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Matched comparison of p53, c-erb B2 and bcl-2 markers in breast cancer
tissue and fine needle aspiration biopsy materials

Meme karsinomlarinda p53, c-erb B2 ve bcl-2 isaretleyicilerinin doku
kesitinde ve ince igne aspirasyon biyopsi materyallerinde karsilastirmah
degerlendirilmesi
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OZET
Amac: Meme karsinomlarinda ince igne aspirasyon biyopsisi tanmin ve bir kisim prognostik parametrenin
belirlenmesi i¢in cerrahi biyopsinin yerine uygun bir alternatif olarak kabul edilmektedir. Bu ¢aligmada ardisik
gonderilen 100 mastektomi spesmeninde tiimdrden ince igne aspirasyon biyopsi yontemi ile elde edilen 6rnekte
p53, bcl-2, c-erb B2 immiin boyamalart yapilmis ve doku boyamalari ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.
Yontemler: Doku fiksasyonu ve takibi agamalar1 sonucu antijenitede gelisebilecek degisikliklerin dnlenebilmesi
icin doku kesitleri frozen yontemle ¢aligilmistir.
Bulgular: Frozen kesitlerde yeterlilik %98.67, ince igne aspirasyon biyopsisi materyallerinde yeterlilik %99
olarak bulunmustur. Her ii¢ antikorun doku ve ince igne aspirasyon biyopsisi boyanmalari arasinda istatistiksel
anlamli iliski bulunmustur (p<0.05). Sitolojik materyalde p53 duyarliligi diisiik (%50) olmakla birlikte 6zgiilliik
yiikksek bulunmustur (%92.3). Diger antikorlar i¢cin hem duyarlilik hem de 6zgiilliik yiiksek bulunmustur
(strastyla bel-2 igin %89.2 ve %92.5, c-erb B2 igin %84.1 ve %89.6).
Sonu¢: Bu bulgular 1siginda meme karsinomlarinda p53, bcl-2, c-erb B2 sitolojik materyalde gilivenle
kullanilabilir ancak p53 boyamasinda duyarhlik disiik oldugu i¢in yalanci negatif sonug verebilir.
Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; Sitoloji; p53; c-erb B2; bcl-2

ABSTRACT
Objective: Fine needle aspiration (FNA) is accepted to be an appropriate alternative to surgical biopsy both for
diagnosis and definition of some prognostic parameters in breast cancer. In this study, p53, bcl-2 and c-erb B2
immunoreactivity of 100 consecutive cases that both FNA and mastectomy performed were compared.
Methods: Frozen samples of tissue were used in the study in order to eliminate the effects of the tissue
processing.
Results: The adequacy of samples was 98.67% for the tissue sampling and 99% for the FNA materials. There
were statistically significant relationship between tissue and cytologic material for each of the three markers
(p<0.05). The sensitivity of p53 in cytologic material was quite low (50%) but sensitivity was high (92.3%). The
sensitivity and the specifity for both bcl-2 and c-erb B2 were high (sensitivity 89.2%, 84.1% and specifity
92.5%, 89.6%, respectively).
Conclusion: Fine needle aspiration biopsy material could be used safely to determine p53, bcl-2, c-erb B2 in
breast cancer, but it has to be kept in mind that the p53 specifity is quite low and p53 staining in cytologic
material could lead to false negative results.
Key words: Breast cancer; Cytology; p53; c-erb B2; bcl-2

