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OZET

Son yillarda yapilan c¢alismalarda endometrial karsinom ve uterin
sarkomlarda Wilms tiamor (WT) 1 proteini Uretiminin fazla oldugu
immunohistokimyasal ve genetik testlerle gosterilmigtir. Bu nedenle WT1
proteini endometrial karsinomlarda immunoterapi i¢in dusundlen tumorle
iliskili proteinlerden biridir. Bu calisma Endometrial intraepitelyal Neoplazi
(EIN) ve endometrial karsinomlarda WT1 proteini ekspresyonu diizeyinin
gosterilmesini amaglamaktadir.

Calismada 30 endometrial adenokarsinom ve 20 endometrial
intraepitelyal neoplazi olgusunda immunohistokimyasal olarak WT1 proteini
ekspresyonu arastirildi. Kargilagtirmak amaciyla proliferatif endometrium
(n=7), sekretuar endometrium (n=9), atrofik endometrium (n= 9) ve benign
endometrial polip (n=28) olgulan da WT1 ekspresyonu agisindan
immunohistokimyasal olarak incelendi. Dokularin hicresel boyanma ve
vaskuler boyanmasi degerlendirildi.

Calismamizda EIN vakalarinda hiicresel boyanma %100, vaskiiler
boyanma %85, toplam boyanma %100 olarak saptanmistir. Endometrioid
adenokarsinom  olgularinda  hdcresel boyanma  %66,6, vaskdler
boyanma %73,3, toplam boyanma %100 olarak saptanmigtir. Gruplar
arasinda hucresel boyanma pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir
farkhlik saptanmistir (p=0,012). Gruplar arasinda vaskiler ve toplam
boyanma acisindan istatistiksel olarak anlamh bir farkliik saptanmamistir
(p=0,608, p>0,05). Endometrioid adenokarsinom olgularinda grade ve evre
artigi ile vaskuler, hicresel ve toplam boyanma artisi arasinda anlaml
korelasyon saptanmamistir.

Sonu¢ olarak endometrioid adenokarsinom ve EIN olgularinda
yuksek WT1 boyanma oranlari gortlmektedir ve bu olgularda, tumor iliskili
antijen olan WT1 proteinini hedef alan immdiinoterapi uygulanabilir bir tedavi

secgenedi olabilir.

Anahtar kelimeler: Endometrial intraepitelyal neoplazi, WT1 proteini



SUMMARY

Wilms’ Tumor 1 Protein Expression in

Endometrial Carcinomas and Endometrial Intraepithelial Neoplasias

Recent immunohistochemical and genetic studies showed Wilms’
tumor (WT)1 protein overexpression in endometrial carcinomas and uterine
sarcomas. WT1 protein is a tumor associated antigen that might be
considered for endometrial cancer immunotherapy. The objective of this
study was to investigate expression level of WT1 protein in endometrial
carcinomas and Endometrial Intraepithelial Neoplasias (EIN) by
immunohistochemistry.

WT1 expression was determined immunohistochemically in 30
endometrial adenocarcinoma and 20 EIN patients. WT1 expression levels in
proliferative (n=7), secretory (n=9) and atrophic endometrium (n= 9) and
benign endometrial polyps (n=28) were used for comparison. Staining of
tumor cells and vascular endothelium were evaluated.

The cellular staining of EIN cases was 100%, vascular staining was
85% and total staining positivity was 100%. WT1 positivity was found in
66.6% of tumor cells, 73.3% of endothelium and totally 100% of endometrioid
adenocarcinomas. Ther was a significant difference between the groups in
means of cellular staining positivity (p=0,012). Vascular endothelial staining
and total WT1 positivity did not differ between the groups (p=0,608, p>0,05).
Cellular, endothelial and total WT1 expression did not correlate with
histological grade and stage in endometrial cancer.

We showed that WT1 is overexpressed in endometrial carcinoma
and EIN, suggesting that immunotherapy targeting the WT1 protein might be
applicable in these cases.

Key words: Endometrial intraepithelial neoplasia, WT1 protein



GiRrRiS

Endometrioid tip endometrial adenokarsinomun 6nct lezyonu olan
Endometrial intraepitelial Neoplazi ( EiN), mutasyona ugramis glandular
hiicrelerin monoklonal ¢cogalmasi ile karakterizedir. EIN tani kriterleri; sitolojik
degisiklikler, artmig gland/stroma orani, 1 milimetreden genis c¢ap, diger
benign ve kanseroz lezyonlarin ekarte edilmesinden olusmaktadir ve lezyon
tani kriterlerinin timini icermelidir. EIN’in endometrium kanserine déniisme
olasiligi normal dokuya gdére 45 kat fazladir ve hangi EIN lezyonunun
adenokarsinoma ilerleyecegini tahmin etmek heniz muumkin degildir. Bu
nedenle EiN’in erken tani ve tedavisi kanser gelisimini énlemek igin sarttir.

Son yillarda endometrial karsinomlarin prognozunu etkileyen
histopatolojik ve klinikopatolojik faktorler daha iyi tanimlanmis olmasina ve
cerrahi ile radyoterapinin uygulandigi hastalarda yuksek kur oranlar
bildiriimesine karsin ileri evre ve rekurren endometrial karsinomlarda
sonuglar yuz gulduriacu degildir ve daha iyi tedavi segeneklerine ihtiyag vardir.

Wilms Tumoér 1(WT1) proteini 11p13 kromozomunda yer alr. WT1
geninin,  transkripsiyon, RNA  metabolizmasi  ve  translasyonun
dizenlenmesinde roli oldugu dusunulmektedir. WT1 geninin genitolriner
traktus, kalp, dalak ve adrenal bez gibi mezodermal dokularin gelisiminde
roli vardir. WT1 genindeki mutasyonlar ve buna bagl protein Gretiminin fazla
olmasi pediatrik renal kanserler ( Wilms’ Tumor), meme kanseri, 6zefagus
kanseri, pankreatik duktal karsinom, akciger kanseri, kolorektal karsinom,
tiroid karsinomu, kemik ve yumusak doku sarkomu gelisimiyle iligkili
bulunmustur.

Aktif immunoterapi, timorle iligkili bir veya birden fazla proteine karsi,
tumore 6zgu immun yanitin olugsmasini saglar. Teorik olarak bu durum tumor
yayihmi ve rekurrensini engelleyen sistemik immun yanita neden olur. Son
yillarda yapilan galismalarda endometrial karsinom ve uterin sarkomlarda
WT1 proteini Uretiminin fazla oldugu immunohistokimyasal ve genetik
testlerle gosterilmistir. Bu nedenle WT1 proteini endometrial karsinomlarda

immunoterapi igin dusunulen tumoarle iligkili proteinlerden biridir.



|. Endometrial intraepitelyal Neoplazi

EiIN tani semasi, endometrium kanseri gelisme olasiig yiksek
lezyonlari tanimlamak amaciyla molekuler, objektif histomorfometrik ve klinik
calismalarin sonucunda elde edilmistir. Premalign lezyonlar, somatik
mutasyona ugramig hucrelerin klonal ¢ogalmasi sonucu gelismektedir (1).
Genetik hasarin  artmasi ile EIN lezyonu icerisindeki hicrelerin
adenokarsinoma progrese olmasi lezyonlarinin %50’den fazlasinda geligir ve
bu sire¢ 3-4 yili alabilir (2). Hangi EIN lezyonunun adenokarsinoma
ilerleyecegini tahmin etmek henuz mumkun degildir.

Monoklonal olmasi nedeniyle vakalarin ¢cogunda tani aninda EiN
fokaldir. Sadece EIN lezyonlarinin %20’si tani aninda tiim endometriuma
yayilmistir.

ILA. EIN tani kriterleri

I.LA.a. Yapi: Artmis gland / stroma oranidir (Sekil-1) (3). Esik deger
olan %50 orani kanser gelisimi, klinik kanser sonuglari ve monoklonalite ile
iligkili bulunmustur. Gland yodunlugu degerlendirilirken benign kistler harig
tutulmalidir. EiN’de psodostratifikasyon gosteren, tek tabaka glanduler
hicrelerden olugsan tabul seklinde glandlar goézlenir. Glandlar genelde

kivrimhidir, ancak nadiren dallanma gdsterir.
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Sekil-1: Artmis gland / stroma orani (3)



I.LA.b. Sitolojik degisiklikler: Yapisal olarak yogun olan odak ile gevre

dokunun sitolojik olarak farklilik goéstermesidir (Sekil-2) (3). Uzun nikleus,

eozinofilik ve yogun sitoplazma, belirgin nikleolus gozlenir.

