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OZET

ENDOMETRIAL KANSERLERDE PTEN EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK
FAKTORLERLE KARSILASTIRILMASI

CAN M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya (Tip) Programu, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Endometrium kanseri giinlimiizde kadinlarda goriilen kanserler i¢inde dordiincii siradadir ve
Amerika’da en sik goriilen kadin kanseridir. Endometriyal karsinomlar kadin genital
sisteminin en sik goriilen malign timorii olup, %80-85 olguda 6strojen bagimli iken, %10-15
olguda Ostrojen bagimli degildir. Endometriyal karsinomlar tip I ve tip II olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Tip I endometriyal karsinomlar anovulasyon ya da Ostrojen replasman
tedavisi Oykiisiine sahip 40-60 yaslar1 arasindaki gen¢ hasta grubunda goriiliir. Genellikle iyi
diferansiye, miyometriyum invazyonu olmayan ve endometriyal hiperplazi ile iliskili olan
karsinomlardir. Tip II endometriyal karsinomlar ise hiperplazi ve strojen fazlasi ile iligkisi
olmayan saldirgan tiimoérlerdir. Bunlar endometriyal atrofi zemininden gelisirler. Hastalar
daha ¢ok postmenapozal dénemde olup, tip I tlimoérlere gore daha ileri yastadir. Timor
supresor gen PTEN (phosphatase ve tensin homolog), endometrial kanserlerde siklikla
mutasyona ugrayan genlerdir. PTEN, timor supresor gendir ve mutasyon orant %30-50’dir.
PTEN, 10.kromozomun uzun kolunda (q), 23.3 pozisyonunda lokalize olup, primer hedefi
PIP3 adi verilen lipid molekiilii olan, bir fosfataz kodlar. PIP3, hiicre biiylimesi ve apoptozu
regiile eden sinyal iletim yolu iizerinde calisir. PTEN ayrica, iki hiicre iskelet proteini ile
bliylik homoloji gosterir. Bu da hiicre adezyon ve migrasyonunda da etkili olduguna isaret
eder. PTEN’ in, timor biiylimesinde supresor, gelisim ve metastazinda ise inhibitor rol
oynadi@1i gosterilmistir. PTEN geninde homozigot ve heterozigot delesyon olan farelerle
yapilan deneyde, PTEN tiimor supresor genin gelisim sirasinda oldukc¢a énemli rolii oldugu
izlenmistir. PTEN inaktivasyonunun, histomorfolojik degisikliklerin yoklugunda bile
goriildiigii tanimlanmistir. Hiperplazilerde de yaklasik %20 oraninda goriiliir. Bu bulgular,
PTEN inaktivasyonunun, endometrioid karsinom patogenezinin erken basamaklarinda etkili
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu calismada amacimiz, diisik yas araligindaki tip 2

endometrial kanserlerde erken basamaklarda gelistigi disiinilen PTEN proteinin



ekspresyonundaki degisiklikleri Real time PCR, immunohistokimyasal yontemler ile rutin

prognostik parametrelerle karsilastirilarak, degerlendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Endometrium Kanser, PTEN, Real Time PCR,



ABSTRACT

COMPARISON OF PTEN EXPRESSION WITH PROGNOSTIC FACTORS IN
ENDOMETRIAL CANCER

CAN M. University of Aydin Adnan Menderes Health Sciences Institute Medical
Biochemistry Master Thesis, Aydin, 2019.

Endometrial cancer is nowadays the fourth most common cancer among women and it is the
most common female cancer in America. Endometrial carcinomas as being the most common
malignant tumors of the female genital system, while estrogen-dependent in 80-85% of cases,
but not dependent in 10-15% of cases. Endometrial carcinomas are divided into two groups as
type I and type Il. Type | endometrial carcinomas are seen in a group of young patients aged
40-60 years with a history of anovulation or estrogen replacement therapy. They are usually
well differentiated, without myometrial invasion and associated with endometrial hyperplasia.
If type Il endometrial carcinomas are aggressive tumors that are not associated with
hyperplasia and excess estrogen. They develop from the background of endometrial atrophy.
Patients as being mostly in postmenopausal period and are older than type | tumors. Tumor
suppressor gene PTEN is one of the genes which frequently mutated in endometrial cancers.
The most frequently changing gene in endometrial carcinoma, PTEN (phosphatase and tensin
homolog) is the tumor suppressor gene and the mutation rate is 30-50%. PTEN as being
located in the long arm (q) of chromosome 10 at position 23.3 and encodes a phosphatase
whose primary target is the lipid molecule called PIP3. PIP3 works on the signal transduction
pathway that regulates cell growth and apoptosis. PTEN has been shown to be suppressor in
tumor growth and inhibitory role in development and metastasis. These findings suggest that
PTEN inactivation is effective in the early stages of the pathogenesis of endometrioid
carcinoma. we created two groups in our study Control group: control group consisting of
people who were not diagnosed with early age type2 endometrial cancer. a group of patients
diagnosed with type 2 endometrial cancer not early estrogen dependent. Patient age, CEA,
p53, myometrial invasion, lymphovascular invasion, and cervical invasion values in the
hospital archive of the patients were statistically evaluated within the control group and the

patient group. PTEN, obtained by staining using primary antibody; control group H-score

Xi



values were significantly higher than all patient groups. When the patient groups were
evaluated among themselves; The H-score was significantly higher in the Grade 1 patient
group. this shows that PTEN expression is correlated with grade in end2 endometrial cancers.
When we evaluated PTEN expression values by qRT-PCR method, we reached the same
results. In conclusion, PTEN gene expression may play a role in type 2 endometrial

carcinogenesis as well as typel endometrial cancers.

Keywords: Endometrial Cancer, PTEN, Real Time PCR
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1. GIRIS

Endometrium kanseri giiniimiizde kadinlarda goriilen kanserler icinde dordiincii
siradadir ve Amerika’da en sik goriilen kadin kanseridir (Peng ve ark, 2014; Ngai ve ark,
2014). Endometriyal karsinomlar kadin genital sisteminin en sik goriilen malign tiimori olup,
%80-85 olguda Ostrojen bagimli iken, %10-15 olguda 6strojen bagimli degildir (Ngai ve ark,
2014). Endometriyal karsinomlar tip I ve tip Il olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Tip I
endometriyal karsinomlar kronik anovulasyon ya da Ostrojen replasman tedavisi dykiisiine
sahip 40-60 yaslar1 arasindaki geng hasta grubunda goriiliir. Genellikle iyi diferansiye,
miyometriyum invazyonu olmayan ve endometriyal hiperplazi ile iliskili olan karsinomlardir.
Bu grup tiimoérler 6strojen ve progesteron reseptorleri pozitif, pS3 negatif ve Ki-67 indeksi
diisiik olan timorlerdir. Tip II endometriyal karsinomlar ise hiperplazi ve dstrojen fazlasi ile
iligkisi olmayan saldirgan tiimorlerdir. Bunlar endometriyal atrofi zemininden gelisirler.
Hastalar daha ¢ok postmenapozal dénemde olup, tip I tiimorlere gére daha ileri yastadir.
Genellikle Ostrojen ve progesteron negatif, pS3 pozitif tiimorlerdir. Ki-67 proliferasyon
indeksleri yiiksektir. Tan1 sirasinda derin miyometriyal invazyon gosterme egiliminde olan
kot prognozlu timorlerdir (Ngai ve ark, 2014; Bansal ve ark, 2007).

Timoér supresor gen PTEN, endometrioid tip endometrial kanserlerde siklikla
mutasyona ugrayan genlerdir. Endometrioid tip endometrial karsinomda en sik degisen gen,
PTEN (phosphatase ve tensin homolog), timor supresor gendir ve mutasyon orant % 30-
50°dir. PTEN, 10. kromozomun uzun kolunda (qg), 23.3 pozisyonunda lokalize olup, primer
hedefi PIP3 adi verilen lipid molekiilii olan, bir fosfataz kodlar. PIP3, hiicre biiyiimesi ve
apoptozu regiile eden sinyal iletim yolu lizerinde ¢alisir. PTEN ayrica, iki hiicre iskelet
proteini ile biiyilk homoloji goésterir. Bu da hiicre adezyon ve migrasyonunda da etkili
olduguna isaret eder. PTEN’in, tiimdr biiylimesinde supresor, gelisim ve metastazinda ise
inhibitor rol oynadigi gosterilmistir. PTEN geninde homozigot ve heterozigot delesyon olan
farelerle yapilan deneyde, PTEN tiimor supresor genin gelisim sirasinda oldukg¢a 6nemli rolu
oldugu izlenmistir (Laas ve ark, 2014). PTEN geninde homozigot delesyonu olan farelerin,
erken embryogenez sirasinda dldiikleri, heterozigot delesyonu olan farelerin ise normal olarak
gelisebildiklerini ancak endometrial karsinomu da igeren bir¢ok kanser i¢in artmis riskleri
oldugu bulunmustur (Rosai ve ark, 2004). PTEN inaktivasyonunun, histomorfolojik
degisikliklerin yoklugunda bile goriildiigii tanimlanmistir. Hiperplazilerde de yaklasik %20



oraninda gortlir. Bu bulgular, PTEN inaktivasyonunun, endometrioid karsinom
patogenezinin erken basamaklarinda etkili oldugunu disiindiirmektedir. Mutasyonlu
hiicrelerin genetik analizi ile taninabilen bu preklinik faz, menstrual sikluslar boyunca
devamlilik gosterebilir ve bu siliregte mutant hiicrelerin gelisimi, sistemik hormonal faktorlerle
pozitif ya da negatif olarak etkilenir. immunhistokimyasal bir calismada, endometrioid
karsinomlarin biiyiik bir kisminda PTEN ekspresyon kaybi oldugu bulunmus ve bu tiimdr
tipinin gelisiminde santral rolu olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Bu c¢alismada, ozellikle tip 1 endometrial kanserlerde erken basamaklarda gelistigi
daha Onceki c¢aligmalarda gosterilen PTEN proteinin ekspresyonundaki degisikliklerin
Ostrojen bagimli olmayan ve erken yas araligindaki tip 2 endometrial kanser tanisi almig
hastalarda Real Time PCR, immuno histokimyasal yontemler ile rutin prognostik
parametrelerle karsilagtirilarak, degerlendirmektir. Ayrica ¢alismamizda veriler geng hasta
popiilasyonundaki dstrojen bagimli olmayan tip 2 endometrial kanser tanisi almis hastalarda
PTEN ekspresyon diizeylerinin kontrol grubu ile hasta grubu ve hasta grubu gradeleri
arasinda kendi icerisinde karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Calismadaki amacimiz
PTEN gen ifadesinin erken yas tip 2 endometrial karsinogenezinde de tip 1 endometrial

kanserler gibi rol oynadiklarini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterus

Uterus; pelviste mesane ile rektum arasinda uzanan, kalin miiskiiler bir duvara sahip,
ici oyuk armut bi¢cimli bir organdir. 7 cm uzunlugunda, 4 cm genisliginde ve 2,5 cm
kalinligindadir. Organin genislemis st bolimii govde veya korpus bolimidir. Tepedeki
kubbe bicimli boliimii fundus olarak adlandirilir ve bu bolimiin duvarindan fallop tiipleri
(tuba uterina) organin igine girer. Organin en dar ve en alt boliimii olan serviks, vajinaya
acilir. Korpus ve fundus histolojik olarak hemen hemen aynidir, ancak serviks bazi énemli

yapisal farkliliklar gosterir (Ross ve Pawlina, 2014; Kierszenbaum, 2006).
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Resim 1. Uterus ve baglantili yapilar (Ovalle ve Nahirney, 2009).




