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OZET

ENDOMETRIUMUN ENDOMETRIOID KARSINOMLARINDA USP
(UBIQUITIN-SPESIFiK PROTEAZ) 17°’NiN IMMUNOHISTOKIMYA iLE
INCELENMESI VE PROGNOSTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Deniz Gokgay

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dah / iZMIR

Endometrium kanserleri, global kanser istatistikleri (GLOBOCAN) verilerine
gore diinyada 2020 yilinda 417,000 yeni vaka ile kadinlarda en sik goriilen altinci
kanserdir. SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) verilerine
gore uterin kanserlerde 5 yillik goreceli sag kalim oran1 %81.1°dir. Evre iligkili 5 yillik
goreceli sag kalim oranlart ise lokalize (primer alana sinirli) kanserlerde %94.9,
bolgesel lenf nodlarima yayilim oldugunda %69.3 ve uzak metastaz varliginda
%17.8°dir. Endometrioid karsinom, endometrium kanserlerinin en sik goriilen
histolojik alt tipidir ve glandiiler/villoglandiiler biiylime paterni gdosteren,
psodostratifiye niikleuslu kolumnar hiicrelerden olusur. Etiyolojisinde esas olarak
karsilanmamis Ostrojen maruziyeti yer alir. Endometrioid karsinomlarda
intrasitoplazmik miisin igeren, bazal yerlesimli niikleuslara sahip kolumnar hiicrelerle

tanimlanan miisindz diferansiasyon oldukg¢a yaygindir.

Ubiquitin 76 amino asitten olusan, kiigiik, 1s1ya dayanikli ve evrimsel olarak
korunmus  diizenleyici  proteindir.  Post-translasyonel = modifikasyon  olan
ubiquitinasyon, proteolitik sinyal olarak islev goriir. Proteinlerin ubiquitinasyon
stireci, deubiquitinasyon enzimleri  (deubiquitinazlar-DUB) tarafindan geri
doniistiiriilebilen bir mekanizmadir. USP17/DUB3'in  ekspresyonu sitokinler,
kemokinler ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) uyarisina yanit olarak indiiklenir.
Tiimdrlerde USP17 ekspresyon artisinin kotii prognozla iligkili olabilecegi one
stirilmektedir. USP17 azalmasinin birgok kanser hiicresi tiiriiniin biiyiimesini,
migrasyonunu Ve in vivo tiimor modellerini engelleyebilmesi; USP17’nin potansiyel

bir terapotik hedef olmasina yol agmaktadir.



Bu calismada 2013-2019 yillar1 arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda endometrioid karsinom ya da miisinéz
diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom tanisi alan 99 olguya ait dokularin
parafin  bloklarindan  mikroarray yontemi ile elde edilen kesitlerde
immunohistokimyasal olarak USP17 ekspresyonu incelenmistir ve ekspresyon

yogunlugu ile prognostik faktorlerin iliskisi aragtirilmistir.

Olgularin 23’tinde (%23.2) kuvvetli, 41’inde (%41.4) zayif ekspresyon
gozlenmistir; 35 olguda ise (%35.4) ekspresyon saptanmamistir. Prognostik
parametrelerin higbiri ile USP17 ekspresyon yogunlugu arasinda istatistiksel anlamli
iliski bulunmamustir (p>0.05).

Endometrium kanserlerinin anormal vajinal kanama seklinde erken bulgu
vermesi, hastalarin tan1 ve tedaviye vakit kaybetmeden ulagsmasini saglamaktadir.
Calismamizda yer alan olgularin biiyiik bir kisminin erken evrede ve diisiik dereceli
timorlere sahip hastalar olmasi nedeniyle; kotii prognostik parametrelerin anlamli
istatistiksel analizlerle degerlendirilebilmesi i¢in endometrium kanserlerinde daha

biiylik olgu serilerinin arastirilmasit gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: USP17, immunohistokimya, endometrium kanseri



ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS AND INVESTIGATION OF THE
PROGNOSTIC EFFECTS OF USP (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE) 17
IN ENDOMETRIOID CARCINOMA OF THE ENDOMETRIUM

Endometrial cancer is the sixth most commonly diagnosed cancer in women,
with 417,000 new cases in 2020 according to global cancer statistics (GLOBOCAN).
According to SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) data, the
5-year relative survival rate in uterine cancer is 81.1%. Stage-related 5-year relative
survival rates in uterine cancer are 94.9% in localized cancers (disease limited to the
primary area), 69.3% in the presence of regional lymph node metastasis and 17.8% in
the presence of distant metastasis respectively. Endometrioid carcinoma is the most
common histological type of endometrial cancers and consists of columnar cells with
pseudostratified nuclei showing a glandular/villoglandular pattern. The main etiology
of endometrioid carcinoma is unopposed estrogen exposure. Mucinous differentiation,
characterized by columnar cells with basally oriented nuclei and containing

intracytoplasmic mucin, is common in endometrioid carcinomas.

Ubiquitin is a small, thermostable and evolutionarily conserved regulatory
protein consisting of 76 amino acids. Ubiquitination is a post-translational
modification, which functions as a proteolytic signal. The ubiquitination process of
proteins is a mechanism that is reversed by deubiquitination enzymes
(deubiquitinases-DUB). Expression of USP17/DUB3 is induced in response to
cytokines, chemokines and epidermal growth factor (EGF). It has been suggested that
increased USP17 expression in tumors may be associated with poor prognosis. USP17
reduction inhibits the growth, migration and in vivo tumor models of many cancer cell

types, thus these features led USP17 to be a potential therapeutic target.

In this study, USP17 immunohistochemistry was performed to the sections
obtained by tissue microarray technology from paraffin embedded tissues of 99

patients diagnosed with endometrioid carcinoma or endometrioid carcinoma with



mucinous differentiation, between 2013 and 2019 at Dokuz Eylul University Faculty
of Medicine Department of Pathology. The relationships between expression intensity

and prognostic factors were investigated.

USP 17 immunohistochemistry showed strong staining in 23 (23.2%) cases,
weak staining in 41 (41.4%) cases and negative staining in 35 cases (35.4%). We did
not find a statistically significant relationship between the prognostic parameters and
USP17 staining intensity (p>0.05).

Presentation of endometrial cancers in the form of abnormal vaginal bleeding
helps patients to reach early diagnosis and treatment. Since most of the cases in our
study were patients with early-stage disease and low-grade tumors; it was concluded
that larger case series should be investigated in endometrial cancers in order to

evaluate poor prognostic parameters with significant statistical analysis.

Keywords: USP17, immunohistochemistry, endometrial cancer



1. GIRIS VE AMAC

Endometrium kanserleri, global kanser istatistikleri (GLOBOCAN) verilerine
gore diinyada 2020 yilinda 417,000 yeni vaka ile kadinlarda en sik goriilen altinci
kanser ve genel olarak en sik goriilen on yedinci kanserdir’. Gelismis iilkelerde 5 yillik
sag kalim oram yiiksektir’. Hastalarin ortalama yasi 63'tiir; vakalarin %70'ini
perimenopozal veya postmenopozal hastalar olusturmaktadir®. Obezite prevalansinin
ve yasam siiresi beklentisinin artmasi1 nedeniyle endometrium kanseri insidansinin da
artacagl on goriilmektedir*®. Tiimériin histopatolojik tipi, derecesi, myometrial
invazyon derinligi ile lenfovaskiiler aralik invazyonu gibi 6zellikler; endometrium
kanseri olgularinin patoloji raporlarinda bulunmas: gereken ve prognozu

degerlendirmede kilavuzlarda yer alan énemli parametrelerdir®.

Ubiquitin-proteazom sistemi, protein yikimi basta olmak {izere pek ¢ok
hiicresel fonksiyonun gergeklestirilmesinde gorev alir. Degradasyonu hedeflenen
hiicresel proteinler, ubiquitin olarak bilinen 76 aminoasitlik bir protein tarafindan
etiketlenir ve 26S proteazom araciligiyla parcalanir’®. Ubiquitinasyonun DNA
onarmmi, endositoz ve histon regiilasyonu gibi islevleri de vardir!’. Ayrica ubiquitin-
proteozom sisteminin bazi kanser tiirleri ve norodejeneratif hastaliklarin

patogenezinde rol oynadig1 bilinmektedir*.

Ubiquitinin  baglandigi  proteinlerden deubiquitinaz enzimler (DUB)
araciligiyla uzaklastirilmasi; transkripsiyon, DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi, apoptozis gibi birgok onemli hiicresel fonksiyonun diizenlenmesi igin
gereklidir*2. DUB/Ubiquitin Spesifik Proteaz 17 (USP17) deubiquitinaz ailesi, orijinal
olarak farelerde (DUB1, DUBIA, DUB2) tanimlanmistir. Insan homologu
USP17/DUB3'in ekspresyonu sitokinler, kemokinler ve epidermal biiyiime faktori
(EGF) uyarisina yamt olarak indiiklenir'®. Prostat, meme, akciger, kolon, serviks,
Ozefagus gibi farkli tiimor gruplarinda USP17°’nin  asir1  eksprese oldugu
gosterilmistir'®. Farkli calismalarda akciger, over ve prostat tiimor hiicrelerinde USP17
ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugu bulunmus, USP17’yi hedefleyen yeni

stratejilerin kanser tedavisinde yer almasi gerektigi onerilmistir!315-18,



Bu ¢alismanin amaci, endometrium kanserlerinin en sik goriilen histolojik alt
tipi  olan endometrioid  karsinomlarda USP17  ekspresyon  durumunu
immunohistokimyasal yontem ile degerlendirmek ve boyanma yogunlugunun

prognostik parametrelerle iliskisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Endometrium Kanserleri
2.1.1 Epidemiyoloji

Endometrium kanserleri, global kanser istatistikleri (GLOBOCAN) verilerine
gore diinyada 2020 yilinda 417,000 yeni vaka ile kadinlarda en sik goriilen altinci
kanser ve genel olarak en sik goriilen on yedinci kanserdir. Kadin genital sistem
kanserleri arasinda ise serviks kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadir’.
Geligmis iilkelerde 5 yillik sag kalim orani yiiksektir (Amerika Birlesik Devletleri’nde
yaklasik %80). Diinya genelinde yilda yaklasik 90,000 6liimle kansere bagli liimlerde
14. siradadir?. Hastalarin ortalama yas1 63'tiir; vakalarin %70'i perimenopozal veya

postmenopozal kadinlarda goriiliirken %4'i 40 yasindan once ortaya ¢ikar’.

