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Endometrium kanseri, bugiin kadin genital sisteminin en sik goriilen
malignitesidir. Kadinlarda goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada yer alir.
Endometrial adenokarsinoma reprodiiktif ve menopozal yillarda goriiliir. Ortalama
gorlilme yag1 61'dir. %20 ila %25 oraninda menopoz 6ncesi ortaya ¢ikar ve kadinlarin
yaklasik %5'i 40 yasin altinda endometrium kanserine yakalanirlar .

Endometrial karsinomanin etiyolojisinde, ¢ogunlukla endometriumun kronik
olarak strojenle stimulasyonu yer alir. Ostrojen kaynag1 endojen veya eksojen olabilir.
Hastaligin gelisimindeki ¢ogu risk faktérii bu hormonal ortamin yaratilmas: ile
iligkilidir. Endometrial adenokarsinoma ¢ogunlukla basit hiperplaziden, atipik
hiperplazi ve karsinomaya dogru giden bir spektrum sonucu gelisir. Ostrojene bagli
adenokarsinoma, daha iyi diferansiye olma ve daha iyi prognoz gosterme egilimindedir.
Bir de &strojenden bagimsiz endometrial karsinoma tipi tarif edilmigtir ki bilinen risk
faktorlerinden bagimsiz, hiperplazik olmayan endometriumdan kaynaklanan, daha kétii
diferansiye ve agresif tiimorlerdir 2.

Yillarca tiimdrigenezin molekiiler temelini anlamak yolunda, onkogenler ve
timor supresdr genler odak noktasi olmuslardir. Oldukga farkli yollardan etki
gosterseler de hepsi temelde hiicre proliferasyonunu regiile ederler. Simdi artik
apoptosis’i inhibe eden veya tesvik eden genlerin de kanser denkleminde &nemli
degiskenler oldugu goriilmektedir 3.

Bu durum ilk olarak apoptosisi regiile eden genis bir gen ailesinin bulunmas ile
anlasiimugtir. Ilk anti-apoptotik gen Bcl-2'dir ve bir kism1 homodimerize edici, bir kismi

da heterodimerize edici proteinlerden olugan genig bir ailenin tiyesidir. Bir kisim
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proteinler Bcl-2 ve Bel-Xj, gibi apoptosisi engellerken, diger iiyeler Bax, Bad ve Bcl-Xs
gibi, apoptosisi tegvik ederler®.

Kategorinin prototipik geni olan Bcl-2'nin kesfi folikiiler tipteki B-hiicre'li
lenfomalarin yaklasik %85'inde karakteristik 1(14;18)(q32;q21) translokasyonu
gbzlemlenince gergeklesmistir. 14932 yani immunoglobulin agir-zincir geninin
bulundugu bélge aym1 zamanda Burkitt lenfomasinda da rol oynar. 18q21'de bulunan
Bcl-2'nin bu transkripsiyonel olarak aktif olan lokusa yerlesmesi ile Bcl-2 / IgH flizyon
geni ortaya ¢ikar ve Bcl-2 proteini overeksprese olur. Su an ¢ok net olmayan
mekanizmalarla Bcl-2'nin overekspresyonu lenfositleri apoptozdan korur ve uzun siire
yasamalarina izin verir; boylece B lenfositleri sabit bir sekilde birikirler ve sirasiyla
lenfadenopati ve ilik infiltrasyonu gergeklesir. Bcl-2 overekspresyonu gosteren
lenfomalar daha ¢ok, azalmig hiicre 6liimii ile ortaya ¢iktiklarindan seyirleri de diger
lenfomalara gore daha yavagtir. Bcl-2 ile transgenik olan farelerin B-hiicreli lenfoma
gelistirdiginin g6zlemlenmesi de Bcl-2'nin lenfomagenezdeki roliinii destekler. Bcl-
2'nin yalmizca fonksiyonu degil, lokasyonu da diger kanser oriente genlerden farklidur.
Bcl-2, mitokondrianin dis membraninda, endoplazmik retikulumda ve niikleer
membranda bulunur *%,

Bcl-2 gen ailesinin hangi kesin mekanizmalarla apoptoza gétiiren caspase
aktivasyonunu regiile ettigi siki aragtirma altindadir. Bcl-2'nin  molekiiler etki
mekanizmasi Genel Bilgiler kisminda detayl sekilde anlatilacaktir.

P53, 17. kromozomda (17p13) yer alan tiimér siipresér gendir. Insan
timorlerinin ~ %50'sinde bu gende mutasyon vardir. Timor olusabilmesi igin pS53
genindeki her iki alel'in de mutasyona ugramasi, yani homozigotik bir kaybin olmasi

gerekir. Akciger, kolon ve meme gibi kanser oliimlerinin &nciisii bu kanser tiplerinin



hemen hepsinde p53'tin homozigotik kayb1 mevcuttur. Cogu zaman bu mutasyonlardan
somatik hiicreler etkilenir. Nadiren bazi kigiler mutant p53 alel'ini kalitsal olarak
edinirler. Bu durum Li-Fraumeni sendromu olarak adlandirilir ve bu kisilerin malin
tiimor gelistirme riski normale gore 25 kat artmugtir 7
P53 proteini nukleusta yer alir ve aktive edildiginde bir seri genin
transkripsiyonunu kontrol eder. Fizyolojik sartlar alinda p53'in kisa bir yan 6mrii
vardir (20 dakika). Proteolizle kisa siirede yok edilir, dolayisiyla normal hiicre
siklusunda yer almaz. Ancak radyasyon, ultraviole, mutojenik kimyasallar tarafindan
DNA tahrip edildiginde p53 acil durum freni gibi devreye girer. Genetik materyele
boyle saldirilar oldugunda uyuyan p53 tam anlagilamayan mekanizmalar ile aktive olur.
Biriken bu "wild type" p53 DNA'ya baglanarak bir seri geni stimiile eder. Bu genler
p53'iin iki major etkisini gergeklestirirler 8,
1. Hiicre Siklus Aresti 2. Apoptosis
1- a) Hiicre siklusu, geg G1 fazinda arest edilir ve bu durum CDK (cycline
dependent kinase) inhibitor gen olan p21'in p53'e bagh transkripsiyonu
ile gergeklesir. P21 etkisiyle hiicrelerin S fazina ge¢meleri engellenmis
olur. Bdylece hiicreler, G1 fazinda sabitlenerek DNA tamiri igin siire
kazanmus olurlar.
b) p53 ayrica DNA tamirinde etkin olan bir bagka genin GADDA45
(Growth Arrest and DNA Damage) transkripsiyonunu arttirir Eger DNA bagan
ile tamir edilebilirse, p53, mdm-2 olarak bilinen bir geni aktive eder. Bu gen
p53'ii baglar ve downregiile eder, boylece hiicre arestten kurtulur °,
2- Eger arest halindeki hiicrede DNA bagar ile tamir edilemezse, pS3 bu

kez son bir gare olarak apoptosisi tetikler. Bunu, Genel Bilgiler kisminda daha



detayl: bir sekilde anlatilacak olan Bcl-2 gen ailesinden bax'1 upregiile ederek ve

IGF-BP3 olarak bilinen bir bagka geni aktive ederek yapar. IGF-BP3, "Insulin

like Growth Factor" (IGF) reseptriine baglanarak IGF tarafindan hiicreye

gonderilen sinyalleri bloke ederek, apoptosisi tesvik ederken, bax, antiapoptotik

Bcl-2 proteini inhibe ederek apoptosisi tetikler.

P53'tin normal fonksiyon gosterebilmesi i¢in p21, GADD45 ve bax gibi genleri
aktive edebilmesi sarttir; p53'l inaktive eden ¢ofu mutasyon da zaten p53‘iin DNA'ya
baglanan bolgesini etkiler, boylece p53'e bagh bu genler harekete gegemezler .

Sonugta p53 "genomun gardiyani" olarak nitelendirilebilir. P53'iin homozigotik
kaybi, DNA tahribati tamir edilemeden, mutasyonlarin bdliinen hiicrelerde fikse
olmasina ve malin transformasyona sebep olur '°.,

Kesfinden sonraki 20 yil igerisinde, pS3 geni hem yapisal hem de fonksiyonel
olarak tiirliniin tek 6rmegi seklinde diisliniilmekteydi. Ancak, 1997 yilinin sonlarina
dogru p73 geninin kegfi bu durumu dramatik bir sekilde degistirmigtir. Kromozom 1
(1p36)'de yer alan bu gen p53'e benzer 6zellikler tagimaktadir ve néroblastoma, kolon
ve meme kanseri gibi baz1 timérlerde bu gene ait delesyonlar gésterilmistir ' .

Calismamizda amacimiz:

1. Proliferatif endometriumdan hiperplazi, atipik hiperplazi ve kansere dogru '
giden bir spektrumda Bcl-2 ekspresyonu ve pS3 protein akiimiilasyonunu
degerlendirmek suretiyle bu genlerin endometrium kanserinin gelisiminde
olasi rollerini aragtirmak,

2. Endometrial adenokarsinomada Bcl-2 ve p53 ekspresyonlarinin bilinen
prognostik faktorlerle (histolojik grade, myometrial invazyon, lenfovaskiiler

invazyon gibi) iligkisini saptamak,



. Endometrial adenokarsinomada Bcl-2 ekspresyonu ile p53 ekspresyonu
arasinda bir korelasyon olup olmadigini aragtirmak,
. Endometrium kanseri subtipleri arasinda Bcl-2 ve p53 ekspresyonlar

agisindan fark olup olmadigim saptamaktir.



GENEL BiLGILER

Endometrium, histolojik olarak igsi hiicrelerden olusan bir stroma igine yelesmis
tubuler bezler ile kan ve lenfatik damarlar igermektedir. Endometrium fonksiyonel
(superfisyel) ve bazal (derin) olmak iizere iki tabakaya ayrilir. Fonksiyonel
endometrium iireme ¢agindaki kadinlarda, siklusa bagli olarak proliferatif, sekretuar ve
menstruel degisiklikler gosterir. Bazal tabaka, hormonlara ¢ok az cevap verir.
Prepubertal ve postmenopozal dénemde de endometrium hormonlara cevap vermez ve

atrofik gériintimdedir 1213

ENDOMETRIAL HIiPERPLAZI

Endometrial hiperplazi, endometrial bezlerin ve daha az oranda endometrial
stromanin proliferatif lezyonlandir. Etyolojik faktdr ¢ogu zaman endometrial dokunun
unopposed 0Ostrojen stimulasyonuna maruz kalmasidir. Bu durum polikistik over
sendromunda (PKO) oldugu gibi, kronik anovulasyon sonucu, dstrojen lireten over
neoplazmalari, obesite, veya eksojen Ostrojen sonucu ortaya ¢ikabilir. Her yas grubu
etkilenebilir.

Endometrial hiperplazi, "International Society of Gynecologic Pathologists"
simflandirmasina gére basit hiperplazi, kompleks hiperplazi ve atipik hiperplazi olarak
ayrilmistir. Bu siniflandirma yapisal ve sitolojik 6zellikleri gbz 6ntinde bulundurur ",

170 hastanin yer aldig bir ¢alismada kiiretaj ile endometrial hiperplazi tanisi
almis olan hastalara tedavi uygulanmaksizin 1 yil sonra histerektomi yapilmus, basit ve

kompleks hiperplazinin sirasiyla %1 ve %3. oraninda, basit ve kompleks atipili

hiperplazinin ise sirasiyla, %8 ve %29 oraminda karsinomaya progresyon gosterdigi




saptanmigtir. Goriiliiyor ki sitolojik atipi, karsinomaya déniisimde en biiyiik roli

oynamaktadir * .

UTERUS ADENOKARSINOMASI

Uterin korpusun kanseri bugiin kadin pelvisinde en sik goriilen malignensidir.
Kadinlar arasinda dérdiincii en sik rastlanan kanserdir. Ortalama goriilme yas1 61'dir.
%25 oraninda premenopozal dénemde ortaya ¢ikar ve bunlarin da %5'i 40 yas alti

kadinlarda goriiliir ' .

