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Ekstrahepatik Kolanjiokarsinomali
Hastalarda Safra Sivisinda Tespit Edilen
P53 Gen Mutasyonunun Tani ve Prognozu
Belirlemedeki Rolii

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

oz

Amag:

Gilintimiizde yeni tanisal tekniklerin ortaya ¢ikmasina ragmen ekstrahepatik kolanjiokarsinoma
tanisin1 koymak ve cerrahi Oncesi degerlendirmesini yapmak olduk¢a giigtiir. Bu caligmada
ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanisi konulan hastalarda safra sivisinda P53 gen mutasyonun
arastirilmasi ve bunun tani ve prognozu belirlemede yol gosterici olup olamayacaginin belirlen-
mesi amaglanmistir.

Yontem:

Calismaya ekstrahepatik kolanjiokarsinoma tanist konulan 40 hasta ve kontrol gurubu olarak da
malignite dis1 nedenlerle endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) yapilmis olan 40
hasta alindi. Bu hastalarin ERCP sirasinda alinan safra sivilarinda p53 tiimor supresor geninin
ekson 5 ve 8 nolu kodonlarinda mutasyon arastirildi.

Bulgular:

Kolanjiokarsinomali hastalardan olusan grupta safra sivisinda p53 geninin 5. eksonunda 4 adet,
8. eksonunda 2 adet mutasyon saptanildi. Malign ve benign gruplar karsilastirildiginda mu-
tasyonun varlig1 agisindan ekson 5’in 34007064 nolu ve 65389650 nolu kodonu ile ekson 8 in
78378222 nolu ve 35659787 nolu kodonunda anlamli farklilik oldugu gériildi (p < 0,05).

Sonug:

Bu calismada ekstrahepatik kolanjiokarsinomali olgularda safra sivisinda pS3 geninde ekson 5-8
de daha once tanimlanmamig mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin hepsinin klinikte
kullaniminda tan1 koymaya yetmeyecegi, ancak taniyr kuvvetlendirici bir kriter olabilecegi
disiinilmstiir.

Anahtar Sozciikler:
Ekstrahepatik kolanjiokarsinoma, P53 gen mutasyonu, Safra sivisi, 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-
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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 § 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

GIRIS

Kolanjiokarsinoma (KK) safra yollar1 epitelinden kdken alan,
agresif bir kanser tiiriidiir. Hepatobiliyer malignensilerin %
10-15’lik  bir bolimiinii olusturmaktadir. Son yillarda
insidans1 giderek artmakta olduguna iligkin raporlar yayimn-
lanmaktadir. KK, topografik olarak intrahepatik ve ekstrahe-
patik olarak siiflandirilmaktadir. En ¢cok goriilen bicimi hiler
timorler (‘Klatskin® Tiimdrii) olup bu tiimdrlerin siniflan-
dirilmasi icin “Bismuth-Corlette” Siniflamas1 kullanilmak-
tadir. Histolojik olarak KK’nin ¢ogu (> % 95) adenokar-
sinom’dur ve sklerozan (periduktal infiltrasyon), nodiiler
(kitle olusturmus) ve papiller (intraduktal biiyliyen) olmak
iizere ti¢ grupta degerlendirilir (1).

Glintimiizde yeni tanisal tekniklerin ortaya ¢ikmasina ragmen
KK tanisin1 koymak ve cerrahi 6ncesi degerlendirmesini
yapmak gii¢ olabilir. intrahepatik KK’nin diger kanser ve
metastazlarindan, ekstrahepatik KK’nin iyi huylu safra kanali
darliklarindan (inflamatuvar, fibrotik, otoimmiin vs) ayirt
edilmesi onemlidir (2).

Bu calismada, gorlintiileme ve histopatolojik bulgulart ile
ekstrahepatik KK tanist1 konulan hastalarda endoskopik
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) sirasinda alinan
safra sivisinda P53 gen mutasyonun arastirilmasi ve bunun
tan1 ve prognozu belirlemede yol gosterici olup olamaya-
cagmin belirlenmesi amaglanmustir.
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GEREC ve YONTEM

Calisma icin Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Danisma Kurulu’ndan onay ve mali
destek alimmistir (Kara Sayi/No: 23/04, Tarih: 21.04.2011).
Calismada hastalardan “bilgilendirilmis olur” alinmus,
Arastirma Yayin Etigi ve Helsinki Deklarasyonu ilkelerine
uyulmustur. Calisma igin hastane yOnetiminden gerekli
izinler alimmistir.  Bu makale Prof. Dr. Cem Kogkar’in
danismanliginda Dr. Arzu Denler Kilig’in Siileyman Demirel
Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’'nda
yapmis oldugu uzmanlik tezinden tretilmistir.

