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I. ÖZET 

 

Köpek Meme Tümörlerinde p53 Proteini ile Metallothionein’in 

İmmunohistokimyasal Yöntemlerle Gösterilmesi 

 

 

Çalışmada malign ve benign meme tümörlerinde immunhistokimyasal olarak 

prognostik faktör olarak kullanılan p53 proteini ve metallothioneinin (MT) varlığı; 

bunların tümör tipleri, derecesi ve varsa metastazları ile arasındaki korelasyonu 

araştırmak amaçlandı. Bu amaçla değişik ırklara ait 6-15 yaşlar arasında 50 adet köpek 

meme tümörü kullanıldı. Histopatolojik incelemeler sonunda 36 adet malign mikst tümör, 

9 adet adenokarsinom (1 papiller kistik, 4 duktal, 4 tubuler karsinom), 5 adet benign 

mikst tümör saptandı. Bu tümörlerin 5’i torakal, 6’sı abdominal, 18’i inguinal, 11’i 

torako-abdominal, 10’u abdomino-inguinal meme loblarında lokalize olmuştu.  

Malign mikst tümörlerin 35 adedinde, adenokarsinomların hepsinde, benign mikst 

tümörlerinde üç adedinde meme bezi ve kanal epiteli hücrelerinde MT pozitif alanlara; 

yine malign tümörlerin hepsinde, benign tümörlerinde iki adedinde genel olarak meme 

bezi epitellerinde, daha az olarak da kanal epitellerinde p53 proteini pozitif alanlar 

dikkati çekti. Ayrıca iki benign mikst tümörde ise her iki reagenzle pozitif boyanma 

saptandı. 

  

 

Anahtar Sözcükler  : immunoperoksidaz, meme, metallothionin, p53 protein, tümör 
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I. SUMMARY 

 

Immunohistochemical Demonstration of p53 protein and Metallothionein in 

Canine Mammary Tumors 

 

 

In the study, p53 protein and metallothionein (MT) were investigated by 

immunohistochemically in benign and malign mammary tumors, and also were evaluated 

type of tumor degree, metastatic status and the correlation. The 50 cases were examined, 

different breed and 6-15 years old. There were 36 malign mixed tumor, 9 

adenocarcinoma (1 papillary cystic adenocarcinoma, 4 ductal carcinoma, 4 tubuler 

carcinoma), 5 benign mixed tumor. The locations of tumors were seen in five thoracic, 

six abdominal, 18 inguinal, 11 thoraco-abdominal, and 10 abdomino-inguinal mammary 

glands. 

Positive immunostaining for MT sera was found in 35 malign mixed tumor, nine 

adenocarcinoma and three benign mixed tumor in mammary gland epithelium and ductal 

epithelium. Positive immunostaining for p53 protein sera was determined in 36 malign 

mixed tumor and two benign mixed tumor in generally mammary gland epithelium and 

rarely ductal epithelium. Also the positivity was seen with p53 protein and MT at one 

benign mixed tumor. 

 

Key Words : immunoperoxidase, mammary gland, metallothionein, p53 protein, tumor                             
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II. AMAÇ VE KAPSAM 

Köpeklerde meme tümörleri, deri tümörlerinden sonra en sık rastlanılan 

tümörlerdir (Moulton, 1990). Dünyanın bütün bölgelerinde bildirilmiş olan bu 

tümörlerin ortaya çıkışında ve sıklığında bölgesel farklılık saptanmamıştır. Yapılan 

araştırmalar, köpeklerde rastlanan tümörlerin yaklaşık % 25-50’sinin meme tümörü 

kalanlarının da hiperplazi, adenom ve miyoepitelyom yapısında bulunduğunu 

göstermiştir (Brodey ve ark., 1983; Fidler and Brodey, 1967; Pamukçu and Ertürk, 

1962). Son yıllarda insan ve hayvanlarda bu tümörlerin karakterini saptamak amaçlı 

pek çok prognostik faktörlerden (steroid hormon reseptörleri, MIB-1, p53 protein, 

EGF-R, metallothionin {MT}vd) faydalanılmaktadır (Cote and Taylor, 1994). Hatta 

bunları saptamak için de insan meme tümörleri için iyi bir model oluşturduğu ileri 

sürülen köpek meme tümörlerinden yararlanılmaktadır (Schafer ve ark., 1998; 

Moulton, 1990). 