Teshis: Uterin kanamast olan postmenopozal kadinlar endometrial kanser agisindan
arastinnimalidir. Bu grup kanamanin genital malignensiye bagh olma sans1 %20'dir.
Ancak yas arttikga, uterin kanamanin endometrial kansere bagli olma ihtimali de artar.
Feldman, 70 yas iizerindeki bir kadinda, vajinal kanamanin kansere bagh olma riskini
%350 olarak tespit etmistir. Anormal kanama paterni gosteren, perimenapozal kadinlarda
da kanser arastirilmalidir 16

Endometrial kanserin tamisinda, Fr.D&C tarihte en kesin diagnostik islem
olmustur. Bugiin ¢ogunlukla ofis islemi olarak, endometrial biyopsi rutin bir gekilde
kullanilmaktadir. Bir ¢ok ¢alisma, endometrial biyopsinin endometrium kanserini tespit
etmekdeki kesinligini ~ %90 olarak belirlemistir Semptomatik bir hastada endometrial
biyopsi sonucunda, yeterince endometrial doku elde edilemediyse, sonucu invaziv
kanser olarak gelmeyen, herhangi bir sitolojik veya histolojik anormallik durumunda,
Fr. D&C uygulanmalidir. Ayrica normal biyopsi sonucu gosterip de semptomlan stirekli

devam eden hastalarda da Fr. D&C uygulanmalidir.Histereskopi ile D&C'de atlanabilen



fokal lezyonlardan biyopsi alinabilir. Histereskopi ile endoservikal kanal da
gozlenebilir'”.

USG ozellikle, postmenapozal kanamasi (PMK) olan hastada diagnostik arag
olarak kullanilabilir.Bu hastalarda, TVUSG(transvaginal USG) ile endometrial
kalinligin cutoff degeri Smm alindiginda, kalinligin S mm'den az oldugu hallerde
endometrial ca tespit edilmigtir ve bugiin endometrial sampling'in gerekli olmadigini
gosterecek bir cutoff deger konusunda genel bir gortis birligi yoktur. Semptomatik PM
hastalarda ilk diagnostik teknik olarak endometrial sampling mantiklidir ve sonug (-) ise
hasta takip edilir. Semptomlarin devam etmesi durumunda ise D&C yapilir 2° .

Postmenopozal hastada USG ile endometrial kalinhgin belirlenmesindeki
giivenilirlik, tamoksifen kullanan hastalar i¢in gegerli degildir. Son veriler tamoksifen
alan hastalarda USG’de rastlanan yiiksek (40 mm'ye kadar) endometrial tabakanin,
kalinlasmis endometriumu degil, proksimal myometriumu temsil ettigi yoniindedir '® .

Figo Ekim 1988'de klinik yerine, cerrahi ve patolojik evrelemeyi uygulamaya
koymustur '°. Endometrium kanseri hastalarinin ~ %75' evre I olarak saptanirlar.

TABLO 1: Endometrial Adenokarsinomanin Evrelendirilmesi (FIGO, 1988)

Evre IA G123 Tiimdr endometriumda sinirli

Evre IB G123 Myometriumun yarisini gegmeyen invazyon

Evre IC G123 Myometriumun yarisini gegen invazyon

Evre I1A G123 Yalnizca endoservikal glandiiler tutulum

Evre IIB G123 Servikal stromal invazyon

Evre IIIA G123 Timdriin seroza ve/veya overe yayilmasi veya pozitif

peritoneal sitoloji

Evre I1IB G123 Vajinal metastaz

Evre IIIC G123 Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu metastaz:

Evre IVA G123 Mesane ve/veya barsak mukozasinda tlimér invazyonu

Evre IVB G123 | Intraabdominal ve/veya inguinal lenf nodlar1 da dahil olmak
lizere uzak metastaz

Endometrial Karsinomanin Grade'lendirilmesi:

Grade I Tiimé6rde %5'ten daha az oranda solid komponent varligi
Grade I Tiimorde %S5 - %50 arasinda solid komponent varligi
Grade I11 Timorde %50'den daha fazla solid komponent varligi



Prognostik Faktorler

Bokhman'a gére endometrial karsinomanin iki patojenik tipi vardir. Birinci tip
obez, hiperlipidemisi olan hiperdstrojenik kadinlarda goézlenirken, ikinci tip bu
durumlardan bagimsiz olarak ortaya ¢ikar.Ilk tip hastalar genelde iyi veya orta derecede
diferansiye tiimér, yiizeyel myometrial invazyon, progestinlere yiiksek duyarlilik ve iyi
prognoz (5 yillik stirvi %85) gosterirler.dkinci patojenik tipteki hastalar ise kotii
diferansiye, derin myometrial invazyon, sik lenf nod metastazi, azalmig progestin
duyarlilig1 ve kotii prognoz (5 yillik siirvi %58) gosterme egilimindedirler 2.

Endometrial Karsinomalarin WHO Klasifikasyonu

1. Endometrioid adenokarsinoma

a) Villoglandiiler

b) Sekretuar

¢) Siliali

d) Skuamoz diferansiyasyonlu

2. Serdz karsinoma

3. Berrak hiicreli karsinoma

4. Miisindz karsinoma

5. Skuamoz karsinoma

6. Mikst tip

7. Indiferansiye karsinoma

Patoloji: Endometrial karsinoma fokal bir alanda baglayabilecegi gibi, yaygin olarak
farkl1 alanlarda da baglayabilir. Adenokarsinoma siklikla atipik endometrial hiperplaziyi

takip eder.



Adenokarsinoma, endometriumdan kaynaklanan en sik histolojik subtiptir.
Diferensiyasyon (grade) prognostik olarak énemlidir ve FIGO cerrahi evrelemesinde
yer almigtir (Bkz. Tablo 1).

Hastalarin %25'inde, adenokarsinomaya skuamoz komponent eslik eder.
Skuamoz komponentin benin olmasi adenoakantom, malin olmasi adenoskuamoz
tiplerini belirler. Gittikge daha fazla 6nem kazanan histolojik subtip, Uterine Papillary
Serous Adenokarsinomadir (UPSC). %1 ild %10 oraninda rastlanir. UPSC farkh ve gok
agresif bir uterus karsinoma tipidir. iki endometrial kanser tipinden, hiperestrojenizmle
alakali olmayan ikinci tipte yer alir. Bu hastalar yasl, obez olmayan, ekstrauterin
yaytlimin sik oldugu yiiksek grade ve kotii siirvi ile karakterizedir. Berrak Hiicreli
Karsinoma'da da kétii bir prognoz vardir ve FIGO evresi ile niikleer grade'in siirvi
tizerine etkisi yoktur %°.

Histolojik Diferansiyasyon: Endometrial kanserin histolojik diferansiyasyonu uzun

zamandir prognozun en duyarli gostergelerinden biri olarak kabul gérmiistiir. Timor
diferansiyasyonunu kaybettikge siirvi azalir. Evre arttik¢a derin myometrial invazyon
sansi da artar 2

Hastahgm Evresi: Evre arttik¢a siirvi de azalir. Tiimériin endometrial kavite

icerisindeki lokasyonu da onemlidir. Alt uterin segmentteki tiimorler serviksi fundal
lezyonlara gore daha ¢abuk tutabilirler. Ayni sekilde alt segmentteki bir tiimér icin
Pelvik LN metastaz sansi fundal tiimore gore daha yiiksektir. GOG tarafindan FIGO
evre I hastalarda bu oran sirasiyla %16 ve %4 olarak rapor edilmistir. Paraaortik LN

metastazi da benzer bir patern gosterir ( %16 ve %4) A

10



Myometrial Invazyon: Myometrial invazyon derecesi, timér virulansimin iyi bir

gOstergesidir. Rekiirensler direkt olarak myometrial invazyon derinligine baglidir ve
invazyon derinlestikge siirvi de azalir 22.

Peritoneal Sitoloji: Evre I'de peritoneal sitoloji %11 oraninda pozitiftir. Peritoneal

sitoloji pozitif oldugunda, bu durum iyi prognostik faktorleri nétralize etme
egilimindedir. Endometrial ca i¢in cerrahi uygulanan her hastadan, peritoneal sitoloji
almmalidir 2.

Lenf Nod Metastazi: Pelvik veya paraaortik lenf nod tutulumu, grade, myometrial

invazyon ve evre arttikga cogalir ve bu hastalarda 5 yillik siirvi oran1 diiserken
rekkiirens orani da artar. Evre I'de pozitif pelvik LN oram %9,6'dir #

Adneksiyal Metastaz: Klinik evre I hastalarinin yaklagik %5'inde adneksiyal metastaz

vardir. Invazyon derinliginin, adneksiyal metastaz riski lizerine etkisi vardir ve
adneksiyal metastazin, hem pelvik hem de paraaortik LN metastazi ile arasinda kesin
bir korelasyon vardir 2.

Molekiiler Endeksler: Birgok molekiiler biyolojik karakteristigin, prognozla iligkisi

incelenmistir. Bunlar arasinda HER-2 / neu, p53 overekspresyonu, DNA ploidi ve S-faz
fraksiyonu yer almigtir. Multivariate analizde, p53 overekspresyonu en gliglii bagimsiz
prognoz faktorii olarak gdsterilmigtir %6 Ayrica lenfovaskiiler alan invazyonu (LVSI),
tiimér boyutu ve hormonal reseptdr durumu da 6nemli bagimsiz prognostik faktorlerdir
27

Tedavi: Endometrial adenokarsinomada standard tedavi, TAH+BSO+Peritoneal
sitolojidir.Derin myometrial invazyon gésteren ve grade III vakalarda, bilateral pelvik

ve paraaortik lenf nod 6rneklemesi yapiimaktadir 2%,

11



APOPTOSIS VE BCL-2

Apoptosis, bir seri gen tarafindan, koordine bir sekilde proglamlanan ve
istenmeyen diisman hiicreleri yok etmek {izere tasarlanmig bir hiicre &lim
seklidir.Genellikle su durumlarda gozlenir: a) gelisme esnasinda b)dokulardaki hiicre
sayisinin idamesinde homeostatik bir mekanizma olarak c) immun reaksiyonlarda
oldugu gibi defans mekanizmasi olarak d) hiicreler hastalik veya zararli etkenler
tarafindan tahrip edildiginde e) yaslanmada 2930,

Apoptosis, belirli stimuluslar tarafindan tetiklenen bir enerjiye baglh molekiiler
olaylar serisinin son noktasidir. 4 ayr1, ancak igige gegmis komponenti vardir.

1. sinyalizasyon yollar 3. yoketme fazi

2. kontrol ve integrasyon 4, Olii hiicrelerin temizlenmesi

Sinyalizasyon Yollan: Apoptotik stimuluslar, sinyalleri ya plasma membranindan

intraseliiler regiilatuar molekiillere ya da direkt olarak hiicre igindeki hedeflere gegirir.

Transmembran sinyaller, apoptozu negatif veya pozitif yénde belirleyebilirler.
Omegin bazi hormonlar, biiyiime faktorleri ve sitokinler tirettikleri sinyallerle, var olan
olim programlarimi baskilayarak, normal yasam stimulusu olarak davranirlar.
Intraseliiler sinyaller de apoptoza yol agabilir. Glukokortikoidlerin niikleer reseptorlere
baglanmasi, 1s1, radyasyon, xenobiotikler ve hipoksi gibi fiziksel ve kimyasal ajanlar ve
vira‘ll enfeksiyonlar bu gruba 6rnektirler 3

Kontrol ve Integrasyon: Bu evre, 6ltim sinyallerini, 6lim programina baglayan

spesifik proteinlerle karakterizedir. Bu proteinlerin hareketleri sonucunda hiicre ya
olime gider ya da potansiyel 6liimciil sinyaller aborte edilir.

