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OZET

Epitelyal over kanseri (EOK) gelismis ve gelismekte olan iilkelerde halen jinekolojik
kanserler icinde en Oldiiriicii olandir. Ancak erken evrede prognoz daha iyi olup 5 yillik
sag kalim %90’1n lizerindedir. Bilindigi gibi 6zellikle ileri evrelerde bazi proteinlerin (6rn:

p53, p16) prognostik oldugu gosterilmistir.

Bu bilgiler 1s1¢inda ¢alismada evre 1a epitelyal over kanseri olan 29 olguda p16 ve p53
ekspresyonlarinin  prognostik 6neminin  konvansiyonel prognostik parametrelerle

karsilagtirilmasi planlandi.

Parafin bloklarda uygun ornekler alinarak p16 ve p53 immunhistokimya boyamasi yapildi.
Konvansiyonel parametreler olarak yas, grade ve histolojik tip ele alinarak p16 ve p53

sonuglartyla karsilastirildi.

Yapilan univaryan ve multivaryan analizler sonucunda p53 ve p16 ekspresyonunun grade
ile birlikte arttigr gozlenmis, ancak vaka sayisinin limitli olmasi nedeniyle diger
konvansiyonel parametrelerle birlikte prognostik oldugu gosterilememistir. Uniform

gruplarda daha genis vaka serileri literatiire katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Epitelyal Over Kanseri, Erken Evre, Prognoz, p16, p53



ABSTRACT

Expressions P16 and P53 Phase 1a Prognostic Effect of Epithelial Ovarian Cancers

Epithelial ovarian cancer(EOC) is the most lethal gynecological cancer in developed and
developing countries. Whereas at early stages prognosis is better and 5-year overall
survival is higher than %90. It is shown that some proteins(eg. P53,p16) are prognostic

especially at advanced stages.

Based on this information in this study comparison of p16 and p53 expression’s prognostic
importance with other conventional parameters in stage la 29 EOC cases is planned.

Appropriate examples in parraffin  blockes were treated with pl6 and p53
immunohistochemical staining. Age, grade and hystologic type are the conventional

parameters and compared with the p53 and p16 results.

Univariant ve multivariant analysis indicated that p16 and p53 expression increased with
grade but, due to the limited number of cases, pl6 and p53 expression and other
conventional parameters haven’t been determined as prognostic. Larger case series in

uniform patient groups may contribute to the literature.

Key words: Epithelial Ovarian Cancer, Early Stage, Prognosis, p16, p53



ICINDEKILER

OZET ... oo i
A B ST R A T ettt e ettt e e e et v
ICINDEKILER .........cooooiiiiiieeeeee ettt en sttt v
KISALTMALAR L.ttt e et e e e sttt e e e s nnbbee e e vi
SEKILLER VE TABLOLAR.......cocvitititieeeeeeeee sttt en s vii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt n s s 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 2
2.1 Erken Evre Epitelyal Over Kanserlerinde Prognostik Parametreler ................cccocooeeiee. 2
2.2. Erken Evre Over Timorlerinde Cerrahi...........coooiiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccce e 3
2.3 Hiicre Siklusu ve Epitelyal Over Kanseri...........coovveiiiiiiiiiiiiicciece e 5
24 P16.. 9. 0. AP R 7
25P53....... W ... W 8
3. GEREC VE YONTEM ........cocoooiiiiiiiieieeeeeeee ettt 10
3.1. Olgularn enel OZCIITKIETT .....vviieiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 10
3.2. Immunohistokimyasal Boyama Yéntemi ve Degerlendirilmesi.........cccceveveveeivernnnne. 11
3.2.1. immunohistokimyasal BOyama YONtemi ..........ccveeevereerereirereirereseeeeresesieressesessenes 11
3.2.2. P16 degerlendirilmesi........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee sttt 11
3.2.3. P53 DeGerlendirilmesT ....uuuueiiiieiiiiiiiiiiiiie ettt 12
3.3. Istatistiksel DeZerlendire ...........ceveveveivereeiereeiereeeeeeteteeeete et te e e re st re e resrenes 13
4. BULGULAR. ..ttt e e e e e e s e e e e e 14
5. TARTISMA VE SONUQ ......ooiiiiiiiiiieiiit ettt 19
KAYNAKLAR ettt e e e e e st e e e e s nb et e e s anneeee s 22



KISALTMALAR

EOK Epitelyal Over Kanseri

BRCA Breast Cancer

FIGO International Federation of Ggynecology and Obstetrics
VATS Video Assisted Thoracoscopic Surgery

SBK Siklin Bagimli Kinaz

G Grade

DFS disease free survival (hastaliksiz sag kalim)

OAS overall survival (toplam sagkalim)

Rb retinoblastom

GOG Gynecology Oncology Group

Vi



SEKILLER VE TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Erken Evre Over Kanserlerinde Prognostik Faktorler............cccooovviiiiiiinnnnnnn. 3
Tablo 2.2. Erken Evre Ovaryan Malignitelerde Cerrahi Evreleme Prosediirii ..................... 4
Sekil 1. Hiicre Siklusu Kontrol NOKtalart ..........ccueveeiiiiiiiiiiiiiiie i 7
Sekil 2. P53 ve P16’nin Genom Biitlinligiinii Korumadaki Roli...........cccoevviiiiiiinnnnn, 8
Tablo 3.1. Hastalarm genel GZellKIETT .........cueeiviiiiiiiiiiiieiieiee e 10
Sekil 3. P16 disa vurum paternleri.............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 12
Sekil 4. P53 disavurum paternleri...........ueeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 13
Tablo 4.1. Gruplara gore p53 ve p16 boyanma paternleri..........ccoocvverveireeniienneeneesnenns 14
Tablo 4.2. Histolojiye gore p53 ve pl16 boyanma paternleri .........cccvuveevvreeivreesiveeesinneenn 14
Tablo 4.3. Tiimor grade’ine gore p53 ve pl16 boyanma paternleri ........cocceevvvverveineennnene 15
Tablo 4.4. Prognostik faktorlerin OAS ve DFS’a €tKiSi......cvveiiireiiireiiiie s 16
Tablo 4.5. P53 ve p16 boyanma durumunun OAS ve DFS’a etkisi .......cccccoevveevvvreninnnnne 17