Bunlardan MT’ler yüksek sistein içerikli düşük moleküler ağırlıklı proteinlerdir ve 

bunlar seçici olarak çinko (Zn), bakır  (Cu) ve diğer grup II ağır metalleri ile 

bağlanırlar (Bier ve ark., 1994; Schmid ve ark., 1993; Zeng ve ark., 1991). Büyük 

orandaki metal iyonlarını  bağlayabilme özelliklerinden dolayı da bunun Zn ve Cu 

metabolizmasında, ağır metal detoksifikasyonu ve metal transportunda, hatta oksidatif 

stresten hücreyi korumada homeostatik rol oynadığı düşünülmektedir (Cubatsu and 

Meneghini, 1993). Hücre proliferasyonu, embriyojenik gelişim ile karsinogenezisteki 

rolü ise tam olarak aydınlatılamamıştır. Bunlar aynı zamanda bazı kemoterapotik 

metallere karşı ilaç rezistansı sağlarken kadmiyum ve antikanser ilaçlarının da yan 

etkilerini önlemektedir (Sawaki ve ark., 1999). Metal toksisitelerinde; stress ya da 

yaralanma (yangı, iskemi, ionize radyasyon, alkali sitotoksisitesi) durumlarında 

serbest kalan radikaller DNA’da onarılamayacak hasarlar yaparlarken MT’nin hücre 

koruyucusu olarak görev yaptığı (Jasani and Schmid, 1997), diğer taraftan da Zn 

içeren tümör baskılayıcı faktör olan p53 proteini (tumor suppressor p53 protein)’ni 

inaktive ederek metal şalasyonu ile kontrolsüz neoplastik hücre proliferasyonuna 

neden olduğu varsayılmaktadır (Douglas-Jones ve ark., 1995).  

Prognostik faktörlerden p53 proteini ise fare sarkomlarında saptanan ve tümör 

hücrelerinin oluşturduğu spesifik hücresel bir onkoprotein (deLeo ve ark., 1979) 
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olarak kabul edilmekle birlikte günümüzde sadece tümörlü dokularda değil normal 

dokularda da bulunduğu bilinen bir proteindir.Bu nedenle p53 proteini wild type 

(normal) p53 proteini” ve “mutant p53 proteini” olarak iki grupta 

değerlendirilmektedir. Bunlardan “wild type (normal) p53 proteini”nin yarılanma 

ömrü çok kısadır (6-30 saniye) ve dokuda immunohistokimyasal olarak saptanacak 

kadar birikimi olmaz. “Mutant p53 proteini”nin ise aksine yarılanma ömrü uzundur ve 

birikim göstererek hücre çekirdeğinde kolaylıkla saptanabilir. P53 geni ise tümör 

oluşumunu baskılayan bir gendir. Bu gende oluşan değişiklikler pekçok tümörde 

sitogenetik, moleküler ve immunohistokimyasal metotlarla saptanmaktadır (Mayr ve 

ark., 1999; Poller ve ark., 1993; Kastan ve ark., 1991). Özellikle 

immunohistokimyasal metotlarla p53 proteininin saptanması, p53 genindeki 

mutasyonun göstergesidir, yüksek dereceli (grade) ve yüksek proliferasyon indeksli 

malign tümörlerde ekspresyonu çok fazladır (Mayr ve ark., 1999; Cote and Taylor, 

1994).  

Bu çalışmada özellikle prognostik faktörlerden p53 protein ve metallothioneinden 

yararlanılarak malign ve benign meme tümörlerindeki varlıkları; bunların tümör tipleri, 

derecesi ve varsa metastazları ile arasındaki korelasyonu araştırmak amaçlanmıştır.  

 

III.  MATERYAL VE YÖNTEM 

III.1. Materyal 

Çalışmanın materyalini, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Doğum ve 

Jinekoloji Anabilim Dalı’ndan Patoloji Anabilim Dalı’na gönderilen 50 adet köpek meme 

tümörü oluşturmuştur. Bu köpekler Terrier (23), Boxer (3), Cocker (3), Kangal (1), 

İrlanda Setteri (1), Doberman (1), Rotweiler (1), Poodle (1), Pointer melezi (1), Melez 

(15) ırklarında, 6-15 yaşlar arasında ve hepsi dişiydi. 

 

 III.2. Yöntem 

Histopatolojik İncelemeler: 

Toplanan meme tümörü örnekleri % 10’luk tamponlu formalinde birkaç gün tespit 

edildi, rutin doku takibine alındı ve parafinde bloklandı. Her bloktan 5 µm kalınlığında 
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kesitler alınarak, hematoksilen-eozin (HE)ve Perl boyası ile boyandı (Luna, 1968) ve ışık 

mikroskobunda (DM 4000B, Leica) incelendi.  

İmmunhistokimyasal İncelemeler: 

Tümörlü meme dokularından histopatolojik incelemelere göre hazırlanan aynı 

doku kesitlerine immunoperoksidaz yöntemi (Avidin-Biotin Peroxidase Complex [ABP-

C]) uygulandı. Kesitler  ksilollerde deparafinize, dereceli  alkol serilerinde de dehidre 

edildikten sonra oda ısısında 5 dakika % 3’lük hidrojen peroksitte tutuldu. Daha sonra  

90°C’de 20 dakika antigen retrieval solusyonu (Dako) ile muamele edildi (pH 6.0). 