Sekil-2: EIN glandlan tarafindan cevrelenmis normal gland ok ile
gosterilmigtir (3).

I.A.c. Boyut: En genis lineer cap 1 mm’den genis olmalidir (Sekil-3)
(3). Daha kuglk lezyonlar artmis kanser riski ile iligkili olmadidi igin tani digi
birakilir. Lezyonun siniri yeterince yogun olan glandiler alani da igerecek
sekilde cizilmeli ve Kkesitler birlestiriimeden, tek kesit dikkate alinarak
lezyonun boyutu belirlenmelidir.



Sekil-3: EiN'de en kiglik cap 21 mm (3)

I.LA.d. Benzer benign lezyonlarin diglanmasi: Polip, proliferatif
endometrium (Sekil-4), sekretuar endometrium, menstruel endometrium,

desidua bazalis, artefakt ve reaktif degisiklikler dislanmalidir (3).

Sekil-4: Proliferatif endometrium — EiN (3)

I.LA.e. Kanser varhiginin ekarte edilmesi: lyi diferansiye endometrioid
adenokarsiomdan ayirt edilebilmesi i¢cin yapi ve sitolojiye dikkat edilmelidir
(Sekil-5) (3). Endometrium kanseri komplike, tibulden ziyade katlantili gland



yapisina sahiptir.  Solid, kribriform, villoglanduler alanlar ve miyometrial
invazyon icerebilir. Lezyonun EIN tanisi alabilmesi icin tani kriterlerinin

tumuna kargilamasi gerekmektedir.

Sekil-5: Endometrium kanseri tipleri (3)

Poliklinik sartlarinda yapilan endometrial biopsi, dilatasyon-kiretaj
( D&C) veya histerektomi materyalinde endometriumun incelenmesi ile tani
konulur. Rutin uygulamada Hematoksilen- Eozin ile boyanmis kesitler 1sik
mikroskopu altinda degerlendirilir. Bilgisayarli histomorfometrik
degerlendirme sistemi ile endometrium kanseri agisindan yuksek riskli grubu
tanimlayan D skoru objektif bir degerlendirmeyi saglar. Tani kritelerinden ikisi;
1 mm’den genis c¢ap ve artmig gland / stroma orani bilgisayarl
histomorfometrik degerlendirme sisteminde o6nemlidir. D skoru <1 olan
lezyonlar, D skoru> 1 olan lezyonlara gore 45 kat artmis endometrium
kanseri riski ile iligkilidir (4).

Endometrial hiperplaziyi tanimlamak igin sikga kullanilan WHO 2003
siniflama sistemine goére endometrial hiperplazi yapi ve sitolojik atipi
degerlendirilerek dort alt gruba ayrniimistir (5). Basit hiperplazide atipi
olmaksizin sayilari artmis ve sirt sirta vermis glandlar izlenir. Gland / stroma
orani korunmustur. Kompleks hiperplazi selluler atipi olmaksizin, sirt sirta

vermis kalabaliklasmis, irreguler konturlu, belirgin yapisal kompleksite



gOsteren glandlarin izlenmesi ile taninir. Basit atipili hiperplazide glanduler
degisiklikler basit endometrial hiperplazideki gibidir, ancak sitolojik atipi eglik
eder. Kompleks atipili hiperplazide ise glanduler degisiklikler kompleks
endometrial hiperplazideki gibidir, ancak sitolojik atipi mevcuttur. WHO 2003

endometrial hiperplazi siniflamasi Tablo-1'de gosterilmigtir.

Tablo-1: WHO 2003 endometrial hiperplazi siniflamasi (5, 6)

Histolojik Tani Yapisal Patern Kansere

Donlisuim

Atipisiz Hiperplazi (Tipik)

e Basit Atipisiz Hiperplazi | Stromal ve glandiler yapilarda %1
artis vardir. Stroma / glanduler

komponentlerin orani korunmustur.

e Kompleks Atipisiz Glanduler yapilar birbirine daha %3
(Atipisiz Adenomat6z) yakin ve yogun yerlesimlidir.

Hiperplazi

Atipili Hiperplazi

e Basit Atipili Hiperplazi Nukleer degisiklikler gorulen basit (%8
hiperplazi

e Kompleks Atipili (Atipili | Nukleer degisiklikler gorilen %29

Adenomatdz) Hiperplazi | kompleks hiperplazi

Ancak endometrial hiperplazinin hem monoklonal hem de estrojen
etkisinde poliklonal ¢ogalan lezyonlari icermesi, heterojen olmasi, siniflama
sisteminin tedavide yeterince yonlendirici olmamasi, tani kriterlerinin subjektif
olmasi nedeniyle; molekuler genetik ve bilgisayarli morfometrik analizlere
dayanan, kansere progresyon riskini belirleyen, dolayisiyla uygun tedavi
yonetimini saglayan EiN tanimlanmistir (1). EiN tanisi ile WHO endometrial
hiperplazi siniflamasi arasinda sabit bir iliski yoktur. Ayrica EiN lezyonlar alt
gruplara ayriimaz. EIN olgularinin %7'si basit atipisiz hiperplazi, %29'u
kompleks atipisiz hiperplazi ve %64’'G atipili hiperplazi 6zellikleri gosterir.

Sekil-6’da WHO siniflamasi ve EIiN iligkisi gosterilmistir. EIN’in endometrium




kanserini saptamadaki spesifisitesi dusiktir (4). Bu ¢alismaya gére EIN
saptanan olgularin %32’sinde eszamanli veya muteakip endometrial
adenokarsinoma gelistigi saptanmistir ve EIN varhginin endometrium
kanserini tespit etmedeki sensitivitesi %100 olarak belirlenmistir. Salman ve
arkadaslarinin yaptigi bir aragtirmaya gére ise EIN saptanan olgularin
%24,3'inde es zamanl endometrium kanseri saptanmistir ve EIN’in es
zamanli endometrium kanserini saptamadaki sensitivite ve negatif prediktif
degeri %100’dur (7). Bu olgularda endometrium kanseri erken evre,
endometriod tip endometrium kanseridir ve tedavi sonrasi iyi prognoz gosterir
(4, 7). Bu nedenle hastalara konservatif tedavi ve cerrahi tedavi segeneqi
sunulurken, konservatif tedavi altinda hastaliginda progresyon gelisebilecegi
ve sonug olarak cerrahi uygulama gerekebilecedi, yakin takip ve tedaviye
tam uyum gerekliligi, cerrahi tedavinin riskleri anlatilmali, tedavi sekline hasta
ve ailesiyle birlikte karar verilmelidir.

Postmenopozal, takip ve tedaviye uyum gostermeyen, progresyon
gelisen, medikal tedaviyi kabul etmeyen ve gebelik istemeyen hastalarda
histerektomi bir secenektir. EIN tanisiyla opere edilen hastalarin %75'i
benign nedenlerden dolayi opere edilmektedir (7). Cerrahi tedaviye egilimin
nedenlerinden biri de EIN tanisinda “neoplazi” teriminin hasta ve klinisyende

kayglya neden olmasidir.



Atipili Hiperplazi Kompleks Atipisiz Basit Atipisiz

Hiperplazi Hiperplazi

T8%

4%

Endometrial intraepitelyal Neoplazi
Sekil-6: WHO siniflamasi ve EiN iligkisi (4)

[l. Endometrium Kanseri:

II.LA. Epidemiyoloji:

Endometrium kanseri dinya genelinde altinci en sik kanserdir ve
sikh@i bélgesel olarak farkllik gdsterir (8). Turkiye Saglik istatistikleri Yilligi
2010 verilerine gore kadinlarda en sik gorulen dérdincia kanser olup
insidansi 8,7/100.000 ‘dir (9). Endometrium kanserlerinin %95’i 40 yasin
Uzerinde, %75’'Ii postmenopozal, %25’ premenopozal donemde gorulur.

Genellikle 50-65 yaslar arasinda tespit edilmesine ragmen ortalama yas



60’dir. Bir kigside dogumdan olume kadar endometrium kanseri gelisme
olasiligl %2,53 olarak saptanmistir (10).

