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1. GiRIS ve AMAC

Tum jinekolojik kanserler arasinda halen en kétli prognoza sahip olan
epitelyal over kanserleridir (EOK) (1). Son yillarda EOK'nin neoplastik geligimi
ile ilgili molekller mekanizmalardan bazilar aydinlatiimigsa da bu konudaki
bilgiler henlz yetersizdir. Sonugta tim bu degisiklikler hicre g¢ogaimasini
uyararak timoral hicrelere yagam olanagdi saglamaktadir. Fakat bir dokunun
blylmesi sadece hicre cogalmasina degil ayni zamanda fizyolojik olarak
gerceklesen ve apoptozis olarak adlandinian programlanmis hicre éliumane de
baglidir. Bu nedenle apoptozisi inhibe eden faktérierin neoplastik bayamelere
sebep olabilecegdi distuntimektedir.

Apoptozis hicrenin kendi kendisini yokettigi intrensik bir mekanizma,
bagka bir deyisle programli hiicre 6lumQ olarak agiklanabilir. Embriyogenezde,
hasara ugramis hucrelerin ortadan kalkmasinda veya cesitli patolojik
durumlarda anormal hiicre gogalmasini dengelemekte rolt olan fizyolojik bir
fenomendir. Apoptozisin indiklenmesi halinde DNA endoniikleazlar aktive
olmakta ve genetik materyal parcalanmaktadir. Apopitozis morfolojik olarak da
saptanabilir. Bu durumda apopitotik hlicrelerde kromatin kondensasyonu ve
nikleer fragmantasyon gorulecektir. Normal dokuda, apopitozis mitozla birlikte
normal doku homeostazinin saglanmasinda hayati éneme sahiptir. Kanser
aragtirmalarinda geleneksel olarak hiicre proliferasyonu tzerinde durulmustur.
Fakat son =zamanlarda, karsinogenezle ilgilenen aragtirmacilarin dikkati
apoptozise yonelmistir. Bazi arastirmalarda, apoptozis oraninin survival ve

birtakim prognostik faktérler ile iligkili oldugu gérulmustar; 6rnegin, yuksek



apopitotik indeksin non-Hodgkin lenfoma, meme kanseri, prostat kanseri gibi
birtakim neoplazmlarda kisa surviv, yluksek mitotik indeks, ylksek histolojik
grade gibi prognostik faktérlerle pozitif yénde korele oldugu saptanmigtir. Over
kanserlerinde apoptozisin 6nemi konusunda gok fazla bilgi yoktur.

BlyUme ve karsinogenezisde etkili olan bazi onkogen ve supresér genler
apoptozisin regulasyonunda da rol oynamaktadiriar. Bu genlerden en énemilileri
bcl-2 ve p53'tir.

B-hucreli 16semi/lenfoma-2 (bcl-2) geni kromozom 18g21'de lokalize bir
protoonkogendir. Hematolojik hicre serilerinde bcl-2 gen Gruninin apoptozisi
inhibe eden bir protein oldugunun anlagiimasindan kisa bir stre sonra bcl-2'nin
non-hematolojik hicre serilerinde de rol oynadigi gérGlmuastir. bcl-2 proteinin
etki mekanizmasi henliz tam olarak anlasiimamakla beraber oksidatif
fosforilasyonda ve/veya mitokondrial elektron ve metabolit transferinde rol
oynadigi dustnulmektedir. Bcl-2'nin esas etkisi apoptozisi dnleyerek hicre
yagsamini uzatmasidir. bcl-2'nin ve apoptozisdeki regulatuar roliniin over
kanserlerindeki 6nemi konusunda henuz yeterli bilgi yoktur.

Tamér supresdr gen ailesinin bir Gyesi olarak kabul edilen p53 geni,
17 kromozomun kisa kolu Uzerinde yerlesmistir (17p13) (2). Gunumuizde
sitogenetik, molekuler ve immunohistokimyasal yéntemler kullanilarak, insan
kanserlerinde en sik saptanan gen degisikliginin p53 timér supreéc’ir geninde
oldugu saptanmigtir. Benzer sgekilde kadin genital sisteminin birgok
malignitesinde de p53 geninde degisiklikler oldugu bildiriimistir. Epitelyal over
timérlerinde erken evrede % 16-40, ileri evrede % 50 oraninda p53

genmutasyonu saptanmigtir (3).



p53 geninin DNA sentezi, onarimi ve programii hlcre &lumunin
kontrolinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu genin inaktive olmasi ya da
fonksiyonunu kaybetmesi karsinogenezisin ilk basamagini olusturan énemili bir
strectir (4). Bu cgalismanin amaci; epitelyal over kanserlerinde apoptotik
indeksin ve p53 ve bcl-2 gen ekspresyonlarinin surviv ve gesitli klinikopatolojik

faktdrierle olan iligkilerinin aragtinimasidir.




2. GENEL BILGILER
2.1. EPITELYAL OVER KANSERI

Epitelyal kanserler en sik rastlanan over malignitesi olup metastaz
yapana kadar asemptomatik seyrettijinden vakalarin 2/3'inden fazlas! ileri
evrelerde saptanir. Over kanseri majér bir cerrahi, yogun ve karisik bir tedavi ve
hastanin psikolojik ve fizik guctn( gerektirmektedir. Jinekolojik malignite
vakalari arasinda en ylksek 6lum oranina sahiptir.

Epitelyal over kanserierinin % 80'den fazlasi postmenopozal kadinlarda
goérulmektedir. Insidens 62 yasinda pik yapmaktadir. 45 yas éncesi bu tumérler
nispeten nadirdir. Epitelyal over kanserlerinin %1'den azi 21 yas &ncesi
gelismektedir (5).

Epitelyal over kanserlerinin ¢esitli histopatolojik tipleri vardir (Tablo 1).

Tablo 1. Epitelyal Over Kanseri

] | | ] |

Ser6z Misinéz  Endometrioid Berrak hiicreli Brenner indiferansiye

Epitelyal over kanserlerinin % 75'i seréz histolojik tipindedir. Daha az
rastlanilanlar arasinda musinéz (% 20), endometrioid (% 2), berrak hucreli,
Brenner ve indiferensiye kanserler sayilabilir. Bu son Gg¢ histolojik tip kanser
hticrelerinin herbiri % 1'den az gértlmektedir.

2.1.1. Semptomilar

Epitelyal over kanserli kadinlarin blyuk bir gogunlugunda uzunca bir stre
semptom goérlimeyebilir. Geligen semptomlar da goguniukla miphem ve

spesifik degildirler. Hasta premenopozal dénemde erken evrelerde duzensiz



kanamalardan sikayetci olabilir. Pelvisteki kitlenin mesane veya rektuma basi
yaptigi durumlarda hastada sik idrara ¢ikma ve konstipasyon sikayeti
gorilebilir. Bazen alt karin distansiyonu, disparoni gibi agrilar hissedilebilir.
Ruptir ve torsiyona bagl akut agrilar nadirdir.

Hastaligin ileri devrelerinde hastalar gogu kez asit, omental ve barsak
metastaziarina bagli semptomlardan sikayet ederler. Bu semptomlar arasinda
abdominal distansiyon, siskinlik, konstipasyon, bulanti, anoreksi veya erken
tokluk sayilabilir. Premenopozal kadinlar dizensiz veya agir menslerden
sikayetgi olurken postmenopozal kadinlarda vaginal kanama olabilir.

2.1.2. Prognostik Faktorler:

Lezyonun evresi ve yapisini da igeren morfolojik ve histolojik patern
6nemli prognostik faktérierdir.Histolojik tipin fazla prognostik 6éneminin olmadig
dasunlilmekteydi ise de son zamanlarda baz arastirmalarda berrak hicreli
karsinomlarin diger histolojik tiplere oranla daha kéti1 bir prognoza sahip oldugu
bildiriimistir (6).

Diferansiasyon yapisi veya hlcresel anaplazi derecesi ve diferansiye
olmamig hicrelerin orani ile belirlenen histolojik evrenin prognostik &nemi
vardir. Bununla birlikte, over kanserlerinin evrelemesinin tekrarlanabilirliginin
aragtirtimas: ayni aragtirmacinin farkli zamanlarda ve arastirmacilar arasinda
yiksek degigkenligin bulundugunu goéstermistir. Tumérlerin belirgin olarak
heterojen olmasi ve goéziem farkliliklarinin bulunmasi histolojik evrelemenin
bagimsiz bir prognostik faktér olarak degerlendirilebilecegini tam olarak ortaya

koyamamistir. Baak ve arkadaglari (7) 6zellikle dustk evreli veya sinirdaki



tGmérleri digerlerinden ayirabilen prognoz ile uyumlu morfometrik analize dayal
standart bir evreleme sistemi 6ne sirmuslerdir.

Birgok biyolojik faktérler ile over epitel kanserlerinin prognozu arasinda
bir iligki mevcuttur. Friedlander ve arkadaslar (8) flow sitometri kullanarak over
kanserlerinin genelde andéploid oldugunu goéstermiglerdir. Ayrica digerleri gibi
onlar da FIGO siniflamasindaki evre ile ploidi arasinda yuksek bir korelasyon
saptamislardir; bir baska deyigle erken evrelerde diploidi, ileri evrelerde ise
anéploidi hakimdir (9). Diploid tumérleri olan hastalarin ortalama sarvileri (5 yil)
andploid tumdriere oranla (1 yil) belirgin olarak daha uzundur. Cok degiskenli
analizler ploidinin dnemili bir prognostik faktér oldugunu ve sagkalimin en énemii
belirteglerinden biri oldugunu géstermistir . Flow sitometri analizi ayni zamanda
hicre siklist hakkinda bilgi saglar ve bu tetkikle belirlenen proliferasyon
fraksiyonunun (S fazi) bazi ¢alismalarda prognozia iligkisi oldugu saptanmistir
(5).

60'dan fazla proto-onkogen belirlenmis ve g¢alismalar bu genetik
lokuslarin amplifikasyonu veya ekspresyonu ve over kanserinin gelisim ve
ilerlemesindeki rollerini belirlemeye yénelmigtir. Ornek olarak Slamon ve
arkadaslar (10) epitelyal over timérierinin % 30'unda HER-2/neu onkogeninin
varoldugu ve bu grubun ozellikle 5S'ten fazla gen kopyasinin bulundugu
hastalarin daha kétl prognoza sahip olduklarini bildirmiglerdir (10). Berchuck ve
arkadaglart (11) benzer bir HER-2/neu insidansi (% 32) bildirmiglerdir.
Serilerinde bu gen ekspresyonlu timérleri olan hastalarin daha két bir median
sagkallm oranina sahip oldugunu saptamislardir (15,7 aya karsilik 32,8 ay).

Diger calismalarda bu bulgulari destekier mahiyettedir . Leary ve arkadaglarinin




yaptidi literatlr taramasinda (12) HER-2/neu insidansinin sadece % 11 oldugu
tespit edilmigtir. Bir baska deyisle HER-2/neu geninin over kanserindeki
prognostik degeri hala kesin degildir ve ek aragtirmalar gerekmektedir.

Evrenin yaninda primer cerrahi sonrasi kalan rezidt miktari, asit hacmi,
hasta yasi ve performansi diger bagimsiz prognostik faktérler icerisinde yer alir
(13). Dembo ve arkadaslari evre | hastaligi bulunanlarda yaptiklar ¢ok
degiskenli analizde timoér grade'i ve pelvik peritonaeal yogun yapigikliklarin
prognoz Uzerinde belirgin ters etkilerinin bulundugunu buna karsilik intraoperatif
raptir veya tUmér hacrelerinin dékilmesinin  bir  etkisinin  olmadigini
saptamislardir.

2.1.3. Evrelendirme

Epitelyal over maligniteleri Uluslararasi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Federasyonunun (FIGO) sistemine gére evrelendiriimektedir. 1987 evreleme
sistemi Tablo 2'de listelenmistir. FIGO evrelemesi cerrahi eksplorasyon
esnasindaki bulgulara dayanmaktadir. Preoperatif degerlendirme ile
ekstraperitoneal metastazlarin olmadig! saptanmalidir.

Tam bir cerrahi evrelemenin énemi tartisilmaz olup daha sonraki tedavi

hastaligin evresine goére belirlenecektir.



Tablo 2. FIGO Primer Over Kanseri Evrelemesi

Evre I. Overlerde sinirli blylme

la Buytme tek bir overle sinirli, malign hicre igeren asit yok. Dig yuzeyde
tumor yok; kapsul intakt.

o] Buyume her iki overde sirurl, malign hucre igeren asit yok. Dig
yluzeyde timér yok; kapsul intakt.

[ la veya Ib'deki tumér ile beraber tek veya her iki over ylzeyinde timor;
veya kapstl riptare; malign hiicre iceren asit; pozitif peritoneal yikama.

Evre Il: Pelvik yayihml bir veya iki overi iceren timoral blyime

lla Uterus ve/veya tubalara yayllim ve/veya metastaz

lib Diger pelvik dokulara bliyime

lic lla ve lIb tmér ile beraber iki over ylzeyinde tumér; veya riptire
kapsul; veya malign hiicre iceren asit veya pozitif peritoneal yikama

Evre lll: Bir veya iki overi igeren tumor ile birlikte pelvis digina peritoneal yayilim

velveya pozitif retroperitoneal veya inglinal dagumler. Ylzeyel karaciger, ince

barsak veya omentuma histolojik olarak kanitianmis malign yayilim mevcuttur.

llla Tamér buyldk oranla gergek pelvisle sinirli ve lenf nodu yok ancak
histolojik olarak kanitlanmigs abdominoperitoneal ytzeylere yayilim
mevcut.

llib: Tek veya her iki over ile birlikte 2 cm'yi gegmeyen peritoneal ylizeylere
histolojik olarak kesinlesmis yayihim bulunan timér yok.

llic: 2 cm'den buytk abdominal yayilim ve/veya pozitif retroperitoneal veya

ingtinal lenf nodlari.

Evre IV: Uzak metastazli tek veya iki overi iceren blayume. Plevral effiizyon

mevcut

ise, vakay! evre IV olarak degerlendirebilmek igin sitolojik test sonuglari

pozitif olmalidir. Parenkimal karaciger metastazi da Evre IV'dir.




2.2. APOPTOZIS

Apoptozis (fizyolojik hiicre 6lumli ya da programlanmis hicre 6luma)
biyoloji alaninda oldugu kadar temel ve klinik tip bilimlerinde de yogun ilgi odagi
olan bir konu olarak dikkati ¢ekmektedir. Hicre élumine yol agan iki ana
mekanizmadan biri olan apoptozis organizmada fizyolojik kosullarda pek gok
sistemin homeostazini saglayan énemli, énemli oldugu kadar da ilging bir
mekanizmadir. Hucrelerin kendi kendilerini yok ettikleri programl, aktif
RNA/protein sentezine ve enerjiye gereksinim gosteren bu fizyolojik 61am formu,
patolojik bir hicre 6lumlU olan nekrozdan tamamen farklidir (tablo 3).
Embriyogenez ve farklilasma yani sira normal hicre siklusu sirasinda da
meydana gelen apoptozisi "ekstrasellller ¢gevreden etkilenen bir biyokimyasal
ve genetik olaylar dizisi" olarak tanimlamak yerinde olacaktir.

Apoptozisin énemi, c¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararll hicrelerin yok edilisini saglamasindan ve organizmanin i¢c dengesinin
devamiiliina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Fetal gelisim sirasinda
morfogeneze ugrayan organlarda, uzuvlara ait tomurcuklarda, sinir sisteminde,
mezengimal epitelyal gecisin olustugu metamorfozlarda fizyolojik hiicre 6lumu
karsimiza ¢ikmaktadir. Hormona duyarli dokularda hormon etkisi sonucu olusan
doku gerilemelerinde, érnegin androjen eksikligine bagl prostat hipoplazisinde
yine apoptozisin etkileri yadsinamaz. Apoptozis gelisimde rol oynadi§ gibi
gastrointestinal sistem, karaciger ve epidermis gibi devamii yenilenen
ortamlarda da kendini g&steren bir olaydir. B ve T hiicrelerinin kional ayirimini
saglayarak bagisiklik sisteminin cesitliliginin artmasina etkili olan apoptozis 6ze

tepkisel hiicrelerin yok olmalarini saglayarak otoimmunite de rol oynamaktadir.



Kerr, Wyllie ve Currie 1972'de fizyolojik kogullar altinda gergeklesen aktif
hicre 6lumunt tanimlamislardir. Bu hadise igin "nekroz'un uygun olmayan bir
terim oldugunu farkederek "apoptozis" terimini éne strmusler, doku boyutunun
reglle edilmesinde mitoza zit yéndeki roluni vurgulamiglardir. Digen ya da
dékllen anlamina gelen ve Homeros tarafindan sonbaharda agaglarin
doklimesini tanimlamak igin kullanilan apoptozis sdzcugl, Aberdeen
Universitesi'nde klasik Yunanca profeséri James Cormack tarafindan
énerilmigtir (14,15).

