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Özet
Amaç:Bu çalýþmanýn amacý; invaziv meme karsinomlarýnda;
p53 tümör baskýlayýcý gen, proliferation cell nuclear antigen
(PCNA), c-erbB-2, bcl-2, FVIII�in immunohistokimyasal
(IHK) olarak belirlenmesi ve sonuçlarýn diðer prognostik
belirleyiciler ile karþýlaþtýrýlarak deðerlendirilmesidir.
Gereç ve Yöntem: Primer meme karsinomu olan 55 olgu
çalýþmaya alýndý ve histopatolojik olarak modifiye Bloom
ve Richardson kriterlerine göre sýnýflandýrýldý. Parafin
kesitler  monoklonal antikorlar,  p53 protein, PCNA, c-
erbB-2, bcl-2, FVIII ile ÝHK olarak boyandý.
Bulgular:Olgularýmýzýn 23�ü (%41,8) p53 pozitif ve 41�i
(%74.54) PCNA pozitif boyandý. Ortalama PCNA boyanma
indeksi (PCNA LI +/- SD) 58.21+/-25.12 olarak bulundu.
IHK olarak p53 ve PCNA pozitifliði en yoðun, evre III
tümörlerde (%52.43 ve %85.45) izlendi.  Ayný zamanda
ortalama PCNA LI  evre III karsinomlarda en yüksek düzeyde
saptandý (62.67+/-12.85).  C-erbB-2 pozitifliði ile tümörün
histolojik evresi  (p= 0.024 p<0.05) ile sonuç evresi (p=
0.035 p<0.05 arasýnda ve bcl-2 pozitifliði ile tümörün sonuç
evresi (p= 0.044 p<0.05) arasýnda istatistiksel olarak anlamlý
iliþki bulundu (p<0.05). Anjiyogenezis, FVIII iliþkili antijen
ile çalýþýldý, IHK olarak  boyanan kesitlerde mm2 baþýna
düþen damar yoðunluðu; mikro damar sayýsý (MDS) saptandý.
MDS ile diðer prognostik faktörler arasýnda iliþki
bulunamadý.
Sonuç: Çalýþmamýz  PCNA ve p53 immunreaktivitesinin,
yüksek evreli invaziv duktal karsinom olgularýnýn
belirlenmesinde önemi olabileceðini düþündürmektedir.

Anahtar Kelimeler: erbB-2 geni; Prolifere hücre çekirdek
antijeni; p53 proteini; bcl-2 geni; Kausinom, duktal, meme.

Abstract
Purpose: The object of the present study is to detect the p53
tumor supressor gene and proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), c-erbB-2, bcl-2, FVIII related antigen (FVIIIRA)
expression in breast carcinoma by immunohistochemistry,
and the correlation with prognostic parameters.
Material and Methods: A total of 55 cases with primary
breast carcinoma were studied and classified
histopathologically using modified Bloom and Richardson.
Paraffin sections were stained by using monoclonal antibody
p53 protein, PCNA, c-erbB-2, bcl-2, FVIIIRA.
Results: Of the 55 cases, 23 (41.81%) were p53 positive
and 41 (74.54 %) were PCNA positive. The mean PCNA
labelling index (PCNA LI +/- SD) was   58.21+/-25.12.
Maximum p53 and PCNA positivity was observed in grade
III tumors (52.43% and 85.45%). The mean PCNA LI +/-
SD was also highest in grade III carcinomas (62.67+/-
12.85). No significant correlation was found between p53,
PCNA, bcl-2, FVIIIRA and c-erbB-2 status with
morphological type, tumor size, estrogen and progesterone
hormone receptor status except that multivariate and chi-
square tests showed C-erB-2 positive correlation with tumor
histological grade (p= 0.024 p<0.05) and final grade (p=
0.035 p<0.05), and bcl-2 positive correlation with tumor
final grade (p=0.044, p<0.05). Angiogenesis was assessed
by performing FVIIIRA, immunostaining and microvessel
count (MVC) per mm2. The MVC was not found to be
correlated with any of the other prognostic parameters.
Conclusion: Our results suggest that PCNA and p53 protein
expression are markers of poor differentiation in breast
cancer.

Key Words: Genes, erbB-2; Proliferating Cell Nuclear
Antigen; Protein p53; Genes, bcl-2; Carcinoma, ductal,
breast.