II.B. Patogenez

Tarihsel olarak Bokhman endometrium kanserini patogenetik olarak iki
alt grupta siniflar. Bu siniflama basit olmakla birlikte kullanighdir. Tip 1
endometrial karsinom estrojen bagimh karsinomdur ( $ekil-7) (11). Geng ve
perimenopozal hastalarda gorulir ve endometrial hiperplazi ve EIN
zemininde gelisir. Prognozu iyi olan gruptur. En cok bu tip karsinomlar
izlenmekte olup tim endometrial karsinomlarin %80-85"ini Tip | endometrium
karsinomlar olusturur. Duguk gradeli, endometrioid histolojiye sahip yavas
progrese olan tiptir. Fakat grade 3 endometrioid tip adenokarsinomlar agresif

davranighdir.

Normal endometrium glandlari
Hiperestrojenizm, diger faktorler?
Basit / kompleks hiperplazi
K-ras ve PTEN mutasyonlari
Grade 1-2 endometrioid adenokarsinom
p 16 kaybi, HER-2/neu artigi,
p53 mutasyonlari, ER ve PR azalir
Grade 3 endometrioid adenokarsinom

Sekil-7:Tip 1 endometrium kanseri gelisim modeli (12)

II.C. Histopatoloji:

Endometrium kanserlerinin %75-80’ini endometrioid tip
adenokarsinom olusturmaktadir ve patolojik degerlendirmede farkl tipte
diferansiasyon gosteren endometrial tip glandlar ile karakterizedir ve WHO
endometrium kanseri histolojik siniflamasi Tablo-2’de go6sterilmigtir (5).
Tumor diferansiyasyonu solid alanlar arttikga azalmakta, sitolojik atipi ise

artmaktadir.



Tablo-2: WHO endometrium kanseri histolojik siniflamasi (5)
Endometrioid Adenokarsinom (%75-80)

o Skuamoz diferansiasyonlu (%15-25)
o Villoglanduler (%2)
o Sekretuar

o Siliyer hucreli (%1)

Diger Adenokarsinomlar

Musin6dz karsinom  (%1)

Serdz papiller karsinom (<%10)
Berrak hicreli karsinom ( %4)

Mixt karsinom (%10)

Skuamoz hicreli karsinom (<%1)
Transizyonel hicreli karsinom (<%21)
Kicuk hicreli karsinom (<%1)
Andiferansiye karsinom

Histolojik gradeleme sistemi sadece endometrioid karsinomlara
uygulanmaktadir. FIGO histolojik grade siniflamasi Tablo-3’te gosterilmigtir.
Serdz ve berrak hucreli timorler yiksek gradeli olarak kabul edilmektedir
(13).

Tablo-3: Tip 1 Endometrial adenokarsinomlarin FIGO histolojik grade
siniflamasi ( endometrioid — misin6z) (13)

Grade 1 (iyi diferansiye) <%5 non skuamo6z/non morular solid gelisim

Grade 2 (kismen veya orta | %6-%50 non skuamdz/non morular solid
derecede diferansiye) gelisim

Grade 3 (andiferansiye) >%>50 non skuamdéz/non morular solid gelisim

II.D. Risk Faktorleri:

Endometrium kanseri yasl ve sosyoekonomik dlzeyi yuksek
toplumlarin hastaligidir. ileri yas kadinlarda endometrium kanseri goriilme
olasiligi 2,5 kat artmistir (14).

Endometrium kanseri riski, VKI 25 kg/m? (izerindeki kadinlarda VKI
normal aralikta olan kadinlara gére 2 kat, 30 kg/m? tizerindeki kadinlarda ise

3 kat artis gosterir (15).
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Yapilan calismalarda tip 2 diabetes mellitusun (DM) 2 kat artmis
endometirum kanseri ile iligkili oldugu ve bu durumun artmis insulin
rezistansina bagli oldugu saptanmistir (14). Ayni kaynaga gore hipertansiyon
varhgr 2 kat artmis endometirum kanseri riski ile iligkili bulunmustur.
Hipertansiyonun yasli, obez hastalarda sik goruldugunu ve tek basina bir risk
faktord olusturmadigini ve endometrium kanseri olgularinin  %25’inde
hipertansiyon ve aterosklerotik kalp hastaliklarinin eslik ettigini belirten
calismalar da vardir (16). Medikal durum ve ila¢ kullanimiyla endometrium
kanseri iligkisini arastiran bir galismada, diger risk faktorleri uyarlandiginda
hipertansiyonun (HT) endometrium kanseri igin risk faktori olusturmadigi
ancak tip 2 DM varhginin 1,9 kat artmig endometrium kanseri riski ile iligkili
oldugu saptanmistir (17).

Nullipar kadinlarda endometrium kanseri relatif riski dogum yapan
kadilara gore 3 kat, 5 ve Uzeri dogum yapan kadinlara gore ise 5 kat fazladir
(14). Bir diger ¢alismada dogum yapmis kadinlarin nullipar kadinlara gore
azalmis endometrium kanseri riski saptanirken (Hazard ratio [HR]: 0.65, 95%
Cl: 0.54-0.77), dogum yapmis kadinlar arasinda artan parite ile endometrium
kanseri riskinin azaldigi belirtiimistir (18). Endometrium kanseri i¢in belirlenen
risk faktorleri ve koruyucu faktorler Tablo-4 ve 5’te 6zetlenmistir (19).

Tablo-4: Endometirum kanseri risk faktorleri:

ileri yas

Uzun sure karsilanmamig Ostrojene maruziyet (PCOS, Granuloza ve
Teka hucreli timdrler)

Kuzey Amerika ve Avrupa kadinlar ( beyaz irk )

Metabolik sendrom ( obezite, diabet)

Menstruasyon yil (<12 yas menars, >52 yas menopoz )
Nulliparite

Meme kanseri 6ykusi

Uzun sureli tamoksifen kullanimi

Herediter Non Polipozis Koli Sendromu, Lynch Tip 2 Sendromu

Birinci derece akrabalarinda endometrium kanseri dykusu
12-14 gunden az progestajen iceren hormon replasman tedavisi

Postmenopozal yiuksek dstrojen dizeyi
Protein ve yagdan zengin diyet

11



Tablo-5: Endometrium kanseri koruyucu faktérleri:
Grand multiparite
Sigara kullanimi
Oral kontraseptif kullanimi
Fizik aktivite
Fito-6strojen iceren diyet

II.LE. Semptom ve Bulgular:

Anormal uterin kanama endometrium kanserinde en sik  (%90)
gorulen semptomdur ancak pek ¢ok hastalik bu sikayet ile ortaya c¢ikabilir.
Tum postmenopozal kanamasi (PMK) olan kadinlar ve anormal uterin
kanamasi olup endometrial hiperplazi ve endometrium kanseri icin risk
faktora tagiyan kadinlar ( PCO, obezite, > 40 yas, HRT, tamoksifen kullanimi,
Lynch 2 sendromu, Herediter Non Polipozis Koli Sendromu) tetkik edilmelidir.
PMK ile bagvuran bir kadinda endometrium kanseri gorulme olasihgr %3-
10’dur ve yas, risk faktort varligi ile olasilik artar (20).

Pelvik agri ya da basing hissi hastalarin % 5-10'unda goralur.
Hastalarin <%5’i asemptomatiktir. Servikal stenozu olan hastalarda
semptomlarin baskilanabilecegi ve sekonder hematometra, piyometra
gelisebilecegi unutulmamalidir .

II.F. Tan:

Endometrium kanseri, genellikle Pipelle de Cornier gibi kuguk
endometrial biopsi aletleri ile alinan materyalin histolojik olarak
degerlendiriimesi ile tan1 almaktadir. Pipelle biopsinin endometrial hiperplazi
veya endometirum kanserini saptamadaki sensitivitesi %81-99 ve
spesifisitesi %98 civarindadir (21). Poliklinik kosullarinda yapilan endometral
biyopsinin tanisal dogrulugu, ardindan yapilan histerektomi veya D&C
bulgulariyla karsilastirildiginda %90-95'tir (22).

PMK’l hastalarda Transvajinal ultrasonografi'de (TV USG) anormal
bulgu varliginda (endometrial kalinhk = 5 mm ) endometrial biopsi
uygulamasi endometrium kanseri prevalansi dusuk olan populasyonlar igin
en cost-efektif yaklagimdir. Endometrium kanseri prevalansi >%15 olan

toplumlarda ise direk endometrial biopsi uygulamasi cost-efektiftir (23).
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TV USG’de endometrium kalinligi 24mm sinir deger olarak kabul edildiginde
endometirum kanserini saptamadaki sensitivitesi %55,6 ve spesifisitesi
%49,7, histeroskopik biopsiyle ise sirasiyla %100 ve %49,6'dir (24).