Bu fazda iki yol vardir. Birincisi, sinyallerin adaptor proteinler tarafindan direkt
olarak yok etme mekanizmasina iletilmesidir. Ornegin sitotoksik T-lenfositlerinin hedef

T.C. m@@m‘m KORTLY
(OBIANTASYOH MERKEZI




hiicreyi 6ldiirmesi gibi. Ikincisi, Bcl-2 protein ailesinin {iyeleridir. Bunlar mitokondrial

fonksiyonu regiile ederek apoptoz regiilasyonunda majoér rolii oynarlar. Oliim agonistleri

mitokondriay iki yolla etkilerler *>*3:

1. I¢ mitokondrial membranda gegis alanlani olugtururlar, membran potansiyeli
rediikte olur ve mitokondria siger.

2. Dig mitokondria permiabilitesini de arttirirlar ve apoptotik tetikleyici
sitokrom-c mitokondriadan sitozole salinir. Sitokrom-c, i¢ ve dig membranlar
arasinda yer alan integral ama ¢6ziinebilir bir respiratuar yol komponentidir.
Once sitokrom-c'nin ortaya ¢tkmasi, bunun erken bir olay oldugunu gosterir
ve regulatuar fonksiyonuyla bagdagir**,

Bu tip mitokondrial permiabilite olaylarin: regiile eden bir ¢ok protein arasinda,
en Onemlisi Bcl-2 ailesinin iyeleridir. Bcl-2, kanser olusumunda Onemli bir yere
sahiptir. Bcl-2'nin etki mekanizmasindan daha sonra bahsedilecektir.

Apoptotik regiilasyonda bagka énemli proteinler de vardir. Bunlar arasinda p53

proteini ve viral proteaz inhibe edici proteinlerin memeli homologlari vardir.

Yok Etme Fazi: Apoptozun bu fazi, heterojen sinyaller ve regiilatuar mekanizmalarin

toplandigy, bir proteolitik seri ve son yoldur. Tiim apoptoz formlarina uygulanabilecek
genel temalann vardir. Yok etme fazimi tetikleyen ve yonlendiren proteazlar, tiirler
arasinda degismezler ve caspase ailesine aittirler. C.elegans'in ced-3 geninin memeli
homologlaridirlar. Caspase terimi bu enzim ailesinin, iki katalitik 6zelliginden gelir. "C"
Cysteine proteaz mekanizmasini, "aspase" ise bu enzimlerin ¢ok 6zel, yalnizca
kendilerine has, aspartik asit rezidiilerinden sonra par¢alayabilme yeteneklerine baglidir.
Caspase ailesinin, ondan fazla iiyesi vardir ve temel olarak baslatici ve yokedici

seklinde iki fonksiyonel gruba ayrilabilirler. Hiicre dliimiinde 6nce hangi siraya gore
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aktive edildikleri, gruplarim1 belirler. Baslatic1 caspaseler arasinda Apaf-1'i baglayan
caspase 9 ve Fas-Fas ligand baglantilarinda tetiklenen caspase 8 vardir *° 36,

Cogu proteaz gibi, caspaseler de zymogen olarak bulunurlar ve apoptozu
baglatabilmek i¢in pargalanarak aktive olmalar1 gerekir. Caspaselerin, bagka caspase’leri
ve otokatalitik olarak kendilerini hidrolize edebilecekleri, klivaj bélgeleri vardir.
Baglatic1 caspase tetiklendikten sonra, enzimatik liim programi hizli ve seri bir gekilde
harekete gecer. Yokedici caspaseler, sitoskeletonun, sitoskeletal ve niikleer matriks
proteinlerini pargalayarak bozarlar *’. Caspase aktivasyonunun nukleustaki hedefleri;
transkripsiyon, DNA replikasyonu ve DNA tamirinde gorevli proteinlerdir. Ozellikle
caspase 3 aktivasyonu, sitoplazmik bir Dnase'i, (CAD) onun inhibe edici enzimini
pargalayarak aktive eder ve DNA'min karakteristik internukleosomal klivaji
gerceklesir®®.

Olii_Hiicrelerin_Temizlenmesi: Apoptotik hiicreler ve fragmanlari, yiizeylerindeki

belirleyici molekiillerden dolay1 bitigik hiicreler ve fagositler tarafindan erken taninir ve
fagositoza ugrarlar. Bu proses o kadar etkilidir ki, 6lii hiicreler hicbir iz birakmadan

kaybolurlar ve enflamasyon neredeyse yoktur *!.

APOPTOSIS'i REGULE EDEN GENLER

Bcl-2  ailesinin  transkripsiyonunu regiile eden faktérler apoptozu
etkileyebilirler. Ornegin (6nceden anlatildigi gibi) tiimér supresdr gen pS53'iin
proapoptotik etkisinin, bax geninin up-regiilasyonu ile oldugu diisiiniilmektedir. Bax
geni transfer edilmis farelerde, bax'in up-regiilasyonu apoptosisi destekleyerek tiimor

biiylimesini suprese eder .
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Apoptoz regiilasyonunda Bcl-2 diginda en az iki kanser baglantili gen de isin
icindedir. p53 geni ve protoonkogen c-myc. Bu ikisi tarafindan hiicre 6limiini
tetikleyen molekiiler mekanizmalar, Bcl-2 yollan ile kesigir. P53 aktivasyonu, bax
sentezini up-regiile eder boylece Bcl-2'ye karsi koyar. C-myc tarafindan aktive edilmis
hiicreler ise ortamdaki biiylime faktorleri azaldifi zaman, bu geligkili sinyaller
sonrasinda, p53 up-regiilasyonu ve tamimlanamayan diger sinyaller tarafindan &liime
programlanirlar. Bel-2'nin overekspresyonu hiicreleri c-myc ile baglatilan apoptozdan
kurtarabilir. Yani c-myc ve bcl-2 tiimorigenezde igbirligi icinde gibi goriiniirler: c-myc
proliferasyonu tetikler, bcl-2 ise biiyiime faktorleri simirlayict da olsa hiicre 6liimiinii
engeller ¥

BCL-2 Bcl-2, 26 kD'luk bir proteindir. Hidrofobik karboksil terminali sayesinde
intraseliiler membranlarda lokalize olabilir ve diger kismi da sitozolde kalir. Bel-2,
hiicre 6liimiinii baskilar ve degismis gen ekspresyonunun, proliferasyonu etkilemeden,
hiicre yasamim arttirabileceginin ilk delili olmustur 0,

Bcl-2'ye dizilim olarak homolog olan bir seri gen tarif edilmis ve Bcl-2 gen
ailesi olarak adlandmlmigtir (Tablo II) ***. Ortak noktalar hiicre Sliimiinii regiile
etmeleridir. Olimii baskilayan ve 6liimii tesvik eden iki antagonistik gruba ayrilirlar.
Genlerin protein {iriinleri, BH1 ve BH2 (Bcl-2 homolog 1 ve 2) isimli iki bolgeyi
paylagirlar. Bu iki bolge heterodimerizasyonu regiile ede,r ve gen ailesi tyeleri
dimerizasyon kompetisyonu ile hiicre 6liimiinii regiile edebilirler. Gen ailesinin
ekspresyonu, hiicre tipleri ve diferensiyasyon evrelerine gore farkli regiile edilir, bu
ylizden hiicre tizerindeki biyolojik etkisi, gen ailesinin miktarina, selektif ekspresyonuna

ve dimerizasyon durumuna baglhidir 3
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Ik ¢alismalarda bcl-2 hemotopoetik ve mezenkimal hiicre kaynakli hiicrelerle

sinirliyd;, ancak simdi  bcl-2'nin

apoptosisi regiile edici roliintin epitel

diferansiyasyonunda, ve morfogenezde de dnemli oldugu goriilmektedir *.

Tablo II: Bcl-2 Gen Ailesi

Isim Tiir Uriin Ekspresyon
Oliimii Baskilayan
Bcl-2 Insan p26, p21 Diferansiyasyon ve morfogenez evresi ile
ilgili ¢esitli hiicrelerde
Bcl-X, Insan p25 Cogunlukla uzun oOmiirli  postmitotik
hiicrelerde
MCLI Insan p37 Myeloid hiicre diferansiyasyonu ile iligkili
Al Fare p20 Hematopoetik hiicrelere spesifik
Mbcl-X Fare p23 Lenfositlerde
Ced 9 C.elegans p32 Gelisme ile iligkili
BHRFI EBV pl7 Viral latent enfeksiyonla iligkili
LMWS5-HL ASF pl8 Viriisle enfekte olmus hiicrelerde erken
viriisii eksprese olur
Oliimii Tegvik Eden
Bax Insan p21 Cogu dokudaki, bcl-2 ekspresyonu ile ters
iligkili ¢esitli hiicrelerde
Bcl-Xg Insan pl4 Yiiksek doniigiim orani olan hiicrelerde
Bak Insan p25 Cesitli hiicrelerde
Bad Memeli p22 Cesitli hiicrelerde

BIiYOLOJIK ETKi VE MOLEKULER MEKANIZMALAR

Bcl-2'nin tiimorigenezi tegvik etme mekanizmasi, kendine 6zgii ve tektir. Gen

ekspresyonu, bazi hiicre tiplerine, apoptozu engelleyerek yasam avantaji saglar. Bu

embriyogenez, morfogenez, immun sistemin gelismesi, hiicre matlirasyonu ve

diferansiyasyonu gibi normal biyolojik proseslerin nemli bir 6zelligidir .

Bcl-2'nin 6liim engelleyici etkisi, ilk olarak B lenfositlerinin ¢aligmasinda

gosterilmistir. Vaux et al., yagam ve biityilime i¢in lenfokin interleukin'e (IL-3) bagli olan

bir B hiicre serisi kullanarak, Bcl-2 overekspresyonunun, hiicreleri IL-3 eksikligine

ragmen yasattigin1 buldular .
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Bir ¢aligmada, Epstein Barr viriisii (EBV) tarafindan 6ltimsiizlestirilen B lenfoblastoid
hiicre serisinde, Bcl-2 overekspresyonunun biiyiimeyi kolaylastirdigi goriilmiis. Sigan
fibroblastlarinda, c-myc ekspresyonu serum igeren kiiltlir medyasinda hiicre
proliferasyonunu tetikler, ancak serumun g¢ekilmesi apoptosis ile sonlamr ve bcl-2,
serum eksikligine ragmen apoptosisi bloke eder 4650

Ektopik bcl-2 ekspresyonunun, bazi ajanlara baglh apoptozu bloke ettigi
gosterilmigtir. Bunlarin iginde Ca iyonu, etanol, radyasyon, kortikostereoidler, cAMP
uygulanimu ve 1s1-gok tedavileri sonrasi apoptosis yer almistir 5052

Bcl-2'nin hiicre proliferasyonu iizerine direkt etkisi yok gibi goriinmektedir,
¢linkii overekspresyonu, kaginilmaz hiicre proliferasyon artisina ve hiicre siklus
paterninde degisiklige yol agmaz. Dahasi Bcl-2 transgenik farelerde, B lenfositleri
uzamig yasam ile beraber proliferasyonda artma gostermezler. Benzer sonuglar epitel
hiicre ¢alismalarinda da elde edilmistir >°.

Hiicreler, Bel-2 etkisi ile hiicre siklusunun her devresinde apoptozdan
kurtulabilirler. Ancak Bcl-2'nin apoptosisi hangi mekanizmayla bloke ettigi net degildir.

Bcl-2 overekspresyonunun DNA  fragmantasyonunu (apoptosisin igareti)
engellemesi, sitozolik Ca™ seviyesinin diigmesi ve mitokondrial Ca™ seviyesinin
artmasi ile alakalidir. Bu durum, Bcl-2'nin intraseliiler Ca™ dagilimimn reglasyonunda
rol oynadigim diisiindiirmiigtiir 57 Bu diistince, Ca"™ tarafindan indiiklenen apoptozun,
ektopik bcl-2 ekspresyonu ile bloke edilmesinin gosterilmesi ile desteklenmistir. Bcl-2,
epitel hiicrelerinin niikleer membran ve mitotik nukleuslarinda da lokalize edilmigtir. Bu
da DNA'y1 niikleaz aktivasyonu ile tahrip olmaktan koruyabilecegini diisiindﬁnniistiirsg.

Baz:i hiicrelerde Bcl-2 apoptozu bir "docking protein" gibi davranarak da

engeller. Sitozolde proteinleri baglar ve onlar1 mitokondrial membranda hapseder. Bu
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tip Bcl-2 baglayici proteinler arasinda pro-apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)
onemlidir ve nematod geni ced-4'iin memelilerdeki homologudur. Bu protein ayrica bazi
“initiator caspase™lerin (e.g. caspase 9) inaktif zimogen formlar ile de baglantilidir.
Oliim sinyalleri tarafindan sitokrom-c mitokondriadan salindiginda, Apaf-1'e baglanip

onu aktive ettifi ve boylece "initiator caspase™in tetiklenerek hiicreyi yok olmaya
gotiiren proteolik olaylarin baglamasina sebep oldugu spekiile edilmektedir. Bu
senaryoda Bcl-2, Apaf-1'i baglayarak harseder, ve sitokrom-c mitokondriadan disart
sizmig bile olsa, Apaf-1 aktive olamaz ve katalitik caspase tetikleyici fonksiyonu
engellenmis olur 60,

Bcl-2 gen ailesinin hangi kesin mekanizmalarla, apoptoza gotliren caspase

aktivasyonunu regiile ettigi siki aragtirma altindadir.

