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OZET

Endometrial hiperplazi (EH), morfolojik endometrial degisikliklerin bir
spektrumunu temsil eden bir uterus patolojisidir. Normal proliferatif endometrium ile
karsilastirildiginda, agirlikli olarak endometrial bez-stroma oranindaki artis ile
karakterizedir. EH'nin klinik 6nemi, iliskili endometrioid endometrial kansere ilerleme
riskinde yatmaktadir ve EH'nin ‘"atipik’ formlar1 premalign lezyonlar olarak kabul
edilmektedir.

Hiicre dis1 matrisin ana polisakkarit bileseni olan hyaluronan, hiicre yiizeyi
reseptorleri ve baglayici molekiiller ile etkilesimler yoluyla doku mimarisinin
organizasyonunda ve hiicre cogalmasi ve gogii gibi hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli roller oynar. Ayrica, ortaya ¢ikan kanitlar, hyaluronan
sentazlarin ve hyaliironidazlarin degistirilmis ekspresyonuna bagli olarak hiicre disi
matriste hyaluronan ve fragmanlarinin birikmesinin, timor mikro-ortamini yeniden
sekillendirerek kanser gelisimini ve ilerlemesini giiglendirdigini ileri stirmiistiir.

CD44, hyaluronan ve diger bir¢ok hiicre dig1 matris bileseni icin bir reseptor
ve ayrica biiyiime faktorleri ve sitokinler i¢in bir kofaktor olarak islev goriir. Biriken
kanitlar, CD44"in, oOzellikle CD44v izoformlarinin, kanser kok hiicre (KKH)
belirtegleri ve kendi kendini yenileme, tiimor baslatma dahil olmak tizere KKH'lerin
ozelliklerini diizenlemede kritik oyuncular oldugunu gostermektedir.

Bu retrospektif ¢alismamizda endometrial hiperplazi tanis1 almis olgularin
patoloji raporlarini tekrar gozden gegirdik. Atipisiz endometrial hiperplazi tanis1 alan
ve 6 aylik progesteron tedavisinden 6 ay sonraki endometrial biyopsi raporlarini tekrar
inceledik. Rastgele se¢ilmis proliferatif endometrium olgulart kontrol grubu (n=20)
olarak olusturuldu. Atipisiz endometrial hiperplazi tanisi alan 60 olgunun her birinin
tedavi oncesindeki ve tedavi sonrasindaki endometrial biyopsi sonuglari incelendi. Bu
olgularin parafin kesitlerinden 5 um kalinliginda kesitler alinarak HAS 2 ve CD44 igin
immiinohistokimyasal ~ boyama  yapildi.  Preparatlar 151tk mikroskobunda
degerlendirilerek her bir olgunun tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi immiinohistokimya
skorlar1 hesapland1 ve gruplar arasinda istatistiksel karsilastirma yapildi.

Calismamizin ~ sonucunda HAS 2 immiinreaktivitesinin  proliferatif
endometrium grubuna gore endometrial hiperplazi gruplarinin tiimiinde anlamli olarak

arttigin1 gordiik. Altt aylik tedavinin sonunda ise diizelen endometrial hiperplazi



grubunda HAS 2 immiinreaktivite skorunun 6 ay onceki skora gore anlamli olarak
azaldigini, proliferatif endometrium grubundaki skorla benzer oldugunu gordiik. Alti
aylik tedavi sonrasi diizelmeyip persiste eden grubumuzda ise proliferatif gruba ve
diizelen endometrium grubundaki HAS 2 immiinreaktivite skoruna gore ise yiiksek
seyretti.

Yine c¢alismamizin sonucunda CD44 immiinreaktivitesinin proliferatif
endometrium grubuna gore endometrial hiperplazi gruplarinin tiimiinde anlamli olarak
arttigin1 gordiik. Tedaviye direng gosteren hiperplazi grubu ile tedavi sonrasi diizelen
grup arasinda ise CD44 immiinreaktivitesi agisindan anlamli bir fark saptamadik.

Sonug olarak, progesteron tedavisi alan endometrial hiperplazi olgularinin ilk
biyopsilerine gore ikinci biyopsilerinde HAS 2 immiinreaktivite skorunda anlaml
azalma yok ise bu olgularin direngli hiperplazi grubuna dahil olup maligniteye ilerleme
potansiyeline daha fazla sahip olabilecegi beklenebilir. Bu konuda olgu sayilarinin

fazla oldugu daha ileri ¢alismalar yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: Endometrial hiperplazi, kanser, HAS 2, CD44



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HYALURONAN SYNTHASE AND CD44 ACTIVITY
IN ENDOMETRIAL TISSUE IN TREATMENT-RESISTANT
ENDOMETRIAL HYPERPLASIA WITHOUT ATYPY

Endometrial hyperplasia (EH) is a uterine pathology representing a spectrum
of morphological endometrial alterations. It is predominantly characterized by an
increase in the endometrial gland-to-stroma ratio when compared to normal
proliferative endometrium. The clinical significance of EH lies in the associated risk
of progression to endometrioid endometrial cancer and ‘atypical’ forms of EH are
regarded as premalignant lesions.

As a major polysaccharide component of the extracellular matrix, hyaluronan
plays essential roles in the organization of tissue architecture and the regulation of
cellular functions, such as cell proliferation and migration, through interactions with
cell-surface receptors and binding molecules. Moreover, emerging evidence has
suggested that the accumulation of hyaluronan extracellular matrix and fragments due
to the altered expression of hyaluronan synthases and hyaluronidases potentiates
cancer development and progression by remodeling the tumor microenvironment.

CD44 functions as a receptor for hyaluronan and many other extracellular
matrix components, as well as a cofactor for growth factors and cytokines.
Accumulating evidence indicates that CD44, especially CD44v isoforms, are cancer
stem cell (CSC) markers and critical players in regulating the properties of CSCs,
including self-renewal, tumor initiation, metastasis, and chemoradioresistance.

In this retrospective study, we reviewed the pathology reports of patients
diagnosed with endometrial hyperplasia. We reviewed the endometrial biopsy reports
of 6 months after 6 months of progesterone treatment with a diagnosis of endometrial
hyperplasia without atypia. Randomly selected proliferative endometrium cases were
formed as the control group (n = 20). The endometrial biopsy results of each of the 60
patients who were diagnosed with endometrial hyperplasia without atypia were
analyzed before the treatment. In these cases, 5 um thick sections were taken from
paraffin sections and HAS 2 and CD44 immunohistochemical staining was performed.

Pre-treatment and post-treatment immunohistochemistry scores of each patient were

Vi



calculated by evaluating the preparations under a light microscope and statistical
comparison was made between the groups.

As a result of our study, we found that HAS 2 immiinreactivity increased
significantly in all groups of endometrial hyperplasia compared to the proliferative
endometrium group. At the end of six months of treatment, we found that the TRPM7
immunreactivity score decreased significantly in the recovered endometrial
hyperplasia group compared to the score of 6 months ago, and was similar to the score
in the proliferative endometrin group. In our group which did not improve after six
months of treatment and persisted, it was higher than the proliferative group and the
HAS 2 immiinreactivity score in the recovered endometrium group.

Again as a result of our study, we found that CD44 immiinreactivity increased
significantly in all groups of endometrial hyperplasia compared to the proliferative
endometrium group. We did not detect a significant difference in CD44
immunoreactivity between the hyperplasia group that was resistant to treatment and
the group that recovered after treatment.

In conclusion, if there is no significant decrease in the HAS 2 immiinreactivity
score in the second biopsies of endometrial hyperplasia cases receiving progesterone
treatment, it can be expected that these cases are included in the refractory hyperplasia
group and may have more malignancy and progression potential. Further studies can
be conducted with a large number of cases on this subject.

Keywords: Endometrial hyperplasia, cancer, HAS 2, CD44
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1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler

Endometrium kanserinin sikligi artmakta ve jinekolojik kanserler arasindaki ilk
siraya dogru ilerlemektedir. Bu hastaligin risk faktorleri, erken tani igin tarama
yontemleri, prognoz tizerine etkili faktorler ve yasam beklentisi tizerine en etkili tedavi
yontemlerinin bulunmasima yénelik 6nemli arastirmalar yapilmaktadir. Ileri evre
endometrium kanserinde sag kalimi belirlemek ve erken evre endometrium kanserinde
aciklanamayan niiksleri aydinlatmak i¢in Yyeni prognostik faktorlere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle, prognozu belirlemek ve hiperplaziden kansere ilerleyisi
Ongorebilmek i¢in immiinohistokimyasal ¢aligmalara agirlik verilmistir.