2.2.1. Morfoloji

Apoptozis, dokularda hiicreleri eszamanli olmadan etkiler ve karekteristik
olarak inflamatuar degisiklikler gézlenmez. Apoptotik hlcre 6limQ, temel olarak
iki agsamada gerceklesir; Bunlardan ilki, neticede saglam organeller igeren
membranla c¢evrelenmis, birkag pargaya ayrilacak olan nlkleus ve
sitoplazmanin kondanzasyonu, ikincisi de apoptotik cisimler olarak adlandirilan
bu pargalanmis hlicre fragmanlarinin komsu hcreler tarafindan fagosite
edilerek hizli bir sekilde bozulmasidir (16).

2.2.2. Elektron mikroskopi:

Ik gézlenen olay, kromatinin keskin bir gekilde yuvarlaklasmis, uniform
sekilde yogun nukleer katlantilari tasiyan, hilal seklindeki yogunlasmasidir.
Nukleer degisikliklerle ayni anda apoptotik hicreler komgu hticrelerden veya
kalitar substratindan ayrilir. Desmozomlar yikima ugdrar, mikrovililer gibi
Ozellegmis ylzey yapilan kaybolur. Hucre hacmi azalir, yoduniugu artar,

sitoplazmik organeller birbirine yaklasir. Bu arada h(crenin ana hatlar
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belirgindir. Nukleus cesitli fragmanlara ayrigabilir ki bu fragmanlar igindeki
kromatin ayrismast kalicidir.

Bu siradaki sitoplazmik degisiklikler arasinda ise sunlar sayiabilir;
sitoskeletal flamanlarin birlesmesi, ribozomal partiklllerin yiginlar olusturmasi
ve sekretuar hlcrelerde kaba endoplazmik retikulumdan kaynaklanan c¢ok
saylda seffaf vakuolin subplazmalemmal sitoplazma iginde gérllmesi. Bu
vakuoller plazma membrani ile kaynagabilirler ve SEM ile gérulebilen ylzey
kraterleri meydana getirebilirler.

Tanimlanan sitoplazmik ve nikleer degisimlerle gok yakindan ilgili olarak
bol sitoplazma igeren hucrelerde yaygin ylazey cikintilani en iyi SEM ile
gosterilebilir. Bu gikintilar neticede, plazmalemmanin értiimesiyle membran ile
sinirll kondanse sitoplazma ve ¢ok sayida saglam organel igeren gesitli
boyutlarda apoptotik cisimier olusturarak aynlir ve interseltler alanlar boyunca
sikigiriar.

in vivo olarak apoptotik cisimler hemen olugur olusmaz komsu epitel
hlcreleri, monontkleer fagositler veya tumér hucreleri tarafindan fagosite
edilifler. Intraepitelial makrofajlar 6zel olarak glandiler epitellerde olusan
apoptotik cisimlerin uzaklastirimasinda 6énemli rol oynar. Fagosite edilen
apoptotik cisimler otofajik vakuollerden kromatin ve sindirici hicreye yabanci
organel icermeleri ile, epitelial hiicrelerde ise genis boyutlari ile ayirdedilebilirler.
Apoptotik cisimler fagositoza ugrar ugramaz sindirici hiicreden kaynaklanan
lizozomal enzimler ile gézustarulurler. Apoptosis hizli oldugunda fagositler bol
miktarda, dedisken oranda yikima ugramis apoptotik cisim igerebilirler. Sonug

olarak bunlar graniler ve amorf, elektron yogun rezidlel cisimlere indirgenirler.
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Sekonder dejenerasyoniarindan o6nce apoptotik cisimlerin hizli fagositozu
inflamasyonun olmamasini izah edebilir.

Luminal glanduler epitellerde degisken oranlarda apoptotik cisimler bez
ltmeni igine atilirlar. Bu tip cisimler ve kiltir ortaminda fagositozdan kaganlar,
yaklasik 1 saat iginde butunlUklerini kaybederler. Sonugta sigkinlik, yoguniuk
kaybi, membran yirtiimasi ve organel bozulmasi ile sekonder nekroz olarak
adlandirilan parcalanma gergeklesir (14,16).

2.2.3. Istk mikroskopi:

Faz kontrast mikroskobu ile kualtur ortaminda apoptozise ugrayan
hicrelerde hiicre blzllmesi ve ylzey konvolisyonu hizli baglar.Bunun
sonucunda da cikintilar tomurcukianarak apoptotik cisimleri meydana getiririer.
Tum hadise birka¢ dakikada meydana gelir. Aksine in vivo olarak kisa bir
apoptozis dalgas! ile meydana gelen cisimler 1-2 saat histolojik olarak gézle
gorulebilir halde kalir. Yani apoptozisin eszamanli olmadan meydana geldigi
dokular iginde tomurcuklanan hucreler nadir gérilir. Ancak dejenerasyonun
degisik safhalarindaki apoptotik cisimlere rastianir.

Apoptotik cisimler, histolojik olarak bazofilik nikleer materyal igeren veya
icermeyen, yuvarlak veya oval sitoplazmik kitleler halinde gérllar. Apoptotik
cisimlerin ¢ogu eozinofilik oldugu halde pankreatik asinar hlcreler gibi bol
miktarda ribozom igeren hicrelerden tareyenler, bazofilik olabilir. Boyutiar
birbirinden farkli olan apoptotik cisimlerin en kagik olanlar en azindan bir

bazofilik nukieer fragman igermiyorsa isik mikroskobu ile ayirtedilemezier.
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Ultrastriktirel olarak karekteristik hilal geklindeki kromatin 6bekleri 5
mikronluk parafin kesitlerinde ve smearlarda ¢ok nadir gdzlenir. Gogunlukla
kromatin, yogun, uniform bazofilik kitleler halindedir.

Cesitli dokularda farkli isimlendiriimis blytk apoptotik cisimlere normal
ve patolojik durumlarda rastlanir. Karacigerdeki Councilman cisimleri, barsak
kriptalarindaki karyolitik cisimler, lenf nodullerinin germinal merkezindeki ve
derideki makrofajlarda tingible cisimleri, liken planustaki civatte cisimleri bunlar
arasinda sayilabilir. Zaman i¢inde olugan apoptotik cisimlerin sayisinin gok fazla
oldugu yerlerde, makrofajlar icindeki yikimlari lipofuskin pigmenti olusumu ile
sonuglanir ki; bu da en iyi melanosis koli de géraltr.

Apoptotik cisimlerin fagositozu makrofajlarin bir inflamatuar cevap
baglatmalarina neden olmaz. Apoptotik cisimlerin uzaklagtirilmalar sirasinda
inflamasyonun olmamasi ve ortaya ¢ikan boyut farkliliklarinin rezidtel hucreler
tarafindan kapatilmas| apoptozisi histolojik olarak nisbeten farkedilemeyecek
hale getirir. Bir doku iginde apoptozisteki kiguk artislar bile, kaydadeger
kumulatif hicre kaybini temsil edebilir. Aradaki seviye farkliliklarinin rezidtel
hicreler tarafindan kapatiimas: doku buztlmesi ile sonuglanir. Genellikle
normal yapida ¢ok az bir bozulma olur. Yani indUklenmis atrofinin
tamamlanmasina dogru karaciger ve adrenal glandlar histolojik olarak normal

yapida goralar (14,16).
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Tablo 3. Nekroz ve Apoptozisin Kargilagtirmasi :

OZELLIK NEKROZ APOPTOZIS
Dagilim Komsu hticre gruplari Dokuda tek tek dagiimig hiicrelerde
Nedenler Daima patolojik Fizyolojik-patolojik
Eksudatif yang: ve | Genellikle géralar Yoktur, apoptozis hicresel
nétrofil infilt. immanite ile uyarilmigsa makrofajlar
bulunabilir

Istk mikroskopi Hucre sinirlart dizensiz, bazofili | Erken: kromatin kenarda

kaybi, nukleusta piknoz yogunlagir, hiicre bazilarinda
karyoreksis ve karyolizis nikleus kalintilari bulunan oval ya
da yuvarlak easinofilik partiktllere

dénhsar.
Elektron Hucre komponentlerinde sisme, | Kromatinin nikleus membrani da
mikroskopi organel ve plazma membraninda | yogunlagmasi, sitoplazmik

parcalanma kromatin erime ve | yoduniagsma, hiicre ylzeyinde
kaybi kabartilar, nikleusun pargalanmasi,
membranda tomurcuklanma ve
organel iceren apoptotik
cisimciklerin olugmast

Hacre Mononukleer fagositik sistem Apoptotik cisimier, komgu hicreler

kalintilarinin tarafindan fagositik ve tarafindan hizla alinir ve pargalanir.

temizlenmesi pargalanma, temizlenme siresi | EM ile gorilen apoptotik cisimlerin
nekroz alaninin genisligi, gogunda parsiyel degradasyon

mikrosirktlasyonun sirekliligi ve |vardir. Yangisal reaksiyon yoktur.
fagositlerin miktarina bagl

Mekanizma Hacre butinlaguna saglayan Makromolekl sentezini gerektiren
mekanizmalarin incinme ile aktif hacresel yikim olayi
bozulmasina bagi ilerleyici
kimyasal ve yapisal pargalanma
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2.2.4. Apoptozisin Biyokimyasal ve Genetik Regiilasyonu

Apoptozis, T hicre reseptorii, Fas/Apol, steroid, Transforme edici
blylme faktorl beta (TGFB) ve tumér nekroz faktér (TNF) reseptérleri gibi bir
dizi reseptérin stimalasyonuyla baslatilabilir. Timositlerde, self toleransin tegviki
sirasinda T lenfositlerin klonal silinme mekanizmalarini anlayabilmek igin
hlcresel apoptozise aracilik eden sinyal iletim mekanizmalarina ait, pek ¢ok
calisma yapilmaktadir.

En detayll olarak bilinen hicre tipi olan timositlerde yapilan bu
calismalarda, apoptozis sirasinda meydana gelen bazi degisiklikler tarif
edilmeye calisiimistir. Bu modele gére apoptozis, T hlcre aktivasyonu veya
dolasimda adenozin ve glikokortikoid seviyelerinin artirilmasi ile tegvik edilebilir.
Bu fizyolojik programlarin herbiri apoptozisi stimile edebilir. Bu farkl
indilkleyicilerin hiicreye sinyal iletme yollarinda benzerlikler vardir. (Omegin;
artmis intraseltler Ca®* ve gen ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler
gibi.) Ote yandan her indikleyicinin sinyal transdiiksiyon metodu kendine
6zgudur. Yani T hucre reseptér aktivasyonu veya adenozin muamelesi yoluyla
apoptozis indUksiyonu, sitoplazma iginde nikleer degisikliklere yol agan ayri
sinyal transdiksiyon yollan izler. Glukokortikoid sinyali ise nikleusa direkt
olarak glukokortikoid reseptér yoluyla transfer edilir, béylelikle bazi sinyal
yollarini es gecer. Bu nébetlese birbirini izleyen alternatif sinyal yollarina
ragmen bu sinyallerin belli bir noktada apoptotik programin ilerlemesine izin
veren ortak bir basamak veya basamaklarda bulustugu éne surGimustar.
Apoptozisin RNA ve protein sentez inhibitérlerince bloke edildigi timositlerde, bu

basamak bir ya da daha fazla genin ekspresyonundaki bir degisim seviyesinde
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olabilir. Toksinler ve kanser kemoterapétik ajanlar gibi nonfizyolojik faktérlerin
timositierde apoptozisi indukleme yetenekleri, fizyolojik yollarindan birini suni
olarak stimile etme yeteneklerine bagl olabilir. Bu, interseltler Ca2+'u
artirarak, stimulatér PKA (Protein Kinase A) yolunu agarak, PKC (Protein
Kinase C) eylemini bloke ederek veya direkt olarak gen ekspresyonunu
degistirerek yapilabilir (16).

Sitozolik iyonize Ca, apoptozisin yapisal degisikliklerine yardim eden
latent enzimleri aktive eder. Bu enzimler, kalsiyum bagli endonikieaz,
transglutaminaz ve calpain gibi kalsiyum bagh proteazlardir.

Hizli ve duzenli DNA fragmantasyonu uzun zamandir apoptozisin
biyokimyasal ayirdedici ézelligi olarak kabul edilmektedir. Baglangicta DNA nin
300- ardindan da 50 kilo base ciftli fragmanlara ayrigmasi, daha sonra da inter
nikleozomal DNA nin apoptoziseé ugrayan hcrelerin tumini degil de gogunu
etkileyen cift bélinmesi vardir (14).

Interleukin-1beta-converting enzyme (ICE) ve granzyme B gibi
sitoplazmik  proteinazlar apoptozisin garpici  hucresel  degisiklerinin
olusturuimasinda etkilidir. Endonutkleaz, DNA pargalanmasi ve kromatin
kondanzasyonunda; calpain olarak adlandirilan proteaz ise, sitoskletonun
bozulmasi ve hicre buzulmesinde etkilidir (17). Ote yandan apoptozisin daha
ileriki safhalarinda aktive olan doku transglutaminazlan yiksek oranda gapraz
bagh subplazmalemmal protein iskeletleri olustururlar ki bunlar apoptotik
cisimlerden fagosite ediimesinden dnce potansiyel olarak zararli intraselGler

enzimlerin salinimini énler (14).
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Komsu hucreler tarafindan apoptotik cisimlerin fagosite edilmelerinde,
apoptotik cisimlerde taninmalarini saglayan, spesifik bazi kimyasal degisimlerin
olduju dusuntimektedir. Fagositoza ugrayan hicrelerin, hizh bir gekilde
ortadan kaldinimasi sirasinda bir inflamatuar cevap baglatabilen ve potansiyel
olarak zararl intraselller bilesenlerin salinmasi engellenir.

Apoptozis sonucunda hlcre ylzey karbonhidratlari spesifik degisiklikiere
maruz kalir. Hicre membraniarinda glukopropteinlerin yan zincirlerinden sialik
asit reziduvlerinin bilinmeyen bir mekanizma tarafindan kaybiyla normalde
maskelenmis olan N-asetil glukozamin, N-asetil galaktozamin ve galaktoz
ortaya g¢ikar. Bu rezidlvler sayesinde, apoptotik cisimlerin ylzeyi, makrofaj
Gzerinde varoldugu disundlen lektinler ile etkilesim igin gegerli hale gelir (18).

Apoptotik htcrelerin taninmasini iceren spesifik mekanizmalar hicre tipi
ile degigkenlik gosterebilir. Ornegin, nétrofilerde apoptotik hiicrelerin
taninmasinda, makrofajlarin Ustinde mevcut olan oVB3 vitronektin reseptdr
integrini aracilik yapar. Makrofaj tarafindan salgilanan trombosdin CD36 igin, bir
liganddir ve CD36'yva karsl olusturulan monoklonal antikor, eozinofiller ve
lenfositler tarafindan makrofajin taninmasini énler. Bunun aksine timositlerde
membran fosfolipitlerinin asimetrisi ile, fosfotidilserinin agiga ¢ikmasi fagositoz
ve uzaklastirma igin bir sinyal olabilir. Fagositler Gzerinde, aVB3 integrin
reseptértnd, ve karbonhidrat degisikliklerini tanimak igin oldugu kadar apoptotik
hacreler Gzerindeki fosfotidilserini tanimak i¢in de reseptérier bulunur. Tanima

ve uzaklastirma mekanizmasi, hucre tipi ve fagositoza yénelik olabilir (27).
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Apoptotik Sinyal iletimi ve Molekiiler Mekanizmalar

Apoptoza yol agan uyar hlcreye, yagamini sirdurtct endokrin, parakrin,
otokrin uyarilarin kesilmesi (19), cesitli hasar yapici patolojik ve fizyolojik
etkenler (20) veya "Fas ligandl" oérneginde oldugu gibi bagka hicrelerin
ylzeyinde bulunan molekiller seklinde gelebildigine gére bu farkli uyarilar
ortak 6lum programini nasil aktif hale getirmektedirler? Apoptotik 6lim
programinin efektér ve regulatérieri nelerdir? Bu sorularin yanitlan ayrintih
olarak bilinmese de &zellikle son birkag yildaki ¢alismalar agagida tartigilacagi
gibi olayin ana hatlarinin anlagiimasini saglamistir.

Hucre igi sinyal iletiminin molekuler mekanizmalari gene son yillarda
yogun olarak galisiimaktadir. Apoptotik sinyal iletimiyle ilgili bugine kadarki
buigular cogalma ve farkhlagsma gibi bagka sinyallerin iletiminde gérev alan
moleklll ve enzimlerden apoptotik sinyal iletiminde de yararlanildigini
gdstermektedir. Dogal olarak hucre ici sinyal iletim sisteminin farkl bilesenleri
farkl derecelerde kullaniimaktadir.