Hastalarin Se¢cimi

Calismaya Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Klinigi’ne karin agris1 veya sarilik ile bagvu-
ran ve yapilan tetkiklerinde kolestatik karaciger enzimlerinde
yiikseklik, bilirubin yiiksekligi ile birlikte tanisal amagh safra
yollarina yonelik yapilmis radyolojik goriintiilmelerde kismi
veya total olarak safra akigini engelleyen bir patoloji tespit
edilen hastalar alind1. Hastalar safra yollarimi tikayan patolo-
jiye gore benign (kontrol grubu) ve malign olmak tizere 2
gruba ayrild.

Malign gruptaki hastalarda tani, tiimorden veya timor
metastazlarindan alinan histopatolojik 6rnekleme ile birlikte
goriintiileme yontemleri ile safra yollarinda tiiméral lezyon-
larin goriilmesi ile konuldu.

ERCP Prosediirii

Tiim hastalara Gastroenteroloji Bilim Dal1 Endoskopi Unite-
si’nde ERCP uygulandi. Hastalara islem oncesi proflaksi
amaciyla seftriakson 1 gr, islem sirasinda barsak kasilma-
larin1 azaltmak amaciyla hiyosin N-metil bromiir, bilingli
sedasyon i¢in midazolam ve kardiyorespiratuar monitor-
izasyon uygulandi. ERCP islemi Fujinon duodenoskop
(ED-450XT5, Tokyo, Japan) ile tek endoskopist tarafindan
yapildi. Tanisal kolanjiogram ¢ekildikten sonra hastalarin
kanal igerisindeki safra sivilart aspire edildi. Malign olan
hastalarda ek olarak sitoloji fircasi ile timdr yiizeyi fircala-
narak sitolojik materyal alindi. Benign gruptaki hastalarda ise
pasaji tikayan tas, ¢amur, temizlendikten sonra hastanin
koledok icerisinden safra sivisi aspire edildi.

Molekiiler Inceleme

Tibb1 Genetik Laboratuvarinda doku izolasyon kiti (insta-
gene matrix) kullanilarak, ERCP sirasinda alinan 1-2 ml safra
stvisindan santrifiijle ¢oktiirme prensibiyle bilier sistem
hiicreleri elde edildi. Bu hiicrelerden, uygun sicaklikta
inkiibasyon, vorteks ve santrifiij asamalarindan sonra DNA
izolasyonu tamamlandi. Elde edilen DNA’lar -20 0C’de
saklanmis, otomatik analizor ile direkt DNA dizi analizi
yontemi kullanilarak ekson 5 ve 8’deki mutasyonlar tespit
edildi.

Istatistiksel Degerlendirme

P53  immiinhistokimyasal  ekspresyonunun  tiimoriin
blyukligi, evresi, diferansiyasyonu, lenf nodu metastazi,
uzak organ metastazi arasindaki iligki ki-kare, Fisher’s exact
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test, Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test ve logis-
tik regresyon modeli ile degerlendirilmistir. P=0.05 anlam-
lilik diizeyi kullanilmaistir.

BULGULAR

Her iki grupta da 40 hasta olup kontrol grubu olan benign
grupta hastalarin ¢ogunda (25 hasta) koledok tag1 mevcuttu.
Malign gruptaki hastalarin 24’iine distal, 16’sina proksimal
ekstrahepatik KK tanis1 konulmustu (Tablo I).

Tablo I. Her iki gruptaki hastalarin tanilaria gore dagilimi.