Giriþ
Meme kanserli hastalarda çok sayýda prognostik faktör
çalýþýlmakta ve deðiþik serilerde yararlý sonuçlar elde
edilmektedir. Bu çalýþma sonuçlarý her ne kadar
birbirleri ile tam uyumlu olmasa da üzerinde en çok
ortaklýða varýlan konu opere edilebilen meme
kanserlerinde metastatik aksiller lenf nodunun
varlýðýnýn prognozu en çok etkileyen faktör olduðudur.
Bununla birlikte lenf nodu negatif hastalarda da nadir
olmayarak tümör nüksleri izlenmektedir (1). Tümörün
geliþiminin ve metastaz yapma potansiyelinin tümörün
mikro damar sayýsýna (MDS) baðlý olduðunu gösteren
çok sayýda çalýþma bulunmaktadýr  (2,3).

Tümör baskýlayýcý genlerin inaktivasyonu  ve
onkogenlerin aktivasyonu tümörün geliþim süreci,
histolojik evresi ve klinik evresi ile iliþkili olabilir.
Tümör hücrelerinin nükleuslarýnda mutasyona uðrayan
p53 proteini çok miktarda bulunabilir ve
immünohistokimyasal yöntemler ile tesbit edilebilir.
Mutasyona uðramýþ p53 proteini ayný zamanda invaziv
duktal karsinom olgularýnda da bulunmaktadýr (4,5).
Wild-type p53 geninden elde edilen mutant p53 geninin
insan meme karsinomundaki hücrelerin üzerine
geliþmeyi baskýlayýcý yönde etki ettiði  bulunmuþtur (6).

Meme kanser ler inde c-erbB-2 proteinin,
immunohistokimyasal olarak saptanma oranýnýn
artmasý, hücrelerin proliferasyon hýzý ve mevcut
reseptörlerin durumuna baðlýdýr (7-10). c-erbB-2
proteinin aksiller lenf nodu pozitif olan grupta
olmayanlara göre daha fazla pozitif bulunduðu ve yine
c-erbB-2 pozitifliðinin arttýkça hastalarýn
prognozlarýnýn da daha kötü bulunduðu bildirilmiþtir
(11,12).

Apopitozis genlerinden olan bcl-2 ve bax�ýn tümör
büyüklüðü, nükleer evreleme, östrojen ve progesteron
hormon reseptörleri ile iliþkisi bilinmektedir (13).
Evre II ve III primer meme tümörlerinde p53, PCNA,
c - e r b B - 2 ,  b c l - 2 ,  F V I I I  a n t i k o r l a r ý n ý n
immunreaktivitesinin saptanmasý ve bu sonuçlarla
prognostik faktörlerin iliþkilerinin araþtýrýlmasý
amacýyla bu çalýþma planlandý.

Hastalar ve Yöntem
Bölümümüzde taný alan 55 invaziv duktal karsinom
olgusuna ait formalinde tesbit edilmiþ parafin kesitlere
p53, PCNA, c-erbB-2, bcl-2, FVIII antikorlarý
streptavidin-biotin peroxidase kompleks tekniði ile
uygulandý .  Bu pro te in le r le  e lde  ed i len
immunohistokimyasal boyama sonuçlarý hastalarýn
baþta Bloom ve Richardson�nýn histolojik evrelemesi
olmak üzere östrojen/progesteron hormon reseptör
durumu, tümör çapý, nodal metastaz, uzak metastazlarýn
varlýðý ve klinik evreleme ile karþýlaþtýrýldý.
P53 immunreaktivitesi belirlenirken pozitif boyanan
nükleuslar deðerlendirildi. Her olgu için en az 200
tümör hücresi altý farklý alanda sayýldý ve tümör hücre
nükleuslarý %10 ya da daha fazla pozitiflik gösteriyorsa
pozitif, diðerleri negatif olarak deðerlendirildi (Resim 1).

PCNA pozitifliðinin belirlenmesi için boyanmanýn
yoðun olduðu alanlarda 1000 hücre sayýlarak
boyanmanýn þiddetine bakýlmaksýzýn pozitif boyanan
nükleuslarýn ortalamasý bulundu (Resim 2).
c-erbB-2 protein pozitifliði deðerlendirilirken tümör
hücrelerinde sitoplazmik membran boyanmasý %80
üzerinde olanlar pozitif  (Resim 3), diðerleri negatif
kabul edildi.