Kalsiyum

Hucre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca™ iyonlarinin
sitozoldeki konsantrasyonunun apoptoz sirasinda ylkseldigi pek ¢ok sistemde
gbzlenmigtir (21). Farkli adenilat siklazlari aktive ve inhibe etme yetenegiyle
Ca™, cAMP ve protein kinazlar (zerinden sinyal iletimini etkileme
yetenegindedir. Hucre ici cAMP ylkselmesinin farkli hicrelerde apoptozu
uyardigi belirtiimektedir (22). Ancak sitozolde Ca™ yukselmesinin cAMP'den
bagimsiz olarak da apoptoz yaratabildigi yolunda bulgular vardir (12). Sitozolde

Ca™ artiginin apoptozu nasil uyardi§i acik degildir. One surilen potansiyel
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mekanizmalar arasinda Ca™ iyonlarinin inaktif durumdaki proteaz ve
nikleazian aktive etmesi, fosfolipazi aktive ederek mitokondri membran hasari
yaratip ATP sentezini dusrmesi olasiliklari (21) sayilabilir. Gekirdek DNA'sinin
apoptotik pargalanmasinda gérev alan endonikleazin Ca++ tarafindan aktive
edilip proteolizden korunurken, Zn++ tarafindan inhibe edilmesi Ca++
iyonlarinin Zn++ ile kompetisyona girerek endonikleaz aktiflestirebilecegini
dastindurmistar. Hicre i¢i Zn++ iyonlarinin gelasyonunun apoptoz yaratmasi
bu yénden ilgingtir, ancak kanit olarak degerlendirilemez.

Ca™ hucre iginde homojen olarak dagilmamistir ve normalde
endoplazmik retikulum (ER) Iumeninde sitozolden daha yuksektir. Bu ylkseklik
blyik oranda bir Ca™ - ATPaz pompa proteininin ATP harcayarak Ca ++
iyonlarini sitozolden ER lumenine tagimasina baglidir. Bu Ca++ -ATPaz'in
spesifik inhibitéri olan "Thapsigargin"in ER Ca++ iyonlarini azaltip sitozolde
arttirmasi ve apoptoza neden olmasi (23) Ca++ etki mekanizmasi yéninden
anlamlidir. Ca++ iyonlarinin ER lumeninden kaybi bagka etkenlerle gelisen
apoptotik hiicre 6lumlerinde de gérulmustar.

Protein Kinaz C

Tamér promoteri phorbol esterlerinin protein kinaz C (PKC)'yi uyardiklar,
bilinmektedir. Phorbol esterlerinin lenfosit ve néronlarda apoptozu énleyici etki
gosterdikleri bulunmustur. Bu bulgular daha sonra PKC'yi aktive eden farkli
tumér promoterlerinin, 7 farkli hucre ¢esidinin hepsinde de farkli yollarda
uyanilan apoptozu 6nlediklerinin  bulunmasiyla desteklenmisti. PKC
inhibitérlerinin ¢ogalmakta olan hucrelerde apoptoz yaratmalari (24) gene

PKC'nin anti-apoptotik etkisiyle uyumludur.
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PKC'nin apoptozu nasil engelledigi aglk degildir. C-fos gen
ekspresyonunu, dolayisiyla transkripsiyon faktéri AP1 olugsumunu saglayarak
anti-apoptotik etkili baska genlerin ekspresyonuna yol agma olasiligi
tartisiimigtir. Diger taraftan PKC aktivasyonu ile hicre i¢i daha alkali hale
gelirken apoptoz sirasinda hcre iginin daha asit hale gectiji de 6ne
surlimustar (24).

Redoks Reaksiyonlar

Pro-oksidan maddeler ve oksidatif hasarin ¢ok sayida farkli hicrede
apoptoz yarattigi bulunmustur. Ayrica anti-oksidan etkileri bilinen redukte
glutatyonun (GSH) hicre i¢i konsantrasyonunun artiriimasi sadece oksidatif
hasar yarattiklari bilinen uyarilarla gelisen apoptozu degil, hucreye gelen
cogalma faktérierinin uzaklastiriimasiyla gelisen apoptozu da énleyebilmistir. iki
bagimsiz calisma Bcl-2'nin antioksidan etki gosterdigini ve oksidatif hasar
gelisimini engelleyebildigini gostermistir (25,26). Bir ekspresyon vektori
Uzerinden bcl-2 ekspresyonu néronlarda GSH konsantrasyonunu bazal
seviyenin iki katina c¢ikarmis ve pro-oksidan maddeler tarafindan yaratilan
apoptozu 6nleyici etki gostermistir .

Genetik Regiilasyon

Apoptozis en azindan baslangi¢ asamalarinda eksternal veya internal
sinyallere kars! spesifik genlerin aktivasyonuna ihtiyag duyan aktif bir hadisedir.
Ancak genetik regulasyonu tam olarak anlasiimig degildir. Regllasyonda
nispeten daha iyi anlasiimig genler c-myc, p53, bcl-2'dir (28).

Nulkleer protoonkogenlerden myc ailesi, hicre gelisimi, diferansiyasyonu

ve transformasyonu esnasinda kritik rol oynar. Hicresel transformasyona c-
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myc'in nasil yardim ettigi henlz tam olarak bilinmemektedir. c-myc protein
ekspresyonu hlcre proliferasyonu ve diferansiyasyonuyla ¢ok yakindan alakali
olmasina ragmen c-myc ekspresyonu tum kosullar altinda apoptozisin
indlksiyonu igin sart degildir (29).

Nitekim c-myc fonksiyonu Uzerinde yapilan c¢alismalar, mikro cevreye
bagimh olmak kaydiyla myc regllasyonunun proliferasyon ve hicre 6limu
arasindaki dengeyi degistirdigini gostermistir. Ornegin, serum ve oksijen
azalmas| durumunda bu denge apoptozisle hiicre 6lumu lehine bozulur. Oysa
ortamda insllin benzeri blyume faktérii 1 gibi bayume faktérleri varsa, myc
tarafindan dereglle olmus hicrelerin serum ile atilmasi engellenir ve denge
proliferasyon lehine degisir (30).

GunUimizde apoptozisin spesifik supresyonunun bcl-2 tarafindan
saglandi§i kabul edilmektedir. bcl-2 (B cell lymphoma-leukemia-2 gen), orijinal
olarak, t(14:18) translokasyonu tasiyan B hicre lenfomalarinin kromozomal
kiriima noktasinda ayirdedilir. bcl-2 nin agiri ekspresyonunun, apoptozisi bloke
etmek yoluyla hiicresel proliferasyona etki etmeden hicrelerin hayatta kalma
sUrelerini uzatabildigi gésterilmistir (31). bcl-2'nin fonksiyonel butinlaga bir bel-2
proteininin bax proteini ile heterodimerize olmasi ile saglanir. Bu bcl-2/bax
heterodimeri, hicre 6luminl engelleyen fonksiyonel Gniti meydana getirir.
Ornegin yuksek oranda bcl-2 eksprese eden timositierde apoptozise karst
direng gelistigi géralmustar. Bu yolla hiicre hayatinin devamini destekleyen bcl-
2 mutasyonlari, malign transformasyonu kolaylastirir. Meme, akciger ve kolon
karsinomlarinda bcl-2'nin artmisg ekspresyonu tedavi metodlarina cevap verip

vermemelerinde etkili olabilir (31).
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Farkh I6semi tarlerinin ilag tedavisine hassasiyetierinin incelendigi bir
calismada yiksek seviyede bcl-ekspresyonu ile apoptozisi indukleyen birka¢
kanser kemoterapatik ilaca karsi kuvvetli direng goéstermeleri arasindaki
korelasyon gdsterilmistir (32).

Diger taraftan bax proteininin agiri Gretimine bagh olarak, bax dimerleri
kendi aralarinda dimerize olurlar ve bax/bax homodimerleri meydana getiririer.
Bu durumda bcl-2'nin homologu olarak bax'in fonksiyonunda bcl-2'ye goére
farklilik meydana gelir. Bu farklihdin apoptozisi tetikleme yonunde degil de
yalnizca apoptozis hizina ivme kazandirma yéninde oldugu dastuntlmektedir
(33).

Normal p53 proteini ¢ok kisa bir yari émre sahiptir. Aslinda histolojik
kesitlerde gérilmez. Aksine apoptozisin indiklenmesinde etkisiz olan mutant
p53, karsinomlarin hemen hemen vyarisinda kolayca saptanabilir. Bunlar
arasinda siklikla kéti prognoza sahip meme, kolon, pankreas karsinomlari
sayilabilir (34).

insan malignitelerinde siklikla mutasyona ugrayan p53 timér sUpresér
geni, DNA hasar ardindan apoptozisin baglamasinda kritik 6neme sahiptir.
DNA hasarina kargi G1S kontrol noktasinda hicre siklusunu durdurur. lyonize
radyasyon ardindan radyasyona ugrayan hucrelerde p53 proteini seviyeleri
artar. DNA tamiri igin zaman saglanir. Sayet tamir mumkin degilse hasarli
hicreler apoptozisle ortadan kaldirilir (34).

Yapilan son ¢aligmalar, 5-floururacil, etoposide, cisplastin gibi bazi
antikanser ajanlar ve iyonize radyasyon tarafindan tetiklenen apoptozis

indUksiyonunun, wt-p53 (wild type)'e ihtiyag duydugunu géstermistir. Bu ylizden
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cok basamakli karsinogenez sirasinda prekanseréz hucrelerde tumor
sUpresyonunu tesvik edici olarak p53'Un degismesi p53 bagh apoptozisin
kaybiyla huicrelerde apoptozise karsi direng gelisir ve hayatta kalma avantajl
kazanirlar (29).

2.2.5. Apoptozise Bagh Olarak Ortaya Gikan Baz1 Fizyolojik Ve
Patolojik Olaylar

Apoptozisin fizyolojik ve gelisimsel olaylarda énemli rolt vardir, fakat
cesitli patolojik durumlardaki hiicre élumlerini de agiklar. Asagida apoptozisin
goraldigu durumlarin ézeti sunuimaktadir.

Normal Geligim Sirasinda Apoptozis:

Metamorfoz esnasinda az gelismis omurgalilarda larval organlarin
regresyonu, érnegin bir iribasin kurbagaya déntstrken kuyrugunu kaybetmesi
gibi, morfolojik olarak tipik apoptozis ile gergeklesir.

Omurgalilarda birgok vicut sistemlerinin gelisiminde apoptozis devreye
girer. Buna birkag¢ érnek sunulacak olursa; damak yariklarinin fizyonu sirasinda
fuzyon ilerledikge gereginden fazla epitel, apoptozise ugrar. Sinir sisteminin
gelisimi sirasinda meydana gelen hicre 6lumi ¢ok yaygin sekilde
arastirdmigtir, apoptozis seklindedir ve astrositler, oligodentrositler ve néronlari
iceren gesitli hlcre tiplerini etkiler (35). Néronlarin % 50 kadari hedef hicreleri
ile sinaptik baglanmalar yaptiktan hemen sonra o6lurler. Hucre 6lumindn
néronlarin  hedef hicrelerden spesifik hayatta kalma faktorlerini
alamamalarindan kaynaklandigi dasuntimektedir. Intrauterin hayat esnasinda
memeli barsak mukozasindaki epitel hicreleri, apoptozise ugrarlar. Bdylece

[umen genisler ve villuslar olusur. Normal geligsen sigan bébreginde metanefrik
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mezenkimal hicreler apoptozis igin programlanmigtir. Bunlar Greterik tomurcuk
hicrelerinden gelen hayatta kalma sinyallerini alamazlarsa 6&lurler. Wolffian
duktusunun bir diga uzantisi olan Ureterik tomurcuk tarafindan mezenkimin iggal
edilmesi apoptozisi bloke eder ve mezenkim epitele déniserek diferansiye olur.

Apoptozis, immun sistemin hem gelisiminde hem de devaminda anahtar
rol oynar. Gelismekte olan timusta, T hucre reseptérl immatir T hlcrelerini
apoptozise indukler. Self- reaktif T hicreleri bu yolla elimine olur. B hacrelerinin
toleransinin  indiksiyonunda da muhtemelen apoptozis rol alir. Benzer bir
hadise ile otoreaktif B hiicreleri yok edilir (35).

Yetiskin Dokularda Normal Hiicre Siklusu:

Hucrelerin spontan apoptotik silinmesi yavas ve hizli prolifere olan
memeli hlcre popuUlasyonlarinin degismez bir 6zelligidir. Beyin ve kalp gibi
predominant olarak postmitotik hiicre iceren dokularda normal kosullarda
apoptozis saptanmaz.

Yavag prolifere olan (6rnegdin, karaciger, pankreas, prostat ve parotis bezi
gibi) dokularda az sayida apoptotik cisimier bulunur. Karacigerde bunlar
terminal hepatik venQlin yani olan zon 3'te bulunur.

Gastrointestinal epitel gibi hizli prolifere olan dokularda iyi tanimlanmig
proliferasyon ve apoptozis zonlari vardir. ince barsakta apoptotik hiicreler en
siklikla villuslarin ug¢larina dogru gérulur.

Lenf nodullerinde, antijen badlama yeteneklerine gére segildikleri icin
germinal merkez sentrositleri arasinda yidksek bir 6lum orani vardir.
Secilmeyenler apoptozise ugrar ve germinal merkez makrofajlarini gérilen

tingible cisimleri haline dénlsturarler.
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Kemik iligindeki megakaryosit kalintilar, sitoplazmalarinin gogunu
plateletler halinde agia gikardiktan sonra apoptozis yoluyla élur. Yaglanmis
nétrofiller de apoptozise ugrar. Béyle hicreler taninir ve makrofajilar tarafindan
fagosite edilir. Bdylece bunlar 6lurken, lizozomal enzimleri salmalan ve
inflamatuar cevabin bllyimesi engellenmis olur (35).

Birgok hlicre populasyonlarinin boyuty, ilgili faktérlerin dolasim igindeki
seviyeleri dustugl zaman hucre kaybina yol agan bayume faktérleri ve
hormonlarin kontrolt altindadir. Bu hiicre kaybi daima apoptozia olur.

Normal vyetigkin insan memesinde duktusun ve duktuler epitel
hlcrelerinin - mitozu, 28 gunluk bir menstrual siklusun 25.gininde
maksimumdur. Apoptozis ise 28.glinde maksimuma ulagir. Burada apoptotik
zirve lobuler epitel igindeki bcl-2 proteininin immun boyanmasindaki keskin
dagisle karsilikh iligki halindedir. Apoptotik hucreler glandiler limenler igine
atilmak yerine, komsu epitelial myoepitelial ve intraepitelial makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler (36).

Diger dokularda invollsyon stimulusu bilinmemektedir. Strmekte olan
diglerin cevresindeki dokularin rezorbsiyonu da apoptozisi gosterir (4).

Hiicre aracili immiinite:

Sitotoksik T htcreleri, K hiicreleri ve dogal katil hiicreler tarafindan tesvik
edilen hicre 6lumi de apoptozis seklinde olup, bunlar immun denetiminin bir
parcasidir.

T hicre aracili apoptotik hicre o6lumi, aym zamanda transplant
rejeksiyonu, konaga karsi greft hastalid, akut ve kronik hepatit, primer bilier

siroz ve liken planusta da etkili olabilir (37).
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insan immun yetmezlik virasa (HIV) tarafindan CD4+ T hucresi
apoptozunun uygun olmayan tesviki, AIDS'nin patogenezinde etkili olabilir.
AlIDS'te lenfosit azalmasinin mekanizmasi sayet gercekten apoptozis ise
apoptozisteki metabolik bir basamagin bloke edilmesi immin yetmezligin
baglamasini geciktirebilir (38).

2.2.6. Kanserde Apoptozis:

Kanser, DNA'daki degisikliklerin yol agtigi anormal hiicre akimulasyonu
olarak tanimianir. Hicre 6limu ile hicre bélunme oranlarinin karsilagtiriimasi
hizli kanser geligimini aciklar. Bazi tumér hicreleri normal hiicrelerden daha
yavas bélunurier, ancak hicrelerin hayatta kalma slrelerinin uzamasi kanser
gelisiminin devamina neden olur. Birgok karsinojen DNA hasarina neden olur.
Bu asamada htcre bu tir zedelenmeye birkag degisik yolla cevap verir. Hucre
béluinmesi DNA hasarinin tamirinden sonraya ertelenir, sayet tamir mumkin
degilse hasarli hlicre apoptozise gidebilir ya da hlcre araliksiz olarak hicre
blyime siklusu ile bélunmeye devam eder. Bu anlamda apoptozis, genetik
lezyonlu hucrelerin ortadan kaldiriimasiyla malign transformasyonu énler.