ACOG 2005 bultenine goére Bilgisayarlh Tomografi (BT) ve Manyetik
Rezonans (MR)’In her hastaya rutin uygulanmasi gerekli degildir (25). Fakat
MR, servikal invazyonu olan endometrium kanseri ile primer endoservikal
adenokarsinomun ayriminda ve Evre 1 ile Evre 2 ayrimini yardimci olabilir.
Yuksek gradeli, ser6z alt tip ve muayenede ileri evre hastali§i disunduren
olgularda ve nukslerde abdominopelvik BT yarar saglamaktadir. TVUSG,
servikal ve miyometrial invazyonun saptanmasinda basit ve ulasilabilir bir
yontemdir ve en az MR kadar guvenilirdir (26).

[I.G. Evreleme:

2009 FIGO evrelemesinde ( Tablo-6), FIGO 1988 evreleme
sistemindeki evre IA ve evre IB birlestirilerek evre 1A’y1 olusturmus, servikal
glandiler invazyon ve periton sitolojisi evreleme kriterlerinden c¢ikariimisg,
sadece servikal stromal invazyonu olanlar evre Il olarak siniflanmis, lenf
nodu metastazi olanlar pelvik lenf nodu igin evre 11IC1 ve paraaortik lenf nodu
(LN) metastazi olanlar evre IlIC2 olarak tanimlanmistir (27).

Tablo-6: Endometrium kanseri FIGO 2009 evrelemesi (27)

Evre I* Uterus korpusa sinirl timor
o |A* Miyometrial invazyon <1/2 veya yok
o IB* Miyometrial invazyon 21/2
Evre II* Servikal stromal invazyon mevcut, ancak uterusa
sinirli**
Evre III* Lokal ve/veya bdlgesel yayilim
o |lIA* Uterus korpus serozasi ve/veya adneks tutulumu *
o |lIB* Vajinal ve/veya parametrial tutulum *
o |IIC* Pelvik ve/veya paraaortik LN metastaz ”
e llIC1* Pozitif pelvik LN
o |lIC2* Pozitif paraaortik LN + pozitif pelvik LN
Evre IV* Mesane ve/veya bagirsak mukozasi invazyonu, ve/ veya
uzak metastaz
o |VA* Mesane ve/veya bagirsak mukozasi invazyonu
o |VB* intraabdominal ve/ veya inguinal LN metastazini da
iceren uzak metastazlar

*G1, G2, G3 i¢in gecerli.

**Endoservikal glandiiler tutulum Evre 1 olarak kabul edilmeli.
*Pozitif sitoloji evrelemeyi degistirmeden ayrica belirtiimeli.
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lI.H. Tedavi:

l.LH.a. Evre |, Grade 1; endometrium kanserli hastalarda, derin
myometrial invazyon yoksa, Total Abdominal Histerektomi ile birlikte Bilateral
Salpingo-Ooforektomi (TAH+BSO) ve periton yikama sivisinin sitolojik
incelemesi yeterli kabul edilmektedir. Derin myometrial invazyonlu
hastalarda, tanimlanan cerrahi isleme pelvik ve paraaortik lenf nodu
diseksiyonu eklenmelidir.

II.LH.b. Evre |, Grade 2 veya 3; hastalarda, lenf nodu metastaz sikligi
g0z 6nune alinirsa, pelvik ve paraaortik lenf nodu diseksiyonu Grade 1 igin
tanimlanan cerrahi isleme eklenebilir. Grade 1 veya 2 hastalarda, hastalik
uterusta sinirli ise veya Grade 3 hastalarda ylzeyel myometrial invazyon
varsa sadece cerrahi tedavi yeterlidir. Grade 3 hastalarda derin myometrial
iInvazyon varsa, rekurrens sikligi gdézonune alinarak, postoperatif donemde
pelvise eksternal radyasyon uygulamasi gerekir. ilave olarak kemoterapi
dusundulebilir.

[I.H.c. Evre Il; endometrium kanseri icin eskiden 6nerilen cerrahi islem
radikal histerektomi ve pelvik lenfadenektomi idi. Gunimuzde kabul edilen
cerrahi islem ise, TAH+BSO, pelvik ve paraaortik lenf nodu 6rneklemesi
seklindedir. Cerrahi ve patolojik bulgulara gore postoperatif radyoterapi
planlanir. Bazi onkologlar, Evre |l endometrium kanserli hastalarda,
operasyon oncesi tim pelvisin 4000-5000 cGy 'lik eksternal radyasyonunu,
bu tedaviden 6 hafta sonra da cerrahi islem yapilmasini 6nermektedirler.

lI.LH.d. Evre Ill veya IV; endometrium kanserli hastalarda, hormonal
tedavi veya kemoterapi yada her ikisi, cerrahi ve radyasyon tedavisine ek
olarak kullanilabilir. Cerrahi tedavide maksimum sitoreduktif cerrahi
uygulanmalidir (19).

Endometriyal karsinomlu hastalarda ortalama 5 yillik sagd kalm
%76’dir. Endometrioid tip adenokarsinom olgularinin 5 yillik stirvi %80-90°dir
(28). Endometrium kanserinde cerrahi evreye gore 5 yillik sag kalim oranlari

Tablo-7'de gosterilmigtir.
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Tablo-7:Endometrium kanserinde cerrahi evreye gore 5 yillik sag kalim
oranlari (27, 29)

Evre 5 yillik sag kalim orani
Evre | %87

o IA %97-99

e IB %81
Evre Il %76
Evre Il %59

o IlIA %50

o |lIB %50

o |lIC %57

o |lIC1 %58

o |lIC2 %51
Evre IV %18

o |VA %25

e |VB %20

Il. Wilms Tomor 1 Geni

Wilms Tumoér 1(WT1) geni 11p13 kromozomunda yer alir (30). WTZ1'in
rold multifonksiyoneldir. ~ WT1 geninin, transkripsiyonun, RNA
metabolizmasinin  ve translasyonun dizenlenmesinde roli  oldugu
dusundimektedir. WT1 proteini 52-54 kDa agirligindadir. WT1 proteininin 36
farkh izoformu oldugu bilinmektedir (32). Alternatif iki parcanin varligina
(exon 5 ve KTS) gore (+/+), (+/-), (-/+), (-/-) baglica dort farkh izoform
gOrulmektedir (Sekil-8).

WT1 geninin genitouriner traktus, kalp, dalak ve adrenal bez gibi
mezodermal dokularin gelisiminde roli vardir (31). WT1 genindeki
mutasyonlar pediatrik renal kanserler ( Wilms’ Tumor), glomerular nefropati
ve gonadal disgeneziye neden olur. Son yillarda yapilan calismalarda
karsinogenezdeki roli genigletilerek meme kanseri, 6zefagus kanseri,
pankreatik duktal karsinom, akciger kanseri, kolorektal karsinom, tiroid
karsinomu, bas-boyun yassi hucreli karsinomu, desmoid timorler, kemik ve
yumusak doku sarkomu ve cocuklarda rabdomiyosarkom ve hematolojik

malignitelerin geligsimiyle iligkili bulunmustur. Hematolojik malignitelerin
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cogunda WT1 ekspresyonu hastaligin progresyonu ve kotu prognozla
iligkilidir (32).

start stop
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Sekil-8: WT1 gen lokusu 36 izoformu kodlamaktadir. Alternatif start kodonlar,
exonlar, parcaciklar ve RNA eklenmesi kirmizi ile gosterilirken, bu
degisikliklerden etkilenen fonksiyonel kisimlar yesil olarak gdsterilmistir (30).

WT1 geni gelismekte olan bobrekte mezenkimal hucrelerin hucre
siklusundan ¢ikmasini ve diferansiasyonunu saglarken, diger doku tiplerinde
hiicre proliferasyonunun ve progenitor durumun devamini saglamaktadir
(30). WT1 geni ile mezenkimal doku, epitelyal dokuya donusmekte,
dolayisiyla nefronlar olugmaktadir. Yoklugunda bobrek olugsmaz iken,
fonksiyon bozuklugunda Wilms tumoru gelismektedir.