ÝHK deðerlendirmede bcl-2 ile sitoplazmik boyanmasý
%10�un üzerinde olan olgular pozitif (Resim 4),
diðerleri ise negatif olarak deðerlendirildi.
FVIII ile boyanan kesitlerin deðerlendirilmesinde;
x200 büyütme ile boyanmanýn yoðun olduðu beþ farklý
alan sayýldý. Böylece her olgu için 0,25mm2�lik alanda
mikro damar yoðunluðu saptandý (Resim 5).
Ýstatistiksel analizler �SPSS� programý ile yapýldý.
Menapoz durumu, histopatolojik evreleme, aksiller
lenf nodu tutulumu, evre ve östrojen/progestron
reseptör pozitifliði, Ki-kare testi ile karþýlaþtýrýldý.
Ýstatistiksel sonuçlarda, p deðeri 0.05 ve küçük olanlar
anlamlý kabul edildi.
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Tartýþma
Meme kanserlerinin prognozunun belirlenmesinde
metastatik aksiller lenf bezinin varlýðý ve sayýsý,
tümörün büyüklüðü, hormon reseptörlerinin durumu
ve histolojik evre en yaygýn kullanýlan belirleyicilerdir.
Bununla birlikte tedaviye yanýtýn belirlenebilmesi için
ek olarak çeþitli biyolojik belirleyicilere de ihtiyaç
duyulmaktadýr.

p53 genindeki deðiþiklikler ile insan karsinomlarý
arasýndaki iliþki bilinmektedir. Meme karsinomlarýnda
p53  proteinin normalden fazla bulunmasý bu kanserin
oluþumunda p53 geninde ortaya çýkan deðiþiklikleri
düþündürmektedir. Bizim serimizde p53 ile boyanma
oraný %32 olarak elde edilmiþtir ve bu oran Suzuki
ve arkadaþlarýnýn (14) serisindeki % 35.9 ve Fukishima
ve  arkadaþlarýnýn (15)  % 33,9  olan p53 boyanma
oraný ile uyumlu bulunmaktadýr. Daha önceki
yayýnlarda p53 pozitifliði gösteren olgularýn çoðunda
c-erbB-2 pozitifliði de bildirilmiþtir (14) . Bizim
olgularýmýzdan p53 pozitifliði gösterenlerin %51�inde
c-erbB-2 pozitifliði de bulunmaktadýr. P53 pozitifliði
ile PCNA pozitifliði arasýnda da paralellik
bulunmaktadýr.

Meme karsinomlarýnýn histolojik olarak evrelemesi
son derece önemlidir. Nükleer evreleme ile bcl-2, p53,
c-erbB-2, östrojen ve progestron hormon reseptörlerinin
ve MIB-1�ýn arasýndaki iliþki çalýþýlmýþ nükleer evre
ile bcl-2�nin negatif,  c-erbB-2 ve MIB-1�nýn pozitif
korelasyon gösterdiði bulunmuþtur. (15,16). Bizim
çalýþmamýzda c-erbB-2 ile histolojik evre  ve son evre
arasýnda  anlamlý iliþki bulunmaktadýr (p<0.05).

Tümör anjiyogenezi ve nodal durumun prognoz ile
iliþkisi daha önceki çalýþmalarda gösterilmiþtir (1).
Bazý çalýþmalarda lenf noduna metastaz ile
anjiyogenezisin iliþkili olduðu söylenmektedir (17).
Bununla birlikte nodal metastazýn anjiyogenezis ile
iliþkisiz olduðunu bildiren çalýþmalar da bulunmaktadýr
(18). Bizim çalýþmamýzda anjiyogenez ile nodal
metastaz ve diðer faktörler arasýnda istatistiksel olarak
anlamlý bir sonuç elde edilmedi.

Bulgular
Çalýþmaya dahil edilen tüm olgular Evre II-III invaziv
duktal karsinomdu (Evre  II- 34 olgu, Evre III-21
olgu). Kýrk sekiz olguda modifiye radikal mastektomi,
7 olguda basit mastektomi+axiller disseksiyon
uygulandý. Olgulara postoperatif dönemde günlük 200
cGy�lik fraksiyonlarla toplam 5000 cGy göðüs duvarý
+ periferik lenfatiklere radyoterapi uygulandý. Otuz
d o k u z  o l g u d a  a ð ý r l ý k l ý  o l a r a k  C M F
(Cyclophosphamide-Methotrexate-Fluorourasil) olmak
üzere adjuvan kemoterapi verildi. Hormonoterapi
gören olgu sayýsý 21�dir.

Hastalarýmýzýn yaþlarý 27-78 arasýnda deðiþmektedir,
yaþ ortalamasý 49�dur. Tümör boyutuna göre hastalar
deðerlendirildiðinde 8 olguda tümörün çapý 2 cm
altýnda, 30 olguda 2-5 cm arasýnda, 12 olguda ise 5
cm üzerindedir.

