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KULLANILAN KISALTMALAR

CA125:Cancer antigen 125

CTNNB: Beta-catenin gen

CDKN2A:Cyclin dependent kinase inhibitor 2A

DNA: Deoksi ribo niikleik asit

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

EK: Endometriyum kanseri

FiGO: International federation of gynecology and obstetrics
HER-2/neu: cerb-B2-human epidermal growth factor receptor 2
KRAS: Kirsten rat sarkoma

LCS: Let-7 komplementer sitesi

MI: Myometrial invazyon

LVSI : Lenfovaskiiler saha invazyonu

UHT: Un-translated region

USG : Ultrasonografi

P53: P Tlimor supresor geni

PTEN: Phosphataz tensin homolog protein

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RFLP: Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi

TAE : Tris-asetik asit ve EDTA

VKI: Viicut kitle indeksi

WHO :World health organisation
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1. GIRIS

Diinyada ozellikle 1950’li yillardan itibaren gelismis iilkelerde goriilme
sikliginda artis gosteren endometriyum kanseri (EK) 1970’li yillardan sonra bat1
iilkelerinde yapilan yayinlarda en c¢ok goriilen ve ozellikle postmenopozal yas
grubundaki kadinlar1 siklikla etkileyen genital sistem kanseri olarak bildirilmistir.
Ayrica, kadm populasyonunda meme, kolon ve akciger kanserlerinden sonra en sik
rastlanan kanser olup, kanser oliimlerinin 7. en sik sebebidir (Mutter GL, 2010).
Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2008 verilerine goére kadmlarda meme, tiroid ve
kolorektal kanserlerin ardindan dordiincii en sik rastlanan kanser olup kansere bagli
oliimlerin sekizinci en sik nedenidir. Genel olarak bakildiginda kadinlarm yasamlar1
boyunca %2-3’nde EK gelisecektir.(Jemal A, 2006)

EK son 10 yilda insidansmin degismemesine ragmen EK iligkili 6liimlerin
1987°den beri ikiye katlamasi (2900 6liim/y1l) bu kanser tipinin tani ve tedavisine
daha ¢ok Onem verilmesini saglamistir (Ayhan A, 2009). EK’nin premalign
lezyonlarmin vajinal kanama ile erken bulgu vermesi, ultrason kullanimmin
yayginlagsmasi ile endometrium goriintiillemesinin kolaylagsmasi ve endometrial
orneklemenin poliklinik sartlarinda kolayca uygulanmasi ile EK tanis1 koyulmasi
artmistir.

EK genelde postmenopozal kadinlarda goriilen ve yas arttikca seyri
kotiilesen bir hastaliktir. Ancak, hastalarin %25°1 premenopozal, hatta %5°1 40 yas
oncesinde, %70’1 postmenopozal donemde goriiliir. EK’nin ortalama goriilme yasi
60’tir; olgularin %75°1 50 yasin {lizerindeki kadinlardan olusmaktadir (Sosolw RA,
2010 ; Amant F 2005).

EK  gelisiminde ostrojenin rolii kesinlikle ortaya konmustur ve
karsilanmamis Ostrojene maruz kalmayi artiran tiim faktorler riski artwrmaktadir.
Bunlar arasinda; ileri yas, nulliparite, tamoksifen tedavisi, erken menars, gec
menopoz , polikistik over sendromu, obezite , diyabet, estrojen salgilayan tiimér,
Lynch Sendromu ve ailesel kadin genital trakt kanserlerimeme ve kolon kanseri

sayilabilir (Smith RA, 2001).

EK’da en 6nemli prognostik faktor hastaligin evresidir. Bunun yaninda tiimor

capi, histopatolojik tip, grade, myometrial invazyon (MI) derinligi, lenfovaskiiler



invazyon (LVSI) durumu, lenf nodu tutulumu, uterin dis1 yayilimin klinik ve cerrahi
bulgulari, hormon reseptér durumu, DNA ploidisi de prognoz iizerine etkili

faktorlerdir (Ayhan A, 1996).

Klinikopatolojik ve molekiiler 6zellikleri goz 6niinde bulunduruldugunda EK
iki ayr1 yol izler. Vakalarin %85 ni olusturan tip 1 perimenopozal kadinlarda goriiliir
ve hiperdstrojenizm bulgular1 (disfonksiyonel kanama, erken menarj, ge¢c menopoz,
endomerial hiperplazi) obezite, diyabet ve hiperlipidemi eslik eder. Tip 1 EK’ya
ornek endometrioid adenokarsinomadir. Tip 1 EK’lar daha 1iyi differansiasyon
gosterirler, daha cok ylizeyel invazyon yapar ve progestagenlere daha iyi yanit
verirler. Bu tipte prognoz daha iyi olup tan1 aninda tiimér %80 uterusa sinirhidir.
(Attar E, 2011).

Ikinci grup, tip 2 veya non-endometrioid adenokarsinoma olarak bilinir
dstrojen bagimsiz otonom gelisim gosterirler. Ostrojen {iretme kapasitesi olmayan,
zayif, yash postmenopozal kadinlarda goriiliip atrofik endometrium zemininden
gelisirler. Tip2 EK’ya oOrnek yiiksek gradeli papiller serdz, skuamoz, berrak hiicreli
karsinom ve undiferansiye tiplerdir. Bu tip az differansasyon gostermekle, derin
myometrial invazyon, yliksek pelvik lenf nodu metastaz1 oranina ve progestagenlere
yanit vermemekle karakterizedir ve prognozu daha koétiidiir (Bokhman JV,1983 ).

Arastirmalar bu iki tip EK gelisiminde farkli genetik degisikliklerin farkli
oldugunu gostermistir. PTEN tiimor supressor gen endometrioid adenokanserlerde
%83 oraniyla en sik goriilen genetik anormalliktir. PTEN gen disfonksiyonunun yol
actig1 endometrial karsinogenez, Ostrojen zengin cevreye yol agarak tip 1 EK
gelisiminin erken basamagini olusturur (Tsugawa K, 2002). Tip 1 EK gelisiminde
bir bagka erken basamak ise mismatch tamir genlerinin inaktivasyonudur. Bu
bolgelerin instabilitesi herediter endometrium kanserlerinde etyolojisinde biiyiik rol
oynarken tiim EK’larmn %20’sinde goriiliir (Inoue M, 2001; Berchuck A, 1995) . Tip
1 EK’larda goriilen diger mutasyonlar KRAS ,B1 catenin gen ve CTNNB gen
mutasyonlaridir (Ayhan A, 2009).

Tip 2 EK ise P53 mutasyonu en sik goriilen genetik anormallikdir. Bu tip EK
kromozamal instabilite ve genis ¢apta genetik diizensizlikler ile karakterizedir
(Berchuck A, 1995). Diger sik goriilen mutasyonlar ise CDKN2A inaktivasyonu ve
ERBB fazla ekspressiyonudur. Tip 2 EK’nin agresif klinik seyrinin yukarida bahsi
gecen genetik mutasyonlarla iligkili oldugu diistiniilmektedir (Ayhan A, 2009).



KRAS, KRAS proto-onkogeni ile kodlanan ve normal hiicre ¢ogalmasi sinyal
iletiminde gorev alan bir proteindir. Mutasyona ugrayan KRAS giiclii bir onkogen

haline gelmektedir. KRAS geni 12. kromozomun kisa kolundadir (Sasaki H, 1993).

Timor stipresor Ozellik  gosteren miRNA ailelerinden, let-7 ailesi
insanlarda 6nemli bir onkogen olan RAS’ 1 aktivitesini kontrol eder. KRAS, KRAS
geni 3’UTR bolgesinde bulunan let-7 komplementer siteleri (LCS) araciligiyla down
regililasyona ugrar. Alt1 numarali LCS’de (LCS6) let-7 baglanmasin1 modifiye eden
bir tek gen niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir (4.pozisyonda Timin—Guanin,

rs 61764370) (Chin LJ, 2008).

KRAS LCS6 polimorfizminin endometriozis ile iligkisinin incelendigi bir
calismada insan endometriyal stromal hiicreleri kiiltiirlerinde KRAS miRNA ve
protein ekspresyonunun artmis oldugu ve KRAS LCS6 polimorfizmi pozitif olan
kadinlarda endometriyal stromal hiicrelerin proliferasyon ve invazyonunun artmis
oldugu ifade edilmistir (Grechukhina O, 2012).