2.1.1. Uterus Embriyolojisi:

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti dollenme sirasinda belirlenir. Genital
sistem gelisimin erken evrelerinde her iki cinste de birbirine benzer. Bu sebeple genital sistem
gelisiminin baslangig, “seksiiel gelisiminin farklanmamis evresi” olarak adlandirilir. Genital
sistem mezodermal kokenlidir. Disi ve erkek embriyoda iki ¢ift genital kanal bulunur. Bunlar
mezonefrik ve paramezonefrik kanallardir. Disi embriyolarda testosteron hormonu
bulunmadigi i¢in mezonefrik kanallar gerilerken, paramezonefrik kanallar gelisir. Disi
cinsiyet gelisiminde ovaryumlarin ya da hormonlarin varhigi gerekmektedir. Disi genital
yollarinin  ¢ogunlugu, paramezonefrik kanallarca olusturulur. Tuba uterina’lar,
paramezonefrik kanallarin  birlesmemis kranial boliimlerinden gelisir. Paramezonefrik
kanallarin kaudal birlesmis kisimlarindan ise uterovajinal primordium farklanir. Bu yapi,
uterus ve vajinayr olusturur. Endometriyal stroma ve miyometriyum, komsu splanknik
mezensimden gelisir (Moore ve Persaud, 2009; Sadler, 2005).

Paramezonefrik kanal, iirogenital sirtin 6n-yan yiizeyindeki epitelin uzunlamasina bir
cokiintiisii seklinde belirir. Kanalin, kranial ucu karin bosluguna acilan huni seklindedir.
Kaudal yonde de, dnce mezonefrik kanalin lateralinde seyreder ve onu 6nden gaprazlayarak
kaudomedial yonde gelismeyi siirdiiriir. Orta hatta diger paramezonefrik kanala yaklasir.
Baglangigta bir septumla birbirinden ayrilmis olan 9 kanallar, daha sonra birleserek uterusu
yaparlar (Moore ve Persaud, 2009; Sadler, 2005). Kanallar orta hatta birlestikten sonra pelvis
icerisinde kalin bir transfer bir kivrim olusur. Kaynasmis haldeki paramezonefrik kanallarin
lateralinden pelvis duvarina kadar uzanan bu kivrima uterusun broad ligamenti denir. Bu
ligamentin iist yiizeyinde uterus tiipleri arka yiizeyinde de overler yer alir. Uterus ve broad
ligamentler pelvisi uterorektal pos ve utero servikal pos olarak ikiye boler. Kaynasan
paramezonefrik kanallardan uterusun korpusu ve serviksi gelisir. Bunlarin etrafi uterusun
muskuler tabakasin, myometrium ve peritoneal ortiisiinli, perimetrium, meydana getiren bir
mezensim tabakasiyla sarilir (Moore ve Persaud, 2002; Sadler, 2005; Ross ve Pawlina, 2014;
Kierszenbaum, 2006).

2.1.2. Uterus Anatomisi:

Kalin muskiiler duvarl bir kese olan uterus rektum ile mesane arasinda yerlesimlidir.

Uterus normal olarak erigkin bir kadinda, mesanenin {izerinde ve arkasinda yer almaktadir.
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Mesane bos oldugunda pubisin arkasinda olan uterusun karin 6n duvarinda ki palpasyonu zor
olmaktadir. Dolu bir mesane ile ise pubisin iizerine ¢ikarak daha ventral bir hal alir. Ust sag
ve sol koselerde boynuz benzeri bir goriinim sergileyerek tuba uterinalar ile baglanti
saglamaktadir. Uterus dnden arkaya basik bir armut gibidir. 7,5 cm boy, 5 cm genislik, 2.75
cm kalinhkta ve 30-40 gram agirligindadir. Yap1 ve fonksiyon bakimindan serviks ve korpus
olmak {izere boliimlere ayrilmaktadir, boyun gorevi goren ve igerisinde ostium uteri internum
bulunan isthmus bu iki yapinin arasinda bulunmaktadir (Morton ve ark, 2000; Moore ve
Persaud, 2009).

2.1.2.1. Korpus uteri:

Uterusun sag ve sol kisminda her iki ovaryum ile baglantili olan tuba uterinarin
uterusa giris kisminin iist kisminda bulunana uterus pargasina fundus denmektedir. Fundustan
isthmusa dogru giderek daralan yapi corpus olarak isimlendirilir. Mesaneye bakan 6n kismi
periton ile kaplidir bu periton tabakasi servikse kadar inerek mesanenin arka yiiziine
gecmektedir. Konveks olan arka tarafini saran periton ise buradan asagi inerek servik ve
vaginanin arka yiiziinii sarar ve rektumun 6n yiiziine geger.

Fundusun ist kisminda uterusa agilan tuba uterinalar bulunmaktadir. Bu yapilarin
altinda ligamentum teres uteri bulunmaktadir ve istiinde ligamentum ovari proprium bulunur.
Bu iki yap1 birden ligamentum latum uteri olusturmaktadir. (Moore ve Persaud, 2009; Sadler,
2005).

2.1.2.2. Serviks uteri:

Serviks uteri kisa adi ile serviks, 2 cm uzunlugundaki vagina igerisine invaginasyon
gosteren isthmusun altindaki boliimdiir. Vaginanin igerisine invazive olan serviks kismi
Portio vaginalisolarak isimlendirilir ve agiz kisminda labium anterius ve labium posterius ile

cevrili ostium uteri bulunmaktadir (Moore ve Persaud, 2009; Sadler, 2005).

2.1.3. Uterus Histolojisi

Uterus olusan embriyonun biiyiiylip gelistirdigi essiz bir organdir ve histolojik olarak

3 ayr1 tabakadan olugsmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).



1) D1s tabaka: Perimetriyum
2) Orta tabaka: Miyometriyum
3) I¢ tabaka: Endometrium

Perimetriyum; dista seroz yapidaki gevsek bag dokusudur ve peritoneal mezotel ile
ortiilidiir. Fundus ve korpus kisminin arka yiizeyleri serozayla ortiilii iken, mesaneye bakan
on kismi1 adventisya ile ortiiliidiir. (Tekelioglu, 2002; Ross ve Pawlina, 2014).

Miyometriyum; uterusun en kalin ve orta kismi olan miyometrium, i¢ ve dista
longitudinal ortada sirkiiler kas demetlerinden olusmustur ve yaklasik 12mm kalinligindadir
sirkiler kas demetlerinin olusturdugu orta tabaka biiyiik kan ve lenf damarlarint blinyesinde
barindirir ve bu bolgeye bulunur. Vaskiiler kat ya da baska bir degis ile stratum vaskiilare
denir. Miyometriyum, ovaryumlardan salinan Ostrojen hormonunun etkisi ile kalinlig
degisebilen bir tabakadir (Kierszenbaum, 2012).

Endometrium; Uterusun en ince tabakasi olan endometrium, tek katli kinosilyali
prizmatik epitel ve altindaki gevsek bag dokusu yapisindaki lamina propriyadan olusur.
Epitelde, silyali hiicrelerin yani sira silya icermeyen salgi hiicreleri de bulunur. Lamina
propriyada miyometriyuma kadar uzanan ve yiizey epitelinden farkli olarak epitelinde silyal
hiicreler bulunmayan basit tiibiiler yapida bezler bulunur. Bezler arasindaki bag dokusu
endometriyal stroma adini alir; bol miktarda hiicre igeren, kollajen ve retikulum telciklerinin
ag seklinde seyrettigi 6zel bir dokudur (Kierszenbaum, 2012).

Endometrium iki farkli tabakadan olusur: fonksiyonal tabaka ve bazal tabaka.
Fonksiyonal tabaka aylik dongiisel degisim gdsteren ve mensturiyal kanamayla birlikte atilan
uistteki 2/3' liikk boliimdiir. Bazal tabaka ise miyometriyuma komsu olan 1/3' liik alt bolimdyir.
Hormonal degisikliklerden etkilenmez ve fonksiyonal tabakanin rejenerasyonuna yardim eder
(Tekelioglu, 2002). Endometriumu besleyen kan damarlari bu tabakanin biyiik bir
béliimiiniin periyodik olarak dokiilmesinde dzel bir 5Sneme sahiptir. Iki tabakanin kanlanmasi
iki ayr1 kaynaktan olur (Resim 2). Uterus arteri, serozanin hemen altinda uterusu gepegevre
kusatan 6-10 arkuat artere dallanir. Arkuat arterlerden ayrilan radyal arterler,
miyometriyumun i¢ kas tabakasinin igine penetre olarak bazal arterler ve spiral arterlere
dallanir. Kisa ve diiz olan bazal arterler, bazal tabakay1 kanlandirarak, dolasimin kesintisiz
olmasmi saglar. Spiral arterler ise uterus bezlerine paralel olacak sekilde uzanarak
endometriyal yiizeye ulasip ¢evrede bulunan yogun kapiller aga drene 6 olurlar. Kapiller ag
ince duvarli venoz gollenmelere, bunlar da efferent venlere drene olur (Resim 2). Spiral
arterlerin distal segmentleri her mensturiyal dongiide dejenere ve rejenere olur.

Menstruasyondan  yaklasik bir giin Once bu arterlerde ortaya c¢ikan gicli
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vazokonstriiksiyonlar, bu damarlardan kanlanan kapillerde iskemi ve riiptiirlere sebep olur.
Uterus bezleri nekroze olur; kan, uterus sekresyonlari ve doku artiklar1 endometriumdan

dokiilerek vajinadan disar1 atilir (Ovalle, 2009; Janquiera, 2009).
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Sarmal Arter Kavisli Arter ve Ven

Resim 2. Endometrium'un Histolojik Gortintimii (Gartner, 2007)

2.1.3.1 Endometrial siklus

Endometrium islevsel olarak iki tabakadan olugmaktadir. Bu tabakalar, menstruasyon
sirasinda  dokiillen  fonksiyonel tabaka ve menstruasyon sirasinda  dokiilmeyen,
menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan bazal
tabakadir. Endometriyal siklus 28 giin siirer ve menstrual, proliferatif ve sekretuar olmak
tizere birbirini izleyen 3 evreye ayrilir:

1. Menstrual Faz: Bu evre siklusun baslangici olarak bilinir. Menstruasyon siiresince
endometriumun ylizey ve orta tabakasi dokiiliir, bazal tabaka saglam kalir.

2. Proliferatif Faz: Yaklasik 9 giin siiren bu evrede olgunlasan ovaryum folikiillerinde
tiretilen Ostrojenin uyarici etkisiyle endometrium kalinlig artar.

3. Sekretuar Faz: Ovulasyonun oldugu bu evre yaklasik 13 giin siirer. Bu evre sirasinda
endometriyal bezler salgilama yapmaya baslar. Bu donemde korpus luteum biiyiir, gelisir ve
islevsel hale gelir. Bu evre, korpus luteumda iiretilen Gstrojen ve progesteron tarafindan

kontrol edilir.