Nemli kamaraya alınan kesitlerin üzerine birer damla normal keçi serumu (Dako) 

damlatılarak 37°C’lik etüvde 20 dakika bekletildi. Bunu izleyen aşamada da  kesitlere 

anti-metallothionin ve anti-p53 protein (Pab240) serumu (Dako) damlatılıp, 60 dakika 

aynı derecelik etüvde inkube edildi. Daha sonra Biotinize sekonder antikor ve 

Streptavidin-peroksidaz (Universal LSAB-2 Kiti/Dako) damlatılıp 37°C’lik etüvde 20’şer 

dakika tutuldu. Nihayet kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC)’den oluşan kromojende 

kontrollü olarak bekletildi. Kesitler normal keçi serumunun kullanıldığı aşama hariç 

hematoksilenle boyanıncaya kadar fosfatlı bufferla (pH 7.4) yıkandı. Mayer’in 

hematoksilen boyasında 1 dakika karşıt boyamaya tabi tutulup çeşme suyu altında 

yıkandı; üzerlerine su bazlı yapıştırıcı damlatılarak lamelle kapatıldı.  

Kontrol için ayrılan  doku kesitlerine de   benzer  prosedür  uygulandı. Ancak primer 

antikor yerine normal tavşan serumu kullanıldı. İmmunoperoksidaz yöntemine göre  bu 

şekilde hazırlanan doku kesitleri inceleninceye kadar oda sıcaklığında ve karanlıkta 

muhafaza edildi. Değerlendirilmeleri  ışık mikroskobunda (DM 4000B, Leica) 

değerlendirildi.  

MT ve p53 protein saptanması aşağıdaki gibi derecelendirilmiştir : 

(-)      İmmunopozitifliğin saptanmaması 

(+)  Farklı on mikroskop sahasında birkaç tümör hücresinde immunopozitifliğin 

saptanması 

(++)  Farklı on mikroskop sahasında fokal alanlar halinde ancak belirgin olarak tümör 

hücrelerinde  immunopozitifliğin   saptanması 
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(+++) Farklı on mikroskop sahasında %50’den fazla tümör hücresinde güçlü 

immunopozitifliğin saptanması 

 

IV. BULGULAR 

IV.1. Histopatolojik Bulgular: 

İncelenen tümörlerin histolojik klasifikasyonuna Dünya Sağlık Teşkilatı’na göre 

yapıldı (Hampe ve Misdorp, 1974). Bu değerlendirme sonucunda: 36 adet malign mikst 

tümör, 9 adet adenokarsinom (1 papiller kistik, 4 duktal, 4 tubuler karsinom), 5 adet 

benign mikst tümör tanısı konuldu (Tablo 1) (Resim 1-4). Bu tümörlerin 5’i torakal, 6’sı 

abdominal, 18’i inguinal, 11’i torako-abdominal, 10’u abdomino-inguinal meme 

loblarında lokalize olmuştu. Tümör tiplerine göre etkilenen meme lobları Tablo 2’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo1. Meme tümörlerinin histopatolojik sınıflandırılması 

 

Benign Tümörler     5   (% 10) 

Benign Mikst       5 

Malign Tümörler       45  (% 90) 

 

Malign mikst tümör      36 

Karsinom       9 

Tubuler adenokarsinom              4 

Papillar kistik adenokarsinom   1 

Duktal adenokarsinom                         4 

                                                     Toplam:     50 

 

 

 

 

 



 7 
 

Tablo 2. Tümörlerin lokalize oldukları meme lobu/lobları 

Etkilenen meme lobları  
Tümör tipleri 

Torakal Abdominal İnguinal Torako-
abdominal 

Abdomino-
inguinal 

Malign mikst 
tümör 

3 4 17 5 7 

Tubuler 
adenokarsinom 

2 1 1 - - 

Duktal 
karsinom 

- - - 1 3 

Papillar kistik 
adenokarsinom 

- 1 - - - 

Benign mikst 
tümör 

- - - 5 - 

 
Toplam 

5 6 18 11 10 

 

IV.2. İmmunohistolojik Bulgular: 

p53 Protein 

Malign tümörlerin hepsinde, benign tümörlerin ise  iki adedinde meme bezi ve 

kanal epiteli hücrelerinin sitoplazma ve/veya çekirdeğinde ya da her ikisinde değişen 

şiddette diffuz kahverengi boyanan p53 proteini pozitif alanlar dikkati çekti (Tablo 3 ve 

Resim 5-10) 

Tablo 3. Tümör tiplerine göre p53 protein saptanması 

Pozitiflik şiddeti (Adet)  
 

Tümör tipleri 
- + ++ +++ 

 

Toplam 
(Adet) 

Malign mikst 
tümör 

- 9 17 10 36 

Tubuler 
adenokarsinom 

- 2 2 - 4 

Duktal 
karsinom 

- 3 1 - 4 

Papillar kistik 
adenokarsinom 

- - - 1 1 

Benign mikst 
tümör 

3 2* - - 5 

* Aynı zamanda MT ile de pozitif reaksiyon vermiştir. 
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Metallothionein  

 Histopatolojik olarak tanısı konan malign mikst tümörlerin 35 adedinde, 

adenokarsinomların hepsinde, benign mikst tümörlerinde iki adedinde genel olarak meme 

bezi epitellerinin, daha az olarak da kanal epitellerinin sitoplazma ve/veya çekirdeğinde 

ya da her ikisinde değişen şiddette diffuz kahverenkli MT pozitif alanlar dikkati çekti 

(Tablo 4 ve Resim 11-15). Bazı olgularda ise adeta mozaik gibi bir alanda kuvvetli 

boyanırken diğer alanda boyanmanın görülmediği alanlar saptandı. Ayrıca hem malign 

hem de benign karakterde olan tümörlerde, tümörlü ve tümörsüz alanda bulunan 

miyoepitel hücrelerinde de boyanmalar gözlendi (Resim 16).  