Kadinlarda obezite prevalansinin artmasi ile endometrium kanseri insidansinin
da artmas:t beklenmektedir®®. Sheikh, Althouse, Freese ve ark. yaptiklar1 ¢ok
degiskenli dogrusal regresyon modelinde 2030 yilina kadar endometrial kanser
insidansinin 100,000 kadinda 42.13 vakaya ulasacagin1 6ngérmektedir ve bu, 2010 y1l1

oranlarma gére %55 artis anlamima gelmektedir®.
2.1.2 Tam Yontemleri

Endometrium kanseri hastalarinin yaklagik %90'inda, en sik postmenopozal
donemde olmak iizere, anormal vajinal kanama vardir. Tan1 genellikle endometrial
biyopsi ile konur ve alinan histolojik bilgi ile tedavi planlanir. Endometrial
biyopsilerde yaklasik %10 oraninda yanlis negatiflik goriiliir. Bu nedenle semptomatik
bir hastada negatif endometrial biyopsiyi, fraksiyone kiiretaj takip etmelidir.
Bilgisayarli Tomografi (BT), Manyetik Rezonans Goriintileme (MRG) ve/veya
Pozitron Emisyon Tomografi (PET) gibi gorintileme yontemleri; hastaligin

yaygmligini ve olas1 metastazlar degerlendirmek icin kullanilabilir'®.
2.1.3 Etiyoloji ve Siniflandirma

Endometrium kanserlerini simiflandirmak icin patogenetik, histopatolojik ve
molekiiler olmak iizere ii¢ farkli, fakat ortiisen bakis agis1 kullanilir®®. Bokhman
endometrial karsinomlarin klinik, metabolik ve endokrin 6zelliklerine dayanan iki

patogenetik tipte kategorize edilmesini onermistir?’. Tip | ve tip Il tanimlamalari,



endometrium kanserlerini hem etiyoloji hem de klinik davranis agisindan
degerlendirmek icin yararl bir yol olarak hizmet eder ve patogenezi anlamak i¢in
kavramsal bir cerceve saglar?’?4. Tip | kanserler genellikle diisiik dereceli, dstrojen
bagimli ve iyi prognozlu iken; Tip Il kanserler yiiksek dereceli, dstrojenden bagimsiz
ve kétii prognozludur?*28, Tip | endometrial karsinomlar sporadik yeni vakalarin %70-
80’ini olusturur, siklikla endometrioid histolojik tiptedir ve esas olarak karsilanmamis
ostrojen maruziyeti ile iliskilidir>??. Risk faktorleri arasinda obezite, tip 2 diabetes
mellitus, yagdan zengin diyet, erken menars, ge¢ menopoz, nulliparite, Lynch
sendromu, dstrojen salgilayan over tiimorleri, polikistik over sendromu, anovulasyon,
ilag kullanim1 (Tamoksifen, ekzojen dstrojen vs) gibi durumlar yer almaktadir®>2427,
Karsilanmamis 6strojende oldugu gibi endokrin kaynakli degisiklikler; endometrial
glandlarda zaman ve doz ile iliskili olarak, histolojik paterni kademeli sekilde
degistiren bir “alan etkisi” meydana getirir?>. Bu dinamik siire¢, diizensiz proliferatif
endometrium ile baslar; 6nce atipisiz hiperplazi, daha sonra da prekiirsor lezyon olan
atipik hiperplazi/endometrioid intraepitelyal neoplaziye ilerler??, Tip Il kanserler ise
endometrial kanserlerin %10-20'sini olustururlar, genellikle endometrioid olmayan
yiiksek dereceli histolojiye sahiptirler (seroz veya berrak hiicreli) ve endometrial
hiperplazi zemininde degil polip veya atrofik endometriumda gelisme
egilimindedirler?>2*?, Tip Il vakalar genelde tip I’e gére daha yash, multipar ve

normal kiloda olan hastalardir®.

Morfolojik ve klinik 6zelliklerinin yan1 sira tip | ve tip 11 endometrial kanserler
genetik degisikliklerle de ayirt edilirler. Tip I’in prototipi olan endometrioid
karsinomlarda en sik goriilen genetik degisiklik, endometrioid karsinomlarin
%83'linde ve atipik endometrial hiperplazi vakalarinin %55'inde bulunan PTEN
mutasyonlaridir?>?%2°, PTEN mutasyonlari, tip | tiimérlerin neoplastik siirecinde erken
donemde ortaya ¢ikar ve siklikla fosfatidilinositol-3-OH kinaz PI3K/AKT yolagindaki
mutasyonlarla birlikte bulunur. Tip I timdrlerde yaygin olarak mutasyona ugramis
diger genler arasinda FGFR2, ARID1A, CTNNBI1, PIK3CA, PIK3R1 ve KRAS yer
alir. Mikrosatellit instabilite (MSI), tip I tiimérlerin yaklasik tigte birinde bulunur;
ancak tip II timorlerde nadirdir. Tip Il kanserlerde goriilen en yaygin genetik
degisiklikler ise TP53, PIK3CA, ERBB2 (HER2) ve PPP2R1A gen

mutasyonlar1dir?®3,



2013 yilinda yapilan The Cancer Genome Atlas (TCGA) g¢alismasi,
endometrial karsinomun tek gen mutasyonlarindan ziyade entegre genomik yapiya
dayali olarak dort molekiiler prognostik grupta yeniden siniflandirilabilecegini
gostermistir’®3%3l, Bu dort yeni grup DNA polimeraz-¢ (POLE) ultramutasyonlu,
mikrosatellit instabil (MSI) hipermutasyonlu, kopya sayis1 diisiik (endometrioid) ve
kopya sayis1 yiiksek (serdz benzeri) olarak tanimlanmistir®®32, POLE ultramutasyonlu
alt grup, diger gruplara gére POLE ekzoniikleaz bolgesinde ¢ok yiiksek mutasyon
oranina sahiptir. MSI (hipermutasyonlu) alt grup; MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 gibi
yanlis eslesme tamir (mismatch repair-MMR) genlerinde yiiksek mutasyon orani ile
karakterlidir. MLH1 promotoriiniin sik hipermetilasyon ile epigenetik susturulmasi bu
alt grubun gogunlugundan sorumludur; ancak yanlis eslesme tamir genlerinin herhangi
birindeki hem somatik hem de germline (Lynch sendromu) mutasyonlar mikrosatellit
instabiliteye yol agar. Kopya sayis1 diisiikk grup, digerlerinden diisitk mutasyon orant
ve diisiik diizeyde somatik kopya sayisi degisiklikleri olmasi nedeniyle genellikle
genomik olarak stabildir. Kopya sayis1 yiiksek (ser6z benzeri) alt grup ise yiiksek
somatik kopya sayisi degisiklik oran1 ve TP53'te sik somatik mutasyonlar ile
tanimlanmaktadir?®393%, TCGA calismasindaki serdz karsinomlarm neredeyse tiimii
kopya sayist yiiksek alt grup icinde yer almaktadir. Buna karsilik, endometrioid

karsinomlar dort alt grup igerisinde dagilmaktadir (Sekil-1)2°3C.



POLE sequencing

No POLE hoty

DNA MMR protein Endometrioid carcinoma?
immunohistochemistry

POLE
Expression lost Expression retained

p53 immunohistochemistry

Normal/Wild-type pattern Aberrant/Mutation pattern
\ 4

Serous carcinoma >
Endometrioid carcinoma?® Endometrioid carcinoma? Endometrioid carcinoma®

POLE hotspot mutation

MSI-H Copy-number-low Copy-number-high

Sekil-1. Endometrial karsinomlarin entegre genomik-patolojik siniflandirmasi i¢in
tanisal algoritma (mavi renk histotipi, kirmizi renk TCGA genomik sinifi temsil
eder)*[Murali R, Delair DF, Bean SM, Abu-Rustum NR, Soslow RA. Evolving roles
of histologic evaluation and molecular/genomic profiling in the management of
endometrial cancer. JNCCN Journal of the National Comprehensive Cancer
Network.2018;16(2):201-209.]

Tanimlanan alt gruplar; molekiiler anormallikler, kalitsal risk faktorleri,
cevresel risk faktorleri, prognoz ve tedaviye yanit agisindan birbirinden farklilik
gosterir®. Klinik sonuglara bakildiginda POLE mutant tiimérler digerlerinden 6nemli
oOlglide daha iyi progresyonsuz sag kalima sahip, en iyi prognozlu grup iken; MSI
hipermutasyonlu ve kopya sayis1 diisiik olanlar orta prognozlu, kopya sayis1 yiiksek

tiimorler ise en kotii prognozlu gruptur3®34,
2.1.4 Histopatoloji

2.1.4.1 Endometrial Epitelyal Tiimérlerin ve Prekiirsorlerin DSO 2020

Simiflamasi?

e Atipisiz hiperplazi

o Atipik hiperplazi/endometrioid intraepitelyal neoplazi
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e Endometrioid adenokarsinom
POLE ultramutasyonlu endometrioid karsinom
Yanlis eslesme tamir yetersiz (MMR-d) endometrioid karsinom
p53 mutant endometrioid karsinom
Spesifik molekiiler profili olmayan (NSMP) endometrioid karsinom

e Serdz karsinom

e Berrak hiicreli adenokarsinom

e Karsinom, andiferansiye

e Mikst hiicreli adenokarsinom

e Mezonefrik adenokarsinom

e Skuamoz hiicreli karsinom

e Miisindz karsinom, intestinal tip

e Mezonefrik benzeri adenokarsinom

e Karsinosarkom
2.1.4.2 Endometrioid Karsinom

Endometrioid karsinom, endometrium kanserlerinin en yaygin histolojik alt
tipidir ve glandiiler/villoglandiiler biiylime paterni gosteren, psodostratifiye niikleuslu
kolumnar hiicrelerden olusur. Neoplastik hiicreler genelde eozinofilik ve graniiler
sitoplazmaya sahiptir. Yiksek dereceli olmayanlarda niikleer atipi hafif-orta
derecelidir ve niikleoller belirsizdir. Skuaméz diferansiasyon siktir (%10-25) ve
keratinizasyon gosterebilen eozinofilik hiicrelerin olusturdugu moruller veya solid
tabakalar seklinde goriiliir. Sekretuar patern, kiigiik non-villoz papillalar,
mikroglandiiler patern, igsi hiicreli patern, sertoliform patern, seks kord benzeri yapilar

ve hyalinizasyon; prognozu etkilemeyen diger histolojik bulgulardir?.

Endometrioid karsinomlarda intrasitoplazmik miisin igeren, bazal yerlesimli
niikleuslara sahip kolumnar hiicrelerle tanimlanan miisinéz diferansiasyon oldukca
yaygindir. Farklilasma tiimoriin %50°den fazlasinda mevcut oldugunda miisinéz
karsinom olarak smiflandirilir. Miisinéz diferansiasyon siklikla endoservikal tiptedir;

endometriumda intestinal farklilasma ve goblet hiicrelerinin varligi nadirdir®®>>’,
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Yapilan ¢aligmalarda endometrium tiimorlerinde miisindz histoloji ve endometrioid

histoloji arasinda anlamli prognostik fark saptanmamigtir®®8%°,

2.1.4.2.1 Histolojik Derecelendirme

Endometrioid karsinom tipik olarak; stratifiye veya psodostratifiye algak
kolumnar epitel ile doseli, diizgiin luminal kontura sahip, oval veya yuvarlak sekilli
endometrial glandlarin proliferasyonundan olusur. Ek olarak, glandlari doseyen
hiicrelere benzerlik gosteren hiicrelerin liimenleri doldurup genisletmesiyle meydana
gelen solid biiyiime paterni goriilebilir®®. Bu solid biiyiime paterni yiizdesine baglh
olarak FIGO (Federation of Gynecology and Obstetrics) tarafindan ti¢ yapisal derece
(1-3) tanimlanmustir. Derece 1 tiimorler <%5, derece 2 timorler %6-50, derece 3
tiimorler ise >%50 solid (non-glandiiler, non-skuaméz) alan igerirler. DSO 2020
siiflandirmasinda 6nerilen ikili derecelendirme sistemine gore, derece 1-2 tiimorler

diisiik dereceli ve derece 3 tiimérler yiiksek dereceli olarak siniflandirilir?.

