleküler 
biyomarkerların çalışılmasıyla sensitivitenin %50’ye, spesi-
fitenin %97’ye yükseldiği bulunmuştur (4). Fırça sitolojisinin 
malignite tespiti için duyarlılığı, özgüllüğü, pozitif prediktif 
değeri ve negatif prediktif değeri sırasıyla % 60,% 89,% 59 
ve % 89 bildirilmiştir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin 
sonuçları eklenerek iyileştirilmiştir (5).

Tümör süpresör genlerin inaktive olması ve onkogenlerin 
aktive olmasıyla hücrelerde malign trasformasyon görülür ve 
tümör oluşur. Kimyasal ajanlar ile P53 tümör supresör gen 
mutasyonu daha önce birçok insan malignitesinde gösteri- 
lmiştir. KK’da immünohistokimyasal olarak ve moleküler 
epidemiyolojik çalışmalarla P53 gen mutasyonu gösteril- 
miştir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de çalışılmıştır (6). KK 
'nın patogenezinde çeşitli sinyal kaskadları, molekülleri ve 
genetik mutasyonlarındaki anormallikler rol oynar. KRAS, 
BRF, TP53, Smad ve p16INK4a dahil olmak üzere genlerde 
bir dizi yüksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize 
edilir. 

Kolon, akciğer, mesane, meme, karaciğer, özofagus, deri, 
over karsinomlarında yumuşak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrıca lenfoma ve lösemilerde P53 gen mutasyonu sık 
görülmektedir (7). Solid tümörlerde P53 gen mutasyonu en 
sık kolorektal kanserlerde görülür ve hastalığın prognozunu 
yansıtmada önemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9). 
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonları yaklaşık 
%60 oranında görülmektedir. 

Çoğu kanserde TP53 en sık mutasyona uğramış genlerden 
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonları tüm KK ların 
yaklaşık % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve 
safra kesesi karsinomlarının intrahepatik KK’lardan daha 
yüksek bir TP53 mutasyonu sıklığına sahip olduğu bildiril- 
miştir (10). KK’da 90' dan fazla farklı P53 gen mutasyonu 
tanımlanmıştır. Bu durum toplumsal ve coğrafi farklılılar ile 
farklı çevresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11). 
Yüksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son 
çalışmalar, KK’nın genetik yapısını ortaya çıkarmış ve 
altında yatan biyolojiyi anlamamızı büyük ölçüde artırmıştır. 
Hücre döngüsü kontrolünde, hücre sinyal yollarında ve 
kromatin dinamiklerinde rol oynadığı bilinen TP53, KRAS, 
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi 
genlerdeki yüksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon, 
bunların araştırılmasına yol açmıştır (12,13).

Literatürde KK’da P53 sekanslarıyla yayınlanmış beş farklı 
çalışmada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mıştır. Bu çalışmalarda çok az olgu incelenmiş ve 5. ve 8. 
eksonlara odaklanılmıştır (14). Hiçbir çalışmada P53’ün tüm 
eksonları incelenmemiştir. Dolayısıyla gözden kaçmış pek 
çok önemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal 
transkripsiyonel fonksiyonları da önemlidir ve ekson 2-4 
tarafından kodlanır. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarılmasında önemlidir ve ekson 9-11 tarafından 
kodlanır. İnsan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve 
delesyonlar olabilir ancak en sık görülenler nokta mutasyon-
lardır ve bunlar N ve C terminallerinde görülür. İnsan kanser 
çalışmalarında insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11 
de 5-8 e göre daha sık görülür. Çalışmamızda da ekson 5 ve 
8’deki mutasyonlar araştırılmıştı. Ekson 5’deki 34007064 
nolu kodonunda sitozin bazının delesyona uğraması ve 
65389650 nolu kodonda timin bazının insersiyona uğraması,  
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda 
adenin bazı yerine sitozin bazının gelmesi ve 35659787 nolu 
kodonda normal pozisyonda guanin bazı yerine cadenin 
bazının gelmesi KK’lı hastalarda anlamlı olarak daha sık 
bulundu. 