Tablo 4. Tümör tiplerine göre MT saptanması 

Pozitiflik şiddeti (Adet)  
 

Tümör tipleri 
- + ++ +++ 

 

Toplam 
(Adet) 

Malign mikst 
tümör 

1 5 18 12 36 

Tubuler 
adenokarsinom 

- 2 2 - 4 

Duktal 
karsinom 

- 1 3 - 4 

Papillar kistik 
adenokarsinom 

- - 1 - 1 

Benign mikst 
tümör 

2 2* 1 - 5 

* Aynı zamanda p53 proteini ile de pozitif reaksiyon vermiştir. 
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Resimler : 

Resim 1.  Duktal karsinom, HE, X 100.  

Resim 2.  Papillar kistik adenokarsinom, HE, X 100.  

Resim 3.  Malign mikst tümör, HE, X 100.  

Resim 4.  Benign mikst tümör, HE, X 100.  

Resim 5.  Bez epitel hücrelerinde p53 proteini pozitif boyanma, malign mikst tümör, 

ABC-P, X 100. 

Resim 6-7.  Kanal epitel hücrelerinde p53 proteini pozitif boyanma, duktal karsinom, 

ABC-P, X 100. 

Resim 8.  Bez epitel hücrelerinde p53 proteini pozitif boyanma, papiller kistik 

adenokarsinom, ABC-P, X 100. 

Resim 9.  Bez epitel hücrelerinde p53 proteini pozitif boyanma, malign mikst tümör, 

ABC-P, X 100. 

Resim 10.  Bez epitel hücrelerinde p53 proteini pozitif boyanma, benign mikst tümör, 

ABC-P, X 100. 

Resim 11-12.  Bez epitel hücrelerinde MT pozitif boyanma, tubuler adenokarsinom, 

ABC-P, X 100. 

Resim 13.  Kanal epitel hücrelerinde MT pozitif boyanma, duktal karsinom, ABC-P, X 

100. 

Resim 14.  Bez epitel hücrelerinde MT pozitif boyanma, papiller kistik adenokarsinom, 

ABC-P, X 100. 

Resim 15.  Bez epitel hücrelerinde MT pozitif boyanma, malign mikst tümör, ABC-P, X 

100. 

Resim 16.  Miyoepitel hücrelerinde MT pozitif boyanma, benign mikst tümör, ABC-P, X 

100. 
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V. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Meme tümörlerinin köpeklerde yaşa bağlı olduğu, 2 yaşın altındaki köpeklerde 

ender görüldüğü, insidensin 6-7. yaşlardan sonra artmaya başladığı ve 10-11. yaşlardan 

sonra azalma eğiliminde olduğu bildirilmiştir (Moulton, 1990; Krayannopoulou ve ark., 

1989). Bu çalışmada köpeklerin yaşları 6-15 arasında değişmekle birlikte, 8-11 yaşlar 

arasında meme tümörlerinin daha fazla görüldüğü tespit edildi. Özellikle son yıllarda 

hayvan sevgisinin ile evde beslenen hayvan sayılarının artması, hayvanların bakım-

besleme şartlarının  sağlıklı koşullarda bilinçli yapılıyor olması bu hayvanların daha uzun 

süre yaşama şanslarını arttırmakta ve yaşın ilerlemesiyle de tümörlerin görülme oranında 

bir artış görülmektedir. Av ve spor amacıyla yetiştirilen köpek ırklarıyla Kurt ve Kaniş 

ırkı köpeklerde bu tümörlere daha sık rastlanmaktadır (Vural ve Aydın, 2001; Moulton, 

1990). Çalışmada ise en fazla Terrier ırkı köpeklerde saptanmıştır. 

Köpek meme tümörlerinin histopatolojik incelemesinde, 45 adet (% 90) malign, 5 

adet (% 10) benign karakterde 50 adet meme tümörü saptandı. Çeşitli araştırmalarda da 

% 50-57 malign, % 43 benign özellikte tümörlere rastlanmıştır (Doré ve ark., 2003; 

Gilbertson ve ark., 1983). Karayannopoulou ve ark. (1989), malign meme tümörlerinin % 

39’unun malign mikst tümör, % 59’unun adenokarsinom olduğunu bildirirlerken Moulton 

(1990) ise köpeklerdeki meme tümörlerinin yaklaşık % 65’inin benign mikst tümör, % 

25’inin karsinom, diğerlerinin ise hiperplazi, adenom, malign mikst tümör ve 

miyoepitelyom yapısında olduğunu saptamıştır. Çalışmada bu tümörlerden malign mikst 

tümörlere % 72, adenokarsinomlara % 18, benign mikst tümörlere ise % 10 oranında 

rastlanmıştır. Genel anlamda malign tümörler bu sonuçlarla uyum gösterirken benign 

olgularda bu oran aksine çok düşük bulunmuştur.  Ayrıca çalışmada, bu tümörlerin 5’i 

torakal, 6’sı abdominal, 18’i inguinal, 11’i torako-abdominal, 10’u abdomino-inguinal 

meme loblarında lokalize olmuştu. Bu lokalizasyonda malign tümörlerin çoğunlukla 

inguinal meme loblarında lokalize olması dikkat çekiciydi.  