Niikleer derecelendirme siniflamasinda uniform yuvarlak-oval niikleuslar,
diizenli dagilim gosteren kromatin, belirsiz niikleoller derece 1; irregiiler oval
niikleuslar, kromatin kiimelenmesi, orta biiyiikliikte niikleoller derece 2; biiyiik
pleomorfik niikleuslar, kaba kromatin ve biiyiik irregiiler niikleoller derece 3 olarak
tanimlanmistir. Bu derecelendirme, neoplastik hiicrelerin ¢ogunlugunun gosterdigi
ozellik esas aliarak yapilir*!. Hiicrelerin cogunlugunda (>%50) siddetli niikleer atipi

(derece 3) varsa, yapisal derece bir kademe yiikseltilmelidir>4L,

Endometriumun miisindz karsinomlari, endometrioid karsinomlarla yakin
iliskili oldugundan, bunlar i¢in de FIGO derecelendirme sistemi kullanilir. Bununla
birlikte, endometrioid veya miisindz farklilasma siipheli oldugunda ya da
belirlenemediginde bu sistem kullanilmamalidir. Diger tim endometrial timor
tiplerinde belirlenmis bir intrensek tiimor derecesi vardir. Ornegin serdz, berrak

hiicreli ve andiferansiye karsinomlar ile karsinosarkomlar yiiksek derecelidir?.
2.1.4.2.2 immunohistokimya

Endometrioid karsinomlarin karakteristik immunohistokimyasal profilinde
sitokeratin 7, vimentin, Ostrojen (ER), progesteron (PR) reseptorlerinin yaygin

ekspresyonu goriiliirken; p53 ekspresyonu genellikle “wild” tiptedir (zayif-yamasal)
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ve pl16 fokal-yamasal tarzda pozitiftir>. FIGO derece 3 endometrioid karsinomlarm
yaklasik %30’unda p53 mutant paternde boyanir ve ER ekspresyonunda kayip
goriilebilir (%15-50)?8. Diisiik dereceli endometrioid karsinomlarin kiigiik bir kism1
TP53 mutasyonlari igerir ve mutant tip p53 immunoreaktivitesi sergiler’®. Miisinoz
diferansiasyon gosteren endometrioid karsinomlarda CDX2 ve CEA ekspresyonunda
artis izlenebilir*®. Djordjevic ve ark. yaptiklar1 calismada endometrioid tiimédrlerin,
non-endometrioid tiimorlerden onemli Ol¢lide daha yiliksek oranda PTEN dizi
anormalliklerine (%51) ve immunohistokimya ile PTEN kaybina (%75) sahip
oldugunu gdstermistir®. Immunohistokimya ile endometrium tiimérlerinde MMR
proteinlerinin  (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ckspresyon durumlari da
degerlendirilir*®*8, immunohistokimya ve PCR tabanli MSI analizi sonuglari arasinda

yiiksek diizeyde konkordans vardir®.
2.1.5 Evreleme ve Sag Kalim

Endometrial kanserlerin cerrahi evrelemesi; uterus, serviks, adneksler, pelvik
ve paraaortik lenf nodlarinin ¢ikarilmasi ile pelvik yikamalarin yapilmasini takiben
patolojik incelemeyi igerir. Bu da dogru taniya, hastaligin yayiliminin belirlenmesine,
prognostik degerlendirmeye ve adjuvan tedavi almasi gereken hastalarin segilmesine
olanak tanir. Kapsamli cerrahi evreleme ile radyoterapi ve/veya kemoterapi gerektiren
ileri evre hastaligi olan hastalar belirlenir; yiiksek riskli 6zelliklere sahip (yliksek
dereceli, derin myometrial invazyon ve lenfovaskiiler aralik invazyonu olan tiimorler)
diigiik evreli hastalarin adjuvan tedavi almasi gerekirken, yiiksek riskli ozellikler
tasimayan hastalarin kemoradyasyondan ve yol actigi morbiditeden korunmasi

saglanir®,

Endometrial kanserlerin evrelemesinde AJCC (The American Joint Committee
on Cancer) ve UICC (The Union for International Cancer Control) tarafindan
onaylanan TNM sistemi ve FIGO tarafindan olusturulan paralel sistem
kullanilmaktadir (Tablo-1)%°05L,
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Tablo-1. Endometrium kanserlerinde kullanmilan TNM ve FIGO evreleme

sistemleri?°%°1

TNM Kategorisi
TX

TO

T1

Tla

T1b
T2
T3
T3a
T3b
T4
NX
NO

NO(i+)

N1
N1mi

Nila
N2

N2mi

N2a

MO
M1

FIGO Evresi

A

1B

IVA

lic1
lic1

Ic1

1c2

Icz2

Ic2

VB

Tamm

Primer tiimor degerlendirilemiyor

Primer tiimore ait kanit yok

Tiimor uterin korpusa sinirli®

Timoér endometriuma smirli  veya myometriumun
yarisindan daha azin1 invaze ediyor

Timo6r myometriumun yarisini veya daha fazlasini invaze
ediyor

Timor servikal stromay1 invaze ediyor

Lokal ve/veya bolgesel yayilim

Tiumor uterin korpus serozasini ve/veya adneksleri invaze
ediyor (direkt yayilim veya metastaz)

Vajinal veya parametrial tutulum (direkt yayilim veya
metastaz)

Tiimér mesane ve/veya barsak mukozasini invaze ediyor®
Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

Bolgesel lenf nodu metastazi yok®

Bolgesel lenf nodlarinda 0.2 mm'den biiyiik olmayan izole
timor hiicreleri

Pelvik lenf nodlarina metastaz

Pelvik lenf nodlarina metastaz (¢ap1 0.2 mm'den bilylik
ancak 2 mm'den bilylik olmayan)

Pelvik lenf nodlarina metastaz (¢ap1 2 mm'den biiyiik)
Paraaortik lenf nodlarina metastaz (pelvik lenf nodlarina
metastaz var veya yok)

Paraaortik lenf nodlarina metastaz (¢cap1 0.2 mm'den biiyiik
ancak 2 mm'den biiyliik olmayan) (pelvik lenf nodlarina
metastaz var veya yok)

Paraaortik lenf nodlarina metastaz (¢ap1 2 mm'den biiyiik)
(pelvik lenf nodlarina metastaz var veya yok)

Uzak metastaz yok

Uzak metastaz vard
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Tablo-/ ile Iigili Notlar:
8Endoservikal glandiiler tutulum evre I kabul edilmelidir.

bBiilloz 6dem tiimorii T4 olarak simiflandirmak icin yeterli degildir; mukozal yiizey

tutulumu olmalidir.

°Bolgesel lenf nodlart; pelvik, obturator, internal iliak (hipogastrik), eksternal iliak,

Kommon iliak, paraaortik, presakral ve parametrial lenf nodlarini icerir.

d4bdominal lenf nodlarina (paraaortik ve pelik disinda) ve/veya inguinal lenf
nodlarina metastazlar dahildir; vajina, pelvik seroza veya adnekslere metastazlar
dahil degildir.

SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) verilerine gore
uterin kanserlerde 5 yillik goreceli sag kalim oran1 %81.1°dir. Evre iligkili 5 yillik
goreceli sag kalim oranlart ise lokalize kanserlerde (primer alana sinirl) %94.9,
bolgesel lenf nodlarina yayilim oldugunda %69.3 ve uzak metastaz varliginda
%17.8dir.

2.1.6 Prognostik Faktorler

ESGO (European Society of Gynaecological Oncology), ESTRO (European
SocieTy for Radiotherapy and Oncology) ve ESP (European Society of Pathology)
konsensusuyla endometrial karsinomlu hastalarin yonetimi i¢in olusturulmus
kilavuzlarda tanimlanan prognostik risk gruplart Tablo-2’de gosterilmistir. Pozitif
peritoneal sitoloji; kotii prognostik faktorler ve kotii sag kalim ile iligkilidir, ancak
FIGO evrelemesinin bir parcasi degildir ve tedaviyi etkileyip etkilemeyecegi

belirsizdir®.
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Tablo-2. Endometrium kanserlerinde prognostik risk gruplarinin tanimi

6

+ LVAI yok veya fokal
» Evre IA endometrioid + yiiksek
dereceli + LVAI yok veya fokal
» Evre IA non-endometrioid*,

myometrial invazyon yok

Risk grubu Molekiiler klasifikasyonu bilinmeyen Molekiiler klasifikasyonu bilinen
Diisiik » Evre IA endometrioid + diigiik dereceli | » Evre -1l POLEmut endometrial
+ LVAI yok veya fokal karsinom, rezidiiel hastalik yok
» Evre IA MMRdA/NSMP endometrioid
karsinom + diisiik dereceli + LVAI yok
veya fokal
Orta » Evre IB endometrioid + diisiik dereceli | » Evre IB MMRd/NSMP endometrioid

karsinom + diisiik dereceli + LVAI yok
veya fokal

» Evre IA MMRdA/NSMP endometrioid
karsinom + yiiksek dereceli + LVAI yok
veya fokal

» Evre IA p53abn ve/veya non-
endometrioid*, myometrial invazyon

yok

Yiiksek-orta

> Evre | endometrioid + yaygm LVAI
(derece ve invazyon derinliginden
bagimsiz olarak)

» Evre IB endometrioid yiiksek dereceli
(LVAI durumundan bagimsiz olarak)

»> Evrell

» Evre | MMRdA/NSMP endometrioid
karsinom + yaygin LVATI (derece ve
invazyon derinliginden bagimsiz olarak)

» Evre IB MMRdA/NSMP endometrioid
karsinom yiiksek dereceli (LVAI
durumundan bagimsiz olarak)

> Evre Il MMRA/NSMP endometrioid

karsinom

Yiiksek

» Evre llI-IVA, rezidiiel hastalik yok
» Evre I-IVA non-endometrioid*,
myometrial invazyon var, rezidiiel

hastalik yok

» Evre I1I-IVA MMRd/NSMP
endometrioid karsinom, rezidiiel hastalik
yok

» Evre I-IVA p53abn endometrial
karsinom, myometrial invazyon var,
rezidiiel hastalik yok

> Evre I-IVA NSMP/MMRd seroz,
andiferansiye karsinom, karsinosarkom;
myometrial invazyon var, rezidiiel

hastalik yok

fleri metastatik

» Evre llI-IVA, rezidiiel hastalik var
» EvrelVB

> Evre llI-IVA, rezidiiel hastalik var,
herhangi molekiiler tip
» Evre IVB, herhangi molekiiler tip
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Tablo-2 ile ligili Notlar:

*Non-endometrioid: serdz, berrak hiicreli, andiferansiye karsinom, karsinosarkom,

mikst

Jkili FIGO derecelendirmesine gére 1. derece ve 2. derece karsinomlar diisiik

dereceli, 3. derece karsinomlar yiiksek dereceli olarak kabul edilir.

bOrtiisen molekiiler siniflarda degerlendirme Sekil-1'deki algoritmaya gore yapilir

(Ornegin hem POLEmut hem de p53abn'li hastalar POLEmut olarak yonetilmelidir).

CFokal LVAL tiimor cevresinde tek bir odagin varhgi ile; yaygin LVAI ise diffiiz,
multifokal, bes ya da daha fazla lenfovaskiiler boslukta tiimér hiicrelerinin varligi ile

tamimlanir.