Eger oosit fertilize olmazsa, ovulasyondan 10-12 giin sonra korpus luteumda gerileme
ve dejenerasyon gozlenir. Ostrojen ve progesteron diizeyleri diismeye baslar, endometriumda
sekretuar fazin son giinii gelisen iskemiyi takiben mensturasyon baslar. Eger oosit fertilize
olursa, endometrium lamina propriyasindaki stromal hiicreler artan progesteron diizeyine
yanit olarak lipit ve glikojen depolar ve bu endometriyal degisiklikler desidual reaksiyon
olarak adlandirilir. Desidual reaksiyon sonucunda endometriyal stromal hiicreler biiyiir.
Blastosistin implantasyonu, hormonal olarak hazirlanmig endometriuma, desidual hiicrelerle
cevrilmis ve salgilama yapan endometriyal bezlere baghdir. Ayrica progesteron diizeyinin

yiiksek olmasi miyometriyumun oldukca hareketsiz kalmasimi saglar (Moore ve Persaud,
2002).
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Resim 3. Endometriyal siklus (Ross ve Pawlina, 2014).

2.2. Endometrial Karsinom



Endometriumda gozlenen kanser tipleri arasinda en ¢ok Kkarsilagilan kanser tipi
adenokarsinomlardir. Endometrium kanserleri insidanslart ve Ostrojene duyarliliklarina ve
klinik verilerine gore iki ye ayrilmaktadir (Kurman ve ark, 2014).

Endometrial Karsinom Tip 1: Endometriumda gozlenen kanserlerin %80’ini
olusturan kanserlerdir. Genellikle grade 1 ve grade 2 olarak gozlenen kanserlerdir. Genelde
iyi prognoza sahip tiimdrlerdir. Tip 1 endometrial kanserler dstrojen duyarl kanserlerdir ve
genellikle operimenopozal kadinlarda gézlenen bu kanser tipinde kilo 6énemli bir faktordiir.
Kanser Oncesinde intraepitelyal atipik veya kompleks endometrial hiperplaziler gibi
neoplaziler goriildiigii gibi KRAS, CTNNB1, PTEN, PIK3CA genlerini etkileyen
mutasyonlar gézlenmektedir (Potischman ve ark, 1996).

Endometrial Karsinom Tip 2: Endometriumda gézlenen kanserlerin %10-20 sini
olusturan kanserlerdir. Genellikle grade 3 olarak gozlenen ileri gradeleme gozlenen
kanserlerdir. Genelde yiiksek grademeleye sahip olduklari i¢in kotli prognoza sahip
timorlerdir. Serdz, berrak hiicreli, miisinéz, skuamdz, transisyonel hiicreli, mezonefrik ve
undifferansiye gibi Non-endometrioid histolojiye sahiptirler. Tip 1 endometrial kanserler
ostrojen duyarli olmadigi diisiiniilen kanserlerdir ve genellikle postmenopozal kadinlarda
gozlenen bu kanser tipinde ileri yas ve zayif olmak 6nemli bir faktordiir. Prekiirsor lezyon ¢ok
nadir tespit edilir (Potischman ve ark, 1996). P53 geninde degisim ortaya konulmustur. Bazi
kromozomlarda heterozigozite kaybi mevcuttur. STK 15, E-cadherin, pl6, c-erb-B2
genlerinde molekiiler degisim saptanmistir (Potischman ve ark, 1996; Samarnthai ve ark,
2010).

2.2.1. Endometrial Karsinom Tip 1

Endometrial kanserlerin %70-80’ lik bir kismin1 Tip 1 endometrial kanserler olusturur.
Bu kanserler tipik olarak ilk olarak karsilanmamis Ostrojen etkisi ile iliskilendirilmis
endometrioid kanserlerdir ve diisiik dereceli, erken evre olarak siniflandirilmistir (Potischman
ve ark, 1996). Tip 1 endometrial kanserlerde; obezite, endometrial hiperplazi, hiper &strojen,
ge¢ menapoz ve hiperlipidemi, risk faktorleri arasindadir. Tip 1 endometrial kanserlerde
progesteron ve ostrojen reseptorleri eksprese edildigi daha dnceki ¢alismalarla gosterilmistir
(Samarnthai ve ark, 2010).



2.2.2. Endometrial Karsinom Tip 2

Nonendometrioid olarak bilinen tip 2 endometrial kanserler, tiim endometrial kanserler
arasinda %10-20 lik kismi1 olusturan daha az yaygin endometrial kanser seklidir. Bu kanser
tipi daha ¢ok seroz papiller olarak ve daha az siklikla da berrak hiicreli alt tiplerinde
gozlenmektedir. Bu kanser tipinde tipik bir atrofik endometrium ve genellikle derin
myometrial penetrasyon 6zelligi gézlenmektedir. Tip 1 endometrial kanserlere gore goriilme
yas1 yaklasik daha yiiksektir. Bu kanser tipinin 0strojen uyarilmasi ile ilgisi olmamaktadir.
Tip 2 endometrial kanserlerin tiimoér olusumu ile ilgili ¢ok az bilgi elde edilse de, iginde
kiiglik hiicreli, farklilasmamis ve squomaz hiicreli kanserler oldugu bulunmustur. Bu tip
endometrial kanserler tipik olarak atropik endometrium sahiptirler ve patogenezlerinde
hormonal risk faktorleri heniiz belirlenememistir. Klinik olarak tip 2 kanserler agresif, zayif

prognoz ve erken yayilma egilimleri oldugu gosterilmistir (Samarnthai ve ark, 2010).

2.3. Endometrium Kanserlerinin Derecelendirilmesi

Endometrial kanserlerde histolojik ve niikleer oOzelliklere dayanarak yapilan

derecelendirme bir tan1 gostergesi olarak olduk¢a 6nemlidir.

2.3.1. Histolojik Derecelendirme

Histolojik olarak Derece 1, Derece 2, Derece 3 olarak derecelendirilen endometrium

kanserlerinde histolojik gradleme, solid alanlarin varligina gore yapilmaktadir. Endometrium

Kanserlerinin Histolojik Derecelendirmesi Tablo 1°de gésterilmistir.

Tablo 1. Endometrium Kanserlerinin Histolojik Derecelendirmesi

EVRE ACIKLAMASI

Derece 1 Adenokarsinom  Nonskuamoz veya nonmortiler solid biiylime sekilleri <% 5
Derece 2 Adenokarsinom  Nonskuamoz veya nonmortiler solid biiyliime sekilleri % 6-50

Derece 3 Adenokarsinom  Nonskuamoz veya nonmoriiler solid biiytime sekilleri >%50
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2.3.2. Niikleer Derecelendirme

Kromatin dagilimi, niikleer sekil ve boyut ve c¢ekirdek boyutuna goére yapilan

derecelendirme niikleer derecelendirmedir (Morrow ve ark, 1991).

Tablo 2. Endometrioid adenokarsinomun niikleer olarak derecelendirilmesi

EVRE ACIKLAMASI

Grade 1 endometrioid Niikleus oval-yuvarlak, kromatin dagilimi diizgiin,
adenokarsinom niikleous belirgin degildir.

Grade 2 endometrioid Irregiiler oval niikleus, kromatin kiimelenmesi ve orta
adenokarsinom biiyiikliikte niikleolus dikkati geker.

Grade 3 endometrioid Iri-pleomorfik niikleus, kaba kromatin ve iridiizensiz
adenokarsinom niikleolus izlenir.

2.3.3. FIGO Derecelendirmesi

Cerrahi evre sag kalimi belirlemede en onemli prognostik unsurdur ve tedaviyi
yonlendirmede en sik kullanilan faktordiir. Glinimiizde FIGO ’nun (The International
Federation of Gynecology and Obstetrics — Uluslararast Jinekolojik ve Obstetrik

Federasyonu) cerrahi evreleme sistemi kullanilmaktadir (Kurman RJ, 2014).

Tablo 3. Endometrium kanseri FIGO evrelemesi

EVRE ACIKLAMASI

Evre 0 Primer tiimdr bulunmuyorsa

In situ karsinom varlig1 (preinvaziv hastalik)

Evre | Tiimor korpus uteriye smirlidir

Evre IA Tiim6r endometriuma sinirhdir

Evre IB Tiim6r myometriyumun ’%’sinden azina invazyon gostermektedir
Evre IC Tiimo6r myometriyumun ’%’sinden fazlasina invazyon gostermektedir
Evre 1l Serviks tutulumu vardir fakat tiimor halen uteruda

Evre I1A Sadece endoservikal glandiiler tutulum vardir
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Tablo 4. Endometrium kanseri FIGO evrelemesi (devami)

Evre 1IB Servikal stromal invazyon vardir
Evre 111 Lokal ve/veya bolgesel yayilim vardir
Evre III1A Seroza ve/veya adneksiyal tutulumu (direk veya metastatik olarak) ve/veya

batin yikama sivisinda veya asitte kanser hiicreleri saptanmistir

Evre 11IB Vajinal tutulum (direk veya metastatik)

Evre IC Pelvik veya para-aortik lenf nodu metastazi varligi
Evre IVA Mesane ve/veya barsak mukozasi tutulumu

Evre IVB Uzak metastaz varligi

2.4. Endometrial Karsinomun Molekiiler ve Genetik Ozellikleri

Endometriumda goézlenen kanser tipleri arasinda en c¢ok karsilasilan kanser tipi
adenokarsinomlardir. Endometrium kanserleri insidanslari ve ostrojene duyarliliklaria ve

klinik verilerine gore iki ye ayrilmaktadir (Kurman ve ark, 2014).

2.4.1 Tip 1 Endometrium Kanserlerin Molekiiler ve Genetik Ozellikleri

Endometrial karsinomlarin yaklasik %83’ {inde ve ayrica kanser Oncesi prekanser
lezyonlarin yaklasik olarak %55’ inde 10923 kromozmunda bulunan PTEN inaktivasyonun
oldugu daha Onceki calismalarla gosterilmistir. Tirozin kinaz etkisi gosteren proteinin
kodlanmasi ile tiimor baskilayici olarak gorev alan PTEN inaktivasyonu bir mutasyon sonucu
meydana gelir ve ekspresyon kayb1 ile sonuglanir (Bansal ve ark, 2009). PTEN aktivitesinde
meydana gelen bir azalma, hiicre proliferasyonu ve buna bagh sag kalimlarin artmasi ve
sinyal iletim yolaginda meydana gelecek diizelmelerin kaynagidir. Endometrium
kanserlerinin %83’ tinde PTEN mutasyonlar1 gézlenmektedir (Gougelet ve ark, 2005).
Endometrial kanserlerde gozlenene %40’ lik delesyon PTEN inaktive olurken, genelde
gradelesi yiiksek olan tiimdrlerde promoter hipermetilasyonu ile de PTEN inaktivasyonu
meydana gelmektedir. (Samarnthai ve ark, 2010).

Endometrioid endometrial kanserlerde; B-katenin ve K-ras, genlerinde gozlenen

mutasyonlar ve mikrosatellit kararsizlik genetik olarak incelendiginde dikkati ¢ekmektedir.

12



Mikrosatellit karasizligin, sporadik endometrioid kanserlerin %20’ sinde go6zlenirken
nonendometrioid kanserlerin ise %0-11" de goriildiigli daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir.
(Gougelet ve ark, 2005, Samarnthai ve ark, 2010).