İnsan ve köpek meme tümörleri davranış ve histolojik köken bakımından 

benzerlik gösterdiği için son yıllarda özellikle insan hekimliğinde meme tümörleri için iyi 

bir model oluşturduğu ileri sürülen köpek meme tümörlerinden yararlanılmaktadır 

(Schafer ve ark., 1998; Moulton, 1990). Çalışmada da bu amaçla köpeklere ait meme 

tümörlerinden ve p53 protein ile metallothionein reagenzlerinden faydalanılmıştır. 
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Günümüzde insan ve hayvanlarda bu tümörlerin karakterini saptamak amaçlı pek 

çok prognostik faktörlerden (steroid hormon reseptörleri, MIB-1, p53 protein, EGF-R, 

metallothionin {MT} gibi) faydalanılmaktadır (Cote and Taylor, 1994). Bu reagenzlerden 

p53 proteini hücre siklusunun kontrolünde önemli rol oynar. Bu metilokolantren 

(methylocolantrene) tarafından oluşturulan fare sarkomlarında bulunan nüklear nonhiston 

bir proteindir. Bu protein DNA yıkımlanmasına karşın DNA onarımını kolaylaştırır. 

DNA’nın zarar gördüğü durumlarda p53 gen proteini aktive olmaktadır ve bu proteinin 

hücrelerde birikmesi hücre proliferasyonunun düzenlenmesinde, çeşitli organların 

karsinogenezisinde ve programlı hücre ölümünde önemli rol oynamaktadır (Hainaut ve 

ark., 1997; Yonish-Rouach ve ark., 1991). p53 gen mutasyonları insanlarda akciğer, 

kolon ve göğüs kanserlerinin pek çok çeşidinde sıklıkla bulunmakta ve malignite de 

önemli oranda rol oynamaktadır (Barnes ve ark., 1993; Davidoff  ve ark., 1991, Iwaya ve 

ark., 1991, Koutselini ve ark., 1991). Hayvanlarda ise bu mutasyonlara, köpeklerde meme 

tümörleri  (Mayr ve ark., 1999) ve osteosarkomlar (Mendoza ve ark. 1998, van Leeuwen 

ve ark., 1997); kedilerde hematopoietik tümörlerde (Okuda ve ark.,1994), protein 

birikimleri ise köpek meme tümörleri (Inoue ve Shiramizu, 1999; Rungsipipat ve ark., 

1999; Gamblin ve ark., 1997) ile kedi ve köpeklerde yassı hücreli karsinomlarda 

(Gamblin ve ark., 1997; Teifke ve Lohr, 1996) rastlanmıştır.  

Mutant p53 proteininin aşırı birikimi ile köpek meme tümörünün gelişimi 

arasındaki korelasyon çalışmaların sınırlı olması nedeniyle tam olarak 

aydınlatılamamıştır. İnsanlarda, göğüs kanserlerindeki p53 proteini pozitiflik oranı % 20-

50 arasında tespit edilirken (Nakopoulou ve ark., 1996; Davidoff ve ark., 1991) insanlar 

için bir model olarak düşünülen köpek meme tümörlerinde bu oran, kullanılan antikor ve 

tümör  tiplerine göre (CM-1, PAb24, PAb1801, BP53-12, PAb122 ve PAb421) oldukça 

büyük farklılıklar göstermektedir (Lee ve ark., 2004; Albaric ve  ark., 2001; Gamblin ve 

ark., 1997; Wolf ve ark., 1997; Sagartz ve ark., 1996). Bunlardan köpeklerde PAb421’in 

immunhistokimyasal olarak hiç sonuç vermediği (Lee ve ark., 2004), CM-1 ve 

PAb240’ın ise hem benign hem de malign tümörlerde pozitif sonuç verdiği bildirilmiştir 

(Lee ve ark., 2004; Rungsipipat ve ark., 1999). Wolf  ve ark. (1997), benign tümörlerdeki 

yüksek pozitif p53 protein saptanmasının antijen kaybıyla açıklanamayacağını, ancak 

pozitif boyanması beklenen ve histopatolojik incelemede malign tanısı konulan bazı 
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tümörlerde reaktivitenin düşük olması ya da olmamasının dokuların tespit edilmesi, 

gömülmesi ve diğer rutin takipte hata yapılması sonucu antijen kaybıyla ilişkili 

olabileceğini belirtmişlerdir. Diğer taraftan Kanaya ve ark. (2002) ise köpeklerde p53 

proteininin sadece malign myoepitelyomda yoğun olarak boyandığını, meme tümörleri ve 