Bu konudaki en yeni diistince soyledir 863,

e Copu apoptosis modelinde, sitokrom-c'nin mitokondriadan salinmas: kritik
step olarak goriiliir. Sitokrom-c'nin bir fonksiyonu, caspase 9 aktivasyonunu
asiste etmekdir.

e Mitokondrianin dis membraninda bulunan Bcl-2 tiyeleri, sitokrom-c'nin
sitozola gegisini regiile ederler. Bu regiilasyonun kesin olarak nasil
gergeklestigi tamamen net degildir ancak Bcl-2'nin proapoptotik iiyesi bax'in
mitokondria membraninda sitokrom-c'nin ¢ikig1 igin bir gegis olugturdugu ve
Bcl-2'nin de, bax'n kanal olusturucu etkisini engelledigine dair baz1 deliller
vardir.

e Bcl-2 ailesinin proapoptotik ve anti-apoptotik tiyeleri programli hiicre
oliimiiniin regiilasyonunda bir reostat gibi davranirlar. Oliim antagonistleri
(Bcl-2, Bel-X) ve agonistlerinin ( Bax, Bcl-Xs, Bad, Bid) oramt hiicrenin
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apoptoz sinyaline ne sekilde cevap verecegini belirler. Bu reostat, kargilikl
kompetitif dimerizasyon ile isler. Bcl-2 homodimerleri hiicre yasamini
desteklerken (muhtemelen kanal olusturan bax't deplase ederek), bax

homodimerleri apoptozu destekler.

ONKOJENIK POTANSIYEL, BCL-2 VE P53 ILiSKIiSi

Bcl-2'nin ilk olarak folikiiler lenfomalarda ® takdir edilen onkojenik potansiyeli,
daha sonra ¢ogunlukia non-epitelial hiicrelerde yapilan, in vitro ve in vivo ¢aligmalarla
da desteklenmigtir. Bcl-2 geni hiicresel ve viral onkojenlerle birlikte hareket edebilir ve
hiicre sliimsiizliigii ve/veya transformasyonu ortaya ¢ikabilir ¢

Bu kooperatif etki Bcl-2 ve c-myc arasinda lenfoid sistemde gésterilmistir. Vaux
et al. >, Bcl-2'nin in vitro B-hiicre prekiirsérlerinin proliferasyonlarim tegvik eden c-
myc ile koopere oldugunu ve bu hiicrelerden bir kisminin “nude mice™’ta tiimorijenik
olduunu gostermistir °. Bcl-2 transgenik farelerin poliklonal lenfoid hiperplazi ve
daha ¢ok kiigiik folikiiler merkez hiicrelerde olugan folikiiler hiperplazi gelistirdikleri ve
farelere c-myc geni transfer edildiginde bu durumun biiylik hiicreli lenfomaya
doniistiigli gosterilmigtir. Bunlar sonucunda Bcl-2 ekspresyonunun hiicrelerin yasam
stirelerini uzattif1 ve bdylece kromozom anormallikleri veya viral enfeksiyonlar gibi
bagka degisikliklere ugrama riskini arttirdigt ve bunun sonucunda da malin
transformasyon veya agik timor progresyonunun ortaya ¢ikabilecegi diiglintilmiigtiir
69,70

Bcl-2 epitelial tiimérigenezde de benzer bir rol oynayabilir. Bcl-2 transgenik

farelerde, epitelial malignensi insidansinda bir artis gosterilmemigtir % In vitro

caligmalar ayrica, gen transferi ile Bcl-2 overekspresyonunun epitel hiicrelerini
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olimsiizlestiremedigini 7', ve SV40 ile oliimsiizlestirilmis epitel hiicrelerini

transformasyona ugratamadifint  gostermisgtir >>. Ancak immiinohistokimyasal
caligmalar Bcl-2 ekspresyonunun epitelial malignensilerde erken bir olay olabilecegini
gostermigtir. Yiiksek Bcl-2 seviyeleri hiperplazik ve displazik deri lezyonlarinda ve
hiperplazik endometriumda gosterilmigtir. Gastrointestinal epitelde, Branner et.al , Bcl-
2'nin tlimore bitigsik, morfolojik olarak normal epitel hiicrelerinde, displazik ve
hiperplazik hiicrelerde eksprese edildigini rapor etmisglerdir. Bcl-2 ekspresyonu ve
malignensi arasindaki fonksiyonel iliski daha ileri aragtirmalar gerektirmektedir 774

Son yillarda Bcl-2 ve bax’in p53 tarafindan regiile edildigine dair birgok
caligmalar vardir. Bax (Bcl-2 associated gene x, Tablo II), Bcl-2 gen ailesinin bir
tiyesidir ve Olimii tegvik eder. Bax'in overekspresyonu apoptotik hiicre oliimiinii
hizlandirir. Bunu [muhtemelen Bcl-2 homolog bélgelerinde(BH1 ve BH2)], Bcl-2 ile
heterodimerler olusturarak yapar ve Bcl-2'nin 6liimii baskilayici etkisine karsi koyar
75,76

P53'tin iki ayn fonksiyonu vardir; G1 arestini ve apoptosisi indiiklemek. Bunu
Ozellikle hiicrelerde DNA tahribati ortaya ¢iktiginda yapar. P53%in Gl arestini
indiikledigi yol tarif edilmistir’’, ancak p53'in apoptosisi indiikledigi yol
anlasilamamistir. Bel-2'nin pS3 tarafindan tetiklenen apoptosiste varlig: ilk olarak p53
yoluyla baglayan apoptosisin, Bcl-2 ekspresyonu ile bloke edilebildiginin gézlenmesi ile
ortaya atilmistir . Miyashita et al. p53'ten yoksun farelerde, Bcl-2 ekspresyonun
arttifin1 ve beraberinde Bax ekspresyonun da downregiile edildigini (6zellikle prostat
epitelinde) rapor etmistir. Bu sonuglar "wild type" p53'e bagli apoptosisin, en azindan
kismen Bcl-2 ekspresyonu veya fonksiyonunu baskilamasi yoluyla oldugu hipotezini

dogurmustur. Bu hipoteze destek, lenfoid hiicrelerde ektopik p53'iin, endojen Bcl-2
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ekspresyonunu downregiile ettiginin gosterildigi, in vitro ¢alismalardan gelmigtir 7,

Daha da 6tesi Miyashita et al., Bcl-2 geninin 5' upstream bdlgesinde p53'e bagh bir
negatif cevap elemanini tanimlamiglardir. In vivo galigmalar p53 seviyelerinin, meme
kanserinde Bcl-2 ekspresyonu ile ters orantili oldugunu gostermistir 80,82
Immiinohistokimyasal olarak tespit edilen p53 genellikle mutasyona ugramis
oldugundan, mutant p53'iin de epitel hiicrelerde Bcl-2'yi baskilayici etkisini siirdiirdiigii
diisiiniilmiistiir. Bu diisiince, memeli epitelial hiicre serisine konulan mutant p53'iin,
Bcl-2 ekspresyonunu engellediginin gosterildigi bir gen transfer galismasi ile de
desteklenmistir. Ancak bu inhibe edici etki hiicre tipine bagl olabilir, ¢linkii bazi
mesane kanserlerinde p53 ve Bcl-2'nin beraberce yiksek seviyelerde oldugu
goriilmiistiir. Fig.1'de Bel-2, bax ve p53'iin hiicre 6liim/yasam yolundaki fonksiyonel
iliskisi 6zetlenmigtir. "wild type" p53, Bcl-2'yi downregiile ederek ve Bax'1 upregiile
ederek hiicre 6limiinii tesvik eder. P53'teki bir mutasyon, onun Gl arest etkisini
kaybettirebilir, ancak mutant p53, Bcl-2 iizerindeki negatif reglilatér etkisini
stirdiirebilir ve Bcl-2 yerine gegerek onun gibi davranabilir. Mutant p53'iin ekspresyonu

veya hem mutant p53 hem de Bcl-2'nin ekspresyonu tlimér hiicrelerine yagam avantaji

verebilir. Bu model daha ileri galismalarla teyid edilmelidir 7,
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Fig.1
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BCL-2 EKSPRESYONUNUN KLIiNiK ONEMi

Epitelial tiimérler, lenfoid malignitelere gore genelde ilag ve radyasyon
tedavisine daha resistandir. Prostat kanserinde Bcl-2 ekspresyonu hormon tedavisi
sonrasinda tiimér progresyonu ile ilgilidir; bu durumda Bcl-2 androjen ablasyon

tedavisine resistans sagliyor olabilir 8,

Hormon refrakter tiimorlerde iki epitel
popiilasyon vardir: Bcl-2 (<) ve Bcl-2 (+). Bel-2 (-) hiicreler, androjen gekilmesine
duyarl: iken, Bcl-2 (+) hiicreler yagamaya devam eder, gogalir ve metastaz yaparlar
Ilaglarin terapétik etkileri hiicre tipine ve Bcl-2 ekspresyonu ile iligkisine baghdir 8,
Diger insan malignitelerinde, Bcl-2'nin tedaviye resistans ve kétii prognoz ile
iligkisi gosterilmemistir. Meme kanserinde Bcl-2 ekspresyonu, Ostrojen ve progestron
reseptorleri ile ilgili bulunmugtur. Ayrica bu tip kanserlerde, diisiik mitotik say1, diisiik
seviyeli epidermal biiyiime faktdr reseptorii gibi iyi prognostik faktorler ile iligkisi

bulunmugtur %.
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Bcl-2 ekspresyonunun epitelial ve diger malignitelerde prognoza olan etkisi
kesin degildir ve bu konuda, altta yatan mekanizmalara dair g¢aillgmalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Sonug olarak; Bcl-2 ve gen ailesi hiicre 6liimii ve yasaminda 6nemli rol oynar.
Bcl-2'nin epitelial diferansiyasyon, morfogenezdeki rolii, hormon regiilasyonuna cevabi
ve tiimorigenezdeki roliine dair bir model gosterilmistir. Bcl-2 ekspresyonu tarafindan
"commitment" evresinde saglanan koruma, epitelin  diferansiye olmasina ve
morfogenezin devamina firsat verir. Hiicreler bir kez terminal olarak diferansiye
olduklarinda, artitk korunmalar1 sart degildir, ¢linkii onlar artik &lmeye
programlanmiglardir.

Hormona duyarli dokularda, hormon stimiilasyonu terminal olarak diferansiye
olmus hiicrelerin yagamlarin1 idame ettirir. Bunu da muhtemelen Bcl-2'yi upregiile
ederek yapar. Hormonun geri ¢ekilmesi Bcl-2 ekspresyonunu kapatir ve hiicreleri
apoptoza gotiiriir 7

Epitel hiicreleri tam terminal doneme girdiklerinde ya da girmek {izere iken Bcl-
2'nin upregiilasyonu (6rnegin viral enfeksiyon tarafindan) uzamig yagam siiresine sebep
olabilir, bu da daha 6te genetik degigimlere ve transformasyona sebep olabilir.

Su anda Bcl-2'nin isleyisinin, molekiiler mekanizmasini ve Bcl-2'nin aile iiyeleri
ve p53 ile iligkisini anlamaya ¢aligmak agisindan, ¢ok yogun bir ilgi vardir. Bu sayede

kanser tedavisinde, ¢ok etkili terapotik yontemler ortaya ¢ikarilabilir.
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MATERYAL VE METOD

Calismamizda Marmara Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
AD'de 1990-1999 yillar1 arasinda endometrial adenokarsinoma tanisiyla opere edilmis,
yaslan 42 ile 77 (ort.61) arasinda degisen 35 vaka (31 adet endometrioid
adenokarsinoma, 4 adet serdz papiller karsinoma) (Tablo III); benin sebeplerden dolay:
histerektomi ya da Kiiretaj yapilmig ve proliferatif endometrium (n=9), sekretuar
endometrium (n=>5), atipisiz hiperplazi (n=5: basit hiperplazi n=3, kompleks hiperplazi
n=2) ve atipili hiperplazi (n=5: basit atipili hiperplazi n=3, kompleks atipili hiperplazi
n=2) tanis1 almig toplam 59 adet vaka degerlendirilmistir.