Calismamizda endometrial hiperplazi tanisi almis vakalarda endometrium
kanserine ilerlemeyi 6ngorebilecegimiz ve daha erken tani i¢in kullanabilecegimiz bir
immiinohistokimyasal marker olarak HAS (Hyaluronan Sentaz)’in etkinligini

arastirmay1 amagladik.

1.1.1. Uterus Embriyolojisi

Embriyolojik donemde disi genital sistem gelisiminde lateral miillerian
(paramezonefrik) kanal ve tirogenital siniis rol alir. Bunlar 8. ve 9. haftalarda kaudal
kisimlardan birleserek uterovajinal primordiumu olustururlar. Birlesmeyen kranial
kisimlardan fallop tiipleri gelisirken uterovajinal primordiumdan uterus ve vajenin tist
kismu gelisir. Urogenital siniisten ise vajenin alt kismu ve vestibiil gelisir. Serviksin
gelisiminde net olmamakla birlikte hem miillerian kanal hem iirogenital siniisiin
katkis1 oldugu diistiniilmektedir (1).

Endometrial stroma ve myometrium, komsu splenik mezensimden
gelismektedir. Paramezonefrik kanallarin birlesmesi ile ayni anda iki peritoneal kalint1
da birlesir. Bu sekilde sag ve sol broad ligamentler meydana gelir. Uterus uzunlugu
boyunca lateralde, broad ligamentlerin arasinda mezensim prolifere olur ve
farklilagsarak diiz kas ve gevsek bag dokusundan meydana gelen perimetriumu
olusturur (2). Bir hafta sonra yaklasik 10. haftada endometriumda glandlar olusmaya
baglar. Doguma kadar endometrium ve myometrium gelismeyi siirdiiriir. Dogumda

anneden kaynaklanan hormonal etkiyle sekretuar veya proliferatif aktivite gosterebilse



de yaklasik bir ay sonra bu aktivite sona erer ve puberteye kadar atrofik olarak kalir

3).
1.1.2. Uterus Anatomisi ve Histolojisi

1.1.2.1. Uterus Anatomisi

Uterus, pelviste mesane ile rektum arasinda yer alan, serviks ve korpus
boliimlerinden olusan fibromuskiiler bir organdir (4). Anatomik olarak korpusta tuba
uterina giris yerlerinin olusturdugu ¢izginin tstiine fundus denir ve fundus, lateral
kisimlarinda tuba uterinanin intramural pargalarini (kornu) igerir. Korpusun serviks ile
baglanti kismina istmus veya alt uterin segment denir (5). Nullipar bir uterusun
boyutlar1 uzun ekseninde 7-8 cm, fundus seviyesinde 5 cm genisliginde ve 2,5 cm
kalinliginda olup 40-80 gr agirligindadir. Bu degerler parite sayisindaki artisla beraber
yiikselmektedir (6). Uterus i¢indeki bosluk kavum uteri adimi alir. Kavum uteri
yukarida tuba uterinalar araciligiyla periton bosluguna, asagida servikal kanal
araciligiyla da vajinaya acilir. Servikal kanalin uterus kavitesine agilan kismi internal
0s, vajinaya agilan kismu ise eksternal os adimi alir. Uterus, onde uterovesikal ¢ikmaz
ile mesaneyle, arkada ise rektouterin ¢ikmaz (Douglas g¢ikmazi) ile rektum ile
komsuluk gosterir. Uterusa, iki lateral (broad), bir anterior, bir posterior, iki
uterosakral ve iki round ligament olmak tiizere tutunan sekiz ligament mevcuttur.
Broad ligament (ligamentum latum uteri) uterin damarlar1 ve efferent lenfatik
trunkuslar1 baridirir. Ureterlere komsudur. Uterus hipogastrik (internal iliak) arterden
gelen sag ve sol uterin arterden beslenir. Uterin ven, arterleri takip ederek internal vene
dokiiliir. Uterusun lenfatik drenaji obturator, eksternal iliak, kommon iliak ve

periaortik lenf nodlarina olmaktadir (7).
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Sekil 1.Uterus Anatomisi

1.1.2.2. Uterus Histolojisi

Uterus ti¢ tabakadan olusur.

Tunica seroza (perimetrium): Uterusun dis kismini gepegevre sarar. Bu katman
korpusun hem 6n hem arka kisminda, serviksin ise sadece arka kisminda mevcuttur.

Tunica muskularis (myometrium): Ortadaki kas tabakasidir. Bu tabakada kas
lifleri disinda damar ve sinir yapilar1 da bulunur. Kas lifleri yerlesimlerine gore farkli
ozellikler gosterirler; dis ve i¢ kisimdaki kas lifleri longitudinal, orta kisimdaki kas
lifleri horizontal seyreder. Orta kisimdaki kaslar daha kalindir, zengin damar ve
lenfatik ag icerir. Myometrium tabakasi korpustan tuba uterinalara dogru gittikge
incelir.

Tunica mucosa (endometrium): Kavum uterinin yiizeyini doseyen tabakadir,
glandiiler yapilar ve stromadan olusur. Yiizeyde tek katli silyali kolumnar epitel
mevcuttur. Yizey epiteli mukoza igerisine invajine olarak endometrial glandlart
olusturur. Endometrial glandlardaki hiicreler yiizey epiteline benzese de genellikle
silya igermezler. Glandlarin etrafinda ise stroma bulunur; bu yapi esas olarak stromal

hiicreler, tip 111 kollajen, graniilositler ve spiral arteriolleri igerir.



Resim 1: Uterus Histolojisi

1.1.3. Normal Endometrium Morfolojisi ve Fizyolojisi

Endometrium mukozas1 morfolojik olarak iki boliimden olusur; stratum bazale
ve stratum fonksiyonale. Stratum bazale alt 1/3’liik kisimdir. Buradaki glandiiler
yapilar daha yuvarlaktir ve yiizeye dogru dik dizilim gosterirler. Progesteron etkisine
yanit vermez ve siirekli proliferatif fazdadirlar, hormonal olarak inaktif goziikse de
rezerv gibi davranarak yiizeyel endometriumun rejenerasyonunu saglarlar. Stratum
fonksiyonale st 2/3’liik kisimdir. Fonksiyonel tabakanin amaci blastokistin
endometriuma implantasyonudur. Bu tabaka proliferasyon, sekresyon ve
dejenerasyonun gergeklestigi bolimdiir. Bu da kendi i¢inde yiizeye yakin olan kismi
kompakt ve bazale yakin olan kismi spongioz olarak ayrilir (8). Endometrium
hipotalamo-hipofizer-ovaryan akstan salinan hormonlarin etkisinde premenarsial,
perimenarsial, reproduktif, perimenapozal ve postmenapozal donemde degisiklikler
gosterir. Reproduktif donemde olasi gebelige hazirlanmak {izere Ostrojen ve
progesteronun siklik salinimi menstruel dongiiyli saglar. Menstruel dongii kisiden
kisiye ve aydan aya degismekle birlikte genellikle 28 giindiir. Bu dongiiniin baslangici
menstruel fazdir; bundan sonra proliferatif, ovulasyon ve sekretuar fazlari ile devam
eder. Proliferatif (folikiiler) fazda dstrojen hakimdir. 14. giinde ovulasyon meydana
gelir. 14-28. giinler aras1 sekretuar (luteal) fazdir, progesteron hakimdir (9, 10).

Proliferatif fazin siiresi degisebilir ancak endometriumun morfolojisi degismez,



sabittir. Sekretuar faz ise 14 giindiir ancak endometrium morfolojisi giinden giine
degisiklik gosterir.

- Proliferatif faz (Giin 4-14): Gelismekte olan folikiillerden gelen Ostrojen
etkisiyle glandlar, epitel ve stromada mitoz hizi artar. Kolumnar epitel, tiibiiler bezler
ve pseudostratifikasyon gozlenir ve spiral arterioller uzar. Bu dénem siklusun 8-10.
giiniinde maksimum diizeyine ulasir. Bu donemde goriilen dominant degisiklik
baslangigta diiz, dar ve kisa goriiniimdeki endometrial bezlerin daha uzun ve kivrimli
hale doniismesidir.

- Ovulasyon (Giin 14): Endometrial proliferasyon sona erer ve overdeki
korpus luteum tarafindan iiretilen progesteron etkisine cevap olarak differansiasyon
baglar.