TUmor supresor gen olarak tanimlanan WT1 genlerinin  bazi
kanserlerde onkogen gibi davrandigi saptanmistir (33). Bu durum WT1
proteinin  bazi  dokularda diferansiasyonu saglarken  bazilarinda
diferansiasyonu inhibe etmesi ve mezenkimal- epitelyal ¢ift yonli dengeyi
saglamasiyla acgiklanabilir (30). Bu genlerin mutasyonlari ve artmis
ekspresyonu kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna (artmis hiicre ¢gogalmasina)
ve malignensilere yol acar. Mezenkimal- epitelyal dengenin saglanmasindan
sorumlu oldugu hucrelerde WT1 ekspresyonunun uyariimasi bu tumorlerde
mezenkimal durumun surdirdlmesine neden olur. WT1 proteinini eksprese
eden erigkin tumorleri genelde epitel hucre kaynakhdir ve bu timorlerin
gelisimi sirasinda epitelyal-mezenkimal transformasyon geligir ve genelde
kotu prognoz ile iligkilidir. Gelismekte olan bobrekte hucrelerin epitele

dénlUsimuinden sorumlu olan WT1 fonksiyonunun bozulmasi durumunda
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hiacreler mezenkimal durumda kalir ve mezenkimal hicrelerden olusan
Wilms tumor gelisir.

Daha onceleri WTL1 proteininin nikleusa yerlestigi saniimaktaydi (34).
Ancak yapilan galismalarda WT1 proteinin nikleus ve sitoplazma arasinda
yer degistirdigi saptanmistir (35). Sitoplazmik WT1 proteini fonksiyonel
polizomal komplekslerde bulunur ve bu durum WT1 proteininin translasyonda
rol aldigini gosterir. WT1 proteininin énemli bir kismi ribonikleoprotein
partikulleri ile iligkilidir. Sitoplazmadaki RNA metabolizmasinda rol aldigini
dusundurmektedir.

WT1 proteininin yiksek immunojenite gostermesi nedeniyle, timori
olan hastalarda WT1 spesifik sitotoksik T lenfositleri ve WT1 antikorlari
spontan olarak olusmaktadir. Teorik olarak bu durum metastatik timéral
hicrelere sistemik immun yanitin olugsmasina ve nukslerin 6nlenmesine
neden olur. WT1 proteini tUmorle iligkili antijenlerden biri olarak kabul
edilmektedir (33). Tedavi etkisi ve immunojenite gibi kriterler ele alindiginda
75 kanser antijeni arasinda WT1 proteini immunoterapi agisindan birinci
sirada yer alir.

WT1 proteininin farkli dokularda eksprese olmasi ve yluksek
immunojenite gostermesi nedeniyle imminoterapi igin ilgi uyandirmaktadir.
in-vivo ve in-vitro asi ve dzellikle hematolojik malignitelerde WT1 peptid bazli
immunoterapi c¢alismalar yapimistir. WT1 peptid kanser asisinin klinik
olarak etkin oldugu, azalan I6semik blast hucreleri ve tumor regresyonu ile
hem hematolojik malignitelerde hem de solid tumorlerde gosterilmigtir (36,
37).

Uterus sarkomlarinda WT1 ekspresyonunu arastiran bir caligmada
leiyomiyosarkom olgularinda 29/38 (%76), karsinosarkom olgularinda 12/27
(%44), endometrial stromal sarkom olgularinin  7/15 f‘inde (%47),
andiferansiye sarkom olgularinin 4/7 (%57)’sinde artmigs WT1 ekspresyonu
saptanmigtir (31).

Epitelyal over kanserlerinde WT1 proteini ekspresyonunun
immunohistokimyasal olarak arastirnidigi bir galigsmada 78/100 ekspresyon

saptanmigtir. WT1 pozitif tUmdrlerin yiksek gradeli ve ileri evre timorler
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oldugu belirtilmigtir (38).

Endometirum kanserinde WT1 proteini ekspresyonunu
immunohistokimyasal boyama ve RT-PCR ile arastiran bir calismada, tumaor
hlcrelerinin sitoplazmasinda ve tumor igindeki vaskiler endotel hiicrelerinde
ekspresyonun normalden fazla oldugu saptanmigtir (39). Tip 1 endometrium
kanserinde hucresel boyanma %20,8, vaskuiler endotelyal boyanma %54,1
ve toplam boyanma 9%70,8 saptanmistir. Ser6z karsinomda ise hucresel
boyanma %211,1, vaskiler endotelyal boyanma %77,7 ve toplam
boyanma %78 olarak saptanmistir.

Endometrium kanserinde WT1 ve p53 ekspresyonunun arastiriidigi bir
calismada endometrioid adenokarsinom olgularinda WT1 %20 pozitif,
p53 %14 pozitif, ser6z karsinomda WT1 %33 pozitif ve p53 %44 pozitif
boyanmistir (40). Artmis WT1 ekspresyonunun yuksek grade ve koétu klinik
sonuglarla iligkili oldugu saptanmistir. Artmig p53 ekspresyonunun Kkoti
prognostik faktdr oldugu ve artmis WT1 ekspresyonu ile birliktelik gosterdigi
saptanmigtir. p53 mutasyonlarinin, WT1 geninde mutasyonlara yatkinligi
arttirdigi dustnulmektedir.

Yapilan galismalarda endometrium kanserinde imminohistokimyasal
boyama ile WT1 proteini ekspresyonu %0-%79 arasinda degismektedir (41,
42). Yedi cgalismayl dahil eden bir metaanalize gore ise endometrium
kanserinde WT1 saptanma sikli§i ortalama %29,1 (%20,5- %39,4)'dir (43).
Yapilan arastirmalarda uygulanan metodlarin farkli olmasi, boyanma
oranlarinda farkhliga ve karsilastirma guglugune neden olmaktadir (39).

Calismamizda EIN ve endometrial karsinomlarda WT1 proteini

ekspresyonu dizeyinin gosterilmesini amaclamaktadir.
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GEREC VE YONTEM

Calismamiza 1 Haziran 2009 — 31 Mayis 2011 tarihleri arasinda
Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali
poliklinigine postmenopozal kanama (PMK) veya anormal uterin kanama
(AUK) nedeniyle basvuran ve endometrial kalinlik artisi olmasi nedeniyle
endometrial biopsi uygulanan (Pipelle biopsi, D&C) hastalar dahil edilmigtir.
Endometrial siklusun proliferatif fazinda olan 7 olgu, sekretuar fazinda olan 9
olgu ve uterin prolapsus nedeniyle vajinal histerektomi uygulanan, vajinal
kanamasi olmayan ve atrofik endometrium saptanan 9 olgu olmak Uzere;
toplam 25 olgu ve endometrial polip nedeniyle histeroskopik polipektomi
uygulanan veya D&C ile polip eksizyonu uygulanan 28 olgu fizyolojik kontrol
grubu olarak c¢alismaya dahil edilmistir. Endometrial adenokarsinom
nedeniyle histerektomi uygulanan 30 olgu ve histerektomi materyalinde
endometrial intraepitelyal neoplazi saptanan 20 olgu ise galisma grubunu
olusturmustur. Olgulara ait tium preparatlar yeniden degerlendiriimis ve
immunohistokimyasal inceleme igin en uygun blok secilmistir.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Arastirma Etik Kurulu
tarafindan 09.06.2009 ‘da 2009-11/49 karar numarasi ile c¢alisma
onaylandiktan sonra galismaya alinan tum olgulara patoloji materyallerinin
kimlik bilgilerinin sakli kalmasi kosuluyla kullaniimasina izin verdiklerine dair
UU-SK Patoloji Hizmet Alim Formu imzalatildi. Hastalarin semptom, yas, VKi
(vicut kitle indeksi), sistemik hastaliklar, cerrahi evrelendirme ve patolojik
tanilari gibi karakteristik bilgileri kaydedildi.