Bu calismada amag; KRAS geninde LCS6 polimorfizminin endometriyal
hiicreler lizerinde polimorfizmi ve invazyonu artirict etkisinin EK histopatolojik

ozellikleri ile iligkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endometriyum Kanseri

Iki tip EK tanimlanmistir (Bokhman JV, 1983). Tip I karsinomlar dstrojen
bagimli endometrial hiperplazi yoluyla gelisen karsinomlardir. Bu grup hastalar obez
ve perimenopozal yastadirlar. Tiim EK hastalarinin %80°ni bu grup olusturur ve
endometrioid o6zellik (adenosquamdz, miisindz, villaglandiiler) gosterirler. lyi
diferansiye endometroid ve miisindz karsinomlar Tip I karsinomlardir ve daha iyi
prognozlu kanserlerdir (Ayhan A, 2009). Tip II karsinomlar dstrojenden bagimsiz
olup atrofik endometrium zemininden gelisirler. Bu grup hastalar daha yashdir ve
prognozlar1 daha koétiidir (Parkin DM , 1997). Ser6z ve seffaf hiicreli karsinomlar
tip II karsinomlardir. Tip 1 kanserlerinde PTEN mutasyonu sik goriiliirken; Tip II
kanserlerde P53 mutasyonu pozitif, Ki- 67 proliferasyon indeksi yiiksek ve
Ostrojen, progesteron reseptorleri negatiftir (Ayhan A, 2009).

2.1.1. Endometriyum Kanserinde Risk Faktorleri

EK gelisiminde pek cok faktor etkili olsa da en Onemli risk faktorii
endometriyumun uzun siire karsilanmamis estrojene maruz kalmasidir. Nulliparlarda
dogum yapmis kadinlara gdre risk 2-3 kat artmis bulunmaktadir. Infertilite, irregiiler
menstrual sikluslar, erken menars, ge¢ menopoz, aile Oykiisli, progesteronla
desteklenmemis hormon replasman tedavisi kullanimi, artmus VKI (viicut kitle
indeksi ), yagh diet ve sedanter yasam tarzi EK risk faktorleridir (Tablo1) (Purdie
DM, 2001).

Tablo-1: EK i¢in risk faktorleri

EK riskini arttiran faktorler EK riskini azaltan
faktorler
Erken yasta menars Hipertansiyon Kombine oral
kontraseptif
Ge¢ menopoz yasi Diyabet Sigara kullanim1
Nulliparite Yas (>35) Yagdan fakir diyet
Polikistik over sendromu Infertilite Egzersiz
Tamoksifen Pelvik radyoterapi Artmis parite
Hormon replasman Yiiksek sosyoekonomik Yiiksek protein ve sebze
tedavisi diizey alimi
Obezite Meme kanseri Vitamin C, folat, karoten
alimi




2.1.2. Endometriyum Kanserinde Tan1

Endometrial kanserli hastalarin %90°’ninda tek bagvuru sikayeti vajinal
kanama veya akintidir. Uterus dis1 yayilim veya uterin biiyiimenin oldugu vakalarda
pelvik baski ve rahatsizlik hissi ile ve Ozellikle yasli postmenopozal hastalarda
servikal kanalin stenozuna bagli hematometra, pyometraya bagl olarak piiriilan
vajinal akint1 sikayetleri goriilebilir (Smith RA, 2002). Asemptomatik hastalar ise;
anormal pap smear testi swrasinda veya farkli jinekolojik endikasyonlarla
gergeklestirilen histerektomi sonrasinda veya ilgisiz bir sebep icin pelvik bilgisayarl
tomografi veya pelvik ultrasondaki anormal bulgularim incelemesi sirasinda

rastlantisal olarak tespit edilebilir (Dubeshter B, 1991).

Anormal perimenopozal ve postmenopozal kanama sebepleri arasinda
endometrial atrofi, polipler, endometrial hiperplazi, dstrojen tedavisi, sarkom ve EK
yer alir. Bu sebepler arasinda atrofi postmenopozal kanamalarin %60’ ndan

sorumludur (Fortier KJ, 1986) (Tablo 2).

Tablo-2: Postmenopozal kanama nedenleri

Kanama nedenleri Sikhik
Endometrial atrofi %060-80
Ostrojen replasman tedavisi %15-25
Endometrial polip %2-12
Endometrial hiperplazi %5-10
Endometrial kanser %10

Anormal uterin kanama veya silipheli endomertial patoloji varliginda tanida
ilk basamak endometrial aspirasyon biyopsisidir (Chambers JT, 1992). Endometrial
aspirasyon biyopsi sonuglarmin postoperatif patoloji sonuglariyla karsilastirildiginda
% 90-98 dogrulugu bulunmaktadir (Dijkuizen FPHLIJ, 2000). Orneklemede
kullanilan ince plastik kaniiller (pipella) ofis sartlarina kolaylikla uygulanmasinin
yani sira kanamaya ve agriya daha az sebep olarak hastalarin islemi kabul oranlarini
artmistir.  Transvajinal ultrasonografi anormal uterin kanamayi degerlendirmede
endometrial biyopsiye ek yardimct bir yontemdir. Ultrasonda endometrial
diizensizlik, subendometrial katlarin kesintiye ugramasi ve endometriral kalmlik
artist (postmenopozal >5 mm) veya kavite igerisinde sivi izlenmesi ileri

degerlendirmeyi gerektirir (Karlsson B, 1995). Histereskopi ve dilatasyon-kiiretaj;
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servikal stenozu olan ve aspirasyon biyopsiyi tolere edemeyen hastalarda, aspirasyon
biyopside anormal kanamay1 agiklayacak uygunsuz sonug¢ varliginda veya negatif
aspirasyon biyopsi sonucu sonrast devam eden kanamasi olan hastalarda
uygulanabilir  (Shushan A, 2002). Bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans
goriintiileme EK’nin uzak yayilimlarini gostermekte yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ileri evre over kanserlerinin %80’inde CA125 yiiksekligi goriilmesi bu tiimodr
belirtecinin EK’de arastirilmasini saglamig ve ileri evrede yliksek seyrettigi
saptanmistir. EK’de CA125 postoperatif donemde kemoterapiye yanit1
degerlendirmede kullanilmaktadir (Jhang H, 2003).

2.1.3. Endometriyum Kanserinde Patoloji
2.1.3.1. Endometriyum Kanseri Histolojik Alt Gruplan

a.Endometrioid adenokarsinom: Endometrial karsinomun en sik goriilen
tipidir (% 80). Bu tiimorler normal endometrial bezlere benzeyen ve niikleuslar1
bazale yOnelmis, kolumnar hiicreleri olan bezlerden olusmustur. Sitoplazma igi
miisin yok veya ¢ok azdir. Tiimor diferansiyasyonu azaldik¢a solid alan artar, bezler
azalir ve sitolojik atipi artar. Endometrioid tip kanserlerin % 15- 25’1 skuaméz, %
2’s1 villoglandiiler ve % 1°1 sekretuar diferansiyasyonlu alanlar igerir (Norris HJ,

1993).

Eski smiflamada benign goriiniislii skuamdz alan icerenler adenoakantoma,
malign goriiniimli alan igerenler adenoskuamoéz karsinom olarak belirtilirken; yeni
tanimlama skuaméz differansiasyon gosteren endometrioid adenokarsinom
seklindedir. Ciinkii skuamo6z differansiasyon gosteren adenokarsinomlar glandiiler
komponentin niikleer grade’e gore gradeleri hesaplanirken skuamdz komponentin
differansiasyonu glandiiler komponent ile paralellik gdstermektedir (Zaino RIJ,

1991).

Villoglandiiler/papiller varyant ve sekretuar varyant iyi differansiye diizenli
endometrioid adenokarsinomlar gibi davranirlar genellikle ¢ok iyi prognozludurlar

(Chen JL, 1985).

b.Miisin6z karsinom: Endometrial karsinomlarm %5’ini  olusturur.

Endoserviksin miisindz karsinomuna benzeyen bol miktarda miisin igeren



hiicrelerden olusan iyi diferansiye ve iyi prognozlu endometrial kanser tipidir. Bu tipi
endoservikal adenokarsinomdan ayirmak icin vimentin kullanilir. Vimentin ile

pozitif boyanmasi ile endoservikal adenokarsinomdan ayrilir (Ross JC, 1983).

c.Papiller ser6z adenokarsinom: Over ve tubanin seréz karsinomuna
benzeyen, endometrial karsinomlarin yaklasik % 3-4’tinii olusturan tiptir. Bu
tomorler cogu zaman genis kiimeler halinde tabakalasma gdsteren atipik hiicrelerle
dosenmis fibrovaskiiler uzantilardan olusur. Psammom cisimcikleri siklikla goriiliir
(Hendrickson M, 1982). Serdz papiller adenokarsinom, ¢ogunlukla ytliksek gradeli
olup LVSI ve derin MI yaparlar. Yash kadinlarda atrofik endometrium zemininden
gelisen tip II EK’dir (Burkley CH, 2002). Serdz karsinomlar over kanserleri gibi

abdomen i¢ine yayilma paterni gosterir ve tip 1 EK’dan daha kétii prognozludur.

d.Seffaf hiicreli karsinom: Tip II EK olan seffaf hiicreli karsinom, tiim
endometrial kanserlerin %5’inden azini1 olusturur. Seffaf hiicreli karsinomlarin
karigik histolojik dagilimlar1 vardir papiller, tubiilokistik, glandiiler ve solid alanlar
icerirler. Hiicreler yiiksek atipik c¢ekirdek ve bol berrak veya eozinofilik
sitoplazmaya sahiptirler. Bu tip EK prognozu papiller ser6z karsinoma benzer genel

olarak sag kalim %33-64 olarak bildirilmistir (Berek J, 2003).

e.Skuam6z hiicreli karsinom: Ender goriilen bu karsinom tiirii, tani
konuldugunda servikal stenoza bagli kronik inflamasyon ve piyometra ile iligkilidir.
Skuamdz hiicreli karsinomun endometrium kaynakl oldugunun tespiti i¢in kanserin
servikal skuamoz epitel ile iligkisi olmamali ve servikal yayilim olmamalidir

(Anderson MC, 2002).

f. Diferansiye olmamig karsinom: Bu tip karsinomda glandiiler veya skuamoz

diferansiasyon izlenmez. Biiylik ve kii¢lik hiicreli olmak tizere ikiye ayrilir.

g. Mikst tip adenokarsinom: Tip 1 ve tip 2 karsinomun karigimindan olusan

nadir goriilen tiptir (Tablo 3).