- Sekretuar faz (Giin 15-28): Ovulasyondan sonra corpus luteumdan salinan
progesteron, mitoz ve DNA sentezini azaltir. Progesteron, 17 B hidroksi steroid
dehidrogenazi ve siilfotransferazi uyararak ostradiolii, ostron siilfata doniistiiriir ve
Ostrojenik etkiyi azaltir. Bunlarin sonucunda vaskiilarizasyon artar ve bezlerin
limenleri sekresyonla dolar. Postovulatuar 6-7. giinde (siklusun 20-21. giinii) glikojen
iceren intraluminal vakuoller belirginlesir ve sekresyon en yiiksek seviyesine ulasir.
Stromal 6dem ise 22. giinde en yiiksek seviyesine ulasir. Siklusun 26. giiniinde
predesidualizasyon yayginlasir ve 28. giinde fokal hemoraji ve nekroz belirginlesir.

- Menstruel faz (Giin 1-3): Reprodiiktif sistemin tamir ve reorganizasyonun
tekrarlandigr luteal donemden folikiiler doneme gegisin  oldugu fazdir.
Menstruasyonun baslangicindan iki giin 6nce inhibin A seviyelerinde azalma ve FSH
seviyelerinde yiikselme ile gelecek siklus i¢in ‘folikiiler se¢ilme’ baglatilir. Corpus
luteum steroidleri ve inhibin A seviyelerindeki azalma ile GnRH-gonadotropin sistemi
2 yeniden aktive olur ve FSH-LH yapimina baglanir. Siklusun 24. giiniinden sonra
lenfositler endometriumu infiltre etmeye baslar ve endometrial stroma iginde lokal
graniilosit proliferasyonu olusur. Stroma progresif olarak gevser ve 6demlenir;
boylece premenstriiel desidual reaksiyonun karakteristik ozellikleri  olusur.
Steroidlerdeki azalma progesteronun, prostaglandin sentezi iizerindeki inhibitor
etkisini elimine eder ve lokal prostanoid seviyeleri artar. Luteal fazin sonunda
progesteron ve ostrojen seviyelerindeki hizli diisiis endometriumu besleyen spiral

arterlerde spazm ve vazokonstriiksiyona yol acar (Pg F2a aracili). Kapillerlere olan



kan akimi bozularak doku iskemik ve nekrotik hal alir. Doku fragmantasyonu ile

fonksiyonel tabaka dokiilmeye baslar.

1.2. Endometrial Hiperplaziler

Endometrium reprodiiktif donemdeki kadinlarda degiskenlik gosteren dinamik
bir dokudur. Endometrial hiperplazi (EH), endometrial glandlarin diizensiz sekil ve
boyutlarda fizyolojik olmayan proliferasyonudur. Normal proliferatif endometrium ile
kiyaslandiginda, stromaya gore endometrial glandlarda artmis proliferasyon mevcuttur
ve gland/stroma oraninda artis vardir. Ostrojen proliferatif endometrium gelisimini
stimiile ederken, corpus luteumdan salinan progesteron, proliferasyonu inhibe eder ve
sekretuar endometriumu stimiile eder. Karsilanmamis Ostrojen stimiilasyonu,
proliferatif endometriumun formunu degistirerek endometrial hiperplaziye ve hatta
malign neoplazi gelismesine neden olabilir (11). Endometrial hiperplazi gelisiminde
en o6nemli neden anovulatuar sikluslardir. Endometrial hiperplaziler ise karsinom
gelisiminde onciil lezyon olarak kabul edildiginden hem klinik hem de histopatolojik
olarak 6nem arz etmektedir (12). HRT (Hormon Replasman Tedavisi) ve tamoksifen
kullanim1 eksojen nedenler iken; anovulasyon, obezite, nulliparite, PKOS (Polikistik
Over Sendromu), erken menars, ge¢ menapoz, ostrojen salgilayan tiimorler (graniiloza
hiicreli tiimor, tekoma gibi) ise endojen 6strojenik uyarima neden olur. Endometrial
hiperplaziler genellikle perimenapozal dénemde ortaya ¢ikar, reproduktif donemde
nadir goriiliirler. Klinik tablo premenopozal donemde menoraji ve/veya metroraji,
postmenopozal dénemde ise postmenopozal kanama seklindedir. Bu tiir semptomlar
varliginda endometrial patolojinin olup olmadigini kesin olarak degerlendirmek igin
endometrial 6rnekleme yapilmalidir. Fakat degerlendirme asamasinda oyki, fizik
muayene ve transvajinal ultrasonografi de onemlidir, bunlar hem risk faktorlerini
ortaya ¢ikarmak hem de olast diger anormal uterin kanama nedenlerini belirlemede
yardimcet olmaktadir. Jinekolojik muayene, kanamanin uterus kokenli oldugunu teyit
etmede ve genital sistemin vulva, vajen gibi diger kisimlarindan, {iriner sistem veya
gastrointestinal sistem gibi non-jinekolojik bolgelerden olmadigini saptamada son
derece 6nemlidir. Bunun disinda 6zellikle postmenopozal donemde olup obezite veya
hormon tedavisi gibi bilinen bir 6strojen kaynagi olmayan hastalarda ostrojen

salgilayan bir timor olasihigi akilda tutulmali ve bu yonden hasta arastirilmalidir.



Endometrial hiperplazili olgularin yapilan pelvik ultrasonlarinda endometrium
kalinliginin arttig1 saptanir. Ancak endometrial hiperplazilerin tanisinda altin standart
yaklagim endometrial biyopsidir (13, 14). Bu hastaligin yonetiminde en énemli nokta
yeterli miktarda doku 6rneklemesi yaparak, hiperplazik lezyonlar ile kanserin ayrimini

yapabilmektir.

FaCs!

Resim 3. Normal Sekretuar Endometrium



Klinikte endometrial hiperplazili hastalarin tedavisinde histerektomi, progestin
temelli hormon tedavileri ve/veya tekrarlayan endometrial 6rneklemelere basvurulur.
Yasli veya postmenopozal donemdeki kadinlarda histerektomi daha ¢ok tercih
edilirken, gen¢ hastalarda siklikla hormon tedavileri uygulanmaktadir. Tedavi
protokolleri i¢in heniiz bir standart yaklasim olmasa da uygulanacak tedavinin
seciminde lezyonun biiyiikliigii, hastanin yasi, tibbi ge¢misi ve hastanin tercihi géz

Onine alinmaktadir.

1.2.1. Smmiflama

Endometrial hiperplazi tanim olarak genis bir spektruma sahip, heterojen
Ozellikte anormal proliferasyonlari  barindirir.  Dolayisiyla tarih  boyunca
siniflandirilma ihtiyact dogmustur. Giiniimiizde iki ana smiflandirma sistemi
kullanilmaktadir: 2014 Diinya Saghk Orgiitii (WHO) sistemi ve Endometrial
Intraepitelyal Neoplazi (EIN) sistemi (15, 16). Onceki yillarda, endometrial
hiperplazinin 1994 WHO smiflandirmasi en yaygin kullanilan sistem idi (17). 1994
WHO endometrial hiperplazi siniflandirmasinin dort kategorisi vardi:

e Atipisiz basit hiperplazi

e Atipisiz kompleks hiperplazi

e Basit atipili hiperplazi

e Kompleks atipili hiperplazi

WHO 94 siniflandirmasinda temel sorun zayif tanisal tekrarlanabilirlik idi.
Tanisal anlasmazliklar igerisinde en 6nemlisi ise sitolojik atipi idi. Ayn1 preperatlar
farkli patologlar tarafindan degerlendirildiginde diisiik veya yiiksek dereceli olarak
raporlanmakta idi (18). 2014 yilinda Diinya Saglik Orgiitii, 1994 siniflamasin1 2
kategori igerecek sekilde degistirmistir:

1) Atipisiz Hiperplazi
2) Atipili Hiperplazi/EIN



Tablo 1. 2014 Diinya Saglik Orgiitii Endometrial Hiperplazi Siniflamasi

Yeni WHO Siniflamasi (2014)

Tanim Eslik Kansere
Eden Ca Progresyon

Atipisiz Basit atipisiz EH <%1 RR:1.01-1.03
hiperplazi Kompleks atipisiz EH

Benign EH
Atipili Kompleks atipili EH %25-59 RR:14-45
hiperplazi/EIN Basit Atipili EH

EIN

EIN siniflamasi hastalar tedavisinin daha iyi yonlendirilebilmesi igin
olusturulmus bir yontem olup benign, premalign ve malign ayrimin1 yapabilmek i¢in
genetik, histomorfolojik ve klinik bilgiler toplanarak olusturulan objektif patolojik
kriterleri icermektedir (19-21). Bu siniflandirma tanisal, topografik, fonksiyonel
kategori ve tedavi basliklar1 altinda yapilmaktadir. Bu 3 farkli kategori morfolojik,
Klinik ve biyolojik ag¢idan tanimlanmis olup tam ve tedavi bu Ozelliklere

dayanmaktadir.

