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1.Giris ve Amacg

Endometrium karsinomlar1 gelismekte olan {ilkelerde en sik goriilen
jinekolojik kanserdir ve kadinlarda tiim malignite tipleri arasinda dordiincii
siradadir. Hastaligin ortalama yas1 63’tiir. Son yillarda en 6nemli etiyolojik faktor
kabul edilen obezitenin sikliginin artmasiyla birlikte endometrium karsinom siklig
artis egilimine girmistir. Diger nedenler arasinda tamoksifen kullanimi, polikistik
over sendromu, diyabet bulunmaktadir. Lynch sendromlu kadinlarin %40-60’1nda
ortalama 48 yasta endometrium karsinomu gelismektedir.

Endometrium karsinomlari, giiniimiizde morfolojiye gore tan1 almaktadir.
Endometrium karsinomlar1 Bokhman’a gore ikiye ayrilmaktadir; bunlar siklik
sirasina  gore endometrioid endometrium karsinomlari ve non-endometrioid
endometrium karsinomlaridir. Bu patogenetik smiflamaya goére endometrioid
endometrium karsinomlari tip 1, non endometrioid endometrium karsinomlari tip 2
kabul edilmektedir. Tip 1 endometrium karsinomlari, %85 oraninda 5 yillik
sagkalima sahip iyi prognozlu karsinomlardir. Tip 2 endometrium karsinomlari,
hormon tedavisine kotii yanit veren kotii prognozlu karsinomlardir. Ancak bu
simniflama  giinlimiizde  klinikopatolojik  korelasyonu saglamada yetersiz
kalmaktadir. Daha 1yi korelasyon saglamak i¢in “ The Cancer Genome Atlas”
endometrium karsinomlarini, genomik karakterizasyonlarmma goére dort gruba
ayirmistir (1). Bu smiflama endometrium karsinomunun daha iyi anlagilmasi ve
ozellikle rekiirren hastaliklarda hedef bazli tedavide yeni segenekler gelistirilmesi
i¢in 6nciil olmustur. Ik grup POLE mutasyonuna sahip, miikemmel prognoza sahip
olan POLE mutant gruptur. Bu grup DNA polimeraz £ mutasyonuna sahiptir. ikinci
grup, mikrosatellit instabil olan iyi prognoza sahip gruptur. Bu grup hastada
mismatch repair genlerinin epigenetik inhibisyonunda problem vardir ve buna bagl
olarak gelisen genomik instabilite, ¢ok sayida somatik mutasyona neden
olmaktadir. Ugiincii grup, orta prognoza sahip diisiik kopya degisimi gosteren
karsinomlardan olusmaktadir. Bu grupta genellikle PI3K/AKT sinyal yolunda
artisa neden olan mutasyonlar gelismektedir. Dordiincii grup ise kotii prognoza

sahip P53 mutant karsinomlardan olusmaktadir. P53 mutant grup en agresif ve en



kotii prognoza sahip gruptur. Bu genomik smiflama Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 2020 yilinda kabul edilmis ve Diinya Saglik Orgiitii Kadin Genital
Timorleri  klavuzunun 4. basiminda yerini  almistir. TCGA  genomik
siniflandirmasinda molekiiler yontem kullanilarak, kopya sayisi yiiksek olanlar
POLE mutasyonlu kabul edilir ve sonrasinda MSI (MSH2, PMS2, MSH6, MLH1)
mutasyonlarina immiinohistokimyasal yontemle bakilir ve mutasyon gdsteren
olgular 2. grup olan mikrosatellit instabil gruba alinir. Son olarak P53
immiinohistokimyasal olarak uygulanarak en kotii prognozlu olan 4. grup P53
mutant ve orta prognoza sahip 3. grup olan diisiik kopya sayis1 degisimli (P53 wild-
tip) grubuna ayrilirlar (1).

Bu simiflama bizim {iniversitemiz de dahil olmak {izere bir¢ok gelismekte
olan iilke laboratuvarlarinda maddi sebeplerden ve molekiiler imkanlarin
bulunmamasindan dolayr uygulanamamaktadir. POLE mutasyonunun molekiiler
yontem ile bakilmasi sadece zaman ve para kaybina yol agmamaktadir, ayrica
molekiiler imkanlar1  bulunmayan c¢ogu laboratuvarda uygulanmasin
zorlagtiracaktir. Bu kadar yaygin goriilen bir karsinomun sadece biiyiik ve sayica
az laboratuvarda siniflandirilabilmesi, bircok hastanin  bu ydntemden
yararlanamamasina neden olmaktadir.

2019 yilinda Yiran Li ve arkadaslar1 bu siniflandirmaya gére siniflandirilmig
endometrium karsinom olgularinin ekzon sekanslama verilerini, RNA sekanslama
verilerini ve klinik verilerini TCGA’dan toplayarak, endometrium karsinomu
POLE mutant karsinomlarinda, AMF (PGI) ve AMFR (gp78) ekspresyonlarinin
arttigin1 gostermistir (2).

Calismamizda molekiiler yontem ihtiyacini1 ortadan kaldirip maliyetleri
azaltarak, endometrium karsinomlarinin diinyanin her yerinde molekiiler
siniflandirilabilmesi amaciyla, POLE mutant olgularda immunohistokimyasal
yontemle AMF ve AMFR ekspresyonu bakilmasi i¢in 2005-2018 yillar1 arasinda
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde endometrium karsinomu tanisi ile
histerektomi olmus ve daha 6nce Prof Dr Giilgiin Erdogan ve Dr Gozde Koca
Yilmaz tarafindan TSA-2018-3975 numarali BAP destegiyle molekiiler
smiflandirma uygulanmigs 55 olgunun bloklarinda (3), AMF ve AMFR

immiinohistokimyasal ekspresyonuna bakildi. Boyali preparatlar boyanma



paternlerine, ylizdelerine ve siddetlerine gore siniflandirildi. Sonuglar olgulara ait
diger prognostik 6neme sahip belirtegler ile karsilastirildi. Ayrica bir¢ok karsinom
tipinde prognostik oneme sahip oldugu bilinen tiimor tomurcuklanmasina da

bakilarak, immiinohistokimyasal AMF/AMFR ekspresyonu ile iliskisi arastirildi.



2. Genel Bilgiler

2.1. Anatomi

Uterus, mesanenin posterioru ve rektumun anterioru arasinda yerlesmis
kadin genital orgamidir. Uterus, uterin korpus ve uterin serviksten olugmaktadir.
Nullipar kadinlarda, uterus 7,5 cm uzunlugunda, fundusta 5 cm genisligindedir ve
agirhg 40 ile 100 gr arasinda degismektedir. Uterus round ligament ve
uteroovaryan ligamentler tarafindan desteklenirken, pelvik periton tarafindan
sarilmistir. Uterin korpus; fundus, ishmus ve gdvde olarak 3 bdliime ayrilir. Fundus,
fallop tiiplerinin acildig1 yerlerin distalini temsil ederken, isthmus alt uterin
segmenti temsil etmektedir. Uterus, internal iliak arterden koken alan uterin arter
tarafindan beslenir. Myometriumdan kdken alan radyal arterler diizenli araliklarla
endometriumu penetre ederek bazal arterleri olusturur. Endometriumun
fonksiyonel tabakasinda bulunan arterler, spiral arter olarak tanimlanir. Uterin ven,
uterin artere eslik etmektedir ve internal iliak vene akmaktadir (4). Uterin
lenfatiklerden kaynak alan lenf sivisi, subserozal uterin pleksuslardan; pelvik ve

paraaortik lenf nodlarina akmaktadir (5).

2.2. Embriyogenez

Endometrium ve myometrium mezodermal kokenlidir ve miillerian
kanallarin 8-9. postovulatuar haftalarda birlesmesiyle gelisirler. Gestasyonun 20.
haftasina kadar endometrium tek katli kolumnar epitel ve fibroblastik stromadan
olusurken, gestasyonun 20. haftasindan baslayarak stromaya dogru kivrilarak gland

yapilarini olusturur (5).

2.3. Normal Endometrium Morfolojisi ve Fizyolojisi
Reproduktif yillarda, endometrium overlerin dongilisel Ostrojen ve
progesteron sekresyonlarina bagimli proliferasyon, diferansiasyon, ve dokiilme

fazlarin1 gergeklestirir. Endometrial morfoloji bu dongiliye bagimli olarak stirekli



degigsmektedir (6). Endometriumu bu morfolojiye bagimli olarak histolojik olarak
giinlere gore siniflandirmak proliferatif endometriumda miimkiin olmamaktadir.
Baz1 patologlar bu tarihsel histolojik smiflandirmayr uygulamaktadir. Ancak
Murray ve ark. tarafindan yapilan calismaya gore endometriumu histolojik giine
gore siniflandirma yaklagiminin, temporal belirginlikten ve islevsellikten yoksun
oldugunu one siiriildi (7).

Aktif yillarda, endometrium 2 tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalar
yiizeyel fonksiyonel tabaka ve bazal tabaka olarak siniflandirilmaktadir.
Endometriumun dongiisel siklusunu fonksiyonel tabaka yansitmaktadir. Basalis
tabakas1 hormonal cevap gostermez. Bazal tabaka inaktif gortiniimlii bezler, seliiler
bir stroma ve spiral arterlerden olusmaktadir. Bazal tabakadaki spiral arterler,
fonksiyonel tabakaya gore daha kalin muskuler duvara sahiptir.

Menstruasyon sonrasi endometrium sig bir bazal endometrium ve
fonksiyonel tabakanin geriye kalan derin kismindan olusmaktadir. Proliferasyon
fazinin 3-4. gilinlinden baslayarak endometrium c¢ogalarak proliferasyon fazinin
sonuna kadar endometrium kalinligi 4-5 mm’yi bulmaktadir. Proliferasyon fazinda
endometrial bezler uniformdur ve diizgiin araliklarla yerlesmis olup tiibiiler bir
yapilanma olusturmaktadir. Bu fazda bezlerde mitotik figiirler rahatlikla
gozlenebilir. Bez epiteli psddostratifiye kiiboidal veya al¢cak kolumnar hiicreler ve
orta miktarda bazofilik sitoplazmayla karakterizedir. Proliferatif fazdaki
niikleuslar, oval veya yuvarlak sekilli ve bazal membrana perpendikiiler sekilde
yerlesim gosterir.