Tam Say1 (n) %
Benign grup (n=40)
Koledokta tag 25 62,5
Kolesistektomi sonras: benign darhk | 6 15
Primer sklerozan kolanjt 4 10
Safra camuru 1 2,5
Koledokoduedoenal fistiil 1 2,5
QOddi fibrozisi 1 2,5
Kist hidatik safra yollarina riiptiirii 1 2,5
Koledokta polip 1 2,5
Malign grup (n=40)
Proksimal ekstrahepatik KK 16 40
Distal ekstrahepatik KK 24 60

Malign gruptaki 37 hastanin patolojik tanis1 vardi. Bunlardan
21 hastada intraoperatif alinan doku piyeslerinden tani konul-
mus olup, sekiz hastada karaciger metastazlarindan alinan
perkutan aspirasyon biyopsisi ile tan1 konuldu. Bir hastamiz-
da umblikus cildindeki metastatik tiimoral lezyondan alinan
biyopsi ile bir hastamizda laparoskopik almnan periton
metastazindan histopatolojik tan1 konuldu. Dort hastamizda
endoskopik ultrasonografi esnasinda alinan ince igne aspi-
rasyon biyopsisi, iki hastamizda ise ERCP esnasinda alinan
firca sitolojisi malign sitoloji olarak rapor edildi. Ug
hastamizda histopatolojik tan1 yoktu, ancak koledokta ekstra-
hepatik KK ile uyumlu ERCP ve bilgisayarli tomografi
goriiniimleri mevcuttu.

Hastalarimizin tan1 aninda 26’°sinda evre 4 hastalik vardi ve
palyatif tedaviler uygulandi. Ortalama yasam stiresi 196 giin
olarak bulundu. Sadece bir vakada evre 2 KK vardi ve bu
hastada distal ekstrahepatik KK tanisi ile cerrahi tedavi uygu-
land1i. Hastanin postoperatif doku tanis1 adenokarsinom
olarak rapor edildi. Postoperatif kemoterapi verilmedi. On ii¢
hastamiz evre 3 KK tanist aldi. Bu hastalarda da cerrahi
tedavi uygulandi. Bir hasta postoperatif gelisen yara yeri
enfeksiyonu ve sepsis nedeniyle ex olmustur. Ortalama
yasam stiresi 202 giin olarak bulundu (Tablo II).

Tablo II. Malign gruptaki hastalarda tiimdoriin evresi, lokalizasyonu ve
ortalama yasam siireleri.

Tm evresi Hasta sayist Tm lokalizasyonu Oneilarqa yagam
siiresi
[Evre 1 0
[Evre 2 1 1 Proksimal ekstrahepatik KK 1080 giin
[Evre 3 13 13 Distal ekstrahepatik KK 202 giin
[Evre 4 26 13 Distal ekstrahepatik KK 196 giin
13 Proksimal ekstrahepatik KK

Safra Sivisinin Molekiiler Incelenmesi
Hastalarda ERCP ile alinan safra sivisinda P53 geninin 5.
Eksonuda 4 adet mutasyon saptandi.

Bunlardan 1. mutasyon 28934576 nolu kodonda normal
pozisyonda adenin bazi yerine guanin gelmesiydi. Bu durum
malign gruptaki hastalarin 38’inde (%95) goriiliirken 2 hasta-
da (% 5) gortilmedi. Bening gruptaki hastalarin 36’sinda
(%80) goriiliirken 4 hastada (% 10) gortilmedi.

Ekson 5 deki 2. mutasyon 34007064 nolu kodonunda sitozin
bazinin delesyona ugramasi idi. Bu mutasyon malign grupta-
ki hastalarin 34’tinde (% 85) goriiliirken 6 hastada (%15)
izlenmedi. Benign gruptaki hastalarn ise 35’inde (% 87.5)
goriiliirken 5 hastada (%12,5) izlenmedi.

Ekson 5 deki 3. mutasyon 66759322 nolu kodonda adenozin
bazinin delesyona ugramasiyla idi. Malign hastalarin 36’sin-
da (% 90) bu mutasyona rastlanildi. Dort hastada (% 10)
izlenmedi. Benign grupta ise hastalarin 34’tinde (% 85) bu
mutasyona rastlanildi. Alt1 hastada (% 15) izlenmedi.