Tablo 2. EIN simiflandirma sisteminde tam kategorileri ve dnerilen tedavi yaklagimlar:

EIN Terminolojisi ~ Topografi Fonksiyonel Tedavi
Kategori
Endometrial Fokal Ostrojen Etkisi Hormonal
Hiperplazi
EIN Fokal baslar, diffiize Prekanser Hormonal veya
ilerler. Cerrahi
Karsinom Fokal baglar, diffiize Kanser Cerrahi
ilerler.

1.2.2. Atipisiz Hiperplaziler

Atipisiz endometrial hiperplazide gland/stroma oraninda artig, farkli boyut ve
sekillerde gland yapilar1 dikkati ¢eker. Gland epiteli psodostratifiye epitelle doseli
olup, amfofilik sitoplazmali, oval diizgiin konturlu niikleusa sahiptir ve atipi izlenmez.

%1-3 oraninda iyi diferansiye endometrial karsinoma ilerleyebilir (22, 23). Niikleuslar



bazal yerlesimli, vezikiile kromatinli olup niikleol belirginligi izlenmez. Mitoz sayis1
degisken olmakla birlikte 10 BBA’da 5’1 gegmez.
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Resim 4. Atipisiz Hiperplazi

1.2.3. Atipili Hiperplaziler

Atipili endometrial hiperplazide atipisiz endometrial hiperplaziye ek olarak
sitolojik atipi mevcuttur. Enodmetrial intraepitelyal neoplazi (EIN) olarak da
isimlendirilir. Niikleuslarda irilesme, kontur diizensizligi, vezikiilasyon, niikleol
belirginligi ve eozinofilik sitoplazma izlenir. EIN tamisim takiben 1 yil icerisinde
kansere ilerleme orami %25-40°dir (22, 23). Atipili hiperplazilerde apopitotik
cisimcikler izlenebilir. Mitoz sayis1 igin kesin bir deger yoktur ancak atipik mitotik
figlir goriilmesi onemlidir. Atipi bulgular1 glandlarin bir kisminda ya da bir glandin

bazi hiicrelerinde gozlenebilir (24).
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Resim 5. Atipili Hiperplazi

1.3. Endometrial Karsinomlar

1.3.1. Epidemiyoloji

Endometrial karsinomlar jinekolojik tiimorler igerisinde en sik goriilenidir ve
insidans1 giderek artmaktadir (25). Tiim malign tiimorler iginde %4 orana sahiptir ve
meme, Kkolorektal, akciger tiimorlerinden sonra dordiincii sirayr almaktadir (26).
Endometrium kanseri 40 yas altinda nadiren goriiliirken siklikla 45-65 yas araliginda
goriliir (27). Cogu vaka sporadik iken hastalarin yaklasik %5’inde aile dykdisii vardir
(28).

1.3.2. Risk Faktorleri

Obezite, diabetes mellitus, hipertansiyon, erken menars, ge¢ menopoz, ekzojen
Ostrojen kullanimu, infertilite ve parite sayisi, anovulatuar sikluslar, polikistik over
sendromu, sigara, beslenme bigimi, ailesel hikaye, endojen Gstrojen salgilayan
timorler, karaciger yetmezligi gibi Ostrojenin yikilamadigi durumlar endometrium

adenokarsinomu igin risk faktorleridir (29, 30).
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1.3.3. Tam

Bulgular ve Semptomlar: Endometrium kanserinde tipik semptom anormal
uterin  kanamadir. Kanserli hastalarin sadece %20’sinde bu semptom
gozlenmemektedir. Anormal uterin kanama olarak da en sik postmenopozal vajinal
kanamadir. Menopozdan 6nce diizensiz adet gérme ile gelen hastalar olgularin ancak
%35’ini olusturmaktadir (31, 32). Menopoz sonrasi kanama nedeni ile gelen hastalarda
en sik atrofik endometrium (%45), ikinci sirada hiperplazik endometrium (%15) ve
endometrium kanseri (%7) gozlenmektedir (33). Anormal uterin kanama oykiisii ile
bagvuran hastalar etraflica degerlendirilmelidir. Oncelikli olarak endometrial
karsinom ekarte edilmelidir. Sadece anormal uterin kanamasi olanlarda degil, anormal
uterin kanama oykiisii olmayan hastalarda da servikal sitolojide bozukluk,
endometriumda sivi birikimi ve endometriumda kalinlasma gozlenebilmektedir.
Bagvuran hastalarda o6ncelikle uterusun mobilitesi, sekli, boyutu, aks1 ve pelviste kitle
olup olmadigi ayrintili olarak degerlendirilmelidir.

Papanicolaou Testi: Tarihsel olarak Pap smear, endometrium kanseri tanisi
icin duyarliliga sahip bir ara¢ degildir ve endometrium kanseri olan kadinlarin
%50’sinde normal bulgular olacaktir (34). Ancak servikal sitolojide atipik glandiiler
hiicreler goriilen hastalardan ve >35 yasinda olanlardan, anormal uterin kanamasi
olanlardan veya endometrial karsinom riski olanlardan 6rnekleme yapilmalidir (35,
36). Servikal sitolojide bazen adenokarsinom goriilebilir, bu durumda da endometrial
biyopsi yapilmalidir (37).

Endometrial Ornekleme: Endometrium kanserinin tanisinda altin standart
endometrial biyopsidir (38). Endometrial 6rnekleme karmen kaniil ile veya pipelle ile
ofis veya ameliyathane sartlarinda dilatasyon ve kiiretaj (D&C) ile yapilir. Yeterli
materyal gelir ise ofis sartlarinda yapilan ile ameliyathane sartlarinda yapilan
D&C’nin tanisal olarak dogruluk orani benzerdir. Ancak ofis ortaminda yapilan
biyopside kanser saptanmamig ama semptomlar persiste etmis ise ameliyathane
kosullarinda yeniden 6rnekleme yapilmalidir. %5-8 hastada ofis sartlarinda yapilan
biyopsi basarisiz olabilmektedir (39).

Laboratuar Testleri: Endometrium kanserinin yonetiminde klinik olarak

yararl tek belirteg serum CA125 diizeyinin dl¢iimiidiir. Operasyon oncesi yiikseklik
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oldukga ilerlemis bir hastalik oldugunu gosterir (40). Ancak bu durumda bile, diger
klinik bulgularin yoklugunda kullanimi sinirlidir (41).

Goriintiilleme Cahsmalari: ilk etapta goriintileme ydntemi olarak pelvik
ultrasonografi yontemine basvurulur (39). Yapilan ultrasonografide lokalize bir
patoloji (polip gibi) siiphesi oldugunda SIS (salin infiizyon sonografi) veya H/S
(histereskopi) yapilmalidir (42). Bilgisayarli Tomografi (BT) ya da Manyetik
Rezonans (MR) goriintiileme genellikle gerekli degildir. Ancak MR goriintiilleme
bazen servikse uzanan bir endometrium kanserinin, primer serviks kanserinden ayirt

edilmesinde yardimci olabilir (43).

1.3.4. Patolojik Stmflandirma

WHO klasifikasyonu:

e Endometrioid Adenokarsinom (en sik)

= Skuamoz diferansiasyon gosteren varyant
= Villoglandiiler varyant
= Sekretuar varyant

e Miisinoz Adenokarsinom

e Serdz Endometrial Intraepitelyal Neoplazi

e Serdz Karsinom

e Berrak Hiicreli Karsinom

e Noroendokrin Timorler

e Mikst Hiicreli Karsinom

e Andiferansiye Karsinom

e Dediferansiye Karsinom

1.3.5. Evreleme

Onceleri uterin korpus tiimérleri; uterusun ultrasonografik incelemesi,
fraksiyone kiiretaj ve pelvik muayeneye dayanan tiimor voliim ve yayilimmin Klinik
olarak degerlendirilmesiyle evrelendirilmekteydi. 1988’de FIGO histerektomi,
bilateral salpingoooferektomi ve lenf nodu orneklerini degerlendirerek tiimorleri
uterusa sinirliligi, uterin serviks ve pelvik organlara uzanimi, pelvis disina ve uzak

alanlara yayilimina gore dort evreye aymrmustir (44, 45). 20 yi1l boyunca gegerliligini
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koruyan FIGO 1988 evreleme sistemi 2009 yilinda bazi degisiklikler yapilarak

yenilenmistir.