Cerrahi midahale veya operasyonu kabul etmeyen, serum B-hCG
testi pozitif olan, endometrial biopside endometrioid histoloji disinda
endometrial adenokarsinom ve uterin sarkom saptanan, baska herhangi bir
malignitesi olan ve onam formunu imzalamayan hastalar calisma disinda
birakildilar.
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immiinohistokimyasal inceleme

Olgulara ait 2-3 ym’ lik parafin kesitler lamlara alinarak, 12 saat ettivde
37°C’ de bekletildi. Kesitler ksilende deparafinize edilip, alkol icerisinde
rehidrate edildi. Antijeni agiga ¢ikarmak icin, kesitler %10’luk EDTA tampon
(EDTA- Salin tampon, 1mM dilue, ph=8,0, Scy Tek Laboratories, Utah, USA)
icerisinde mikrodalga firnda 100°C’de 5 dakika ve 70°C’de 15 dakika
bekletildi. Spesimen ayni tampon igerisinde 20-30 dakika oda isisinda
sogumaya birakildi. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak igin, kesitlere %3’ Uk hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatiip 15
dakika beklendi. Daha sonra sirasiyla, Ultra v block (protein blokaj sistemi,
7dak.), primer antikor ( predilue, Wilm’s Tumoér [WT1] Ab-5 [6F-H2], Thermo
Fisher Scientific, Fremont, CA, USA, 90 dak.), sekonder antikor (Biotinylated
goat anti- polyvalent, Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA, 15 dak.) ve
streptavidin-HRP ile islemden gecirildi ( rabbit- mouse HRP kit, Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA, 15 dak.). Kromojen olarak DAB kromojen ve
substrati (Ultra Vision Detection System, Lab Vision Corporation, Fremont,
CA, USA, 20 dak.) kullanildi. Her iglemden sonra kesitler PBS (Tris-buffer,
VMS Medikal Sistemler, Ankara, Turkiye)'de 10’ar dakika bekletildi. Son
olarak Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilip, lamel ile kapatildi.

Parametrelerin Degerlendirilmesi

Hastalarin her birinin cerrahi spesimeninden birer adet kesit alinarak
boyandi ve de@erlendirildi. Dagihm paterni fokal, multifokal ve difiz olarak
siniflandirildi. Boyanan hlcrelerin boyanma yogunlugu ( 0= negatif, 1= zayIf,
2= orta, 3= guc¢lu ) ve boyanan hicrelerin tum hdcrelere orani ylizde olarak
ifade edildi. Hucresel boyanma skorlamasinda, boyanma yogunlugu ve
boyanma yuzdesinin ¢carpimiyla elde edilen skorlama sistemi (0-20 = negatif,
21-80= zayif, 81-180= orta, 181-300=gucli) kullanildi (31). Tdmoral
endometrium ve benign olgulara ait endometrial dokuda vaskiler endotel

hdcrelerinin boyanma yogunlugu ( 0= negatif, 1= zayif, 2= orta, 3= guglu )
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incelendi. Dokunun hudcresel boyanma ve vaskiler boyanmasi birlikte
degerlendirilerek toplam boyanma pozitifligi elde edildi. Pozitif kontrol olarak
Wilms Tumor dokusu kullanildr.

Tip 1 endometrial adenokarsinomlarin histolojik derecelendirmesi
FIGO histolojik grade siniflamasina goére, evrelendirmesi ise FIGO 2009

endometrial karsinom evreleme sistemine goére yapildi.

istatiksel Analiz

Tam istatistiksel analizler IBM SPSS 13.0 istatistiksel paket programi
kullanilarak yapildi. Betimleyici istatistikler, surekli veriler i¢in verilerin dagihm
yapisina gore ortalama * standart sapma ya da median (minimum —
maksimum) seklinde, kategorik degiskenler icin ise yluzde olarak verilmistir.
ikiden fazla bagimsiz grubun Kkarsilastirimasinda Kruskal-Wallis testi,
gruplarin ikili olarak karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi.
Kategorik degiskenlerin karsilastirimasinda Pearson ki-kare onemlilik testi
veya Fisherin kesin ki-kare testi kullanildi. Analizlerde p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 103 olgunun ortalama yasi ve standart sapma
degeri 54 + 11,2 yas, ortalama VKI 29,9 + 6,6 kg/m? ve ortanca parite sayisi
2,0 (0-9,0) saptandi. Tablo-8'de c¢alismaya alinan hastalarin genel
demografik 6zellikleri verilmistir.

Calismaya alinan hasta gruplar ile yas iliskisine bakildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk saptanmistir ( p<0,001).
Hastalarin %30,1'i PMK, %43,7’si AUK, %17,5'i endometrial kalinhk artigi
ve %8,7'sine uterin prolapsus nedeniyle midahale uygulanmis veya opere
edilmistir.

Hasta gruplar ile VKi iligkisine bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir( p<0,001), Mann- Whitney U
testi ile alt gruplar analiz edildiginde EiN-polip, proliferatif endometrium-
endometrium kanseri, polip-endometrium kanseri, polip-atrofik endometrium
gruplari arasinda VKi agisindan anlamli fark bulunmustur ( sirasiyla p=0,002,
p=0,040, p<0,001, p=0,010).

Benign endometrium (proliferatif endometrium, sekretuar endometrium,
atrofik endometrium, endometrial polip olgulari) olgulari, EiN ve endometrioid
adenokarsinom gruplarinda parite sayisina bakildiginda, nulliparite,
primiparite, 2-4 dogum ve =5 dogum agcisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklihk saptanmamistir (p>0,05).

Benign endometrium olgulari, EIN ve endometrioid adenokarsinom
gruplarinda DM sikligi agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmis
olup EiN-endometrium kanseri, benign-endometrium kanseri icin sirasiyla
p=0,001, p<0,001'dir.

Benign endometrium, EIN ve endometrioid adenokarsinom gruplari
arasindaki HT sikligina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamigtir (p=0,170).

22



€

Tablo-8: Calismaya alinan hastalarin genel demografik gostergeleri

Benign Endometrium

Proliferatif Sekretuar Atrofik Endometrial EiN Endometrioid
Endometrium Endometrium | Endometrium Polip Adenokarsinom

Hasta sayisi 7 9 9 28 20 30
(n=103)
Median yas 45 (41-51) 47 (44-54) 62 (56-79) 48,5 (28-70) 50 (41-65) 45 (41-51)
Median VKi 26,5 (23,8-32,4) | 27,2 (23,2-35,2) | 29,2 (24-38) 24,9 (20,4-41,5) | 31,4 (20,8-47,5) | 30,8 (23,7-45,5)
(kg/m?)
Median parite | 2,0 (1,0-5,0) 3,0 (1,0-4,0) 3,0 (2,0- 6,0) 2,0 (0-9,0) 3,0 (0- 7,0) 3,0 (0-9,0)
sayisl
Menopoz 1/7 (%14) 1/9 (%11) 9/9 (%100) 11/28 (%39) 9/20 (%45) 22/30 (%73)
sayisi (%)
HT (%) %0 %33,3 %0 %25,0 %40,0 %23,3
DM (%) %14,3 %11,1 %77,7 %3,6 %20,0 %70,0




Tablo-9’da endometrioid adenokarsinom olgularinin 6zellikleri verilmigtir.
Endometrioid adenokarsinom olgulari arasinda 21 olguda estrojen reseptoéri

(ER) ve progesteron reseptéri (PR) pozitifligi arastiriimigtir.

Tablo-9: Endometrioid Adenokarsinom olgularinin 6zellikleri

Degisken Sayi (%)
Varyasyonlar

Saf Endometrioid 16 (%53,4)
Skuamoz diferansiasyonlu 0
Villoglanduler 12 (%40,0)
Sekretuar 1 (%3,3)
Siliyer hicreli 1 (%3,3)
Grade

Grade 1 21 (%70)
Grade 2 7 (%23,3)
Grade 3 2 (%6,7)
Evre

IA 17 (%56,6)
IB 8 (%26,6)

Il 1 (%3,3)

HIA 1 (%3,3)

1B 0

HC1 0

1HIC2 3 (%10,0)
IVA 0

IVB 0

Vaskduler invazyon

Var 4 (%13,3)
Yok 26 (%86,7)
ER

Pozitif 15/21 (%71,4)
Negatif 6/21 (%28,6)
PR

Pozitif 19/21 (%90,4)
Negatif 2/21 (%9,6)
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EIN olgularinin %80’ine total abdominal histerektomi (TAH) ve
bilateral salpingoooferektomi (BSO) uygulanirken %15’ine TAH ve %5’ine
vajinal histerektomi uygulanmigtir. Endometrioid adenokarsinom
olgularinin %30’'una TAH+BSO, %60'ina TAH+BSO ve pelvik ve paraaortik
lenfadenektomi, %3,3'Une laparoskopik histerektomi + BSO ve %6,7’sine
TAH + BSO+ pelvik ve paraaortik lenfadenektomi + omentektomi ve
apendektomi uygulanmistir.