Giris goriinmektedir. Meme karsinomlarinda ince

igne aspirasyon biyopsisinin ({IAB) tanisal
Giniimiz tip uygulamalarinda maliyet amacla insizyonel veya eksizyonel biyopsinin
hesaplar1 6nem kazanmugtir. Pahali ve uzun yerine gegebilen uygun ucuz ve kolay bir
zaman alabilecek tam yontemlerini, dogrulugu alternatif oldugu kabul edilmektedir (1-3).
ve giivenilirligi gosterilmis daha kisa zamanda Dogrulugu  %90'1ara ulagsmaktadir  (4,5).
sonuclanan ve daha wucuza mal olan Ancak meme karsinomlarinda artik tedaviye
yontemlerle  degistirmek olduk¢a cazip baglarken yalnizca taninin belirlenmis olmasi
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yetmemektedir. Kanser tamisi  hiicresel
antijenlerin ve reseptdrlerin gosterilmesi ile
desteklenebilmekte ve bdylece tedavinin
sekillendirilmesi miimkiin olmaktadir (6).
Biyopsi materyallerinde hormon reseptorleri
ile birlikte karsinogenezde rolii olduguna
inanilan ve prognostik dnemleri netlesmemis
olsa da prognostik parametreler ile yakin
iligkisi bulunan baz1 isaretleyicilerin ve
prediktif  belirleyicilerin de  c¢alisiimasi
gerekebilmektedir (7-10). Bu noktadan yola
cikarak ¢alismamizda meme karsinomlarinda
siklikla arastirma konusu olan p53, bel-2, c-
erb B2 isaretleyicileri (11-16) immiinhisto-
kimya (IHK) boyama yontemi kullanilarak,
frozen kesit ve IIAB materyallerinde
calisilmig ve boyanma sonuglart karsilas-
tirllmistir. Bu galismada segilen antikorlar
hiicre i¢inde degisik yerlesime sahip olup,
yerlesim yerinin sitolojik materyalde zorluga
neden olup olmadigimin da degerlendirilmesi
amaglanmustir.
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Gerec ve Yontem

Bu calismaya Patoloji Laboratuvarina Eyliil
1997-Aralik 1999 tarihleri arasinda ardisik
gonderilen, meme karsinomu nedeniyle
mastektomi uygulanmis 100 adet olguya ait,
rezidii timor igeren mastektomi materyali
dahil edilmistir.

Olgulara ait cinsiyet, yas, fizik
muayene ve laboratuvar bulgularini igeren
klinik bilgiler hastane dosyalarindan ve
patoloji raporlarindan alinmistir. Laboratuva-
rimiza gelen rezidii timor iceren mastektomi
spesmenlerindeki tiimoral dokulardan
saklanmak iizere frozen kesitleri alinnus, IIAB
yapilip, yayma preparatlar hazirlanmstir.
Frozen kesitler fikse edilmeden, yayma
preparatlar ise -20°C’de saf asetonda fikse
edilerek derin  dondurucuda -20°C de
boyamalarin  yapilacagi zamana  kadar
saklanmigtir.

Immiinohistokimyasal boyama yontemi

Dondurucudan ¢ikarilan frozen
kesitler ve yayma preparatlar oda sicakliginda
10 dakika saf aseton ve ardindan 10 dakika
tris tampon (pH: 7.6) c¢ozeltide
bekletilmistir. Protein blogu takiben, anti- bcl-
2 antikoru  (monoklonal, mouse 1/1000,
Biogenex, USA), anti-p53 antikoru (mono-
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clonal, mouse, clone DO-7 konsantre, 1/3000,
DAKO Glostrup DENMARK) ve anti-c-erb
B2 antikoru (Monoclonal, mouse, clone CD11
konsantre, 1/250, Biogenex, USA uygulanmis,
buzdolabinda +4 °C en az 18 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Yirmi  dakika biotinlenmis
multilink  (Biogenex, USA)  sekonder
antikorunu takiben 20 dk alkalen fosfataz
konjuge streptovidin  label  (Biogenex,
USA) uygulanmistir. Her asamada ara
yikamalar tris tampon ile yapilmistir. New
fuchsin substrat (Biogenex, USA) damla-
tilarak 40 dakika bekletilmis ve distile su ile
yikanip, Mayer’s hematoksilen ile zit
boyama yapilmistir.

IHK boyama sonuglar1 151k mikros-
kobunda incelenmistir. Bcl-2 i¢in dokudaki
lenfositler internal pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Tiimoér hiicrelerindeki sito-
plazmik boyanma pozitif olarak kabul
edilmistir. P53 ile yalnizca niikleer boyanma
pozitif olarak kabul edilirken, c-erb B2 ile
membranéz  boyanma  pozitif  olarak
degerlendirilmistir. c-erb B2 ile sitoplazmik
boyanmalar  pozitiflik  olarak  kabul
edilmemistir. Ancak biitiin materyallerde
antikor diliisyonu ile giderilemeyen, protein
blok kullanilmasina ve +4 °C de uzun inkii-
basyona ragmen myoepitelyal boyanma
izlenmistir. Boyamalar yapilirken p53 ve c-
erb B2 pozitif oldugu bilinen meme
karsinomu ornekleri pozitif kontrol ve
antikor asamast tampon soliisyon ile
degistirilerek  negatif ~ kontrol  olarak
kullanilmigtir.