Tablo 3b Endometrium timorlerinde cerrahi evreleme, FIGO, 2009

EVRE I: Timor korpus uteri igine sinirl

EVRE IA: Myometrial invazyon yok ya da %50’den az

EVRE IB: %50 veya daha fazla myometrial invazyon

EVRE II: Servikal stromal invazyon var ancak tiimor uterus disina
cikmamastir.

EVRE IlI: Lokal ve/veya bolgesel yayilim

EVRE llIA: Seroza ve/veya adneks invazyonu

EVRE 1IB: Vajinal ve/veya parametrial tutulum

EVRE lIIC: Pelvik/paraaortik lenf nodu metastazi
I11C1: Pelvik lenf nodu metastazi
[11C2: Paraaortik lenf nodu metastazi

EVRE IV: Mesane ve/veya barsak mukoza invazyonu ya da uzak metastaz
EVRE IVA: Mesane ve/veya barsak mukoza invazyonu
EVRE IVB: Uzak metastaz; intraabdominal metastaz ve inguinal lenf nodu

metastazi dahil

1.3.6. Tedavi

Evre I: Endometrium kanserli hastalara uygulanacak primer cerrahi islem total
abdominal histerektomi ile beraber bilateral salpingooferektomidir. Yapilacak
bilateral salpingooferektomide muhtemel mikroskopik metastaz veya var olan ya da
sonradan gelisebilecek over kanseri riskini ortadan kaldirmak amaglanmaktadir. Total
abdominal histerektomi, bilateral salpingooferektomi yapildiktan sonra pelvik lenf
nodlan agiga ¢ikarilmali ve palpe edilmeli, biiylimiis veya siipheli lenf nodlari
cikarilmalidir. Uterus ameliyathanede agilarak ve frozen section ile tiimor bityiikligi,
servikal yayilim ve myometrial invazyon agisindan degerlendirilmelidir. Zira bu
bilgiler bize lenf nodu diseksiyonu karar1 vermekte yardimci olacaktir. Vajinal
kubbenin ¢ikarilmasi gerekli degildir. Parsiyel omentektomi ve apendektomi de
yapilabilir.

Evre I1: Bu evre endometrium kanserlerinde prognoz uterus korpusunda sinirl
hastaliga nazaran daha kotii seyretmektedir (46). Yapilacak cerrahi miidahalede
radikal histerektominin, basit histerektomi ve radyoterapiye siirvi agisindan tistiinliigi

gosterilemediginden giintimiizde evre Il endometrium kanseri tedavisinde goriis; total

14



abdominal histerektomi+bilateral salpingoooferektomi+selektif pelvik ve paraaortik
lenfadenektomi+postoperatif radyoterapi uygulanmasidir.

Evre I11: Tim makroskopik hastaligi ortadan kaldirmak amaglanmali ve daha
bireysel planlanmis bir tedavi 6ngoriilmelidir. Cerrahi tedavide total abdominal
histerektomi+bilateral  salpingoooferektomi ile  beraber periton sitolojisi,
lenfadenektomi, periton 6rneklemesi ve kismi omentektomi yapilmali ve hastaligin
cerrahi olarak yayilimi ortaya konmalidir. Postoperatif donemde uygulanan
radyoterapi ile sonuglar sadece radyoterapi yapilan hastalara gére daha iyidir (47).

Evre 1V: Endometrium kanserlerinin yaklasik %3"linii olusturur (47). Evre IV
hastalikta tedavi hastaya gore planlanmakla beraber, genel yaklasim cerrahi tedaviyi
takiben radyoterapi, sistemik hormon tedavisi ya da kemoterapi kombine olarak
kullanilmaktadir. Hastaligin sadece mesane ve rektumla sinirli oldugu az sayida
hastada pelvik egzenterasyon yapilabilir. Endometrium kanserinde progestinler
metastatik endometrium kanserinde uygulanmaktadirlar. Adjuvan progestin
tedavisinin siirveye belirgin etkisi tespit edilememistir. Pozitif periton sitolojisinde

tedavi edici olarak kullanilabilirler (48).

1.4. Hyaluronik Asit

Uzun yillar boyunca hiicre dis1 matris (ECM), hiicrelerin yapistigi ve bitytidigii
karmagsik bir makromolekiil agindan yapilmis atil bir iskele olarak kabul edildi.
Giintimiizde hiicre dis1 matris hareketlilik, hayatta kalma, cogalma ve farklilasma gibi
kritik islevleri diizenleyebildigi i¢in hiicre biyolojisinde merkezi bir rol kazanmistir
(49). ECM bilesimindeki degisiklikler yaygin olarak cesitli patolojilerde bulunur ve
ECM'nin yeniden sekillenmesini saglayan faktorlerin incelenmesi, kanser dahil yaygin
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yeni farmakolojik hedefler bulmada faydali olabilir (50,
51). ECM ayni1 zamanda immiin sistemin savag alanidir ve ECM fragmanlarinin, hiicre
yiizeyi reseptorleri yoluyla birgok hiicresel yaniti tetikleyebilen giiglii sinyal
modiilatorleri oldugu iyi bilinmektedir (52, 53). Ayrica, inflamasyon gesitli akut ve
kronik patolojilerin ortak bir paydasidir ve ECM bu 6nemli siireci modiile etmede aktif
bir rol oynar (54, 55).

Hyaluronan olarak da bilinen hyaluronik asit (HA), D-glukronik asid ve N-

asetil D-glukozaminin 1-3 ve 1-4 glikozit baglar ile baglanmasiyla olusan dogrusal
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bir mukopolisakkarittir ve hiicre dis1 matrisin biiyiik bir bolimiini olusturur (56).
Hyaluronik asit, hidroksil ve karboksil gruplarinin yani sira farkli kimyasal
modifikasyonlar igin kullanilabilen bir N-asetil grubuna sahiptir (Sekil 2).

Yeni olusan klm/asal bag OH

@
o vy OJ’il/ HO OH
| ek I
N-asetilglukozamin Glukuronik asit

Sekil 2. Hyaluronik asitin molekiiler yapisi

Golgi'de sentezlenen diger GAG (Glikozaminoglikan)'lardan farkli olarak HA,
plazma zar tizerinde HA sentazlart (HAS) ad1 verilen bir glikozil-transferaz ailesi
tarafindan polimerize edilir (57). Insan genomu, HAS 1, 2 ve 3 olarak adlandirilan ii¢
farkli izoenzimi kodlayan ti¢ HAS geni igerir (58). Her bir HAS izoenziminin farkli
biyolojik siireglerdeki kesin rolii halen arastirilmaktadir, ancak HAS 2'nin en 6nemli
HA sentetik proteini oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. HAS 2 bir¢ok doku ve
hiicre hattinda yiiksek oranda eksprese edilir ve HAS 2'nin katalitik 6zellikleri ¢ok
verimli bir HA sentezine izin verir (59, 60). HAS2 eksikligi embriyonik 6liime yol
acar (60). HAS 2'nin timor hiicrelerinde baskilanmasi, hiicre dongiisiiniin G1
fazindaki hiicreleri durdurarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettiginden, HAS 2
hiicresel yaglanmayla iliskilendirilmistir (61).

Biyog6ziiniir, biyouyumlu ve nonimmunojenik yapidaki HA, omurgalilarin
viicut stvilari ve bazi bakteri tiirlerinde mevcuttur. Hiicre yiizeyi ile matris bilesenleri
arasinda etkilesimi saglayan akigkan bir ortam yaratir ve hiicreler aras1 viskoz bir
ortam saglar. Kendine has fizikokimyasal ozellikleri, plazma protein dagiliminin
diizenlenmesi, bulundugu ortami hidratize etmesi, su dengesinin saglanmasi ve
filtrasyon gibi fizyolojik islevler kazandirir (62). Insanlarda, hyaluronanm yar1 émrii
bir ile birkag¢ giin arasinda degisir. Yiiksek ve diisiik molekiiler agirlikli HA’in, CD44

reseptorleri ile etkilesiminin, farkli molekiiler ve hiicresel mekanizmalar {izerinden
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farkl1 biyolojik yanitlara neden oldugu bildirilmektedir. CD44 aracili sinyallesme hem
sagkalim yollarin1 hem de apoptotik yollar: etkiler.