Tablo-3. EK histopatolojisi

EK histopatolojik alt tipleri
Endometrioid adenokarsinom
Skuamoz diferansiasyon gosteren varyant
Villoglanduler /Papiller varyant
Sekretuar varyant

Miisinoz adenokarsinom

Serdz papiller adenokarsinom
Seffaf hucreli adenokarsinom
Skuamoz hucreli adenokarsinom
Diferansiye olmamis karsinom
Mikst tip adenokarsinom

2.1.3.2.Endometriyum Kanserinde Tiimor Derecelendirilmesi

FIGO ve WHO’nun uterus karsinomu histopatolojik smiflamasinda, tiimor

derecelendirmesi hem yapisal hem de niikleer 6zelliklere gore yapilmaktadir.

a. Yapisal derecelendirme (grade): Bir tiimoriin grade’i timoriin
differansiasyonunu gosterir ve yapisal biiyiime paterni ve niikleer 6zelliklere gore
solid alanlarin tiim tiimor i¢inde kapladigi alana bakilarak belirlenir.Grade ‘%’ olarak
ifade edilir. Buna gore solid alan % 5°ten az ise grade 1, % 6-50 arasinda ise grade 2,
% 50°den fazla ise grade 3 olarak derecelendirilir. Yapisal derecelendirme ile
uyumsuz belirgin niikleer atipi, tiimoriin grade degerini bir derece arttirir

(Hendricson MR ,1992).

b. Niikleer derecelendirme: Niikleer sekil ve boyut, kromatin dagilimi ve

niikleolusun boyutu degerlendirilir.

Grade 1 tiimorler 1yi diferansiye, Ostrojen ile iliskili ve 1yi prognozlu olup
grade 3 tiimorler ise undiferansiye ve kotii prognozludur. Grade 3 tiimorlerde niiks
gelisme olasilig1 grade 1 ve 2’ye gore 5 kat artmistir (Lurain JR,1971). Bir tlimorde
niikleer ve yapisal grade uyumsuzlugu varsa bu tiimér ileri grade olarak kabul edilir.
Ser6z karsinom, berrak hiicreli karsinom klinik olarak agresif tiimorlerdir ve ileri

grade kabul edilirler (Hendricson and Kempson 1992).



2.1.4. Endometriyum Kanserinde Cerrahi Evreleme

EK’y1 evreleme i¢in 1988 yilina kadar klinik evreleme kullanilmistir. Ancak,
cerrahi yapilan hastalardan kaybedilenlerin ¢ogunun klinik evre 1 hastalar olmas,
klinik evrelemenin eksikligini ortaya koymus ve cerrahi evreleme gerekliligini
gostermistir. Glinlimiizde tiim hastalara 2009 FIGO evrelemesine gore cerrahi
evreleme yapilmaktadir (Amant F, 2005) (Tablo 4). Bu evrelemede; tiimoriin
uterustaki tutulumu (ylizeyel veya derin myometrium), komsu organ ve uzak organ
yayilimi, lenf nodu tutulumu degerlendirilmektedir. Cerrahi evrelemede;
histerektomi, bilateral salfingooferektomi ve pelvik-paraaortik lenf nodu
disseksiyonu yapilmaktadir. En sik goriilen komplikasyonlar; yara yeri infeksiyonu,
emboli, kanama, barsak yaralanmasi, lenfokist olusumudur(Orr JW, 1991). Bu genel
yaklagima ragmen lenfadenektomi tiim hastalara rutin olarak dnerilmemekte; berrak
hiicreli ,yass1 hiicreli veya endometrioid histolojili, MI %50°den fazla ise, isthmus-
serviks yayilim varsa, tiimor biytkligi >2 cm ve uterus dis1 yayilim riski olan
hastalara yapilmaktadir (Creutzberg CL, 2000; Mariani A, 2000; Morrow CP, 1991).
Lenfadenektomi hastalarin ameliyat sonrasi adjuvan tedavi ihtiyacmni belirlemede ve
uterus dis1 yayilimi degerlendirmede faydalidir. Sonug olarak cerrahi evreleme;
yiiksek rekiirrens oranina sahip olan ileri evre hastalar1 tanimlamaya, lenfatik
yayilimi ve postoperatif tedavi ihtiyaci azaltmaya veya postoperatif tedavi ihtiyaci

belirlemeye yardimci olur (Aalders J, 1980)



Tablo-4: EK’inde cerrahi evreleme

EVRE 1 A- Myometrial invazyon yok veya %50’den az

B- %50 veya daha fazla myometrial invazyon

EVRE 2 Servikal stromal invazyon (uterus dismna ¢ikmamig tiimor)

EVRE 3 A-Uterus seroza tutulumu veya adneksiyel tutulum

B- Vajinal ve/veya parametrial tutulum

C- Pelvik ve/veya paraaortik tutulum

C1- Pozitif pelvik lenf nodu tutulumu

C2- Pozitif paraaortik lenf nodu tutulumu (ve/veya pelvik

lenf nodu tutulumu)

EVRE 4 A- Mesane ve/veya barsak mukoza invazyonu

B- Uzak metastaz (intraabdominal uzak metastaz, inguinal

lenf nodu metastazi)

2.1.5. Endometriyum Kanserinde Prognostik Faktorler

EK’inde en 6nemli prognostik faktor evre olsa da yasam siiresini belirleyen
ve rekiirrensi ongoren ¢esitli prognostik faktorler vardir. Ozellikle ileri evre
olgularda sag kalimi1 6ngdrmede, niiksleri ve rekiirrensi onlemek i¢in adjuvan tedavi
ithtiyacin1 belirlemede yeni prognostik faktorlere olan gereksinim artmistir. Bu

prognostik faktorler;

a. Yas: Geng hastalarda EK prognozu yasl hastalara gore daha iyidir; yash
hastalarda grade 3 ve kotii histolojik tipler daha sik goriiliir.

b. Histolojik tip: EK’nin en sik goriilen tipi endometrioid adenokarsinomdur
(tipl) (%38S5). Bu hastalarda 5 yillik sag kalim %80-90’dwr. Endometrioid tip dist

kanserler (tip2) ise olgularin %10’nu olusturur ve kotii prognozludur (Wilson ve ark
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1990).Tip 2 kanserlere ser6z adenokanser, seffaf hiicreli kanser ve papiller kanserler

sayilabilir.

c.Histolojik grade: EK prognozu histolojik grade ile yakindan iliskilidir.
Grade 3 tiimorlii EK’larda niiks gelismesi grade 1 ve grade 2tiimorli hastalara gore 5
kat fazladir (Uslu T,1992). 5 yillik hastaliksiz sag kalim grade 1 tiimorde % 92 iken
grade 3 tiimorlii hastalarda % 64’tiir. Timor de anaplazi artisiyla derin myometrial
invazyon, servikal tutulum, lenf nodu metastazi, lokal rekiirrens ve uzak metastaz

riski artmaktadir(Lurain JR, 1991; Kadar N, 1992).

d. Tiimor boyutu: EK’larda tiimor boyutu; lenf nodu metastazi ve sag kalimi
ongormede Onemli bir prognostik faktordiir .Evre 1 EK hastalarinda timér <2 cm
ise lenf nodu metastazi %4, tiimor >2 cm ise %15 izlenmistir. Timor boyutu <2 cm
olan hastalarin 5 yillik sag kalimi %98, tiimoriin >2 cm oldugu hastalar i¢cin %84

ve tiimoriin tiim kaviteyi kapladigi hastalar i¢in %64 bulunmustur (Schink JC, 1991).