[HK boyamalarda pozitiflik oranlar
semi-kantitatif —olarak yiizde degerleri
belirlenerek ve %25°den az, %26-75,
%75’den fazla seklinde gruplara ayrilarak
derecelendirilmistir (11).

Yayma preparatlar degerlendirilir-
ken, preperatta en az 3 epitelyal hiicre
kiimesinin goriilmesi durumunda 6rnekleme
yeterli olarak kabul edilmistir (12). Ug
hiicre kiimesi goriilemeyen olgularda yedek
yayma preparatlarina ikinci kez boyama
uygulanmis, ikinci boyamada da en az ili¢
hiicre kiimesi  goriilmeyenler yetersiz
ornekleme olarak kabul edilmistir.

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi

Sonuglar “SPSS for windows” paket
programinda degerlendirilmistir. Tiim ista-
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tistiklerde en kiiciik anlamlilik sinir1 0.05
olarak kabul edilmigtir. Degerlendirmede
bagimli grup oranlarinin karsilastirmasinda
“Mc Nemar” testi kullanilmistir.

Duyarlilik ve 6zgiilliik hesaplamalari
asagida verilen formiller kullanilarak
yapilmistir:

Duyarlilik = gergek pozitiflik x 100/ 6rnek
sayisl
Ozgiilliik = yalanc1 pozitiflik x 100/ &rnek
say1s1
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Sonuglar

Calisma grubu 100 olgudan olusmaktadir.
Olgulara ait timorlerin histopatolojik tipleri
Tablo 1°de verilmektedir. Tiimorlii dokulara
ait frozen kesitlerin hazirlanmasinda yetersiz
ornek sayisinin 300 Ornek icinde 4 adet
(%1.33), yayma preparatlarda ise 300 ornek
icinde 3 adet (%1) oldugu izlenmektedir
(Tablo 2).

Tablo 1. Caligma grubunda timoérlerin
histopatolojik tipleri

Histopatolojik tip Olgu %
sayis1

Invaziv duktal karsinom 81 81

Invaziv lobiiler karsinom 10 10

Invaziv duktal ve invaziv 3 3

lobiiler karsinom

Invaziv papiller karsinom 1 1

Invaziv duktal ve miisinéz 2 2

karsinom

Metaplastik karsinom 3 3

Timor frozen Kesitleri ve yayma
preparatlarina uygulanan p53, bcl-2 ve c-erb
B2 IHK boyamalarin sonuglarinin deger-
lendirmesi Tablo 2’de goriilmektedir

Tiimor dokularima uygulanan bel 2,
p53 ve c-erb B2 IHK boyanmalarmin frozen
kesitler ile yayma preperatlada karsi-
lastirilmas1  asagida sirayla verilmektedir.
Tiimére ait bel-2 IHK boyama sonuglar1 Tablo
3’te izlenmektedir.

[iAB’de bcl-2 boyamasmm duyar-
liligt  %89.2, oOzgillik %92.5 olarak
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bulunmustur. Timoér dokularina ait frozen
kesit ve yayma preparatlarda izlenen p53
IHK boyanmasinin karsilastirilmas: Tablo
4’de verilmektedir. 1IAB’de p53 boyama-
sinin duyarliligi %50, ozgillik %92.3
olarak bulunmustur. Timor dokularina ait
frozen kesit ve yayma preparatlarda izlenen
c-erb B2 IHK boyanmas: karsilastirma
sonuglar1 Tablo 5°de verilmektedir. iIAB’de
c-erb B2 boyamasmm duyarliligin %84.1,
ozgiilliik %89.6 olarak bulunmustur.