diğer tümör çeşitlerinde ise boyanma tespit edilemediğini bildirmişlerdir. Bazı araştırılar 

ise (Albaric ve ark., 2001; Sironi ve ark., 1999)  Ab-7 ve DO-7 anti-human p53 

antikorları ile köpek tümörlerinde sonuç alamadıklarını bildirmişler ve bu durumun insan 

p53 proteinleri ile karşılaştırıldığında, köpeklerdeki p53 molekülünün yüzeyindeki 

aminoasitlerin yerleşimindeki ve yapısındaki lokal farklılıktan kaynaklanmış 

olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Çalışmada ise Pab240 klonuna sahip p53 proteini 

kullanılmış ve iki adet benign, 45 adet malign tümörde değişen şiddette p53 protein 

boyanması saptanmıştır. Pozitif boyanmaya yoğunlukla kötü huylu tümörlerde 

rastlanması köpek meme tümörlerinde kötü prognoz ve artan malign potansiyelin 

tespitinde PAb240 anti-human p53 antikorunun bir malignite kriteri olarak 

değerlendirirken benign olgularda da rastlanmasını tümörlerin histopatolojik 

değerlendirmede benign özellikte görülmesine karşın malignite riskinin yüksek olduğu 

şeklinde yorumlanmıştır. Diğer taraftan Haga ve ark. (2001), köpek meme tümörlerinde 

p53 protein birikiminin insan veya fare meme tümörleriyle karşılaştırıldığında % 50-60 

pozitiflik elde etmişlerdir ve pozitifliğin oldukça yüksek oranda olmasını birden fazla 

monoklonal antikor kullanmalarıyla açıklamışlardır. P53 proteinin BP53-12 monoklonal 

antikoru ile % 50, PAb122 ile % 60 pozitif sonuç elde etmişler ve iki farklı monoklonal 

antikor kullanarak p53 geninin BP53-12 ile N, PAb122 ile C epitoplarını saptamışlardır. 

Böylece N, C ve hatta orta bölgedeki epitopların hepsini ilgilendiren çok sayıda 

monoklonal antikorun kullanılmasıyla, pozitif oranın çok daha yüksek seviyede 

olacağını, bu araştırmaların yalnızca köpek meme tümörlerinde değil insan meme 

tümörlerinin araştırmalarında da çok faydalı olacağını bildirmişlerdir. Bu çalışmada ise 

Haga ve ark. (2001)’nın bildirdiklerinin aksine sadece tek tip antikor (Pab240) kullanıldı 

ve % 94 pozitiflik elde edildi. Bu farklılığın, kullanılan monoklonal antikorlardan ve 

tümör tiplerinden kaynaklanmış olabileceği düşünüldü.  

Köpek meme tümörlerinde p53 proteini pozitifliğine  % 20 çekirdekte, % 80 

sitoplazmada rastlanmıştır (Inoue ve Shiramizu, 1999). Özellikle intrasitoplazmik 
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birikimin nedeni, p53 proteininin çekirdekten içeri alınamaması şeklinde açıklanırken 

(Bosari ve ark., 1995),  Haga ve ark. (2001) bu boyanmanın PAb122’ye karşı 

şekillendiğini yani sadece p53’ün C kısmını bağlayan monoklonal antikorun sitoplazmayı 

boyadığı şeklinde ifade etmişlerdir. Çalışmada ise pozitiflik saptanan her olguda 

sitoplazmada ve/veya çekirdekte ya da her ikisinde boyanmalara rastlandı.  

Son yıllarda yapılan immunohistokimyasal çalışmalardan elde edilen sonuçlara 

göre insan ve hayvan tümörlerinden özellikle invasiv duktal karsinomlarda ve malign 

melanomlarda, diğer prognostik faktörlerden MT’nin arttığı ve bunun  tümör tipleri, 

dereceleri, lokal nüksü, lenf düğümlerine ya da diğer dokulara metastazı ve hastanın 

yaşama süresi ile arasında önemli bir ilişkinin olduğu düşünülmektedir (Dincer ve ark., 

2001; McCluggage ve ark., 1999; Jasani ve ark., 1998; Jasani and Schmid, 1997; Ofner 

ve ark., 1994; Schmid ve ark., 1993). Ayrıca preneoplastik karaciğer lezyonlarında ise 

pozitif prognostik bir faktör olarak kabul edilmektedir (Sawaki ve ark., 1999; Bier ve 

ark., 1994). Ancak yine bu çalışmalara göre MT’nin artması veya azalması canlının 

türüne ya da tümörün tipine göre farklılıklar gösterebilmektedir (Dinçer ve ark., 2001). 