e. Myometrial invazyon: Myometriumun dis yarisindaki tutulum ile lenfatik
sisteme gecis oldugundan MI derinligindeki artis uzak metastaz ve niiks ile iligkilidir
(Kadar N, 1992). Mpyometrial invazyon 1988 FIGO evreleme sisteminde yiizeyel,
orta, derin olarak degerlendirilmekteydi. 2009 FIGO evreleme sisteminde ise
myometrial invazyonun olmadigr veya % 50’den az oldugu olgularda evre 1A;
myometrial invazyonun % 50’den fazla oldugu olgularda evre 1B olarak
degerlendirilmistir. MI olmayan veya %350°’den az olan hastalarda lenf nodu
metastazi %5’ten azken, derin MI olanlarda bu oran %20’°dir (Boronow RC,1984).
Timor-myometrium smirmin uterin serozaya olan uzakligi 5 mm’den daha az ise

rekiirrens ve 0liim riski fazladir (Kaku ve ark 1994).

f. Hormon reseptdér durumu: Ostrojen ve progesteron reseptdr seviyeleri
EK’da grade smiflamasindan bagimsiz prognostik faktordiir. Bir ya da her iki
reseptoriin pozitif oldugu hastalarda sag kalim, reseptoriin negatif oldugu hastalara

gore daha uzundur (Liao BS, 1986).

g. DNA ploidisi: EK’l1 hastalarin %66’ sinin DNA igerigi diploiddir. MI
derinligi, evre, grade arttikga diploid olmayan tiimor orani artmaktadir (Zaino RJ,

1996).
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h. Lenfovaskiiler invazyon: Lenfovaskiiler invazyon, tiim endometrial kanser
tiplerinde rekiirrens ve 6liim riskini gostermede bagimsiz risk faktoriidir (Kaku T,
1994). Erken evre EK’da lenfovaskiiler invazyon %15 olup bu oran tiimor grade ve

MI derinligi artisiyla artmaktadir (Hanson MB, 1985).

1. Istmik ve servikal tutulum: EK’da tiimériin uterustaki yerlesimi prognoz
acisindan onemlidir. Uterus istmusu, serviks veya her ikisinin birden tutulumu; uzak

metastaz, lenf nodu metastazi ve niiks riskinin artigiyla beraberdir (DiSaia PJ, 1985).

1. Lenf nodu metastazi: Lenf nodu metastaz1 erken evre EK’da onemli bir
prognostik faktordiir. Lenf nodu metastazi olan hastalarda lenf nodu metastazi
olmayan hastalara gore niiks gelisme riski alt1 kat fazladir. Lenf nodu metastazi
olmayan hastalarda 5 yillik sagkalim oranm1 %90 iken lenf nodu tutulumu olanlarda
bu oran %54°tiir (Zaino RIJ, 1996). Jinekolojik Onkoloji Grubu, EK’da paraaortik
lenf nodu metastazinin prognozun belirlenmesinde en Onemli faktér oldugunu
bildirmistir (Moore DH, 1989).2010 yilinda yapilan bir ¢alismada niiks acisindan
orta ve yiiksek riskli EK hastalarinda pelvik ve paraortik lenfadenektominin; sadece
pelvik lenfadenektomiye karsi iistiin oldugu ve sag kalimi uzattigi gosterilmistir
(Todo Y,2010). FIGO 2009°da revize ettigi EK evrelemesinde paraaortik lenf nodu
tutulumunu pelvik lenf nodu tutulumundan ayirarak 3C2 olarak belirtmistir(Pecorelli

$,2009).

j. Immunohistokimyasal belirtegler: Kanser; biiyiime sinyalleri ve biiyiime
karsit1 sinyallerin arasindaki dengesizlige bagli doku invazyonu ve metastaz, smirsiz
hiicre yenilenmesi, anjiogenezis ve apoptozis kaybi1 gibi coklu bir siirecin genel
adidir. Jinekolojik kanserlerdeki farkli evre, grade ve histolojik tiplerdeki klinik
degisiklikler molekiiler farkliliklara bagli olabilir. EKnin prognozunu belirlemede
onemli prognostik faktorler vardir. Gliniimiizde immunohistokimyasal ¢aligmalarin
ilerlemesiyle birlikte farkli kanserlerde yeni prognostik belirteglerin  roli
arastirilmaktadir.  Yeni immiinohistokimyasal yoOntemler ile endometrium
karsinogenezisin olusumu ve nedenleri tespit edilerek erken tani1 ve tedavi ve de

kanser gelisimini engelleyici miidahaleler gelistirilebilir.

g. Molekiiler belirtecler: EK karsinogenezinde onkogenler ve tiimor

baskilayic1 genler olmak {tizere iki tip gen smifi 6nemlidir. Onkogenler normal
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hiicrelerin biiylime yolaklarindaki stimiile edici proteinleri kodlarlarken, timor
baskilayic1 genler ise tam tersi etkiye yol acarlar. EK’nin molekiiler patogenezinde
rol oynayan onkogenler arasinda en bilinenleri KRAS, e-cadherin, fms ve Her—

2/neu’dur(Mendelsohn J, 2001).

KRAS geni (kodon 12 ve kodon 13) mutasyonlar1 EK’da %10-20 arasinda
bildirilmis olup kotii prognoza isaret eden bagimsiz bir faktordiir (Fujimoto I, 1993).
K-ras mutasyonlar1 ayrica endometriyal hiperplazilerde de saptanmistir, bu durum
karsinogenezde erken bir basamak oldugunu diisiindiirtir. Hiperplazi derecesi arttik¢a
mutasyonlar daha sik goriiliir. K-ras mutasyonu basit hiperplazilerde %10,
adenomat6z hiperplazide %14 ve atipik hiperplazide %1622 oraninda saptanir
(Sasaki H, 1993).E-cadherin hiicre adezyonundan sorumludur. EK’larda azalmis e-

cadherin ekspresyonu ileri evreyle iliskilidir (Holcomb K,2002).

EK’da fms ekspressiyonu ileri evrekdtii grade ve koti prognoza
isarettir. Meme ve over kanserlerinin %20-30’nda; EK’da %10-15 kadar bulunan

Her—2/neu asir1 ekspresyonu uzak metastaz ve kotii prognozla iliskilidir.

Timor supressor genlerden insan kanserlerinde en sik saptanan P53 gen
mutasyonu ; EK karsinogenezde ge¢ gelisen olaylardan olup ekstrauterin yayilim ile
baglantilidir. Genellikle tip2 EK’larda sik rastlanir (%20) ve ileri evre, koti
prognozla iliskilidir (Mariani A, 2002).

PTEN 10’ncu kromozomun kisa kolonda bulunan bir fosfolipit fosfataz olup;
mutasyonu ve delesyonu erken evre diisilk grade 1y1 histolojik tipe isaret eder
(Risinger JI,1998). PTEN mutasyonun endometrial hiperplazilerde de goriilmesi EK
patogenezinde erken bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Latta E,2002).

Total hiicresel DNA igeriginin (ploidi) sitogenetik analizler ile
arastirilmasiyla EK karsinogenezinde genetik bozukluklarn rol alabilecegi fikri
glindeme gelmistir. Akim sitometre analizlerinde EK’larin yaklagik yarisinda DNA
icerigi diploid olarak saptanmistir. Aneuploidi kotii histolojik 6zellikler, ileri evre,

ileri grade, artmis MI ve azalmis sagkalim ile beraberdir (Berchuck A, 1995).
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2.2. KRAS LCS6 Tek Gen Niikleotid Polimorfizmi

MikroRNA'lar (miRNA), genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri
ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel kiicik RNA molekiilleridir
miRNA’lar bir ya da birden fazla hedef geni baskilayarak hiicrenin gelisim, farklilagma,
cogalma, 6liimii gibi farkli olaylarda rol oynarlar. miRNA genlerinin %50'sinden fazlas1
kanser ile iligkilendirilmis genom iizerinde bulunur. (Karagiin BS, 2014). miRNA hedef
mRNA’nin translasyona ugramayan 3’ bolgesi( untranslated region ‘UTR’) veya
open reading frame (ORF) bdlgelerine baglanirlar. 3°UTR bolgesine baglanmasiyla
eksik kusurlu komplementerlikle sonuglanir ve translasyonun baskilanmasina neden

olur (Saydam F, 2011).