GTP ailesinin kii¢iik bir proteinini kodlayan K-ras, ¢ekirdek ile hiicre yiizey reseptor
arasindaki sinyal iletiminde gorev alir. %10 ile %30’ luk bir dilimde, Tip 1 endometrial
kanserlerde K-ras mutasyonu gozlenmektedir. Mikrosatellit kararsizlik varliginda, K-ras
mutasyonununda o kanser vakasinda normal oranlardan daha fazla oldugu yapilan
caligmalarca gozlemlenmistir. B-katenin ise hiicre farklilasmasi, normal doku seklinin
yapisinin korunmasinda ve sinyal iletiminde 6nemli rol oynayan E-kaderin proteinin bir
parcasidir. PTEN, MSK ve K-ras mutasyonu genellikle bir arada goriiliirken, B-katenin

mutasyonu genelde tek basina goriildiigii belirlenmistir (Bansal ve ark, 2009).

2.4.2. Tip 2 Endometrium Kanserlerin Molekiiler ve Genetik Ozellikleri

p53 geninde oldukg¢a fazla gozlenen genetik degisiklikler Tip 2 ser6z kanserlerde
ortaya ¢ikmaktadir. Timor baskilayict p53 geni 17p13.1 kromozomunda bunulan ve tiimoér
baskilayici 6zellik gdsteren p53 geni, yiiksek dereceli Tip 1 endometrium kanserlerin %10-
20’sinde goriiliirken, %90 oraninda Tip 2 endometrial kanserlerde gozlenmektedir. p53
mutasyonlart ¢ogunlukla anploidi ile iliskilendirilir ve PTEN mutasyonu goriilen tiimorlerde
goriilmedigi gozlemlenmistir (Bansal ve ark, 2009; Samarnthai ve ark, 2010).

HERII/neu (Epidermal biiyiime faktor reseptorii) insanda 17ql2 kromozomunda
bulunmaktadir. HERII/neu geni tirozin kinaz transmembran reseptorii kodlayan ve sinyal
iletimine dahil olan bir onkogendir. Tip 2 endometrial kanserlerin %18-80’ inde, derece 2 ve
3’lerde ise %10-30 arasinda HERII/neu’ nin fazla ekspresyonu veya amplikasyonu
saptanmustir (Bansal ve ark, 2009).

Hiicre dongiisiinii diizenleyici proteini kodlayan ve 9p21 kromozomunda bulunan p16
geninin inaktivasyonu kontrolsiiz hiicre biiyiimesine sebep olur. Genelde yapilan galigmalarda
ozellikle seréz ve bazi berrak hiicreli kanserlerin yaklasik olarak %45’ inde pl6
aktivasyonunda azalma ya da durma gézlenmektedir. p16 ekspresyonunun azalmasi K-ras ve
p53 mutasyonu ile baglantili olan p16 ekspresyonu, ileri evre ve kotii prognoz ve morbilite ile
iliskilendirilmistir (Samarnthai ve ark, 2010). Adhezyon molekiillerinin ailesinden olan
kaderinler hiicreler arasindaki siki baglantilardan sorumludur. E-kaderin ise CDH1 geni

tarafindan kodlanir ve 16¢q22.1 kromozomunda bulunur. Bu genin ekspresyonunun azalmasi
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diisiik hiicre-hiicre ¢ekim giicii ile iligkilendirilir ayrica metastaz olasilifin1 ve tiimor

invazyonunu baslattig1 bilinmektedir (Bansal ve ark, 2009; Samarnthai ve ark, 2010).

2.5. PTEN

Dort yiiz ti¢ (403) aminoasitten olusan PTEN, 55 kDa agirliginda olan bir fosfatazdir.
PTEN canlida, miyofibroblast farklilasmasi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogii, gibi ¢esitli canlilik
faaliyetlerini diizenler (Wen ve ark, 2001). Bu genin N-terminal bolgesini olusturan birden
185’ e kadar olan ilk kism1 fosfataz aktivitesi gosterir. Arda kalan 186-403 aminoasitlik kismi1
ise C-terminal bolgesidir. Ug alt kisimdan olusan C-terminal bdlgesi sinyal iletiminden
sorumludur. C terminal bodlgesini olusturan bu 3 kisimdan ilki lipid baglayici kisimdir ve
PTEN’in hiicre membranina yerlesimini saglar. Ayrica 186-351" lik kism1 olusturan bu ilk
kisim sinyal iletiminde sorumludur. Akabindeki ikinci kisim prolin, glutamik asit, serin ve
treonin amino asit bakiyelerinden olusan PEST dizileridir. C-terminal bélgesinin sonunda yer
alan 399-403 amino asitlik boliime denk gelen son kisim PDZ olarak bilinir ve hiicresel sinyal
iletiminde 6nemli rol oynayan protein-protein etkilesimini saglar. Ayrica bu son PTEN’in N-
terminal bolgesi ile etkilesime girerek molekiiliin fosfataz aktivitesini gostermesine katki
saglar (Myers ve ark, 1997). Insanlarda PTEN geni tarafindan kodlanan bir protein olan
fosfataz ve tensin homologu (PTEN); ilk kez bagimsiz bir grup tarafindan kesfedilmis ve
primer insan kanserlerinde mutasyona son derece duyarli bir lokus olan, insan kromozomu
1023 iizerinde sik sik tekrarlayan tiimor siipresor gen kaybi olarak tanimlanmistir (Li ve ark,
1997). PTEN geni timor baskilayici gen olarak anilmasindaki ana prensipler asagida
siralanmastir;

1. PTEN meydana gelen mutasyonlar kanser ile iliskilendirilmeden o&nce (Cowden ve
Bannayan Zonana sendromu) gibi sendromlarin goriilmesi ile iliskilidir.

2. PTEN geni homozigot olarak sporadik kanserlerde inaktive durumdadir.

3. PTEN oldukga korunmus bir proteindir (Ali ve ark, 1999).

PTEN geninde meydana gelen mutasyonlar yapilan bir¢ok c¢alisma ile birgok kanser
tiirlinlin gelismesinde rol oynadigi gosterilmistir. Timor siipresor bir gen olarak gorev goren
PTEN, cok hizli biiyliyen ve bdliinen hiicreleri 6nleyerek hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
yer alir (Reddy ve ark, 2008). Mutasyon veya heterozigosite kaybina bagli olarak PTEN
ekspresyonunda bozulma PTEN geninde meydana gelebilecek bir mutasyon ve/veya

heterozigosite kaybina bagli olarak gergeklesmektedir. PTEN geninde meydana gelen bir
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mutasyon ile fosfotidil inositol trifosfata (PIP3) hiicre igerisinde kontrolsiiz olarak artar ve
timor olusumuna sebep olabilecek hiicre i¢i degisikliklere yol acar. Lipid fosfataz
aktivitesinin substratt olan PIP3’ e karsi PTEN geni yiiksek derecede spesifiktir. PIP3
olustuktan sonra Protein kinaz B (AKT) ailesi ve PIK1 gibi diger kinazlarin plazma
membranina gelmesi ve aktivasyonu gerg¢eklesmektedir. Eger PTEN aktivitesinde bir kayip
gerceklesirse hiicre i¢inde PI3-kinaz /AKT sinyal yolag: siirekli olarak aktif hale gelir. AKT
hedefleri veya substratlar1 proliferasyon, apoptoz, glukoz hemostazi, hiicre boyutu ve DNA
hasar1 gibi birgok kritik hiicresel fonksiyonda rol oynamaktadir (Risinger ve ark, 1997; Ali ve
ark, 1999).

PTEN geninde meydana gelen germ hiicresi mutasyonlari; Proteus Sendromu, Cowden
Sendromu, Bannayan-Riley-Ruvalcaba Sendromu ve Lhermitte Duclos Sendromuna sebep
olmaktadir. PTEN geninde meydana gelen inaktivasyonlar ve PTEN geninde meydana gelen
mutasyonlar giin gectikge prostat, meme, endometrium, tiroid, glioblastom gibi kanser
tirlerine sebep olabilmekte ve bu patolojinin erken saptanmasi ile erken gradeli tiimorlerle

prognozo daha iyi tedaviler saglanabilmektedir (Bonneau ve ark, 2000).

2.6. Endometrial Karsinom ve PTEN filiskisi

Normal endometriumdaki PTEN ekspresyonu siklik fazlarda farklilik gésteren hormon
bagimli bir durumdur. Ozellikle endometrium epitelinde PTEN’ nin yiiksek oranda
sentezlenmesi Ostrojen bagimlidir. Eger dstrojen oraninda artis olursa endometrium epitelinde
de PTEN ekspresyonu artmaktadir. Endometrium histolojisinde patolojik degisimler
izlenmeden de PTEN seviyelerindeki artis ¢alismalarla izlenmistir. EKspresyonunda bozulma,
endometriumda histomorfolojik degisikliklerin yoklugunda da tanimlanmistir (Hecht ve ark,
2006). PTEN ekspresyonundaki artis patolojik inceleme sonrasi hiperplazilerde yaklasik %20
oraninda artarken, EIN lezyonlarinda ise bu oran %55 kadar bulunmaktadir (Levine ve ark,
1998; Makswell ve ark, 1998). Elde edilen bu sonuglar, PTEN geninde meydana gelen
mutasyonlarin da PTEN geninin inaktivasyonunun, endometrioid karsinom patogenezinin
erken basamaklarinda etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Lacey ve ark, 2008; Mutter ve ark,
2000). Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarda, endometrioid karsinomlarin biiyiik bir
kismmda (%30-80) PTEN ekspresyon kaybit oldugu bulunmus ve bu timdr tipinin
gelisiminde santral rolii olduguna dikkat ¢ekilmistir (Mutter ve ark, 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calisma 10.09.2014 tarihli Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu karar onayi ile yapilmistir.

Calismamizda Aydin  Adnan Menderes Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dalinda Tip 2 endometrial kanser
tanisi alan ve endometrial kanser sebebi ile opere edilen, yas araligi 18-60 olan hastalar dahil
edilmistir.

Olgulara ait hastane arsivinde bulunan CEA, p53 verileri istatistiksel olarak
degerlendirilmek i¢in kayit altina alinmigtir. Opere edilen hastalarda biyopsi Orneklerinde
gRT-PCR yontemi gen ekspresyonlari degerlendirilmistir. Ayrica hastalara ait biyopsi
orneklerinden immunohistokimyasal boyama i¢in 3-4 pm’ lik parafin kesitler alinarak, kit
protokoliine uygun olarak PTEN antikor boyamasi yapilmistir.

Hasta sayis1 20, kontrol grubu sayist 15 toplam drneklem sayisi 35 olarak Gii¢ Analizi
(Power Analysis) ile belirlenmistir.

Calismamiz icin iki grup belirlenmistir;

Kontrol grubu: 18-60 yas araliginda endometrial kanser teshisi almamis hastalardan
alinan biyopsi 6rnekleri.

Hasta grubu: 18-60 yas araliginda tip 2 endometrial kanser teshisi almamis hastalardan
alinan biyopsi 6rnekleri.