Tiimorlerin grade ve evrelemesi, FIGO 1988 kriterlerine gore yapilmigtir.
Vakalara ait spesimenler, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji AD
arsivlerinden g¢ikarilmigtir. Formalin fiksasyonlu parafine gomiilii tiim vakalarn,
Hemotoksilen Eozin ile boyali kesitlerinin yeniden gézden gegirilmesi sonucunda,

secilen bloklara immunohistokimya yontemi ile Bcl-2 ve p53 antikorlar uygulanmugtir.

Bcl-2 immunohistokimya

Formalin fiksasyonlu parafine gémiilii dokulardan 5 mp'luk kesitler Microm HM
310 mikrotomda Ploy -L-Lysine ile kapli lamlara alinmustir. Tiim kesitler 37C'lik
etiivde 1 gece deparafinize edilmigtir. 3x5 dakika ksilen ile devam eden
deparafinizasyondan sonra 2x10 dakika siireyle %100 alkol ve suyla kesitler hidrate
edilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi, metanolde hazirlanan %3 hidrojen peroksit ile
baskilandiktan sonra kesitler distile su ile yikanmigtir. 10pum EDTA soliisyonu,

mikrodalga finnda (Argelik ARMD 550) en yiiksek giigte 3 dakika siireyle 1sitilmig,
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daha sonra sicak EDTA soliisyonuna alinan kesitler diisiik giicte 3x5 dakika siireyle
isitilmagtir. Kesitler sicak EDTA soliisyonunda 15 dakika siireyle oda 1s1sinda sogumaya
birakilmigtir. Daha sonra distile suyla yikanan kesitler pH 7,6 tris tampon soliisyonuna
alinip iki degisim tris tampon soliisyonu ile 5'er dakika yikanmistir. Cevresi kurulanan
kesitlere 20 dakika siireyle oda 1sisinda normal ke¢i serumu (Biogenex) ile protein
blokaji uygulanmigtir. Kesit ¢evresindeki serum kurulanip 1:100 Bcl-2 Supersensitive
Mouse Anti-Bcl-2 Oncoprotein (Biogenex AM287-5M), oda 1s1sinda 30 dakika siireyle
uygulanmigtir. Tris tampon soliisyonunda 2x5 dakika yikanan kesitlere oda isisinda
biotinlenmis antimouse Ig (Biogenex HK 335-5M), 20 dakika siireyle uygulanmistir.
Tris tampon soliisyonunda 2x5 dakika yikanan kesitlere peroksidaz konjuge stretavidin
(Biogenex HK 330-5K), 20 dakika siireyle uygulanmigtir. Kesitler tekrar Tris tampon
soliisyonu ile 2x5 dakika yikanmigtir. Oda 1s1sinda kesitlere DAB soliisyonu (Biogenex)
5 dakika siireyle uygulanmugtir. %0,01 konsantrasyonda kobalt kloriire alinan kesitler
akan su altinda 10 dakika yikanmigtir, 30 saniye siireyle Mayer hematoksilenle niikleer
boyama yapilmigtir. Lityum karbonatla niikleer morartma saglanmistir. Dehidrate edilen
kesitler Ksilen ile kapatilmigtir.

Bcl-2 ekspresyonu igin pozitif kontrol olarak endometrial bezleri infiltre eden
lenfositler kullamlmigtir. Ayrica her vakada normal myometrium dokusu da internal
kontrol olarak degerlendirilmisgtir.

P53 Immunohistokimyasi

P53 immunohistokimyasi i¢in hazirlanan kesitlerde yukaridaki protokol aymi
sekilde uygulanmis olup, farkli olarak Supersensitive Mouse Anti-Bcl-2 Oncoprotein
yerine Supersensitive Mouse Anti-p53 Supressor Gene Product (1801) (Biogenex AM

240-5M), oda 1s1sinda 2 saat siireyle uygulanmustir.
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P53 ekspresyonu igin pozitif kontrol olarak, immunoreaktivite gosterdigi bilinen
bir kolon karsinoma vakasi kullanilmigtr.

Degerlendirme

Bcl-2 ekspresyonu degerlendirilirken yogun ve difiiz boyanan vakalar (++),
vakalarin bir kisminin yogun, bir kisminin az boyanmasi veya hi¢ boyanmamasi
seklinde heterojen boyanma gosteren vakalar (+), belli belirsiz boyanan veya hig
boyanma géstermeyen vakalar (-) olarak degerlendirilmistir.

P53 ekspresyonu boyanan vakalarin oram <%5 oldugunda (-), %5 ile %33
arasinda oldugunda (+), %33 ile %66 arasinda oldugunda (++), ve >%66 oldugunda
(+++) olarak degerlendirilmistir.

Istatistik

Vakalarin istatistiksel analizinde 3> (Ki-kare testi), Fischer Kesin Olasilik testi,

y* Korelasyon ve Tek Yonlii Anova testleri kullanilmustir.
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Vaka Yas | Grade | M.i.? | Evre |L.V.I.°|L.N.Met.°|P53|BCL-2

1 [Endometrioid Adenoca | 52 I 0 Ia - - - +
2 |Endometrioid Adenoca | 57 I <1/2 Ib - - - -
3 |Endometrioid Adenoca | 47 III | >1/2] Illa + - - +
4 [Endometrioid Adenoca | 56 I <1/2 Ib - - + -
5 |Endometrioid Adenoca | 67 II >1/2 Ic - - + -
6 |Endometrioid Adenoca | 51 | III |<1/2| Ib - - - -
7 |Endometrioid Adenoca | 55 II <1/2 Ib - - - +
8 |Endometrioid Adenoca | 52 II <1/2 Ib - - - +
9 [Endometrioid Adenoca | 66 I >1/2 Ic - - - ++4
10|Endometrioid Adenoca | 64 I <1/2 Ib - - - -
11|Endometrioid Adenoca | 60 II <1/2 Ib - - - -
12|Endometrioid Adenoca | 65 I <1/2 Ib - - - +
13|Endometrioid Adenoca | 76 I >1/2 Ic - - - -
14|Endometrioid Adenoca | 68 I <1/2 Ib + - +++] +
15|Endometrioid Adenoca | 68 I <1/2 Ib - - - +
16 |Endometrioid Adenoca | 68 II >1/2 Ic - - - +
17|Endometrioid Adenoca | 60 II >1/2 | Illc + + - ++
18|Endometrioid Adenoca | 56 II >1/2 Ic - - ++ -
19|Endometrioid Adenoca | 59 I <1/2 Ib - = - +
20]|Endometrioid Adenoca | 65 I >1/2 Ic - = - -
21|Endometrioid Adenoca | 61 I >1/2 Ic - . - -
22 |Endometrioid Adenoca | 55 I <1/2 Ib - = - +
23 |Endometrioid Adenoca | 55 I <1/2 Ib - - - +
24{Endometrioid Adenoca | 51 II <1/2 | Ila - - - +
25|Endometrioid Adenoca | 65 I >1/2 Ic - - - +
26|Endometrioid Adenoca | 60 I 0 Ia - = - ++
27 |[Endometrioid Adenoca | 76 I >1/2 Ic - - - ++
28|Endometrioid Adenoca | 60 I <1/2 Ib - - - +
29|Endometrioid Adenoca | 53 I 0 Ia - - - -
30|Endometrioid Adenoca | 58 II <1/2 Ib - - + +
31|Endometrioid Adenoca | 60 I <1/2 Ib - - - +
32|Ser6z Papiller ca 77 >1/2 Ic - - +++] -
33|Sertz Papiller ca 60 <1/2 Ib - - +++| -
34{Seroz Papiller ca 42 >1/2 | Illa - - - -
35|Serdz Papiller ca 65 >1/2 Ic - - +++| +

Tablo III: Endometrial Karsinomanin dagiinu ile p53 ve Bcl-2 ekspresyonu

Kisaltmalar:

a: myometrial invazyon

b: lenfo-vaskiiler invazyon

c: lenf nodu metastazi
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BULGULAR
31 adet (%88.5) endometrioid adenokarsinoma (EK) ve 4 adet (%11.5)
endometrial seréz karsinoma (ESK) olmak iizere, toplam 35 adet endometrial kanser
vakast degerlendirildi. 31 EK'nin 28'i evre I, 1'i evre II ve 2'si evre IIT; 4 ESK'nin 3'ii
evre I, ' evre 1T idi. 31 EK'min 20'si grade I, 9'u grade II ve 2'si grade 111 idi.
EK vakalarinin yas ortalamast 60.2 + 7.9 iken, ESK vakalarinin yas ortalamasi
61 + 14.5 idi. Gruplar arasinda ve gruplarin kendi iginde yasa bakildiginda, istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05, F=0.368) (Tek yonlii Anova testi).

Bcl-2 Ekspresyonu: Bel-2 ekspresyonu agisindan bakildiginda, 35 kanser vakasinin
14'inde (%40) negatif ekspresyon ve 2l'inde (%60) pozitif ekspresyon saptandi.
Pozitifler kendi aralarinda ayrildiginda 17'sinin (%80.9) + ve 4'iniin (% 19.1) ++
oldugu goriildi.(Bkz. Tablo IV) 5 adet atipili hiperplazide Bcl-2 ekspresyonu
degerlendirildiginde, 5 vakada da (%100) pozitif ekspresyon saptandi. Bunlardan 4'ii
(%80) + iken, 1'i de (%20) ++ ekspresyon gostermekteydi. (Bkz. Resim 4)

5 adet atipisiz hiperplazinin hepsinde (%100) Becl-2 ckspresyonu pozitif
saptamirken, dagilim 1 hastada (%20) + iken, 4 hastada da (%80) ++ seklindeydi. 9 adet
proliferatif endometrium vakasinin hepsinde (%100) pozitif Bcl-2 ekspresyonu
saptanirken, dagilimin 2 hastada (%22) + iken kalan 7 hastada (%78) ++ oldugu
gorildi.5 adet sekretuar endometrium vakasinin hepsinde (%100) negatif Bcl-2
ekspresyonu saptandi. (Bkz. Resim 1, 2, 3)

Proliferatif endometriumdan kanser vakalarina kadar giden spektrum ile Bcl-2

ekspresyonu arasindaki iligki, istatistiksel olarak da anlamli bulundu (=262,
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p<0.0002). Bu anlaml: iligkinin giicii ve yonti, korelasyon katsayist ile pozitif olarak
saptandi. (Pearson's R=0.60, p<0.0001) (Bkz. Fig.2.3)

Bel-2 ekspresyonunun, atipik hiperplazi grubu ve kanserli grup arasindaki
dagilimina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Bcl-2 ekspresyonunun, kanser vakalarinda bilinen prognostik faktorlerle (grade,
evre, myometrial invazyon, lenfovaskiiler invazyon) olan iliskisinde, istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0.05).