Genel olarak HA’in hiicre farklilasmasi1 ve proliferasyon ile iliskilendirilen
hiicresel fonksiyonlar1 yanisira hidrasyon dengesi saglanmasi, matris yapisi
diizenlenmesi gibi fizyolojik islevleri mevcuttur (63). Ayrica, HA hidrojen bagi ve van
der waals etkilesimleriyle CD44 reseptorii araciligiyla hiicre gogii, hiicre adezyonu ve

hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde rol oynar (64).

1.5. CD44 Yiizey Reseptorii

CD44 (cluster determinant 44/farklilasma kiimesi 44) protein ailesi
ekstraseliiler adezyon ve sinyal iletiminden sorumlu transmembran proteinleridir ve
en yaygin bulunan kanser kék hiicre belirtegleri arasindadir. Insanlarda CD44 geni 11.
kromozomda bulunur, sitoplazmik kuyruk (70 amino asit), transmembran bolge (23
amino asit), hiicre dis1t membrana yakin kok bolgesi (44 amino asit), degisken golge
(381 amino asit) ve ligant baglanmanin gergeklestigi N-terminal globular bolgeden
(244 amino asit) olusan proteini kodlar (65). CD44 ailesi proteinleri 80-200 kDa
araliginda 20°den fazla iiyeden olusur. Uyeler arasindaki farkliliklar transkripsiyon

sonrast modifikasyonlardan ve alternatif birlesmeden kaynaklanir (Sekil 3) (66).

@ CD44 glycoprotein structure
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CD44 geni insanlarda 19 ekzon bolgesinden olusmaktadir. Ekzon 6 homologu
insanlarda bulunmaz, ilk ve son bes ekzon bolgesi tiim varyantlarda mevcuttur ve en
kisa standart CD44s izoformunu kodlar. Farkli ekzon bolgelerin eklenmesiyle
(CD44v) varyant formlar1 ortaya ¢ikar (67).

CDA44 hiicre motilitesi, migrasyonu, diferansiyasyonu, hiicre sinyalizasyonu ve
gen transkripsiyonundan sorumlu olup inflamasyon, yara iyilesmesi, embriyonal
gelisim ve apopitozis gibi biyolojik siireglerde rol oynar (68). CD44’iin hiicre dis1
boliimiinde, hiicre dist matriks komponentleri 6zellikle de hyaluronik asit i¢in
baglanma bdlgesi bulunur ve bu etkilesim hiicre-hiicre, hiicre-matriks adezyonunu
saglar (69).

Normal biyolojik siire¢lerde 6nemli rolii bulunan CD44, tiimor hiicrelerinin
diferansiyasyonu, invazyonu ve metastazinda 6nemlidir (68). Tiimor hiicrelerinden
salinan CD44’{in hyaluronik asite baglanmasi sonucu biiyiime faktorleri aktivasyonu,
hiicre dis1 matriks bozulmasi, anjiogenez ve metastaz gelisim siireci baslar (70). CD44,
hyaluronik aside ek olarak fibronektin, major histokompatibilite kompleksi klas II,
yiiksek molekiil agirlikli proteoglikanlar gibi gorevli proteinlere baglanarak genomu
etkiler (71).

Yapilan ¢aligmalar, kanser kok hiicreleri olarak adlandirilan, tiimérler i¢inde
kendi kendini yenileyen, kok hiicre benzeri hiicrelerin varligini ortaya koymustur.
Kanser kok hiicreleri, tiimor iginde kiigtik bir neoplastik hiicre grubunu olusturur ve
yeni tiimorler olusturma yetenekleri ile tanimlanirlar (72). CD44 proteini, timor
mikrogevresi ile iletisimde gorevli ¢ok fonksiyonlu bir sinyal molekiiliidiir. Yapilan
calismalarda, CD44 proteininin, hiicrenin kendini yenileme, nis hazirlama, epitel-
mezenkimal gecis ve apoptoza direng gibi bir dizi kanser kok hiicre islevinde 6nemli
rol oynadigi gosterilmistir (73). CD44 hiicre yiizey proteinlerini eksprese eden
hiicrelerin baz1 insan kanser tiirlerinde agresif donem ile korele oldugu da
gosterilmistir (74).

CDA44 hiicre proliferasyonundan, farklilasmadan, anjiogenezden ve hyaluronik
asidin (HA) hiicre i¢ine endositoz ile alinmasindan sorumludur (75). CD44 proteini,
hyaluronik asitin hiicre i¢ine alimindan sorumlu primer yiizey reseptoriidiir ancak,
CD44-HA etkilesimi ve reseptor aracili endositozu hiicreden hiicreye degiskenlik
gostermekle beraber bazi hiicre tiplerinde aktivasyon gerektirmektedir (63). HA-CD44
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etkilesimi ile ilgili olarak normal hiicreler ile tiimor hiicreleri arasinda bazi farkliliklar
vardir. Normal dokuda, CD44 reseptorii diisiik seviyelerde endojen olarak ifade edilir
ve aktivasyon gerektirir. Bununla birlikte, timor kok hiicrelerinde eksprese edilen
CD44 reseptoriic HA’e yiiksek bir afiniteye sahip oldugundan aktivasyon siirecine
ihtiyag duymaz (76). Cesitli kanser kok hiicrelerinde asir1 eksprese edilmesi CD44’i
kanser hastalarinda prognostik ve diagnostik olarak giivenilir bir belirte¢ haline getirir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Etik Kurul

Bu calisma, Firat Universitesi Etik Kurulu tarafindan 04.02.2021 tarih ve
2021/02-42 sayili karar ile bilimsel ve etik agidan uygun goriiliip kabul edilmistir.

2.2. Vakalarin Secimi

Endometrial doku 6rnekleri Firat Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Kliniginde 2010-Temmuz 2020 yillar1 arasinda alinan FRC 6rneklerinden segildi. Tiim
olgularin dosya bilgileri incelenerek yas, gravida, tedavide kullanilan progesteron tipi
kaydedildi.

Atipisiz hiperplazi grubu 60 olgudan olusturuldu (n=60). Bu olgulardan 20’si
endometrial hiperplazi olup progesteron tedavisi alip diizelen grubun ilk biyopsi
sonuglar1 (n=20), 20’si tedavi sonras atipisiz hiperplazi devam eden grup (n=20) ve
geri kalan 20 olgu ise tedavi sonrasi atipisiz hiperplazi diizelen grubun ikinci biyopsi
sonuglart (n=20) idi. Proliferatif endometrium grubu 20 olgudan olusturuldu (n=20).

Grup 1 (n=20) = Normal proliferatif endometrium grubu,

Grup 2 (n=20) = Endometrial hiperplazi olup progesteron tedavisi alip diizelen
grubun ilk biyopsi sonucu,

Grup 3 (n=20) = Endometrial hiperplazi olup progesteron tedavisi alip atipisiz
hiperplazi devam eden grubun ilk biyopsi sonucu,

Grup 4 (n=20) = Endometrial hiperplazi olup progesteron tedavisi alip diizelen

grubun ikinci biyopsi sonucu olarak gruplandirildi.

2.3. Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan 4-6 mm kalinliginda alinan kesitler polizinli lamlara alind:.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen retrieval i¢in
sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika
kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak igin bekletilen
dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in hidrojen peroksid blok
solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block , TA-125-HP, Lab

Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana dokulara zemin boyasini
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engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA)
soliisyonu uygulandiktan sonra 1/100 oraninda dilue primer antikorlar (Mouse HAS 2
antibody: sc-365263, Dallas, Texas, U.S.A. ve Rabbit CD44 antibody, KO07092P,
Beijing, China) ile 60 dakika nemli ortamda oda isisinda inkiibe edildi. Dokular,
primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder
antikorlar (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbitlgG), TP—125-BN,
Lab Vision Corporation, USA ve Donkey anti-goat, sc-2042, Santa Cruz
Biotechnology, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular,
sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin
Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda
oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS,
AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip
1s1tk mikroskobunda gorintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile
yikamaya alindi. Negatif kontrol i¢in Rabbit 1gG kullanildi. Mayer’s hematoksilen ile
zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek uygun kapatma
solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA)
ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligi (0. 1: <%25, 0. 4: %26-50, 0. 6:
%51-75, 0. 9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0. 5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli)
esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet.