Aydin Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina basvuran ve Tip 2 endometrial Karsinom teshisi ile
opere edilen ve doku parcalart patoloji laboratuvarma gonderilen hastalarin 6rneklerinin bir
kismi taze doku olarak - 80 °C de qRT PCR i¢in saklanmigtir. Daha sonra qRT-PCR
protokoliine uygun olarak hazirlanan Orneklerde PTEN ekspresyonu incelenmistir.
Immiinohistokimya ydntemi igin % 10 luk formaldehitle fiske edilen doku 6rnekleri rutin
doku takibi yontemleri ile takip edilerek parafin bloklar hazirlanacak ve 3-4 um kesitler

alinarak PTEN primer antikoru ile boyanmak iizere hazirlanmis ve incelenmistir.
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3.2. Endometrial Karsinom’un Siniflandirilmasi

Histolojik olarak siiflandirma Grade 1, grade 2, grade 3 olarak derecelendirilmistir.
Endometrium kanserlerinde histolojik gradeleme, solid alanlarin varligina gore yapilmstir.
Cerrahi evreleme ise FIGO’nun (Uluslararasi Jinekolojik ve Obstetrik Federasyonu) cerrahi

evreleme sistemi kullanilarak yapilmis ve kayit altina alinmistir.

3.3. Immunohistokimyasal degerlendirme

Immunohistokimyasal ~boyamadaki ana  hedef, hiicrede varlign  bilinen
makromolekiillerin isaretlenerek akabinde boyama islemleri ile goriiniir hale getirilmesi esas
alinir.

PTEN antikoru kullanilarak her bir gruba dahil toplam 35 parafin blok hazirlandi.
Rutin doku takibi protokollerinden gegirtilen 6rnekler parafin bloklara gémiilerek 0,5 mikron
kesitler mikrotom ile alinarak dokular lizinli lamlara aktarildi. Dehidrasyon isleminden sonra
lizinli lamlar {izerinde bulunan dokular pappen araciligi ile ¢izildi.

Omnekler %3’ liikk H,O, (Hidrojen peroksit) eklenerek oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.
Bekleme stiresinin bitiminde PBS ile liger defa iyice yikanan 6rneklerin kurutma kagidi ile
kurutulmasi dokuya zarar vermemek kaydi ile yapildi. Bu islemin akabinde uygun retrival
yontemi uygulanan érnekler 20 dakika 37 °C inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda PBS ile iicer
defa iyice yikanan Orneklerin kurutma kagidi ile kurutulmasi dokuya zarar vermemek kaydi
ile yapildi. Ornekler iizerinde Pab-pen ile izili alani kapatacak sekilde peroxidaz dizileme
soliisyonu damlatildi. 6 dakika sonra PBS ile yikanan 6rnekler kurulandiktan sonra iizerlerine
bloking soliisyonu damlatildi ve oda 1sisinda 30 dakika siire ile bekletildi. Blok soliisyonu
yikama yapilmadan dikkatlice uzaklastirildi ve iizerine uygun sekilde diliie edilen primer
antikor konularak +4 derecede bir gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile iyice yikamasi yapilan
preparatlar ilizerine primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatildi ve
kapali nemli kutuda oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. PBS soliisyonu ile 3 kez yikamasi
yapilip kurutulan preparatlar iizerine streptavadin peroksidaz konjuget eklendi ve oda 1sisinda
kapali nemli ortam kabinda 15 dakika bekletildi. 1000 mikrolitre (ul) DAB dilisyonu igerisine
27 pl DAB substratt olacak sekilde Ornek sayisina goére DAP karisimi hazirlandi ve
inkiibasyon siiresi sonunda 3 ’er kez PBS ile yikanip fazla suyu alinan lamlar tizerine, DAP

karistm1 koyulup ortalama 2 dakika beklenildi. Preparatlar distile suyla yikandi. Yayma
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preparatlarin tizerine Harris Hematoksilen konulup 40 saniye beklenerek zemin boyamasi
yapildi ve yine distile suyla yikama yapilan yayma preparatlar kurutulmadan alkol ve ksilol

serilerinden gecirilip entellan ile kapatildi.

3.4. H skorlama

Her bir ¢alisma grubunda bulunan her bir hasta i¢in yapilan immunohistokimyasal
degerlendirme igin, her bir drnekten rastgele 10 alan secilmis ve bu 10 ayr1 alanda PTEN
acisindan hem pozitif hem de negatif hiicreler olmak iizere tiim hiicreler sayilmis ve ylizdeleri
alinmigtir. Pozitif boyanan hiicrelerin ise boyanma yogunlugu ‘H-skor yontemi’ kriterlerine
gore, zayif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) olacak sekilde 3 kategoride degerlendirilmistir
(Detre ve ark, 1995; Mazieres ve ark, 2013).

Her 6rnek i¢in; zayif (+) pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi hesaplandi ve ¢ikan sonug
1 ile carpilarak bir deger elde edildi. Daha sonra orta (++) pozitiflikte boyanan hiicrelerin
yiizdesi hesaplandi ve bu sonucun 2 ile ¢arpilmasi ile de bir deger elde edildi. Kuvvetli (+++)
pozitiflikte boyanan hiicreler i¢in de bu hiicrelerin ylizdesi hesaplanmis ve sonu¢ 3 ile
carpilarak tiglincii bir deger elde edilmis oldu. Daha sonra elde edilen bu 3 deger topland1 ve
her hasta icin bir “H-skor degeri” elde edildi. Her bir hasta i¢in H-score degerinin
hesaplamasinda asagida belirtilen formiil kullanilmistir:

H-score = 1 X [zayif (+) pozitiflikte boyanan hiicrelerin % si] + 2 X [orta (++)
pozitiflikte boyanan hiicrelerin % si] + 3 x [kuvvetli (+++) pozitiflikte boyanan hiicrelerin %

Si]

3.5. Molekiiler Analiz

Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina bagvuran ve endometrial karsinom teshisi ile
opere edilen ve doku pargalar1 patoloji laboratuvarina génderilen hastalarin 6rneklerinin bir
kismu taze doku olarak -80 °C de gRT-PCR igin saklanmustir.
Primer ve Probelar PTEN (Hedef gen)
Sol: GCAGAAACAAAAGGCGCTAC
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Sag: TGGGATAAATATAGGTCAAGTCCAA Probe: Katalog numarasi: 04689135001
Probe 88 set (Roche, Elips, Tiirkiye)

B-aktin (Referans gen)

Sol: GAAGTGACTGTGGCTTGTGC

Sag: AGATTCCATATTTCTGTTGATTCCA Katalog numarasi: 04688015001 Probe42 set
(Roche, Elips, Tiirkiye)

3.5.1 RNA izolasyonu

Roche High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Almanya, Ref no: 03270289001)’1,
kullanilarak DNA’dan PTEN gen bolgesini cogaltmak icin RNA izolasyonu islemi asagidaki
basamaklar kullanilarak yapildi.

1) -80 °C de saklanan fresh dokular oda isisina getirilerek erimesi saglandi. Dokular
vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra RNA izolasyonuna gegildi.

2) Her bir doku iizerine ayr1 ayr1 40 pl Proteinaz K ve 116 ul Tissue Lysis Buffer eklendi,
tekrar homojen hale getirmek icin vortekslendi ve +55 °C’de over night kurutma banyosunda
havuzunda diisiik devirde karigima birakildi.

3) Daha sonra Lizat pipet yardimi ile toplayict ve High Pure filtreli tiip kombinasyonuna
eklendi.

4) Tiipe eklenen dokular 8000 rpm 30 sn santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi toplayici tiipte
biriken sivinin atilmasi saglandi.

5) Swvinin atilmasinin ardindan tekrar bu sefer 12000 rpm santrifiij edilerek toplayici tiipte
tekrar biriken sivinin atilmasi saglandi

6) Geride kalan doku pelleti iizerine kit protokoliine uygun olarak Wash Buffer I soliisyonu
yaklasik olarak 500 ul eklenerek 8000 rpm de 15 sn santrifiij edildi. Ve tekrar toplayici tiipte
biriken sivinin dokiilmesi saglandi.

7) 6. Maddedeki islem tekrar edilerek 500 pl Wash Buffer II ¢alisma soliisyonu eklendi.
Toplayici tiipte biriken sivinin dokiilmesi saglandi ve bu islem bir kez daha tekrarlandi.

8) son islemden sonra 12000 rpm de 2 dk santrifiij islemi yapilarak toplayici tiip atildi ve
filtreli tiipiin altina 1,5 ml reaksiyon tiipii yerlestirildi.

9) Her bir 6rnegin tizerine 90 pl Elution Buffer eklendi. 60 sn 8000 rpm de santrifiij islemi

yapilarak islem sonunda filtreli tiip atild.
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10) +37 °C’de 45 dk inkiibasyona birakilacak reaksiyon tiipiinde bulunan &rnekler iizerine 1
ul DNaz I ¢alisma soliisyonu ve 10 ul DNaz Incubation Buffer eklendi.

11) daha sonra ornekler iizerine 38 pl Tissue Lysis Buffer ve 40 ul Proteinaz K soliisyonlari
eklendi once vortekslenen érnekler 60 dk +55 °C’ de inkiibe edildi.

12 ) Birebir oraninda (325 pl) Binding Buffer ve etanol pipet yardimi ile toplayici tiip
baglanmis High Pure filtreli tiip igerisine homojen hale getirildikten sonra eklendi ve 8000
rpm de 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplayici tiipte biriken sivi1 atildi.

13) Geri kalan karisim tekrar bu sefer 12000 rpm de 30 sn santrifiij edilerek yine toplayici
tiipte bulunan stv1 kisim atildi.

15) Daha sonra 500 ul Wash Buffer I soliisyonu protokole uygun olarak eklendi ve 8000 rpm
de 15 sn santrifiij edildi. Tekrar toplayici tiipte biriken sivinin dokiilmesi saglandi.

16) Bu islemi takiben 500 ul Wash Buffer II soliisyonu tiip igerisine eklenerek 8000 rpm de
15 sn santrifiij edildi ve akabinde toplayici tiipte biriken sivi bosaltildi.

17) Tekrar toplayict tiip baglanmis High Pure filtreli tiip icerisine 300 pul Wash Buffer II
soliisyonu ilave edildi ve yine 8000 rpm de 15 sn santrifiij edilerek toplayici tiipte bulunan
stv1 atildi.

18) ornek 2 dk daha 12000 rpm de santrifiij edildi ve High Pure filtreli tiipiin altina 1,5 ml
reaksiyon tiipii yerlestirilerek 50 pl Elution Buffer eklendi. Bu karisim, 15-25 °C’de 60 sn
inkiibasyona birakildi ve akabinde 8000 rpm de 60 sn santrifiij edildi. Sonu¢ olarak, RNA
izolasyonu gergeklestirilmis oldu. Her bir hastadan elde edilen RNA &rnekleri -80 °C de

saklandi.

3.5.2. RNA Safliginin Belirlenmesi ve Konsantrasyon Hesaplanmasi

RNA izolasyon islemi sonras1 -80 °C de saklanan érnekler ¢ikarildi ve oda 1sisina
gelmeleri saglandi. Daha sonra, spektrofotometre cihazinda (BioDrop, pLite, Ingiltere) 260
nm /280 nm dalga boyunda elde edilen RNA’nin safligi ve miktar1 dlgiilerek saflik oranlari
1,8 civari olan RNA’lar ¢alismaya dahil edildi. Calismamizdaki tiim Orneklerden istenilen

saflikta RNA izolasyonu gercgeklestirilmisti.
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3.5.3. cDNA Sentezi

RNA’dan ¢cDNA sentezinde Roche EvoScript Universal cDNA Master Kit (Roche,
Almanya, Ref no: 07812439011)’1 ve termal cycler cihazi (SensoQuest, Almanya)
kullanilarak yapildi.