Tablo 4.6. Histolojik tiplere gére P53 ve p16 boyanma durumunun OAS ve DFS’a
etkisi ... 4 S A . W 18

vii



1. GIRIS VE AMAC

EOK’nin %30-40’1 erken evrede tan1 almaktadir. Ozellikle evre 1a ve 1b olan olgularda 5

yillik sag kalimm %90’ 1n lizerindedir.

Literatiirde erken evre EOK’da prognozla ilgili ¢aligmalar genellikle evre 1 ve 2 olgular1
icermektedir. Bu calismalarda prognozda hastaligin cerrahi durumu, evresi, derecesi,

histolojik tipi, biyolojik markerlar etkili bulunmustur.

Insan tiimorlerinin yaklasik %50’sinde p53 mutasyonu vardr. Yapilan ¢ok sayida
calismada EOK’inde yiiksek oranlarda p53 gen mutasyonu bulunmustur (22,30,33). Son
yillarda bazi ¢alismalarda over ser6z adenokarsinomlarinda p16 geninde mutasyonlar veya

promotor metilasyonu saptanmistir (27).

Bu calismada erken evre EOK’da p53 ve pl6 ekspresyonlarmin prognoza etkisi ve
konvansiyonel parametrelerle prognostik 6neminin arastirilmasi planlandi. Hasta grubunun
uniform olmas1 i¢in evre la olan olgular degerlendirildi. Tekli ve ¢oklu degiskenlerle
analizler yapilarak degiskenlerin hastaliksiz sag kalim ve toplam sag kalima etkisi

degerlendirilmesi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Erken Evre Epitelyal Over Kanserlerinde Prognostik Parametreler

Erken evre EOK prognozu ileri evreye gore belirgin olarak daha iyidir. 5 yillik yasam

beklentisi %80-90 civarindadir.

Prognozu belirleyen temel faktor cerrahidir. Subklinik metastazlarin ekartasyonu ve tam
evreleme i¢in Onerilen, cerrahinin kapsamli selikde yapilmasidir(8). Cerrahi sonuglari
direkt olarak ek tedavi planlamasinda etkili olmasinin yaninda tek basina kiiratif de

olabilir. Suboptimal cerrahi ve evreleme daha yiiksek rekiirrens ile iliskilidir(85).

Hastaligin evresi prognoz u belirleyen en 6nemli faktordiir. Evre Ia/Ib olgularin prognozu

evre Ic ve II’ye oranla daha iyidir. (50)

Histolojik tip diger bir onemli prognostik faktordiir. Endometrioid tip daha erken
yakalanma ile iligkili olarak daha iyi progmoza sahiptir(40). Seffaf hiicreli histoloji
digerlerinden ayr1 degerlendirilir ve evreler i¢inde kotii prognostik kabul edilir(32). Non-
clear histolojinin i1yi prognostik oldugu(8), tiim histolojilerin ayr1 prognositk éneme sahip
oldugu(miisiméz ve seffaf hiicrelide daha kotli) calismalar mevcuttur(10) ancak bu
caligmalarda hastalarin ¢ogu ileri evrededir. Erken evre hastalikta ser6z histolojinin daha
kotli prognozla iliskili oldugu(78) , histolojinin rekiirensiz ve topalm sag kalimi etki

etmedigi(50) calismalar da mevcuttur.

Timorin diferansiasyon derecesi arttikca prognoz koétiilesir. Timor grade’i erken evre

EOK’de prognozda etkili diger bir faktordiir(8,9,21,39,50).

Hem erken hem ileri evre over kanseri olan yash hastalarda daha kot prognoza
sahiptir(41,50). Bu gerek yasla birlikte ileri evrede yakalanma orani, timor

diferansiasyonunun kotiilesmesi gerekse hasta performansinda azalma ile iliskili olabilir.

Erken evrede erken donemde rekiirrens gelismesi halinde prognoz ileri evreye benzer

sekilde kotiidiir(26).



Malign periton sitolojisi ve asit kotii prognozla iliskilidir ancak kapsiil riiptiirii ve
dokiilmenin evreyi 1c’ye yiikseltme ve prognozdaki rolii net degildir(45). Erken evrede

over ylizeyi tutulumu da kotii prognozla iligkilendirilmistir(39)

Over kanserinin prognozunda etkili ¢esitli molekiiler patolojilerin (anormal onkogen
ekspresyonu, p53, pl6, Her2/neu, PTEN, 21,ki67 vb) prognoza etkisi incelenmistir. P53
overekspresyonu kotii prognoz(2,51,52,53,56) ve daha yiiksek grade(43) ile iliskilidir.
P16 over eksipresyonunun kotii diferansiasyon ve yiiksek grade ile iliskili oldugu(46),
daha ileri evre ile iliskili oldugu(61) ve kotii prognostik faktor(58) oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. DNA ploidi erken evre over kanserinde bagimsiz bir prognostik

faktordiir(7).