Multistep karsinogenezis sirasinda kanser hicreleri p53 gibi cesitli
genlerde mutasyona maruz kalirlar. Bu genetik degisikliklerin birikimi ile
hicreler dis uyarilara tamamen duyarsiz, apoptozise direngli hale gelirler ve
kontrolstiz olarak prolifere olurlar. Fakat kanser hicrelerinde 6lim sinyal
yolunun hangi genler ve hicresel faktérler tarafindan ve nasil dizenlendigi
henlz bilinmemektedir.

Anormal p53 ve bcl-2 ekspresyonu sonucunda ortaya ¢ikan ve bozulmus

apoptozis indUksiyonu, sUphesiz birgok tumérin olugum ve ilerlemesine

26



katiimaktadir. Bunun yaninda aslinda her malign tumérde bir miktar apoptozis
oldugu ve bunun belirgin sekilde tumér blyumesini geciktirdigi dugintlmektedir.
Burada muhtemelen orta siddette iskemi, sitotoksik T lenfositler tarafindan
infiltrasyon, makrofajlar tarafindan salinan TNFo ve apoptozisin intrinsik
aktivasyonu olaya katilir. Ayrica radyoterapi, hipertermi ve kemoterapi en
azindan apoptozisi tegvik etmeleri ile tumér regresyonunu desteklerler (29).
Fakat fonksiyonel p53 icermeyen veya bcl-2 eksprese eden tumérler sikhkla bu
ajanlara direnglidir. Birgok antikanser ajamin primer hicresel hedefleri
tanimlanmisg olsa da kanser hicrelerinin selektif hicre élumine veya ilaca
direncin molekuler bazina ait hadiseler hakkinda bilinenler ¢ok azdir. lyonize
radyasyon gibi belli stimuluslara karsi apoptotik cevap gelismesi igin pS3 sarttir.
Fonksiyon goéren p53 icermeyen tumér hlcre dizileri wt-p53 transfer edilerek
apoptozis yapabilir hale getirilebilmektedir (23). Farkll tiplerde timérierde
devreye giren tumdr baskilayici gen p53, hem bir gen spesifik transkripsiyon
faktért, hem de belli genlerin transkripsiyonunun spesifik bir inhibitéri olarak
fonksiyon goérir. wt-p53 eksprese etmeyen tumdr hucrelerinin wt-p53
reekspresyonunun iki fizyolojik sonucu vardir: G1 arresti ve apoptozis. p53
tarafindan G1 arrestinin mekanizmasi, apoptozisi tetikieme yeteneginden daha
iyi tanimlanmigtir. Bir transkripsiyon faktérl olarak p53, sikline baglh kinazlarin
(CDKs) bir inhibitérl olan p21 WAF/CIPUSdiln ekspresyonunu indikler. Yani G1

1 WAFICIPISAI eispresyonu ile

arresti sadece p53 tarafindan indiuklenmis p2
gelisebilir (34).
Ebstein Barr viris proteinleri lenfoma hicrelerinde bcl-2 protein

ekspresyonunu artirir. Bayime faktérlerinin ortamdan elimine edilmesinden
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sonra asin bcl-2 eksprese eden hicrelerin normal B lenfositlerle
kargilastinldiginda, hayatta kalma surelerinin daha uzun oldugu ve iyonize
radyasyon ve glukokortikoidlere direng kazandiklari géralmuastar. bel-2'nin agin
ekspresyonu c-myc tarafindan indiklenen apoptozisten hicreleri korur (17).
Apoptozisin genetik kontrollerinin ve biyokimsayal mekanizmalarinin
daha iyi aniagiimasiyla hastalik proseslerindeki katihmini module eden terapétik

stratejilerin geligtiriimesi Umit edilmektedir.

2.3. APOPTOZIS REGULATOR GENLERI

2.3.1. Tumor supresor gen, p53

DNA hasari, onkogen aktivasyonu, gesitli sitokinler veya sitokin yoklugu,
hipoksi ve 1s1 soku p53 bagimli apoptozise yol acar. Bu nedenle p53 hicre
hasarinin tamirinde yer aldigi gibi karsinojenik potansiyeli de sinirlar.

p53'Un hangi biyokimyasal basamaklarla apoptozisi indikledigi hentiz
tam olarak agikliga kavusmamistir. One siriien bir mekanizmaya gére p53, bcl-
2 gen ailesinden olan bax'in transkripsiyonunu bcl-2'ye oranla daha fazla
artirarak apoptozisi saglamaktadir. Ikinci bir yol bcl-2'nin transkripsiyonunun
baskilanmasi, G¢tncu bir yol ise bcl-2 ailesinin diger Gyelerinin etkilerinin
modifikasyonudur. Gen ekspresyonu gerektirmeyen diger bir yol ise p53'Un
apoptozisle ilgili proteinle kompleks olusturmasidir.

Normal hicreler DNA hasarina maruz kaldiklarinda iki sekilde cevap
verirler: hiicre siklusu aresti veya apoptozis; p53 bunlarin her ikisinde de yer
alir. Bu sonuglardan hangisinin gértlecegi hiicre tipi ve etki eden ajana baghdir.

Mekanizmalar farkli olan bu iki yol arasinda gesitli durumiarda iligki olabilir (34).
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Gunumizde kanser aragtirmalarinda en blyuk ¢aba, spesifik gen
degisiklikleri ile tamérin klinik davranigi arasindaki iligkiyi aragtirmaya yéneliktir.
Kanser gelisimine neden olan genetik degisiklikler tek bir basamaktan ibaret
olmayip, kompleks bir olaylar zinciridir. Bu genetik degisikliklerin meydana
gelmesinde onkogenlerin hucre proliferasyonunu indiklemesinin yani sira,
tumor suprese edici genlerin gogalmayi inhibe edici etkilerinin ortadan kalkmasi
da rol oynamaktadir (3).

Tumér suprese edici genler, normal huicre genomunda varolan heterojen
bir gen grubudur. Tumér suprese edici genlerin fizyolojik fonksiyonu, hucre
cogalmasini regiile etmektir. Bu genlerin inaktivasyonu veya kaybi, hicre
cogalmasinin regulasyonunda bozukluklara yol agarak kontrolstiz hicre
proliferasyonuna ve sonugta tiiméral gelisime neden olur (39).

Gunumizde sitogenetik, molekuler, immunohistokimyasal ydéntemier
kullanilarak insan kanserlerinde en sik saptanan gen degisikliginin, p53 tumér
supresér geninde oldugu saptanmistir. Tumor supresér gen ailesinin bir Gyesi
olarak kabul edilen p53 geni. 17 kromozomun kisa kolu Gzerinde yerlesmistir
(17p13.1). p53 geni ilk olarak 1979 yilinda David Lane tarafindan tanimlanmigtir
(2).

p53 geninin DNA sentezi, onarimi ve programli hicre Slimintn
kontrolinde rol oynadidi bilinmektedir. Bu genin inaktive olmasi ya da
fonksiyonunu kaybetmesi karsinogenezisin ilk basamagini olusturan énemli bir
surectir (40).

Akciger, kolon ve meme kanserleri, glioma, kronik myeioid i6semi,

sarkoma, mezotelyoma gibi birgok timoér grubunda p53 mutasyonlar tespit
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edilmistir. Benzer sekilde kadin genital sisteminin birgok malignitesinde de p53
geninde degisiklikler oldugu bildirilmigtir. Epitelyal over tumérlerinde erken
evrede % 16-40, ileri evrede % 50, endometrium kanserinde % 10-31, serviks
tumorlerinde % 5 oraninda p53 gen mutasyonu saptanmigtir (3).

p53 geninin fizyolojik aktivitesini kaybetmesi degisik mekanizmalarla
olmaktadir. Kromozom 17'de allel kaybi veya mutasyon gelismesi sonucunda
p53 geninin tumor supresor aktivitesi kaybolur. p53 genini diger tUmér supresoér
genlerden ayiran en énemli 6zellik, tamdr olusumunu baskilayici fonksiyonunun
kaybi i¢in hlcrede tek bir allelin inaktivasyonunun yeterli olmasidir. Knudson
tarafindan ortaya atilan bir hipoteze gére, bir tumoér supresér genin
fonksiyonunun ortadan kalkmasi igin her iki allelin de inaktivasyonu
gerekmektedir. Buna karsin mutant p53 proteininin, hicresel "heat shock
protein”" (hsc 70) ile olusturdugu komplekse normal p53 proteinin de dahil
olmasi ile, uzun yari 6marli fonksiyon gérmeyen kompleksler olusur. Béylece
normal p53 proteini inaktive olur. Sonugta bir mutant ve bir normal aller tagiyan
hlcrede, fonksiyonel p53 aktivitesi izlenmez. Bu tip mutasyonlara "dominant
negatif' denir, ¢inkl mutant allel dominant olarak davranir ve normal allelin
fonksiyonunu engeller (34).

p53 geninde fonksiyon kaybina neden olabilecek birgok mutasyon
tanimlanmigtir. Nokta mutasyonlar, intragenetik delesyonlar vs. bunlar
arasindadir. Nokta mutasyonlarin rastgele olmadigi, yaklagik % 90'inin genin
orta 1/3'4nde lokalize oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda olugan nokta
mutasyonlarin buytk gogunlugunda baz insersiyonu veya delesyonundan ¢ok,

baz substitusyonu oldugu gdésterilmigti. Bu tip mutasyonlara "sicak nokta"
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mutasyonlari adi verilir, bazi tGmdr gruplarinda siklikla izlenirken, bazilarinda
nadiren gdézlenirier (34, 41-43).

p53 geninin kodladigi p53 proteini, normal hlcrelerde dustk seviyelerde
bulunan 393 aminoasitli bir nikleer fosfoproteindir. ilk olarak 1979 yilinda
Simian Virus-40''n (SV-40) buyuk tumdr antijeni ile kompleks olugturabilme
ozelliginden dolayr tanimlanmistir. 53 kD agirhgindaki p53 proteini, hiicre
¢ogalmasinda bir dlzenleyici protein olarak rol oynamaktadir (3,34).

"Wild-tip" olarak da bilinen normal p53 proteini (wt-p53), hiicre gogalmasi
Uzerinde negatif regulatér etkiye sahiptir. Bu protein tim normal hlcrelerde
distk seviyelerde mevcuttur. Fizyolojik kosullarda wt-p53 proteininin yari émrQ
20-30 dakikadir. Bu nedenle normal hicrelerde wt-p53 immunoreaktivitesi
izlenmez.

Hucreler kimyasal madde, radyasyon, ultraviole isinlan gibi mutajenik
ajanlara maruz kaldigi zaman wt-p53 proteininde degisiklikler meydana gelir.
Normalde ¢ok kisa yari émure sahip olan protein, stabilize olarak htcre
nukleusunda birikir. Yari émQrl uzayarak 24 saate kadar ulasir ve DNA'nin
spesifik bélgelerine baglanarak hicre siklusunun G1 fazinda duraklamasina
neden olur. Bu duraklama dénemi ile DNA'daki hasarin giderilmesi igin hlcreye
zaman taninmis olunur.

Hucre igindeki artmis wt-p53 proteini ayni zamanda, spesifik olarak
apoptozisi aktive etme O&zelligine sahiptir. Bilindigi gibi apoptozis, toksik
maddeler ve DNA hasarina yol acan ajanlara maruz kalan hicrelerin gegirdigi

bir kontrol sdrecidir. DNA hasari meydana geldiginde htcrelerin apoptozis
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gecirmeleri i¢in, normal fonksiyon gésteren wt-p53 proteinine ihtiyag vardir (34,
41-45).

Buna karsin p53 geninde meydana gelen degisiklikler sonucunda, normal
p53 proteini bu fonksiyonunu kaybeder. Sonugta olugsan mutant p53 proteini
hticre gogalmasini inhibe etme ve apoptozisi indukleme 6zelligine sahip degildi.
Ayni zamanda mutant form, normal p53 proteini ile oligomerik kompleksler
olugturarak fonksiyonunu kaybetmesine neden olmaktadir (29,34).

Mutasyonlar sonucunda sekil degisikligine ugrayan ve stabilitesi artan
p53 proteinin yari 6mri uzar. Bu nedenle, transforme hicrelerde ve timérlerde
immunohistokimyasal olarak tespit edilebiimektedir. Mutant p53 proteini DNA'ya
baglanma &6zelligine sahip degildir. Sonugta DNA hasarini takip eden hiicre
siklusunun G1 fazinda duraklama meydana gelmez ve bdylece DNA hasarli
hlcreler giderek cogalirlar. Bu arada ek mutasyonlar ve genetik hasarlar da
olaya katilabilir (29,34).

2.3.2. Bel-2

B-hucreli I6semi/lenfoma -2 (bcl-2) geni kromozom 18g21'de lokalize bir
proto-onkogendir ve ilk olarak B-hicreli 16semi ve folikler non-Hodgkin
lenfomada goézlenen t (14;18) kromozom translokasyonu ¢alismalarinda 1984
yilinda saptanmigtir (46). Bu translokasyon sonucunda 18. Kromozomda
lokalize gen, 14.kromozomdaki agir zincir immunglobulin geninin (IgH) yanina
yerlesir ve bcl-2/IgH flzyon geni olugarak artan miktarda bcl-2 expresyonu olur.

Bcl-2 expresyonunun énceleri sadece t (14;18) translokasyonu gésteren

B hlicre malignansilerinde goérlldtda dastnaltrken daha sonraki ¢alismalar,
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bcl-2 ekspresyonunun bu kromozomal anormalligi géstermeyen lenfo proliferalif
hastaliklarda ve normal lenfoid hlicrelerde de oldugunu géstermistir (47).

Bcl-2, 26 kD buylklugunde ve hidrofobik karboksi ucuyla intrasellller
membraniara yerlesen ve geri kalan kisminin sitozolde kaldigi bir membran
proteinidir. Subseltler lokalizasyon c¢aligmalari bcl-2'nin  mitokondrial dig
membranda, nikleer membran ve endoplazmik retikulumda yerlestigini
gostermistir (48). bcl-2'nin gérevi hiicre lumint baskilamak ve bu yolla hicre
proliferasyonunu etkilemeden yasam suresini uzatmaktir. Bcl-2 ile homolog
sekansa sahip bir grup gen tariflenmis ve bunlara bcl-2 gen ailesi adi verilmigtir.
Bu gen ailesinin en énemli 6zelligi htcre élumuyle ilgi olmalaridir. Bu ailedeki
genler fonksiyonel olarak antagonist olan iki gruba ayrilabilirler:

1) Hucre 6lumand baskilayanlar : bel-2, BCL-XL ve MCL-1 gibi,

2) Hicre 6limana destekleyenler : Bax, Bel-Xs ve Bad gibi.

Bcl-2'nin hicre 6lumG ve yagami ile ilgili regulatuar rolunin epitelyal
diferansiyasyon, morfogenezis ve tumdrigenezis igin de 6nemli‘ oldugu giderek
artan kanitlar sayesinde anlagiimaktadir (49).

Bcl-2'nin apoptozisi engelleyici etkisi ilk olarak B lenfosit ¢alismalarinda
gosterilmistir. Yagamak ve blyumek igin interldkin (IL-3)'e bagimli olan B hicre
grubunun kullanildigi bu calismada Vaux ve arkadaslar, bcl-2'nin
overexpresyonunun [L-3 yoklugunda bu hicrelerin yasamasina izin verdigini
gostermiglerdir (52). Bcl-2'nin hiicre gogalmasi (zerinde direkt bir etkisinin
oimadig dusinllmektedir; ¢lnkl bcel-2 overexpresyonu hicre cogalmasi ve

hicre siklusu paterninde bir degisiklige sebep olmamaktadir.Bcl-2'nin hicreleri
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apoptozisten kurtarmasi hicre siklusunun herhangi bir fazinda olabilir. Fakat
kesin mekanizmasi bilinmemektedir.

Bcl-2 proteininin ekspresyonu sadece hematopoietik dokularla sinirls
degildir; cesitli embriyonik ve yetiskin nonhematopoietik dokularda da
gérulmektedir. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir: 1) Tukrik ve ter bezleri ve
pankreas! da igeren tum exokrin salgi bezlerinin duktal hucrelerinde 2) Kok
veya cogalan hicrelerde, bazal keratinositler gibi 3) Hormonal uyariya cevap
veren hiicrelerde, uterus diz kas ve bez hicreleri, meme duktal epitelyumu gibi
(50).

Cesitli epitelyal malignansilerde bcl-2 ekspresyonu immunohistokimyasal
olarak gésterilmistir. Ornegin, nazofarengial (% 80), meme (% 79), prostat (%
76) kanserlerinde ve daha dustk oranlarda akciger, mide ve mesane
kanserlerinde (% 10). Normal epiteldeki topografik ekspresyon paterni iyi
diferansiye tumérlerde de korunuyor gibi gériinmektedir. Ornegin, derinin ve
nazofarenksin iyi diferansiye skuaméz kanserierinde bcl-2 ekspresyonu bazal
hicrelerle sinirhdir (51).