Kit protokoliine uygun olarak;

1. Kit reaktifleri ¢ozdiiriildiikten sonra kuru buz iizerine alindi. (cDNA Master Kit)

2. Reaktifler tamamen homojen olana kadar vortekslendi.

3. Her bir ornek icin spektrofometrede dl¢timii yapilan RNA 100 nm’ ye gore hesaplandi,
ornekler tlizerine 4 mikrolitre reaction buffer ve toplam 18ul olacak sekilde su eklendi. Kuru

buz {izerine daha onceden yerlestirdigimiz reaksiyon tiipleri {izerine her bir 6rnegin bileseni

birakildi.

3.5.4. RT-PCR Analizi

RT-PCR analizinde Roche FastStart Essential DNA Probes Master (Roche, Almanya,
Ref no: 16 402 682 001) kiti, primer olarak Roche CTLA-4 (Roche, Almanya, Id: 113194),
Roche PD-L1 (Roche, Almanya, Id: 104031), Roche PD-L2 (Roche, Almanya, Id: 117537) ve
kontrol primer olarak Roche ACTB (Roche, Almanya, Id: 143636) kullanildi. Roche Cobas Z
480 (Roche, Almanya) cihazinda, LightCycler 480 Sistemi ile c¢alisildi. PCR karigimi
protokole uygun olarak, kuyucuk basmna 20 pl son hacim olacak sekilde Roche FastStart
Essential DNA Probes Master kiti protokolil kullanilarak hazirlandi.
1. Cozdiiriilen soliisyonlarin tiim igeriginin ¢oktiiriilerek geri kazanilmasi i¢in, agmadan 6nce
mikrosantrifiijde spinlendi sonrasinda, pipetleme yapilarak dikkatlice karistirildi ve
soliisyonlar kuru buz iizerine alindi.
2. Kuru buz tizerinde PCR karisimlar1 hazirland1 ve 6rnek tiiplerine eklendi. Protokole uygun

olarak 20 pl reaksiyon i¢in PCR karigimi;

Su 24 ul
Ligt Cycler 480 Probe Moster 110 pl
Real Time Hazir Spesman 1wl
Toplam Hacim ;15 pl

3. Karisim pipetleme yaparak dikkatlice karistirildi.
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4. LightCycler 480 Multiwell plakasinin her bir kuyucuguna 5 pul 6rnek cDNA ve 15 ul PCR
karisimi eklendi toplam 20 pl hacim pipetlenerek karisimi saglandi.

5. MultiCell Plakas1 Light Cycler 480 Folyo ile kapatildi.

6. Multiwell Plate'i Light Cycler 480 cihazina aktarildi.

7. LightCycler 480 Cihazi uygun PCR protokoliine gore calistirildi.

3.5. Istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen tiim veriler SPSS 22.0 programina da istatistiksel
olarak degerlendirildi. Her bir prognastik faktor i¢in Normal Dagilima Uygunluk analizi
yapildi. Normal dagilima uymayan veriler Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Ikili
karsilagtirmalar icin Mann Whitney U testi yapildi. Normal dagilima uygunluk analizi yapilan
ve normal dagilima uyan H-skor sonucglart ve RT PCR sonuglari i¢in, One Way Anova tek
yonlii varyans analizi yapildi. Elde edilen veriler de p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak

anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya, kontrol grubuna dahil edilen ve endometrial kanser teshisi almamis 15
hastaya ait ornek ile tip 2 endometrium kanseri teshisi almis 20 hastaya ait 6rnekler dahil
edilerek toplamda 35 ornek ile ¢alisilmistir. Calismamizda yas dagilimi 48 ile 60 arasinda
olup, ortalama yas kontrol grubunda 54,2 hasta grubunda 55,35 ve toplam g¢alismaya katilan
kisiler gbz Oniine alindiginda 54,85 olarak bulunmustur. Histolojik grade i¢in FIGO
gradeleme sistemi kullanilarak histolojik gradeleme yapilmistir. Hasta grubumuzda 20
hastadan 7 tanesinde grade 1;(%35), 7 tanesinde Grade 2; (%35) ve 6 tanesinde Grade 3
(%30) tip 2 endometrial kanser gozlenmistir. Hasta grubuna ait 20 6rnekte FIGO’ ya gore
evreleme yapilmistir. 1 hastada evre | (%5), 6 hastada evre 1A (%30), 4 hastada evre 1B
(%20), 3hastada evre IC (%15), 2 hastada evre Il (%10), 1 hastada evre 1A (%5) ve 2 hastada
evre IIB (%10) skorlamasi gozlenmistir. Myometrial invazyon derinligini ii¢ asamada
incelenmis olup hasta grubunda invazyon olmayan hasta sayis;; 11 hasta (%55),
myometriyumun ' sinden az invazyon olan hasta sayis1 5 hasta (%25) ve myometrial
kalinhigin “%2’den fazlasinda invazyon olan hasta sayisi 4 hasta (%20) olarak bulunmustur.
Hasta grubunda 20 hasta igerisinde servikal invazyon olan hasta sayist 3 (%15) olarak
bulunmustur. Glandiiler invazyon olan hasta sayist 1 (%5), stromal invazyonu olan hasta
sayist 2°dir (%10).

Tablo 4’de hasta gruplart kendi igerisinde histolojik gradeleme, figo evreleme

lenfovaskiiler ve servikal invasyon degerleri gosterilmistir.

Tablo 4. Hasta Gruplann Kendi Igerisinde Histolojik Gradeleme, Figo Evreleme

Lenfovaskiiler ve Servikal Invasyon Degerleri

Hasta Grup Histolojik Figo Evre Lenfovaskiiler Servikal

Grade Invasyon Invasyon

Hasta 1 Grade 2 1B Negatif Negatif
Hasta 2 Grade 3 1B Negatif Negatif
Hasta 3 Grade 3 2 Negatif Negatif
Hasta 4 Grade 2 2A Negatif Pozitif
Hasta 5 Grade 1 1A Negatif Negatif
Hasta 6 Grade 3 1B Negatif Negatif
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Tablo 4. Hasta Gruplant Kendi Icerisinde Histolojik Gradeleme, Figo Evreleme

Lenfovaskiiler ve Servikal invasyon Degerleri (devamu)

Hasta 7
Hasta 8
Hasta 9
Hasta 10
Hasta 11
Hasta 12
Hasta 13
Hasta 14
Hasta 15
Hasta 16
Hasta 17
Hasta 18
Hasta 19
Hasta 20

Grade 2
Grade 1
Grade 2
Grade 3
Grade 2
Grade 1
Grade 1
Grade 1
Grade 2
Grade 3
Grade 1
Grade 3
Grade 1
Grade 2

1A
1C
1B
2B
2B
1
1B
1A
1C
2
1A
1C
1A
1A

Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif

Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif

Tablo 5’de hasta grubunu kendi i¢erisinde myometrial invazyon degerlerine gore

dagilim1 gosterilmistir.

Tablo 5. Hasta grubunu kendi igerisinde myometrial invazyon degerlerine gore dagilimi

Hasta Miyometrial Miyometrial Miyometrial Invasyon
Invasyon Yok Invasyon % den az Y den fazla
Hasta 1 +
Hasta 2 +
Hasta 3 +
Hasta 4 +
Hasta 5 +
Hasta 6 +
Hasta 7 +
Hasta 8 +
Hasta 9 +
Hasta 10 +
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Tablo 5. Hasta grubunu kendi igerisinde myometrial invazyon degerlerine gére dagilimi

(devami)

Hasta 11 +
Hasta 12 +

Hasta 13 +
Hasta 14 +

Hasta 15 +

Hasta 16 +

Hasta 17 +
Hasta 18 +

Hasta 19 +
Hasta 20 +

Immunhistokimyasal olarak p53 ve CEA antikorlar1 ile yapilan boyama sonuglari

kontrol grubu ile hasta grubu arasinda karsilastirildiginda Grade 1, Grade 2 ve Grade 3 olan
hastalarin tiimiinde de P53 ekspresyonu (p=0,000) anlamli derecede artmisti. Hasta grubu
kendi igerisinde degerlendirildiginde Grade 1 ve grade 2 hasta grubu kendi igerisinde
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,998). Grade 1 ve grade 3 ve
Grade 3 hasta grubu kendi igerisinde karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,706) grade 2 hasta grubu grade 3 hasta grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml degildir (p=0,805). Tablo 6’da kontrol ve hasta grubu P53 ekspresyonu degerleri
verilmistir.
CEA antikorlar1 ile yapilan boyama sonuglar1 kontrol grubu ile hasta grubu arasinda
karsilastirildiginda Grade 1, Grade 2 ve Grade 3 olan hastalarin tiimiinde de CEA
ekspresyonu (p=0,000) anlamli derecede artmisti. Hasta grubu kendi igerisinde
degerlendirildiginde Grade 1 ve grade 2 hasta grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,870). Grade 1 ve grade 3 ve Grade 3 hasta grubu
kendi igerisinde karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,270) grade 2
hasta grubu grade 3 hasta grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,740). Tablo 6’da kontrol ve hasta grubu P53 ekspresyonu degerleri verilmistir.
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Tablo 6. Kontrol ve hasta grubu P53 ekspresyonu degerleri

Grup/P53 Median (Min.-Maks.)
Kontrol (n=15)* 0,000 (0,000-0,000)
Hasta (n=20)* 31,20 (4-67)

*Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Hasta grubu kendi i¢erisinde P53 ekspresyonu degerleri Tablo 7° de gosterilmistir.

Tablo 7. Hasta grubu kendi igerisinde P53 ekspresyonu degerleri

Grup/P53 Median (Min.-Maks.)
Grade 1 28,71 (5-40)
Grade 2 29,85 (4-67)
Grade 3 35,66 (27-40)

Kontrol ve hasta grubu CEA ekspresyonu degerleri Tablo 8’ de gosterilmistir.

Tablo 8. Kontrol ve hasta grubu CEA ekspresyonu degerleri

Grup/CEA Median (Min.-Maks.)
Kontrol (n=15)* 0,000 (0,000-0,000)
Hasta (n=20)* 1,30 (1-2)

*Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Hasta grubu kendi igerisinde CEA ekspresyonu degerleri Tablo 9° da verilmistir.