Sekretuar endometrium, ovulasyon sonrasi korpus luteumdan salgilanan
progesterona bagimli bezlerde sekresyon, stomal olgunlasma ve vaskiiler
farklilagma ile karakterizedir. Bu fazda endometrium kalinligi 7-8mm’ye ulagir (8).
Sekretuar faz 3 asamaya ayrilabilir; erken sekretuar faz (ovulasyon sonrasi 2-4.
giinler), orta sekretuar faz (ovulasyon sonrast 5-9. Giinler), ge¢ sekretuar faz
(ovulasyon sonrasi 10-14. Giinler). Erken sekretuar fazda, endometrial bezler
tubuler yapiya sahiptir ve mitotik aktivite izlenebilir. Baglangigta morfolojik olarak
bezlerde subniikleer vakuoller izlenir. Bu subniikleer vakuoller 3-4. giinlerde en
yiiksek sayiya ulasip fonksiyonel tabakanin tiim katmanlarinda izlenebilir. Orta

sekretuar fazda sitoplazmik vakuoller liimene dogru goce baslayip vakuollerde



supraniikleer goriinlim hakim olur. Orta sekretuar fazda, bezler koseli goriintimlii
olup mitotik aktivite fonksiyonel tabakada artik izlenmemektedir. Ovulasyon
sonrasi 7-9’uncu giinlerde stromal 6dem en belirgin halini alir. Spiral arterler
belirginlesir ve stromal hiicre sitoplazmalar1 daha eozinofilik bir gériintim alir. Bu
hiicrelere predesidual hiicreler denir. Geg sekretuar fazda bezlerin sekretuar
aktivitelerinde tipik azalma ile birlikte bezler tirtikli goriinlime kavusurlar.
Predesidual stromal degisiklik vaskiiler yapilar ¢evresinde en belirgindir.
Menstruasyon normal siklusun 28. giiniinde gergeklesir. Stromal ve
glanduler dokiilmeyle karakterizedir. Ortalama 4 giin siirer. Bezler tirtikl1 ve ¢okiik
goriinimdedir. Stroma hiicreleri kondanse olup c¢okerek stromal mavi hiicre

toplarini olusturur.

2.4. Normal Endometrium Immiinohistokimyasal Profili

Normal endometrial bezler ve stroma immiinohistokimyasal olarak ER ve
PR pozitiftir. Endometrial bezler proliferatif faz boyunca anti-apoptotik bir protein
olan BCL2 ekspresyonu gosterir. Bu boyanma erken ve orta sekretuar fazlarda
anlamli sekilde azalirken, ge¢ sekretuar fazda tekrar boyanma izlenir (9). Az
miktarda endometrial epitelyal hiicrede p63 ekspresyonu izlenir. Bu hiicrelerin
rezerv hiicrelere veya metaplastik hiicrelere karsilik geldigi diistintilmektedir (10)
Endometrial bezler CK7 pozitif ve CK20 negatiftir. Normal endometrial stroma,
CD10, BCL2 pozitif; CD34 negatiftir (11).

2.5. Atipisiz Endometrial Hiperplazi

Endometrial hiperplazi gosteren hastalar tipik olarak anormal kanamayla
bagvururlar. Nadiren bu hastalar postmenopozal hormon replasman tedavisi oncesi
veya infertilite nedeniyle yapilan tetkiklerde saptanirlar. Hiperplazi, karsilanmamais
Ostrojen stimiilasyonuna bagimlhi gelisir (12). Risk faktorleri arasinda
perimenopozal donem, obezite, polikistik over sendromu ve diyabet bulunmaktadir.
Bu nedenle bir¢ok hastanin hikayesinde persistan anovulasyon veya karsilanmamis
ekzojen Ostrojen stimiilasyonu hikayesi bulunmaktadir (13).

Atipisiz hiperplazi artmig bez/stroma orani ve anormal yapisal patern

gosterir. Bezler say1 ve boyut farkliliklar1 gosterir. Bezler kistik olarak genislemis



ve/veya disa dogru fitiklasmis olabilir. Bezleri saran epitel hiicreleri amfofilik
sitoplazmaya sahiptir, stratifiye ve kolumnar yapilanma gosterir. Mitotik aktivite
degiskendir. Artan yapisal anomalilerle birlikte bezler kompleks ve dallanmis,
diizensiz sinirli ve papiller katlanmalar gosterebilir. Artmis proliferasyona bagl

bezler kalabaliklasip, aradaki stromayu iterek sirt-sirta goriiniim gosterebilir.

2.6. EIN/Atipik Hiperplazi

EIN, endometrial biyopsilerin %]1,4’iinii olusturmaktadir. Ortalama hasta
yas1 50-55 yaslar arasindadir. Cogu hasta menopoza yakin zamanlarda goriilse de
karsiliksiz 6strojen kullanimina bagl geng kadinlarda siklig1 artmaktadir. Hastalar,
anormal uterin kanama, hipermenore sikayetleriyle bagvururlar.

Makroskopik olarak endometrium {izerinde polipoid goriiniim olusturabilecegi gibi
normal bir goriiniim de sergileyebilir.

EIN Histolojik kriterleri;

Imm’yi asan boyut

Gland/stroma oran1 1’1 asan, arada az miktarda stroma igeren yapilanma

Degisken niikleer atipi igeren tiibiiler veya dallanma gdsteren bez yapilari
Karsinomun diglanmasi

Taklit eden benign lezyonlarin (sekretuar endometrium, polip ve rejenerasyona
bagiml degisiklikler) dislanmasi (14)

Son Diinya Saglik Orgiitii Siniflamasi’nda yer almasa da Avrupa Calisma
Grubu’nun (EWG) endometrial proliferatif lezyonlar i¢in gelistirmis oldugu
kalsifikasyona deginmek gerekir. Bu sistemde basit ve kompleks atipisiz
hiperplaziler “ Hiperplazi” olarak siniflandirilmakla birlikte, atipik hiperplazi ve iyi
diferansiye karsinomlar “ Endometrial Neoplazi” olarak siniflandirilir. Bu sistem
hiperplazi / atipik hiperplazi ve EIN’den olusan sisteme gore daha tutarl
bulunmustur (15).

Immiinohistokimyasal olarak PTEN, PAX2 ve MMR protein ekspresyon
kaybinmn gdsterilmesi tanida yardimeidir (16, 17). PTEN mutasyonlar, EIN ve
karsinomlarda aynmi siklikta bulunmaktadir (18). Atipik hiperplazide, KRAS

mutasyonlart ve mikrosatellit instabilite bildirilmistir (19). Yeni yapilan



immiinohistokimyasal ¢aligmaya gore PTEN ekspresyonunda azalma ve tam kayip

bulunan biyopsilerin %70’inde fokal ARID1A kaybi izlendi (20).

2.7. Endometrial Karsinom

2.7.1. Epidemiyoloji:

ABD’nde endometrial karsinom kadin genital sisteminin en yaygin invaziv
neoplazmidir. Kanada, Ingiltere ve ABD’nde 4. Siklikta karsilagilan karsinomdur.
Diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen 6. karsinomdur. Endometrial karsinom
siklik olarak en fazla Kuzey Amerika ve Avrupa’da goriiliirken gelismekte olan

tilkelerde siklik beste bire kadar inmektedir.

2.7.2. Siiflandirmalar:

Bokhman 1983 yilinda endometrial karsinomlar1 2 major kategoriye
ayirmistir (21). Bu kategorizasyon endometrium karsinomunun patogenezini daha
iyi anlamak i¢in gelistirilmistir. Karsiliksiz Ostrojen stimiilasyonu, obezite ve
ekzojen hormon kullanimi, tip 1 karsinomlarin prototipi olarak kabul edilen
endometrioid karsinomunun gelisimiyle iligkilidir (22). Ser6z karsinomlar,
Ostrojenik stimiilasyondan bagimsiz olan tip 2 karsinomlarin prototipi olarak kabul
edilir.

Son Diinya Saglik orgiitii siniflandirmasinda, endometrium karsinomlari
mutasyonlarina gore 4 ayri molekiiler gruba ayirmistir. Bu molekiiler gruplar, iyi
prognozludan kotii prognozluya dogru sirasiyla POLE mutant, MSI, P53 wild tip

ve P53 mutant gruptan olugmaktadir.

2.7.3. Makroskopik Bulgular

Uterus, genellikle normal boyutlardadir. Ancak tiimoriin kavitede asiri
biliylimesine ve/veya derin myometrial invazyonuna bagli olarak genisleyebilir.
Uterus acildiginda tiimor polip seklinde olabilecegi gibi tiim endometrial kaviteyi

de doldurabilir. Timdriin kesit yiizii ten rengi, yumusak kivamli olmakla birlikte



hemoraji ve nekroz icerebilir. Geng kadinlarda tiimor genellikle alt uterin segment
yerlesimlidir. Skuamoz diferansiasyona sahip tiimdrler pulsu goriiniime sahip

olurken, miisin6z tiimérler jelatindz goriiniimdedir.

2.7.4. Histolojik Tipler

2.7.4.1. Endometrioid Karsinom

Endometrioid karsinom tipik olarak postmenopozal ve perimenopozal
kadinlarda goriilen ve median yasi 63 olan endometrial karsinom tipidir.
Endometrioid karsinomlarin = %90’1  postmenopozal kadinlarda  gelisir.
Hiperdstrojenizm ve karsilanmamig Ostrojenik stimiilasyon ile iligkilidir. Klinik
olarak en sik basvuru nedeni anormal uterin kanamadir. Endometrioid intraepitelyal
neoplazi ile benzer molekiiler profile sahiptir. Lynch sendromu ve Cowden
sendromu ile iligkili neoplazilerdir (23).

Endometrioid karsinom, makroskopik olarak ekzofitik veya diffiiz infiltratif
goriiniime sahip olabilir. Mikroskopik olarak villoglandiiler yapiya sahip, kolumnar
psodoglandiiler hiicrelerden olusurlar. Eozinofilik, graniiler sitoplazmaya sahiptir.
Olgularin  %10-25’inde skuam6z  diferansiasyon mevcuttur.  Endometrioid
karsinomlar immiinohistokimyasal olarak diffiiz kuvvetli ER ve PR ekspresyonu ve
yama tarzinda P16 ekspresyonu gosterir. Immiinohistokimyasal ARID1A, PTEN
ve MMR kayb1 yiiksek dereceli endometrioid karsinomla uyumludur. Diisiik
dereceli olgularin %2-5’inde ve yiiksek dereceli olgularin %20’sinde anormal P53
ekspresyonu goriiliir (24).

FIGO derecelendirme sisteminde, endometrioid karsinomlar nonskuamoz
alanlardaki solid alanlarinin oranlarina gore 3 ayr1 dereceye ayrilirlar. %5’ten az
solid alan igeren tiimorler derece 1, %5-50 arasi solid alan i¢eren tiimdrler derece 2
ve %50 iistiinde solid alan iceren tiimorler derece 3 kabul edilir. Derece 1 ve 2

karsinomlar diisiik dereceli; derece 3 karsinomlar yiiksek dereceli kabul edilirler.



2.7.4.2. Seroz Karsinom

Ser6z karsinomlar, endometrial karsinomlarin %5-10’unu olusturan papiller
ve/veya glandiiler biiylime paterni gosteren pleomorfik tiiméorlerdir. Endometrial
karsinomlar arasinda goriilen mortalitenin %40’ indan seréz karsinomlar
sorumludur (25). Ser6z karsinom, ¢ogunlukla postmenopozal kadinlarda goriiliir.
Cogu hasta postmenopozal olup anormal uterin kanama sikayetiyle klinige
bagvurur. P53 mutasyonu c¢ogu tiimdrde goriiliir. Ayrica PIK3CA, PP2R1A ve
FBXW7 genetik degisimleri goriliir (1). Makroskopik goériiniim polip seklinde
olabilecegi gibi infiltratif goriinlimde de olabilir.