Tiimor siipresor ozellik gdsteren miRNA ailelerinden , let-7 ailesinin (let-7b, let-
7c, let-7d, let-7f ve let-7g) insanlarda bulunan Onemli bir onkogen olan RAS’in
aktivitesini kontrol ettigi bilinmektedir. Let-7 ailesinin iiyeleri, RAS onkogenin
mRNA'sin1 hedefleyen bir tiimor siipresor fonksiyona sahiptir (Johnson, CD ,2005).
KRAS, KRAS geni 3’UTR bdlgesinde bulunan let-7 komplementer siteleri (LCS)
araciligiyla down regiilasyona ugrar. Akciger kanseri hiicrelerinde altt numarali LCS’de
(LCS6) let-7 baglanmasint modifiye eden bir tek gen niikleotid polimorfizmi tespit
edilmistir (4.pozisyonda Timin—Guanin, rs 61764370). Bu polimorfizm toplumda %5.8
oraninda goriliir (Chin, 2008). Bu variant alel orta derece sigara igme 0ykiisii olan kiiciik
hiicreli akciger kanseri vakalariyla iligkili bulunmustur (Nelson HH, 2008). Benzer
sekilde ayni polimorfizm BRCA- herediter over ve meme kanserli hastalarda %25

oraninda daha sik goriilmiistiir (Ratner ES, 2012).

KRAS LCS6 polimorfizminin ve jinekolojik kanserler arasindaki iligkiyi
gosteren bir ¢caligma; Ratner ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yayinlanmis olup
KRAS LCS6 polimorfizminin sahip kadinlarda BRCA negatif ailesel meme ve
epitelian over kanseri gelisme riski ve bu kanserin platin resistans olup buna
sekonder mortalitenin daha yiiksek oldugu ifade edilmistir(Ratner ES, 2012). KRAS
LCS6 polimorfizminin endometriozis ile iliskisinin incelendigi bir ¢alismada insan
endometriyal stromal hiicreleri kiiltiirlerinde KRAS miRNA ve protein
ekspresyonunun artmis oldugu ve KRAS LCS6 polimorfizmi pozitif olan kadinlarda
endometriyal stromal hiicrelerin proliferasyon ve invazyonunun artmis oldugu ifade

edilmistir (Grechukhina O, 2012).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hastalarin Secilmesi

Bu prospektif  calismaya, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Kadimn
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’nda Ocak 2012 ve Ocak 2014 yillar1 arasinda
klinigimize basvuran ve histopatolojik incelemesinde EK tanist alip opere olan ve
jinekolojik sikayetlerle poliklinige basvuran endometrial 6rneklemesi yapilip benign
histolojik tani (proliferatif endometrium, sekretuar endometrium, endometrit v.b.)
alan toplam 213 hasta dahil edildi. Calismada, hasta grubunda 33-77 yaslar1 arasinda
(ortalama 55.90+8.58) toplam 108 adet tip 1 ve tip 2 EK vakasi, kontrol grubunda
41-72 yaglar1 arasinda (ortalama 58.3+£5.5) 105 adet benign histoloji rapor edilen
kadin yer ald1.

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan yas, parite, boy, kilo agisindan
detayli anamnez alindi. Ayrica EK hastalarinin evre, histolojik grade, LVI, toplanan
toplam lenf nodu sayisitoplanan paraaortik lenf nodu sayisi, pozitif pelvik ve
paraaortik lenf nodu sayisi, MI ve sitoloji sonuclar1 kaydedildi. EK hasta grubunu
histopatolojik olarak endometrioid (tip 1) ve serdz (tip 2) karsinomlar ve 2009
FIGO’nun cerrahi evreleme kriterlerine gore evre 1,2 ve 3’e  ait hastalar
olusturmaktaydi.

Endometrium kanserli hastalarda eslik eden sekonder kanser varliginda ve
calismaya katilmak istemeyenler c¢alisma dis1 brrakilirken, kontrol grubunda
endometrial ornekleme sonucu endometrial hiperplazi ile uyumlu olanlar ve daha
onceden kanser tanisi olanlar dahil edilmemistir.

Calisma igin S.U Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 2014/120 sayili Etik Kurul
Karar1 ile onay alindi ve ¢alismaya katilan tiim bireyler arastrma Oncesi

bilgilendirildi ve yazili onamlar1 alind1.
3.2. KRAS 3'UTR LCS6 Polimorfizminin Tespiti
Calismaya dahil edilen hastalara ait genetik ¢alismalari, Selguk Universitesi

Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na ait molekiiler genetik laboratuvarinda

yiirtitiilmiistiir.
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3.2.1. Arastirma Kanlarinin Toplanmasi

Calisma ile 1lgili bilgi verildikten sonra, teshis esnasinda genetik incelemeleri
yiirlitmek amaciyla, hastalardan ve kontrol grubundan alinan 3 ml’lik periferik kan
ornegi EDTA’l1 tiiplere steril olarak alindi. Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden
kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve

restriksiyon enzim kesimi (RFLP) caligsmalar1 gerceklestirildi

3.2.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

e Sogutmali santrifiij
e Vortex

e Hassas terazi

e Ayarlanabilir otomatik pipetler
e Shaker

e Thermal Cycler

e Goriintiileme cihazi
e Elektroforez Tank1
e Gii¢ Kaynagi

e Mikrodalga Firin
e Spektrofotometre

e -20 °C derin dondurucu

3.2.3.Kullamlan Kit ve Kimyasallar

e Hot start long PCR Taqg DNA Polimeraz
e dNTP seti

e PCR buffer

e Reverse-forward primer

e Restriksiyon enzimi

e Agaroz

e FEtidyum Bromid

e Tris-Cl
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EDTA
Etidyum Bromid
Asetik Asit
Loadingdye
Etanol
Glyserol
Kloroform
Proteinaz K
dNTP

Trizol

Taq Polimeraz
dNTP seti
PCR buffer
25mM MgCl,

Reverse-forward primer

Restriksiyon enzimi
Ladder 100 bp
Agaroz

Etidyum Bromid
Tris

EDTA

Asetik Asit

6 x loading dye
Etanol

DNA Izolasyon Kiti
RNA Izolasyon Kiti
Harici ¢ DNA Kiti
DNAse-I
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3.2.4. DNA Izolasyonu

Almman kan oOrneklerinden steril sartlarda saglanan DNA izolasyon kiti
kullanilarak spin klon yontemiyle asagidaki sekilde DNA izolasyonu yapildi.

e 1,5 ml’lik steril bos ependorf tiip i¢cine 200 pl liziz tamponu konuldu.

Lizis tamponun iizerine 200 pl pellet ilave edildi.

e Pellet ve Lizis tamponu karisimmnin iizerine 20 pl Proteinaz-K ilave
edilerek karistirildi.

e Karisim 56 °C’lik hot plate’de 10 dakika inkiibasyonda tutuldu.

e Siirenin sonunda karigim vortekslendi.

e Inkiibasyonun sonunda karistma 200 pl %100 etil alkol ilave edilerek
pipetaj yapildi ve spin kolona aktarild1.

e 5000 g’de 1 dk santrifuj edildi.

¢ Spin kolon her defasinda yeni bir ependorf tiipe aktarilarak iizerine 500’er
ul yikama soliisyonu ilave edilerek 500 g’de 1’er dk ara ile yikama islemi
yapild1

e Iinkiibatorde daha 6nce 56 °C’ de 1sitilmis 200 pl distile su, spin kolona
ilave edildi ve 5000 g’de 1 dk santrifuj edilerek spin kolondaki filtreye
tutunan DNA ayrilmis oldu.

¢ Elde edilen DNA, PCR analizinde kullanana kadar -20 °C’ de sakland.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

KRAS geninin 3'UTR (untranslated region) bdlgesinin 4. pozisyonunda
(rs61764370) T>G baz degisimi bulunmaktadir. Bu polimorfizm analizi i¢in PCR-
restriksiyon enzim kesimi metodu kullanilarak elde edilen kesim {iriinlerinin uzunluk
degisimine bakilarak (PCR-RFLP; PCR- restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi) analiz yapildi. Gen bélgesinde Timin niikleotidi bulunursa enzim
kesimi gerceklesirken Guanin niikleotidi varliginda kesim ger¢eklesmedi.

Bunun icin  Reverse: 5’-AGTACCTAGGATTAT-3’ve  Forward:  5’-
CGTGTGCACTCACTA -3’primerleri kullanilarak polimorfik olabilecek bolge
¢ogaltildi. Primerlerin dizayn1 Selguk Universitesi Tibbi Genetik Anabilimdali Prof
Dr Hasan Acar tarafindan gergeklestirildi. Reaksiyon i¢in asagidaki karigim

hazirlandi (Grechukhina O, 2012).
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PCR miks:

dNTP (her biri 10 pmol)............ccooviiiiiiiinin, 1,5 pl
10 x PCR tamponu............coooviiiiiiiiiinnnenninn, 2,5 ul
L1O pPMOL Primer .....o.ovvviiiii i, 1 pl
Molekuler Grade dH,O............cooeveviiiiin.l. 17,25 ul
DNA Taq polimeraz enzimi ...............c.cevuunen 0,25 ul
Genomik DNA ... .., 2,5 ul
TOPLAM ..., 25 ul

PCR reaksiyonu asagidaki sekilde gerceklestirildi.