Bel-2 geni selller - ve viral onkogenlerle isbirligi yaparak hicresel
immortalizasyon ve/veya transformasyona yol agabilmektedir. Bu kooperatif etki
Vaux ve arkadaglar tarafindan lenfoid sistemde bcl-2 ve c-myc arasinda
gosterilmistir (52). Cesitli galismalarin sonucunda bcl-2 ekspresyonunun hiicre
yasamini uzattigr ve bdylece hicreleri kromozomal anormallikler, viral
enfeksiyonlar gibi risklerle daha fazla maruz birakarak malign transformasyon

veya tumér progresyonuna yol agtigi gériist belirmigtir.
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Son yillardaki ¢aligmalar bcl-2 ve bax genlerinin p53 tarafindan regule
edildigini gdstermektedir. Bcl-2 gen ailesinden olan bax (bcl-2 associated gene
X), bcl-2 ile heterodimerier olugturarak apoptozisi artirir. P53'Un iki farkl
fonksiyonu vardir: G1 fazinda hiicre siklusu arrestini ve apoptozisi indukliemek.
P53 bagimli apoptozis bcl-2 ekspresyonunun veya fonksiyonunun baskilanmasi
yoluyla gergeklesir. P53, bax upregulasyonuna veya bcl-2 downregulasyonuna
yol agarak hicre 6lumani indukler (31, 53-55).

Bcl-2'nin lokalize oldugu G¢ organel olan mitokondri, nukleus ve
endoplazmik retikulumda kalsiyumun regulasyonu mekanizmalardan birisi
olabilir. Fakat bu model, apoptozisin kalsiyum tarafindan yarGtGimedigi
durumlar agiklamada yetersiz kaimaktadir. Becl-2 nikleer membranda lokalize
oldugundan, niikleazin aktivasyonunun sebep oldugu DNA hasarini engelliyor
olabilir (49). Bcl-2 bir antioksidan olarak gérev yapabilir. H202 ve gama-
irradiasyonunun indukledigi apoptozisin blokaji buna émek verilebilir. Fakat bu
model de anaerobik kosullarda bcl-2'nin bloke ettigi apoptozisi agiklamada
yetersizdir.

Epitelyal timérler lenfoid malignansilere kiyasla kemoterapi ve
radyoterapiye daha direnclidirler. Bir hipoteze gbére prostat kanserinde
goruldagu Gzere artmig bel-2 ekspresyonu bu rezistansin sebebidir. Fakat bcl-2
ile terapdtik rezistans ve kotl prognoz érasmdaki iliski henuz diger
malignitelerde g&sterilememistir. Bunun igin daha ileri ¢aligmalarin yapiimasina

intiyag vardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. HASTA SECIMmI

Bu aragtirmada galisma grubu kapsamina 1990-1997 yilian arasinda
Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dodum Anabilim
Dal’nda opere edilmis 50 epitelyal over kanser (EOK) olgusu alinmstir.
Olgulara total abdominal histerektomi ve bilateral salpingooferektomi,
appendektomi ve/veya pelvik-paraaortik lenfadenektomi ve/veya omentektomi
yapilmig ve bunun yanisira kemoterapi uygulanan olgulara ise tedavi rejiminin
mutlak platosin icermesine dikkat edilmistir.

Hastalarin klinik kayitlari incelenerek yas, cerrahi evre ve takip sUreleri
hakkinda bilgi edinilmigtir. Bu calismada EOK tanisi konan olgularin ortalama
yagl 53.5 (25-71) olarak hesaplanmistir. Cerrahi evrelemede FIGO sistemi
kullaniimis ve olgular galisma kapsami igerisinde evre I-ll ve evre llI-IV olmak
Uzere iki ana grup halinde siniflandinimiglardir. Bu calismada ortalama izlem

slresi 45 (10-93) ay olup olgularin 11'i (% 22) izlem surecinde kaybedilmigtir.

3.2. HISTOPATOLOJIK KONVANSIYONEL INCELEME:

Calismadaki 50 olguya ait AUTF Patoloji Anabilim Dali'nda bulunan %
10 formalin ile fikse edilmis parafin bloklar arsivden cikartilarak yeniden
incelenmigtir. Bu bloklardan yapilan 6p'luk kesitler Hematoksilen_Eozin (HE)
yontemi ile boyanarak, timérin histolojik subtipi, grade'i ve mitoz sayisi tek bir
patolog tarafindan degerlendirilmistir (Resim 1-6 ).

Dunya Saghk Orguti'nin siniflandirma sistemine gére tiplendirme ve
gradelendirme yapilmigtir. Grade 1 (iyi diferansiye), adenokarsinomda glanduler

morfoloji iyi korunmus ve solid alanlar lezyonun % 10'dan az; grade 2 (orta
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derecede diferansiye), solid alanlar lezyonda % 10-50 oraninda yer tutuyor,
grade 3 (k6tu diferansiye), timoérin % 50'den faziasi solid alanlardan oluguyor.
Mitoz sayisi, on adet 400 blayutmeli mikroskop alaninda mitotik hicrenin sayilip,
ortalamalarinin alinmasiyla hesaplanmigtir. Calismamizdaki olgulara ait
ortalama mitoz sayisi degeri 3.23 olarak bulundugundan olgular, distk mitoz
saylli (<3.23) ve ylksek mitoz sayill (>3.23) olmak Uzere iki grupta
siniflandinimigtir.  Olgular histolojik subtiplerine gére ser6z ve musindz +
endometrioid olmak Uzere iki gruba ayrimis ve degerlendirmeler bu
gruplandirmaya gére yapiimigtir. Calismadaki olgularin histolojik tip, grade ve

FIGO evresine gére siniflandirmasi tablo 4’ da belirtilmisgtir.

Tablo 4: EOK’li olgulanin Histolojik Tip, Grade ve FIGO Evresine gore
siniflandinimasi

Grade Cerrahi Evre
Histolojik Tip Total
1 2 3 1+ =+
Seréz 9 20 5 7 27 34
Milsin6z+Endometrioid 6 6 4 7 9 16
Total 15 26 9 14 36 50

3.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Tumér dokusundaki p53 ve bcl-2 ekspresyonunu degerlendirmek
amaciyla her olguya ait ovaryal timér dokusu igeren % 10'luk formalin tespitli
parafin bloklardan 6y'lik kesitier, polylisin kapli lamlar Uzerine alinarak
hazirlanmigtir. Hazirlanan bu kesitler tablo 5'de belirtilen p53 ve bcl-2
streptavidin biotin peroksidaz immuanohistokimyasal boyama yoéntemi ile

boyanmis ve takiben tim preparatiar ayni patolog tarafindan degerlendiriimigtir.
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Tablo 5: Immunohistokimyasal olarak p53 ve bcl-2 boyama yéntemi

1. DEPARAFINIZASYON

37° C etiv-12 saat

67° C etliv-1 saat

Ksilen - 3x10 dk (dehidrasyon)

%100 etanol - 2x10 dk (rehidrasyon)

Distile su - 5dk

2. ENDOJEN PEROKSIDAZ AKTIVITESININ BLOKAJI

% 3 H202 - 5 dk

PBS (phosphate buffered saline=fosfat tampon solisyonu) banyosu 5 dk
3. ANTIJEN ACIGA CIKARMA (RETRIEVAL) ISLEMI

"Antigen Retrieval Solution" (Biogenex) 5x5 mikrodalga firinda (750W)
(Her 5 dakikalik seans arasinda mikrodalga iginde 1 dk)

Oda sicakhginda 20 dk

PBS banyosu 5 dk

4. PROTEIN BLOKAJI

Protein bloke edici soliisyon (Protein Blocking Solution-Zymed) - 20 dk
5. PRIMER ANTIKOR UYGULAMASI

Protein antikor 30 dk

PBS banyosu 5 dk

6. SEKONDER ANTIKOR UYGULAMASI

Sekonder antikor (Biotinylated Second Antibody-Zymed) 30 dk
PBS banyosu 5 dk

7. HRP-STREPTAVIDIN

Streptavidin peroksidaz solUsyonu (zymed) 20 dk

PBS banyosu 5 dk

8. KROMOJEN

AEC kromojen (Aminoethyl Carbazole Substrate Kit) 20 dk
PBS banyosu 5 dk

9. HEMATOKSILEN

Mayer's hematoksilen 1 dk

Musluk suyu 3 dk

10. KAPATMA

immu-mount soliisyonu ile kapatma
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Pozitif kontrol olarak p53 i¢in tonsil ve bcl-2 igin lenf nodu kullaniimigtir.
immunohistokimyasal olarak p53 ve bcl-2 dederlendirmesinde 151k mikroskobu
(Olympus Bx50) ve 400'luk bluyUtmeden yararlanulmistir. Tim preparatiardaki
p53 ve bcl-2 boyanma yayginligi % (ylzde) olarak degerlendirilmistir. Literatire
paralel olarak, incelenen kesitlerdeki tumér hucrelerinin % 10'dan fazlasinin
immunreaktifligi p53 ve bcl-2 gen ekspresyonu igin pozitif kabul edilmistir (20)

(Resim 7-10).

3.4. APOPTOTIK HUCRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Calisma kapsamindaki olgulara ait overyal tumér dokularindaki apoptotik
hicreleri degerlendirmek amaciyla parafin bloklardan 6y'lik kesitler hazirlanmis
ve insitu hibridizasyon yéntemiyle ( Apopdetek / Cell Death Assay System Enzo
kitiyle boyanarak) degerlendirilmistir. Bu boya tekniginin asamalar tablo 6'de

belirtiimigtir.

Tablo 6: Insitu Hibridizasyon Yontemiyle Apoptotik Hiicrelerin
Boyanmasi

A) Apoptotik Hiicrenin isaretlenmesi

1. Deparafinizasyon

2. Proteinaz-K (ready-to-use) ile proteinaziarin serbestlestirilmesi

3. % 0.3'luk H20- ile endojen peroksidaz aktivitesinin blokaji

4, PBS ile materyalin iki kez yikanmasi.

5. Dengeleyici tampondan 2 damla ekienerek materyalin 37° C'lik nemii
ortamda 5 dakika bekletilmesi

6. 45l label reagent ve 5ul Terminal transferazdan olusan Reaction
Mixture'den 50pl eklenmesi ve 60 dakika 37° C'deki nemli ortamda bekletilmesi

7. PBS ile banyo 3 dakika.
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B) Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

1. PBS banyosu 2 dk

2. Detection Reagent'dan 6-8 damla ekienip materyalin 37° C'de 60 dk
inkUbasyonu

3. PBS banyosu 1 dk.

4 Substrate Reagent ve DAB Reagent ile Renk Reaksiyonu Karigiminin
hazirlanmasi

5. Materyale bu karnigimin eklenip 37° C'de 20 dk inkUbasyonu

6. PBS banyosu

7. Tam materyalin gesme suyu igerisine konmasi

8. Zemin boyanmasi igin "Blue Counterstain" ile 2 dk inkiibasyon

9. Once PBS sonra distile su ile banyo

10. Suyun mounting medium olarak kullanilip lamlarin kapatiimas:

Takiben tim preparatlar 1g1k mikroskobu (Olympus Bx50) ile 400'luk
blayutmede degerlendiriimistir. Boyanmis preparatiardaki kahverengi depozitler
pozitif reaktiviteyi géstermektedir (Resim 11,12).

Her olguya ait preparatta 400 bUyUtmeli on adet mikroskop alaninda en
az 1000 tumér hlcresi degerlendirilerek apoptotik hicreler sayilmis ve
ortalamalari alinarak apoptotik indeks (Al) hesaplanmistir. Calismamizdaki
ortalama apoptotik hiicre sayisi 2.48 olarak bulundugundan olgular buna gére

digiik Al'li (<2.48) ve yiksek Al'li (>2.48) olmak Uzere iki gruba ayrilimiglardir.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZLER
Epitelyal over kanserlerinde apoptotik indeks p53 ve bcl-2 gen
ekspresyonunun sUrviv ve klinokopatolojik faktérierle  olan iligkisini

arastirdigimiz 50 hastadan olusan bu galigmamizda elde edilen veriler khi-kare
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Resim 2. Musinéz adenokarsinom (H&E ; x 100)

£

Resim 3. Enmetloid adenkarsingm (&E : xO)
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Resim 4. Belirgin papiller yapilar olusturan tumér hicreleri: grade |, seréz

¢
{ . R R a

# 5 3 ) 8a 0 %l Y
Resim 5. Kribriform sahalar olusturan tumaor hicreleri: grade I, serdz

papiller adenokarsinom (H&E ; x 100)
. AT R

adenokarsinom (H&E ; x 100)

43




Resim 7. Tumér hucrelerinde kuvvetli Resim 8. Tumér hicrelerinde kuvvetli
nikleer p53 pozitifligi (x 100) nikleer p53 pozitifligi (x 200)

Resim 9. Tumér  hicrelerinde Resim  10. Tumér  hucrelerinde
perintkleer, stoplazmik bcl-2 pozitiflidi perintkleer, stoplazmik bcl-2 pozitifligi
(x 100) (x 200)

Resim 11. Apoptotik tumér htcreleri Resim 12. Apoptotik tumér htcreleri
(ISH; x 100) (ISH; x 200, okla pozitif hucreler

gdsterilmistir.)
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4. BULGULAR

Epitelyal Over Kanserlerinde apoptotik index, p53 ve bcl-2 gen
ekspresyonlarinin, klinokopatolojik faktorlerle iligkisini incelemek amaci ile 50
olgu tizerinde yaptigimiz bu calismada, asagidaki sonuglar elde edilmis ve bu
olgulara ait tim veriler tablo 7a ve 7b'de belirtilmistir.

Tablo 7a: Olgulara Ait Klinikopatolojik Veriler

Ozellik Say! | %
Yas (yil)
Median 53,5
Ranj 25-71
Ortalama izlem Siiresi (ay)
Median 45,12
Ranj 10 -93
Cerrahi Evre
I 9 18
] 5 10
1} 32 64
v 4 8
Histolojik Tip
Seréz 34 68
Musin6z + Endometrioid 16 32
Histolojik Grade
il 15 30
2 26 52
3 9 18
Hayatta Kalim
Yasayan 39 78
Ex 11 22
Apopitotik indeks (Al)
Median 2,48
Ranj 0-10
Mitoz Sayisi (MS)
Median 3,23
Ranj 0,3-15,7
p53 ekspresyonu
negatif (< %10) 74 34
pozitif (> %10) 33 66
bcl-2 ekspresyonu
negatif (< %10) 26 52
pozitif (> %10) 24 48
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Tablo 7b: Olgulara Ait Klinikopatolojik Veriler

at. NOJ iSIM [ yas | evre Tip grade |TYS (ay) | Ex [p-53% |bcl-2% | MS Al |
3315]S.S 38[3c SP 1 76 5 20 08 8
16506|N.G 57|3c SP 3 44 0 10 35 0
20714[.E 45|3c E 3 77 60 5] 157 0
16299[S.U 65|3c E 2 33 5 5| 46 4
262|S B 653¢ SP 2 75 70 5 58 4
14010|N.6 593¢ E 3 48 90 of 23 4
10292[s.6 28[3¢c SP 1 25 30 80 05 8
2159|D.B 46(3c SP 2 41ex 0 5 31 0
14533]ZM 65[3c SP 1 82| 5 o 06 3
11468|E.M 483c SP 2 27ex 60 700 67 0
1268|U.Y 52[3¢c SP 1 46 90 o 37 1
12130/A.S 45[3c SP 2 48 70 40 35 3
1390/A.0 533¢c SP 2 72 90 10/ 34 3
14358|F.A 68[3c SP 2 34 50 10 32 3
13562|C.C 46[3c SP 2 23 100 60 08 3
11041][H.Y 71[3¢c SP 3 26 100 40 1 4
1244|F E 56(3¢ M 1 36 20 40 03 1
3038|F.B 63|3c SP 2 32[ex 80 5 4 2
2359|E.D 67|3c SP 2 41]ex 90 30 286 10
17624|D.E 50[3¢c SP 2 32 5 60 07 1
16889|D.G 63|3c SP 1 21 0 o 03 7
12679|R.O 58[3c E 3 26 30 200 22 2
2848|M.C 52|3¢c SP 3 67 70 10 46 1
10983[S.D 60[4a M 1 18 70 of o7 1
13937|s.U 69[3c SP 1 24 20 75 1 6
2826|G. 43[1c M 1 76 5 100 12 3
S.B 56(3c SP 2 36 0
M.S 663c SP 3 10[ex 1
| 1087iT 64|2a M 2 84 2
|__2858]z.6 32[1c M 1 54 0
| 2738H.C 25[1a SP 2 93 0
|_16094|B.B 51]1b SP 1 81 8
[__2665]v.z 492a M 2 46 2
679[A.S 40[1a M 1] 26 3
16717[H.C 55[2a E 2| “45ex 2|
1266|M.T 44[1b |sP 2| 68| 0
17015[C.G 53[2a [m 1 59] 1
1749|N.B 47[2¢ sP | 2 33[ex 0
2589|F K 39[1b SP 2 72 1
14850|H.B 50[1c SP 1 65 0
17760|N.C 58[3c SP 2 19 3
262|S.B 651c SP 2 75 6
2643[M.] 54[3c SP 3 35 0
15774[S.S 57[3c E 2 16[ex 0
14016|H.E 614 E 3 19]ex 2
19712[SB 664 SP 2 25/ex 3
17689|B.K 49[3¢c M 2 22)ex 4
11935/A.S 54]3¢c SP 1 62 4
| 2189[H.s 47|3c sP ] 2) 43 0
[_2450[TP 614 SP 2 18 0
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4.1. Apoptotik indeksin diger prognostik ve klinikopatolojik faktorler
ile karsilastirilmasi sonucunda elde edilen bulgular:

p53 ve bcl-2 : p53 ve bcl-2 genlerinin apoptozisle iligkili olduklari
bilinmektedir. Bu genlerin ekspresyon trinleri ile Al arasindaki iligki, ¢alismanin
bu bélumunde ki-kare testiyle degerlendirilmistir.