TABLO IV: Bcl-2 Ekspresyonu

Sekretuar Endometrium  (n=5)

Proliferatif Endometrium (n=9)
Atipisiz Hiperplazi (n=5)
Atipili Hiperplazi (n=5)

Endometrial Adenokarsinoma (n=35) p<0.0002

B Sekretuar Endometrium

M Proliferatif Endometrium

@ Atipisiz Hiperplazi

O Atipili Hiperplazi

W Endometrial Adenokarsinoma

9
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o

Sekretuar Endometriyum Proliferatif Endometriyum
Atipisiz Hiperplazi = Atipili Hiperplazi
Endometriyal Adenokarsinoma

Fig.3 Bcl-2 Ekspresyonunun Dagilinu (p<0.0001, Pearson's R=0.60,
pozitif korelasyon)

P53 Ekspresyonu: Toplam 35 kanser vakasindan 27'sinde (%77.1) negatif,
8'inde (%22.9) pozitif ekspresyon saptandi. Pozitif ekspresyon gosteren vakalar kendi
aralarinda dagilim agisindan degerlendirildiginde, 3 vaka (%37.5) +, 1 vaka (%12.5) ++
ve 4 vaka (%50) +++ ekspresyon gostermekteydi. (Bkz. Tablo V, Fig.4,5)

llging  olarak  pozitif ~ ekspresyonlar, kanser  subtipleri  arasinda
karsilastinldiklarinda, endometrioid tipteki 31 vakanin 5'i (%16.1) pozitif ekspresyon
gosterirken, serdz tipteki 4 vakann 3'unin (%75) pozitif ekspresyon gosterdigi
saptandi. Seroz tipte, pozitivite gosteren 3 vakanin 3'a de (%100) +++ ekspresyon

gosterirken, endometrioid tipteki 5 pozitivite gosteren vakanin 3'i (%60) +, 1'i (%20)
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++,ve yalmizea 171 (%20) +++ ekspresyon gostermekteydi. P53 ekspresyonu agisindan
bu iki subtip karsilastinildiginda, istatistiksel olarak da anlamli bir fark saptandi
(¢*=18.07, p<0.0005). (Bkz.Resim 5,7)

P53 ekspresyonuna 5 atipili hiperplazi vakasinda bakildiginda, 1 (%20) vakada
fokal ve zayif (+) p53 ekspresyonu saptanirken, diger vakalarda (%80) negatif
ekspresyon saptandi.P53 ekspresyonu 5 atipisiz hiperplazi, 9 proliferatif ve 5 sekretuar
endometrium vakasinin hepsinde (%100) negatif olarak saptandi.

Klasik olarak bilinen prognostik faktorlerle, (grade, evre, myometrial invazyon,
lenfovaskiiler invazyon) P53 ekspresyonu Kargilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0.05).

Tablo V: Endometrial Kanserlerde

E53 Eksiresionu

EK (n=31) 3 EK: endometrioid
adenokarsinoma

ESK (GED)) 3 ESK: endometrial ser6z
karsinoma

Atipili Hiperplazi (n=5) p<0.0005

= + ++ +++
| mEK BESK O Atipili Hiperplazi
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T+ +H+

e Atifili Hperplazi

Fig.5 P53 Ekspresyonunun Dagilimu (y’=18.078, p<0. 0005)

Genel olarak p53 ve Bcl-2 ekspresyonlari Karsilagtirildiginda, p53 ve Bel-2

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0.05).
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Resim 1. Diffiiz bel-2 ekspresyonu gosteren bir proliferatif endometrium vakasi (x 40)

Resim 2. Bcl-2 ekspresyonu gostermeyen bir sekretuar endometrium vakasi (x 40)
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Resim 4. Heterojen bel-2 ekspreyonu gosteren bir endometrioid ca vakast. Internal kontrol

olarak segilen myometrium pozitif olarak boyanmus. (x 40)
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Resim 6. Diffiiz p53 ekspresyonu gosteren bir endometrial seréz karsinoma vakasi (x 40)

FROERETIV KURBD
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TARTISMA

Endometrial adenokarsinoma kadin genital sisteminin en sik rastlanan
malignitesidir ve kadinlarda ortaya gikan biitiin malignitelerin %1 I'ini olusturur. Evre 1
endometrial kanser, tedavi edilebilir bir hastaliktir. 5 yillik siirvi %66.8 ile %94 arasinda
degigebilir. Prognoz histolojik tip ve grade, myometrial invazyon derinligi,
lenfovaskiiler alan invazyonu, evre ve patojenik tipe baglidir®®.

Molekiiler biyolojideki yakin donem geligmeleri, kanser patogenezinde
onkoproteinlerin énemli roliinii agiga g¢ikarmis ve hastaligin lokal ve metastatik
yayilimindaki etkilerini vurgulamistir. "wild type" p53 proteininin supresyonu, kanserin
apoptozdan kurtulmasinda major bir rotadir ve endometrial kanserde de gosterilmistir *7.

Cogu endometrial karsinoma, prekiirsér lezyonlardan, bir seri tam anlagilamayan
genetik degisimler sonucu gelisir. Bel-2 geni kromozom 18'de yer alir. Programli hiicre
6limiini engelleyen 25 kD'luk bir proteini kodlar ve bu yolla hiicre yasamint uzatir.
Béylece yasami uzayan hiicrenin gesitli genetik degisimlere ugrama riski artar ve bunu
neoplastik gelisim takip eder .

Bel-2 ilk olarak folikiiler lenfomada saptanmustir. Folikiiler lenfomadaki
karakteristik  1(14:18) kromozom translokasyonu, kromozom 18'deki Bcl-2 genini,
kromozom 14'teki immunoglobulin agir zincirin tam iizerine yerlestirir’”. Bu
translokasyon Bcl-2 protein overekspresyonuna sebep olur ve etkilenen hiicrelerin
yasami uzar. Bu durumda, Bel-2 diger onkojenler arasinda benzersizdir. Ciinkii Bel-2
gen iiriinii neoplaziyi, hiicre proliferasyonunu arttirmaktansa hiicre yasamini uzatarak
tesvik eder . Daha sonra Becl-2 ekspresyonu bagka gesitli tiimorlerde de tarif

edilmistir®.
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ilk olarak Bcl-2'nin neoplastik olmayan dokularda saptanamayacagina
inanilmigti. Ancak sonraki galismalar, Bcl-2 ekspresyonunu gesitli fetal ve yetiskin
dokularda gostermistir. Bcl-2 genelde apoptotik doniisiim ile karakterize dokularda (B-
hiicreli lenfositler gibi) gériiliir, ancak terminal diferansiyasyona giden aktive olmus ve
undiferansiye hiicrelerde de eksprese edilir.

Fetal dokuda Bcl-2, doku diferansiyasyonu igin gerekli olan hiicre $liimiinii
idare etmek yoluyla, morfogenezde rol alir . Yetiskin dokularda Bcl-2, hematopoetik
dokuda, epidermiste, brons epitelinde, intestinal epitelde, prostat epitelinde, meme
epitelinde, tiroid epitelinde ve néronlarda gosterilmistir *. Epitelial dokularda protein,
tipik olarak bazal bolgelerde eksprese edilir. Bu da Bel-2 ekspresyonunun bu rejeneratif
popiilasyonun idamesine yardimc1 oldugunu gésterir.

Endometrial epitelde, Bcl-2 ekspresyonu, en azindan kismen hormonal kontrol
altindadir. Bel-2, endometrial epitel hiicreleri tarafindan, proliferatif faz siiresince
eksprese edilir ve proliferatif fazin sonunda zirveye ulagir. Sekretuar aktivitenin
baglamastyla, ekspresyon hizli bir sekilde kaybolmaya baglar ™. Bizim, ¢alismamizda
elde ettigimiz proliferatif ve sekretuar endometriuma dair gozlemlerimiz de bu 6nceki
raporlar desteklemektedir.

Calismamizda yer alan toplam 9 vakanin 9'u da (%100) Bel-2 ekspresyonu
gosterirken bunlardan 7'sinde ekspresyon diffiiz ve yogun olarak izlenmigtir. 5 adet
sekretuar endometrium vakasinda ise Bcl-2 ekspresyonu hig (%0) izlenmemistir.

Bel-2 ekspresyonunun, Sstrojen ve progestron seviyeleri ile regiile edildigi
diisiiniilirse endometrial karsinomasi olan ¢ogu hastada gozlenen yiiksek veya
unopposed Ostrojenin, Bel-2 overekspresyonuna ve miiteakip endometrial hiperplazi

veya neoplazi gelisimine sebep olmasi miimkiindiir. Gompel et al. yaptiklari bir
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calismada S5 endometrial hiperplazi vakasinda artmig Bcl-2  ekspresyonu rapor
etmiglerdir.

Biz de galigmamizda bir seri endometrial hiperplazi (atipili ve atipisiz) ve
endometrial karsinomada Bel-2 ekspresyonuna baktik. 5 atipisiz hiperplazi vakasinin
hepsinde (%100) Bel-2 ekspresyonu saptadik ve bunlardan 4'iinde giiglii ve diffiiz
ekspresyon meveuttu, ancak 5 atipili hiperplazi vakasindan 4'tinde daha zayif ve fokal
Bel-2 ekspresyonu mevcuttu. 35 adet endometrial kanser vakast incelendiginde,
bunlardan 21 tanesinde (%60) Bcl-2 pozitiflifi meveuttu. Ancak pozitif boyanan 21
vakanin %80'inde boyanma fokal ve zayif gériiniimdeydi. Endometrioid ve seréz tipler
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Benzer sonuglari Nieman et al. da bulmustur. Ancak Nieman et al.’'in
caligmasinda 4 atipisiz vakanin d6rdiinde yogun Bcl-2 ekspresyonu saptanirken, 4 atipili
hiperplazi vakasinin yalnizca 1'inde ve 29 kanser vakasinin 10 tanesinde (%34.5) Bcl-2
pozitif saptanmustir. O ¢alismada da atipili ve kanserli endometriumdaki Bcl-2
ekspresyonu fokal ve daha zayif bir boyama gostermistir.

Hiperplazide, Bcl-2'nin apoptosisi engelleyici yeteneginin oldugu gergeginden
yola gikarak, Bcl-2'nin apoptosisi bloke edebilecegini diistinebiliriz. Bu gozlemler, Bel-
2 ekspresyonunun endometrial hiperplazi gelismine katkida bulunabilecegini
gosterebilir, ancak Bcl-2 ekspresyonu atipili hiperplazi ve karsinoma gelisiminde siirekli
bir rol oynuyormus gibi gériinmemektedir

177 ve Chhieng et al. % atipik hiperplazi ve

Yakin zamanda Henderson et a
endometrial ~ karsinomada Bcl-2  ekspresyonu  gostermislerdir, ancak Bcl-2

ekspresyonunun  atipik hiperplazi ve endometrial karsinomalarda, proliferatif

endometrium ve basit hiperplaziye gore, down regiile edildigini not etmislerdir. Bcl-
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2'nin basit hiperplazi gelisiminde rol oynayabilecegi ancak basit hiperplazinini atipik
hiperplazi ve karsinomaya déniigiimiinde Bel-2'nin bir etkisi varmus gibi gériinmedigi
sonucuna varmislardir.

Bizim g¢alismamizda da Bcl-2 ekspresyonunun proliferatif endometriumdan,
basit hiperplazi, atipili hiperplazi ve karsinomaya dogru giden spektrum igerisinde
gittikge yogunlugunu ve yayginhiim kaybettigini, hatta karsinoma vakalarina
gelindiginde poizitifligin %60 oraninda oldugunu gérdiik. Bel-2 ekspresyonundaki bu
tedrici dagilim istatistiki olarak da anlaml ¢ikmustir (p<0.0002, Pearson's R:0.60).

Bel-2 ekspresyonunun hiperplaziye gére endometrial karsinomada azalmast,
endometrial karsinomada Bcl-2'nin down regiilasyonu fikriyle uyumludur. Bu fikir Bel-
2 ckspresyonunun, tek basina epitelial  hiicreleri in vitro kosullarda
olimsiizletiremeyecegi ancak hiperplaziyi indiikleyebilecegi gercegini dogrular gibi
goriinmektedir. Hiperplaziye ugrayan hiicreler daha sonra hiicresel onkojenlerle ve diger
epigenetik faktorlerle iliskiye girdiginde neoplazi gelistirebilirler *.

Proliferatif fazdaki degismez kuvvetli Bel-2 ekspresyonu, Bel-2'nin hormonal
kontrol altinda oldugunu ve onun varhgnin hiicre yagami igin énemli olabilecegini
distindiiriir. Chhieng et al., bir ¢alismalarinda endometrial karsinomada %47 oraninda
Bcl-2 ekspresyonu saptamiglardir ve endometrial karsinomada Bcl-2'nin hiicre liimiinii
engelleyici etkisinin, apoptosisi engelleyen bagka bir takim faktorler tarafindan bypass
edilebilecegini 6ne siirmiiglerdir. Bagka bir deyisle, eger genellikle Bcl-2 tarafindan
bloke edilen bir apoptotik yolda bir defekt meydana gelirse, Bel-2 ekspresyonundaki
defektler mutlaka hiicreyi 6liime gotiirmeyebilir *%.