Seréz Karsinom, atrofik endometrium veya polip zemininde gelisir. Cogu
olguda kompleks papiller ve glandiiler yapilar gelistigi gibi solid alanlar da
izlenebilir. Glandlar, fermuar benzeri liimene sahip uzamis ve irregiiler
goriiniimdedir. Tiimor, sitolojik olarak yiiksek dereceli, belirgin pleomorfizm ve
makroniikleol igeren tiimor hiicrelerinden olusur. Immiinohistokimyasal olarak
P16, IMP3 ve HMGA2 ile diffiiz ekspresyon izlenir. Ayrica ¢ogu olguda
pansitokeratin, sitokeratin 7, EMA ve PAX8 ekspresyonu izlenir. Karakteristik
olarak seroz karsinomlarda mutant P53 ekspresyonu saptanir. Endometrioid
karsinomlarda yama tarzi boyanma gosteren P16 ile diffiiz niikleer ve sitoplazmik
boyanma goriiliir.

Intrauterin seréz karsinomlar iyi prognoz gosterirken, ekstrauterin yayilim

gosteren serdz karsinom kotii prognoza sahiptir.

2.7.4.3. Berrak Hiicreli Karsinom

Berrak hiicreli karsinomlar endometrial karsinomlarin %35’ini olusturur.
Berrak hiicreli karsinom, ¢ogunlukla postmenopozal kadinlarda gelisir. P53,
PPP2R1A, PIK3CA, PIK3R1, KRAS, ARIDIA ve SPOP somatik mutasyonlari
goriiliir. Mikroskopik olarak timoér en sik papiller olmak iizere tiibiilokistik,
ve/veya solid yapilanma da gosterebilir. Tiimor hiicreleri kiiboidal veya yassi olup
glikojen icerigi artmis oksifilik/berrak sitoplazma igerir. Liimene bakan tlimor
hiicreleri kabara ¢ivisi goriiniimii olusturur. Berrak hiicreli karsinom, HNF1p,

Napsin A ve AMACR ile pozitif immiinohistokimyasal boyanma gdsterir.
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Olgularin bir kismi ayrica anormal P53 boyanma bulgulart ve artmig P16

ekspresyonu gosterir.

2.7.4.4. Andiferansiye ve Dediferansiye Karsinom

Andiferansiye karsinom, tiim diferansiasyon modellerinden yoksun olan ve
tabaka benzeri yapi olusturan monoton kanser hiicrelerinden olusan, oldukga
agresif bir endometrial karsinom tipidir. Dediferansiye karsinomlar ise
andiferansiye  karsinom ile diferansiye karsinom bileseninden olusan
karsinomlardir. Dediferansiye karsinomlarda goriilen diferansiye komponent
cogunlukla FIGO derece 1 ve 2 endometrioid karsinomdan olusur. Cogunlukla
perimenopozal ve postmenopozal hastalarda gelisir. Median hasta yas1 55’tir (26).

Andiferansiye karsinomlar 2 ile 15 c¢cm arasinda degisen boyuta sahip
polipoid intraluminal kitleden olusur (26). Timor, kiigiik-orta boyutlu uniform,
diskoheziv, trabekiiller ve/veya adaciklar olusturan tiimoral hiicrelerden olusur.
Tiimor hiicreleri EMA ile periniikleer noktasal boyanma paterni sergiler. Timor
hiicreleri CK8/18 ve vimentin ile pozitif immiin reaksiyon gdsterir. Tiimor hiicreleri
%10’a kadar sinaptofizin ve kromogranin ile boyanma gosterebilir.

Andiferansiye ve dediferansiye karsinomlarin %37-43’ii MSI molekiiler
grubuna dahildir (27). POLE mutasyonu andiferansiye karsinomlarda nadirdir
ancak dediferansiye karsinomlarin iigte birini olusturmaktadir. Andiferansiye ve

dediferansiye karsinomlarin %7-28’1 P53 mutanttir.

2.7.4.5. Karsinosarkom

Yiiksek dereceli karsinomatdz bilesen ve sarkomatoz bilesenden olusan
bifazik tlimordiir. Hastalarin vajinal kanama, uterin genisleme ve pelvik kitle
bulgular1 mevcuttur. Hastalarin ¢ogu postmenopozaldir (26). Karsinosarkomlar
tim uterin malignitelerin %35’ini olusturmaktadir (28). Hastalarin %6’sinda
tamoksifen kullanim hikayesi mevcuttur (29).

Olgularda karsinom ve sarkom bilesenlerinde benzer genetik degisimler

mevcuttur (30). Sarkom bileseninin, epitelyal-mezenkimal transformasyon sonucu

11



gelistigi  kabul edilmektedir (31). Olgularin  %90’inda P53 mutasyonu
bulunmaktadir (26).

2.7.5. Prognoz

Endometrium Karsinomunda Prognozu Belirleyen Etkenler:

1) Endometrial karsinomda FIGO evreleme sistemi en etkin prognostik
parametredir.

2) Myometrial invazyon, diisiik evre endometrial karsinomlarda ekstrauterin
metastazlarin  ve pelvik/paraaortik lenf nodu metastazinin GSnemli bir
belirleyicisidir.

3) Servikal stromal invazyon, ayn1 zamanda FIGO evre 2’ye denk gelmektedir.

4) Adneksiyal yayilim

5) Lenfovaskiiler invazyon, énemli bir bagimsiz prognostik parametredir. Lenf
nodu metastazi ile iligkilidir.

6) Lenf nodu metastazi

7) Pozitif peritoneal sitoloji, yiiksek histolojik derece, derin myometrial invazyon
ve ekstrauterin yayilim ile iligkilidir.

8) Histolojik tip ve derece

9) Molekiiler klasifikasyon (32)

2.7.6. Molekiiler Genetik

Yeni jenerasyon sekanslama ile beraber endometrial karsinom
patogenezinde rol alan bir¢ok tiimdr supresor gen, onkogen ve mutasyon
tanimlanmistir. Son yeni jenerasyon sekanslama ¢aligsmalar1 endometrioid ve serdz

karsinomlarin, 4 ayri molekiiler subtipe ayrilabilecegini gosterdi.

Ultramutant Subtip
Bu mutasyon subtipi ¢ok sayida mutasyon gostermektedir. Bu yiiksek
saytda mutasyon, DNA polimeraz epsilonu kodlayan POLE geninin

ekzoniikleazinda meydana gelen mutasyondan kaynaklanmaktadir. Mutasyonun,
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islevsiz holoenzim olusturmasi nedeniyle replikasyon sirasinda DNA onarimi
aksar. POLE mutasyonu, %5,6-6,5 olguda izlenmektedir (1). POLE mutasyonu
igeren endometrium karsinomlariin gogunlugu endometrioid tiptir (33). Daha 6nce
yapilan ¢alismalara gore POLE mutasyonu iyi prognozla iligkili bulunmustur (24).
Ancak olumlu sonu¢ vermeyen bir ¢alisma da mevcuttur (34). POLE mutasyonlu
endometrial karsinomlu olgular, normal bir beden-Kkitle endeksi ile daha geng yasta
gelisme egilimindedir ve genellikle yiiksek tiimor histolojik derecesi ve yaygin
lenfovaskiiler bosluk invazyonu gibi yiiksek riskli patolojik 6zelliklere sahip
olmalarima ragmen, %96’nin iizerinde 5 yillik sagkalim orani ile oldukca iyi

prognoza sahiptir (35).

Hipermutant (MSI) Subtip

Bu subtip, POLE mutant tipten da az mutasyon igermektedir. Mikrosatellit
DNA sekanslarinda degisimlerle karakterizedir. MMR, uygun eslesmemis baz
ciftlerinde niikleotid onariminda goérevlidir. Bu subtip endometrioid karsinomlarda
bulunmaktadir. Sporadik gelisen karsinomlarin %20-25’inde bulunmaktadir.
Ayrica Lynch sendromuna baglh gelisen endometrium karsinomlarinda
bulunmaktadir. Bagka tedavi se¢ceneginin bulunmamast durumunda rekiirren ve
ilerlemis olgularda PD1/PD-L1 inhibitorii kullanimi i¢in FDA onayr mevcuttur
(36).

Diisiik Kopya Sayih (MSS) Subtip

Bu subtip, 6nemli derecede yiiksek kopya sayisi degisimi ve DNA MMR
mutasyonu igermemektedir. Demografik olarak en yiiksek beden-kitle endeksine
sahip hasta grubudur (37). Bununla birlikte, siklikla PTEN, PIK3CA, PIK3R1,
ARID1A, CTNNB1 (beta-katenin) mutasyonu igerirler. Diisiik kopya sayili subtip
timorlerin ayrica PI3K/Akt/mTOR yolundaki mutasyonlarla iligkili oldugu ve
pozitif Ostrojen ve progesteron reseptorleri (ER+, PR+) ile iligkileri géz oniine
alindiginda, bu reseptorleri hedef alan tedavileri inceleyen birka¢ calisma
yapilmustir. Tekrarlayan endometrial karsinomlar ile ilgili bir faz II ¢aligmasinda

everolimus ve letrozol kullanimi, %32'lik bir hasta yanit oran1 (ORR) gosterdi (38).
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CTNNBL'in 3. ekzonundaki mutasyonlar, diisik kopya sayili endometrium

karsinomlarinda daha kétii bir prognoz ile iligkilidir (39).

Kopya Sayis1 Yiiksek/ Seroz Benzeri Subtip

Bu olgularda P53 mutasyonu bulunmaktadir. Bu subtip ¢ogunlukla serdz
karsinomlardan olusmakla birlikte derece 3 endometrioid karsinomlar, berrak
hiicreli karsinomlar ve karsinosarkomlar da bu subtipte bulunabilir. P53 anormal
endometrial karsinomlar, PIK3CA, FBXW7 ve PPP2R1A'da tekrarlayan
mutasyonlara sahiptir (1). Olgularin %20’sinde HER2 amplifikasyonu bulunurken
az sayida olguda homolog rekombinasyon eksikligi bildirilmistir (40, 41).
PORTEC-3 klinik deneme sonuglari, p53 anormal endometrial karsinomlu
hastalarin radyasyona ek olarak kemoterapi ile tedavi edildiginde, tek basina
radyoterapi ile karsilagtirlldiginda daha distiin sonuglara sahip oldugunu

gostermektedir (42).

2.8. AMF/AMFR

AMEF (Autocrine Motility Factor) ilk olarak melanom hiicrelerinden elde
edilmis, 55 kDa agirliginda tiimér migrasyonunu stimiile eden sitokindir (43).
Klinik olarak, serum ve idrarda AMF varligi, kanser ilerlemesini gosteren
prognostiktir degerdir (44). Molekiiler klonlama ve sekanslama, PGI
(Phosphoglucose Isomerase)'y1 bir AMF olarak tanimlamistir ve AMF'nin PGI
enzimatik aktivitesine sahip oldugu kabul edilmektedir (45). Cok sayida
aragtirmada, Ozellikle anjiyogenezi baslatarak (46), AMF nin timor metastazi ve
invazyonla iligkili oldugunu gostermistir. AMF etkisini primer olarak AMF
reseptorii olan gp78 tizerinden gosterir. AMFR/gp78 hiicre membraninda yerlesimli
G protein kenetli reseptor ailesine liye, 78 kDa agirliginda yedi transmembran
bilesenli glikoproteinden olugmaktadir (47). AMF’ nin reseptor ile etkilesmesini
takip eden siiregte G protein aktivasyonu (48), IP3 tretimi (49), protein kinaz C
aktivasyonu (50) ve reseptor fosforilasyonu (51) gerceklesir.