P53 protein ekspresyonu, dugik Alli gruptaki 28 olgunun 20'sinde (%
71.4) ve yuksek Al'li gruptaki 22 olgunun 13'de (% 59.1) pozitif saptanmustir.

Bcl-2 protein ekspresyonu dustk Al'li 28 olgunun 13'Unde (% 46.4) ve
yuksek Al'li 22 olgunun 11'inde (% 50) pozitifdir.

Tum bu bulgular 1s1ginda, Al'in diisiik veya yilksek olmasiyla p53 ve bcl-
2 protein ekspresyonlari arasinda istatistiksel anlamllik ifade eden bir iligki
saptanmamistir, (tablo 8), (p>0.05).

Tablo 8: Ai ile p53 ve bcl-2 proteirileri arasindaki iligki

p53 Bcl-2
Al negatif (< %10) | pozitif (> %10) | negatif (< %10) | pozitif (> %10)
nnolgu| % |nnolgu| % n/n olgu % | nin olgu %
Dustk
(<2.48) 8/28 286 | 20/28 | 71,4 15/28 | 53,6 13/28 46;147
Yuksek
(>2,48) 9/22 409 | 13/22 | 59,1 11/22 | 50,0 11/22 |.:50,0
p>0.05
Evre: |. ve Il. evrelerdeki olgularin "erken evre", Ill. ve IV. evrelerdeki

olgularin ise “ileri evre" olarak siniflandirildigi bu calismada, Al ile evreler

arasindaki iligki ki-kare testi yéntemi kullanilarak degerlendirilmigtir. Dastk Al'li
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28 olgudan 10'u (% 35.7) erken evrede iken, 18'i (% 64.3) ileri evrede, yuksek

Al'li 22 olgudan 4'0 (% 18.2) erken evrede iken 18'i (% 18.8) ileri evrededir.

Bu bulgular géstermektedir ki, Al'in dugik veya yiiksek olmasi ile evrenin

erken veya

olmasi arasinda

bulunmamaktadir,( tablo 9), (p>0.05).

istatistiksel anlamli  bir  farkhihk

Tablo 9: EOK’de cerrahi evre ile Ai arasindaki iliski

Al
Carali Evia Dusuk (<2,48) Yuksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
1+l 10/28 85,7 4/22 18,2
I+ v 18/28 64,3 18/22 81,8
p>0.05

Histolojik grade: Histolojik grade tumériun agresifligini gésteren bir
parametre oldugundan dolayi, apoptozis ile aralarinda iliski oldugu
dusundlebilir. Bu iligkiyi ortaya koyabilmek igin eldeki veriler yine ki-kare testiyle
degerlendirilmistir.

Dusik Al'li 28 olgunun 6'si (% 21.4) grade |, 15'i (% 53.6) grade II, 7'si
(% 25) grade Ill iken, yuksek Al'li 22 olgunun 9'u (% 40.9) grade I, 11'i (% 50)
grade Il ve 2'si (% 9.1) grade Ill olarak bulunmustur. Bu bulgular 1siginda,
histolojik grade ile Al arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki

saptanmamistir, (tablo 10), (p>0.05).
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Tablo 10: EOK’de histolojik grade ile Al arasindaki iligki

Al
Grade Dustik (<2,48) Yiiksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
21,4 9/122 40,9
2 53,6 11/22 50,0
23 25,0 2/22 9,1

Tiimériin histolojik tipi: EOK de, diger malignitelerde oldugu gibi

timaérin histolojik tipi prognozda belirleyici olabilmektedir. Calismamizin bu

bélumunde tumérin histolojik tipleri ile Ai arasindaki iliskiyi arastirdik ve ki-kare

testini kullanarak istatistiksel olarak degerlendirdik. Dustik Al'li  gruptaki

hastalarin 17'si (% 60.7) serézpapiller, 11 ise (% 39.3) musinéz veya

endometrioid tipte iken, ylksek Al'li gruptaki hastalarin 17'si (% 77.3)

serozpapiller, 5'i ise (% 22.7) musinéz veya endometrioid tipte idi. Bu bulgular

Isiginda, epitelyal over kanserlerinin degisik histolojik tipleri ile apoptoz

yogunlugu arasinda iligki olmadigi ve béylece gruplar arasinda istatistiksel

anlamli farkin bulunmadigi sonucuna varilmistir, (tablo11), (p>0.05).

Tablo 11: EOK’de histolojik tip ile Al arasindaki iligki

Al
Histolojik Tip Dusuk (<2,48) Yuksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
Seroz 17/28 60,7 17122 77,3
Musinéz+Endometrioid 11/28 39,3 5/22 22,7
p>0.05
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Yas: Calisma grubumuzdaki hastalarin yaslari 25-71 arasinda
degismekte olup, ortalama yas 53.5 olarak bulunmustur. Hastalar bu median
yas degerine gore gruplandiriip Ai ile olan iligki agisindan ki-kare testiyle
degerlendirildiginde istatistiki anlamli farklilik bulunmamistir, (tablo 12),

(p>0.05).

Tablo 12: EOK’de yas ile Al arasindaki iligki

Al
Yas Dusuk (<2,48) Yuksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
<55 17/28 60,7 10/22 45,5
=55 11/28 398 12122 54,5

p>0.05

Sagkahim: Calisma grubumuzdaki olgularin 39'u (% 78) galismanin sona
erdirildigi dénemde hayatta iken, 11'i (% 22) ex olmus idi. Sagkalim ile Al
arasindaki iliski ki-kare testiyle arastiriimis istatistiki anlamli fark bulunmamistir,
(tablo13), (p>0.05).

Tablo 13: EOK’de sagkalim ile Ai arasindaki iligki

Al
Sagkalim Dusuk (<2,48) Yuksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
Hayatta 20/28 71,4 19/22 86,4
Ex 8/28 28,6 3/22 13,6

p>0.05
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Mitoz Sayisi: Bilinmektedir ki, tumor hicrelerinin - mitotik  aktivitesi
tumoran agresifligini gostermesi bakimindan onemlidir. Calisma kapsamindaki
olgularin  mitoz  sayis! ile Al arasindaki iligki yine ki-kare testiyle
degerlendirilmistir. Apoptotik index “median degerine gore gruplandirilarak” test
edildiginde mitoz sayisiyla aralarinda bir iliski saptanmamistir (p>0.05). Buna
karsin, olgularin apoptotik htcre sayisl degerleri direkt olarak teste dahil edilip
bulgular student t testiyle degerlendirildiginde, istatistiki olarak anlaml
olmamakla birlikte (p>0.05), mitoz sayisi arttikga apoptotik htcre sayisinda
azalma oldugu dikkat cekicidir, (tablo 14 )i

Tablo 14: EOK’de mitoz sayisi ile Al arasindaki iligki

Al
Mitoz Sayisi Dusik (<2,48) Yiksek (>2,48)
n/n olgu % n/n olgu %
Dusuk (<3,23) 1528 58,6 16/22 124
Yuksek
13/28 46,5 6/22 203
(>3,23)
p>0.05

4.2. p53 ve bcl-2 gen ekspresyonlarinin  diger klinikopatolojik
faktérler ile kargilagtinimasi sonucunda elde edilen bulgular:

Literatirde p53 ve bcl-2 gen ekspresyonu pozitifligi olarak incelenen
Kkesitlerdeki tumér hucrelerinin % 10'undan fazlasinin immunreaktifligi kabul
edilmistir. Bizde calismamizda cut-off degeri olarak % 10'un Gzerinde
immunreaktifligi esas aldik. Buna gére degerlendirildiginde calismamizdaki 50

olgunun 17'sinde (% 34) p53 ekspresyonu negatif, 33de (% 66) pozitif
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bulunmustur. Yine ayni olgularda bcl-2 gen ekspresyonu 26 (% 52) olgudan
negatif, 24 (% 48) olguda pozitif olarak saptanmistir (tablo 7a).

Evre: p53 ve bcl-2 gen ekspresyonuyla evre arasindaki iligkinin
arastirimasi  amaclyla elde edilen veriler ayri ayn ki-kare testiyle
degerlendirilmis ve su sonuglar elde edilmistir.

P53 ekspresyonu negatif olan 17 olgudan 5'i dustk evrede iken 12'si ileri
evrede; pozitif olan 33 olgudan 9'u dusik evrede iken 24'U ileri evrededir.
(p>0.05).

Blc-2 ekspresyonu negatif olan 26 olgudan 7'si dusik evrede iken 19'u
ileri evrede; pozitif olan 24 olgudan 7'si dustk evrede, 17'si de ileri evrededir
(p>0.05). Buna gére p53 ve bcl-2 gen ekspresyonu ile evre arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunmamistir, (tablo 15).

Histolojik grade: p53 ve bcl-2 gen ekspresyonu ile histolojik grade
arasindaki iliskiyi ortaya koyabilmek amaciyla bulgular ayri ayri ki-kare testiyle
degerlendiriimis ve sonugta histolojik grade ile p53 ve bcl-2 gen ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir, (tablo 15) (p>0.05).

Timorin histolojik tipi: p53 ve bcl-2 ekspresyonu ile histolojik tip
arasindaki iliski khi-kare testiyle degerlendirildiginde su sonuglar elde edilmistir:
Seréz papiller tumarla 34 olgunun 13'0inde (%38.2) p53 negatif, 21'inde (%61 .8)
pozitiftir. Musinéz ve endometrioid tamérli gruptaki 16 olgudan 4'unde (%25)
p53 negatifken, 12'sinde (%75) pozitiftir.

Bcl-2 protein ekspresyonu, 34 seroz papiller olgudan 19'unda (%55.9)
negatif, 15'inde (%44.1) pozitiftir. Musinéz ve endometrioid olgularda ise, 16

olgudan 7’sinde (%43.8) negatif, 9'unda (%56.3) pozitiftir.
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Bu bulgular 1siginda gerek p53 ve gerekse bcl-2 protein
ekspresyonlarinin pozitif veya negatif olmasiyla tuméran histolojik tipi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir, (tablo 15), (p>0.05).

Mitoz sayisi: Galismamizdaki olgularin mitoz sayis| median degeri 3,23
olarak bulunmus ve olgular buna gére dusuk ve yuksek mitoz sayili olmak Gzere
iki grupta siniflandiriimistir. Calismamizdaki 50 olgudan 31'i (%62) duslk ve
19'u (%38) yuksek mitoz sayili grupta yeralmaktadir.

Mitoz sayisi ile p53 ekspresyonu arasindaki iliski agisindan olgular ki-
kare testiyle degerlendirildiginde su sonuglar elde edilmistir: Dastk mitoz sayil
31 olgunun 15'de (% 48.4) p53 negatif, 16'sinda (% 51.6) p53 pozitif
bulunmustur. Yuksek mitoz sayill 19 olgununsa 2'sinde (% 10.5) p53 negatif,
17'sinde (% 89.5) p53 pozitiftir. Bu bulgular istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde mitoz sayisi median degerden dusik olan olgularda pozitif
p53 gézlemi istatistiksel anlamlilik ifade etmez iken , ylksek olan olgularda
pozitif p53 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yluksek
saptanmistir (p<0.01). Buna gore mitoz sayisi, median degerden (3.23) yuksek
olan olgularda p53 pozitifligi istatistiki olarak anlamli oranda yuksek
saptanmistir; aralarinda pozitif yonla bir iligki vardir, (tablo 15).

Mitoz sayisi ile bcl-2 ekspresyonu arasindaki iliski ki-kare testiyle
degerlendirildiginde dusuk mitoz sayili 31 olgunun 18'de (% 58.1) bcl-2 pozitif
iken yuksek mitoz sayili grupta 6 (% 31.6) olguda bcl-2 pozitiftir (p=0.06).
istatistiki olarak anlamli olmamasina karsin mitoz sayisi ile bcl-2 ekspresyonu

arasinda negatif yonlu bir iligkinin varligi gortimektedir, (tablo 15).
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Tablo 15: EOK’de klinikopatolojik 6zellikler ile p53 ve bcl-2 proteinleri

arasindaki iligki

p53 bcl-2
. negatif pozitif negatif pozitif
Ozellik (£ %10) (> %10) (£ %10) (> %10)
n/17 n/33 n/26 n/24
olgu % | olgu o P olgu % | olgu % P

Cerrahi evre

1+ 5 | 29 9 [ 27 7 27 7 29 |

H+V iz A 24 | 73 | >005] 19 73 17 71 | >0,05
Histolojik

Grade

1 7 41 Bl 24| [ e 23 9 38 |

2+3 10 59 25 | 76 | >0,05| 20 T 15 62 | >0.05
Histolojik

Tip

Seroz 13 76 21 64 s 73 15 63
Musinéz +
Endometrioid e 24 1= e >0,05 d ad ° il >0,05
Mitoz Sayisi

Dustik

(<3.23) 15 88 16 48 13 50 18 75
Yiksek

(>3.23) 2 12 17 52 <0,01 18 50 6 25 =0,06

Yas

<55 14 65 16 48 13 50 14 58

>55 6 35 17 52 | >0,05 | 13 50 10 42 |>0,05
Sagkalim

Yasayan 13 76 26 79 20 77 19 79

Ex 4 24 74 21 |>0,05] 6 23 5 21 | >0,05
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4.3. Mitoz sayisi: Tumorin agresifligini  gostermesi bakimindan
énemlidir. Dolayisiyla gesitli Klinikopatolojik ve prognostik faktérlerle aralarinda
bir iliskinin varigini dustndirmektedir. Bu dustnce gbzonlne alinarak bu
calismada da eldeki veriler incelenmis ve bulgular khi-kare testi yardimiyla
degerlendirilmigtir.

Calisma grubundaki olgularin mitoz sayisi median degeri 3.23 olarak
bulunmus ve olgular buna gére dusik ve yuksek mitoz sayili gruplara ayrilip
evre ile olan iliskisi degerlendirildiginde dusiik mitoz sayili gruptaki 31 olgudan
11’inin evresi | veya Il (%35.5), 20'sinin evresi lll veya IV (%64.5) ve yuksek
mitoz sayili gruptaki 19 olgudan 3'tniin evresi | veya Il (%15.8), 16'sinin evresi
ise Ill veya IV (%84.2) olarak bulunmustur. Her iki grupta da olgularin cogunun
evresinin 3 ve 4 olmasina ragmen mitoz sayisinin median degerden dusuk veya
yilksek olmasi ile cerrahi evrenin erken veya ileri olmasi arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmamistir, tablo (16), (p>0.05).

Tablo 16: EOK’da cerrahi evre ile mitoz sayisi arasindaki iligki

Mitoz Sayisi
CerrahiEvre Dusuk (<3,23) Yuksek (>3,23)
n/n olgu % n/n olgu %
1+11 11/31 355 3/19 15,8
IH+1V 20/31 64,5 16/19 84,2

p>0.05

Histolojik grade ile olan iligkisi agisindan incelendiginde gérulmustar ki
duisiik mitoz sayili gruptaki olgulardan grade Il ve lll'tekilerin sayisi 17 (% 54.9)
iken yuksek mitoz sayili grupta bu sayi 18 (54.9) iken yuksek mitoz sayili grupta

bu sayi 18 (% 94.8) dir. Duisik mitoz sayisi ile karsilastiriidiginda yuksek mitoz
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saylli grupta daha fazla oranda grade Il ve lll timor gorulmesi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur, (tablo 17), (p<0.01).