95 °C’de 10 dakika 1 dongii
95 °C’de 15 saniye
58 °C’de 30 saniye 10 dongii

72 °C’de 45 saniye
95 °C’de 15 saniye
56 °C’de 30 saniye 25 dongii
72  °C’de 45 saniye
72 °C’de 5dakika |- 1 dongi

PCR iirtiniiniin 5 pl'si hazirlanan agaroz jelde ylriitiilerek 250 bp
biiytikliglinde spesifik bandlarin olup olmadigi tespit edildi. Geri kalan 15 pl'lik
PCR iiriinii Tfil restriksiyon enzimi (Biolabs) kullamilarak kesildi. Bunun i¢in

asagidaki karisim kullanildi:

Molekuler Grade dH,O ..o, 7 ul
Restriksiyon Enzim Buffer........................... 2 ul
Restriksiyon Enzimi (Tfil) ......................... 2 ul
PCRGIGND. .. 15 pl
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

e 2 gr agaroz tartilarak 250 ml’lik bir erlenmayere konuldu ve tizerine 100 ml
1X TAE (Tris, Asetik asit ve EDTA) tamponu eklendi. Mikrodalga
firininda agar eriyene kadar yaklasik 2 dakika tutuldu ve kaynatildu.

e Eriyen agar soliisyonu oda sisinda bekletilerek yaklasik 75°C’ye kadar
sogutuldu ve 0.5mg/ml’lik etidyum bromiir’den 100 pl ilave edildi.

e Daha Onceden taraklar1 tabana yaklasik 1 mm bosluk kalacak sekilde
yerlestirilen elektroforez kabina, hazirlanan agaroz jel dokiildii ve donmasi
icin oda sicakliginda 20-30 dk. bekletildi.

e Taraklar her iki uctan tutularak dikkatlice ¢ikartildi ve jel kab1 elektroforez
tankina yerlestirildi.

e Jelde ortaya g¢ikan kuyucuklara total 12 ul olacak sekilde uygun DNA
marker ve PCR tirtinleri (10 ul PCR firiini + 2 pl 6X loading dye yiikleme
tamponu) aktarild.

e Elektroforez 125 volt’da (12.5 volt/cm® ) 20-30 dakika siireyle yapildi.

e Ortaya c¢ikan bandlar UV illiiminatorde (goriintii analiz sistemi) marker ile

kiyaslanarak DNA’larin yiiriidiigii mesafe belirlendi (Sekil 1).

Sekil 1: UV Illuminatérde DNA bantlarinin marker ile kesilmis goriintiisii
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3.2.7. Restriksiyon Enzim Kesim Cahsmalarn

RFLP (Restriction Fragments Lenght Polymorphism- restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi) smirlandirilmis pargacik uzunlugu polimorfizmi adindaki
yontem ; genomik DNA’ nin spesifik bir restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
kesilmesi ve DNA segmentlerinin agaroz jel elektroforez sisteminde ayristirilmasiyla
olusturulan, DNA profillerinin incelenmesine imkan taniyan bir yOntemdir.
Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’ daki 6zgiin dizileri taniyarak kesme
islemini, tanima bdlgesinde veya bu bolgenin disinda baska o6zel bir dizide
gergeklestirirler. Bu yontem ile tek niikleotit polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi
iki basamakta gerceklestirilmektedir. Ilk basamak DNA bdlgesindeki SNP (Single
Nucleotid Polymorphism-Tek Niikleotid Polimorfizmi) cevresindeki yaklagik 200
baz c¢iftinin milyarlarca kez PCR ile ¢ogaltilarak, polimorfik bdlgenin genotiplenmesi
amaci ile PCR iiriiniiniin sekanslanmasina veya jel elektroforezinin ardindan enzimle

kesilmesine dayanmaktadir (Linn ve Arber 1968).

RFLP yonteminde, 6rnek DNA bir veya daha fazla restriksiyon endontikleaz
enzimi ile kesildikten sonra, elde edilen DNA fragmentlerinin molekiiler
biiytikliikleri gore jel elektroforezde yiiriitiilerek molekiiler agirlik standardi (marker)
yardimiyla belirlenebilmektedir. Jel, ethidium bromid ile muamele edildikten sonra
fragmentler UV 151k altinda goriiniir hale getirilerek jel profilindeki bantlarin
sayilarina, biiyiikliiklerine bakilarak genotiplenebilir ve lokusa ait genotip/allel
sikliklar1 saptanabilir.

Calismamizda KRAS geninin 3> UHT boélgesindeki LCS6 (let-7
complementary sites) polimorfik bdlgelerinin genotip analizi RFLP yontemi ile
yapild1

Karisim su banyosunda 65°C’de 5-10 dk bekletildi. Bu siirenin sonunda elde
edilen enzim kesim iirtinleri jelde yiiriitiildiikten sonra UV illiiminator kullanilarak

degerlendirildi ve fotograflar ¢ekildi (Sekil 2).
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Sekil 2. KRAS geninin 3° UHT bolgesindeki LCS6 polimorfizimi T>G degisimi igin
PCR jel elektroforez goriintiisii

1,2,3,4,5 ve 8,9,10,11,12. bireyler ( TT wildtype-normal), 6. birey ( GG homozigot mutant) 7 :marker
(100 bp ladder*), 13 ve 14. bireyler ( TG heterozigot mutant)*bp: baz ¢ifti

3.3. Verilerin Istatistiki Analizi

Bu c¢alismada elde edilen veriler SPSS 20 paket program araciligiyla analiz
edilmistir. Elde edilen verilerin karsilastirmasinda; kategorik verilerde bagimlilik
testi olan Ki-Kare analizi,iki gruplu kargilastirmalarda Mann-Whitney U testi,ii¢ ve
daha fazla gruplu karsilastirmalarda ise Kruskall-Wallis H testi kullanilmistir.
Anlamlilik seviyesi olarak 0.05 kullanilmis olup, p<0.05 olmasi durumunda anlamli
farkliligin oldugu, p>0.05 olmasi durumunda ise anlamli farkliligin olmadigi

belirtilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza katilan EK hastalarinin demografik 6zellikleri incelendiginde;
Tip 1 EK hastalarinin ortalama yas1 56.9+8.1 ve tip2 EK hastalarinin ortalama yas1
51.7#12.4 iken kontrol grubunun 58.3+7.7 idi. Tip 1,tip 2 ve kontrol gruplari
arasinda yas degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilememektedir (p>0.05). Tipl EK 2.84+2.1 ortalama pariteye sahipken bu deger
tip 2 ve kontrol grubunda swrasiyla; 3.9+2.8 ve 2.4+1.5 idi. Tip 1,tip 2 ve kontrol
gruplar1 arasinda parite sayisi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilememekle beraber tip 2 grubu 3.9 ile en yiikksek parite degerine sahiptir.
(p>0.05). Tipl grubunda yer alanlarin ortalama kilo degerleri (72,9) Tip2 (59,0) ve
kontrol grubunda (64,6) yer alanlara gore daha yiiksektir. Fakat Tip1, Tip-2, kontrol
gruplar1 arasinda kilo degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli derecede
farklilik goriilmektedir. (p<<0,05) Tip 1 EK’in VKI 30£3.5, tip 2 EK’in 24.1+4.4 ve
kontrol grubunun 26.24+3.0 olarak bulunmustur. Tip1, Tip2, kontrol gruplar1 arasinda
VKI degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemektedir.
(p>0,05) Istatistiksel olarak anlamli fark olmamakla birlikte Tipl grubu 30,0 ile en
yilksek BMI degerine sahiptir. Tip2 grubunda BMI degeri 24,1 iken kontrol
grubunda ise, 26,2 dir.

Tip 2 EK hasta sayismmin son derece az olmasi sebebiyle polimorfizm
varligiin degiskenlere etkisi incelenirken sadece Tip 1 EK hastalar1 incelendi.
Polimorfizm olan ve olmayan hastalarim demografik degiskenleri Tablo 5’te

Ozetlenmistir.

Tablo-5: Tip 1 EK hastalarinda demogratik 6zellikler

Endometrioid Wild tip Homozigot+Heterozigot | P degeri
adenokarsinom hastalar1 (Normal), KRAS LCS6
(tipl) TT Polimorfizmi,
GG ve TG
n=83 n=16
yas 56.5+£8.0 58.9+£8.4 0.134
parite 2.8+2.1 3.0+2.2 0.711
boy 157.6£5.3 157.4+3.7 0.767
kilo 72.4+8.2 75.7£15.4 0.897
VKI 29.842.9 31.0+£5.8 0.651

VKI (Viicut kitle indeksi), degerler ort+ SD olarak verilmistir
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KRAS LCS6 polimorfizminin EK histolojik tipi ile iliskisine bakildiginda
105 kisi kontrol 99 tip 1 EK  hastas1 ve 9 tip 2 EK hastas1 ¢alismada
degerlendirildi. Kontrol grubu igerisinde polimorfizmin varligi %12 iken tip 1
EK’lerinde %16 tip 2 EK’lerinde %22 olarak saptandi(p=0.609) Tablo 6’da
gosterildigi gibi tip 2 EK’lerinde KRAS polimorfizimi (%22) tip 1 EK (%16) ve
kontrol grubuna (%12) gére  daha sik goriilmektedir. Tip 2 EK sayisinin az

olmasindan 6tiirii istatistiksel anlamli fark yakalanamamustir.