Tablo-10’da ¢alisma gruplarina gére WT1 boyanma dagilimi verilmistir.

Tablo-10: Gruplara gére WT1 boyanma dagilimi

Endometrial Fokal Multifokal Yaygin
Histoloji

Proliferatif 0 3/7 (%42,9) 4/7 (%57,1)
Sekretuar 0 6/9 (%66,7) 3/9 (%33,3)
Atrofik 0 2/9 (%22,2) 7/9 (%77,8)
Polip 0 16/28 (%57,1) | 12/28 (%42,9)
EiN 0 11/20 (%55) 9 (%45)
Karsinom 1/30 (%3,3) | 12/30 (%40) 17/30 (%56,7)

WT1 antikoru ile hicresel ve endotelyal boyanmanin gosterildigi
proliferatif endometrium (Sekil-9), sekretuar endometrium (Sekil-10), atrofik
endometrium ($ekil-11), endometrial polip (Sekil-12) olgulari, gugla vaskiler
endotel hicrelerinde boyanma saptanan endometrial polip olgusu (Sekil-13) ,
EIN (Sekil-14) ve endometrioid adenokarsinom (Sekil-15) olgularina érnekler

verilmigtir.
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Sekil-9 : Proliferatif fazda WT1 pozitifligi (x40)

Sekil-10: Sekretuar fazda WT1 pozitifligi (x20)
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Sekil-11: Atrofik endometriumda WT1 boyanma negatifligi (x20)

Sekil-12 : Endometrial polipte WT1 pozitifligi (x20)
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Sekil-14: Endometrial intraepitelyal Neoplazide WT1 pozitifligi (x20)
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Sekil-15: Endometrioid Adenokarsinomda multifokal, gucli hicresel WT1
pozitifligi (x20)

Olgularin hicresel ve vaskiler endotelyal boyanma oranlari, hasta
bazinda hlcresel ve vaskuler endotelyal hicre pozitifliginin toplamindan elde

edilen toplam boyanma oranlari Tablo-11'de gdsterilmistir.

Tablo-11: Olgularin hiuicresel ve vaskuler WT1 boyanma ylzdeleri

Endometrial Hucresel Vaskduler Toplam
Histoloji Boyanma Boyanma Boyanma
Proliferatif %100,0 %71,4 %100,0
Sekretuar %77,8 %88,8 %2100,0
Atrofik %55,5 %11,1 %66,7
Polip %60,7 %100,0 %100,0
EiN %100,0 %85,0 %100,0
Karsinom %66,6 %73,3 %100,0




Benign endometrium, EIN ve endometrioid adenokarsinom
gruplarinda hucresel ve vaskuler endotelyal boyanma dereceleri ve toplam

boyanma oranlari Tablo-12'de gosterilmigtir.

Tablo-12: Benign endometrium, EIN ve endometrium kanseri olgularinda

WT1 ekspresyonu

Benign EiN Endometrium
Endometrium Kanseri
Hicresel Boyanma
Negatif 17/53 (%32,1) |0 10/30 (%33,3)
Zayif 12/53 (%22,6) | 5/20 (%25,0) | 4/30 (%13,3)
Orta 14/53 (%26,4) | 8/20 (%40,0) | 9/30 (%30,0)
Gucli 10/53 (%18,9) | 7/20 (%35,0) | 7/30 (%23,4)
Vaskller Boyanma
Negatif 11/53 (%20,8) | 3/20 (%15,0) | 8/30 (%26,7)
Zayif 4/53 (%7,5) 3/20 (%15,0) | 3/30 (%10,0)
Orta 13/53 (%24,5) | 2/20 (%10,0) | 9/30 (%30,0)
Gugla 25/53 (%47,2) | 12/20 (%60,0) | 10/30 (%33,3)
Toplam
Negatif 3/53 (%5,7) 0 5/30 (%16,7)
Pozitif 50/53 (%94,3) | 20/20 (%100) | 25/30 (%83,3)

Gruplara goére hucresel boyanma pozitifligi iliskisine bakildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmis olup (p=0,012), alt grup
analizlerinde EiN-benign ve EiN-endometrium kanseri arasinda anlamli fark
saptanmigtir ( sirasiyla p=0,004, p=0,003).

Gruplar arasinda vaskuler boyanma agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0,608).

Gruplar arasinda toplam boyanma iligkisine bakildiginda da
istatistiksel olarak anlamh bir iligki saptanmamistir (p>0,05). Sekil-16’da alt
gruplarda WT1 hucresel, vaskiler ve toplam boyanma grafiksel olarak

gosterilmektedir.
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Sekil-16: Alt gruplarda WT1 hucresel, vaskuler ve toplam boyanmalarinin
kargilastirmali grafiksel olarak gosterilmesi

Endometrioid adenokarsinom olgularinda, Fisher’'in kesin ki-kare testi
kullanilarak analiz edildiginde ER pozitifligi ile vaskuler, hiicresel ve toplam
boyanma agcisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir
( sirasyla p=0,115, p=0,120, p=0,184). Yine endometrioid adenokarsinom
olgularinda PR pozitifligi ile vaskuler, hicresel ve toplam boyanma agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamigtir ( sirasiyla p=1,000,
p=1,000, p=1,000). Endometrioid adenokarsinom olgularinda vaskuler
invazyon varhd ile vaskuler, hicresel ve toplam boyanma agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamigtir ( sirasyla p=1,000,
p=0,584, p=0,538).

Endometrioid adenokarsinomda grade artisi ile vaskuler, hicresel ve
toplam boyanma artisi arasinda anlamh korelasyon saptanmamigstir
( sirasiyla p=0,826, p=0,257, p=0,71). Ayrica artan evre ile vaskller,
hiicresel ve toplam boyanma artigi arasinda da anlamh korelasyon
saptanmamistir ( sirasiyla p=0,632, p=0,247, p=1,00).

31



TARTISMA VE SONUC

Goldstein ve Uzieblo (44) uterus tumorleri ve WT1 pozitifligini
immunohistokimyasal olarak arastiran ilk ¢alismayi yayinlamiglardir. Ancak
bu calismada o&nceki akciger, plevra, periton, mezotelyoma ve over
kanserlerinde WT1 boyanmasini nikleer olarak degerlendiren ¢alismalar baz
alinarak nukleer degerlendirme yapilmistir. Nakatsuka ve ark. (45) WT1
proteininin  sitoplazmada yer aldigini agik¢a belirtmislerdir. Yapilan
calismalarda WT1 proteinin nikleus ve sitoplazma arasinda yer degistirdigi,
dolayisiyla WT1 proteininin niUkleus ve sitoplazmada saptanabilecegi
belirtiimigtir (35). Acs ve ark.’nin (41) yaptigi bir calismada genital sistem
yapilarinin ser6z, endometrioid, berrak hicreli ve musin6z kanserlerinde
WT1 proteini ekspresyonu immunohistokimyasal olarak arastiriimis, nukleer
boyanma degerlendirilmistir. 16 ser6z endometrium kanseri olgusunun
10’unda boyanma saptanirken, 35 endometrioid ve 18 berrak hicreli
endometrium kanseri olgularinda boyanma saptanmamisgtir.

Goldstein ve Uzieblo (44) endotelyal WT1 pozitifligini doku icerisinde
mutlak olmasi gereken bir durum olarak yorumlamig ve boyama sirasinda
pozitif kontrol olarak kullanmiglardir. Ancak Coosemans ve ark.’nin (39)
yaptidi ¢alismada damarlarin hepsinin WT1 ile boyanmadigi saptanmistir.
Kan dolasiminin saglanmasi timoral buyame igin temel etkendir. Dolayisiyla
endotelyal WT1 pozitifligi immunoterapi igin hedef olusturacaktir.

Bu galismada Endometrioid adenokarsinom ve EiN olgularinda WT1
proteini ekspresyonu gosterilmistir. WT1 proteini ekspresyonunu saptamada
immunohistokimyasal boyama uygulamasinda sadece hicresel boyanma
degil, ayni zamanda vaskuler endotelyal WT1 pozitifligi de dikkate alinmistir.
Hucresel WT1 ekspresyonu degerlendirilirken sitoplazmadaki boyanma
dikkate alinmistir.