Kisaltmalar; LVAIL: lenfovaskiiler aralik invazyonu, MMRA: yanls eslesme tamir
yetersiz, NSMP: spesifik molekiiler profili olmayan, p53abn: p53 anormal, POLEmut:
POLE mutasyonlu

2.2 Ubiquitin-Proteazom Sistemi

Hiicresel protein yikimi sitozol, membran, lizozom ve endoplazmik retikulum
gibi farkli hiicre boliimlerinde meydana gelir. Okaryotlarda protein yikiminin g¢ogu
ubiquitin-proteazom sistemi araciligiyla gerceklesir. Bu siiregte degradasyonu
hedeflenen hiicresel proteinler, ubiquitin olarak bilinen bir protein tarafindan
etiketlenir ve 26S proteazom tarafindan parcalanir’. Ubiquitin 76 amino asitten olusan,
kiigiik, 1siya dayanikli ve evrimsel olarak korunmus bir proteindir®®. Post-
translasyonel modifikasyon olan ubiquitinasyon, proteolitik sinyal olarak iglev goriir
ve etiketlenmemis proteinler korunmaya devam eder®. Yanlis katlanmis proteinlerin
hiicreler iizerindeki potansiyel toksisiteleri géz 6niine alindiginda, bunlarin ubiquitin-
proteazom sistemi tarafindan zamaninda taninmasi ve yok edilmesi hiicre sagligi i¢in
kritik éneme sahiptir'!. Ayrica ubiquitinasyonun DNA onarmmi, endositoz ve histon

regiilasyonu gibi proteolitik olmayan islevleri de vardir'®.

Proteinlerin ubiquitinasyonu ¢ok adimli bir islemdir ve ti¢ farkli sinifa ait

enzimleri icerir. Ik adimda ubiquitin aktive edici enzimler (E1), ATP hidrolizinden
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gelen enerjiyi kullanarak, ubiquitinin C-terminali ile E1 enzimlerinin aktif katalitik
bolgesindeki bir sistein kalintis1 arasinda tiyoester bagi olusturur. Daha sonra aktive
edilmis ubiquitin, kendileri ile ubiquitin arasinda bir tiyoester bagi olusturan ubiquitin
konjuge edici enzimlere (E2) aktarilir. Son olarak E3 ubiquitin ligazlari, ubiquitinin
C-terminal glisini ve hedef proteinin lizin kalintis1 arasindaki izopeptid bag olusumunu
katalize etmek i¢in E2-ubiquitin ara maddesini ve hedef proteini ayni anda baglar
(Sekil-2)°527%%, Ubiquitin ayrica yedi lizin kalintisindan biri veya N-terminal ucu
yoluyla kendisine baglanabilir; bu da poli-ubiquitin zinciri ile etiketlenmis bir hedef

proteini ile sonuclanir®,

Dipankar Nandi et al
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Monoublqmtmated protein
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Protein
Polyubiquitinated protein

Sekil-2. Protein ubiquitinasyon yolag: '[Nandi D, Tahiliani P, Kumar A and Chandu
D 2006 The ubiquitin-proteasome system; J. Biosci. 31 137-155]
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Insan genomu iki adet E1, yaklasik elli adet E2 ve yaklasik yedi yiiz adet E3
enzimini kodlar®°2, Farkli E2-E3 enzim ciftleri arasindaki etkilesim sayesinde binlerce

ayr1 substratin spesifik degradasyonu gerceklesir'®.

Hiicre i¢i proteinlerin parcalanmasina esas olarak 26S proteazom aracilik eder.
Bu 2.5 megadalton biiytikligiindeki kompleks, proteolizin meydana geldigi silindirik
20S kisim ile poli-ubiquitinlenmis proteinleri baglayan ve bunlarin 20S katalitik
boliime girisini yoneten 19S diizenleyici partikiilii igerir®’°. ATP, yalnizca ubiquitin-
protein ligasyon reaksiyonu icin degil, ayni1 zamanda 26S proteazomun c¢alismasi igin
de gereklidir®®®®! Substratin parcalanmasi sonucunda kisa peptitler ve yeniden

kullanilabilir ubiquitin aciga ¢ikar®.

Ubiquitin aracili proteoliz oranlarinin artmasi veya azalmasi bazi hastaliklarin
patogenezinde altta yatan neden olabilir. Servikal kanserlerde HPV 16 ve 18’in E6
onkoproteini, “E6 iliskili protein (E6-AP)” olarak adlandirilan bir hiicresel proteine
baglanir. E6-AP ayni1 zamanda bir E3 ubiquitin ligazdir ve birincil hedefi p53'tiir. E6-
E6-AP kompleksinin timor supressor p53 ile spesifik etkilesimi, p53'iin ubiquitin
aracili hizli degradasyonuna yol agar. Diisiik p53 seviyesi, hiicresel DNA hasar kontrol
mekanizmasinin  inaktivasyonu ve  hiicrenin malign  transformasyonuyla
sonuglamr®®283 {yi diferansiye ve dediferansiye liposarkom Mdm2 gen
amplifikasyonunu igeren ortak bir molekiiler patogeneze sahiptir. Mdm2, E6-AP’ye
benzer sekilde, bir E3 ubiquitin ligaz olarak islev goriir ve substrati p53'tiir. Bu nedenle
Mdm2'nin amplifikasyonu da p53'iin artan proteazomal yikimi ile sonuglanir. Mdm2
amplifikasyonunun, p53’iin hiicre biiyltimesini onleyici ve apoptotik fonksiyonlarini
inhibe etmesi, bu sarkomlarin gelisiminde 6nemli rol oynar'*®4%, Ayrica E1, E2 veya

E3 enzimlerine 6zgii kiigiik molekiil inhibitorleri, pS3 gibi tiimor supressor proteinleri

stabilize etmek i¢in kullanilabilmeleri nedeniyle Snemli terapdtik potansiyele sahiptir®,

Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi noérodejeneratif hastaliklarda
noronlar i¢inde ¢éziinmeyen protein agregatlari veya inkliizyon cisimlerinin anormal
birikimi  gorilir. UPS'nin  islevsizligi, yanlis katlanmis/anormal proteinlerin

degradasyonunu énleyerek ndrodejeneratif hastaliklarin gelisimine katkida bulunur®®-
69
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2.3 Ubiquitin-Spesifik Proteaz (USP) 17

Proteinlerin ubiquitinasyon yoluyla post-translasyonel modifikasyonu, ¢ok
sayida hiicre i¢i islemin uygun sekilde diizenlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Benzer sekilde ubiquitinin bu modifiye edilmis proteinlerden uzaklastirilmasi da ¢ok
onemlidir ve transkripsiyon, DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, apoptozis

dahil olmak iizere birgok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesi igin gereklidir’®,

Proteinlerin ubiquitinasyon siireci, deubiquitinasyon enzimleri (deubiquitinaz-
DUB) tarafindan geri doniistiiriilebilen bir mekanizmadir’t. DUB'lar, ubiquitin
zincirini hedef proteinlerden ¢ikararak E3 ligazlarin aktivitesine kars1 koyabilir; bu da
degradasyonu onler ve ubiquitinasyonun neden oldugu diger fonksiyonel degisiklikleri

tersine gevirir-2.

Insan genomunda 8 ailede siniflandirilan yaklasik yiiz tane DUB kodlanmistir®,
Ubiquitin-spesifik proteazlar (USP) insanlarda bilinen DUB'larin yarisindan fazlasini

iceren en biiyiikk DUB ailesidir’?.

DUB3 olarak da bilinen USP17 ekspresyonu, hiicre dongiisii sirasinda
diizenlenir ve dongiiniin ilerlemesine aracilik etmede temel bir rol oynar. USP17’nin
tilkkenmesi, hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe eder ve hiicrelerin G1'den S
fazina gegisini engeller*. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi sirasinda ¢ok énemli bir rol
oynayan Cyclin A, CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2) ile etkilesime girerek ve onu
aktive ederek G1/S gecisini destekler. Ayrica Cyclin A, CDK1 (Cyclin-dependent
kinase 1)’e baglanip aktive etme yoluyla G2/M gegisinde de yer alir. Hu ve ark.
yaptiklart ¢alismada DUB3’tin Cyclin A'nin stabilizasyonunu deubiquitinasyon
yoluyla sagladigin1 ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi sirasinda DUB3-Cyclin A
etkilesiminin G1/S gegisi i¢in kritik oldugunu gostermislerdir. Ayrica DUB3'tin Cyclin
A tizerindeki etkisinin, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hiicrelerinin
proliferasyonunu destekledigini; KHDAK hastalarinin doku 6rneklerinde DUB3 ve

Cyclin A diizeylerinin pozitif korelasyon gdsterdigini bulmuslardir’.

Prostat, meme, akciger, kolon, serviks, 6zefagus gibi birgok primer timor
biyopsisinde ve tlimorden iiretilmis hiicre dizilerinde yiiksek seviyelerde USP17

ekspresyonu rapor edilmistir’*. Bir calismada USP17'nin, RCE1 (Ras-converting
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enzyme 1) aktivitesini etkileyerek Ras aktivasyonunu diizenledigi gosterilmistir.
Ras’in bir¢ok kanser tiiriinde énemli bir proto-onkogen olmasi, USP17’yi terapotik

miidahale i¢in aday haline getirmistir'®.

DUB3'liin timérlerdeki yiiksek protein seviyesinin hiicre proliferasyonunu,
metastazi ve epitelyal-mezenkimal transizyonu (EMT) diizenlemesi de yine kanser
tedavisi igin potansiyel bir terapotik hedef oldugunun gostergesidir’®. Snaill, EMT icin
onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Wu ve ark.’in ¢alismasinda DUB3, Snaill ile
etkilesime giren ve onu stabilize eden bir Snaill deubiquitinaz olarak tanimlanmustir.
DUB3’lin meme kanserinde asir1 eksprese edildigi ortaya konmus; yikiminin ise
Snaill'in degradasyonu yoluyla EMT'nin baskilanmasima ve timor hiicrelerinin

migrasyon, invazyon, metastazinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir’.

USP17 ekspresyonunun kemotaksis, hiicre gocii ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi i¢in gerekli oldugu da ortaya konmustur*?. Ek olarak tip | interferonlarin
viriisle tetiklenen indiiksiyonu i¢in endojen USP17’nin gerekli oldugu ve USP17'nin

yikilmasinin hiicresel antiviral yanit: negatif yonde etkiledigi gdsterilmistir®.

21



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Olgularmn Secilmesi

Calismamizda 2013-2019 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Klinigi’nde histerektomi
operasyonu gegiren veya patoloji preparatlari konsiiltasyon amaciyla Dokuz Eyliil
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na getirilen ve endometrioid
karsinom ya da miisindz diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom tanisi alan
hastalara ait materyaller incelendi. Calisma dizayni belirlendikten sonra Dokuz Eyliil
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2021/25-24 no’lu
karar ile 08.09.2021 tarihinde onay alindi. Patoloji arsiv materyallerinin kullanimi i¢in
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan izin alindu.
Hastalara ait kisisel bilgilerin gizli kalmasi1 kosulu ile hastane bilgi yonetim sistemi
lizerinden verilerin kullanim1 i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Uygulama ve Arastirma

Hastanesi Baghekimligi’nden izin alindi.