Tablo 2.1. Erken Evre Over Kanserlerinde Prognostik Faktorler

. Yas
. Evre / alt evre gruplar
. Kapsiil ruptiirti

. Cevre dokulara dens yapisiklik

o Asit
o Malign periton sitolojisi
. Erken donemde rekiirrens

o Histolojik tip
o Histolojik grade

. Biolojik markerlar (S faz1 fraksiyonu, Anormal onkogen ekspresyonu, p53, p16,
Her2/neu,PTEN,p21,ki67)

2.2. Erken Evre Over Tumorlerinde Cerrahi

Over kanserleri yayilim sekillerine dayanarak cerrahi olarak evrelenir. Erken evre olarak
diistiniilen over kanserlerinde cerrahi evreleme ile hastaligin overlere veya pelvise sinirlt
olup olmadig1 belirlenmektedir. Erken evre over kanserlerinde belirgin oranda mikroskopik
okiilt metastazlar vardir. Bu nedenle tiimdr tek overe sinirli bile olsa mutlaka cerrahi
evreleme yapilmali ve olast okiilt metastazlar saptanmalidir. Erken evrelerde saptanan

metastazlar hem hastalarin prognostik degerlendirmesinde hem de adjuvant tedavi



gerekliligine karar vermede Onemlidir (18,19). Goézlemsel g¢alismalara gore cerrahi
sirasinda evre I-II oldugu diisiiniilen hastalarin %30’unun daha kapsamli restaging
laparatomi ile daha ileri evre oldugu gosterilmistir(38). Erken evre hastalikta klasik
evreleme prosediirii yeterlidir ve ¢ogu olguda cerrahi tek basina kiiratiftir(38). Cerrahi
evreleme midline insizyon ile yapilmali ve iist abdomen mutlaka tiimorin yayilimi
acisindan inspeksiyon ve palpasyon ile degerlendirilmelidir. Primer evreleme prosediirii
histerektomi, bilateral salpingooforektomi, bilateral pelvik ve paraaortik lenf nodu
diseksiyonu, infrakolik/total omentektomi, viicut bosluklarindan sitoloji alinmasi,
peritoneal yiizeylerden biyopsiler almmasi seklindedir. Ozellikle miisindz tiimorlerde

apendektomi yapilmalidir(32).

Ileri evrede olgularda tiimoriin yayilim durumuna gére bagirsak rezeksiyonu, splenektomi,
distal pankreatektomi, diyafram rezeksiyonu, peritonektomi ve VATS klasik prosediire

eklenebilir.

Tablo 2.2. Erken Evre Ovaryan Malignitelerde Cerrahi Evreleme Prosediirii

Sitolojik inceleme igin varsa asit 6rneklemesi, yoksa
Pelvis,diyafragma ve viicut bosluklarindan yikama 6rnekleri
Tiim organ ve yiizeylerin sistematik incelenmesi
Peritoneal alanlardan multipl biyopsi 6rneklemeleri
- Pelvik duvarlar
- Rektum ve mesane ylizeyi
- Cul-de-sac
- Lateral abdominal bosluklar
- Diyafragma
Infrakolik Omentektomi
Pelvik ve Paraaortik Lenfadenektomi
Bilateral Salpingooforektomi*
Histerektomi*

*Fertilite istemi olabilecek se¢ilmis hasta grubunda korunabilir

EOK vakalarinin yaklasik % 15'lik kismi1 reprodiiktif cagda ortaya ¢ikar(15,16,17) ve evre
I EOK'nin % 8'i 35 yas altindaki kadinlarda goriiliir(14).



Fertilite kaygist olan secilmis olgularda tam yapilmis evrelemede etkilenmis overin
cikarilip ve uterus ile diger overin birakilmasi ile fertilite korunabilir. Birakilacak olan
overin mutlaka dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gereklidir ¢inkii evre I serdz
tiimorlerde % 33, miisindz timdrlerde % 15 oraninda bilateralite riski mevcuttur(13). Evre
I hastalikta radikal ve fertilite koruyucu cerrahinin 5 yillik yasam beklentileri arasinda fark

yoktur(11,12).

2.3 Hiicre Siklusu ve Epitelyal Over Kanseri

Hiicrelerin replikasyonu genellikle biiyiime faktorleriyle ya da ekstraselliller matriks
komponentlerinin integrinleri uyarmasiyla stimiile olur. DNA replikasyonunun olusmasi

ve boliinme i¢in hiicre, hiicre siklusu olarak bilinen ytiksek kontrollii dongiiye girer.

Hiicre siklusunun farkli evreleri siiresince hiicrelerin diizenli ilerlemesini siklinler, siklin
bagimli kinazlar (SBK) ve bunlarin inhibitérleri yonetir (22). Hiicre siklusu boyunca
SBK’lar inaktif formda bulunurlar. Siklinlere baglanarak fosforile olduktan sonra aktif hal

alirlar. Sayilar1 15°ten fazladir ve hiicre siklusunda sirasiyla siklin D, E, A ve B goriiliir.

Hiicre Siklus inhibitorleri

SBK inhibitorleri 2 ana simnifa ayrilir:

Cip/Kip ailesi(p21,p27,p57) : Siklin-SBK komplekslerini denetlerler. p21 aktivasyonu p53

kontrolindedir

INK4/ARF (“inhibitor ofkinase 4a/alternative reading frame™) 2 proteini kodlar. Bunlar

pl6INK4a ve p14ARF proteinleridir. p16INK4a, siklin D-SBK4 komoleksini inhibe eder,
p14ARF ise p53’iin feedback dongiisiinii inhibe ederek p53°ii azalmaktan korur.