Ekson 5 deki 4. mutasyon 65389650 nolu kodonda timin
bazinin insersiyona ugramasi idi. Malign grupta hastalarin
39'unda (% 97,5) bu mutasyona rastlanildi. Bir hastada (%
2,5) izlenmedi. Bening gruptaki hastalarin 34’tinde (% 85) bu
mutasyona rastlanildi. Alt1 hastada (% 15) izlenmedi.

Ekson 8 de 2 bdlgede mutasyona rastlanildi. Birinci mu-
tasyon 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda adenin
bazi yerine sitozin bazinin gelmesiydi. Bu kolanjiokarsinom-
lu hastalarin 32’sinde (% 85) gortildd, 8’inde (% 15) adenin
bazi normal konumunu koruyordu. Benign grupta ise hasta-
larin 33’tinde (% 82,5) bu mutasyon goriildd, 7’sinde (%
17,5) tespit edilmedi.

Ekson 8 deki 2. mutasyon 35659787 nolu kodonda normal
pozisyonda guanin bazi yerine cadenin bazinin gelmesiydi.
Bu KK’I1 hastalarin 32’sinde (% 85) goriildii, 8’inde (% 15)
goriilmedi. Adenin bazi normal konumunu koruyordu.
Benign gruptaki hastalarin ise hastalarin 20’sinde (% 50)
goriildii, 20’sinde (% 50) tespit edilmedi.

Malign ve benign gruplar karsilagtirildiginda mutasyonun
varligi acisindan Ekson 5 in 34007064 nolu kodonu,
65389650 nolu kodonu, ekson 8 in 78378222 nolu kodonu,
35659787 nolu kodonunda anlamli farklilik vardi (p < 0,05).
Bulgular Tablo III’de verilmistir.
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Tablo III. Benign ve malign grupta mutasyon yiizdeleri.

Benign Malign Total
n (%) n (%) n P

mutasyon var 36 (49,3) 37 (50,7) 73

m28934576 1,000
mutasyon yok 4(57,1) 3(42,9) 7
mutasyon var 30 (44,8) 37 (55,2) 67

m34007064 0,034
mutasyon yok 10 (76,9) 3(23,1) 13
mutasyon var 31(45,6) 37 (54,4) 68

m66759322 0,060
mutasyon yok 9 (75) 3 (25) 12
mutasyon var 32 (45,1) 39 (54,9) 71

m65389650 0,029
mutasyon yok 8(88,9) 1(11,1) 9
mutasyon var 19 (33,9) 37 (66,1) 56

m78378222 <0,001
mutasyon yok 21 (87,5) 3(12,5) 24
mutasyon var 19 (32,8) 39 (67,2) 58

m35659787 <0,001
mutasyon yok 21(95,4) 1(4,6) 22

Malign gruptaki 40 hastanin 22°si (%55) kadin, 18’1 (%45)
erkekti. Malign gruptaki hastalarin cinsiyeti ile mutasyon
bolgeleri karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli fark
saptanilmadi. Cinsiyetin malign gruptaki hastalardaki mu-
tasyon bolgesi tizerine etkisi olmadigi diisiiniildi (Tablo IV).

Tablo IV. Malign grupta mutasyonlara gore cinsiyet dagilimi.

Erkek | Kadin Total
n (%) n (%) n P

mutasyon var 18 (48,7) 19 (51,3) 37
m28934576 0,238

mutasyon yok 0 3 (100) 3

mutasyon var 17 (46) 20 (54) 37
m34007064 1,000

mutasyon yok 1(33,3) 2 (66,7) 3

66759322 mutasyon var 17 (46) 20 (54) 37 1.000

m| ,

mutasyon yok 1(33,3) 26 (66,7) 3

mutasyon var 18 (46,2) 21 (53,8) 39
m65389650 1,000

mutasyon yok 0 1 (100) 1

mutasyon var 16 (43,2) | 21(56,8) 37
m78378222 0,579

mutasyon yok 2 (66,7) 1(33,3) 3

mutasyon var 18 (46,2) 21 (53,8) 39
m35659787 1,000

mutasyon yok 0 1 (100) 1

Malign gruptaki hastalarin mutasyonlara gore yas ortalamasi
degerlendirildiginde mutasyonu olan hastalarla mutasyonu
saptanmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Tablo V).