Parafin blok ve/veya lamlar1 hastalara verilen, yeterli miktarda timori
bulunmayan veya immunohistokimyasal boya uygulandiktan sonra doku
takibi/fiksasyon artefakti nedeniyle optimal degerlendirme yapilamayan olgular

calisma dis1 birakildi. Toplam 99 olgu calismaya dahil edildi.

Bu  kesitsel calismada  Onceki  arastirmalarda  temin  edilen
immunohistokimyasal boya kitleri kullanildig1 i¢in ek finansal kaynaga ihtiyag

duyulmadi.
3.2 Morfolojik Parametreler

Olgulara ait hematoksilen-eozin (HE) boyali kesitlerden tani, evre, tiimoriin
yapisal ve niikleer derecesi, lenf nodu metastazi, lenfovaskiiler aralik invazyonu,
myometrial invazyon derinligi, endoservikal stromal tutulum ve alt uterin segment
tutulumu; sitolojik preparatlardan ise batin sivilarinda tiimor hiicrelerinin durumu
degerlendirildi. Ayrica HE boyali kesitler incelenerek her olgu igin

immunohistokimya uygulanacak optimal parafin blok ve tiimor alani secildi.
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3.3 USP17 immunohistokimyasal incelemesi

Optimal tiimor ornegi elde edebilmek icin isaretlenen parafin bloklardan
Sakura® Tissue-Tek Quick-Ray doku mikroarray sistemi ile 6 mm capli cekirdek
kullanilarak doku ¢ikarildi. Her kasette 11-14 olguya ait 6rnek olacak sekilde yeniden
dokiim/bloklama yapildi. Daha sonra bu bloklardan Sakura® Accu-Cut SRM kesit

alma cihazi ile 3 mikron kalinlikta kesitler elde edildi.

Lizinli lamlara alman 3 mikron kalinhigindaki kesitler 72°C’de
deparafinizasyonun ardindan 6nce “Cell Conditioning 1 (CC1)” soliisyonunda, 95
°C’de 76 dakika; sonra USP17 (Atlas Antibodies Anti-USP17L2 rabbit polyclonal
antibody) antikoruyla 37°C’de 72 dakika inkiibe edildi. Zemin boyamasinda
hematoksilen ile bluing reagent kullanildi ve lamlara kapama yapildi. Boyama islemi
Ventana BenchMark ULTRA tam otomatize immunohistokimyasal boyama sistemi

araciliiyla uygulanda.

USP 17 ekspresyonu igin uygun diliisyonu bulmak amaciyla
immunohistokimya Kitleri mide dokusunda pozitif kontrol boyama testine tabi tutuldu.

1/10 diliisyonda optimal boyanma goriildii (Resim-1). Normal endometrium dokusu

negatif kontrol olarak kullanildi ve 1/10 diliisyonda boyanma goriilmedi.

Resim-1. Mide glandlarinda USP17’nin sitoplazmik ekspresyonu (x10)
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USP17 immunohistokimyasal ekspresyonunu degerlendirmek i¢cin McFarlane
ve ark.’in kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri olgularini inceledikleri ¢alismada
kullanilan yontem revize edildi ve degerlendirme, hasta verileri hakkinda bilgi sahibi
olunmayacak sekilde 151k mikroskopta yapildi*’. Tiimér hiicrelerinde USP17
ekspresyon yogunlugu her olguda (0-1-2 olarak) skorlandi (Tablo-3).

Tablo-3. USP17 immunohistokimyasal ekspresyonunun yogunluk skorlamasi

USP17 boyanma yogunlugu Skor
Boyanma yok. 0
Zayif boyanma, sadece BBA*’da gdriiniiyor. 1
Kuvvetli boyanma, KBA**’da kolayca goriiniiyor. | 2

(*BBA: Biiyiik biiyiitme alam, **KBA: Kiiciik biiyiitme alant)

3.4 istatistiksel Analiz

Caligsma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) 24.0 bilgisayar paket programinda yapildi.
Degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-Kare, Fisher’in kesin olasilik testi ve Mann-
Whitney U analizleri yapildi. istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Olgularin Demografik ve Klinikopatolojik Ozellikleri
Olgularin yas ve klinik izlem siirelerine ait veriler Tablo-4’te gosterilmistir.
Hastalarin yas aralig1 41-86 olup yas ortalamasi1 60.36+9.12°dir. Ortalama klinik izlem
stiresi 46.68+20.54 aydir.

Tablo-4. Hastalarin yas ve klinik izlem siirelerine ait veriler

Operasyon Amindaki Yas (yil) |Izlem Siiresi (ay)
Ortalama 60.36 46.68
Ortanca 60.00 45.00
Standart Sapma 9.12 20.54
Minimum 41 10
Maksimum 86 92

Calismaya dahil edilen olgularin 52’si endometrioid karsinom, 47’si miisinz

diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom tanisi almistir (Tablo-5).

Tablo-5. Hastalarin tan1 gruplarina gore dagilimi

Tani Sikhk | Yiizdelik
Deger (%)
Endometrioid karsinom 52 52.5
Miisindz diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom | 47 47.5
Toplam 99 100.0

Hastalarin FIGO evrelerine gore dagihmi Tablo-6 ve Grafik-1’de

Ozetlenmistir. Evre 1A ve IB hastalarin ¢cogunlugu olusturdugu goriilmektedir.
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Tablo-6. Hastalarin tan1 anindaki evrelere gore dagilimi (siklik ve yiizdelik deger%)

Sikhk Yiizdelik Deger%

Evre 1A 51 51.5

IB 20 20.2

I 19 19.2

A 4 4.0

lc1 3 3.0

lnicz2 1 1.0

VB 1 1.0
Toplam 99 100.0

Evre

Bevre IA
Eevre IB
Clevre I
BMevre 1A
Clevre 1lIC1
Bevre llIC2
Elevre IVB

Grafik-1. Hastalarmn tan1 anindaki evrelere gore dagilimi (yiizdelik deger%)
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Calismada yer alan 99 hastadan 4’iinde (%4) uzak metastaz vardir. Bu
hastalarin birinde omentumda, birinde akcigerde, birinde ince barsakta ve birinde hem
ince barsakta hem mesanede metastaz saptanmistir. Uzak metastazi olan hastalara
iliskin detayli bilgiler Tablo-7’de yer almaktadir. Bir hastada primer tanidan 15 ay
sonra vajende niiks goriilmiistiir; hastanin primer tiimori evre IIIC1, yapisal derece 2

ve nukleer derece 2 dir.

Tablo-7. Uzak metastazi olan hastalara iliskin bilgiler

Hasta | Tam Yas | Evre | YD | ND | LVAI Lenf nodu USP17 Metastaz | Sag
no metastazi boyanma | yeri kalim/ex
yogunlugu (izlem
siiresi)
1 EK 45 VB 3 2 Var Var Boyanma Omentum | Sag (22 ay)
yok
2 MDEK | 46 1 1 2 Yok Yok Zayif Mesane ve | Sag (61 ay)
boyanma ince barsak
3 MDEK | 53 1 1 2 Var Diseksiyon Zayif Akciger Sag (27 ay)
yapilmamig | boyanma
4% MDEK | 82 1B 3 2 Var Diseksiyon Zayif Ince barsak | Ex (56 ay)
yapilmamis | boyanma

(*Tablo-7 ve Tablo-8 'de birlikte yer alan hasta; EK: endometrioid karsinom, MDEK:
miisinoz diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom, YD: yapisal derece, ND:

niikleer derece, LVAI: lenfovaskiiler aralik invazyonu)

Lenf nodu diseksiyonu yapilan 51 hastanin 5’inde lenf nodlarina metastaz
izlenmistir. 48 hastaya ise diseksiyon yapilmamistir. Batin sivilari 95 hastada
orneklenmigstir ve bunlarin 5’inde tiimor hiicresi goriilmiistiir. Batin sivilarinda timor
hiicresi goriilen hastalarda uzak metastaz yoktur.

99 hastanin 8’i izlemde ex olmustur. Ex olan hastalara iliskin bilgiler Tablo-
8’de yer almaktadir. Evrelere gore ex olan hasta sayis1 Tablo-9’da verilmistir. Ex olan
hasta sayisinin az olmasi nedeniyle evre ve 6lim orani iligkisinin istatistiksel analizi

yapilamamustir.
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Tablo-8.

Ex olan hastalara iliskin bilgiler

Hasta | Tam Yas | Evre | Yapisal | Niikleer | LVAI Lenf nodu | USP17
no derece | derece metastaz1 | boyanma
yogunlugu
1 Endometrioid | 82 1A 2 2 Yok Yok Zayif
karsinom boyanma
2 Endometrioid | 72 A |2 3 Var Diseksiyon | Zayif
karsinom yapilmamig | boyanma
3 Endometrioid | 69 1A 3 3 Yok Yok Boyanma
karsinom yok
4* Miisinoz dif. | 82 IB 3 2 Var Diseksiyon | Zayif
gosteren yapilmamig | boyanma
endometrioid
karsinom
5 Miisinoz dif. | 54 I 1 2 Yok Diseksiyon | Boyanma
gOsteren yapilmamis | yok
endometrioid
karsinom
6 Miisindz dif. | 72 I 1 2 Var Yok Boyanma
gosteren yok
endometrioid
karsinom
7 Miisindz dif. | 59 1A 1 2 Yok Diseksiyon | Kuvvetli
gosteren yapilmamig | boyanma
endometrioid
karsinom
8 Endometrioid | 56 Ic1 | 2 2 Var Var Boyanma
karsinom yok
(*Tablo-7 ve Tablo-8 'de birlikte yer alan hasta, LVAI: lenfovaskiiler aralik
invazyonu)
Tablo-9. Evrelere gore ex olan ve sag kalan hasta sayilari
Sag kalan hasta (n) | Ex olan hasta (n) Toplam (n)
Evre |IA 48 3 51
IB 19 1 20
] 17 2 19
A 3 1 4
c1 2 1 3
1Cc2 1 0 1
VB 1 0 1
Toplam 91 8 99
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4.2 USP17°nin

Immunohistokimyasal

Parametrelerle Tliskisi

Ekspresyonu ve

Morfolojik

USP17 immunohistokimyasal incelemesi sonucunda degerlendirilen 99

olgunun 23’iinde (%23.2) kuvvetli, 41’inde (%41.4) zayif boyanma gozlenmistir; 35

olguda ise (%35.4) boyanma saptanmamistir (Tablo-10). Resim-2 ve Resim-3’te

kuvvetli boyanma, Resim-4 ve Resim-5’te ise zayif boyanma gosteren farkli

olgulardan 6rnekler verilmistir.

Tablo-10. Olgularin USP17 boyanma yogunlugu

USP17 Boyanma Y ogunlugu

Boyanma yok Zay1f boyanma Kuvvetli boyanma | Toplam
Sikhik 35 41 23 99
Yiizdelik |35.4 41.4 23.2 100.0
Deger %
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Resim-2. USP17 immunohistokimyasi kuvvetli boyanma (x10)

Resim-3. USP17 immunohistokimyasi kuvvetli boyanma (x10)
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Resim-4. USP17 immunohistokimyasi zayif boyanma (x20)

Resim-5. USP17 immunohistokimyasi zayif boyanma (x20)
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Bu ¢alismada prognostik parametre olarak tiimoriin evresi, uzak metastaz,
lenfovaskiiler aralik invazyonu, myometrial invazyon derinligi, endoservikal stromal
tutulum ve alt uterin segment tutulumu ile batin sivilarinda tiimér hiicrelerinin durumu
incelenmistir. Tan1 gruplari ile USP17 immunohistokimyasinin ekspresyon yogunlugu
arasindaki iliski arastirilmistir.