Hiicre Siklusunda Kontrol Noktalari

Hiicre siklusunun biri G1/S gecis bolgesinde, digeri G2/M gecisinde olmak iizere iki temel
kontrol noktas1 bulunur (22). Hiicre replikasyona girmeden dnce G1/S kontrol noktasi

DNA hasarinit kontrol eder. Eger DNA hasar1 varsa DNA tamir mekanizmalar1 ¢alisir ve



siklus durur. Bu p53 kontroliinde gergeklesir. Hasar tamir edilemezse apopitoz baslar.
G2/M kontrol noktasi DNA replikasyonunun tamamlanmasini denetler. Burada hiicre
siklusunun durmast p53 bagimli ve p53 bagimsiz mekanizmalarla olur. p16, SBK4
inhibitoridir. Spesifik olarak siklin D-SBK4/6 kompleksine baglanarak hiicre siklusunu
G1/S interfazinda RB aracilig1 ile kontrol eder (22).

Epitelyal over kanserinde karyotip ve sitogenetik anormalliklere ek olarak spesifik genetik

degisikliklerde tanimlanmustir.

Protoonkogenler c¢esitli hiicresel mekanizmalarla onkogenlere doniisebilen genlerdir. Over
kanserinde tespit edilen protoonkogenler C-mos, c-fms, c-erbB-1, her-2/neu ve ras
genleridir (23-24). Diisiik dereceli mikropapiller ser6z karsinomlar K-ras,B-raf ve
HER2/neu gen muatasyonlar1 ile karakterizedir(4). Endometrioid adenokarsinomlarin
endometriozis ile yakimn iliskisi mevcut olup [B-katenin ve PTEN mutasyonlar1 sik
goriiliir(5,6). Seffaf hiicreli karsinomlar da endometriozisle ilgili olup hormon
reseptOrlerinin azhigi ile karakterizedir (31) ve PI3K’yi aktive eden mutasyonlar yaklagik

yarisinda goriliir(29). Miisindz karsinomlarda K-ras ve HER2/neu mutasyonlari izlenir.

Timor siipresdor bir gen olan p53°tin baskilanmasi over hiicrelerinde neoplastik
degisikliklere yol agabilmektedir. Yiiksek dereceli ser6z over kanserlerinde p53 mutasyonu
siklikla izlenir. Ozellikle ileri evrede %80 e kadar ¢ikabilmektedir (4). Yine herediter over
kanserlerinin ilerleme gostermek i¢in p53 mutasyonuna ihtiyag duyan bir molekiiler

patogeneze sahip oldugu anlagilmistir. (42,44)



Dig sinyaller (Buyume faktorleri ve integrinler)

MYC, RAS ve diger genler DNA, hasar, hucresel stres

Siklin D 3
k + CDK4 [Ge? ddngimid

duzenleme
Siklin D/ Siklin Bagimh Kinaz4 (Aktif Kompleks) \\bMDM2
p16INK4 I i l I p21 I |
E2F/DP1/RB kompleksinde RB'nin fosforilasyonu
p14ARF

|

Aktif E2F

|

Siklin E'nin transkripsiyonu (Siklin A, DNA polimeraz ve diger
genlerin de transkripsiyonu)

Siklin E

1/ + CDK2

Siklin Ef Siklin Badgimh Kinaz 2(Aktif kompleks)

Sekil 2,1. Hiicre Siklusu Kontrol Noktalar1(22)

2.4 P16

P16, 9. Kromozomda lokalize, hiicre siklusu progresyonunda retinoblastoma proteinin
fosforile eden siklin bagimli kinazi(SBK) inhibe ederek yavaslatan bir SBK inhibitoriidiir.
Diger bir etki sekli de SBK4 {izerinden pRb inaktivasyonu yapan siklin D1’in
inhibisyonudur.



Hem p16 hem pRb hiicre siklus regulasyonunda énemli tiimor siipresorlerdir. P16 SBK4
ve SBK6’nin potent bir inhibitoriidiir. P16, pRb ve siklin D1 hiicre siklusunun en 6nemli
kontrol noktasi olan G1°den S fazina geciste gorev alir. Ayn1 zamanda p16 ve p53 genleri
ras iligkili timorogenezde gelisen G1 duraklamasinda gorev alir. pl6 bir¢cok kanserde,
mutasyon, delesyon, promotorunun hipermetilasyonu mekanizmalar1 ile inaktive
durumdadir (65). Disiik pl6 seviyelerine sahip olan over kanser hiicrelerinin SBK4/6
inhibisyonuna daha duyarli oldugu gosterilmistir(57). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
ser6z over karsinomlarinda pl6 geninde mutasyonlar ve/veya promotor metilasyonu

saptanmustir (1).

A.l Bl
Target genes
Apoptosis bay
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A: p53 tiimdr supresor yolagi : cesitli nedenlerle aktive olan p53 proteini ya siklus aresti yapar ya da hiicreyi
apoptoza goturur

B: p16™“® supresor yolagi: SBK4 veya 6 ile etkileserek siklin D iizerinden pRb’nin hipofosforilasyonunu
saglayarak aktive eder ve G1/S gecisinde rol alan E2F/DP inhibe edilmis olur.