Calismamizda endometrioid adenokarsinom olgularinda hicresel
boyanma %66,6, vaskiler boyanma %73,3 ve toplam boyanma %100 olarak

saptanmigtir. Endometrium kanserinde WT1 genini immunohistokimyasal ve
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PCR ile arastiran bir ¢alismada ise immunohistokimyasal degerlendirmede
Tip 1 endometrium kanserinde hiicresel boyanma %20,8, vaskiiler endotelyal
boyanma %54,1 ve toplam boyanma %70,8 olarak saptanmigtir (39).
Uygulanan metod ve boyama yontemleri kargilatirildiginda buna neden olan
etmenlerden  biri  galismamizda bir  kesitin  immunohistokimyasal
boyanmasindan elde edilen verilerin degerlendiriimis olmasidir. Goldstein
(46), tumorde WT1 ekspresyonunun heterojen oldugunu belirtmis ve
Coosemans ve ark.’nin (39) yaptigi ¢calismada bizim g¢alismamizdan farkh
olarak 3 ayr biopsi kesiti immunohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve
ortalama boyanma dikkate alinmistir. Endometrioid adenokarsinom
olgularinda immunohistokimyasal WT1 tumoral hucre pozitifliginin  %20,8
ile %58,3 arasinda degistigi saptanmig ve bu durum WT1 ekspresyonunun
heterojen olmasina baglanmistir.

Coosemans ve ark.nin (39) yaptigi calismayla benzer olarak
calismamizda proliferatif endometrium, sekretuar endometrium ve
endometrial polip olgularinda WT1 toplam boyanma orani %100 saptanirken,
postmenopozal atrofik endometrium olgularinda toplam boyanma %66,7
olarak saptanmistir. Proliferatif endometrium, sekretuar endometrium ve
endometrial polip ile atrofik endometrium arasindaki bu farkhlik estrojen
etkisine baglanmistir.

Endometrium kanserinde WT1 ve p53 ekspresyonunun arastirildigi
bir ¢calismada endometrioid adenokarsinom olgularinda WT1 %20 pozitif,
p53 %14 pozitif boyanmigtir (40). Artmis WT1 ekspresyonunun yuksek grade
ve kotu klinik sonuglarla iligkili oldugu saptanmistir. Bu aragtirmanin aksine
calismamizda endometrioid adenokarsinomda grade ve evre artigi ile
vaskuler, hucresel ve toplam boyanma artisi arasinda anlamh korelasyon
saptanmamistir.

Goldstein (46), endometrial serdoz karsinomda WT1 boyanmasi ile
ilgili yapilan c¢alsmalarda sonuclar arasindaki farkhligin boyanan ve
degerlendirilien dokunun kesit boyutu ve kalinhigindan, uygulanan
immunohistokimyasal boyama teknikleri arasindaki farkhliktan, farkh

skorlama sistemi kullaniimasindan ve boyanma igin segilen esik degerin farkl
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olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. immunohistokimyasal boyama
asamasinda antijeni agiga ¢ikarmak igin sitrat tampon veya EDTA tamponun
kullanilmasi ve uygulama siresi, uygulanan antikorun seyreltiime orani ve
uygulama suresi, DAB kromojende bekletiime suresindeki farkliliklarin
boyama sonugclarini degistirebilecedi belirtilmistir. immunohistokimyasal
protokollerin modifiye edilmeden direk olarak uygulanmasi beklenmeyen
sonuglara neden olabilecegi belirtiimistir. Calismamizda kullanilacak antikor
temin edildiginde (predilue, Wilm’'s Tumoér [WT1] Ab-5 [6F-H2], Thermo
Fisher Scientific, Fremont, CA, USA), immunohistokimyasal protokol
Onerisinde sitrat tampon uygulanmasi yer almaktaydi. Sitrat tampon ile
deneme boyamalari agamasinda pozitif kontrol olarak secilen Wilms tumor
ornegi de dahil hucresel ve vaskiler boyanmalarin zayif olmasi nedeniyle
sitrat tampon degistirilerek EDTA tampon kullaniimistir.

Coosemans ve ark. tarafindan (47), terminal donem serdz
endometrium kanseri tanili bir hastada WT1 mRNA yukla dendritik hicreler
iceren asinin yanitini aragtiriimistir. Hastanin tamor hacrelerinin %10’'unda ve
tumor icindeki vaskuler endotelyal hilcrelerin tamaminda WT1 pozitifligi
saptandi. Haftalik enjeksiyonlar uygulanan hastada 2 enjeksiyon sonrasi
CA125 duzeyinde azalmanin bagladigi, WT1 spesifik T hucresi sayisinin 2,5
katina ¢iktigi saptanmigtir. Ancak yaygin hastaligi olan hastanin 8 ay sonra
oldagu belirtiimigtir. Asiya baglh yan etkinin saptanmamasi ve klinik veriler
1Isiginda WT1 mRNA yUkli dendritik hlcreler iceren asinin endometrium
kanseri olgularinda uygulanabilecegi belirtilmigstir.

Calismamizda EIN vakalarinda hiicresel boyanma %100, vaskiiler
boyanma %85, toplam boyanma %100 olarak saptanmistir. Hicresel
boyanma acisindan bakildiginda EIN olgularinda, benign endometrium ve
malign olgulara gore daha yuksek boyanma orani saptanirken, vaskuler
boyanma ve toplam boyanmada gruplar arasinda farkliik saptanmamisgtir.
Yapilan literatiir taramasinda EiN olgularinda WT1 protein ekspresyonunu
arastiran bir calismaya ulasilamamistir.

VKi ile endometrium kanseri iligkisini arastiran bir calismada VKi 25

kg/m? lizerindeki kadinlarda VKI normal aralikta olan kadinlara gére 2 kat, 30
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kg/m? Uzerindeki kadinlarda ise 3 kat artmis endometrium kanseri gelisme
riski saptanmistir (15). Calismamizda EiN-polip, endometrium kanseri-
proliferatif endometrium, endometrium kanseri-polip, atrofik endometrium-
polip gruplari arasinda VKIi acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmistir. EIN olgularinda ortanca VKI 31,4 kg/m?, endometrium kanseri
olgularinda 30,8 kg/m? ve atrofik endometrium olgularinda 29,2 kg/m? olarak
saptanmigtir.

Fortuny ve ark. (17) yaptigi arastirmayla uyumlu olarak galismamizda
benign endometrium, EIN ve endometrioid adenokarsinom gruplari arasinda
HT sikligi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir.
Ayrica benign endometrium olgulari, EIN ve endometrioid adenokarsinom
gruplarinda DM olanlar ile olmayanlar arasinda anlamli fark saptanmig olup
endometrium kanseri grubunda DM sikhdi %70, EiN grubunda %20, benign
grupta %18,9 saptanmistir.

Yapilan c¢aligmalarin aksine (14, 18), c¢alismamizda benign
endometrium, EIN ve endometrioid adenokarsinom gruplari ile parite
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir. Bu durum
¢alisma grubundaki hasta sayisinin az olmasina baglanmigtir.

Endometrioid adenokarsinom olgularinda ER ve PR pozitifligi ile
vaskuler, hucresel ve toplam boyanma agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmamistir. ER 15/21 (%71,4) olguda, PR 19/21 (%90,4) olguda
pozitif saptanmistir. Dupont ve ark. (40) endometrium kanseri ( berrak
hdcreli, endometrioid, mikst, ser6z, malign mikst mullerian timor ve diger)
olgularinda ER pozitifligini %29 ve PR pozitifligini %31 saptamig, ancak ER
ve PR pozitifligi ile WT1 boyanmasi arasindaki iliski hakkinda yorumda
bulunmamislardir.

Calismamizda Dupont ve ark.’nin (40) yaptidi arastirmaya benzer
olarak endometrioid adenokarsinom olgularinda vaskuler invazyon varlgi ile
vaskuler, hucresel ve toplam boyanma agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmamistir.

Sonug olarak estrojen etkisindeki proliferatif endometrium, sekretuar

endometrium ve endometrial polip olgularinda yiiksek WT1 boyanma orani
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gosterirken, postmenopozal atrofik endometrium olgularinda boyanma
oranlar daha disiiktir. Calismamizda endometrioid adenokarsinom ve EiN
olgularinin yiksek WT1 boyanma oranlari gostermesi nedeniyle bu olgularda,
tumor iligkili antijen olan WT1 proteinini hedef alan immunoterapi
uygulanabilir bir tedavi secgenegi olabilir. Bu hipotezi arastiracak ve

arastirmamizin verilerini dogrulayacak ileri ¢galismalara ihtiyag vardir.
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