TGEF-B yolundaki defektler béyle bir duruma 6rnek olabilir. Bir ¢alismada Bcl-

2'nin ektopik ekspresyonunun, myeloid I6semi hiicre serisinde transforming growth
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faktér - B (TGF-B) tarafindan tetiklenen apoptosisi engelledigi gosterilmistir **. Nitekim
endometrial karsinomada TGF-p ekspresyonuna ait anormallikler tarif edilmisgtir.
Proliferatif endometrium, hiperplazi ve adenokarsinomada TGF -B  ekspresyonu
inceleyen bir ¢alismada, normal proliferatif endometriumdan, basit hiperplazi, kompleks
hiperplazi ve kansere kadar TGF-B'nin 3 isoformunda da progresif bir immunoreaktivite

“. TGF-B epitelin biiyimesini engelleyici bir faktor olarak

artigt  saptanmistir
gosterilmis  oldugundan, hiperplastik veya neoplastik  bir epitelial proseste
overekspresyonunun gosterilmesi, negatif feedback mekanizmasmin deprese olmasiyla
giden, fonksiyon kaybini gosterebilir. Bu hipotez bazi endometrial karsinomali hiicre
serilerinin, TGF-B'ya refrakter oldugunun gsterildigi bir caligma ile desteklenir *5.
Calismamizda 35 vakadan 21'inde (%60) Bcl-2 ekspresyonu izlenmistir. Ancak
Bel-2 ekspresyonu ile klinikopatolojik prognostik faktsrler (yas, evre, histolojik grade,
histolojik tip, myometrial invazyon, lenfovaskiiler invazyon) arasinda istatistiki olarak
anlaml bir iligki saptanmamustir (p>0.05). Hastalarimizin ¢ogu FIGO siniflandirmasina
gore Evre 1 (%88.5) ve grade I (%57) , grade II (%34.5),grade 111(8.5) seklinde
dagilmaktayd:. Bizim bulgularimiza benzer sekilde Miturski et al., Chhieng et al.da
Bel-2  ekspresyonu ile histolojik grade ve cerrahi evre arasinda bir iligki
saptamamuslardir. Ayrica bir galiymada hem evre, hem grade, hem de hormonal durumla
(8strojen, progestron) Bel-2 ekspresyonu arasinda bir iliski bulunamamustir *’. Ancak
Taskin et al.'in ¢alismasinda endometrial karsinomada histolojik grade, cerrahi evre ve
PR (progesteron reseptérii) akiimiilasyonu ile Bel-2 ckspresyonu arasinda iliski
saptanmustir >, Ilging olarak, Sacgusa et al.**, Bcl-2 'nin PR ile pozitif bir iligkisinin
oldugunu ancak endometrial karsinomalardaki solid komponentlerle degil tiibiiler
komponentlerle bu durumun varligini ileri stirmiigtiir. Ancak ER (strojen reseptérii) ile
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bir iliski saptanamamigtir. Endometrial neoplazik hiicrelerdeki Bel-2 ekspresyonu ile
ilgili olarak, bu uyumsuzluk kullanilan immunohistokimyasal tekniklere veya Bel-2'nin
Bokhman tarafindan 6ne siiriilen iki ayr1 tipteki endometrial kanserdeki (hormona bagli
ve hormondan bagimsiz) ekspresyonuna bagli olabilir *.

Bel-2 protein ekspresyonunun, in vitro ve in vivo galismalarda, p53 tarafindan
baskilandifina dair kamtlar vardir. Sonug olarak, Bcl-2 ekspresyonu ve p53'iin
immunohistokimyasal boyanmasi, gesitli insan neoplasmalarinda ¢alisilmis ve meme
kanserinde , kolorektal kanserde , tiroid kanserinde ve gastrik lenfomada ters bir
korelasyon rapor edilmigtir®®®!.

Endometrial kanserlerde ise, Bcl-2 ve p53 ekspresyonlart arasindaki iliskiyle
ilgili datalar geligkilidir ve bu konu tam olarak anlagilamamistir. Sacguse et al.
neoplastik endometriumda Bel-2 ve p53 ekspresyonu arasinda ters korelasyon
gostermistir ancak, bu galigma incelenecek olursa p53 ekspresyonunun iki ayri teknikle-
immunohistokimyasal (IHC) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile p53 genindeki
heterozigozitenin kaybolmasi (LOH), incelendigi goriilecektir. Saeguse et al., IHC
teknigi ile Bel-2 ve p53 arasinda negatif korelasyon gosterirken, p53 geninde LOH'yi
degerlendirdiginde, p53 ile Bcl-2 arasinda boyle bir negatif korelasyon gosterememistir.
Nitekim literatiirde bir ¢aligmada, IHC olarak p53 ekspresyonu gosteren 18 endometrial
kanserde genetik mutasyon analizi yapildiginda bunlardan higbirinde (%0) bilinen

% Bu konuda,

mutasyon noktalarinda, aslinda mutasyon olmadifi gosterilmistir
immunohistokimyasal tekniklerle, genetik analiz tekniklerinin koopere edilerek
kullanilmas, siiphesiz bizi kesinligi daha yiiksek sonuglara ulastirabilir.

Taskin et al. da %2 Bel-2 ve p53 ekspresyonu arasinda, negatif korelasyon tespit

etmistir. Ancak bunu yalnizca Grade I hastalarda tespit etmistir ve grade I ile grade III
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endometrial karsinomalarda negatif korelasyon tespit etmemistir. Literatiirde baska hig
bir ¢alismada endometrial neoplazilerde, pS3 ile Bcl-2 ekspresyonu arasinda bir
korelasyon saptanmamistir. Chhieng et al. *® ve Zheng et al. & gibi, bizim de
caliymamizda Bcl-2 ekspresyonu ile p53'iin immunohistokimyasal ekspresyonu arasinda
bir korelasyon yoktu. Bizim ¢alismamizin da gosterdigi gibi Bel-2 ve p53 ekspresyonu
arasindaki genel bir korelasyon eksikligi, endometrial karsinomalarda Bcl-2
ekspresyonunun  regiilasyonunda, p53'ten baska bir takim faktSrlerin rol
oynayabilecegini gdsterebilir.

Endometrial kanserler klinik prezentasyon ve davraniglarina gére iki ayr gruba
ayrilabilirler.  Endometrial  karsinomalarin ¢ogunu  olusturan  endometrioid
adenokarsinoma, tipik olarak endometrial hiperplazi ve unopposed &strojen
stimulasyonu diisiindiiren klinik bulgularla baglantili olarak ortaya ¢ikar. Buna kargilik
uterusun serdz karsinomalari, hiperestrojenizm ile ilgili tipik endometrial kanser risk
faktérlerini tasimayabilen yash kadinlarda, atrofik endometrium zemininde gelisir 26,

P53 geni, hiicre siklusu regiilasyonu, DNA tamiri, spontan mutasyonlarin inhibe
edilmesi, hiicre diferansiyasyonu ve apoptosis gibi bir ¢ok onemli hiicre fonksiyonunda
gorev yapar. In vitro ¢aligmalardan ve insan tiimérlerinin analizinden elde edilen bilgiler
gostermigtir ki p53 fonksiyonunun, gen mutasyonu yoluyla, veya p53 proteininin gegitli
hiicre i¢i veya viral proteinlerle iliskisi sonucundaki kaybi, birgok malin tipte tiimériin
gelisiminde rol oynamaktadir. Onceden yapilmig  galismalar, endometrial
karsinomalarda p53 mutasyonlarinin oldugunu gostermistir, ancak p53'in spesifik
endometrial neoplasmlarinin gelisimi ve olusumundaki rolii hakkinda fazla calisma

yoktur 876,
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Cahigmamizdaki 35 endometrium kanser vakasindan endometrioid tipte olan 31
vakadan yalnizca 5'inde ( %16.1) p53 ekspresyonu gozlemlenirken, seréz papiller
tipteki 4 vakadan 3'iinde (%75) p53 ekspresyonu saptadik. Bu farkin istatistiksel olarak
da anlamli oldugu saptanmugtir (p<0.0005). Benzer sonuglar Sherman et al. tarafindan
yapilan bir ¢alismada da saptanmustir . Sherman'in ¢alismasinda ayrica endometrial
intraepitelial karsinoma (EIC) olarak bilinen 18 lezyonun yer aldign 21 serdz
karsinomanin hepsinde de hem EIC, hem de invaziv serdz karsinomalar p53 pozitif
boyanmuglardir. Tiim serdz karsinomalarin %86's1 p53 pozitivitesi gostermistir.

Uterusun serdz karsinomalarinda, yiiksek oranda diffiiz pS3
immunoreaktivitesinin bulunmasi, seréz tiimérlerin gelisiminde anormal p53 proteini
ekspresyonunun  6nemli bir olay oldugunu diisiindiiriir. Calismamizda serdz
karsinomalara karsilik, endometrial timérlerdeki p53 reaktivitesi yalnizea %16 olarak
saptanmistir. Bu sonuglar, uterusun serdz karsinomalarinin, tipik endometrioid
karsinomalardan biyolojik olarak farkli oldugu sonucuna ulasan klinikopatolojik
calismalar desteklemektedir 7.

Calismamizda yer alan 9 benin proliferatif endometrium ve § atipisiz hiperplazik
endometriumdan hig birisinde p53 immunoreaktivitesi saptanmamig ve 5 atipik
hiperplazi vakamizin yalmzca birinde, fokal bir alanda zayif boyanmis p53
immunoreaktivitesi goriilmiistiir. Benzer sekilde, Kohler et al. benin proliferatif
endometrial doku ve hiperplazik endometriumda, immunohistokimyasal olarak pS3
tespit edememislerdir. Ayrica bu arastirmacilar, polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
dayali metodlari ile 117 endometrial hiperplazi analizinde tek bir p53 mutasyonu

saptayamamuglardir.
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Bunun yanisira Sherman et al. ¢aligmalarinda, kiigiik ve yiizeyel invazyon
gosteren serdz karsinomalar ile, poliplere sinirlt seréz karsinomalarda bile, pS53 protein
akiimiilasyonu gostermislerdir ”°. Bu bulgular, anormal p53 protein olusumuna yol agan
hiicresel ~ degisikliklerin, serdz karsinoma gelisiminde erken olaylar oldugunu
diistindiiriir.

Biitiin bunlar endometrial karsinogenezde, &strojenden bagimsiz ve p53
mutasyonunun bas rolii oynadig1 bir yolun oldugunu diisiindiirmektedir. Ostrojenden
bagimsiz yolda, heniiz agiklanamayan diger hiicresel olaylarla beraber p53 mutasyonu,
atrofik  endometrium yiizey epitelinin EIC'ye transformasyonuna sebep olur.
Endometrial yiizey epitelindeki multipl bolgelerin yanisira endoserviks, fallop tiipii
epiteli, overin yiizey epiteli ve peritoneal mezotelyumda olusan genetik degisimler,
gergek metastaz  olmaksizin multifokal hastaliga sebep olabilir *'. Ek genetik
degisimlerin siiperimpoze olmasi, bu hiicrelere invaziv ve metastatik 6zellikler
yikleyebilir. Bu da erken yayilima sebep olabilir. Normal p53  fonksiyonunun
bozulmasina yol agan mutasyonel olaylar; endometrium liimenindeki gevresel
karsinojenlere maruz kalmakla, yaglanmaya bagl genetik instabilite ile, ve baska ¢esitli
faktorlerle iligkili olabilir. Ozellikle endometrial karsinoma i¢in bilinen iki risk faktorii -
obezite ve eksojen 8strojene maruz kalma- serdz karsinoma gelistirmek agisindan artmig
bir risk teskil etmezler. Yani hiperestrojenizm, EIC ve seroz neoplazmlarin gelismesine
sebep oluyormus gibi goriinmemektedirler 7°.