Sekil 2.2. P53 ve P16’nin Genom Biitiinligiinii Korumadaki Rolii(3)

2.5 P53

“Guardian of the genome” 1992 yilinda Lane’in yaptigi {inlii tanimlamadir. TP53 geni ve
kodladig1 p53 proteini bereaber olarak p53 olarak bilinir. Gen 17pl13 kromozomunda
kodlanir. P53 proteini niikleusta lokalizedir ve DNA hasarinda tamir mekanizmalarinda
gorev alir. Fosforilasyonla kontrol edilir. Normal hiicrede yar1 émrii 20dk olan proteinin
hasarli hiicrede ekspresyonu artar. Gl’den S fazmna geciste kontrol yapar. Insan

tiimorlerindeki en sik genetik degisiklik yeridir(47).




P53 neoplastik transformasyonu 3 sekilde Onler;Gegici olarak hiicre siklusunu

durdurma,kalici olarak hiicre siklusunu durdurma veya programli hiicre 6liimii (apoptozis).

Normal hiicrede p53°tin yar1 d6mrii MDM2,COP1,PIRH2,IJNK gibi proteinlerle birlikteligi
nedeniyle kisadir. Stres altinda ¢esitli post-transkripsiyonel degisiklerle ayrilirlar. Bu
durumda p53 yar1 6mrii uzar ve ayni zamanda transkripsiyon faktorii olarak aktive hale
gelir. Eger DNA hasar diizeltilebilirse hiicre normale doner ancak diizeltilemezse ve P53
BAX ve PUMA gibi bazi proapoptotik genlerin transkripsiyonunu artirrr  kalic1 siklus
duraklamas1 veya apoptoz gerceklesir. Hiicre yaslanmasi telomer disfonksiyonuna bagli
gelisir ve Oncelikle p53 tarafindandan korunur, p16 ise limitsiz hiicre biiyiimesi i¢in 2. bir

dominant bariyerdir(54).

P53’tin miRNA2lar  iizerinde mir34 ailesinin  transkripsiyonunu  sagladigi
gosterilmistir(49). Mir34 ailesinin hedefleri siklinler gibi pro-proliferatif genler ve BCL-2

gibi anti-apoptotik genlerdir. Boylece siklusu durdurur veya hiicreyi apoptoza gotiirtirler.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin genel 6zellikleri

Bu calismaya Baskent Universitesi Kadm Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali
Jinekolojik Onkoloji Bilim Dali’nda 2007 Ocak-2011 Aralik tarihleri arasinda tedavisi
yapilan, patoloji sonuglar1 degerlendirilerek elde edilen, FIGO evreleme sistemine(20)
gore evre la epitelyal over karsinomu tanisi alan 29 olgu alindi. Tiim olgular tam cerrahi
evreleme yapildi, bunlardan 3 olguda fertilite koruyucu yaklasim uyglanmsti. Olgularin
cogu seffaf hiicreli histolojideydi.Hastalar seffaf hiicreli(grup 1) ve non-seffaf hiicreli
(grup 2) olmak iizere 2 grupta incelendi.

Tablo 3.1. Hastalarin genel 6zellikleri

Say1(%)
Yas
<60 22(75)
>60 7(25)
Histoloji*
Seffaf 12(41)
Non seffaf 17(59)
Endometrioid 4
Miisinoz 8
Serdz 5
Grade**
1 8(27,5)
2 5(17,5)
3 16(55)
Menapoz durumu
Premenapozal 14(48)
Postmenapozal 15(52)
Cerrahi
Radikal 26(89)
Fertilite koruyucu 3(11)
Takip siiresi(ay)
Min 12
Max 70

* Non-seffaf histoloji grubunda miisindz,seréz ve endometrioid subtipler mevcuttur.
**Seffaf hiicre histolojisi natlirii geregi grade 3 olarak almmustir.
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Parafin bloklarda uygun orneklerde pl6 ve p53 ekspresyonlarma immunohistokimyasal
olarak bakildi. Bu ¢alismada Leica BOND-MAX cihazi ile yapilmustir. Ornekler patoloji
boliimiinde semikantitatif olarak degerlendirildi. P16 ve p53 ekspresyon durumlari sonug
olarak hastaliksiz sag kalim ve overall sag kalima gore karsilastirildi. Hasta takip siiresi
ortalama 33,7 ay idi. Sonuglar SPSS 17.0 programi ile analiz edildi. Istatistiksel onem
diizeyi p:0.05 olarak alindi.

3.2. Immunohistokimyasal Boyama Yéntemi ve Degerlendirilmesi

3.2.1. Immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Bu calisma Leica BOND-MAX cihazi ile yapilmistir. Cihazin ¢alisma protokolii so6yledir;

Etiivde 60 C’de 30 dk. Dokunun parafinden ayrilmasini saglar. 3 kez ksilenden gecirir ve
lam1 parafinden uzaklastirir. 3 kez alkolden gecer lamdan ksileni uzaklastirr. PBS
(yikama soliisyonu) ile 3 kez yikama yapar.(Alkolii uzaklastirir.). EDTA’da 100 C’de 30
dk. kaynatilir. 3 kez PBS ile yikanwr. 13 dk. peroxide blockta kalir.(Peroxide
block:Hidrojen peroksit). 3 kez PbS ile yikanir.

Antikor damlatilir. 20 dk. antikorda kalir.
P16=» Mouse monoclonal.LOT no: AM5400512 IHC-P
P53=» Mouse monoclonal.LOT no:00044834 IHC-P

3 kez PBS ile yikanir. 6 dk. Post primary de kalir.(Post primary: Protein blokaji). 3 kez
PBS ile yikanir. 5 dk.Polymer de kalir. 3 kez PBS ile yikanir. 7 dk. distile su ile yikanir. 7
dk. DAB(Diaminobenzidin)’ta bekletilir. 1 dk. Distile su ile yikanir. 5 dk. Hematoksilende
kalir. 1 kez distile su ile yikanir. 1 kez PBS ile yikanir. 1 kez distile su ile yikanir.