Tablo-6: EK ve kontrol grubu arasinda polimorfizm iligkisi

Hastalar Wild tip | Homozigot+Heterozigot Toplam P
(Normal) | KRAS LCS6
Polimorfizmi say1 degeri
TT GG ve TG

Kontrol 92 %87 | 13 %12 105 0.609
Endometrioid 83 %83 | 16 %16 99 0.609
adenokarsinom
hastalar1
tipl
Serdz adenokarsinom | 7 %77 | 2 %22 9 0.609
hastalar1
tip2

Degerler say, (yiizde) olarak verilmistir.

Tip 1 EK’li hastalarin patolojik 6zellikleri tablo 7°de goriilmektedir. 99 Tip 1
EK hastas1 histopatolojik 0Ozellikleri ~ KRAS LCS6 polimorfizmi agisindan
degerlendirildi. KRAS LCS6 polimorfizmi variant ve heterozigot/homozigot
hastalar ~ arasinda  evre,grade MMI,LVI  ve  sitoloji  agisindan  fark
bulunamamustir(p>0.05). Istatistiksel oalrak anlamli olmamakla beraber wild tip
hasta grubunda MMI orani(%86.7) KRAS variant hasta grubuna (%68.8) gore daha
yiiksek gortilmektedir.Ayn1 sekilde wild tip hastalarda LVI varligt KRAS variant
hastalara gore daha az saptanmistir (%9.6’ya karsilik %%18.8).Wild tip ve variant

hastalarda pozitif paraaortik ve pelvik lenf nodu sayis1 birbirine benzerdir.
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Tablo-7: Tip 1 EK hastalarmin patolojik 6zelliklerinin polimorfizm ile iliskisi

nodu

Endometrioid Wild tip Homozigot+Heterozigot | P degeri
adenokarsinom hastalar1 | (Normal) KRAS LCS6
(tipl) TT Polimorfizmi
GG ve TG
Say1 % Say1 %
Stage
1A,1B,2 74 %89.2 | 12 %75 0.319
3A,3B,3C 9 %10.8 | 4 %25
Grade
1,2 76 %91.5 | 15 %93.8 1
3 7 %84 |1 %6.3
MMI 72 %86.87 | 11 %68.8
< %50 11 %133 |5 %31.3 0.129
>%50
LVI
var 8 %9.6 |3 %18.8 0.378
yok 75 %90.4 | 13 %81.3
Sitoloji
Pozitif 2 %2.4 %0 >0.05
Negatif 81 %97.6 | 16 %100
Pozitif pelvik lenf nodu 0.6+2.0 0.4+1.0 0.822
Pozitif paraaortik lenf 0.9£3.2 0.0+0.0 0.488

Degerler sayu, (yiizde) ve ort+ SD olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Normal LCS6 let-7 baglanma bolgesinin kayb1 KRAS transkripsiyon ve
translasyonunda artigla beraberdir. RAS proteinlerinin, tirozin kinaz mitojenik ve
onkojenik etkisinde diizenleyici etkileri 6nemlidir. RAS aktivasyonu hiicre 6mriinii

ve proliferasyonunu artirir (Khosravi-Far R, 1994; Schubbert S, 2007).

Chin ve arkadaglar1 2008 yilinda LCS6 polimorfizm allel sikligini 46 farkli
populasyonda 2433 saglikli kiside arastrmis ve bu grupta %5.8 oraninda LCS6
polimorfizm bdlgesinde variant G aleli bulundugunu tespit etmislerdir. Bu
polimorfizm Dogu Asya ve kizilderili toplumlarinda yok denecek kadar az, Afrika

toplumunda son derece nadir, Avrupa toplumunda ise %7 oraninda tespit

edilmektedir (Chin LJ ,2008).

Grechukhina ve arkadaslarmin 2012 yilinda yayinladiklar;; KRAS 3’-UTR
iizerinde bulunan let-7 miRNA baglanma bolgesi (LCS6) polimorfizminin
endometriozis ile iligkisini arastirdiklar1 ¢alismada hiicre kiiltiiriinde bu variant allel
mevcudiyetinin endometriyal hiicrelerde proliferasyon ve invazyon oranlarmin
artmis oldugunu gdstermis olmalari bu calismanin ilham kaynaklarindan biridir.
Bahis edilen ¢alismada bu polimorfizm endometriozis tanisi alan hastalarda (%31)

kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (Grechukhina O, 2011).

KRAS variantin varligmin non-jinekolojik kanserlerle iliskisi arastirilmis
olup, Amerika populasyonunda kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri olgularinda
konrol grubuna gore daha yiiksek tespit edilmistir (%18-20 vs. %12-14). Bas-boyun
bolgesi kanserlerinde de kotii prognoz icin genetik bir marker olarak kabul
edilmektedir (Christensen B, 2009). Bu calismalarda hem hasta hem de saglikli
dokularn neredeyse tamaminda KRAS variantmin heterozigot oldugu dikkati
cekmektedir (Chin LJ, 2008). Bizim caligmamizda ise KRAS variantinin %77
oraninda heterozigot oldugu tespit edilmistir. Bu durum arastirmalarin degisik kanser
gruplarinda yapilmas: ile alakali olabilecegi gibi, ¢aligma datasini olusturan etnik

gruplarin farkli olmasmdan da kaynaklaniyor olabilir.

Ratner ve arkadaslar1 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢calismalarinda over kanseri
olgularinda KRAS variant allel sikligin1 % 25 olarak tespit etmis ve KRAS variant
allelinin over kanseri gelisimi riskini artiran bir faktér oldugunu ifade etmislerdir

(Ratner E, 2010).
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LCS6 polimorfizminin EK hastalarinda sikligin1 ve EK klinigi {izerine
etkilerini arastiran tek calisma 2014 yilinda Lee ve arkadaglar1 tarafindan
yaymlanmistir. Bu ¢alismada LCS6 polimorfizmi tip 1 EK olgularinda %16.7 , tip 2
EK olgularinda %24.3, kontrol vakalarinda ise %13.9 oraninda tespit edilmistir
(p=0.19). Bu sonuglara gore LCS6 polimorfizminin genel olarak EK riskini
artrmadig1 ancak tip 2 EK riski i¢cin genetik bir marker olabilecegi ifade edilmistir.
Bu calismada tip 1 EK’li 46 hastanin tiimor spesimenleri ekspresyon profilleri ve
genotiplerinden miRNA ve DNA izole edilmis ve miRNA ekspresyon seviyeleri ve
KRAS variant genotipinin hasta karakteristikleri, histopatolojik 06zellikler ve
sagkalim ile iligkisi incelenmistir. LCS6 polimorfizminin yas, hastalik evresi,
histoloji, MI derinligi ve LVSI varlig: ile iliskisi incelenmis ve variant allel ve non-
variant allel varhg: ile bu parametrelerin degismedigi ifade edilmistir. Ug yillik
sagkalim oranlar1 KRAS variant bulunan hastalarda %100, non-variant allel bulunan
hastalarda ise %77 oraninda tespit edilmis olup (HR 0.3, p=0.24); istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik tespit edilmemistir. Yazarlar bu durumun sinirli hasta sayisi ve
takip siiresinin kisa olmasima bagli olabilecegi ifade etmiglerdir. KRAS variantinin
gen ekspresyonunu  degistirebilecegi  gibi  miRNA  ekspresyonunu da
degistirebileceginden yola ¢ikarak timor dokularinda miRNA ekspresyon
seviyelerini incelemislerdir. miRNA ekspresyonunun yas, LVSI ve KRAS variant

mevcudiyeti ile degistigi gosterilmistir.(Lee LJ, 2014)

Bu calismamizda KRAS 3’-UTR iizerinde bulunan let-7 miRNA baglanma
bolgesi polimorfizminin (LCS6) tip 1 EK hastalarinda %16.2, tip 2 EK hastalarinda
%22.2 oraninda, tiim EK hastalar1 i¢in hesaplandiginda ise %38.4 oraninda Lee’nin
calismasma benzer oranlarda tespit edildigini gostermistir. Her ne kadar bizim
calismamizda EK hastalarinda tespit edilen variant allel sikliklari, kontrol grubunda
tespit edilen oranla (%13) karsilastirildiginda muhtemelen kiigiik 6rneklem sayisina
bagli olarak istatistiksel olarak anlamli olmasa da; diinya genelinde bu polimorfizmin
insidansinin %35.8 oldugu g6z Oniine alindiginda, EK hastalarinda tespit edilen
polimorfizm  oranlarmin  yiiksekligi  dikkati  ¢ekmektedir  (Chin  LJ,
2008).Histopatolojik degiskenlerin dagilimi incelendiginde bizim ¢alismamizda da
Lee’nin sonuclarima benzer seklide variant ve non-variant allel tasiyan hastalarda

istatistiksel farklilik tespit edilmemistir.
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Smirli hasta sayisi, tip 2 EK hasta sayisinin azligi nedeniyle ayr1 bir grup
olarak incelenememesi ve teknik yetersizlikler nedeni ile miRNA ekspresyonunun

arastirilamamis olmasi bu ¢alismanin limitasyonlaridir.
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6. SONUC ve ONERILER