Yapilan ¢alismalarda AMF ve AMFR ekspresyon artisinin gastrik
karsinomlarin, kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarmin (52) ve timomanin

progresyonuyla iliskili oldugu gosterilmistir (53-57). Ayrica AMF ve/veya AMFR
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ekspresyon artigi berrak hiicreli renal hiicreli karsinomlar (58), odontojenik
timorler (59), oral yassi epitel hiicreli karsinomlar (60), kolorektal karsinomlar
(61), mesane karsinomlarinda (62) gosterilmistir.

Gergeklesen intraseliiler metabolizmadaki degisimlerin, hiicre aktivitesini
artirdigi kabul edilir (63). Ancak endometrial karsinom {iizerinde yapilan bir
calismada AMF’nin endometrial karsinomlarin migrasyonu, proliferasyonu ve
invazyonunda MAPK yolagmin sorumlu oldugunu, hiicre kiiltiirii ve in vivo fare
modeli ile gostermistir (64). Ayni arastirmaci tarafindan yapilan baska bir
calismada AMF’nin endometrial karsinomlardaki proliferatif etkisini GPER-1
reseptorii  araciligiyla gosterdigini, GPER-1 sessizlestirilmis fareler ve
endometrium karsinomlu hastalar iizerinde yapilan immiinohistokimyasal inceleme
araciligiyla gostermistir. Ayrica endometrial karsinom iizerindeki bu etkinin, IP3K

yolagi ile gerceklestirildigini in vivo olarak gostermislerdir (65).

2.9. Tiimor Tomurcuklanmasi

Tliimor tomurcuklanmasi karsinomlarin klinik ydnetiminde o6nemli bir
prognostik faktér olarak kabul edilmektedir (66). Timér tomurcugu, koheziv
tiimorden ayrilan 1 ile 4 hiicre arasindaki tiimor hiicre gruplarini tanimlamaktadir.
Yapilan bir¢ok calismada klinikten bagimsiz olarak, artan tomurcuklanma skoru,
kotii prognozla iligkili bulunmustur. Literatiirde kolorektal karsinomlar tizerinde
yapilan ¢ok sayida g¢alisma mevcuttur. Uluslararast Tiimér Tomurcuklanmasi

2 alanda

Konsensus Konferansi’'nda (ITBCC), tiimér igerisinde 0,785 mm
tomurcuklanma sayis1 0-4 olan olgulara 1 puan, 5-9 olan olgulara 2 puan, 10 ve
tizerinde tomurcugu olan olgulara 3 puan verilerek bir skorlama sistemi
olusturulmustur (67). Timor tomurcuklari ilizerinde yapilan bir ¢alismada,
epitelyal-mezenkimal doniisiimle birlikte, transkripsiyon faktorlerinden ZEB1 ve
PRRX1 ekspresyonlarinin arttig1 saptanmistir (68).

Park ve ark. tarafindan 96 endometrioid endometrial karsinom olgularinda
yapilan ¢aligmada tlimor tomurcuklanmasi invazyon derinligi, yiiksek histolojik
derece, lenf nodu metastazi ve lenfovaskiiler invazyon ile iligkili bulunmustur (69)

ve ayrica ER, PR, e-cadherin ekspresyon kaybiyla iliskili bulunurken aberran [-
katenin ekspresyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir. Okcu ve ark. 104 endometrial
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endometrioid karsinom olgusu kullanarak (70) calismada elde ettikleri kesim degeri
lizerinde tiimor tomurcuk sayisi ile kotii sagkalim, metastaz, lenfovaskiiler
invazyon, serviks invazyonu, artmis tiimor boyutu, yliksek histolojik derece ile
iliski saptamistir. Yamamoto ve ark. tarafindan 208 endometrioid karsinomlu olgu
ile yapilan ¢alismada tiimor tomurcuklanmasi, daha diisiik ilerlemesiz sagkalimla
iliskili bulundu (71). Qi ve ark. 176 hastada MELF paterni durumu ve tiimor
tomurcuklanmasi varligina gore endometrioid endometrium karsinomu olgularini 4
gruba ayirdi (72). Calismada sagkalim analizleri, MELF paterni ve tiimor
tomurcuklanmasinin birlikte, bagimsiz kotii prognostik parametre oldugunu

gostermistir.
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3. Gerec¢ ve Yontem

3.1. Etik Kurul

Bu ¢alismanin yapilmasinin bilimsel ve etik agidan uygun olduguna
18.08.2021 tarih ve 601 nolu karar ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu'nca karar verilmistir.

3.2. Hasta Secimi

Calismamizda 2005-2018 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde grade 2 ve grade 3 endometrium kanseri tanisi ile histerektomi olmus,
en az 5 yil siireyle diizenli izlemi yapilmis hastalar dahil edildi. Dr Gézde Koca
Yilmaz tarafindan molekiiler olarak smiflandirilmis (3) toplam 55 hastaya ait
bloklar degerlendirildi. Hasta bilgileri MEDI-PIS ve MIA-MED sistemleri ile
tarand1. Ayrica Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dalindaki hasta dosyalar1 incelendi. Hastalarin parafin bloklar
ve preparatlart Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dal1 arsivinden ¢ikarildi. Her hasta i¢in yeterli timor hiicresi iceren birer

blok ve preperat se¢ildi. Calisma 55 hastaya ait bloklar ile yapildi.

3.3. Tiimor Tomurcuklanma Skoru

Timo6r tomurcuklanma skoru verilirken kolorektal karsinomlar icin
uygulanan “Tumor Budding Consensus” onerilerine uyulmustur (67). ITBCC
grubu tarafindan segilen goriintii alani, Ueno (73) tarafindan kullanilan ve Japon
Kolon ve Rektum Kanseri Dernegi (74) tarafindan da benimsenen goriintii alanina
karsihk gelen 0,785mm? alan benimsendi ve bu nedenle Olympus Bx53
mikroskopunda x200’liikk biiyiitme alani sayim amaciyla kullanildi. Timor
tomurcugu olma kriteri olarak 1-4 hiicreden olugma kriteri kabul edildi. Tiim

olgularin endometriuma ait tiimor lamlari igerisinde timdr tomurcuklanmasinin en
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fazla oldugu alanlar secilerek bu alanlardaki intratiiméral ve peritiimoral timdor
tomurcuklar1 x200 goriintii alan1 i¢erisinde sayildi. Tomurcuk sayis1 0-4 olanlara 1
puan, 5-9 tomurcugu olanlara 2 puan, 10 ve iizerinde tomurcugu olan olgulara 3
puan verildi. Ayrica bazi ¢alismalarda uygulanan 0 tomurcuga “0 skoru” verilerek
4 skorlu (0, 1, 2, 3) ikinci bir tiimor tomurcuklanma skoru (75) uygulandi. Her iki

skorlama sistemi ayr1 degerlendirildi.

3.4. Iimmiinohistokimyasal inceleme

Olgulara ait immiinohistokimyasal MMR (MLH1,PMS2,MSH2,MSH6) ve
P53 sonuglart Dr Gozde Koca Yilmaz’in tezinden alinmistir (3). Caligmaya alinan
hastalarin parafin bloklarinin 4 mikronluk kesitleri H&E ile boyandi. Patoloji
Anabilim Dali mikroskoplar1 (Olympus Bx53) ile bir patolog tarafindan incelendi.
[saretlenen preparatlarin  ait olduklar1 bloklardan immiinohistokimyasal
degerlendirme icin Akdeniz Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na ait
mikrotom cihazlar1 kullanilarak her iki hastanin kesitleri bir pozitif sarjli lama
alinarak 4 mikronluk kesitler alindi. Alman kesitler 50°C’de bir gece boyunca
bekletildi. Alinan kesitlerde immiinohistokimyasal MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
P53 antikorlar1 Dr Gézde Koca Yilmaz tarafindan (3); AMF ve AMFR antikorlari
bizim tarafimizdan tam otomatik Dako boyama makinesinde standart prosediir

kullanilarak yapildi. Makinede uygulanan immunohistokimya prosediirti :

1.0Olgulara ait se¢ilmis birer adet parafin bloktan 5 mikronluk kesitler pozitif sarjli
lama alind1. Kesitler 50 °C’de bekiletilir.

2.1ki seri sirastyla ksilolde 10 dakika, %100 alkolde 5 dakika, %85’ lik alkolde 5
dakika ve %75’ lik alkolde 5 dakika bekletilerek deparafinizasyon islemi

tamamlanir.
3.Kesitler, distile su ile yikanir.

4 Kesitler, 90 °C sicaklikta antijen retrieval soliisyonda once 20 dakika ve

devaminda iki kere 5’ er dakika siire ile kaynatilir.
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5.Kaynatma isleminin tamamlanmasiin devaminda kesitlere 30 dakika sogutma

islemi uygulanir.
6.Kesitler distile su ve PBS soliisyonu ile yikanir.

7.Kesitlere H202 (Hidrojen peroksit) soliisyonunda 10 dakika siireyle endojen
peroksit blokaj1 uygulanir.

8.Endojen peroksit blokaji sonrasinda Kkesitlere, distile su ve PBS soliisyonu ile

yikama yapilir.

9.MLH1 (G168-15, thermo) 1/25, Anti MSH2 (epr210172, abcam) 1/1000, PMS2
(163C1251, thermo) 1/300, MSH6 (3E1, mab, cell signaling) 1/200, P53 (Pab240,
thermo) 1/200, AMF (bs-10419r, bioss) 1/400, AMFR (bs-6511r, bioss) 1/150
oranlarinda diliie edilip spesifik primer antikorlar, kesitler {izerine uygulanir. Nemli

ortamda 1 saat inkiibasyona alinir.

10.Inkiibasyon sonrasinda kesitler iizerine sekonder antikor uygulanarak kesitler 10
dakika bekletilir.

11.Kesitler distile su ve PBS ile yikanur.

12.Kesitler iizerine HRP (Streptavidin Peroksidaz) uygulanarak 10 dakika boyunca

beklenilir. Sonrasinda kesitler, distile su ve PBS ile yikanir.

13.DAB (Diamino Benzidine Soliisyonu) soliisyonu kesitlere uygulanarak 2 dakika

beklenilir. Sonrasinda distile su ve PBS ile yikanir.

14 Kesitler sale i¢ine alinarak Hematoksilen soliisyonunda 2 dakika bekletilir.

Sonrasinda musluk suyunda yikanir.

15.Kesitler, %80 alkolde 5 dakika, %96 alkolde 5 dakika, %100 alkolde 5 dakika

ve iki seri ksilolde 5 er dakika bekletilerek dehidratasyon islemi tamamlanur.