Uzak metastazi olan (n=4), batin stvisinda tiimor hiicresi goriilen (n=5) ve ex
olan (n=8) hasta sayisinin az olmasi nedeniyle bu parametreler i¢in istatistiksel analiz
yapilamamustir.

Evrelere gore USP17 boyanma yogunlugu Tablo-11’de yer almaktadir. Bazi
evrelerde hasta sayisinin az olmasi nedeniyle evre ve boyanma yogunlugu arasinda

gecerli istatistiksel analiz yapilamamustir.

Tablo-11. Evrelere gore USP17 boyanma yogunlugunun durumu

USP17 Boyanma Yogunlugu
Boyanma Zayif Kuvvetli

yok boyanma | boyanma | Toplam
1A Olgu sayis1 20 18 13 51
Evre icinde% %39.2 %35.3 %25.5| %100.0
IB Olgu sayis1 7 7 6 20
Evre i¢inde% %35.0 %35.0 %30.0| %100.0
I Olgu sayis1 6 10 3 19
Evre i¢inde% %31.6 %52.6 %15.8| %100.0
Evre |111A | Olgu sayist 0 4 0 4
Evre i¢inde% %0.0 %100.0 %0.0| %100.0
I1IC1 | Olgu sayis1 1 1 1 3
Evre icinde% %33.3 %33.3 %33.3| %100.0
1IC2 | Olgu sayis1 0 1 0 1
Evre i¢inde% %0.0 %100.0 %0.0| %100.0
IVB |Olgu sayis1 1 0 0 1
Evre i¢inde% %100.0 %0.0 %0.0] %100.0
Toplam Olgu sayisi 35 41 23 99
Evre i¢inde% %35.4 %41.4 %23.2| %100.0
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Tan1 gruplar1 arasinda USP17 boyanma yogunlugu durumunun farklilagip

farklilasmadigr Ki-Kare analiziyle incelenmis ve istatistiksel anlamli sonug

bulunmamustir (x?=1.017, sd=2, p=0.601) (Tablo-12 ve Grafik-2).

Tablo-12. Tan1 gruplarina gére USP17 boyanma yogunlugunun durumu

USP17 Boyanma Yogunlugu

Say

Endometrioid karsinom Miisin6z diferansiasyon
gdsteren endometrioid

karsinom

Grafik-2. Tani gruplarina gére USP17 boyanma yogunlugunun durumu
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Boyanma Zayif Kuvvetli
yok boyanma | boyanma [Toplam
Endometrioid Karsinom |Olgu sayist 17 24 11 52
Tan1 i¢inde% 32.7 46.2 21.2| 100.0
Tam
Miisinoz Diferansiasyon |Olgu sayist 18 17 12 47
Gosteren Endometrioid | Tam i¢cinde% 38.3 36.2 25.5| 100.0
Karsinom
Toplam Olgu sayisi 35 41 23 99
Tan1 i¢inde% 35.4 414 23.2| 100.0
USP17
boyanma
yogunlugu
boyanma yok
zayif boyanma
Dkuwetli
boyanma




Lenfovaskiiler aralik invazyonu, myometrial invazyon derinligi, endoservikal

stromal tutulum ve alt uterin segment tutulumuna gére USP17 boyanma yogunlugunun

farklilasip farklilasmadigi da Ki-Kare analizleriyle incelenmis ve istatistiksel anlamli

sonu¢ bulunmamistir. Bu analizlere iliskin istatistiksel degerler Tablo-13’te

Ozetlenmistir.

Tablo-13. USP17 boyanma yogunlugu ile karsilastiran prognostik parametreler ve

istatistiksel analiz degerleri

Prognostik Parametre Ki-Kare Analiz Degerleri
12 sd p
Lenfovaskiiler aralik invazyonu 1,245 2 0,537
Myometrial invazyon derinligi 1,149 2 0,563
Endoservikal stromal tutulum 3,443 2 0,179
Alt uterin segment tutulumu 2,558 2 0,278
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4.3 Tan1 Gruplarimin Karsilastirilmasi

Calismamizda endometrioid karsinom ve miisindz diferansiasyon gosteren
endometrioid karsinom olgular1 kendi iclerinde yas ortalamasi, evre, yapisal derece,
lenf nodu metastazi, lenfovaskiiler aralik invazyonu, uzak metastaz ve sag kalim
acisindan karsilagtirilmastir.

Tantya gore operasyon anindaki yas ortalamasinin farklilasip farklilasmadigi
Mann-Whitney U analizi ile degerlendirilmistir. Operasyon anindaki yas ortalamasi
taniya gore farklilik gostermemektedir (p=0.661).

Tanilara gore hastalik evrelerinin dagilimi Grafik-3’te verilmistir. Bazi
evrelerde hasta sayisinin az olmasi nedeniyle taniya gore evrenin farklilasip

farklilasmadigina yonelik gecerli istatistiksel analiz yapilamamuistir.

307 Evre
M evre IA
M evre IB
[ levre Il
Mevre 1A
207 [Jevre IlIC1
= Mevre 11IC2
1]
n [T evre IVB
10+
U_

Endometrioid karsinom Miisindz diferansiasyon
gbsteren endometrioid
karsinom

Grafik-3. Tanilara gore hastalik evrelerinin dagilimi

Ki-Kare analizinde, Tablo-14 ve Grafik-4’ten de anlasilacagi tizere, tantya gore
yapisal derece anlamli olarak farklilasmaktadir (p=0.039). Endometrioid
karsinomlarda, miisinéz diferansiasyon gosteren endometrioid karsinomlara goére

yapisal derecesi 3 olan tiimorler anlamli olarak fazladir. Ayrica endometrioid
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karsinomlarda yapisal derecesi 1 olan tiimorler, derece 2 ve 3’e gore anlamli olarak
fazladir.

Miisin6z diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom grubunda da yapisal
derecesi 1 olan tiimorler, derece 2 ve 3’e gore anlamli olarak fazladir. Yine bu grupta

yapisal derecesi 2 olan tiimorler de derece 3’e gore anlamli olarak fazladir.

Tablo-14. Tanilara gore tiimoriin yapisal derecesinin durumu

Yapisal Derece
1 2 3 Toplam
Endometrioid Karsinom | Olgu sayis1 3040 [13p 9a 52
Tani i¢inde % 57.7 250 |17.3 |100.0
Yapisal derece i¢inde|50.0 448 190.0 |525
Tam %
Miisindz Diferansiasyon | Olgu sayisi 30ab |16p 1a 47
Gosteren Endometrioid | Tan1 i¢inde % 63.8 340 |21 100.0
Karsinom Yapisal derece i¢inde|50.0 55.2 10.0 |47.5
%
Toplam Olgu sayisi 60 29 10 99
Tani1 iginde % 60.6 29.3 10.1 100.0
Yapisal derece i¢inde|100.0 |100.0 |100.0 |100.0
%

(Her bir alt simge harfi, siitun oranlart birbirinden .05 diizeyinde anlamli olmayan
yapisal derece degiskenine ait kategorileri belirtir.)

yapisal

derece
M1
H2
M3

Sayi

Endometrioid karsinom Miisinéz diferansiasyon
gdsteren endometrioid
karsinom

Grafik-4. Tanilara gore tiimoriin yapisal derecesinin durumu
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Taniya gore lenfovaskiiler aralik invazyonu durumu Ki-kare analizi ile
degerlendirilmistir ve anlamli sonu¢ bulunmamistir (%°=0.006, sd=1, p=0.941)
(Grafik-5).

40 lenfovaskiiler
aralik

invazyonu
Myok
Mvar

Sayi

Endometrioid karsinom Misinéz diferansiasyon
gosteren endometrioid
karsinom

Grafik-5. Tanilara gore tiimorde lenfovaskiiler aralik invazyonu durumu

Taniya gore lenf nodu metastazi durumu igin Fisher’in kesin olasilik testi
kullanilmis ve taniya gore lenf nodu metastazi durumunun farklilasmadigi

anlasilmistir (Fisher’s Exact; p=0.669) (Grafik-6).

30 lenf
nodlarina
metastaz

Myok
BEvar
207
z
w
104

Endometrioid karsinom Miisinéz diferansiasyon
gdsteren endometrioid
karsinom

Grafik-6. Tanilara gore lenf nodu metastazi durumu
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Tantya gore uzak metastaz durumunun farklilasip farklilasmadigi sorusu
Fisher’in kesin olasilik testi ile incelenmis ve taniya gore uzak metastaz agisindan

anlaml1 fark olmadigi ortaya ¢cikmustir (Fisher’s Exact; p=0.271) (Grafik-7).

60 uzak
metastaz
Myok
507
Evar
40
z
w30
207
1049

Endometrioid karsinom Miisinéz diferansiasyon
gdsteren endometrioid
karsinom

Grafik-7. Tanilara gore uzak metastaz durumu

Taniya gore hastalarin sag kalim durumu i¢in Fisher’in kesin olasilik testi
yapilmig ve endometrioid karsinomlar ile miisindz diferansiasyon gosteren
endometrioid karsinomlar arasinda sag kalim yoniinden anlamli fark olmadigi
bulunmustur (Fisher’s Exact; p=0.584) (Grafik-8).

50 sag
kalim
M yasiyor

40 ex

_ 307

)

w
20

107

Endometrioid karsinom Misinéz diferansiasyon
gdsteren endometrioid
karsinom

Grafik-8. Tanilara gore hastalarin sag kalim durumu
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5.  TARTISMA

Ubiquitin tarafindan yapilan post-translasyonel modifikasyonun; protein
yikimi, hiicre dongiisiinlin kontrolii, transkripsiyonel diizenlenme, immun yant,
apoptozis, onkogenez ve hiicre igi sinyal yolaklar1 gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyon igin
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir’’. Deubiquitinazlar (DUB), poliubiquitin
zincirini  diizenleyerek veya sokerek ubiquitini hedef proteinden ayiran ve
ubiquitinasyonun etkilerini tersine ¢eviren bir proteaz enzim ailesidir.
Deubiquitinasyon enzimlerinin ¢gogunun tam islevleri su anda hala bilinmemektedir
ancak artan kanitlar; DNA onarimi, kromatin yeniden sekillenmesi, hiicre dongiisiiniin
kontrolii ve kanser gelisiminde siklikla degisen sinyal yolaklari dahil olmak iizere
birgok hiicresel siirecin diizenlenmesinde gorev aldiklarini  gdstermektedir®.
USP17/DUB3'in ekspresyonu sitokinler, kemokinler ve epidermal biiyiime faktorii
(EGF) uyarisina yanit olarak indiiklenir. USP17 azalmasinin birgok kanser hiicresi
tiirtiniin biiyiimesini, migrasyonunu Ve in vivo timor modellerini engelleyebilmesi,