Literatürde bugüne kadar yapılan çalışmalarda ortak saptanan 
nokta tümörün safhası ile gen değişikliği arasındaki pozitif 
ilişkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 
KK’lı dokularda 36 hastanın 22’sinde P53 gen mutasyonları 
görülmüşken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmuştur. 
P53 proteininin kolanjik epitel hücrelerinin çekirdeğinde 
lokalize olduğu tespit edilmiş ayrıca P53 protein salınımı 
olanlar ve olmayanlar arasında diferansiyasyon ve invazyon 
açısından belirgin farkılıklar bulunmuştur. Bununla birlikte 
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasında yaş, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazı, tümör 
evresi yönünden belirgin fark görülmemiştir (15). Bizim 
çalışmamızda da yaş, cinsiyet, lenf nodu metastazı, portal ven 
invazyonu, tümör evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamlı 
bir ilişki bulunamadı. Bu durumun bizim çalışmamızdaki 
hastaların çoğunun ileri evrede olması ve tüm mutasyon 
bölgelerinin hastalarda benzer sayıda ve yüksek oranda 
bulunuyor olması nedeniyle olabileceği düşünüldü. Ayrıca 

çalışmamızda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bölgesi ve 
66759322 nolu bölgesindeki mutasyonların tümör daha 
küçük boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya çıktığı ancak 
bu mutasyonların hastalığın sağ kalımı üzerine etkisi 
olmadığı tespit edildi.
Gemsitabin bazlı kemoterapi, safra yolu kanserleri için 
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direnç, klinik 
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun, 
KK’lı hastalarda zayıf klinikopatolojik özellikler ve hayatta 
kalma ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (10).

P53 protein immünreaktivitesini tümör bölgesi, tümör 
derecesi ve hastaların sağkalımı ile karşılaştırmak için eski 
antikor ile elde edilen immünohistokimyasal sonuçlar 
kullanılmıştır. Proksimal tümörlerin yaklaşık üçte birinin 
(3/10) zayıf P53 immünopozitifliği eksprese ettiği 
bulunurken, alt orta bölge tümörlerinde orta immünopozitivi-
te ve daha yüksek oran (18/29) gözlenmiştir. Son olarak 
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tümörlerinde orta ve 
belirgin P53 immünopozitifliği gözlenmiştir. Ampulla ve 
safra kesesinin alt orta bölgesi tümörlerinde, düşük dereceli 
neoplazmalara kıyasla yüksek dereceli P53 pozitifliği anlamlı 
derecede yüksek bulunmuştur. Tam takip edilen vakalarda 
(11 alt orta bölge tümörü), P53 negatif tümörü olan hastaların 
medyan sağkalımı 25,7 ay iken, P53 pozitif tümörü olanların 
sağkalımı 5,2 ay tespit edilmiştir (16).

Literatürde P53 gen değişiklikleri ile cinsiyet ve yaş arasında 
ilişki oldukça sık oranda araştırılmıştır. Yaş KK prognozunda 
etkili faktörlerden birisidir ve özellikle 60 yaş ve üzerindeki 
olgularda prognoz daha ağır seyretmektedir (3). Çalışmamız-
da cinsiyet ile P53 pozitifliği arasında istatistiksel bir ilişki 
saptanmamıştır. Bu bulgu literatür ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen değişikliğini etkileyen bir faktör olmadığını 
düşündürmektedir. Yine çalışmamızda yaş ile P53 genindeki 
mutasyonlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır.

SONUÇ
Sonuç olarak çalışmamızda safra sıvısının moleküler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’lı hastalarda, P53 geninde ekson 5 
ve 8’de daha önce tanımlanmamış bazı mutasyonlar tespit 
edilmiştir. Bu mutasyonların varlığı ile tümörün evresi 
arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. P53 gen mutasyon-
larının hepsinin klinikte kullanımında tek başına tanı kiteri 
olmaya yetmeyeceği, ancak tanıyı kuvvetlendirici bir kriter 
olabileceği düşünülmüştür.
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