Tablo 9. Hasta grubu kendi igerisinde CEA ekspresyonu degerleri

Grup/CEA Median (Min.-Maks.)
Grade 1 1,14 (1-2)
Grade 2 1,29 (1-2)
Grade 3 1,50 (2-2)
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41. PTEN primer antikoru Kkullanilarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

PTEN primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucunda elde edilen H-skor
degerleri kontrol grubu ile hasta gruplari arasinda karsilastirilmistir. H skor degerleri FIGO
grade ile karsilagtirilarak degerlendirildiginde; PTEN, primer antikoru kullanilarak yapilan
boyamalar sonucu elde edilen; kontrol grubu H-skor degerlerinin Grade 1 hasta grubuna gore
(p=0,27), Grade 2 hasta grubuna goére (p=0,000) ve Grade 3 hasta grubuna goére (p=0,000)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derece fazla oldugu gosterilmistir. Hasta gruplari
kendi arasinda degerlendirildiginde; Grade 1 ile Grade 2 hasta grubu (p=0,341) ve Grade 2
grade 3 hasta grubu (p=0,591) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamazken Grade 1 ile Grade 3 hasta grubu (p=0,033) karsilastirildiginda Grade 1 hasta
grubunda H-skor degeri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Gruplara ait
ortalama H-skor degerleri ve en diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 10 ve Sekil 1’de

gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplara ait ortalama H-skor degerleri

Grup/PTEN IHC Median (Min.-Maks.)
Kontrol 129,21 (72,16-246,39)
Grade 1 84,95 (67,42-123,20)
Grade 2 55,45 (24,23-85,57)
Grade 3 32,59 (26,80-36,70)

Her iki grubun immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon seviyeleri asagida sekil
1’deki gibidir.
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PTEN IHC

120
7 *kontrol grubu ile gradel (P=0,270) grade2 (p=0.000), grade 3
(p=0.000) hasta gruplan arasmdaki istatistiksel anlamlilik
80
** gradel ile grade 3 arasmndaki istatistiksel olarak anlamlilik
60

$
$ 4
4
H (p=0.033)
L]
44

Kategori 1

Mkontrol Wgradel Mgrade2 W grade3

Sekil 1. Kontrol ve hasta gruplarinin immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon

seviyeleri

Kontrol grubunun immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon seviyeleri sekil
2’de, hasta grubunun immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon seviyeleri sekil

3’de gosterilmistir.

PTEN IHC
300
250
200
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100
) I I I I I
0
Kontrol
B PTEN IHC

Sekil 2. Kontrol grubuna ait immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon seviyeleri
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PTEN IHC

Hasta
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Sekil 3. Hasta grubuna ait immunohistokimyasal olarak PTEN geni ekspresyon seviyeleri

Kontrol grubunda IHC boyama sonrasi elde edilen degerlerde (+++++) pozitif
boyanan hiicre sayisinin daha fazla oldugu gozlenirken hasta grubunda Grade 1 den Grade 3 e
dogru (-) ve (+) zayif boyanmanin daha yogun oldugu gozlendi. Isik mikroskobu altinda x20

objektifte alinan goriintiiler Resim 4’ te verilmistir.

29



Resim 4. PTEN, x20 biiyiitme. (A; Kontrol Grubu, B; Grade 1 endometrial kanser grubu, C;

Grade 1 endometrial kanser grubu, D; Grade 1 endometrial kanser grubu, N; negatif boyanma,

P; pozitif boyanma)

4.2. PTEN geni salinim diizeylerinin RT-PCR yontemi ile degerlendirilmesi

Hasta grubuna ait 20 adet endometrium kanser dokusu ve kontrol grubuna ait saglikli
bireylere ait 15 adet endometrium dokusunun PTEN geni salinim diizeyleri qRT-PCR
yontemi kullanilarak saptanmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait dokularin her siklusunda bir
adet kalibrator doku caligmaya eklenerek cihazin ve manuel kullanicinin da hatalar
minimanize edilerek standardize edilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait endometrium
dokularinda ki hedef gen ve internal gen icin ilk florasans sinyalin saptandig siklus sayilari
(cycle threshold — dCT) olarak belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait endometrium
dokularinin dCT degerinden kalibrator olarak kullanilan dokularin dCT degeri ¢ikarilarak
delta delta (cycle threshold - ddCT) degeri elde edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Elde
edilen verilere gore, hasta grubuna ait; PTEN geni salinim diizeyi 0,67 — 7,10 (ort. 4,08),
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kontrol grubunda ise; 3,44 — 7,10 (ort5,12) olarak bulunmustur. Hasta grubu kendi igerisinde
gradeleme sistemine gore karsilagtirildiginda Grade 1 2,45-6,29 (ort:4,29), grade 2 1,05-5,10

(ort;3,11) ve grade 3 0,67-3,51 (ort: 2,84) olarak bulunmustur. Hasta gruplar1 ve kontrol

grubunun PTEN ve B-Aktin geni degerleri Tablo 11 ’de verilmistir.

Tablo 11. Hasta gruplari ve kontrol grubunun PTEN ve B-Aktin geni degerleri

Doku Tiirii PTEN b-Aktin dCt ddCt
Kontrol 1 27,51 36,14 9,92 5,81
Kontrol 2 28,02 35,62 9,01 4,90
Kontrol 3 28,61 36,43 8,98 4,87
Kontrol 4 27,97 36,12 9,17 5,06
Kontrol 5 28,48 36,57 8,43 4,32
Kontrol 6 27,64 35,91 8,87 4,76
Kontrol 7 26,02 35,61 9,07 4,96
Kontrol 8 24,42 34,23 10,82 5,01
Kontrol 9 27,67 35,02 10,76 4,95
Kontrol 10 29,01 38,12 11,54 5,73
Kontrol 11 28,01 37,24 11,02 521
Kontrol 12 27,88 35,73 9,69 6,88
Kontrol 13 27,65 36,08 9,25 3,44
Kontrol 14 26,28 35,96 10,42 451
Kontrol 15 27,31 36,87 9,85 7,10

Hasta 1 23,58 35,07 11,21 3,94
Hasta 2 24,32 34,62 9,21 5,10
Hasta 3 25,13 36,23 9,10 6,29
Hasta 4 22,92 34,32 9,76 1,49
Hasta 5 23,73 33,71 9,33 3,95
Hasta 6 25,30 34,48 10,05 4,14
Hasta 7 25,24 34,76 7,30 3,42
Hasta 8 22,45 35,60 7,49 1,58
Hasta 9 24,31 34,68 7,61 2,34
Hasta 10 26,37 35,97 8,55 3,28
Hasta 11 26,67 36,53 6,32 4,20
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Hasta 12 25,25 35,51 9,81 4,54

Hasta 13 24,39 33,96 7,96 1,97
Hasta 14 23,82 34,65 7,88 2,69
Hasta 15 26,31 31,67 8,36 2,45
Hasta 16 24,01 29,56 11,06 67
Hasta 17 25,02 33,20 6,48 5,15
Hasta 18 23,53 28,01 7,60 3,49
Hasta 19 25,37 35,47 9,32 3,51
Hasta 20 22,86 33,45 8,55 4,36

Hasta grubunun sekil 4’de, kontrol grubunun sekil 5’de ddCT yoniiyle PTEN geni

salinim seviyeleri ve ortalama degerleri belirtilmistir.
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(€]

S

w

N
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Sekil 4. Hasta grubunun ddCT yoniiyle PTEN geni salinim seviyeleri ve ortalama degerleri
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SN

ddCT
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H kontrol

Sekil 5. Kontrol grubunun ddCT y6niiyle PTEN geni salinim seviyeleri ve ortalama degerleri
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*kontrol grubu ile gradel (P=0.002) grade2 (p=0.000), grade 3
(p=0.000) hasta gruplan arasmdaki istatistiksel anlamlihk
** gradel ile grade 3 arasmndaki istatistiksel olarak anlamlilik
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II 4 (p=0.04)
£ 4
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Sekil 6. Hasta gruplarinin grade olarak ve kontrol grubunun ddCT yoniiyle PTEN geni

salinim seviyeleri ve ortalama degerleri

Her iki grubun ddCT degerleri ile PTEN geni salinim seviyeleri ve ortalama degerleri

asagidaki sekil 7°de belirtilmistir.
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Sekil 7. Kontrol ve hasta gruplarinin ddCT degerleri ile PTEN geni salinim seviyeleri ve

ortalama degerleri

Hasta ve Kontrol gruplariin (en yiiksek, en diisiik ve ortanca) PTEN geni salinim

seviyeleri Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. Hasta ve Kontrol gruplarinin (en yiiksek, en diisiik ve ortanca) PTEN geni salinim
seviyeleri

Grup/ddCt Median (Min.-Maks.)
Kontrol 5,17 (3,44-7,10)
Grade 1 4,29 (2,45-6,29)
Grade 2 3,11 (1,05-5,10)
Grade 3 2,24 (0,67-3,51)
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5. TARTISMA

Endometrial karsinom kadin genital sisteminin en sik goriillen malignitesidir ve
gelismis llkelerde kadinlarda goriilme siklifina bakacak olursak en ¢ok gozlenen dordiincii
kanser tipidir (Turgut ve ark, 2012). Endometrium kanserleri over kanseri gibi kanser
tirlerine nazaran erken donemde kanama ile belirti vermesi ile erken taniya olanak
saglamaktadir (Kim ve ark, 2012). Endometrium kanseri teshisi alan bir hastaya ilk olarak
cerrahi olarak evrelendirilme yapilmalidir. FIGO evreleme sistemi cerrahi olarak
endometrium kanserlerinin evrelenmesinde kullanilan bir sistematiktir (Barrena Medel ve ark,
2011; Kwon ve ark, 2009). Endometrium kanseri kendini kanama ile gésteren ve boylelikle
erken evrelerde teshis konulabilen bir kanser tiirii olmas1 sebebi ile prognozuda daha iyidir.
2012 de yapilmis bir ¢alismada; hastalarin %72’ si (Sorosky ve ark, 2012) ve 2014°de yapilan
bir ¢alismada ise hastalarin %64’ evre I olarak tespit edilmis ve tedaviye erken donemde
baslanabilmistir (Nicholas ve ark, 2014).

Hiicre siklusunda, DNA tamir ve apopitozda gorev alan timdr supresdr gen proteini
P53 (ttimor protein 53) mutasyonu, kanserlerin %5 sinde saptanmistir (Levine ve ark, 1991).
Endometriyum kanserlerinde P53 ekspresyonu ¢ok yaygin olarak ¢alisilmigdir (Levine ve ark,
1991; Trovik ve ark, 2011). Yapilan ¢alismalar p53 mutasyonunu ileri evre, endometrioid tip
endometrial kanserlerin %43’ {inde; serdz adenokarsinomlarmn %90’ mda oldugunu
gostermistir (Darvishian F, 2004). Yapilan bir ¢alismada 221 endometrioid tip endometrial
kanser olgusunun yiizde 47’ sinde (%21,3) p53 ekspresyonunda artis gozlenmistir (Kiyoshi ve
ark, 1994). Tashiro ve ark (1997) yapmis oldugu bir ¢alismada 21 endometrial seréz
adenokarsinom teshisi almis hastasnin yiizde 76 sinda (16 tanesinde) p53 ekspresyonlarinda
artis gbézlemlemisler ve sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Darvishian ve ark
(2004) yapmis oldugu bir ¢alismada ise 8 endometrial seréz adenokarsinom teshisi almig
hastanin altisinda p53 ekspresyonunda artis gézlenmis ve p53 belirtecinin tan1 amagl olarak
immunohistokimyasal degerlendirilmelerde kullanilabilecegi yorumunu yapmislardir. Biz de
caligmamizda P53 ekspresyon degerlerini degerlendirdigimizde kontrol grubuna gore P53
degerlerinin hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini gozlemledik. Hasta
grubunu kendi igerisinde degerlendirdigimizde gradeler arasinda anlamli bir fark mevcut
degildi. Ayrica caligmamizda bakmis oldugumuz CEA belirtecini kontrol grubu ile hasta

grubunu karsilastirdigimizda Grade 3 olan hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli

35



derecede artmis oldugunu gozlemledik (p=0,03). Hasta grubunu Kkendi igerisinde
karsilagtirdigimiz da ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik gdzlemlenmemektedir. Kimura
ve ark (2004) yapmis oldugu bir ¢alismada, miyometriyal invasyon derinligi ve lenfovaskiiler
invasyon ile PTEN ekspresyan degisiklikleri arasinda anlamli bir korelasyon
gozlemlememislerdir. Biz de caligmasmizda, miyometriyal invasyon derinligi ve
lenfovaskiiler invasyon ile PTEN ekspresyan degisiklikleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlemedik.