USP17’nin potansiyel bir terapétik hedef olmasina yol agmaktadir®®,

Yapilan ¢alismalarda USP17 nin farkli timor gruplarinda hiicre proliferasyonu
ve prognoz iizerindeki etkileri arastirilmistir. Zhou ve ark., DUB3 ekspresyonunu
immunohistokimya ile incelemis ve normal over dokularmin ¢ok az DUB3
immunoreaktivitesi sergiledigini ya da hig¢ sergilemedigini gostermislerdir. Calismada
30 kistadenom, 20 borderline tiimor, 73 epitelyal over karsinomu tanili olmak iizere;
123 tiimorli olguyu incelemis ve immunohistokimyasal analiz ile kistadenomlarin
%13.3"inde, borderline tiimorlerin %30'unda, over karsinomlarmin ise %58.9'unda
yiiksek DUB3 ekspresyon seviyelerini saptamiglardir. Ayrica DUB3 ekspresyonunun
kotii prognoz ile iligkili oldugunu ve over kanseri hastalarinin genel sag kalimi i¢in
bagimsiz prognostik faktor oldugunu ortaya koymuslardir'®. McFarlane ve ark. 100
hasta ile yaptiklar1 ¢alismada, USP17°nin KHDAK (skuamoz hiicreli karsinom ve
adenokarsinom) dokularinda asir1 eksprese edildigini immunohistokimya ile
saptamiglardir. USP17 pozitif tiimorleri olan hastalarin, USP17 negatif tiimdrleri olan
hastalara gore rekiirrenssiz sag kaliminin onemli 6lglide diisiik oldugunu; bununla

birlikte yiiksek USP17 seviyelerinin  KHDAK uzak metastazlar1 ile iliskili
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olabilecegini ortaya koymuslardir'’. Yine Zhang ve ark.’1n bir calismasinda USP17'nin
KHDAK hiicrelerinde eksprese edildigi, invazyona katki sagladigi ve bu islevleri,
matriks metalloproteinaz proteinlerinin ekspresyonunu diizenleyerek gergeklestirdigi

ortaya konmustur’®,

USP17’nin kemoterapi direncine yol agabilecegi de one siiriilmiis ve bu durum
arastirmalarda cesitli mekanizmalarla agiklanmaya calisilmistir. Bir transkripsiyon
faktorii olan NRF2’nin (niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2) ¢esitli timor
gruplarinda asir1 eksprese oldugu ve NRF2'nin yiiksek protein ekspresyonunun kanser
hiicrelerinde kemoterapotik ilaglara direng kazandirdigi gosterilmistir. Zhang ve ark.
yaptiklart ¢alismada DUB3'iin, NRF2'yi deubiquitinize ederek degradasyondan
korudugunu ve kolon kanserinde gelisen NRF2 bagli kemoterapi direncinde rolii
oldugunu ortaya koymuslardir™®. Wu ve ark., DUB3’{in over kanseri hiicrelerinde
MCLL’i (myeloid cell leukemia 1) deubiquitinasyon yoluyla degradasyondan
korudugunu bulmuslardir. MCL-1’in kemorezistans gelisiminde gorev aldigi ve

antiapoptotik oldugu bilinmektedir®.

Epidermal biiytime faktor reseptorii (EGFR) birgok KHDAK'ta asir1 eksprese
edilir ve hastalarmm 6nemli bir kisminda EGFR'nin tirozin kinaz aktive edici
mutasyonlart mevcuttur. Bu bilgiler 1s18inda tedaviye yonelik EGFR tirozin kinaz
inhibitdrleri (TKI) gelistirilmistir. Ancak hastalarda hizla direng gelisimiyle bu ilaglar
etkisiz hale gelebilmektedir. McCann ve ark.’in ¢alismasinda USP17 azalmasinin,
aktive edilmis ve EGFR TKI direncli EGFR mutantlarin1 eksprese eden KHDAK
hiicrelerinin biiylimesini engelledigi ve apoptozisi tetikledigi gosterilmis; USP17’yi

hedefleyen yeni tedavi stratejlerinin gelistirilmesi 6nerilmistir?,

USP17’nin EMT ve metastaz lizerindeki etkileri de incelenmistir. Yildirim ve
ark. yaptiklar ¢caligmada yiiksek dereceli serdz over kanserli 10 hastaya ait primer
timordeki hiicreleri, asit stvisindaki malign hiicreleri ve metastatik peritoneal implant
hiicrelerini karsilagtirarak bunlardaki gen ekspresyon farkliliklarini incelemislerdir.
USP17 gen ailesinin, primer tiimér ve peritoneal implant ile karsilastirildiginda,
asitteki malign hiicrelerde asir1 eksprese edildigini ortaya ¢ikarmiglardir. USP17'nin
serbest malign hiicrelerde artmasinin, metastaz kabiliyetine sahip hiicrelerin apoptozis

direncini agiklayabilecegini 6ne siirmiislerdir. Yine ayn1 ¢alismada primer tiimor, asit
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stvisindaki malign hiicreler ve peritoneal implant 6rnekleri; epitelyal ve mezenkimal
fenotiplerin belirlenmesi igcin EMT belirtegleri ile boyanmistir. E-cadherin epitelyal,
N-cadherin ise mezenkimal belirteg olarak kullanilmistir. Asitteki malign hiicrelerde,
primer timor ve peritoneal implanta gére, E-cadherin ekspresyonu anlamli olarak
azalmig; N-cadherin ekspresyonu ise anlamli olarak artmisgtir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda USP17 ailesine ait genlerin over kanserinde “primer timor ve asitteki
serbest malign hiicreler” ile “peritoneal implant ve asitteki serbest malign hiicreler”
arasinda anlamli derecede farkli ifade edildigini; USP17 artisinin invazyon, EMT ve
proliferasyonu indiikleyerek metastatik siiregleri kolaylastirdigini &ne siirmiislerdir®.
Song ve ark.’in ¢alismasinda USP17 ekspresyonunun osteosarkom dokular ile hiicre
dizilerinde arttigi; bir onkogen gorevi gorerek tiimor hiicrelerinin proliferasyon,
migrasyon ve invazyonunu destekledigi gosterilmistir. Ayrica, USP17’nin EMT'yi
tesvik ederek osteosarkom hiicrelerinin invazyon yetenegine katki sagladigi; yiiksek
USP17 ekspresyon seviyelerinin, timor boyutu ve metastaz ile korele oldugu ortaya
konmustur®’. Baohai ve ark. yaptiklar1 ¢alismada USP17 ekspresyonunun prostat
kanseri orneklerinde ve hiicre dizilerinde de belirgin sekilde yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. USP17°nin uzaklastirilmasiyla E-cadherinin mRNA seviyelerinin
indiiklendigini, N-cadherin ekspresyonunun ise azaldigini ve bdylelikle EMT nin
kismen inhibe oldugunu gostermislerdir. Diigsiik USP17 ekspresyonuna sahip
hastalarin daha iyi genel sag kalim orani sergiledigini saptamiglardir. Ayrica USP17
ekspresyonunun baskilanmasinin, prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonunu belirgin sekilde azalttigini; apoptozisi ise indiikledigini

ortaya koymuslardir'®.,

USP17’nin olas1 tiimor supressor islevini 6ne siiren ¢alismalar da mevcuttur.
Chen ve ark. yaptiklari ¢alismada USP17'nin meme kanseri dokularinda ve malign
hiicre dizilerinde azaldigini saptamislardir. USP17 asir1 ekspresyonunun meme kanseri
hiicre biiylimesini 6nemli 6l¢iide azalttigini; USP17 yikiminin ise meme kanseri hiicre
biiyiimesini in vitro ve in vivo olarak énemli dl¢iide arttirdigini gostermislerdir®. Hu
ve ark. yaptiklari ¢calismada USP17'nin gliomda da azaldigin1 ve USP17 ekspresyon
seviyesinin tiimorin histolojik derecesi ile ters iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.
Ayrica hem in vitro hem de in vivo verilerle USP17 asir1 ekspresyonunun, gliomda

tiimdr olusumunu ve proliferasyonu baskiladigini gdstermislerdir®. Burrows ve ark.
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yaptiklart ¢aligmada DUB3'iin IL-4 ve IL-6 uyarisina yanit olarak indiiklendigini;
DUB3 ekspresyonunun proliferasyonu bloke ettigini ve apoptotik hiicre sayisinda
artisa yol agtigin1 gostermislerdir. Ancak yine bu ¢alismada, DUB3 ekspresyonunun
proliferasyonu bloke etmesine ragmen, hizli ¢ogalan hiicre dizilerinde de yiiksek

diizeyde DUB3 ekspresyonu gozlemlenmistir®.

Anlasildigr tlizere USP17°’nin hangi hiicresel yolaklar iizerinden ne etki
gosterdigi heniiz net olarak tanimlanabilmis degildir. Gelecekte USP17 igin
substratlarin izolasyonunu ve tanimlanmasini i¢eren ¢alismalar, USP17'nin hiicresel
rollerini kavramamiza yardimei olacaktir. Ayrica USP17 ailesi proteinleri ve hiicre
canliligr arasindaki iligkinin daha iyi anlasilmasi, hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesi igin terapdtik stratejilerin gelistirilmesine olanak taniyacaktir’’.
Literatiirde USP17 ekspresyonunu endometrium karsinomlarinda inceleyen bir

caligsmaya tarafimizca rastlanmamaistir.

Endometrium kanserleri, 2020 yili global kanser istatistikleri (GLOBOCAN)
verilerine gore kadinlarda en sik goriilen altinci kanserdir ve genital sistem kanserleri
arasinda serviks kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadirt. Gelecek yillarda
endometrium kanseri insidansmin artacagi on goriilmektedir®. Hastalarin gogu
perimenopozal veya postmenopozal donemdedir ve vakalarin %4’t 40 yasin
altindadir®. Calismamizda, endometriumda endometrioid karsinom tanis1 alan 99
hastanin yas ortalamasi 60.36+9.12°dir ve hasta yaslar1 41 ila 86 arasinda
degismektedir.

Hastaligin agirlikli olarak postmenopozal hasta popiilasyonunda goriilen
diizensiz vajinal kanama seklinde erken prezentasyonu, hastalar1 erken asamada tibbi
yardim almaya sevk ettigi i¢in endometrial karsinomlarmn tedavi edilebilir bir
malignite olduguna inanilmaktadir. NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) verilerine gore 2017 yilinda endometrium karsinomu tanisi alan hastalarin
%67'sinde hastalik uterusa sinirhidir; vakalarin sirasiyla %21 ve %8'inde bolgesel ve
uzak yayilim mevcuttur’®. Gelismis iilkelerde 5 yillik sag kalim orami yiiksektir?,
Calismamizda bu verilerle uyumlu olarak olgularin ¢ogunda hastalik evresi 1A, IB ve
I1 olup [sirasiyla %51.5 (n=51), %20.2 (n=20) ve %19.2 (n=19)]; uzak metastaz orani

ise %4 (n=4)’tiir. izlemde ex olan hasta sayis1 sekizdir. Ex olan hasta sayisinin az
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olmasi nedeniyle sag kalim ile ilgili istatistiksel analizlerin ¢ogu bu calismada
yapilamamistir. SEER verilerinin analizi; daha geng, erken evre ve diisiik dereceli
hastalig1 olan hastalarda sag kalimin arttigim1 gostermektedir. Kotii prognozla iliskili
oldugu bilinen risk faktorleri arasinda myometrial invazyon derinligi, yas, lenf
nodlarinin durumu, timor boyutu, lenfovaskiiler aralik invazyonu ve alt uterin

segment tutulumu yer almaktadir®®.