Tablo V. Malign grupta mutasyonlara gore yas ortalamast.

n Yas (Ortalama + SD) p

mutasyon var 37 64,9+13,7

m28934576 0,719
mutasyon yok 3 61,7+11,5
mutasyon var 37 65,2+12,9

m34007064 0,625
mutasyon yok 3 68,0+11,8
mutasyon var 37 65,3+12,9

m66759322 0,625
mutasyon yok 3 68,0+11,8
mutasyon var 39 65,7+12,8

m65389650 0,435
mutasyon yok 1 55,00
mutasyon var 37 65,5+13,1

m78378222 0,959
mutasyon yok 3 65,3+9,3
mutasyon var 39 65,7+12,8

m35659787 0,435
mutasyon yok 1 55,00

Mutasyon olan ve olmayan hastalarin timor evreleri deger-
lendirildiginde aralarinda istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmadi. Mutasyonun varligi ile hastaligin evresi
iligkilendirilememistir (Tablo VI).
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Tablo VI. Malign grupta mutasyonlara gore timor evrelemesi.

Evre 2 Evre 3 | Evre 4
n(%) | n(h) 1 (%) P
mutasyon var 1(2,8) 13 (30,5) 23 (66,7)
m28934576 0,596
mutasyon yok 0 0 3 (100)
mutasyonvar | 1(2,8) | 13(30,5) | 23(66,7)
m34007064 0,596
mutasyon yok 0 0 3 (100)
ta: 1(2,8 13 (30,5 23 (66,7
me6759320  [Tasyonvar | 1(2.8) (30.5) 67| 596
mutasyon yok 0 0 3 (100)
ta: 1(2,6 13 (28,9 25 (68,5
m6s380650 | asyonvar | 1(2.6) (28,9) 6851 440
mutasyon yok 0 0 1 (100)
mutasyon var 1(2,8) 13 (30,5) 23 (66,7)
m78378222 0,596
mutasyon yok 0 0 3 (100)
ta 1(2,6) | 13(28,9) | 25(68,5
m3sesorgy |masyonvar | 1(26) (28.9) 83 440
mutasyon yok 0 0 1 (100)
TARTISMA

Gliniimiizde goriintiileme yontemlerinin oldukca gelismis
olmasina ragmen ekstrahepatik KK goriintiileme yontemle-
riyle tan1 konulmasi zor bir hastaliktir. Bu nedenle insidansi
giderek artan bu tiimorde yeni tan1 metodlarmin gelistirilme-
sine ¢alisilmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri son zamanlar-
da t{izerinde durulan bir alternatiftir. Gelismis molekiiler
biyoloji, KK karsinogenezinde rol alan molekiiler faktdrlerin
belirlenmesi ile onleme, tani, tedavi ve prognoza katki
saglamistir (3).

Safra sivisi kullanilarak yapilan 6nceki c¢aligmalarda, safra
sitolojisinin sensitivitesi %33, spesifitesi %100 olarak bulun-
musgken molekiiler yontemlerin sensitivitesi %25, spesifitesi
%75 olarak bildirilmistir. Sitoloji ile birlikte molekiiler
biyomarkerlarin ¢aligilmasiyla sensitivitenin %50°ye, spesi-
fitenin %97 ye yiikseldigi bulunmustur (4). Fir¢a sitolojisinin
malignite tespiti i¢in duyarliligl, 6zgiilligi, pozitif prediktif
degeri ve negatif prediktif degeri sirasiyla % 60,% 89,% 59
ve % 89 bildirilmistir. Bu rakamlar, P53 ve K-ras analizinin
sonuglari eklenerek iyilestirilmistir (5).

Timdr siipresdr genlerin inaktive olmast ve onkogenlerin
aktive olmasiyla hiicrelerde malign trasformasyon goriiliir ve
timor olusur. Kimyasal ajanlar ile P53 tiimor supresor gen
mutasyonu daha dnce bir¢cok insan malignitesinde gosteri-
Imistir. KK’da immiinohistokimyasal olarak ve molekiiler
epidemiyolojik calismalarla P53 gen mutasyonu gosteril-
mistir ve temel olarak ekson 5 ve 8’de calisilmigtir (6). KK
'nin patogenezinde cesitli sinyal kaskadlari, molekiilleri ve
genetik mutasyonlarindaki anormallikler rol oynar. KRAS,
BRF, TP53, Smad ve pl6INK4a dahil olmak {izere genlerde
bir dizi yiiksek oranda tekrarlayan mutasyonlarla karakterize
edilir.