EK hastalarinda LCS6 polimorfizmi sikligi kontrol grubuna gore anlamli
degisiklik gostermese de, genis vaka sayisiyla yapilan ¢aligsmalara gore yiiksek
olmas1 dikkat cekicidir ancak LCS6 polimorfizmi varliginin EK histopatolojik
karakteristikleri  ilizerine etkisi tespit edilmemistir. LCS6  polimorfizmi
mevcudiyetinin EK iizerine etkilerini daha fazla hasta sayisiyla inceleyecek
arastirmalar; hastaliin genetik temeli, EK prognozunu etkileyebilecek faktorlerin
taninmast, hastalik i¢in risk altindaki bireylerin taninmasi ve bireysel tedavi hedefleri

belirlemek i¢in son derece dnemlidir.
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OZET

T.C. SELCUK UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

KRAS LCS6 POLIMORFIZMI ve ENDOMETRIYUM KANSERI

Dr.Feyza Nur INCESU
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

TIPTA UZMANLIK TEZi/ KONYA-2014

Amac¢: Kras mutasyonunun endometriyum hiperplazi ve kanseri ile iliskili oldugu
bilinmektedir. KRAS 3” UHT bolgesindeki LCS6 polimorfizmi toplumda %5.8 goriiliirken bu oran
epitelyal over kanseri hastalarinda %25°’tir. Biz bu tez ¢alismamizda KRAS LCS6 mutasyonunun
endometriyum kanseri(EK) ile iliskisini arastirmayr amagladik.

Metod: Bu ¢alismaya EK disi nedenler ile histerektomi yapilan 105 hasta (Grup 1) ve EK 108
hasta (Grup 2) dahil edildi. ikinci gruptaki olgular; histolojik 6zellikler, kanser evresi, grade, timor
¢ap1, myometrial invazyon, lenfovaskiiler invazyon,sitoloji,pozitif lenf nodu ag¢isindan siniflandirildi.
Tim gruplarin kan 6rneklerinde hastanemiz genetik laboratuari tarafindan KRAS LCS6 mutasyonu
incelendi. Calismada kategorik verilerde bagimlilik testi olan Ki-Kare analizi, iki gruplu
kargilagtirmalarda Mann-Whitney U testi, ii¢ ve daha fazla gruplu karsilastirmalarda ise Kruskall-
Wallis H testi kullanilmistir

Bulgular: Grup 1 ve grup 2’deki hastalarda yas, parite, VKI agisindan istatistiksel anlamli
bir fark bulunamamistir (p>0.05). Endometriyum kanserli hastalardan KRAS LCS6 mutasyonu orani
%38.4 olarak saptanirken bu oran kontrol grubunda %12.4 olarak bulundu. Endometriyum kanserli
vakalarda LCS6 mutasyonu histolojik tip, grade, evre, lenfovaskiiler invazyon, myometrial invazyon,
sitoloji,lenf nodu tutulumu ile iliskili bulunmadi.

Sonuc: EK hastalarinda LCS6 polimorfizmi siklig1 kontrol grubuna gore anlamlh degisiklik
gostermese de (p=0.609), genis vaka sayisiyla yapilan ¢alismalara gore yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir
ancak LCS6 polimorfizmi varhigmm EK histopatolojik karakteristikleri {izerine etkisi tespit
edilmemistir (p>0.05). LCS6 polimorfizmi mevcudiyetinin EK {izerine etkilerini daha fazla hasta
sayisiyla inceleyecek arastirmalar; hastaligim genetik temeli, EK prognozunu etkileyebilecek
faktorlerin taninmasi, hastalik igin risk altindaki bireylerin taninmasi ve bireysel tedavi hedefleri
belirlemek i¢in son derece 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: genetik; mutasyon; KRAS LCS6; endometriyum kanseri
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SUMMARY
KRAS LCS6 POLYMORPHISM AND ENDOMETRIAL CANCER

Feyza Nur INCESU, MD

GYNECOLOGY AND OBSTETRICS CLINIC

RESIDENCY GRADUATE THESIS / KONYA 2014

Aim: : It is well known that KRAS mutation is correlated with endometrial hyperplasia and
carcinoma. While LCS 6 polymorphism in 3' UTR of KRAS gene is observed 5.8 % in population; it
is prevalence is 25 % in epithelial ovarian cancer. We evaluated KRAS LCS 6 mutation's relation to
endometrial cancer (EC) in this study.

Method: Hysterectomy performed 105 patients for non- EC reasons (Group 1) and 108 patients for
EC reasons (Group 2) were included to this study. Second group's patients were classified according
to hystological features, carcinoma stage, tumor diameter, myometrial invasion, lympho-vascular
invasion, cytological results and positive lymph nodes. Blood samples of both groups were screened
for KRAS LCS 6 mutation. Chi-square analysis as correlation test for categorical data, Mann-Whitney
test for double groups comparation, Kruskall-Wallis test for triple groups comparation were
performed.

Results: :No significant difference for age, parity and BMI criteria were found between two groups.
KRAS LCS 6 polymorphism incidence 38.4 % was found in EC group while 12.4 in control group.
No correlation between LCS 6 polymorphism and hystological type, grade, lympho-vascular invasion,
myometrial invasion, cytology, lymph node invasion were found.

Conclusion: Even if there is no significant difference between EC and control groups;it is important
that LCS6 polymorphism prevelance is higher than large populated studies.No correlation between
LCS 6 polymorphism and hystological-pathological characteristics.More populated investigations on
effects of LCS 6 polymorphism on EC is necessary to find out genetical basis of disease, recognizing
factors that would change EC prognosis, recognizing individuals under risk and determine individual
treatment targets.

Keywords: genetics; mutation; KRAS LCS6; endometrial cancer.
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AYDINLATILMIS ONAM FORMU

I. BILGILENDIRME

Selcuk Universitesi Selcuklu T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AnabiliDal1
biinyesinde yapilan “KRAS LCS6 POLIMORFIiZMi ve ENDOMETRIUM
KANSERI*’ isimli ¢alismada kisisel bir takim bilgilerin kadimlarda endometriyum-

rahim kanseri gelisimine etkisi arastirilmaktadir.

Bu c¢alimaya dahil olmayr kabul eden hastalara poliklinige basvuru
nedenlerinin gerektirdiginin haricinde higbir ek muayene uygulanmayacaktir.
Calismada degerlendirilecek materyal operasyonda alinan patoloji spesmenleri ve
yine hastalar normal basvuru sebeplerinin gerektirdigi kan tetkiklerini verecek;
calisma i¢in ek kan Ornegi alinmayacak, arastirma rutin verilen kan 6rneklerinden
artan materyallerden veya rutin degerlendirme tamamlandiktan sonra incelenecektir.

Bu incelemeler i¢in hastalarimiz hicbir parasal yiik altina girmeyeceklerdir.
Eger bu arastirmaya katilirsaniz size ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda
biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacaktir. Arastirma sonuglarmmin egitim ve bilimsel
amagclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgileriniz ihtimamla korunacaktir.

Calismaya dahil olmay1 kabul eden ve etmeyen tiim hastalar mevcut saglik
problemleri ve basvuru nedenleri ile ilgili tiim saglik hizmetlerinden faydalanacaklar
ve tani-tetkik ve tedavi siirecleri aksamayacaktir.

II. GONULLU BEYANI:

Saym Dr...oooveeiiiieeeieieieeeiee tarafindan Selcuk Universitesi Selcuklu
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalin’da tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastrma smrasinda da biliyiikk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagma inaniyorum. Arastrma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi. Projenin yliriitiilmesi swrasinda herhangi bir sebep gostermeden
arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin

arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagimn bilincindeyim)
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Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci
tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altna girmiyorum. Bana da bir ddeme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli
olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verildi. Arastirma sirasinda bir saglik sorunu
ile karsilastigimda; bu saglik kurulusuna her zaman basvurabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastrmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diistinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimcr” olarak yer alma kararmni aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katihmer*®

Adi, soyadr:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi

Adi, soyadr:

Adres:

Tel.

Imza:

Katilmei ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvant:

Adres:

Tel.Imza:
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