3.2.2. P16 degerlendirilmesi

Isik mikroskopunda epitel hiicrelerinde niikleer ve sitoplazmik boyanma degerlendirildi.

Timor hiicrelerindeki boyanmanin yiizdesi yani sira boyanma olmayan-hafif-orta-giicli
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olmak tizere boyanma paterni kaydedildi(Sekil 4). Degerlendirme yapilirken boyanma

olmayan ile hafif boyanan ve tiimdr hiicrelerinin %10’undan azinm boyandig1 olgular

negatif, diger olgular pozitif kabul edildi.

A) pl6 belirteci ile zayif boyanma paterni (x10 HPF), B) p16 belirteci ile orta derecede boyanma paterni
( x20 HPF), C) p16 belirteci ile giiclii boyanma paterni ( x10 HPF)

Sekil 3.1. P16 disa vurum paternleri

3.2.3. P53 Degerlendirilmesi

Isik mikroskopunda epitel hiicrelerinde niikleer boyanma degerlendirildi.  Timor
hiicrelerindeki boyanmanin yiizdesi yani sira boyanma olmayan-hafif-orta-giiclii olmak
iizere boyanma paterni kaydedildi(Sekil 4). Degerlendirme yapilirken boyanma olmayan
ile hafif boyanan ve tiimor hiicrelerinin %10’undan azinin boyandig1 olgular negatif, diger

olgular pozitif kabul edildi.
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A) p53 belirteci ile giiglii boyanma paterni (x10 HPF), B) p53 belirteci ile orta derecede boyanma paterni (
x10 HPF), C) p53 belirteci ile zayif boyanma paterni ( x10 HPF)

Sekil 3.2. P53 disavurum paternleri

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Kategorik 6l¢timler
say1 ve yiizde olarak, siirekli dlgiimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde
ortanca ve minimum - maksimum) olarak Ozetlendi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare test ya da Fisher test istatistigi kullanildi. Gruplar arasinda
siirekli Olciimlerin karsilastirilmasinda dagilimlar kontrol edildi, degisken sayisma gore
normal dagilim gosteren parametreler i¢in Student T test ve ikiden fazla degisken
karsilagtirmalarinda Anova, normal dagilim gostermeyen parametrelere de Mann Whitney
U testi ve ikiden fazla degisken karsilastirmalarinda Kruscal Wallis testi kullanildi. P16 ve
P56 nn OAS de mortalite lizerine etkisini 6l¢gmek icin de Cox Regresyon Analizi

kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Calismada degerlendirilen 29 hastanin ortalama yasit 51,4,£13,2 olarak saptandi. Bu
hastalarin 14(48,2%)’li premenapozal ve 15 (%51,8)’1 postmenapozal donemdeydi. Hasta
takip siiresi ortalama. 33,7+18,9(12-70) ay idi. En fazla seffaf hiicreli histolojik tip izlendi.
Yas dagilimi gruplar arasinda benzerdi arasinda benzerdi. Hastalar genel 6zellikleri tablo

3.1’ de 6zetlenmistir.

Olgularda pl16 %55, p53 %93 oranda pozitif boyandi. Grup 1 ve 2 arasinda

immunohitokimyasal degerlendirme sonuglar1 arasinda anlamli farklilik bulunmamaistir.

(tablo.1).

Tablo 4.1. Gruplara gore p53 ve pl6 boyanma paternleri

P16 P53
pozitif negatif pozitif negatif
Histoloji
Grup 1 9(75,0) 3(25,0) 12(100,0) 0(0,0)
Grup 2 9(56,3) 7(43,8) 15(88,2) 2(11,8)
p:0,498 p: 0,130
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Histolojik tiplere gore degerlendirildiginde miisindz tiplerde boyanma olmamasi

istatistiksel olarak anlamlidir.(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Histolojiye gore p53 ve pl16 boyanma paternleri

P16 P53 p
pozitif  negatif pozitif negatif
Histoloji
Seffaf h 9(75,0) 3(25,0) 12(100,0) 0(0,0)
Endometrioid 3(75,0) 1(25,0) 4(100,0) 0(0,0) p: 0,003
Miisinoz 0(0,0) 8(100,0) 6(75,0) 2(25,0)
Seroz 4(80,0) 1(20,0) 5(100,0) 0(0,0)

Grade 3 hastalarda hem p53’°tin hem de p 16’nin yiiksek oranda pozitif oldugu izlendi.
Bunlardan p16’nin pozitifligi istatistik olarak anlamli bulundu.(Tablo 4.3)

Tablo 4.3. Tiimor grade’ine gore p53 ve pl16 boyanma paternleri

P53 P16
(+) ) (+) )
Grade
1 6(22,2) 2(0,0) 3(18,8) 5(38,5)
2 5(18,5) 0(0,0) 1(6,3) 4(30,8)
3 16(59,3) 0(0,0) 12(75,0) 4(30,8)
P 0,060 0,048
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Calismada degerlendirilen 29 evre la hastadaki konvansiyonel prognostik parametrelerin

OAS ve DFS’ye etkisi istatistik olarak anlamli bulunmamustir. (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Prognostik faktorlerin OAS ve DFS’a etkisi