Kolon, akciger, mesane, meme, karaciger, 6zofagus, deri,
over karsinomlarinda yumusak doku ve osteojenik sarkom-
larda ayrica lenfoma ve 16semilerde P53 gen mutasyonu sik
goriilmektedir (7). Solid tiimdrlerde P53 gen mutasyonu en
sik kolorektal kanserlerde goriiliir ve hastaligin prognozunu
yansitmada dnemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (8,9).
Pankreas malignitelerinde P53 gen mutasyonlar1 yaklagik
%60 oraninda goriilmektedir.
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Cogu kanserde TP53 en sik mutasyona ugramis genlerden
biridir. Genel olarak, TP53 mutasyonlar1 tim KK larmn
yaklasik % 32'sinde mevcuttur. Ancak ekstrahepatik KK ve
safra kesesi karsinomlariin intrahepatik KK’lardan daha
yiiksek bir TP53 mutasyonu sikligia sahip oldugu bildiril-
migtir (10). KK’da 90' dan fazla farkli P53 gen mutasyonu
tanimlanmistir. Bu durum toplumsal ve cografi farklililar ile
farkli ¢evresel toksinlere maruziyet nedeniyle olabilir (11).
Yiiksek verimli genomikteki ilerlemelerden yararlanan son
calismalar, KK’nin genetik yapisini ortaya cikarmis ve
altinda yatan biyolojiyi anlamamizi biiytik 6l¢tide artirmustir.
Hiicre dongiisii kontroliinde, hiicre sinyal yollarinda ve
kromatin dinamiklerinde rol oynadigi bilinen TP53, KRAS,
SMAD4, BRAF, MLL3, ARID1A, PBRM1 ve BAP1 gibi
genlerdeki yiiksek oranda tekrarlayan bir dizi mutasyon,
bunlarimn arastirilmasina yol agmistir (12,13).

Literatiirde KK’da P53 sekanslariyla yaymlanmis bes farkli
calismada ekson 5 ve 8’de %80’den fazla mutasyon saptan-
mustir. Bu caligmalarda ¢ok az olgu incelenmis ve 5. ve 8.
eksonlara odaklanilmistir (14). Higbir ¢alismada P53’{in tiim
eksonlar1 incelenmemigtir. Dolayistyla gozden kacmis pek
cok 6nemli mutasyon olabilir. P53 proteininin N-terminal
transkripsiyonel fonksiyonlart da onemlidir ve ekson 2-4
tarafindan kodlanir. C-terminal ise DNA tamirinde ve apopi-
tozisin uyarilmasinda 6nemlidir ve ekson 9-11 tarafindan
kodlanir. Insan kolanjiokarsinomunda insersiyon ve
delesyonlar olabilir ancak en sik goriilenler nokta mutasyon-
lardir ve bunlar N ve C terminallerinde goriiliir. Insan kanser
calismalarinda insersiyon ve delesyonlar ekson 2-4 ve 9-11
de 5-8 e gore daha sik gortliir. Calismamizda da ekson 5 ve
8’deki mutasyonlar arastirilmisti. Ekson 5’deki 34007064
nolu kodonunda sitozin bazinin delesyona ugramasi ve
65389650 nolu kodonda timin bazinin insersiyona ugramast,
ekson 8’de ise 78378222 nolu kodonda normal pozisyonda
adenin baz1 yerine sitozin bazinin gelmesi ve 35659787 nolu
kodonda normal pozisyonda guanin bazi yerine cadenin
bazinin gelmesi KK’l1 hastalarda anlamli olarak daha sik
bulundu.