16.Kesitler entellan araciligiyla lamel ile kapatilip 151k mikroskobunda

degerlendirilerek, olgulara 6zel antikor skorlari kayit altina alinir.

MLHI1, MSH2, PMS2, MSH6 antikorlarindan biri veya daha fazlasinda
boyanma kaybi saptandiginda olgu MMR hipermutasyonlu grubuna alindi. P53 hig

boyanmamis veya %80 iizerinde tiimdr hiicresinde giiglii pozitif (+2,+3) ise p53
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mutant kabul edildi ve kopya sayis1 yiiksek gruba dahil edildi. P53 +1 pozitifse ve
%80’in altinda tiim&r hiicresinde boyanma var ise kopya sayisi diisiik (P53 wild tip)
grubuna dahil edildi. AMF ve AMFR boyalarinin degerlendirilmesi amaciyla
olgular boyanma siddetine ve boyanma yiizdelerine gore skorlandi. Boyanma
siddetleri +1 olan olgulara 1 puan, +2 olan olgulara 2 puan, +3 olan olgulara 3 puan
verildi. Boyanma yiizdeleri %0 olan olgulara 0 puan, %1-25 arasina 1 puan, %26-
50 arasina 2 puan, %51-75 arasina 3 puan ve %76-100 arasina 4 puan verildi. Son
olarak boyanma siddet skoru ve boyanma yiizde skorlar1 toplanarak AMF skoru ve

AMPFR skoru elde edildi.

3.5. Real Time PCR

RT-PCR bulgular1 Dr Gézde Koca Yilmaz’in tez ¢alismasindaki verilerdir. Dr
Gozde Koca Yilmaz’in tez ¢alismasindan (3) ¢alismaya alinan olgulara, FFPE DNA
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu uygulandi. P286R/S, V411L, F367S/C/L,
P436R, A456P, L424P, E396Q mutasyonlarina spesifik primer ve prob dizileri
kullanilarak Real-time PCR teknigi ile hot-spot mutasyonlar igin tarama yapildi.
Real-time PCR ile taranan mutasyonlarin birinin bulunmasi durumunda, olgu

POLE ultramutasyonlu gruba alindi.

3.5.1. Formalinle Fikse Olmus Parafine Gomiilii Dokulardan (FFPE) DNA

izolasyonu

1.FFPE Dokusundan DNA izolasyonuna spesifik kit (Exegene™ Cell SV Mini Kit;
GeneAll) kullanilarak kit prosediiriine gére DNA izolasyon islemleri yapildi.

2 Belirlenen tiimor bloklarindan 6-7 mikron kalinhiginda 6 adet lam kesit alind1.

Tumor alanlar1 lam tizerinden kazinda.

3.Deparafinizasyon: Kazinan alanlar steril 2 ml santrifijj tiipiine konuldu. Uzerine
1 ml ksilol eklendi. Kisa vorteks yapildiktan sonra 13000 rpm ayarh
mikrosantrifiijde 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Bu islem bir kez daha

tekrarlandi. Santrifiij sonunda siipernatant atildi. Son basamak olarak, santrifiij
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tiipiine 1 ml absolii alkol konuldu ve 13000 rpm ile 5 dakika santrifiij yapildi.
Siipernatant atildi. Alkoliin u¢masi i¢in, tiiplerin agz1 agik bir sekilde oda 1sisinda

15 dakika kurumaya birakildi.

4.Dokunun par¢alanmasi agsamasi: Kuruma iglemi tamamlandiktan sonra, kit i¢inde
bulunan CL buffer’dan 180 pl ve Proteinaz K soliisyonundan 20 pl santrifiij
tiipiindeki dokuya eklendi. Iyice vortekslendikten sonra 56°C sicaklikta gece boyu

inkiibasyona birakildi.

5.Ertesi giin DNA eldesi asamasi: Dokunun bulundugu tiipler kisa bir santrifiij
yapildiktan sonra tizerine kit i¢inde bulunan BL buffer’dan 200 pl konuldu. VVorteks
ile BL bufferin iyice karigtirtlmasi saglandi. Tiipler 70°C sicaklikta 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kisa santrifiij yapildi. Uzerine 200 pl absolii
alkol eklendi. Vorteks yapildi. Elde edilen karisim, kit i¢inde bulunan kolonlara
aktarildi. 8500 rpm ile 1 dakika santrifiij yapildi. Kolonlar temiz tiip igine alindi.
Kolon iizerine, kit i¢inde bulunan BW soliisyonundan 600 pl konuldu. 8500 rpm
ile 1 dakika santrifiij yapildi. Kolon temiz tiipe alindi. Kolon iizerine, kit iginde
bulunan TW soliisyonundan 700 pl konuldu. 8500 rpm ile 1 dakika santrifiij yapildi.
Kolonlar temiz tiipe alinarak 13000 rpm ile 2 dakika santrifiij yapilarak TW

soliisyonu iyice kolondan uzaklastirildi.

6.DNA eliisyon asamasi: Kolonlar temiz santrifiij tiipiine alindi. Kolonlara, kit
icerisinde bulunan AE bufferdan 100 pl eklendi ve oda isisinda 5 dakika
inkiibasyon yapildiktan sonra 13000 rpm ile 2 dakika santrifiij yapilarak DNA

eldesi tamamlandi.
7.Nanodrop kullanilarak DNA miktar1 ve kalitesi 6l¢iildii.

8.Elde edilen DNAlar, -20°C sicaklikta saklandi.
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3.5.2. Real Time PCR

Hedef Diziler:

GACCTGACCCTGTGGTTTTGGCATTTGACATTGAGACGACCAAACTGC
CCCTCAAGTTTC

[C/IGITITGATGCTGAGACAGACCAGATTATGATGATTTCCTACATGATC
GATGGCCAGGGCTACC P286R/S

TCATCACCAACAGGGAGATTGTTTCAGAAGATATTGAAGATTTTGAGT
TCACCCCCAAGC

CAGAATATGAAGGCCCCTTTTGTGTCTTCAATGAACCCGATGAGGCTC
ATCTGATCCAAA

GGTGGTTTGAACACGTCCAGGAGACCAAACCCACCATCATGGTCACCT
ACAACGGGGACT

TT[T/C][T/CIG]ITGACTGGCCATTTGTGGAGGCCCGGGCAGCAGTCCACG
GTCTGAGCATGCAGCAGG F367S/C/L

AGATAGGCTTCCAGAAGGACAGCCAGGGG[G/CIAGTACAAGGCGCCCC
AGTGCATCCACATGG E396Q

ACTGCCTCAGGTGGIG/T]TGAAGAGGGACAGTTACCTTCCTGTGGGCA
GTCATAATC[T/CJCAAGG V411L-L424P

CGGCCGCCAAGGCCAAGCTAGGCTATGATCI[C/IG]JCGTGGAGCTAGACC
CGGAGGACATGTGCC P436R

GGATGGCCACGGAGCAGCCCCAGACTCTG[G/C]JCCACGTATTCTGTGTC
AGATGCTGTCGCCA A456P

CTTACTACCTGTACATGAAGTACGTCCACCCATTCATCTTTGCTCTGTG
CACCATTATTC-485

22



Allel Spesifik Realtime PCR Prensibi;

Allele 6zgii primerler, sadece primerin 3 ucundaki mutasyon doniisiim bazina
tamamladiysa, PCR amplifikasyonuna izin vermek i¢in, uygun PCR yazilim
kullanilarak tasarlanmistir. Primerler, primer blast arama motorunu kullanarak
spesifisitesi arastirilmistir. Hedef mutasyona 6zgii baz degisimi 6rnek DNA’sinda
mevcut ise PCR c¢ogalma islemi gergeklesir ve master mix igerisinde bulunan
hibridizasyon probu ile realtime PCR cihazi bu ¢ogalmalarin varligin1 ¢ogalma

egrisi olarak yaziliminda gdsterir.

Her bir mutasyon i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere asagidaki PCR kurulumu ile Dr

Gozde Koca Yilmaz tarafindan (3) asagidaki reaksiyonlar gergeklestirilmistir.

10ul---------- 2X Master Mix with Eva Green (Genmark Turkiye)
2ul----------—- 0,2 uM (forward ve Reverse primer karigimi) (Oligomer-Turkiye)
50ng-------- Ornek DNA s1

Toplam PCR Hacmi:20uL

Reaksiyonlar CFX96 (Biorad-ABD) Realtime-PCR cihaziyla asagida belirtilen

sartlarda caligilmis ve arastirilmistir.
95C----15dk
95C----15sn

60C----40sn (Okuma- EvaGreen)

Allel Spesifik Realtime PCR Primerleri:

P286Rfor primeri: ATAATCTGGTCTGTCTCAGCATCGC

P286Rrev primeri: TTTGGCATTTGACATTGAG
P286Sfor primeri: CCAAACTGCCCCTCAAGTTTAT
P286Srev primeri: CCATCGATCATGTAGGAAAT

F367Sfor primeri: ACCTACAACGGGGACTTAC
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F367Srev primeri: TCAAATGCTGCCCAGTTACTCA
F367Cfor primeri: CCTACAACGGGGACTTTGC
F367Crev primeri: TCAAATGCTGCCCAGTTACTCA
F367Lfor primeri: ACCTACAACGGGGACTTTCG
F367Lrev primeri: TCAAATGCTGCCCAGTTACTCA
E369Qfor primeri: CAGAAGGACAGCCAGGGAC
E369Qrev primeri: GAGGCAGTCCATGTGGAT
V411L for primeri: GAAGGTAACTGTCCCTCTTCGA
V411Lrev primeri: TGTTAGAATCATCCTGGCTTCT
L424Pfor primeri: CTTCCTGTGGGCAGTCATAATAC
L424Prev primeri: TAGCTCCACGGGATCATAG
P436Rfor primeri: CCGGGTCTAGCTCCACAC
P436Rrev primeri: TGAAGAGGGACAGTTACCTT
A456Pfor primeri: GTTCTCTCCTCAGACTCTAC

A456Prev primeri: CAGGTAGTAAGTGGCGACAG

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Olgulardan elde edilen sayisal veriler kodlanarak bilgisayar programina

aktarildi. Istatistiksel degerlendirme igin SPSS (Statistical Package for Social

Science, Chicago, Il, USA) 23.0 Windows paket programi kullanildi. Betimsel

istatistikler ortalama, standart sapma, frekans ve yiizde degerleri ile verilmistir.