Tablo 17: EOK’da histolojik grade ile mitoz sayisi arasindaki iligki

Mitoz Sayisi
Histolojik Dusuk (£3,23) Yiksek (>3,23)
Grade
n/n olgu % n/n olgu %
il 14/31 45,2 119 5.3
2 14/31 452 12119 63,2
3/31 9,7 6/19 31,6

p<0.01

Histolojik tumér tipiyle mitoz sayisi arasindaki iligki khi-kare testiyle
degerlendirildiginde disuk mitoz sayili 31 olgudan 20'sinin seréz papiller ve
11'inin musinéz veya endometrioid; ylksek mitoz sayill 19 olgudan 14'Unun
seroz papiller ve 5'inin musindz veya endometrioid timér oldugu gérulmustdr,
(tablo 18). Gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 18: EOK’da histolojik tip ile mitoz sayisi arasindaki iligki

Mitoz Sayisi
Histolojik Tip Dusuk (<8,23) Yuksek (>3,23)
n/n olgu % n/n olgu %
Seréz 20/31 64,5 14/19 130
Musinéz+Endometrioid 1931 35,5 5119 26,3

p>0.05

Calisma grubumuzdaki olgularin histolojik tipleri, yaslari ve sag kalim
durumlar ile mitoz sayisi arasinda istatistiksel bir iliski gosterilmemistir

(p>0.05).
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4.4. EOK'li olgularin bazi klinikopatolojik 6&zellikleri Spearman Sira
Korelasyon Analizi ile degerlendirildiginde su sonuglar elde edilmistir:

P53 ile bcl-2 ekspresyoniarinin birbiriyle olan iliskisi degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamh farklilik saptanmamustir, (grafik 1), (p>0.05, r=0.12).

P53 ekspresyonuyla mitoz sayisi arasindaki iliski incelendiginde p53
ekspresyonu arttikga mitoz sayisinin da arttigi géze ¢arpmaktadir, (grafik 2),
(p<0.01, r=0.38).

Apoptotik indeks ile mitoz sayisi arasindaki iliski degerlendirildiginde ise
Al arttikga mitoz sayisinda istatistiksel olarak anlamli olmamakia birlikte

azalmanin oldugu dikkati cekmektedir,( grafik. 3), (p=0.07, r=-0.26).

Grafik 1. P53 % ile BCL-2 % lligkisi.
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Grafik 2. P53 % ile Mitoz Sayisi iligkisi.
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Grafik 3. Apoptotik index ile Mitoz Sayis iligkisi.
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4.5. Bu calismada epitelyal over kanserlerinin prognostik faktdrler ve
kiinikopatolojik ¢6zelliklerine gére median yagam surelerinin dagilimlari kaplan-
maier yasam analizi ve log-rank testi ile degerlendirildi. Kaplan-maier yagsam
analizi ile yagsam olasiliklari hesaplanirken, log-rank testi ile gruplar arasinda
karsilastirma yapildi. Elde edilen sonuglar sunlardir: Caligsmada yer alan olgular
icin 24 ay icin sag kalim (yasam) olasiligi % 92, 36 ay igin % 82 ve 48 ay i¢in %
72 olarak bulunmustur. Median sag kalim 75.41 aydr.

p53 ve bcl-2 ekspresyonu: Apoptozisde regulatér fonksiyonu olan p53
ve bcl-2 gen UrUnlerinin median sag kalm Uzerinde etkilerinin olmasi
beklenebilir. Bu amagla elde edilen veriler degerlendirildiginde p53 ekspresyonu
negatif olan olgularda median sag kalim 68 ay, pozitif olan olgularda 75 ay
olarak bulunmustur,(tablo 19, grf.4). Bu fark istatistiksel olarak anlam
tasimamaktadir (p>0.05). Benzer bulgular bcl-2 ekspresyonu igin elde edilmigtir
(tablo 19, grf.5).

Hem p53 hem de bcl-2'nin birlikte negatif oldugu olgularda median
sagkalim 66.7 ay iken ikisinin birlikte pozitif oldugu durumda median sagkalim
72.2 aydir. Bu sonug khi-kare testiyle degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamh fark saptanmamistir (p>0.05).

Sonug olarak bu g¢alismada, p53 ve bcl-2 gen ekspresyonlarinin median
sag kalim ile bir iligkisinin olmadigi saptanmistir (tablo 19).

Apoptotik indeks

Dusik apoptotik indeksli (Al) grupta median sag kalim 71 ay, yiuksek Al'li
grupta 72 ay olarak bulunmus, istatistiksel olarak anlamh farklihk

saptanmamigtir, (tablo 19. grf. 6).
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Evre: Diger malignitelerde oldugu gibi timérin evresi énemli bir
prognostik faktoérdur. Evredeki artis kétu prognoz gdésteren bir parametre
olmasina kargin bizim galismamizda elde edilen sonug soyledir:

Evre | ve Il'den olusan olgularda median sag kalim siresi 84, 6 ay, evre
lll ve IV'den olusan olgularda 63.9 ay olarak bulunmustur. TUmdérin evresinin
artmas!i median sag kalimi azaltmaktadir. Ancak istatistiksel olarak anlaml
farklihk saptanmamigtir (p>0.05), (tablo 19,grf. 7).

Mitoz sayisi

Yaptigimiz bu ¢calismada distk mitoz sayili grupta median sag kalim
stresi 79.51 ay, ylksek mitoz sayili grupta 58.77 ay olarak bulunmasina
ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (tablo 19, grf.8).

Histolojik grade: histolojik grade'in artmasi tuméran agresifligini
gbsterdiginden kétl prognozu gosteren bir parametre olarak kabul edilir.
Calismamizda elde edilen sonuglar séyledir:

Histolojik grade'i | olan olgularda ortalama yasam stresi 82 ay, grade'i Il
ve |ll olan olgularda ise 68.47 aydir. Bu fark istatistiksel olarak anlamhidir
(p<0.05). Grade Il ve Ill olan olgularda median sad kalim daha dusuktur
(tablo 19, grf. 9).

Histolojik Timér Tipi :

Caligmamizda serdz papiller tip EOK'i olgularda median sagkalim 76.35
ay, musintz ve endometrioid timor histolojik subtipine sahip olgularda 67.33 ay
olarak bulunmus, gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamistir (p>0.05)

(tablo 19, grf. 10).
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Tablo 19: EOK’li olgularda prognostik faktdrlerin surviv agisindan

univariant analiz sonuglan

Median 24 ayhk 36 ayhk 48 ayhk
Faktor Olgu Yﬁsan? survi\f survi\f survi\! p
Sayis! Siiresi olasthgi olasihin olasihgt
(ay) (%) (ay) (ay)
Negatif 17 68 88 81 73
p53 N >0,05
Pozitif 33 75 90 82 72
Negatif 26 68 92 83 72
Bcl-2 N >0,05
Pozitif 24 75 87 81 73
. Diistik 28 71 89 77 66
Al >0,05
Yiiksek 22 72 95 89 81
Diisil 31 9, 9 7
MS tistik 79,5 7 88 7 50,05
Yiiksek 19 58,7 84 72 64
I+ 14 84,6 100 92 85
Evre >0,05
H+1v 36 63,9 88 77 66
Histolojik 1 15 82 100 100 100
<0,05
grade 2+3 35 68,4 85 75 61
Serdz 34 76,3 97
Histolojik 82 e
tip Musindz+ 16 67,3 87 80 70 >0.05
Endometrioid '

Grafik 4. P53 % icin Sagkalim.
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Grafik 5. BCL-2 igin sagkalim.
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Grafik 7. Evre igin Sagkahim
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Grafik 9. Grade igin Sagkalim.
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4.6. Prognostik faktdrlerin epitelyal over kanserli olgularin &élim riski
Gzerindeki etkileri multivariant analiz igin Cox's Regresyon Analizi ile
degerlendirildi (tablo 20). Bu degerlendirmeye prognostik faktérler olarak pS3 ve
bcl-2 gen Urtnlerinin ekspresyonu, apoptotik indeks, mitoz sayisi, cerrahi evre,
histolojik grade, tumér histolojik tipi ve yas alindi. Elde edilen sonuglar gdyledir:

p53 protein ekspresyonu pozitif olan olgularda epitelyal over kanserine
bagli olum riski negatif olan gruba gére 1.04 kat daha yUksektir. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

bcl-2 protein ekspresyonu pozitif olan olgularda &lum riski negatif
olanlara gére 1.10 kat daha yuksektir, fakat istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05).

Apoptotik hicre sayisinin bir artmasi 6lum riskinde % 4.37'lik bir azalma
yaratmaktadir, fakat istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0.05).

Mitoz sayisindaki bir artis 6lUm riskinde % 15'lik bir artis yaratmaktadir.
Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Evre Il ve IV'te ex olma riski evre | ve Il'ye gére 2.8 kat daha yUksektir.
Fakat istatistiksel olarak anlaml bir fark olusturmaz (p>0.05).

Grade 1l ve lil'te ex olma riski grade I'e gére 5.88 kat daha yuksektir
(p=0.09).

Calismada yer alan olgulardan misinéz ve endometrioid timér histolojik
subtipine sahip olgularda 6lum riski serézpapiller tip olgulara gére 1.26 kat daha

ylUksektir. Istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).
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Caligmamizdaki olgulardan 55 yas Uzerinde olanlarin 6lim riski 55 yas

altindakilere goére 2.25 kat ytksek olmasina ragmen istatistiksel olarak bu sonug

anlamhi degildir (p>0.05).

Sonug olarak yukaridakilerden sadece mitoz sayisi bagimsiz prognostik

fakidr olarak saptanmisgtir.

Tablo 20: EOK’li olgularda klinikopatolojik 6zelliklerin Cox’s Regresyon

Analizi
Degigken e | e Ka?:ag;n?(,g:-‘l) a| %95CI° degiﬁ
Evre HLIV /L0 T 2,819 1,036 (0,789) | 0,60-13,22 | >0,05
Grade 2,3/1 5,883 1,772 (1,051) | 0,75-46,15 | =0,09
Histolojik Tip | M+E/S | 1,264 | 0,234 (0,627) 0,37-4,32 | >0,05
Yag >55/<55 | 2,250 | 0,811 (0,6132) | 0,68-7,48 | >0,05
Al 0,956 | -0,044(0,126) | 0,74-1,23 | >0,05
MS 1,157 0,146 (0,058) 1,03-1,30 | <0,05
p53 poz. /neg. | 1,043 | 0,042 (0,627) | 0,31-3531 | >0,05
bcl-2 poz. /neg. | 1,100 0,095 (0,608) 0,33-362 | >0,05

%) SH (standard hata)

®) CI (giiven araligi)
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5. TARTISMA

Apopitozis hicrenin kendi kendisini yok ettigi itrensek bir mekanizma,
baska bir deyigle programli hicre 6lumi olarak agiklanabilir. Bir dokunun
bluyumesi sadece hlicre gogalmasina degil ayni zamanda fizyolojik olarak
gerceklesen apoptozis olarak adlandirilan programlanmis hicre dlumine de
baglidir. Bu nedenle apoptozisi inhibe eden faktorlerin neoplastik blylumelere
sebep olabilecegi dustnilmektedir.

Kanser, DNA'daki degisikliklerin yol agtigi anormal hiicre akimulasyonu
olarak tanimlanir. Hicre 6limu ile hticre bélinme oranlarinin kargilagtiriimasi
hizli kanser gelisimini agiklar. Bazi tumér hicreleri normal hicrelerden daha
yavas bélunurier. Ancak hicrelerin hayatta kalma surelerinin uzamas! kanser
gelisiminin devamina neden olur. Birgok karsinojen DNA hasarina neden olur.
Bu asamada hicre bu tir zedelenmeye birkag degisik yolla cevap verir. Hucre
bélunmesi DNA hasarinin tamirinden sonraya ertelenir, sayet tamir mimkun
degilse hasarli hiicre apoptozise gidebilir ya da hicre araliksiz olarak hlcre
blylime siklusu ile bélinmeye devam eder. Bu anlamda apoptozis genetik
lezyonlu hicrelerin ortadan kaldiriimasiyla malign transformasyonu énler.

Blytme ve karsinogeneziste etkili olan bazi onkogen ve supresér genler
apoptozisin regulasyonunda rol oynamaktadirlar. Bu genlerden en énemlileri
bcl-2 ve p53'tlir. Anormal p53 ve bcl-2 ekspresyonu sonucunda ortaya gikan ve
bozuimus apoptozis indlUksiyonu sUphesiz birgok timérin olugum ve
ilerlemesine katilmaktadir.

Normal hicreler DNA hasarina maruz kaldiklarinda iki sekilde cevap

verirler: Hucre siklusu arresti veya apoptozis; pS3 bunlarin her ikisinde de yer
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alir. Bu sonuglardan hangisinin gériilecegi hiicre tipi ve etki eden ajana baghdir.
Mekanizmalari farkh olan bu iki yol arasinda gesitli durumlarda iligki olabilir.

P53 geninin DNA sentezi onarimi ve programii hicre o&liminidn
kontroliinde rol oynadi§i bilinmektedir. Bu genin inaktive olmasi ya da
fonksiyonunu kaybetmesi karsinogenezisin ilk basamagini olugturan énemli bir
slregtir (43-48). Akciger, kolon ve meme kanserleri, glioma, kronik myeloid
I6semi, sarkoma, mezotelyoma gibi birgok timér grubunda p53 mutasyonlarn
tespit edilmigtir (56). Benzer sekilde kadin genital sisteminin birgok
malignitesinde de p53 geninde degisiklikler oldugu bildiriimistir (57).

"Wild-tip" olarak da bilinen normal p53 proteini (wt-p53) hiicre gogalmasi
Uzerinde negatif regilatdr etkiye sahiptir. Bu protein tim normal hiicrelerde
disik seviyelerde mevcuttur. Fizyolojik kosullarda wt-p53 proteininin yari émrii
20-30 dakikadir. Bu nedenle normal hiicrelerde wt-p53 immunoreaktivitesi
izlenmez. Buna karsin p53 geninde meydana gelen degisiklikler sonucunda,
normal p53 proteini bu fonksiyonunu kaybeder. Sonugta olusan mutant p53
proteini hiicre gogalmasini inhibe etme ve apoptosisi indiikleme 6zelligine sahip
degildir. Normal p53 proteini ¢ok kisa bir yari émre sahiptir. Aslinda histolojik
kesitlerde goériilmez. Aksine apoptozisin indilkienmesinde etkisiz olan mutant
p53, karsinomlarin hemen hemen yarisinda kolayca saptanabilir.

Bcl-2 geni, seliler ve viral onkogenlerle igbirligi yaparak hiicresel
immortalizasyon ve/veya transformasyona yol agabilmektedir. Bu kooperatif etki
Vaux ve arkadaglan tarafindan lenfoid sistemde bcl-2 ve cmyc arasinda
gosterilmigtir (52). Cesitli galigmalarin sonucunda bcl-2 ekspresyonunun hiicre

yagamini uzattigi ve bdylece hicreleri kromozomal anormallikler, viral
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enfeksiyonlar gibi risklerle daha fazla maruz birakarak malign transformasyon
veya timdr progresyonuna yol agtigi gériisti belirmistir.

Son yillardaki galigmalar bcl-2 ve bax genlerinin p53 tarafindan reglile
edildigini géstermektedir. Bcl-2 gen ailesinden olan bax (bcl-2 associated gene
X), bcl-2 ile heterodimerler olugturarak apoptozisi artinr. P53 bagimh apoptozis
bcl-2 ekspresyonunun veya fonksiyonunun baskilanmasi yoluyla gergeklesir.
P53, bax upregulasyonuna veya bcl-2 downregiilasyonuna yol acarak hiicre
6limand indikler (31,53-55).

Bu galismada 50 epitelyal over kanserli olguda, apopitotik prosesin bir
gbstergesi olan apopitotik indeksin (Al) ve timér supresér gen p53 ve onkogen
bcl-2 ekspresyonlarinin birbirleriyle ve siirviv ve ¢esitli klinikopatolojik faktérlerle
olan iligkilerini arastirdik. Calismamizdaki olgulara ait preparatlan incelerken
apoptotik hiicrelerin az sayida oldugu dikkatimizi ¢cekmigtir. Bu, literatiirdeki
apoptotik indeks (Al) ile ilgili verilere ve de ayrica apoptozisin hizli gerceklesen
bir proses oldugu yéniindeki bilgiler uygunluk géstermektedir (58, 59).