Literatiirde bugtine kadar yapilan ¢aligmalarda ortak saptanan
nokta tiimdriin safthasi ile gen degisikligi arasindaki pozitif
iligkidir. Xiao-Fang Liu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
KK’l1 dokularda 36 hastanin 22’°sinde P53 gen mutasyonlar1
goriilmiisken 19 hastada P53 proteini pozitif bulunmustur.
P53 proteininin kolanjik epitel hiicrelerinin cekirdeginde
lokalize oldugu tespit edilmis ayrica P53 protein salinimi
olanlar ve olmayanlar arasinda diferansiyasyon ve invazyon
acisindan belirgin farkiliklar bulunmustur. Bununla birlikte
mutasyon olanlar ile olmayanlar arasinda yas, cinsiyet, differ-
ansiasyon ve invazyon derecesi, lenf nodu metastazi, timor
evresi yoniinden belirgin fark goriilmemistir (15). Bizim
calismamizda da yas, cinsiyet, lenf nodu metastazi, portal ven
invazyonu, timor evresi ile P53 gen mutasyonu ile anlamli
bir iliski bulunamadi. Bu durumun bizim g¢alismamizdaki
hastalarin ¢ogunun ileri evrede olmasi ve tiim mutasyon
bolgelerinin hastalarda benzer sayida ve yiiksek oranda
bulunuyor olmasi nedeniyle olabilecegi diistiniildii. Ayrica

calismamizda P53 ekson 5’deki 34007064 nolu bdlgesi ve
66759322 nolu bolgesindeki mutasyonlarn tiimér daha
kiigiik boyutlardayken (ortalama 3 cm) ortaya ¢iktig1 ancak
bu mutasyonlarin hastaligin sag kalimi iizerine etkisi
olmadig: tespit edildi.

Gemsitabin bazli kemoterapi, safra yolu kanserleri icin
mevcut standart tedavidir ve gemsitabine direng, klinik
zorluk olmaya devam etmektedir. TP53 mutasyonunun,
KK’I1 hastalarda zayif klinikopatolojik 6zellikler ve hayatta
kalma ile iligkili oldugu gosterilmistir (10).

P53 protein immiinreaktivitesini timdr bolgesi, timor
derecesi ve hastalarin sagkalimi ile karsilastirmak igin eski
antikor ile elde edilen immiinohistokimyasal sonuglar
kullanilmistir. Proksimal tiimdrlerin yaklasik iigte birinin
(3/10) zayif P53 immiinopozitifligi eksprese ettigi
bulunurken, alt orta bolge tiimorlerinde orta immiinopozitivi-
te ve daha yiliksek oran (18/29) gozlenmistir. Son olarak
ampulla (5/6) ve safra kesesi (8/11) tiimorlerinde orta ve
belirgin P53 immiinopozitifligi goézlenmistir. Ampulla ve
safra kesesinin alt orta bolgesi tiimorlerinde, diisiik dereceli
neoplazmalara kiyasla yiiksek dereceli P53 pozitifligi anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Tam takip edilen vakalarda
(11 alt orta bolge ttimorii), P53 negatif tiimorii olan hastalarin
medyan sagkalimi 25,7 ay iken, P53 pozitif timdri olanlarin
sagkalimi 5,2 ay tespit edilmistir (16).

Literatiirde P53 gen degisiklikleri ile cinsiyet ve yas arasinda
iligki oldukea sik oranda aragtirtlmistir. Yas KK prognozunda
etkili faktorlerden birisidir ve 6zellikle 60 yas ve tizerindeki
olgularda prognoz daha agir seyretmektedir (3). Calismamiz-
da cinsiyet ile P53 pozitifligi arasinda istatistiksel bir iliski
saptanmamustir. Bu bulgu literatiir ile uyumludur ve cinsiye-
tin P53 gen degisikligini etkileyen bir faktér olmadigim
diistindiirmektedir. Yine ¢aligmamizda yas ile P53 genindeki
mutasyonlar arasinda anlaml iligki bulunmamustir.
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Sonug olarak ¢alismamizda safra sivisinin molekiiler incele-
mesi ile ekstrahepatik KK’I1 hastalarda, P53 geninde ekson 5
ve 8’de daha once tanimlanmamis bazi mutasyonlar tespit
edilmistir. Bu mutasyonlarin varligr ile timoriin evresi
arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. P53 gen mutasyon-
larinin hepsinin klinikte kullaniminda tek basina tani kiteri
olmaya yetmeyecegi, ancak taniy1 kuvvetlendirici bir kriter
olabilecegi diistiniilmiistiir.
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