Gruplarin ortalama degerlerinin karsilagtirilmasinda t testi ve Mann Whitney U

testleri uygulanmistir. Gruplara gore oransal 6zelliklerin incelenmesi amaci ile Ki-

Kare analizi ve t testi uygulanmistir. Calismada olgtimler arasindaki iligkilerin

incelenmesi, Ol¢im diizeylerinin ¢ ve iizeri gruplarda degerlendirilmesi igin
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ANOVA testi yapilmistir. Evre gruplarinda farkliligin incelenmesinde ise Mann
Whitney U testi yapilmistir. Anlamlilik degeri olan p degerinin, 0,05’ten kiigiik

olmasi (p<0,05) istatistiksel agidan anlaml1 kabul edilmistir.
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4. Bulgular

4.1. Olgularin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Calismaya, tani sirasindaki yaslar1 27 ile 84 araliginda 55 kadin olgu dahil
edildi. Hastalarin median yas1 62, ortalama yasi 62,5 yil olarak hesaplandi.
Hastalarin histolojik derecesi, 13 olguda FIGO histolojik derece 2 iken 42 olguda
FIGO histolojik derecesi 3’tii. Histolojik olarak 36 olgu endometrioid karsinom, 11
olgu ser6z karsinom ve 8 olgu miks karsinom fenotipine sahipti (Sekil 1).
Myometrium invazyonu 36 olguda '4’den fazlaydi. Serviks invazyonu 16 olguda
tanimlandi. Hematoksilen ve eozin slaytlarda yapilan degerlendirmede 21 olguda
lenfovaskiiler invazyon bulunmaktaydi. Makroskopik ve mikroskobik olarak
degerlendirildiginde, 8 olguda adneksiyal yayilim, 7 olguda omental yayilim
gozlendi. 9 olguda paraaortik lenf nodlara, 14 olguda pelvik lenf nodlarina
yayilim vardi. 55 olgu igerisinden operasyon sonrast 5 yil igerisinde 20 olgu

hayatin1 kaybetmisti.
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Sekil 1- Endometrlal karsmom hlstopatolo_] ik alt t1pler1 (H&E) Sekll
1A) Endometrioid Karsinom (x100), 1B) Skuamoz Diferensiasyonlu
Endometrioid Karsinom (x100), 1C) Ser6z Karsinom (x100)
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Olgulara molekiiler siniflandirma uygulandiginda 11 olgu POLE mutant, 14
olgu mikrosatellit instabil, 15 olgu P53 wild tip, 15 olgu P53 mutant olarak
siniflandirilmistir. POLE mutasyonlu olgularin ortalama yas1 58,09, MSI olgularin
ortalama yas1 62,14, P53 wild tip olgularin ortalama yas1 58,67 iken P53 mutant
grubun ortalama yas1 69,93 olarak hesaplandi. Calismamizda P53 mutant hastalarin
ortalama yasi1 belirgin derecede, POLE mutant ve P53 wild tip hastalarin ortalama
yasina gore daha ileri yasta bulunmustur (p=0,015). Olgularin molekiiler siniflama

ve yas dagilimi iligkisi asagida Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Molekiiler Gruplara Gore Yas Dagilim

Ort.ts.s. p
POLE Mutant 58,09+15,46
MSI 62,14+5,25
e 0,015*
P53 wild tip 58,67+7,98
P53 Mutant 69,93+9,60

**ANOVA testi, *0,05 diizeyinde anlaml iligki

Niiks orani en diistik grup %7,1 ile MSI mutasyonu gosteren grup iken, niiks
orani en yiiksek grup %66,7 ile P53 mutant grup olarak belirlendi. En yiiksek 5
yillik sagkalim oranina sahip grup %93,3 ile P53 wild type grubuydu. MSI mutant
grup %71,4, POLE mutant grup ise %63,6 sagkalim oranlarina sahipti. P53 mutant
grup %26,7 ile en kotii sagkalim oranina sahipti.

Hastalarin yaslariin 60 yas iizerinde olmasinin 5 yillik sagkalim oranlarini
azalttig1 saptandi1 (p=0,005). Molekiiler gruplara gore incelendiginde P53 mutant
hastalarin 5 yillik sagkalim oranlarimin diger molekiiler gruplara gore belirgin az
oldugu gozlendi (p=0,002). Histolojik tipe gore sagkalim oranlarinin istatistiksel
anlamli fark gostermedigi belirlendi (p=0,096). Ancak endometrioid karsinomlarin,
serdz karsinomlara gore yaklagik 2 kat 5 yillik sag kalim oranina sahip oldugu

gozlendi.
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Tiimor boyutu 2 cm iizerinde ve altinda olan hastalarin sagkalim oranlarinin
istatistiksel anlamli fark gostermedigi belirlendi (p=0,616). Myometrium
invazyonu, adneksiyal yayilim, lenfovaskiiler invazyon, serviks invazyonu
durumuna gore 5 yillik sagkalim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak belirgin fark
saptanmadi (sirasiyla, p=0,957, p=0,124, p=0,834, p=0,911). Sitoloji sonucu
malign olan hastalarin 5 yillik sagkalim oranlari, benign olan hastalara goére
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi (p=0,014). Omentum
invazyonu bulunan olgularin 5 yillik sagkalim oranlarinin belirgin 6lglide az oldugu
goriildii (p=0,007). Paraaortik lenf nodu tutulumu ve pelvik lenf nodu tutulumu olan
hastalar 5 yillik sagkalim oranlari agisindan incelendiginde istatistiksel agidan
anlamli fark gozlenmedi (sirasiyla, p=0,709, p=0,539). Hastalarin evre diizeyinin
1-2 ve 3-4 olmasina gore sagkalim oranlar1 evre 3-4 hastalarda daha diisiiktli ancak
istatistiksel agidan anlamli fark izlenmedi (p=0,385).

AMF skorunun 6 diizeyinin altinda veya 6 ve iizerinde olmasi durumuna
gore 5 yillik sagkalim oranlarinin herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi
(p=0,799). AMFR skorunun 5 diizeyinin altinda veya 5 ve iizerinde olmasi
durumuna gore sagkalim giin siireleri arasinda istatistiksel bir anlamli fark
bulunmamaktaydi (p=0,775). Hastalarin klinik ve patolojik 6zelliklerinin sagkalim

giin siirelerine gore iliskileri tablo 2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2: Hastalarin Ozelliklerine Gére Sagkalim Siirelerinin Incelenmesi

Ozellik Olii Sag p**
<60 yas 3 (%13,6) 19 (%86,4)
Yag™ 60 yas 17 %51,5) | 16 (%ds5) | 200"
POLE Mutant 4 (%36,4) 7 (%63,6)
) MSI 4 (%28,6) 10 (71,4)
Molekiiler Grup 52" o i 1667) | 14 (%933) | 200
P53 mutant 11 (%73,3) 4 (%26,7)*
Endometrioid 10 (27,8) 26 (%72,2)
Histolojik Tip Seroz 7 (%63,6) 4(%36,4) | 0,096
Miks 3 (%37,5) 5 (%62,5)

Tiimor boyutu <2cm 2 (%50,0) 2 (%50,0) 0.616
(cm)*** >2 cm 18 (%35,3) | 33 (%64,7) '
Myometrium 1/2'den az 7 (%36,8) 12 (%632) | (g7

invazyonu 1/2'den fazla 13 (%36,1) | 23 (%63,9) :
Lenfovaskiiler Yok 12 (%35,3) 22 (%64,7) 0.834
invazyon Var 8 (%38,1) 13 (%61,9) '
Serviks Yok 14 (%359) | 25(%640) | 41,
invazyonu Var 6 (%37,5) 10 (%62,5) :
Adneksiyal Yok 15 (%31,9) 32(%681) | 4104
Yayilhm Var 5 (%62,5) 3 (%37,5) !
~ Omentum Yok 14 (%29,2) 34 (%70,8) 0.007%*
Invazyonu*** Var 6 (%85,7) 1 (%14,3) '
Benign 16 (%31,4) | 35 (%68,6)
Suge+ Malign 4 (%100) 0@e0) | 014"
Paraaortik Lenf Negatif 16 (%34,8) 30 (%65,2) 0.709
Nodu*** Pozitif 4 (%44.4) 5 (%55.,6) :
Pelvik Lenf Negatif 16 (%39) 25 (%61) | 4 cag
Nodu*** Pozitif 4 (%28,6) 10 (%71,4) :
12 12 (%32,4) | 25 (%67,6)
Evre 34 8 (W44 d) | 10 (%556) | 000
AMF S;?{“ SVe | 11(%37,9) | 18 (%62.1)
0,799
AMF AMPSOIBVE | 9 (30.6) | 17 (%65.4)
AMFVF; :l'i?r“ | 15375 | 25(%625)
AMFR AMFR skoru 5 0.775
> 5 (%33,3) 10 (%66,7)
ve ustu
Pearson Ki-kare testi, ***Fisher’s Exact Test, * p<0,05 diizeyinde

anlamlidir,**p<0,01 diizeyinde anlamlidir.
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42. AMF ve AMFR Immiinohistokimyasal Antikorlariin Klinik

Parametrelerle iliskisi

AMF antikoru ile immiinohistokimyasal olarak 55 olgu igerisinde 15 olgu
+1 siddetinde, 26 olgu +2 siddetinde, 14 olgu +3 siddetinde boyanma gosterdi.
AMF ile boyanan alan oran1 %S5 ile %90 arasinda degismektedir (Sekil 2).

AMFR antikoru ile 5 olguda boyanma izlenmemistir. AMFR antikoru ile 21
olgu +1 siddetinde, 17 olgu +2 siddetinde, 12 olgu +3 siddetinde boyanma
gostermistir. AMFR antikoru ile boyanma yiizdeleri %0 ile %100 arasinda
degismektedir. AMFR antikoru ile 10 olguda +3 siddetinde membran boyanmast

izlenirken geriye kalan 45 olguda membran boyanmasi gozlenmedi (Sekil 3).

P53 mutasyonu durumu, myometrium invazyonu, lenfovaskiiler invazyon,
serviks invazyonu, omentum invazyonu, evre, paraaortik ve pelvik lenf digimi
durumlarina gére AMF skorlarinin farklilik gostermedigi tespit edilmistir (sirasiyla,
p=0,330, p=0,856, p=0,722, p=0,849, p=0,436, p=0,545, p=0,815, p=0,692).
Sitoloji sonucuna gére malign sitolojisi olan olgularin, AMF skorlarinin daha diisiik
oldugu goriildii (p=0,042).
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Sekil 2. AMF Immiinohistokimyasal Antikoru ile Boyanma Siddetleri:
2A) +1 Siddetinde Sitoplazmik Boyanma (x200), 2B) +2 Siddetinde Sitoplazmik
Boyanma (x200), 2C) +3 Siddetinde Sitoplazmik Boyanma (x200)
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Sekil 3. AMFR Immiinohistokimyasal antikoru ile Sitoplazmik Boyanma Siddetleri

ve Membran6z Boyanma: 3A) +1 Siddetinde Sitoplazmik Boyanma (x200), 3B) +2
Siddetinde Sitoplazmik Boyanma (x200), 3C) +3 Siddetinde Sitoplazmik Boyanma
(x200), 3D) +3 Siddetinde Membran Boyanmasi (x200)
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Myometrium invazyonu, lenfovaskiiler invazyon, serviks invazyonu, evre,
paraaortik ve pelvik lenf diigiimii durumlarina gére AMFR skorlarinin istatistiksel
anlamli farklihik gostermedigi tespit edilmistir (sirasiyla, p=0,621, p=0,396,
p=0,675, p=0,056, p=0,990, p=0,759). Ancak istatistiksel agidan anlamli olmasa da
evre arttikca AMFR skoru ortalamasinin diisiis egiliminde olmast dikkati cekti
(p=0,056). P53 mutant olgularin, AMFR skorlar1 ortalamasinin, P53 mutant grupta
olmayan popiilasyona gore daha diisiik oldugu goriildi (p=0,019). Sitolojisi malign
olan olgularin AMFR (p=0,026) skorlarinin daha diisiik oldugu gériildii. Omentum
invazyonu olan olgularin, AMFR skorlar1 ortalamasinin daha diisiik oldugu
belirlendi (p=0,047). Klinik bulgularin AMF ve AMEFR skorlari ile iligkisi tablo 3’te