Ser6z karsinomalarin aksine, p53 mutasyonlari, endometrial hiperplazi ve
hiperestrojenizmle en giiglii iliskinin bulundugu, endometrioid karsinomalarda
genellikle gozlenmezler. Endometrioid karsinomayi uzun siireli atipik hiperplazi ile

baglayan deliller saglamdir '*, ancak atipik hiperplaziyi endometrioid karsinomaya
g perp
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ceviren hiicresel olaylar tam olarak bilinmemektedir. Ras onkogenindeki, nokta
mutasyonlari, hem endometrioid karsinomada, hem de endometrial hiperplazide
tanimlanmugtir #. Bu da, bu genetik degisikligin dstrojene bagl endometrial tiimérlerin
gelisiminde, erken evrede rol oynayabilecegini  disiindiirtir. Endometrioid
karsinomalardaki anormal pS3 protein ekspresyonu nadiriyeti ve atipik endometrial
hiperplazilerde pek rastlanmamasi, p53 mutasyonlarinin,  atipik  hiperplazinin
karsinomaya déniisiimiinde  rol oynamadifini  diisiindiiriir. Muhtemelen atipik
hiperplazinin karsinomaya déniismesi multipl mutasyonlar gerektirir. Bu yiizden bu
lezyonlarda p53 fonksiyonun korunmasi, neden endometrioid karsinomanin, p53
fonksiyonunun kaybedilmesinin erken bir olay oldugu, seréz karsinomaya gore daha
yavas gelisim gosterdigini agiklayabilir. Endometrioid karsinomalarda olusan p53
mutasyonlari, biiyiik timérlerin dediferansiye olmasina bagli, geg donem olaylari gibi
goriimmektedir 7°.

P53'tin immunoreaktivite géstermesi, p53 mutasyonunun olugsmus oldugunu
diistindiiriir, ancak bu olaya dair kesin bir kanit degildir. "wild type" p53 (mutasyona
ugramamug, normal ve aktif fonksiyon gosteren p53 "wild type" olarak adlandirilir)
proteini stabil degildir; yar1 émrii yalmzca 6-20 dakikadir. Sonug olarak ¢ogu hiicrede,
immunohistokimyasal olarak tespit edilecek seviyelere kadar birikmez. Mutant pS3
formlari ise, uzun bir yart 6mre sahiptir ve hiicrelerde immunohistokimyasal olarak
tespit edilecek derecelerde birikir. "wild type" p53 proteininin fazla miktarda iiretimi de
nadiren immunohistokimyasal olarak tespit edilebilir seviyelere ¢ikabilir *. Bunun
yanisira, Jiko et al., endometrial adenokarsinomalarda immunohistokimyasal olarak
boyanan p53 proteininin, artmis p53 mRNA seviyeleri ile korele olmadigim

bulmuglardir *. Bu bulgular endometrial tiimarlerde p53 protein immunoreaktivitesinin,
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normal p53 geninin artmig transkripsiyonundan ziyade, p53 gen mutasyonuna veya
"wild type" p53 proteinininin, intraseliiler sekestrasyonuna bagli oldugunu diisiindiiriir.

Bizim ¢alismamizdaki normal proliferatif endometrium ve endometrial
hiperplazi sonuglar1 da, hizla boliinen hiicrelerin genellikle immunohistokimyasal olarak
saptanabilecek derecede yeterince "wild type"te p53 iiretmediklerini diigiindiirmektedir.
P53 genindeki nonsense mutasyonlar ve delesyonlar, hatta p53 geninin tamaminin
delesyonu, p53 fonksiyonunu kaybettirecekti. Bu durumda p53  proteini
birikemeyecektir. Bu yiizden immunohistokimya teknigi, aslinda p53 anormalliklerinin
prevalansini oldugundan az gosterebilir.

Literatiirde endometrial ca'da p53 ekspresyonu, Brenda Powell et al. tarafindan
yapilan ¢alismada %5.6 bulunmugken, Chhieng et al. tarafindan yapilmig olan bir bagka
¢alismada %40 oraninda ve Miturski et al.'in ¢aligmasinda ise %68 olarak bulunmugtur
89.92.98

Calismamizdaki  sonuglar, diger datalarla birlestirildiginde endometrial
karsinogenezde bir dualistik modelin oldugunu diisiindiiriir. Bir yolda, endometrioid
karsinoma vardir ve dstrojen tarafindan stimiile edilen, hiperplaziden yavag bir sekilde
gelisirler; p53 mutasyonu bu tiimérlerde dediferansiyasyona bagli geg bir olayr temsil
eder. Bu yol, adenomatz poliplerden kolon karsinomalarinin gelistigi yolun bir benzeri
olabilir. Bu modelde, tiimérler multipl mutasyonlara ugrayip artan derecelerde yapisal
ve hiicresel atipi gosteren prekiirsor lezyonlardan yavas bir sekilde gelisirler. P53
fonksiyonunun korunmasi, mutasyona ugramis hiicrelerin, hizli klonal biiytimelerini
engelleyebilir. ikinci yolda, karsinomalar 6strojenden bagimsiz olarak atrofik
endometriumdan geligirler. Anormal p53 protein ekspresyonu erken ortaya gikar, ve

endometrial yiizey epitelinin EIC'ye transformasyonu ile sonuglanan énemli bir olaydir.
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EIC, serdz tiimorlerin prekiirsorii olarak diisiiniilmektedir. P53 fonksiyonunun erken
kayb1, bu timorlerdeki asiri genom instabilitesi ve hizli karsinogeneze katkida
bulunabilir.

Iki yoldan birinde, p53 anormalliklerinin merkezi tuttugu, dualistik
karsinogenez modelleri son yillarda vulvar, intestinal tipte, gastrik ve flat mesane
karsinomalarinda ortaya atilmigtir. Mesanenin karsinoma in sitularinda ve siiperfisiyal
olarak invaziv gastrik karsinomalarda, p53 anormalliklerinin tanimlanmast bu tiimér
sistemlerindeki karsinogenezin erken safhasinda da p53 mutasyonunun roliinii
diistindiiriir 3508

Endometrial ~ karsinogenezin mekanizmalarinin  agikliga  kavusturulmasi
agisindan histopatoloji ve molekiiler biyolojinin kombine edildigi ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Endometrial karsinogenezde dualistik modelin teyid edilmesi, endometrial

kanserin tespit edilmesi ve 6nlenmesi agisindan, yakinda 6nemli strateji degisiklikleri ve

endometrial tiimérlerin simiflandinimasinda modifikasyon gerektirecektir 7.

47



SONUCLAR

Proliferatif fazdaki, degismez kuvvetli Bel-2 ekspresyonu, Bel-2'nin hormonal
kontrol altinda oldugunu ve onun varliginin hiicre yasami igin nemli olabilecegini
diistindiiriir. Atipisiz hiperplazi vakalarinin hepsinde, bcl-2 ekspresyonu saptanmistir ve
cogunda ekspresyon yogun ve diffiiz olarak saptanmugtir.

Hiperplazide, Bcl-2'nin apoptosisi engelleyici yeteneginin oldugu gergeginden
yola gikarak, Bcl-2'nin apoptosisi bloke edebilecegini diisiinebiliriz. Bu gozlemler, Bel-
2 ekspresyonunun endometrial hiperplazi gelismine katkida bulunabilecegini
gosterebilir, ancak Bel-2 ekspresyonu atipili hiperplazi ve karsinoma gelisiminde sirekli
bir rol oynuyormus gibi gériinmemektedir

Serdz timorlerin gelisiminde, anormal p53 proteini ekspresyonu 6nemli bir
olaydir. Calismamizda, uterusun seréz karsinomalarinda yiiksek oranda diffiiz pS3
immunoreaktivitesinin  bulunmasina karsihk, endometrioid timérlerdeki pS3
reaktivitesi, yalnizca %16 olarak saptanmistir. Bu sonuglar uterusun —seréz
karsinomalarinin, tipik endometrioid karsinomalardan biyolojik olarak farkli oldugu
sonucuna ulagan klinikopatolojik ¢aligmalar1 desteklemektedir

Bel-2 ekspresyonu ile klinikopatolojik prognostik faktorler (yas, evre, histolojik
grade, histolojik tip, myometrial invazyon, lenfovaskiiler invazyon) arasinda anlamli
bir iligki varmig gibi gériinmemektedir.

Bel-2 protein ekspresyonunun, in vitro ve in vivo calismalarda p53 tarafindan
baskilandigina dair kanitlar vardir. Bcl-2 ekspresyonu ve p53'iin immunohistokimyasal
boyanmasi arasinda, gesitli insan neoplasmalarinda ters bir korelasyon rapor edilmistir.

Endometrial kanserlerde Bcl-2 ve p53 ekspresyonlar: arasindaki iliskiyle ilgili datalar
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celiskili olmakla birlikte, bizim ¢aligmamizda Bel-2  ekspresyonu ile pS3'iin
immunohistokimyasal ekspresyonu arasinda bir korelasyon saptanmamugtir. Literatiirde
ki ¢ogu galisma da bizim sonuglarimiz desteklemektedir.Sonug olarak Bel-2 ve p53
ekspresyonu arasindaki genel bir korelasyon eksikligi, endometrial karsinomalarda Bel-
2 ckspresyonunun regiilasyonunda p53'ten baska bir takim faktorlerin rol

oynayabilecegini gosterebilir.
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OZET

Endometrium kanseri, bugiin kadin genital sisteminin en sik goriilen
malignitesidir. Endometrioid adenokarsinomalar, endometrial karsinomalarin en sik
goriilen tipidir. Yillarca timérigenezin molekiiler temelini anlamak yolunda onkogenler
ve tiimor supresor genler, odak noktast olmuslardir. Oldukg¢a farkli yollardan etki
gosterseler de hepsi temelde hiicre proliferasyonunu regiile ederler. Simdi artik,
apoptosisi inhibe eden veya tegvik eden genlerin de, kanser denkleminde onemli
degiskenler oldugu gériilmektedir.

Bu durum ilk olarak, apoptosisi regiile eden genis Bel-2 gen ailesinin bulunmas:
ile anlagilmistir. Bir timér supresor gen olan p53 de, apoptosis regiilasyonunda yer
almaktadir.

Calismamizda 35 endometrial karsinoma, 5 atipili hiperplazi ve 5 atipisiz
hiperplazi vakasinda, Bcl-2 ve p53 ekspresyonlart immiinohistokimyasal yontemlerle
degerlendirilmistir. Bu genlerin, endometrial hiperplazi ve endometrial karsinoma
gelisimindeki olasi rolleri arastirilmugtir. Ayrica endometrial adenokarsinomada Bel-2
ve p53 ckspresyonlari, bilinen prognostik parametrelerle kargilatinlmigtir. Bunun yam
sira her iki genin, endometrial karsinoma subtipleri arasinda ekspresyon agisindan
farklilik gosterip gostermedigi, ve Bel-2 ile p53 ekspresyonlari arasinda bir korelasyon
olup olmadig arastirilmugtur.

Bulgularimiza gére:

1. Bcl-2 ekspresyonu, hiperplazide %100 oraninda gliclii pozitif iken, kanser

vakalarina kadar uzanan spektrum igerisinde giderek azalma gostermektedir.

(p<0.0002)

50




2. Uterusun serdz tiimérlerinin gelisiminde, anormal p53 proteini ekspresyonu
onemli bir olaydir. Endometrioid adenokarsinomalarda, pS3 ekspresyonu
digik oranlarda (%16.1) kendini gsterirken, endometrial seréz
karsinomalarda p53 ekspresyonu, yiiksek oranda diffiiz pozitif (%75) olarak
kendini gostermektedir. (p<0.0005)

3. Bel-2 ve p53  ekspresyonu, endometrial kanserlerde prognostik
parametrelerle kargilagtirlldiginda anlamli bir korelasyon saptanmamustir.
(p>0.05)

4. Endometrial kanserlerde, Bel-2 ve p53 ekspresyonlar karsilagtirldiginda
Bel-2 ve p53 arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamustir. (p>0.05)

Sonug olarak ¢alismamiz, Bcl-2 ekspresyonunun  endometrial hiperplazi

gelisiminde rol oynamakla beraber, kanser gelisiminde siirekli bir rol oynamadigini
diistindiirmektedir. Anormal p53 proteini ekspresyonu, uterusun serdz tiimérlerinin
gelisiminde 6nemli bir olaydir, ancak endometrioid adenokarsinomalarin gelisiminde
onemli bir rol oynuyormus gibi gériinmemektedir. P53 ekspresyonunun, endometrioid
tipteki uterus  adenokarsinomalarinda  dediferansiyasyonu gosterebilecegi
diisiiniilmektedir.

Bcl-2 ve p53 arasinda anlamli bir iliski olmamast, endometrial kanserlerde Bel-

2 ekspresyonunun regiilasyonunda p53’ten baska bir takim faktérlerin  rol

oynayabilecegini gosterebilir.
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