Tartisma

[IAB’de vyeterlilik arastirilmasi, tanimlanmasi
gereken 6nemli bir noktadir. Alinan 6rneklerin
dokular1 temsil edip etmediginin belirlenmesi
gerekir. Caligmamizda materyal &rnekleme
yeterliligi incelendiginde hem frozen kesitlerde
hem yayma preparatlarda yetersiz
orneklemelerin oldugu gozlenmistir. Kesitler
igin toplam 300 6rnek i¢inde 4 adet (%1.33),
yayma preparatlar i¢in yine toplam 300 6rnek
icinde 3 adet (%]1) 6rnek yeterlilik kriterlerini
saglayamamistir (Tablo 2). Yeterlilik kriter-
lerinin farkli belirlenmesi yetersiz o6rnek
sayisini yakindan ilgilendirmektedir. Meme
[IAB lerinde yetersiz 6rnek miktar1 %20.2-34
olabilmektedir. Kline ve ark.’nin ¢alismasinda
yayma preparatlarin yeterli olarak
degerlendirilmesi  igin  minimum  gerekli
epitelyal kiime sayisit 6'dan bire indirildiginde
yetersiz preparat oran1 %13.7°ye diismiistiir
7).

Calisma grubuna IHK yoéntemle p53,
bcl-2 ve c-erb B2 antikorlart hem frozen
kesitlere hem yayma preparatlara uygu-
lanmistir. Doku takibinin getirecegi antijen
maskelenmesini ortadan kaldirmak amaciyla
yayma materyalinin kiyaslanmasinda frozen
kesitlerin kullanilmasi uygun gorilmiistir.

Tiimédral dokulara ait frozen kesitlerde
p53 pozitif olgu sayist 28 (%28) iken yayma
preparatlarda p53 pozitif olgu sayisi 14’e
(%14) dismistiir (Tablo 2).Yetersiz materyal
miktar1 ayni kalirken kesitte pozitif olan
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Tablo 2. Tumor frozen kesitleri ve yayma preparatlarma uygulanan p53, bcl-2 ve c-erb B2
immiinhistokimyasal boyamalarin sonuglari.

Frozen kesit

Yayma preparatlar

say1 yiizde sayl yiizde

P53 yetersiz materyal 1 1 1 1
negatif boyanma 71 71 85 85

pozitif boyanma 28 28 14 14

Bcl-2 yetersiz materyal - - - -
negatif boyanma 17 17 20 20

pozitif boyanma 83 83 80 80

c-erb B2  yetersiz materyal 3 3 2 2
negatif boyanma 14 14 20 20

pozitif boyanma 83 83 78 78

TOPLAM  yetersiz materyal 4 1.33 3 1.00
negatif boyanma 102 34.00 125 41.67

pozitif boyanma 194 64.67 172 57.33

Tablo 3. Timoér dokularina ait frozen kesit ve yayma preparatlarda izlenen bcl-2 immiinhistokimyasal
boyanmasinin karsilagtirilmasi.

Tiimor yayma preparatlarinda bcl-2 ekspresyonu
Timor frozen kesitlerde Yok %1-25 %26-75 %76 tizeri
p53 ekspresyonu n % n % n % n % p degeri
ok 11 647 | 4 235 1 59 1 59
%1-25 3 231 6 46.2 1 77 3 231
*0.000
%26-75 3 250 4 333 4 333 1 83
%476 ve tizeri 3 52 7 121 24 414 24 414

*: istatistiksel olarak anlamli (Mc Nemar testi)

Tablo 4. Timoér dokularina ait frozen kesit ve yayma preparatlarda izlenen p53 immiinhistokimyasal
boyanmasinin karsilagtirilmasi.

Tiimdr yayma preparatlarinda p53 ekspresyonu

Tumor frozen kesitlerde

p53 ekspresyonu
yok

%1-25
%26-75

%76 ve tizeri

Yok %1-25 %26-75 %76 tizeri
n % n % n % n % p degeri
69 98.6 0 00 1 14 0 00
12 80.0 3 200 0 00 0 00
*0.000
1 111 1 111 7 778 0 00
3 75.0 0 0.0 0 00 1 250