2.4. Veri Analizi ve istatistiksel Yontemler

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-way
ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1. HAS 2 immiinreaktivitesi

HAS 2 immiinreaktivitesi (Siyah ok) i¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamanin 151tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;

HAS2 immiinreaktivitesi G1 ile karsilagtirildiginda (Resim 6), G2 (Resim 7)
ve G3’ te (Resim 8) (sirasiyla; p=0.003, p<0.001) istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis olarak gozlenirken G4 te (Resim 9) (p=0.536) HAS 2
immiinreaktivitesinde artig izlendi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bununla birlikte G2 ile karsilastirildiginda HAS 2 immiinreaktivitesi G3’te
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmig olarak gozlenirken (p<0.001), G4’ te
(Resim 9) HAS 2 immiinreaktivitesinde azalma izlendi (p=0.187) fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Ayrica G3 ile karsilastirildiginda HAS 2 immiinreaktivitesi G4’ te istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmig olarak gozlendi (p<0.001), (Tablo 4).

Tablo 4. HAS 2 Immiinreaktivitesi Histoskoru

GRUPLAR HAS?2 immiinreaktivitesi histoskoru
GRUP | 0,20+0,08

GRUP 11 0,63+0,232

GRUP 111 1,95+0,71%

GRUP IV 0,36+0,10°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
2 Grup I’e gore karsilastirildiginda,

® Grup II’e gore karsilastirldiginda (p<0.05)

¢ Grup [I’e gore kargilastirildiginda (p<0.05)
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Resim 7. Grup 2 dokusuna ait HAS 2 immiinreaktivitesi (Siyah ok)
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Resim 9: Grup 4 dokusuna ait HAS 2 immiinreaktivitesi (Siyah ok)
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3.1.2. CD44 immiinreaktivitesi

CD44 immiinreaktivitesi (Siyah 0k) ig¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamanin 11k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;

G1 (Resim 10) ile karsilastirildiginda CD44 immiinreaktivitesi G2 (Resim 11),
G3 (Resim 12) ve G4’ te (Resim 13) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
olarak gozlendi (sirastyla; p<0.001, p=0.001, p=0.008). Bununla birlikte G2, G3 ve
G4 arasinda CD44 immiinreaktivitesinde (p=0.918) istatistiksel olarak anlamli bir fark
izlenmedi (sirasiyla; p=0.728, p=0.407), (Tablo 5).
Tablo 5: CD44 Immiinreaktivitesi Histoskoru

GRUPLAR CD44 Immiinreaktivitesi histoskoru
GRUP | 0,44+0,11
GRUP Il 1,86+0,532
GRUP 11l 1,53+0,772
GRUP IV 1,35+0,68%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Grup I’e gore karsilagtirildiginda, (p<0.05)

A Ve a - . o A =S S - - - " 4 L

g . "p.‘ w.— : | -“:“(? = - }: - 2
- - \ ‘

S x > . ) . »n N 1

Resim 10: Grup 1 dokusuna ait CD44 Immiinreaktivitesi (siyah ok)
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Resim 12. Grup 3 dokusuna ait CD44 immiinreaktivitesi (Siyah ok)
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Resim 13. Grup 4 dokusuna ait CD44 immiinreaktivitesi (siyah ok)
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4. TARTISMA

Calismamizin sonucunda HAS 2 immiinreaktivitesinin endometrial hiperplazi
gruplarimizin tiimiinde proliferatif endometrium grubuna gore arttigini gordiik.
Progesteron tedavisine yanit veren grupta HAS 2 immiinreaktivitesi tekrar azalir iken
tedaviye direngli grupta tedaviyle diizelen gruba gore anlamli derecede daha yiiksek
oldugunu gosterdik. Calismamizin  diger bir sonucu olarak da CD44
immiinreaktivitesinin endometrial hiperplazi gruplarimizin tiimiinde proliferatif
endometrium grubuna gére arttigin1 gordiik. Ancak progesteron tedavisine yanit veren
grup ile tedaviye direncli grup arasinda CD44 immiinreaktivitesinde anlamli bir fark
olmadigini gordiik. Bu da HAS 2 immiinreaktivitesinin direngli endometrial hiperplazi
olgularmi 6ngérmede immiinohistokimyasal bir marker olabilecegini gostermektedir.

Endometrial hiperplazi (EH), endometrial glandlarin diizensiz sekil ve
boyutlarda fizyolojik olmayan proliferasyonudur. Ostrojen endometrium dokusunda
proliferasyonu stimiile ederken, progesteron proliferasyonu inhibe eder. Bizim de
calismamizda atipisiz endometrial hiperplazilerin tedavisi i¢in hastalara 6 ay siiresince
progesteron tedavisi verildi.

Hyaluronik asit veya hyaluronan (HA) belki de birka¢ normal fizyolojik siireci
diizenleyen ve aymi zamanda kanser dahil cesitli kronik ve akut hastaliklarin
tezahiiriine katkida bulunan en karmasik biiyiik polimerlerden biridir. HA sinyal yolu
tiyelerinin (HA sentazlari, HA reseptorleri ve HY AL-1 (hyaliironidaz) deneysel olarak
timor biiylimesini, metastazi ve anjiyogenezi destekledigi gosterilmistir ve bu nedenle
bunlarin her biri kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedeftir. Ayrica, bu iyeler gesitli
karsinomlarda asir1 eksprese edildiginden, HA ailesinin hedeflenmesi klinik olarak
onemlidir. HA molekiil ailesi ayrica meme, mesane, endometrial, over ve prostat dahil
olmak tizere ¢esitli karsinomlar igin potansiyel tani1 ve prognostik belirteglerdir. Her
bir HA sentazi tek basina veya birlikte eksprese edilir; tiimor hiicresi proliferasyonu,
motilitesi ve istilasina ve xenograftlarda gelismis tiimor biiyliimesine, metastazina ve
anjiyogeneze katkida bulunur; tersine, bu genlerin yikilmasi, tiimor hiicre
fonksiyonlarimi inhibe eder (77). Bu nedenle biz de ¢alismamizda tedaviye direngli
olgular1 saptamada bir belirteg olarak HAS 2 immiinreaktivitesinin

degerlendirilmesini uygun gordiik.
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CD44, embriyonik kok hiicrelerde ve bag dokulart ve kemik iligi dahil olmak
tizere diger hiicre tiplerinde ¢esitli seviyelerde eksprese edilen bir transmembran
glikoprotein ailesidir. CD44, ¢esitli kanserlerde bir kanser kok hiicre belirteci olarak
yaygin sekilde yer almistir. CD44’i asir1 eksprese eden hiicreler, kendini yenileme ve
epitelyal-mezenkimal gecis gibi ¢esitli kanser kok hiicre 6zelliklerine sahiptir. CD44
geni diizenli olarak standart (CD44’ler) ve varyant (CD44v) izoformlar1 ile sonuglanan
alternatif birlesmeye ugrar. Bu tiir izoformlarin ligandlar, 6zellikle hyaluronik asit
(HA), osteopontin (OPN) ve matris metalloproteinazlar (MMP’ler) ile etkilesimi,
kanserle iliskili ¢ok sayida sinyali harekete gecirir.

CD44 i¢in ana ligand, stromal ve kanser hiicreleri tarafindan eksprese edilen
hiicre dis1 matrisin (ECM) bol bir bileseni olan hyaluronik asittir (HA). HA, CD44
ligand baglanma alanini baglar, adaptor proteinlerin veya hiicre iskeleti elemanlarinin
hiicre ici alanlara baglanmasina izin veren konformasyonel degisiklikleri indiikler ve
bu da hiicre proliferasyonu, yapismasi, gocii ve istilasina yol agan cesitli sinyal
yollarini aktive eder (78, 79). Calismamizda proliferasyon ile olan giiglii iliskisinden
dolay1 HAS 2 ve CD44 aktivitesini caligmay1 tercih ettik. Hiperplazilerde HAS 2
blokajinin proliferasyonu durdurarak tedavide fayda saglayabilecegi diisiincesiyle
diizelen ve direngli hiperplazilerde HAS 2 aktivitesini arastirdik.