Ozetlenmistir.
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Tablo 3: AMF, AMFR Olgiimlerine Etki Eden Diger Faktorler

AMF AMFR
SKORU P SKORU P
Ort.ts.s. ort.£s.s.
Yok 5,12+1,52 3,97+1,33
P53 Mutant 0,330 0,019*
Var 4,67+1,59 2,87+1,92
1/2'den
4,95+1,75 3,53+1,93
. Az
Myometrium 0,856 0,621
invazyonu 1/2'den
5,03+1,44 3,75+1,38
Fazla
. Yok 5,06+1,52 3,53+1,54
Lenfovaskiiler 0,722 0,396
invazyon Var 4,90+1,61 3,90+1,64
. Yok 5,03+£1,53 3,74+1,31
_ Serviks 0,849 0,675
Invazyonu Var 4,94+1,61 3,5+2,13
Yok 5,06+1,46 3,83+1,46
Omentum 0,436 0,047*
invazyonu Var 4,57+2,07 2,57+1,99
Benign 5,12+1,51 3,80+1,46
Sitoloji i 0,042* 0,026*
Malign 3,50+1,29 2,00+2,31
1 5,03+1,40 3,84+1,21
2 5,33+1,75 3,00+2,10
Evre** 0,545 0,056
3 5,17+1,64 4,25+1,60
4 4,17+1,94 2,33+2,06
_ Yok 4,98+1,53 3,67+1,58
Paraaortik 0,815 0,990
Var 5,11£1,69 3,67+1,66
) Yok 4,95+1,47 3,63+1,44
Pelvik 0,692 0,759
Var 5,14+1,79 3,79+1,97

T testi **ANOVA testi, *0,05 diizeyinde anlamli iligki
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4.3. AMF ve AMFR Immiinohistokimyasal Antikorlarimin Molekiiler
Gruplar ve Histolojik Tip ile Tliskisi

POLE mutant olgularin AMFR skor ortalamasi 4,45 iken POLE mutasyonu
olmayan olgularda AMFR skoru ortalamasi 3,47 olarak saptandi. Mann-Whitney U
testi uygulandiginda POLE mutant hasta grubunun AMFR skor ortalamasi geri
kalan popiilasyona gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p=0,043). AMFR skoru
55 olgunun 15’inde 5 ve iizeri bir skor alirken 40 olguda 4 ve altinda skor ald.
AMFR skorlar1 5 diizeyi ve lstiinde olan hastalarin daha yiiksek oranda POLE
mutant grupta bulundugu belirlendi (p=0,023). Buna karsin, AMFR skoru 5 ve
tizerinde bulunan hastalarin daha diisiikk oranda P53 mutant grupta bulundugu
saptand1 (p=0,045). AMFR skorunun 5 ve iizerinde bulunmasinin, POLE mutant
hastalar1 belirlemede duyarlilifi %54,5, seciciligi %79,5 olarak belirlendi. AMF,
AMEFR skoru 5 ve tizeri olan olgularin P53 wild tip, MSI ve P53 mutant gruplarinda

bulunma iligkileri sirasiyla tablo 4, tablo 5 ve tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 4: AMF, AMFR Skoru 5 ve Uzeri Olanlarda P53 wild tip Durumuna

Gore incelenmesi

P53 wild tip
Skor Yok var P
N % N %

4 ve altinda 14 35,0 6 40,0

AMF 0,731
5 ve lizerinde 26 65,0 9 60,0
4 ve altinda 31 77,5 9 60,0

AMFR 0,194
5 ve lizerinde 9 22,5 6 40,0

**Pearson Ki-kare testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik
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Tablo 5: AMF, AMFR Skoru 5 ve Uzeri Olanlarda MSI Durumuna Gore

incelenmesi
MSI
Skor Yok Var P
N % N %
4 ve altinda 13 31,7 7 50,0
AMF 0,219
5 ve lizerinde 28 68,3 7 50,0
4 ve altinda 28 68,3 12 85,7
AMFR** 0,304
5 ve lizerinde 13 31,7 2 14,3

Pearson Ki-kare testi, **Fisher’s Exact Test, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Tablo 6: AMF, AMFR Skoru 5 ve Uzeri Olanlarda P53 Mutant Durumuna

Gore Incelenmesi

P53 Mutant
Skor Yok Var P
N % N %
4 ve altinda 14 35 6 40
AMF ** 0,731
5 ve tizerinde 26 65 9 60
4 ve altinda 26 65 14 93,3
AMFEFR*** 0,045*
5 ve tizerinde 14 35 1 6,7

*** Fisher’s Exact Test, **Pearson Ki-kare testi, *0,05 diizeyinde anlamh farkhlik

11 POLE mutasyonu bulunan olgunun 10’unda +2 ve +3 siddetinde
boyanma izlendi. 11 POLE mutant olgunun hepsinde %50’nin iizerinde alanda
sitoplazmik boyanma izlendi. POLE mutant olgularin AMF skor ortalamasi
yaklasik 5,90 iken, POLE mutasyonu tagimayan olgularin AMF skor ortalamasi
yaklasik 4,77 olarak bulunmustur. T testi uygulandiginda AMF skor ortalamasinin
POLE mutant grupta, POLE mutasyonu tasimayan hasta grubuna gére anlaml
derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0,003). AMF skoru 55 olgunun 26’sinda 6
ve 7 skoruna ve 29 olguda 5 ile 2 arasinda degere sahipti. AMF skoru 11 POLE
mutasyonuna sahip olgularin 9’unda 6 ve fizerinde bulunurken, 44 POLE
mutasyonu bulunmayan olgularin 17’sinde 6 ve tizerinde bulundu. AMF skorlar1 6
ve lstlinde olan hastalarin daha yiiksek oranda POLE mutasyonu gosterdigi

saptand1 (p=0,017). AMF skorunun 6 ve iizerinde bulunmasimin, POLE mutant
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hastalar1 belirlemede duyarlilig1 %81,8, seciciligi %61,4 olarak saptandi. AMF’nin
6 ve lizeri skorlu hastalarda POLE mutasyonuna gore incelenmesi tablo 7°de

Ozetlenmistir.

Tablo 7: AMF, AMFR Skorunun 6 ve Uzeri Olanlarda POLE Mutasyonuna

Gore Incelenmesi

POLE Mutant
Skor Yok Var p
N % n %
5 ve altinda 27 61,4 2 18,2
AMF 0,017*
6 ve iizerinde 17 38,6 9 81,8

Fisher’s Exact Test, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

AMF skorlar1 5 ve iistiinde olan hastalarin, daha yiliksek oranda POLE
mutasyonlu grupta yer aldigi1 belirlendi (p=0,042). AMF, AMFR skoru 5 ve iizeri
olanlarda POLE mutasyonu ile iliskisi tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8: AMF, AMFR Skoru 5 ve Uzeri Olanlarda POLE Durumuna Gére

incelenmesi
POLE Mutant
Skor Yok Var P
N % N %
4 ve altinda 19 43,2 1 91
AMEF ** 0,042*
5 ve tizerinde 25 56,8 10 90,9
4 ve altinda 35 79,5 5 45,5
AMFEFR*** 0,023*
5 ve uizerinde 9 20,5 6 54,5

***Pearson Ki-kare testi **Fisher’s Exact Test, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

38



Toplam 10 olguda, hiicre membraninda AMFR boyanmasi saptandi.
Boyanma yiizdesi olgular arasinda %1 ile %30 arasinda degismekteydi. Molekiiler
gruplar arasinda P53 wild tip grubunun AMFR membran boyanma yiizdesi
ortalamasinin, diger gruplara gore daha yiiksek diizeylerdeydi (p=0,238). Histolojik
tipe gore bakildiginda serdz karsinom grubunun AMFR membran boyanma yiizdesi
ortalamasinin, endometrioid karsinom ve miks karsinom gruplarina gore daha
diisiik diizeylerde oldugu gozlendi (p=0,784). AMFR membran boyanma

yiizdesinin molekiiler grup ve histolojik tip iliskisi tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9: AMFR Membran Boyanmasi ile Molekiiler Gruplar ve Histolojik

Tip Iliskisi
AMFR Membran
Boyanma Yiizdesi P
Ort.%s.s.
Endometrioid 2,36+6,27
Histolojik Serdz 1,00+3,00 0,784
b Miks 2,50+7,07
POLE Mutant 1,00+2,00
Molekiiler MSI 1,79+5,41 0.238
Simiflama P53 wild tip 4,67+£9,15
P53 Mutant 0,67+2,58

**ANOVA testi*0,05 diizeyinde anlamli iliski

4.4. AMF ve AMFR Immiinohistokimyasal Antikorlarimn Niiks ve Sagkahm
ile Tliskisi

AMF skoru ortalamasi niiks olan olgularda ortalama 4,77, niikks olmayan
olgularda ortalama 5,07 degerlerini aldi. Niiks ile olgularin AMF skorlar1 arasinda
istatistiksel anlaml1 iliski saptanmadi (p=0,541).

AMFR skorunun niiks gelisen hastalardaki ortalamasi 2,84 iken, niiks
gelismeyen olgularda 3,93 olarak daha yiiksek bulundu (p=0,029). AMFR

mutasyonlari tiimor evrelerindeki niiks durumuna gore degerlendirildiginde evre 1
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hastalarda niiks gelisen olgularda AMFR skorunun daha diisiik seviyelerde oldugu
gozlendi (p=0,030). Evre 2, 3 ve 4 olan hastalarda istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmadi (p>0,05). AMFR skorunun evrelere gore niiks iliskisi tablo 10’da

gosterilmistir.