*: istatistiksel olarak anlamli (Mc Nemar testi)

olgularin

deki

%350’sinin

boyanma

yayma preparatlarda
negatif olarak bulunmasi dikkat c¢ekicidir.
Ancak istatistiksel degerlendirmede kesitler-
ile sitolojik materyaldeki
boyanma arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski saptanmistir (p=0.000) (Tablo 4).
Degisik ¢aligmalarda frozen kesitlerde p53
pozitifligi %38.5 ile %52 arasinda degis-
mektedir (18,19). Calismamizdaki pozitiflik
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orani bu degerlere gore diisiiktiir. Literatiirde
p33 pozitifliginin degisik antikorlarin kullanil-
mas1 ve laboratuvar farkliliklarina bagl olarak
degisik oranlarda goriildigi belirtilmektedir
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(20, 21). Sitolojik materyalde p53 IHK
boyamalarinda pozitiflik orani1 %13 ile %57

Tablo 5. Tumér dokularina ait frozen kesit ve yayma preparatlarda izlenen p53 immiinhistokimyasal

boyanmasinin karsilagtirilmasi.

Tiimor yayma preparatlarinda c-erb B2 ekspresyonu

Timor frozen kesitlerde Yok %1-25 %26-75 %76 tizeri
p53 ekspresyonu n % n % n % n % p degeri

yok 6 429 7 50.0 1 71 0 00

%1-25 5 313 8 50.0 3 1838 0 00
*0.000

%26-75 4 211 2 105 9 474 4 211

%76 ve tizeri 4 85 11 234 18 38.3 14 29.8

*: istatistiksel olarak anlamli (Mc Nemar testi)

arasinda bildirilmektedir (22,23). Calismamiz-
da elde ettigimiz %14’liik pozitiflik literatiir ile
uyumlu  goriinmektedir.  Ancak  IIAB
materyallerinde frozen kesitlere gore pozitiflik
oraninin diigmiis olmas1 nedeniyle sitolojik

materyalde p53 boyanmasmin duyarliligt
(sensitivite) %50, ozgilligi (spesifisite)
%92.3 olarak  bulunmustur. Caligma

grubumuzda frozen kesitlerde p53 pozitif
olan olgularda boyanmanin siklikla %1-25
aras1 hiicrede oldugu dikkati g¢ekmektedir
yani  p53  pozitifligi  yaygin  olarak
saptanmamistir (Tablo 4). 1IAB de doku
orneklerine gore daha az hiicre elde edilir,
p53 boyamalarinda zaten yaygin olmayan
pozitif hiicrelerin daha da seyrelip orneklere
rastlamamis olma olasiligt bu sonucu
dogurmus olabilir.

Hori ve ark.’nin frozen kesitlerde bcl-2
boyamas: yaptiklart ¢aligmalarinda %80.8
olgunun pozitif oldugu gozlenmektedir (24).
Parafine gomiili dokulardan elde edilen
boyamalarda pozitiflik frozen kesitlerdeki gibi
olabilecegi gibi daha diisiik de olabilmektedir
(25,26). Sitolojik materyalde bcl-2 pozitifligi
%65 olarak bildirilmektedir (27). Calisma-
mizda yayma preparatlarda bcl-2’nin literatiire
gore yiiksek bulunmasi &rneklerin operasyon
yapildiktan sonra ¢ok ¢abuk hazirlanip hemen -
20°C aseton ile fikse edilmesine bagli olabilir.

Dokularin oda sicakliginda beklemesinin bcl-2
overekspresyonunu  azalttigi  bilinmektedir.
Caligmamizda tiimoral dokuda frozen kesitler
ve yayma preparatlardaki bcl-2
overekspresyonu arasinda istatistiksel Ooneme
sahip bir iliski saptanmistir (p=0.000) (Tablo
3). Boylece sitolojik materyalde izlenen bcl-2
boyamasinin frozen kesitlerdeki ile paralel
oldugu sdylenebilir. [IAB’nin duyarlilig: bcl-2
boyamas1 i¢in %89.2, ozgillugi ise %92.5
olarak bulunmustur. Bu bulgu ile de [IAB’de
bcl-2 THK boyamasmin giivenilir sonuglar
verdigi sdylenebilir.