Yıllardan beri ağır metallerden ziyade bunların toksik etkilerine karşı hücrenin 

korunmasında MT’nin rolü tartışmalıdır. Büyük oranda thiol gruplarıyla karakterize 

karmaşık yapısı nedeniyle MT çok güçlü bir antioksidandır ve nükleofilik özellikleri 

vardır. MT’nin diğer olası bir rolü de spesifik hücre çekirdeğinde dolayısıylada DNA’da 

koruyucu bir rol oynamaktadır. Koruyucu etkiyi kapsayan mekanizma tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Hidroksi radikalleri DNA zincirlerini ayırmanın yanısıra mutajenik 

zararlara sebep olurlarken MT’nin endojenöz antimutajenik factor olarak önemli bir rol 

oynamaktadır. Gerçekten de içerdiği bu protein hidroksil radikallerini seçmede 

mükemmel bir kapasiteye sahiptir (Chubatsu ve Meneghini, 1993). Ancak, MT’nin 

fizyolojik antioksidan rolü ile ilgili çelişkiler vardır. İmmunohistokimyasal olarak MT 

miyoepitel, böbrek ve troid epitel hücreleri hariç normal doku hücrelerinde 

saptanamazlar. Çoğu dokuda geniş oranda ağır metal iyonlarına, lipopolisakkaritlere, 

interlökin 1’e, interferonlara, glukokortikoidlere ve UV ışığına maruz kalma gibi stress 

faktörleri mevcutsa süratle MT ekspresyonu oluşur (Jasani ve ark., 1998; Kagi, 1991). 

İmmunohistokimyasal olarak aşırı MT ekspresyonu çeşitli insan tümörlerinde 

saptanmıştır ve göğüs kanseri ile malignant melanomada kötü prognoz ile ilişkili olduğu 
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saptanmıştır. Ancak MT’nin aşırı ekspresyonunun biyolojik temeli ve prognozdaki etki 

mekanizması tam olarak anlaşılamamıştır. Kedi ve köpeklerde oluşan spontan tümörler, 

karsinogenezisi çalışmak için oldukça uygun tümörlerdir (MacEwen, 1990; Rutten ve 

ark., 1990). Özellikle de bu hayvanlardaki meme tümörleri ile melanomlardan insane 

kanser biyolojisi çalışmalarında faydalanılmaktadır (MacEwen, 1990).Bu amaçla son 

yıllarda MT’nin karsinogenezis, tanı ve tümörün prognozu açısından rolü 

araştırılmaktadır (McCluggage ve ark., 1999; Jasani ve Schmid, 1997). Ayrıca göğüsün 

invaziv duktal karsinomlarında immunohistokimyasal olarak özellikle klinik gidişatını, 

MT ekspresyonu, local oluşumu, hastanın canlılık süresini göstermek için çalışmalar 

yapılmaktadır (Douglas-Jones ve ark., 1995; Schmid ve ark., 1993). Yine 

immunohistokimyasal olarak  pek çok insan tümörlerinde  MT ekspresyonuna 

rastlanmıştır (Jasani ve Schmid, 1997) ve duktal meme karsinomunda kötü prognozu 

ifade etmektedir (Schmid ve ark., 1993). 

 Bu çalışmada diğer bazı çalışmalarda (Douglas-Jones ve ark., 1995; Bier ve ark., 

1994; Schmid ve ark., 1993) olduğu gibi miyoepitel hücreleri hariç normal kanal ve bez 

epitel hücrelerinde boyanmalar saptanmazken özellikle malign olguların 44’ünde, benign 

olguların üçünde oldukça yoğun pozitiflikler saptandı. İncelenen benign olgu sayısı az 

olmasına rağmen MT’e ilgili pozitifliklerin görülmesi p53 protein boyanmasında olduğu 

gibi bu tümörlerdeki düşük maligniteye yorumlandı. Nitekim aynı olgular hem p53 

protein hem de MT ile pozitif boyanması da bu kanıyı güçlendirirken bir malign olguda 

boyanmanın görülmemesi de doku tespitinde ya da işlenmesinde bir hata yapılmış 

olmasına yorumlanmıştır. Aksi halde pozitiflik daha fazla olurdu. 

 İmmunohistokimyasal olarak fare meme tümörlerinde, tumor hücrelerinde farklı 

yoğunluklarda MT varlığı saptanmış ve bunun karsinogeneziste rol oynadığı 

düşünülmüştür (Yamamura ve ark., 2000). Ancak bazı araştırıcılar aşırı MT 

ekspresyonunun kötü prognozu gösterdiğini ileri sürmelerine rağmen (Schmid ve ark., 

1993), MT ekspresyonu ile histopatolojik bulguların ve klinik gidişatından elde edilen 

sonuçların da uniform olmadığını belirtmişlerdir (Oyama ve ark., 1996; Bier ve ark., 

1994). Bugün bu görüşlerin aksine çeşitli insane tümörlerinde MT kötü huyluluk 

derecesini saptamada ve prognozda yararlı bir reagenz olarak kabul edilmesine rağmen 

hala meme karsinogenezisindeki rolü aydınlatılamamıştır (Yamamura ve ark., 2000). 
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Bazı araştırıcılar (Douglas-Jones ve ark., 1995; Schmid ve ark., 1993) MT pozitif alanlara 

hem malign hem de benign epitelin sitoplazma ve/veya çekirdeğinde ya da her ikisinde 

güçlü boyanmalar şeklinde rastlamışlardır. Ancak yine bu araştırıcılardan Douglas-Jones 

ve ark. (1995) boyanmanın negatif olduğu olgulardan da bahsetmişlerdir. Tümör 

hücrelerindeki MT pozitifliği ya metabolik olarak şekillenen stabil MT’den ya da MT’nin 

artan sentezi sonucu sitoplazma ve/veya çekirdekte birikimler oluşmaktadır (Douglas-

Jones ve ark., 1995). Nitekim çalışmada da daha önce belirtildiği bir malign olguda, 

ikisinde de benign olguda boyanmaya rastlanmamıştır. 