DFS OAS
Yas
<60 N 22 22
Ort+SS 35,8+20,7 36,0+20,4
>60 N 7 7
Ort+SS 25,6+10,0 26,7+11,5
P 0,224 0,226
Histoloji
N 12 12
Grup 1l Ort£SS 39+18,2 39,67+18,2
Grup 2 N 17 17
Ort£SS 29,3+19,1 29,6+18,8
P 0,182 0,161
Grade
N 8 8
1 Ort£SS 26,9+14,0 26,9+14,0
N 5 8
2 Ort£SS 34,0+£22,3 35,0+20,9
N 16 16
3 Ort£SS 36,3+20,5 36,8+20,6
P 0,536 0,489
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P16 ve P53immunhistokimya boyama paternleri multivaryan analizlerle OAS ve DFS ile
karsilastirildiginda p16 ve p53 ekspresyonlarmin sag kalma etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. P53 ve p16 boyanma durumunun OAS ve DFS’a etkisi

DFS OAS P

P16
Pozitif N 16 16

Mean 38,9+19,9 38,9+19,9 0,078

13 13

Negatif N

Mean 26,4416,1 27,4416,1 0,103
P53
Pozitif N 27 27

Mean 34,3+19,3 34,81 0,297
Negatif N 2 2

Mean 19,549,1 19,549,1 0,277
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Yapilan multivaryan analizler wonucuda gruplar arasinda P53 ve p16 boyanma paterninin
OAS ve DFS’ye etkisi istatistik olarak anlamli bulunmadi. (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. Histolojik tiplere gére P53 ve p16 boyanma durumunun OAS ve DFS’a etkisi

Grupl Grup 2 p

P53- - 27,4+16,1 -

P53+ 34,8+19,1 19,5+9,2 0,277
OAS

P16- 29+7 27+6

P16+ 43+6 3348 0,660

P53- - 26,4+16,1 -

P53+ 34,3£19,3 19,5+9,2 0,297
DFS

P16- 2615 266

P16+ 4316 33+8 0,875
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5. TARTISMA VE SONUC

Erken evre over kanserinde prognoz iyi olup 5 yillik sag kalim %80-95 arasindadir(32).
Literatiirde erken evre EOK prognostik faktorleri inceleyen ¢aligmalar genellikle evre 1 ve
2 olan hastalar1 beraber degerlendirmistir. Evre 1a hastalarda evre geregi diger prognostik
parametreler olmadigindan cerrahi, evre, histoloji, grade, yas ve molekiiler biyomarkerlar

prognozu belirlemektedir.

Yapilan en genis caligmalardan bir tanesinde Chan ve arkadaslar1 13 yillik bir periyoda
opere edilen 8372 evre 1-11(6152-2220) olan hastada prognostik verileri degerlendirmisler
lenfadenektomi artis1 ile cerrahinin yillar iginde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
DFS’i artirdigini, multivaryan analizlerde daha geng yas, nonclear histoloji, erken evre,
diisiik grade, cerrahi ve lenfadenektominin sag kalimda bagimsiz risk faktorleri oldugu
belirtilmistir(8). [ICON ve ACTION c¢alismalar1 beraber degerlendirildiginde evre 1a grade
1-2 hastalarda kemoterapinin tam yapilmis evrelemede kemoterapinin sagkalima katkis1
yoktur(35,36,37). Takada ve arkadaslarin yaptigi 2012 yili ¢alismasinda evre 1a ve 1¢ olan
73 seffaf hiicre histolojili hasta kemoterapi alip almamasima gore karsilastirilmis ve OAS
ile DFS {izerinde kemoterapinin prognostik olmadigi belirtilmistir(28). Le ve
arkadaslarinin yaptig1 retrospektif analizde degerlendirilen 138 olguda cerrahi evrelemesi
tam olarak yapilan olgularda rekiirrens oranmin %10 iken evreleme yapilmayan grupta
%28 oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 calismada yas ve yiiksek grade’in hem rekiirrens

hem toplam sagkalimda etkili oldugu belirtilmistir(25).

Bamias ve arkadaglarinin yaptigi Evre I —II olan 147 hastanin degerlendirildigi
calismasinda serdz histolojinin evre 1 hastalarda nonserdzlere gore daha kotli prognoza
sahip oldugunu belirtmistir(9). Bunun yaninda bir GOG ¢alismasinda Chan ve arkadaslar1
erken evre yiksek riskli(evre I, grade3; evrelC; evre II; seffaf hiicreli) hastalar1
degerlendirdikleri ¢caligmada histolojiler arasinda herhangi bir fark olmadigini ancak yas,
evre, grade, ve sitolojinin prognostik faktorler oldugunu belirtmislerdir(50). Yine baska
bir GOG caligmasinda yiiksek riskli erken evre EOK olan 74 hastada yapilan
degerlendirmede erken rekiirrens(<24ay) gelisen hastalarin prognozunun ge¢ rekiirrens
gelisen(>24ay) hastalara oranla belirgin olarak daha kotii oldugu ve ileri evre

hastaliktakine benzer prognoz gosterdigi belirtilmistir(26).
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Bondy ve arkadaslar1 Kanada’da toplum bazli bir ¢alismada 327 evre 1-2 hastanin
degerlendirildigi caligmada yliksek grade ve kapsiil tutumlunun kotii prognozla iligkili
oldugunu bunlarin yaninda adezyonlarin varligmin ve yasin sagkalimda etkili oldugunu

belirtmislerdir(39).