Yamasaki ve arkadaslan p53 protein ekspresyonu ile Al arasinda bir iligki
bulamazlarken, bcl-2 ekspresyonu ve Al arasinda negatif yonde bir iligki
saptamiglardir (20). Baretton ve arkadaslan da kolorektal adenokanserler ile
iigili caligmalarinda benzer sonuglar bildirmiglerdir (60). Diebold ve arkadaglar
ise 148 epitelyal over kanserli (EOK) olgudanolugan ¢alismalannda Al ile p53
ve bcl-2 arasinda herhangi bir korelasyon bulamamiglardir (44). Biz de
caismamizda bu arastirmaya benzer sekilde DNA fragmantasyonunun
immunohistokimyasal olarak saptanmasiyla elde edilen Al ile p53 ve bcl-2

ekspresyonu arasinda herhangi bir iligki bulamadik. Bu sonug bize apoptozis

69



meydana gelen apoptozisde oynadiklari roliin degisik olabilecegini ve apoptotik
prosesin daha kompleks bir hal aldigini dasundartmektedir.  Yine
immunohistokimyasal yéntemlerle saptanan p53 pozitifliginin ¢ogunlukla mutant
p53 genini isaret ettigi hatirlanacak olursa ¢linki mutant formun wild tip-p53'e
gére yarilanma émrii uzamaktadir, Al ile p53 ekspresyonu arasinda bir iligkinin
saptanamamasi aciklanabilir (25, 61).

Leoncini ve arkadaslan 1993 yilinda (62), Kiberu ve arkadaglari 1996
yiinda (63) ve Yamasaki ve arkadaslari 1997 yilinda (20) yaptiklan
calismalarinda Al ile mitotik statiis arasinda pozitif yénde korelasyon oldugunu
bildirmiglerdir. Fakat Wheeler, 1995 ve Chyle, 1996 ¢alismalarinda aksi yénde
sonuglar bulmuslardir (64,65). Bizim c¢alismamizda da géraimastar ki
istatistiksel olarak anlamli olmamakia birlikte mitoz sayisi arttikga apoptotik
hicre sayisi azalmaktadir. Yani neoplastik dokuda meydana gelen degisiklik
dengeyi proliferasyon lehine bozmaktadir. Bu dusGncemizi dogrulamak
amaciyla p53 ve bcl-2 protein ekspresyonlari ile mitoz sayisi arasindaki iligkiyi
aragtirdiimizda gortimustir ki mitoz sayisi ylUksek olan olgularda p53
pozitifligi, istatistiksel olarak anlamli oranda daha fazla saptanmistir (p<0.01).
Benzer gekilde mitoz sayisi ile bcl-2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik sininna yakin (p=0.06) olacak sekilde negatif yonit bir iligki
bulunmustur. Mutant p53 proteininin  apoptozisdeki indikleyici rolinin
kayboldugu ve artan bcl-2 ekspresyonunun apoptozisi engelleyip hicre
yasamini uzattigi bilgileri hatirlanacak olursa neoplastik gelisimde dengenin

proliferasyon lehine bozuldugu bir kez daha gdsterilmigtir.

70



Calismamizda, Yamasaki ve arkadaglarinin (20) calismalarina paralel
yénde apoptotik indeksin median yasam suresi Gzerindeki etkisi istatistiksel
olarak anlamsiz bulunurken, ayrica Cox's regresyon analizi ile
degerlendirildiginde Al'in prognoz agisindan énemli olmadi§i géralmustir.

Bu calismada ayrica Al, dijer prognostik faktérler olan cerrahi evre,
histolojik grade, tumér histolojik tipi ve yas ile olan iligkisi yéninden de
arastiniimig fakat istatistiksel agidan anlamii bir iligki olmadigi bagka bir ifadeyle,
EOK'li olgulardaki farkl evre, grade ve histolojik tiplerde apoptoz yogunlugunda
bir farklilik olmadigi saptanmigtir.

Tamdr hucrelerinin mitotik statist gézénine alindiginda daha agresif
malig timdrlerde daha ylksek mitoz sayisi beklenir. Bizim ¢alismamizda da bu
yénde sonug elde edilmistir. Yuksek grade'li EOK'de istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde daha yuksek mitoz sayisi bulunmustur (p<0.001). ayrica yine
calismamizda mitoz sayisi bagimsiz bir prognostik faktér olarak bulunmugtur.
Yamasaki ve arkadaslarinin 1997'de yayinladiklari sonuglar da benzer yéndedir
(20).

Calismamizda apoptozisde regulatér rol oynadiklari bilinen p53 ve bcl-2
proteinlerinin diger prognostik faktorlerle olan iligkilerini ve prognozdaki
énemlerini de arastirdik.

Diebold ve arkadaglan 1996 yilinda yayinladiklari 148 EOK'li olgudan
olugan calismalarinda p53 ve bcl-2 protein ekspresyonunun prognostik énemi
oldugunu saptamislardir (44). P53 pozitif olgularda survival kéti yoénde
etkilenirken, bcl-2 pozitif olgularda daha iyi prognoz bildirmislerdir. Hem nikieer

p53 akumulasyonu olan hem de bcl-2 eksprese eden olgular ise tumér
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progresyonu ve prognozu agisindan bu iki grubun sonuglarinin arasinda yer
almistir. Herod ve arkadaslari da yaptiklari aragtirmada hem p53 hem de bcl-
2'yi bagimsiz prognostik faktorler olarak bulmuslardir. Yuksek duzeyde p53
eksprese eden tumérierde surviv disuk iken, bcl-2 ekspresyonunun sag kalimi
olumiu yonde etkiledigini gostermislerdir (35). Mark ve arkadaglarinin 1997
yilinda, 215 EOK'i olguyla yaptiklari calismada bcl-2 pozitif olanlarda tim
yasam sUresinin daha uzun ve prognozun daha iyi oldugunu saptamiglardir
(37). Henriksen ve arkadaslar da benzer sonuglara ulasmiglardir (66).

Hartmann ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptiklan 284 EOK'li olgudan
olusan c¢aligmalarinda ise univariant analizie p53 ekspresyonu azalmis |
sagkalimla iligkili bulunurken, multivariant analizie degerlendirildiginde p53
bagimsiz bir prognostik faktér olarak bulunmamigtir (67). Yamasaki ve
arkadaglarinin 1997'deki 71 EOK!i olguyu iceren calismalarinda da bu
apoptozis regulatdr genlerin ekspresyonlarinin prognozda bir énemi olmadig!
belirtilmistir (20). Bizim galismamizdaki istatistiksel sonuglar da bu yondedir.
Yani gerek p53 ve gerekse bcl-2 ekspresyonlarinin median sagkalim Uzerindeki
etkileri istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (p>0.05). Cox's regresyon analizi
ilte degerlendirildiklerinde her ikisin de prognoz acgisindan dnemsiz olduklar:
g6rulmustar.

Hartmann ve arkadaslar 1994 yilinda yaptiklari 284 gibi oldukga blyuk
sayida EOK'i olgudan olugan calismalarinda p53 ekspresyonu ile evre,
histolojik grade, histolojik tip ve yas arasindaki iliskiyi arastirmiglardir (67).
Erken ve ileri evre hastaliklarda p53 ekspresyonu agisindan farklilk

bulamamiglardir. Yuksek gradeli vakalarda p53 pozitifligini istatistiksel olarak
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anlamli olacak oranda daha fazla bulmuslardir. Ser6z ve ser6z olmayan
histolojik subtipler arasinda p53 ekspresyonu agisindan fark saptamamiglardir.
Benzer sekilde yas gruplari arasinda da istatistiksel fark bulunmamistir. Bizim
calismamizda her ne kadar grade ile p53 ekspresyonu arasinda bir iligki
saptanmamigsa da diger bulgular bu galismayla paralellik gdstermektedir.
EOK!i olgularda farkli evre, histolojik subtip ve yas gruplari arasinda p53
ekspresyonu agisindan fark bulunmamistir.

Wilander ve arkadaslari 1995 yilinda yayinladiklar ¢alismalarinda bcl-2
protein ekspresyonunu daha az agresif, daha distk gradeli EOK'li vakalarda
anlamh sekilde daha yuksek bulmuslardir (66). Benzer sonucu Diebold ve
arkadaslari da belirtmiglerdir (44). Diebold ve ark. calismalarinda bcl-2
ekspresyonuyla timér evresi arasinda bir iliski bulamamislardir. Histolojik timor
tipi yonunden degerlendirdiklerinde ise bcl-2 ekspresyonunun endometrioid
epitelyal over kanserlerinde daha fazla géruldiguni saptamisgiardir. Musinéz
kanserlerde ise hem bcl-2 hem de p53 proteini gdsterilememistir. Seréz ve
andiferansiye karsinomlarda ise her iki protein de yuUksek duzeylerde
saptanmistir. Marx ve arkadaglarinin 215 EOK'li olguyla 1997'de yaptiklari
calismada ise degisik histolojik subtipler ve farkli evreler i¢in bcl-2 ekspresyonu
acisindan fark saptanmamig, bcl-2 ekspresyonunun daha dastk gradeli
tumérler ile iligkili oldugu bulunmustur (37). Yaptigimiz bu galismada ise biz bcl-
2 ekspresyonu ile bu parametreler arasinda herhangi bir iligki saptayamadik
(p>0.05).

Malign timérlerde evre, histolojik tip ve grade'in prognozda ©nemili

oldugu klasik bir bilgidir. Bu nedenle biz de c¢alismamizda EOK'li olgularda
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cerrahi evre, histolojik subtip "ve histolojik grade'in sagkallm ve prognoz
Uzerindeki etkilerini arastirdik. Genel literatiire uygun sekilde calismamizdaki
olgularda % 68 oraninda serbz, % 32 oraninda da nonserdz (musinéz ve
endometrioid) histolojik timor tipleri tespit edilmistir (68). Petterson ve
arkadaslarinin 1995'te yayinladiklari galigmalarinda EOK'li kadinlarin uzun sire
asemptomatik olmalarindan dolayl tani esnasinda Ugte ikisin ileri evrede
olduklari belirtilmigtir (68). Literatlirdeki bilgi de bu ydndedir. Bizim
¢alismamizda da olgularin % 28'inin evre | ve ll'de ve % 78'nin evre lli ve IV'de
oldukiari gértlmustar.

Calismamizda yer alan olgular igin 24 aylik sag kalim olasiig1 % 92, 36
ay icin % 82 ve 48 ay icin % 72 olarak bulunmug, median sagkalim 75.4 ay
olarak saptanmgtir. Villa ve ark.'da benzer sonuglar bildirmiglerdir (69).

Hoskins ve arkadaslarinin 1993'te (68) ve Makar ve arkadaslarinin
1995'te (70) yayinladiklar galismalarinda prognozla ilgili en énemli faktériin
evre oldugu belirtilmigtir.

Gerek Vergote ve ark. (71), gerekse Makar ve ark (70) yaptiklar
calismalarda histopatolojik prognostik faktodrier olarak histopatolojik tip ve
grade'i gostermiglerdir. Ayrica clear-cell (berrak hiicreli) karsinomun tim evreler
icin en kotli prognoza sahip oldugunu belirtirlerken miisinéz karsinomun ileri
evreler igin daha kétl prognozu gésterdigini ve en iyi prognozun endometrioid
tip tUmorde goéruldagduni belirtmislerdir.

Gahgmamizda clear-cell karsinomlu olgu olmadigi igin bu yénde bir goriis
bildiremiyoruz. Fakat timoér histolojik subtipinin median sagkalim ile istatistiki

olarak anlamh bir iligkisini biz ¢alismamizda saptayamadik. Timériin evresinin

sl
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artmasiyla median sag kalimin azaldiginin gérilmesine ragmen istatistiki olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Yaptigimiz ¢alisgmada grade | olgularda ortalama yagam suresini (OYS)
82 ay, grade Il ve lll olgularda 68.4 ay olarak bulduk. Yuksek histolojik grade
dastk OYS ile koreledir ve bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Ayrica grade |l ve Il olgularda EOK'den &lum riski grade | olgulara
gbre 5.88 kat daha yuksek bulunmustur (p=0.09) Histolojik grade bagimsiz bir
prognostik fakitdr olarak bulunamasa da "p" degeri istatistiki anlamlilik sinirina
yakin, 0.09 olarak bulunmus; timértn cerrahi evresi ve histolojik tipi ise
bagimsiz prognostik faktérler olarak bulunmamiglardir. Genel literatire ters olan

bu sonuglarin vaka sayilarinin azligindan kaynaklandigini diastinmekteyiz.
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6. SONUGLAR

Cesitli prognostik faktérlerin analizi sonucunda timdrdeki mitoz sayistnin
en onemli prognostik faktér oldugu saptanmistir. Dolayisiyla adjuvan
kemoterapiden fayda gérebilecek hastalarin saptanmasinda tumérdeki mitoz
sayIisinin belirlenmesinin 6nemli oldugu sonucuna vartmistir.

Biz calismamizda basta apoptotik indeks, p53 ve bcl-2 proteinleri olmak
Gzere epitelyal over kanseri ile ilgili olan, literatirde 6énemli sayillan baz
faktérlerin prognozdaki degerlerini ve birbirleriyle olan iligkilerini arastirdik.
Apoptotik indeksin bir prognostik faktér olmadigini ve mitoz sayisi diginda diger
prognostik faktérler ile bir iligkisinin olmadigini saptadik. Apoptotik indeks ile
bagimsiz prognostik faktdr olarak bulunan mitoz sayisi arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli oilmamakia birlikte negatif yénde bir iligki saptanmistir.

Benzer sekilde calismamizda p53 ve bcl-2 ekspresyonlarinin epitelyal
over kanserli hastalarda prognostik 6nemi olmadigini ve mitoz sayisi disindaki
diger prognostik faktérlerle istatistiksel olarak anlamli iligkilerinin olmadigini
gbsterdik. Mitoz sayisi ile p53 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde pozitif yénde bir iliski saptanirken, bcl-2 ekspresyonuyla mitoz
sayisi arasinda istatistiki antamlilik sinirina yakin (p=0.06) bir iligki bulduk.

Buldugumuz bu sonuclart destekleyen veya aksi yénde géris bildiren
yayinlarin olmasi bu konuda daha fazla sayida olguyu igeren ¢ok sayida

calismanin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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7. OZET

Bu ¢aligmada, epitelial over kanserlerindeki 6nemi konusunda heniiz gok
fazla bilginin olmadid: apopitotik prosesin bir géstergesi olan apopitotik indeksin
(Al) ve timdr supresér gen p53 ve onkogen bcl-2 ekspresyonlarinin siirviv ve
cesitli klinikopatolojik faktorlerle olan iligkileri arastinimigtir. Bu amagla 1990-
1997 yillan arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklar ve
Dogum Anabilimdal’’inda opere edilip cerrahi evrelendirme yapilmig olan 50
epitelyal over kanserli (EOK) olgu ¢aligmaya dahil ediimigtir.

Programli hiicre o6limi olan apoptozis anormal hiicre c¢ogalmasini
dengeleyen fizyolojik bir olaydir. Bu olayin histopatolojik géstergesi olan
apoptotik indeks ile apoptozis regilatér genleri olarak kabul edilen timoér
siipresbr gen p53 ve onkogen bcl-2 ekspresyonlan arasindaki iligki
aragtinldiinda istatistiksel anlamlilik ifade eden bir iliski saptanmamigtir. Bu
sonu¢ bizi apoptozis regulatér faktdrleri olarak bilinen p53 ve bcl-2'nin
neoplastik dokularda meydana gelen apoptozisde oynadiklari roliin degisik
olabilecedi ve apoptotik prosesin daha kompleks bir hal aldigi disiincesine
goéturmektedir. Caigmamizdaki EOK'li olgulardaki farkli evre, grade ve histolojik
tiplerde apoptozis yogunlugunda bir farkiiik olmadigi saptanmistir. Al'nin
median yasam siresi lizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken,
prognoz agisindan da énemli olmadig gériimustir.

Calismamizda gerek p-53 ve gerekse bcl-2 gen ekspresyonlarinin
medyan sag kalim Uzerindeki etkileri istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken,

her ikisinin de prognoz agisindan énemsiz olduklart ve mitoz sayisi digindaki
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diger prognostik ve klinikopatolojik faktérlerle istatistiksel olarak anlaml
iligkilerinin olmadigi gésteriimigtir.

Calismamizda tek bagimsiz prognostik faktér olarak bulunan mitoz sayisi
ile p53 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamh pozitif yénde bir iligki
saptanirken, bcl-2 ekspresyonuyla mitoz sayisi arasinda istatistiki anlamlihk
sininna yakin (p=0,06) bir iliski bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda, istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte mitoz saytsi arttikga apoptotik hiicre sayisinin
azaldigi gérulmastlr. Butlin bu bulgular bizi neoplastik dokuda meydana gelen
degisikligin dengeyi proliferasyon lehine bozdugu sonucuna gétiirmektedir.

Olgu sayisinin arttinlmasi ile istatistiksel analizlerin daha da
dogrulanabilecedi gergegdinin yanisira, yapilacak prospektif ¢aligmalaria da bu
markirlanin prognostik 6nemlerinin daha rasyonel olarak ortaya konulabilecegi

g6rusindeyiz.
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