 Metallothionein Zn, Cu ve diğer grup II ağır metalleri için seçici bağlanma 

özelliği gösteren, Zn ve Cu metabolizmasında ağır metal detoksifikasyonunda ve metal 

transportunda esansiyel bir rolü olan proteindir. (Kagi, 1991). Hatta oksidatif stresten 

koruyucu rol oynamaktadır (Chubatsu ve Meneghini, 1993). Histokimyasal olarak hem 

benign hem de meme kanseri dahil malign tümörlerde eseri metal konsantrasyonlarına 

bakıldığında özellikle malign tümörlerde Cu ya da Zn seviyelerinde artışa rastlanmıştır 

(Margalioth ve ark., 1983). Bu metallerin yüksek çıkma olasılığı kaynaklarda da 

belirtildiği üzere MT’nin Zn ve Cu’a bağlanma kapasitesine ilgili şekillenmektedir. 

Ancak çalışmada bakır yönünden gerçekleştirilen histokimyasal boyamada bakıra 

rastlanılmamıştır. 

Sonuç olarak : Yukarıda izah edilen verilerle çalışmada elde edilen veriler dikkate 

alındığında çalışmada kullanılan reagenzler sıklıkla malign olgularda pozitif sonuçlar 

vermiştir. Benign olgularda saptanan pozitiflikler ise tümörün düşük malignitesine; 

malign olgularda boyanmanın olmaması ise hatalı maniplasyonlara bağlanmıştır. Ancak 

bunu tam olarak kesinleştirmek için eşit sayıda, aynı tip malign ve benign tümörlerde 

özellikle p53 protein için çok sayıda antikor tiplerinin kullanılarak çalışmaların 

sürdürülmesi ve detaylandırılması gerekmektedir ki bunun da hem zaman alıcı hem de 

maddi açıdan çok pahalı olacağı da gözardı edilmemelidir. Diğer taraftan  MT ile 

pozitiflik ya da negatiflik açısından, literatürler de dikkate alındığı taktirde, tümörün tipi 

de büyük önemlilik arz etmektedir. Bütün bu sonuçları, kesinlikle karsinogeneziste rolü 

olan  p53 proteini ve MT için de bazı reagenzlerde olduğu gibi kesin kalıplara 

sokabilmek amacıyla benzeri çalışmaların hem meme tümörlerinde hem de farklı 

tümörlerde devam etmesi gerektiği kanaatindeyiz. Ayrıca immunhistokimyasal olarak 
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çeşitli tümörlerde, hem benign ve malign tümörlerde yine bu reagenzlerin kullanılmasıyla 

tümör tipleri, şiddetleri, lokal olarak nüksü, lenf düğümlerine ya da diğer dokulara 

metastazı ve hastanın yaşama süresi arasında önemli bir ilişkinin olduğu varsayılmasına 

rağmen bu konu üzerinde daha çok çalışmalar yapılarak fikir olarak kalan pek çok şeyin 

aydınlatılacağı düşünülmekteyiz.  
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VII. EKLER 

 

a) Bilimsel Araştırma Projeleri tarafından 17.09.2003 tarihinde kabul edilen proje 

“48.790 YTL”  (48.790.000 TL) ile desteklenmiştir. Destek miktarı  Demirbaş ve 

sarf malzemelerin alımında, fotokopi masraflarının karşılanmasında kullanılmıştır. 

 

b) Projeden makina-teçhizat olarak “Digital Görüntüleme Sistemi (Leica) (Demirbaş 

No: 2328), Elektrokoter cihazı (Demirbaş No: 2257) ve Renkli Hastabaşı Monitörü 

(Petaş) (Demirbaş No: 2258)” alınmıştır. Bu makinaların hepsi amaçlarına uygun 

olarak  projenin hazırlanmasında kullanılmıştır. Bugün ve ilerleyen dönemde de 

gerek konu ile ilgili gerekse farklı konulardaki çalışmaların değerlendirilmesinde 

kullanılması amaçlanmaktadır. Özellikle “Digital Görüntüleme Sistemi (Leica)” 

sayesinde patolojik açıdan elde edilen verilerin resmedilmesinde biz çalışanlara 

korkunç kolaylıklar sağlamaktadır. Diğer taraftan bu sistem sayesinde rastlanılan 

enteresan olgularda slayt haline dönüştürülerek lisans ve lisansüstü ders alan 

öğrencilere aktarılabilmektedir. Bu sistemin alınmasıyla Patoloji Anabilim 

Dalı’nın önemli bir eksiğini giderilmiş durumdadır. 
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