Olgularýmýzýn (55 olgu), 23�ü (%41,8) p53 pozitif ve
41�i (%74.54) PCNA pozitif boyandý. Ortalama PCNA
boyanma indeksi (PCNA LI +/- SD) 58.21+/-25.12
olarak bulundu. IHK olarak p53 ve PCNA pozitifliði
en yoðun evre III tümörlerde (%52,43 ve %85,45)
izlendi. Ayný zamanda ortalama PCNA LI  evre III
karsinomlarda en yüksek düzeyde saptandý (62,67+/-
12.85). Mitotik figürlerin sýk izlendiði olgularda p53
immunreaktivitesinin de daha fazla bulunduðu görüldü.

bcl-2 sitoplamik boyanma olgularýn 17�sinde (%32.63)
bulunmaktadýr. FVIII ile boyanma oraný 0.1 ile 32.0
arasýnda bulunmaktaydý ve ortalama FVIII boyanma
oraný 13.6 �cut off� deðeri olarak alýndýðýnda olgularýn
29�unda (%53.4) ortalama üzerinde boyanma elde
edildi.

c-erB-2 pozitifliðiyle tümörün histolojik evresi (p=
0.024 p<0.05) ve sonuç evresi (p= 0.035 p<0.05)
arasýnda ve bcl-2�nin tümörün sonuç evresi (p= 0.044
p<0.05)arasýnda istatistiksel olarak anlamlý iliþki
saptandý.
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Evre III invaziv duktal karsinomlarda evre II invaziv
duktal karsinoma göre bcl-2 protein ekspresyonunda
azalma olduðu ve bcl-2 negatifliðinin kötü prognoz
belirleyicilerinden olduðu bildirilmektedir (19). Bizim
çalýþmamýzda evre II tümörlerde %21 olan bcl-2
pozitifliði, evre III tümörlerde %12�ye düþmektedir.
c-erbB-2 proteinin overekspresyonu ile saðkalým
arasýnda sýký iliþki olduðunu bildiren çok sayýda yayýn
bulunmaktadýr (20). Literatürdeki çalýþmalarda c-

erbB-2 overekspresyonu %10 ile %50 arasýnda
deðiþmektedir (21-23). Çalýþmamýzda bu oran %46
olarak belirlendi. Nodal metastaz ile iliþki
bulunamazken, c-erbB-2 proteini ile yapýsal (p= 0.024
p<0.05)  ve nihai histolojik evre (p= 0.035 p<0.05)
arasýnda istatistiksel olarak anlamlý sonuç elde edildi.
Bu çalýþmada sonuçlarýmýz; c-erbB-2 ve bcl-2�nin
invaziv duktal karsinom olgularýnda prognostik
belirleyici olabileceðini düþündürmektedir.
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Tablo I. Histolojik grade ile p53, c-erbB-2, PCNA, FVIII ve bcl-2 immunreaktivitesi arasýndaki iliþki

p53     c-erbB-2          PCNA         FVIII          bcl-2
No + - + - + - + - + -

Yapýsal evre
1 9 5 4 5 4 6 3 5 4 6 3

2 35 19 16 30 5 23 12 27 8 22 13

3 11 8 3 11 0 7 4 7 4 5 6

Nükleer evre
1 8 4 4 6 2 5 3 2 6 6 2

2 42 24 18 35 7 29 13 28 14 26 16

3 5 4 1 5 0 2 3 4 1 1 4

Mitotik evre
1 13 6 7 10 3 8 5 8 5 10 3

2 25 14 11 19 6 16 9 18 7 13 12

3 17 12 5 17 0 12 5 13 4 10 7

Sonuç evre
1 9 5 4 5 4 4 5 8 1 7 2

2 41 23 18 36 5 29 12 27 14 25 16

3 5 4 1 5 0 3 2 4 1 1 4
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Resim 5: Invaziv duktal karsinom olgusunda FVIII
pozitifliði (x200).

Resim 1: Invaziv duktal karsinom olgusunda p53
pozitifliði (x200).

Resim 2: Invaziv duktal karsinom olgusunda PCNA
pozitifliði (x200).

Resim 3: Invaziv duktal karsinom olgusunda c-erbB-
2 pozitifliði (x200).

Resim 4: Invaziv duktal karsinom olgusunda bcl-2
pozitifliði (x200).
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