Endometrial karsinogenezin gelisim asamalar1 ve ilerlemesi ve bu asamalardaki
genetik  degisiklikleri  incelemede  kullanilan en  yaygin  tekniklerin = basinda
immunohistokimyasal analizler gelmektedir. Endometrioid karsinomda PTEN geni en sik
degisen gendir ve mutasyon orani yaklasik %30-50 arasindadir (Risinger ve ark 1997; Tashiro
ve ark, 1997). PTEN geni 10. kromozomun uzun kolunda (q), 23.3 ‘de lokalizedir ve apoptoz
regililasyonu, hiicre biiylimesi gibi gorevlerde yer alan ve bir lipid molekiilii olan PIP3 i
kodlar (Tang Maehama T, Dixon JE, 1998). PTEN inaktivasyonu hiperplazilerde de yaklasik
olarak %20 oraninda gozlenmektedir (Hecht J, Mutter G, 2006; Levine ve ark, 1998;
Makswell G, 1998).

Yapilan calismalarda PTEN aktivisyonunda azalmanun endometrioid karsinom
patogenezinin erken basamaklarinda da gozlendigigini vurgulamaktadir. Endometrial kanser
teshisi almis hastalarda yapilan bir ¢alismada PTEN eksptresyonu immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmis ve bu hastalarin biiyiik bir kisminda PTEN inaktivasyonu oldugu
gozlenmistir. Mutter ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada 33 endometrial
endometrioid adenokarsinom teshisi almis hastanin % 61’ inde (20 hastada) PTEN
ekspresyon kaybi izlenmistir (Mutter ve ark, 2000). Yine 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada
endometrial endometrioid adenokarsinom teshisi almis hastalar ile normal endometriyuma
sahip kontrol grubu hastalar1 ve hiperplastik endometrium teshisi almis hasta grubu
karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve 29 adet endometrial endometrioid karsinom teshisi
almis hastanin 12’ sinde negatif, 13’ iinde % 50’ nin altinda pozitif, 4’ {inde % 50’ nin
tizerinde ekspresyon gozlenmistir (Erkanli ve ark, 2006). Kapucuoglu ve ark (2007) 35
endometrial endometrioid adenokarsinom hastasi ile PTEN ekspresyon diizeyleri iizerine bir
calisma planlamislar ve hastalarin %45,7° sinde (16 hasta) PTEN inaktivasyonu izlenmis ve
sonucta PTEN gen ifadesinin endometrial kanserlerin erken donemlerinde 6nemli bir rolii
oldugu ve PTEN ekspresyonlarinda gozlenen farkliliklarin endometrial karsinogenezde
onemli bir immunohistokimyasal belirteg oldugunu bulmuslardir. Biz de ¢alismamizda elde

ettigimiz immunohistokimyasal goriintiiler iizerinde yapmis oldugumuz H skorlamasi
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sonuglarma gore kontrol grubunda PTEN ekspresyon degerlerini hasta gruplarina gore
anlamli derecede yiliksek bulduk. Yine hasta gruplarini histolojik gradeleme degerlerine gore
kendi igerisinde karsilastirdigimizda grade arttikga ekspresyon degerlerinin azaldigini
gozlemledik.

Endometrial karsinogezlerde PTEN ekspresyon kaybinin diger malinite gozlenen
durumlara gore daha 6nem arz etmesini en dnemli bir diger sebebi de FIGO evrelemenin
erken evrelerinde de gozleniyor olmasi ve boylelikle erken teshis ve morbilite oranlarinda
azalmaya sebep olabilmesidir (Bussaglia ve ark, 2000; Risinger ve ark, 1998; Salvesen ve
ark, 2004).

Giliniimiizde bir¢ok c¢alisma endometrial kanserlerin molekiiler mekanizmasini
anlamaya yonelik olarak, histolojik gradeleme, invazyon sebeplerini arastirarak invazyona
sebep olabilecek invaziv davranislan tetikleyen mekanizmalar iizerine ve 6zellikle kansere
yol acabilecek genetik mekanizmalari anlamak ve ¢ozmek i¢in endometrial kanserlerde
molekiiler mekanizmalar iizerine yogunlagmaktadir (Ali ve ark, 1999). Cesitli timor supresor
genlerin ve onkogenlerin ekspresyon diizeylerinde gozlenen degisiklikler, endometrial
kanserlerin biyolojik davraniginlarinda énemli bir rol oynamaktadir (Stavropoulos ve ark,
2018). 2009 yilinda, premenopoz oOncesi endometriyum kanserli kadinlarda yapilan bir
calismada, PTEN ekspresyon diizeyleri incelenmis ve endometriyum kanseri teshisi almig
kadinlarda PTEN gen degisikligi ve progesteron reseptorii ekspresyon degerleri arasinda
anlamli bir iligki oldugu kanisina varilmistir (Nehad ve ark, 2009). Menstural siklus boyunca
PTEN ekspresyonunda gozlenene degisikliklerin hormon kontrol alttinda oldugunu gésteren
calisma da Ostrojenin PTEN ekspresyonunu fosforilizasyon ile baskiladigin1 progestronun ise
Ostrojenin olusrurmus oldu fosforilizasasyonu baskilayarak PTEN gen aktivitesini arttirdigini
gostermistir. (Guzeloglu Kayisli ve ark, 2003). PTEN’in ubiquitinasyonu sitoplazma-gekirdek
taginmast icin gereklidir. Hiicre dongiisii, farklilasma ve dinlenme durumuna gore hiicresel
lokalizasyonu ve diger proteinler ile etkilesimleri PTEN’in ekspresyon degerlerini boylelikle
calisma fonksiyonunu etkilemektedir. Bir¢ok ¢alisma PTEN’ in sitoplazmada bulunduguna
isaret etmektedir. Ancak son calismalar PTEN’in timor siipressor etkisini c¢ekirdekte
bulundugu zaman gosterdigi yoniindedir. Fakat farkli kanser tiirlerinde PTEN proteininin
hiicre ¢ekirdeginden kayboldugu gézlenmistir (Romona ve Schepis, 2012).

Endometrial karsinomda, 6zellikle tip I' de, PTEN mutasyonlarinin vakalarin % 25-83'
iinde oldugu gozlenmistir; Bununla birlikte, PTEN mutasyonlarinin  endometrial
hiperplazilerin yaklagik olarak %55’ inde meydana geldigi gosterilmistir. Bu caligmalardan da

¢ikarim yapabilecegimiz gibi bir¢ok c¢alisma, PTEN gen ekspresyonunda meydana
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gelebilecek azalmanin endometrioid endometrial kanserini ileri evrelere ilerlemesine
katkisinin olabilecegini ileri siirmiisler ve PTEN ekspresyon diizeylerinin endometrial
kanserin olusum mekanizmasi ve ilerlemesi ile yakindan ilgili oldugunu gostermistir (Bian ve
ark, 2018). Endometrial karsinom baska bir ¢alismada 154 endometrioid ve endometrioid
olmayan hastalarda PTEN dizilimi ve immiinohistokimyasinda yapilan aragtirmada; PTEN
sekans anormallikleri PTEN protein kaybina (% 64) gore vakalarin anlamli sekilde daha
diisiik oranda (% 43) tespit edildi (p=0.0004). Endometrioid tiimérler, endometrioid olmayan
timorlerden daha yiiksek oranda PTEN sekans anormallikleri ve PTEN protein kaybina
sahipti (Djordjevic ve ark, 2012). An ve ark (2002) yapmis oldugu bir ¢alismada ¢alismaya
alinan olgularin %66 ’sinda PTEN ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler histolojik
grademelerle Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunamamigtir. Biz de
calisgmamizda Grade 2 ve Grade 3 olan hastalarin PTEN ekspresyon degisikliklerini anlamli
bulmadik.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada amacimiz, endometrial kanserlerde erken basamaklarda gelistigi
diisiiniilen PTEN proteinin ekspresyonundaki degisiklikleri, 18-60 yas arasindaki tip 2
endometrial kanser teshisi almis hastalarda QRT-PCR ve immunohistokimyasal yontemler ile
saptamak ve bu degerleri kontrol grubu (kanser teshisi almamis 18-60 arasi kadin hasta) ile
hasta gruplari arasindaki degisiklikleri incelemekti. Ayrica hasta gruplarinida Figo evreleme
sistemine gore belirlenmis gradelere ayirarak tip 2 endometrial kanserlerde evre arttikga
meydana gelebilecek gen ekspresyon farkliliklarim1 da ¢alismamizda gézlemledik. Hastalara
ait prognastik faktorleride kayit altina alarak kontrol grubu ile hasta grubu ve hasta grubunuda
kendi icerisinde karsilastirmali olarak inceledik. Immunhistokimyasal olarak p53 ve CEA
antikorlar1 ile yapilan boyama sonuglari kontrol grubu ile hasta grubu arasinda
karsilastirildiginda Grade 1, Grade 2 ve Grade 3 olan hastalarin tiimiinde de P53
ekspresyonunun anlamli derecede arttigin1 gozlemledik. CEA antikorlari ile yapilan boyama
sonuglart kontrol grubu ile hasta grubu arasinda karsilastirildiginda Grade 1, Grade 2 ve
Grade 3 olan hastalarin tiimiinde de CEA ekspresyonusa yine anlamli derecede artmisti.

PTEN primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucunda elde edilen H-skor
degerleri kontrol grubu ile hasta gruplar1 arasinda karsilastirdigimizda H skor degerleri FIGO
grade ile karsilastirilarak degerlendirildiginde; PTEN, primer antikoru kullanilarak yapilan
boyamalar sonucu elde edilen; kontrol grubu H-skor degerlerinin tiim hasta gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece fazla oldugu gozlemledik. Hasta gruplari kendi arasinda
degerlendirildiginde; Grade 1 ile Grade 2 hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ bulunamazken Grade 1 ile Grade 3 hasta grubu arasinda Grade 1 hasta grubunda H-
skor degeri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti buda bize tip 2 endometrial
kanserlerde PTEN ekspresyonunun grade derececi ile korelasyon halinde oldugunu
gostermistir. Yine benzer sekilde PTEN ekspresyon degerlerini qRT-PCR yontemi ilede
degerlendirdigimizde hem immunohistokimyasal olarak elde ettigimiz sonuglar hemde qRT-
PCR yontemi ile elde ettigimiz sonuglar birbirini destekler nitelikteydi. Sonug olarak PTEN
gen ifadesinin erken yas tip 2 endometrial karsinogenezinde de tip 1 endometrial kanserler
gibi rol oynadiklart diisiiniilmektedir. Ancak bu belirleyicilerin prognostik 6nemini belirlemek

icin uzun siireli takibi bulunan genis serilerde, caligmalarin yapilmasinin bu calismalar
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neticesinde gen ekspresyonlarinin tedavi planlamasinda 6nemli bir unsur olabilecegi

kanaatindeyiz.
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