Timoral dokulara yapilan c-erb B2
[HK boyamalarinda frozen kesitlerde 83 (%83)
olgu pozitif boyanma gosterirken, yayma
preparatlarda 78 (%78) olgu pozitif boyanma
gostermektedir. Meme kanserlerinde c-erb B2
overekspresyonu %11 ile %42 arasinda
degisen oranlarda bildirilmektedir (28-30).
Troncone ve ark.’min calismalarinda frozen
kesitlerde c-erb B2 pozitifligini %42, 1IAB
materyalinde pozitifligi %48 olarak bildirmek-
tedirler (31). Calismamizda c-erb B2 over-
ekspresyonunun yiiksek ¢ikmasinin bir nedeni
boyamanin frozen kesitlere yapilmig olmasi,
bir diger nedeni de calisma grubunun kotii
prognostik parametrelere sahip olan olgular
yiiksek oranda igermesi olabilir. Caligmamizda
timoral dokuda frozen kesitler ve yayma
preparatlardaki c-erb B2 overekspresyonu
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arasinda istatistiksel Oneme sahip bir iligki
saptanmistir  (p=0.000) (Tablo 5). Bdylece
sitolojik ~ materyalde  izlenen  c-erbB-2
boyamasinin frozen kesitlerdeki ile kismen
paralel oldugu sdylenebilir. IIAB’nin duyar-
lilig1 c-erb B2 boyamasi igin %84.1, 6zgiilligii
ise %89.6 olarak bulunmustur.

Literatirde meme IIAB’lerinde tami
amagli yapilan c¢aligmalarda duyarlilik ve
ozgiilligin  yiikksek oldugu bildirilmektedir
(32). Palombini ve ark.’nin 1956 olgu igeren
caligmalarinda meme kitlelerinde yapilan
[IAB’nin tanisal duyarhilign %95.7, dzgiilliigii
% 89.6 olarak bildirilmektedir (33). [IAB’lerde
duyarlilik (sensitivite) degisik faktorlerden
etkilenmektedir; 1) Ornegin yeterliligi, 2)
preparatin iyi hazirlanmasi, 3) boyanin basgarisi
(12). Calismamizda tiimoral dokudan yapilan
[IAB o6rneklemelerindeki p53, bel-2 ve c-erb
B2 IHK boyanmalarimi degerlendirdigimizde
su sonuglar1 elde etmekteyiz; yayma
preperatlarinda P53 ekspresyonuna bakildi-
ginda, frozen preparatlarda pozitif olan
olgularin 6nemli bir kisminda yalanci negatif
sonu¢ vermektedir. P53 igin sitolojik
materyalde duyarlilik diisiik olmakla birlikte
Ozgiilliik yiiksektir yani yalanci pozitif orant
tatmin  edici oranda  disiktir. Ayni
degerlendirmeyi  bcl-2  isaretleyicisi  i¢in
yaptigimizda sitolojik materyalde hem yalanci
negatif hem de yalanci pozitif sonuglarin az
oldugunu dolayst ile bel-2 THK boyamasinin
rahatlikla sitolojik materyalde kullanila-
bilecegini ve giivenilir oldugunu gormekteyiz.
Son igaretleyici c-erb B2’de bcl-2°de oldugu
gibi yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliige sahip
bulunmustur ve giivenle IIAB materyallerinde
kullanilabilir. C-erb B2’nin meme karsinom-
larinda tedavi segimlerini etkilemesi nedeniyle
[IAB  materyalinde  giivenilir  sonuglar
vermesinin  ayrt bir Onemi olduguna
inaniyoruz.

Elde ettigimiz bu bulgularin 1s1ginda
meme Karsinomlarinda p53, bcl-2, c-erb B2
icin IIAB materyallerinin kullanilabilecegini
diisiiniiyoruz. Ancak p53 boyamasinda 6zellik-
le pozitifligin yaygm olmadigr (%1-25
pozitiflik izlenen) olgularda duyarliligin diisiik
oldugu yani yalanci negatif sonug verebilecegi
akilda tutulmalidir.

Doku takibi uygulanmadigindan frozen
kesitlerle sitolojik materyal, antijenitelerini
korumalar1 bakimindan birbirleri ile esdeger
goriilebilir.  Frozen  kesitler ile karsi-
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lastinldiginda  {IAB  materyallerinde THK
uygulamasit meme kanseri taramalarinda ucuz
ve kolay bir yontem olarak kullanilabilir.
Yeterlilik sorununa karsit hazirlanan preparat
sayisinin fazla olmasi etkili olabilir.

Cikar Catismasi: Yok
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