Over kanserinde molekiiler temel gitgide daha ¢ok ilgi ¢eken bir konu haline gelmektedir.
Literatiirde ploidi taramalari, tiimor supresdr gen mutasyonlari, onkogen ekspresyonlarmin

degerlendirildigi caligmalar mevcuttur.

P53 over kanserinde genelde kotii prognostik bir parametre olarak degerlendirilmistir.
Skirnisdottir ve arkadaglarmin yaptigi  caligmalarda FIGO evre 1 ve 2 olarak
degerlendirilen 131 olgunun analizinde p53 pozitifliginin daha diisiik DFS ile iligkili
oldugunu ve bu hastalarda prognozun daha kotii gittigini belirtmistir(51,52). Darcy ve
arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada erken ve ileri evre EOK olan 289 hastada p53
overekspresyonunun daha kotii PFS ile iliskili oldugu tespit edilmistir(2). Yoo-Kyong Lee
ve arkadaslarinin yaptigi 155 erken ve ileri evre EOK olgusunun degerlendirildigi
calismada kotli prognozla iliskisi bilinen p53 overekspresyonunun evre,grade ve histoloji
ile iliskili oldugu tespite edilmis, OAS ve DFS’ye etkili olmadig1 tespit edilmistir(43).
Sagarra ve arkadaslarmin yaptig1 erken ve ileri evre EOK 90 olgunun degerlendirildigi
calismada p53 overekspresyonunun OAS ve DFS’ye etkili olmadigi, FIGO evresi ve
rezidii timoriin etkili oldugu tespit edilmistir(48). Ramirez ve arkadaslarmin yaptigi
deneysel calismada over kanseri hiicrelerine viral yolla p53 transfeksiyonu yapilarak bu
hiicrelerde apoptozun arttig1 gosterilmistir(60). Graeff ve arkadaslarmmin yaptig1 62
calismanin degerlendirildigi metaanalizde p53°iin overall sagkalimda etkili oldugunu
gostermislerdir(53). Plisiecka-Halasa ve arkadaslarmin yaptigir 204 ileri evre hastada
yapilan prognoz ¢alismasinda p53°iin diger biyomarkerlarin (p21,p27) prognostik degerini
belirledigi saptanmistir(55). Garcia-Velaco ve arkadaslarmm yaptig1 72 hastalik caligmada
p53 ekspresyonunun PFS ile ilskisi olmadigr gosterilmistir(56). Chambers ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada mutant p53iceren olgularda isoform A133p53°iin DFS ve
OAS’a pozif etki ettigini gostermistir(59)

P16 overekspresyonu genelde serviks kanseri patogenezinde calisilmig son donemde over
kanserinde de ilgi cekmeye baglamistir. Khouja ve arkadaglarinin yaptig1 171 over kanseri

olgusunun degerlendirildigi ¢aligmada pl6 yiiksek ekspresyonunun kotii diferansiasyon ve
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yiiksek grade ile iligkili oldugu saptanmistir(46). Surowiak ve arkadaslarmin yaptigi 73
hasta igeren ¢aligmada diisilk pl16 ekspresyonun over kanserinde kotii prognostik faktor
oldugu gosterilmistir(58). Katsaros ve arkadaslarinin yaptigi 249 hastada p16 promoter
metilasyonu olanlarda ileri evre ve agresif tiimdrlerin daha fazla goriildiigii, progresyon ve
Oliim riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir(61). Yan ve arkadaslarin m 205 hastada kan
orneklerinden pl6 subtiplerinin degerlendirildigi calismada g¢esitli subtiplerin farkli
histolojik tiplerde daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir(62). Kusume ve arkadaslarinin
59 hastayr degerlendirdigi ¢alismada pl6-Cyclin D1/CDK4-pRb (G1 yolagi)
degerlendirilmis ve OAS icin bir prognostik faktdr olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmistir(63). Kudoh ve arkadaslari 45 hastada pl6 inaktivasyonunun diisiik

kemoterapi yaniti ile iliskili oldugunu gésteren igeren bir calisma yapmistir(64).

Bu caligmada; evre 1a EOK tanis1 alan 29 hastanin prognozlar1 ve bunu etkileyen faktorler
degerlendirilmistir. Histolojik gruplar ve yas arasinda anlamli bir farklilik bululnmadi.

Yasa gore sag kalim degerlendirmesinde OAS ve DFS’yi etkilemedigi goriildii.

Histolojik degerlendirmede p53 ve pl6 immun histokimya pozitifliginde anlamli bir fark
bulunamadi. Subtiplerin degerlendirmesinde miisinéz tiimorlerde pl16’nin negatif olmasi
istatistiksel olarak anlamliydi. Yiiksek grade olan olgularda hem p53’iin hem de p 16’ nin
yilksek oranda pozitif oldugu izlendi. Bunlardan pl16’nin pozitifligi istatistik olarak
anlamliydi. Bunun yaninda evre 1a’da histolojik tiplerin OAS ve DFS’a etkisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.Multivaryan analizlerde Gruplar arasinda pl6 ve p53
immunhistokimya degerlendirmeleri OAS ve DFS ile karsilastirildiginda sag kalimia etkisi

olmadig1 sonucuna ulagildi.

Bu calismada p53 ve pl6 immunhistokimya pozitifliginin grade ile iliskili oldugu ancak
sagkalima etkili oldadigi sonucuna varildi. Bu durum galigmadaki sayisinin limitli
olmasina bagli olabilir. Bu durumun aydinliga kavusmas: igin daha genis vaka serisi

bazinda yapilacak ¢aligmalar literatiire katki yapabilir.
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