Hyaluronan sentazin (HAS) immiinohistokimyasal ekspresyonunun ve serum
hyaluronan diizeylerinin endometrial karsinomun klinikopatolojik belirtileri ile korele
olup olmadigini arastiran bir ¢alismada, serum hyaluronan seviyelerinin endometrial
kanser grubunda saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu ve myometrial
invazyon derinligi, histolojik derece ve lenf-vaskiiler bosluk tutulumu ile de
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Calismanin sonucunda HAS 1 ekspresyonunun ve
endometrial kanserde serum hyaluronan artisinin, myometrial invazyon ve lenf-
vaskiiler bosluk tutulumu yoluyla hastaligin ilerlemesi ile iliskili olabildigi
bildirilmistir (80). Biz de c¢alismamizda HAS 2 immiinreaktivitesini hiperplazi
siddetiyle korele olacak sekilde arttigini gosterdik.

Mclaughlin ve ark. (81)’n 4-metilumbeliferonun (4-MU) ile hyaluronik asit
(HA) sentezini inhibe ettigi bir ¢alismada kontrole kiyasla endometriyal epitelyal
(EEC'ler) ve stroma hiicrelerinin (ESC'ler), peritoneal mezotelyal hiicrelere (PMC'ler)

baglanmasi, gogii ve istilasinin azaldigi goriilmiistiir. Bu etkiye HAS 2, HAS 3 ve
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CDA44'teki bir azalmanin aracilik ettigi one siiriilmistiir (81). Bu ¢alisma sonucuna
gore bizim c¢alisma sonuglarimiza da paralel olarak 4-MU’nun endometrial
hiperplazinin tedavisinde terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiintilebilir.
Bunun i¢in daha genis kapsamli invivo ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Jing Wang ve ark., KLF7'nin GNA14’i stimile edip, HAS2'nin up-
reglilasyonunu saglayip endometrial kanserin malign biiylimesini tesvik ettigini
gostermislerdir. Tersine, HAS 2'nin yikilmasi, KLF7'nin endometrial kanser hiicre
proliferasyonu, gogii ve xenografli tiimor gelisimi tizerindeki onkojenik roliinii tersine
cevirmistir (82). Bu bulgular da bizim ¢alismamizdaki HAS 2 ve tedaviye direncli
hiperplaziler arasindaki iligkiyi desteklemektedir.

M. Saegusa ve Isao Okayasu CD44 varyant ekzonlarinin ekspresyonu ile timor
ilerlemesi arasindaki iliskiyi netlestirmek igin, bir ters transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) kullanarak 34 endometriyal karsinom (endometrioid tipi) ve 27
normal endometrium ornegini karsilagtirmislerdir.  Normal endometrium ile
karsilastirildiginda endometriyal karsinomlarda varyant izoformlarinin yiiksek
diizeyde ekspresyonunu gostermislerdir. Eksona 6zgii RT-PCR/SBH (Southern Blot
Hibridizasyon) deneyleri, timorlerde 6zellikle v3, v4 ve v5 olmak iizere bireysel
varyant ekzonlarin biiyiik, bol transkriptlerini ortaya ¢ikarmistir, ancak bu izoformlar
normal endometriumda da eksprese edilmistir. Bu bulgular da bunun tiimére
ozgiilliigiiniin olmadigini diistindiirmiistiir. Hi¢bir bireysel CD44 varyant transkripti,
arastirilan prognostik faktorlerin higbiriyle iliskilendirilememistir. Bu bulgular,
endometrial karsinomlarda, bireysel varyant CD44 ekzonlarinin ekspresyonunun
belirgin sekilde yukar1 regiile edildigini, ancak bu molekiiliin, tiimor ilerlemesinin
tutarli bir gostergesi olarak faydali olmayabilecegini géstermektedir (83). Biz de
calisgmamizda normal proliferatif endometrium grubuna gore tim hiperplazi
gruplarinda CD44 immiinreaktivitesinde artis saptamakla birlikte; tedaviye direng
gosteren ve yanit veren gruplar arasinda CD44 immiinreaktivitesinde anlamli bir fark
izlemedik. Bu da M. Saegusa ve lIsa0 Okayasu’nun CD44’iin prognoza etkisi
olmadigimni gosteren ¢alismasi ile uyusmaktadir.

Saegusa ve ark.’nin yaptigi baska bir ¢alismada toplam 140 endometrial
karsinom (endometrioid tip), 72 hiperplazi (41 basit veya kompleks ve 31 atipik tip)

ve 141 normal endometrium (35 proliferatif ve 106 sekretuar fazda) ekspresyon i¢in
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immiinohistokimyasal olarak arastirilmigtir. Normal endometriumda, standart ve
varyant CD44 formlarinin ekspresyonu, sekretuarda proliferatif faza gore belirgin
sekilde daha yiiksek tespit edilmis, immiinoreaktivite skorlarinin Ostrojen Ve
progesteron reseptorlerinin sayisi ile ters orantili oldugu gosterilmistir. Proliferatif faz
ve hiperplazi ile karsilastirildiginda endometrial karsinomlarda 6nemli dl¢iide yiiksek
CD44 ekspresyonu seviyeleri hem immiinohistokimyasal hem de RT-PCR/SBH
tahlilleri ile ortaya c¢ikarilmig, ancak herhangi bir prognostik faktorle higbir iliski
kaydedilmemistir. Sonuglar, normal adet dongiisiindeki CD44 ekspresyonunun,
glandiiler epitelyumun salgi farklilagmasi ile yakindan iliskili oldugunu
gostermektedir. Ayrica, anormal ekspresyonun saptanmasi, endometrial karsinomun
erken teshisi i¢in faydali olabilir, ancak tiimor ilerlemesinin bir gostergesi olarak
faydalir olmayabilir sonucuna varilmistir. Sonuglar, normal adet dongiisiindeki CD44
ekspresyonunun, glandiiler epitelyumun salgi farklilagsmasi ile yakindan iligkili
oldugunu gostermektedir. Ayrica, anormal ekspresyonun saptanmasi, endometrial
karsinomun erken teshisi i¢in faydali olabilir, ancak tiimor ilerlemesinin bir gostergesi
olarak faydali olmayabilir (83).

Silah ve ark. (84), 47 endometrioid karsinom ve 10 proliferatif endometrium
orneginden olusan bir seride CD44v6 ekspresyonunu degerlendirdi. Endometrioid
karsinomda CD44v6 ekspresyon orani proliferatif endometrial numunelerdekinden
daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi. Bu
da her CD44 varyantinin proliferasyonu arttirma ve hiperplaziye ilerleme ile iligkili
olmayabilecegini diisindiirmektedir (84).

Ote yandan C. Temper ve ark.’nin yaptign 156 insan endometrium kanseri
orneginde v3, v5, V6 ve v7-8 varyant eksonlarmni iceren CD44 izoformlarinin
ekspresyonunu immiinohistokimya yoluyla arastirdigi calismada CD44 izoformlarinin
CD44v3, CD44v5, CD44v6 ve CD44v7-8 ekspresyonu prognostik bir etki
gostermemistir. 45 normal endometrial doku 6rneginde CD44 izoformlart CD44v3,
CD44v5, CD44v6 ve CD44v7-8'in ekspresyonunu karsilastirarak, adet dongiisiiniin
proliferatif fazi ile karsilastirildiginda sekresyon fazinda arastirilan tim CDA44
izoformlarinin yukar1 regililasyonu bulunmustur. Calisma sonucuna gore CD44
izoformlarimin ekspresyonunun, normal endometriumun fonksiyonel degisikliklerinde

acikca rol oynamasina ragmen, endometrial kanserde olumsuz bir prediktif faktor
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olmadigini géstermislerdir (85). Bizim ¢alismamizda tiim hiperplazi gruplarina gore
kontrol grubumuzda CD44 immiinreaktivitesini anlamli olarak diisiik saptamamizin
sebebi proliferatif fazdaki endometrium dokularmi olgu olarak se¢mis olmamiz
olabilir. Sekretuar déonem endometrium dokulariyla hiperplazik dokuda CD44 ve
varyantlarinin immiinreaktivitesinin kiyaslanmasi bagka bir ¢alismanin konusu
olabilir.

Sonug olarak, endometrial tedaviye direngli endometrial hiperplazi olgularinin
tespitinde, belki de maligniteye ilerleyisi 6ngormede HAS 2, immiinohistokimyasal
bir marker olarak kullanilabilir. HAS 2 biyosentezini inhibe eden molekiillerin
endometrial hiperplazi ve endometrium kanserinde terapotik ajanlar olarak
kullanilmasi i¢in daha genis ¢apl ¢alismalar yapilmasi uygun goriilmektedir. Ayrica
CD44’tin endometrial hiperplazi olgularinda normal endometrium dokusuna gore

artmig aktivitesi izlenmis olup prognozu belirlemede etkisinin olmadigi gorildii.
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