Diisiik dereceli tiimorleri ve erken evre hastalig1 olan hastalarin prognozu iyi
olsa da yiiksek dereceli ve/veya ileri evre tiimorleri olan hastalar i¢in sonuglar nispeten
kotiidiir. Cerrahiden sonra rekiirrens riski yliksek olan hastalar siklikla adjuvan
radyoterapi, kemoterapi ve/veya hormon tedavisi almaktadir. Ancak endometrium
kanserlerinde geleneksel kemoterapdtik rejimler, diger organ kanserlerine kiyasla daha
az etkilidir ve bu durum yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesinin 6nemini
vurgulamaktadir®®. Bu amag dogrultusunda ¢alismamizda endometrium kanserlerinin
en sik goriilen histolojik alt tipi olan endometrioid karsinomlarda potansiyel bir
terap6tik hedef olan USP17’nin durumu immunohistokimya ile incelenmis ve

prognostik parametrelerle olasi iligkisi aragtirilmistir.

Calismamizda USP17 immunohistokimyasal incelemesi  sonucunda
degerlendirilen 99 endometrioid karsinom olgusunun 23’iinde (%23.2) kuvvetli,
41’inde (%41.4) zayif boyanma gozlenmistir; 35 olguda ise (%35.4) boyanma
saptanmamustir. Degerlendirme Olgiitii olarak boyanma yogunlugu kullanilmistir.
McFarlane ve ark.’in bir ¢alismasinda USP17 ekspresyonu tiimor dokularinda farkli
yontemlerle incelenmistir. Prostat, meme, kolon, o6zefagus, akciger ve serviks
kanserlerinin hiicre dizilerinde USP17 mRNA seviyesi RT-PCR ile, USP17 protein
ekspresyonu immunoblot analiziyle, dokudaki ekspresyon durumu ise
immunohistokimyasal boyama ile arastirilmistir. Tiim yontemlerde tlimdrlerde
USP17’nin artt1g1 éne siiriilmiistiir. Immunohistokimyasal analizde normal dokularin
USP17 ile boyanmadigi, tiimorlii dokularin boyandigi gosterilmis ancak boyama
degerlendirmesinin nasil yapildig1 detayli aciklanmamistir!*. Yine McFarlane ve
ark.”in 100 KHDAK biyopsisinde uyguladiklari ¢alismada boyanan tiimor hiicrelerinin
orani 0-3 araliginda skorlanmistir. Pozitif timdorlerde ortalama sitoplazmik boyanma
yogunlugu zayif, orta veya giiglii olarak kaydedilip yogunluk puani 1-3 araliginda

skorlanmistir. Oran ve yogunluk skorlar1 daha sonra toplam histolojik skor (0 veya 2-
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6 araliginda) elde etmek igin toplanmistir. Olgular pozitif (skor >2) veya negatif (skor
<2) olarak siniflandirilmistir. Calismada USP17 immunohistokimyasal incelemesinde
pozitiflik oran1 %43 olarak bulunmustur'’. Ancak goriildiigii iizere pozitif boyanan
timorler puanlarina gore karsilastirilmadigi i¢in bu skorlama sisteminin amacina
ulagsmadig1 tarafimizca diistiniilmektedir. Hu ve ark.’in 104 gliom olgusunda USP17
ekpresyonunu immunohistokimya ile inceledikleri ¢aligmada; tiimor hiicrelerinin %0"
pozitif boyandiysa 0, %0-10’u boyandiysa 1, %11-50’si boyandiysa 2, %51-75’1
boyandiysa 3 ve %75-1001{ boyandiysa 4 puan olacak sekilde skorlama yapilmistir.
Boyanma yogunlugu ise 0 negatif, 1 zayif, 2 orta ve 3 gii¢lii olarak degerlendirilmistir.
Daha sonra toplam puan (0-12 araliginda) elde etmek i¢in oran ve yogunluk skorlari
toplanmistir. 0-6 aras1 puan alan 58 olgu diisiik USP17 ekspresyonlu kabul edilirken;
7-12 aras1 puan alan 46 olgu yiiksek USP17 ekspresyonlu olarak belirlenmistir®. Zhou
ve ark., over kanserlerinde DUB3 immunohistokimyasmi inceledikleri ¢aligmada
benzer bir skorlama sistemi kullanmislardir. Boyanma yogunlugu; 0: boyanma yok, 1:
zayif boyanma, 2: orta derecede boyanma ve 3: giiglii boyanma olarak skorlanmistir.
Pozitif hiicrelerin yiizdesi ise su kriterlere gére puanlanmistir: 0: pozitif hiicre yok, 1:
pozitif boyanan hiicreler <%10, 2: pozitif boyanan hiicreler %10-50 ve 3: pozitif
boyanan hiicreler > %50. Boyanma yogunlugu skoru ile pozitif timor hiicrelerinin
yiizde skoru carpilmistir ve timorler diisiik ekspresyon (skor < 3) ve yiiksek
ekspresyon (skor >4) olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu
caligmalardan fakli olarak boyanan tiimor hiicrelerinin yiizdesi skorlanmamis olup
yogunluk skorlamasma gore 3 farkli grup olusturulmustur. Diger calismalarda
yogunluk ve boyanma yiizdesi olarak iki ayri1 puanlama sistemi uygulanmasina ragmen
bunlarin birlestirilerek temelde tiimorlerin yiiksek ekspresyon seviyesi ve diisiik
ekspresyon seviyesi olacak sekilde iki ana gruba ayrilarak incelendigi dikkati
cekmektedir. Bizim g¢alismamizda ise USP17 immunohistokimyasinda hig
boyanmayan tiimérler ayr1 grup olarak ele alinmistir. Boyanan tiiméorler de zayif
boyanma ve kuvvetli boyanma olarak ayr1 siniflandirilmis ve sonugta 3 farkli grup elde

edilmistir.

Prognostik parametre olarak evre, uzak metastaz, lenf nodu metastazi,
lenfovaskiiler aralik invazyonu, myometrial invazyon derinligi, endoservikal stromal

tutulum, alt uterin segment tutulumu, batin sivilarinda tiimor hiicrelerinin durumu,
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tiimdriin yapisal ve niikleer derecesi ile sag kalimin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Ancak uzak metastazi olan (n=4), batin sivisinda tiimor hiicresi goriilen (n=5) ve ex
olan (n=8) hasta sayisinin az olmasi nedeniyle bu parametreler i¢in istatistiksel analiz
yapilamamustir. Ileri evre hastalig1 olan hasta sayisinin az olmasi nedeniyle evre ve
USP17 boyanma yogunlugu arasinda gecerli istatistiksel analiz yapmak da miimkiin
olmamustir. Yine yapisal derece ve niikleer derece parametrelerinin her ikisinde derece
3 grubunda az sayida hasta bulunmasindan kaynaklanan heterojen dagilim, gegerli
istatistiksel analiz yapilmasina engel olmustur. Ayrica 48 hastaya lenf nodu
diseksiyonu yapilmamis olmasi ve diseksiyon yapilan 51 hastanin yalnizca 5’inde
metastaz saptanmasi, lenf nodu metastazi parametresi i¢in de gegerli istatistiksel analiz
yapilamamasina neden olmustur. Bu bilgiler 1s18inda endometrium karsinomlarinda
orneklem biyiikliigliniin artirilmasiyla daha anlamli prognostik veri analizinin

yapilabilecegi sonucuna varilmistir.

Gegerli analizlerde lenfovaskiiler aralik invazyonu, myometrial invazyon
derinligi, endoservikal stromal tutulum ve alt uterin segment tutulumuna gére USP17
boyanma yogunlugunun farklilasmadigi bulunmustur (p>0.05). USP17 boyanma
yogunlugunun endometrioid karsinomlar ve miisinéz diferansiasyon gdsteren
endometrioid karsinomlar arasinda farklilasip farklilasmadigi da incelenmis ve yine
istatistiksel anlamli sonu¢ ¢ikmamustir (p>0.05).

Calismaya dahil edilen olgularin 52’si endometrioid karsinom, 47’°si miisindz
diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom tanisi almistir ve bunlar kendi
iclerinde yas ortalamasi, evre, yapisal derece, lenfovaskiiler aralik invazyonu, lenf
nodu metastazi, uzak metastaz ve sag kalim yonlerinden karsilastirilmistir. Evre
parametresinde yine gruplarda az kisi olmasi nedeniyle gecerli analiz yapilamamastir.
Yapisal derece disindaki parametrelerin higbirinde istatistiksel anlamli sonug
¢ikmamistir (p>0.05). Bu durum, endometriumun endometrioid karsinomlarinda
miisindz diferansiasyonun prognoza etkili olmadig1 yoniindeki literatiir bilgisiyle
uyumlu bulunmustur®**°, Hem endometroid karsinom grubunda hem de miisindz
diferansiasyon gosteren endometrioid karsinom grubunda yapisal derecesi 1 olan
timorlerin anlamli olarak fazla, derece 3 tiimorlerin ise anlamli olarak az olmasinin;
hastaligin genel anlamda iyi seyri ve yiliksek sag kalim oraniyla uyumlu oldugu

distiniilmistiir.
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Bu c¢aligmanin kisithiliklar1 arasinda aragtirmanin  immunohistokimya
yontemiyle yapilmis olmasi, normal endometrium dokulartyla timordeki USP17
boyanma oraninin karsilagtirllmamis olmasit ve endometriumun non-endometrioid
histolojiye sahip tiimorlerinin degerlendirilmemis olmasi yer almaktadir. Literatiirdeki
calismalarin biiyiilk bir kisminda USP17 protein ekspresyonu, tiimor hiicre
kiiltirlerinde ve hiicre dizilerinde immunoblot analizleriyle degerlendirilmistir.
USP17 mRNA ekspresyonunu degerlendirmek igin ise RT-PCR analizi uygulanmustir.
Az sayida ¢alismada immunohistokimyasal inceleme yapilmistir. Dolayisiyla
immunohistokimyasal pozitiflik ile USP17’nin gen ekspresyonu ve protein
ekspresyonu arasindaki korelasyon diizeyi kesin olarak bilinmemektedir.
Calismamizdaki olgularin ¢ogunun erken evredeki diisiik dereceli tiimorler olmasi ve
yine yiiksek dereceli non-endometrioid histoloji gosteren tiimorlerin incelenmemesi
de USP17’nin endometrium karsinomlarinda gergek prognostik etkisini

degerlendirmeyi giiclestirmektedir.
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SONUCLAR

Calismamiz, USP17 ekspresyonunun daha once endometrium tiimorlerinde
degerlendirilmemis olmasi1 nedeniyle 6zgiin nitelik tagimaktadir.

Endometriumun endometrioid karsinomlarinda degerlendirilen prognostik
parametrelerin higbiri ile USP17 boyanma yogunlugu arasinda istatistiksel anlaml
iliski bulunmamustir.

Calismada degerlendirilen endometrioid karsinom tanili olgularin ¢ogu erken
evredeki diisiik dereceli tiimorler olup sag kalim oranlart ytiksektir.

Bu caligmada endometrioid karsinomlar ile miisindz diferansiasyon gosteren
endometrioid karsinomlar karsilagtirilmis ve miisindz diferansiasyonun anlamli

prognostik fark olusturmadigi bulunmustur.
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