Tablo 10: AMFR Skorunun Evrelerdeki Niiks Durumuna Gére incelenmesi

Niiks
Yok Var
AMFR Skoru P
Ort.ts.s. Ort.ts.s.
1 4,14+0,99 3,11x1,45 0,030*
2 2,80+2,28 4,00 0,656
- 3 4,25+1,60 - -
4 3,001,00 1,67+£2.89 0,492

**T testi yapilmistir. *0,05 diizeyinde anlamli farklilik

Ser6z karsinomlar arasinda niiks durumuna gore AMFR skorlari
degerlendirildiginde, niiks olan grupta anlamli olarak daha diisiik diizeylerde
oldugu goriildi (p=0,025). Endometrioid karsinomlu olgularda niiks gelisen
olgularda AMF skorunun daha yiiksek oldugu izlendi (p=0,001). Miks karsinom
hasta grubunda AMF, AMFR skorlar1 ve niiks agisindan farklilik gézlenmedi
(p>0,05). AMF ve AMFR skorlariin histolojik tiplerdeki niiks iligkileri tablo 11°de

incelenmistir.
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Tablo 11: AMF ve AMFR Skorlarimin Histolojik Tipe Gore Niiks Durumuna

Gore incelenmesi

AMF SKORU AMFR SKORU
Niiks Niiks
Yok Var p Yok Var p
Ort.ts.s. Ort.£s.s. Ort.ts.s. Ort.+s.s.
Endometrioid | 5:06+1,48 | 6,00:0,00 | 0,001* | 4,0041,06 | 4,67+0,58 | 0,295
Histolojik

tip Seroz 6,00+0,82 | 4,14+1,68 0,071 5,00+1,41 2,29+1,7 0,025*
Miks 4,40+2,19 | 5,00+1,73 0,702 2,60+2,61 | 2,33+2,08 0,886

T testi, *0,05 diizeyinde anlamli iligki

AMF skorunun 5 yillik sagkalim oranlarina gore evre 1, evre 2, evre 3 ve

evre 4 gruplan igerisinde farklilik gostermedigi saptandi (sirasiyla, p=0,866,

p=0,351, p=0,850, p=0,110). AMF skorunun evrelere gére sagkalima etkisi tablo

12’de Ozetlenmistir.

Tablo 12: AMF Skorunun Evrelerdeki Sagkalim Durumuna Gére

Incelenmesi
Son Durum
Olii Sag
AMF Skoru i
Ort.ts.s. Ort.ts.s.
1 5,09+1,38 5,00+1,45 0,866
2 7,00 5,00+1,73 0,351
Evre grup

3 5,33£1,53 5,11+1,76 0,850
4 3,60+1,52 7,00 0,110

**T testi yapilmugtir.

Sagkalim oranlarina gore AMFR immiinohistokimyasal antikoru skorunun

evre 1, evre 2, evre 3 ve evre 4 gruplar igerisinde farklilik gostermedigi belirlendi
(swrasiyla, p=0,501, p=0,656, p=0,374, p=0,765). Olgularin AMFR skorlarinin

sagkalim ile iliskisi tablo 13’te incelenmistir.
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Tablo 13: AMFR Skorlarinin Evrelerdeki 5 Yillik Sagkalhima Gore

incelenmesi
Son Durum
Olii Sag
AMFR SKORU P
Ort.ts.s. Ort.ts.s.
1 3,64+1,43 3,95+1,1 0,501
2 4,00 2,80+2,28 0,656
Evre 3 5,00+1,73 4,00+1,58 0,374
4 2,20+2,28 3,00 0,765

**T testi testi yapilmistir.
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4.5. AMF ve AMFR Immiinohistokimyasal Antikorlarimin Tiimér
Tomurcuklanma Skoru ile Tliskisi

Olgularimizda ortalama peritiimoral tomurcuk sayisi (Sekil 4) 2,27 olarak
hesaplandi. ITBCC tiimor tomurcuklanma skoru uygulandiginda peritiimoral
tomurcuklanma skoru 55 hasta icerisinde 47 olguda 1 skoruna, 6 olguda 2 skoruna
ve 2 olguda 3 skoruna sahipti. Endometrioid karsinomlu olgularda 31 olgu 1
skoruna sahipken 4 olgu 2 skoruna, 1 olgu 3 skoruna sahipti. Serdz karsinomlu hasta
grubunda 10 olgu 1 skoruna, 1 olgu 2 skoruna sahipti. Miks karsinom hasta grubu
igerisinde 6 olgu 1 skoruna, 1 olgu 2 skoruna ve 1 olgu 3 skoruna sahipti. Skorlama
sisteminde “0” skorunu da igeren 4 skorlu peritiimoral tomurcuklanma skoru
uygulandiginda endometrioid karsinomlar igerisinde 6, serdz karsinomlar igerisinde
1 olgu, miks karsinomlar igerisinde 2 olgu “1” yerine “0” skorunu ald.

Olgularin intratiméral tomurcuk sayilarina (Sekil 4) gore ITBCC timor
tomurcuklanma skoru uygulandiginda 40 olgu 1 skorunu, 13 olgu 2 skorunu ve 2
olgu 3 skorunu elde etti. Endometrioid karsinomlu olgular igerisinde 27 olgu 1
skorunu, 8 olgu 2 skorunu ve 1 olgu 3 skorunu aldi. Miks karsinomlu olgular
igerisinde 5 olgu 1 skorunu, 3 olgu 2 skorunu aldi. Serdz karsinomlar arasinda 8
olgu 1 skoruna, 2 olgu 2 skoruna, 1 olgu 3 skoruna sahipti. Skorlama sistemi “0”
skorunu da igeren 4 skorlu intratimoral tomurcuklanma skoruna gore
uygulandiginda endometrioid karsinomlar igerisinde 4 olgu, miks karsinomlar

icinde 2 olgu, toplam 6 olgu “1” yerine “0” skoru aldu.
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Sekil 4. Tiimdr Tomurcuklart H&E (x400): 4A) Intratiiméral tiimor tomurcuklar:
(x400), 4B) Peritiimoral tiimor tomurcuklar: (x200)
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ANOVA testi uygulandiginda peritiimoral tomurcuklanma skoru 3 olan
olgularin skoru 1 olan olgulara gére AMFR skorlar1 ortalamasinin daha diisiik
oldugu izlendi (p=0,043). Diger skorlandirma sistemlerinde istatistiksel agidan
anlamli bir fark olmasa da tomurcuklanma skoru artttkca AMFR skorlarinin
diistiigii gézlendi (p>0,05). AMF ve AMEFR skorlarinin, tomurcuklanma skorlari ile
iliskileri tablo 14’te d6zetlenmistir.

Tablo 14: AMF, AMFR ve iTB, PTB, iTB (4 skorlu), PTB (4 skorlu) iliskileri

AMF AMFR
Skor | SKORU P SKORU P
Ort.=s.s. Ort.&s.s.
Intratiimoral 1 5,15+1,53 3,85+1,55
Tomurcuklanma 2 4,69+1,60 | 0,426 | 3,23+1,69 | 0,395
Skoru 3 4,00+1,41 3,00+1,41
Peritiimoral 1 5,06+1,51 3,81+1,42
Tomurcuklanma 2 5,00+1,67 | 0,379 | 3,50+2,17 | 0,043*
Skoru 3 3,50+2,12 1,00+£1,41
, 0 4,67+2,07 4,67+1,03
Intratiimoral
1 5,23+1,44 3,71+£1,59
Tomurcuklanma 4 0,497 0,290
2 4,69+1,60 3,23+1,69
skorlu
3 4,00+1,41 3,00+1,41
0 5,67+1,00 4,33+1,12
Peritiimoral
1 4,92+1,58 3,68+1,47
Tomurcuklanma 4 0,303 0,055
2 5,00+1,67 3,50+2,17
Skorlu
3 3,50+2,12 1,00+1,41

**ANOVA testi, *0,05 diizeyinde anlamli farklilik.
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5. TARTISMA

Endometrial karsinomlarin prognozlari evre, histolojik tip, histolojik derece
gibi ¢ok sayida faktor tarafindan etkilenmektedir. Ayrica son yillarda prognozun
POLE mutasyonu, MSI, P53 mutasyonu, MUC16 mutasyonu gibi cesitli
mutasyonlara bagl etkilendigi gdsterilmistir. Diinya Saglhik Orgiitii, mutasyonlarin
prognoz iizerindeki etkisi nedeniyle 2020 yili siniflandirmasinda endometrium
karsinomlarinda molekiiler siniflandirmayr kullanmaya baslamistir. Ancak bu
simiflandirma igerisinde POLE mutasyonu basamagi diinyanin 6nemli bir
bolimiinde, molekiiler tetkiklere ulagimin  kisithh  olmast  nedeniyle
uygulanamamaktadir. Biz bu c¢alismada immiinohistokimyasal AMF antikoru
ekspresyonu yardimiyla POLE mutasyonunu yiiksek bir duyarlilik ile belirledik ve
bu antikorun, endometrial karsinomlarin molekiiler siniflandirmasinda triaj

amaciyla kullanilabilecegini gosterdik.

Li ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 80 POLE mutant ve 446 POLE wild
tip hasta arasinda ekspresyonu artmis ve azalmig toplam 1587 gen
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada glikoliz metabolizmasinda gorevli 18 gen ve
glukoneogenezde gorevli 20 adet gen ekspresyonuna bakilmistir. POLE
mutasyonlu hastalarda AMF ve AMFR ekspresyonunun diger popiilasyona goére
anlamli derecede arttig1 saptanmistir. Sonug olarak POLE mutasyonunun AMF ve
AMFR ekspresyonuyla giiclii sekilde iliskisi oldugu gosterilmistir. Ek olarak ayni
calismada hasta sagkalim egrileri, yilksek AMFR ekspresyonu ve diisiik POLE

ekspresyonunun iyi prognozla iliskili oldugunu gostermistir (2).

Biz, calismamizda Y1lmaz ve ark. (3) tarafindan daha 6nce molekiiler olarak
smiflandirilmis 11’1 POLE mutasyonu gdsteren toplam 55 endometrial karsinom
olgusuna immiinohistokimyasal olarak AMF ve AMFR antikorlarin1 uygulayip,
olgular1 ekspresyonlarina gore skorlandirdik. T testi uygulandiginda POLE mutant
grubun AMF skor ortalamasi, POLE mutasyonu bulunmayan hastalara gore yiiksek
belirlendi (p=0,003). AMF immiinohistokimyasal boyasiyla POLE mutant grupta
11 hastanin 9’unda AMF skorunun 6 ve iizerinde oldugunu gosterdik. AMF
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immiinohistokimyasal testi, referans test olarak kullandigimiz RT-PCR ile A456P
Ct mutasyonu saptanan 1 olgu ile F367L Ct mutasyonu saptanan 1 olgu 6’nin
altinda skor almigtir. POLE mutant grupta, POLE mutasyonu bulunmayan gruba
gore 6 ve istii skora sahip olgularin anlamli 6lgiide oraninin arttigini saptadik
(p=0,017). Calismamizda AMF immiinohistokimyasal antikorunun POLE mutant
hastalar1 bulma duyarliligin1 %81,8, segiciligini ise %61,4 olarak hesapladik.

POLE mutant grubun AMFR skor ortalamasi, POLE mutasyonu
bulunmayan hasta grubuna gore istatistiksel acidan anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p=0,043). AMFR immiinohistokimyasal antikorunun sitoplazmik
boyanmasi dikkate alindiginda POLE mutant 11 olgunun 6’sinda AMFR skorunun
5 ve ilizerinde skor aldigi goriildii. POLE mutant grupta POLE mutasyonu
bulunmayan olgulara gére 5 ve tizerinde skora sahip olgularin oranlarinin anlamli
Olgiide arttigini saptadik (p=0,023). AMFR skorunun 5 ve iizerinde bulunma
durumuna gore duyarlilik %54,5, seciciligi %79,5 olarak bulunmustur. Duyarlilig
yiiksek olmasa da segiciligi yiiksek bulunmustur.

AMF ve AMFR antikor skorlar1 dikkate alindiginda, ayni evre igindeki
olgular arasinda AMF veya AMFR skorlarina gore 5 yillik sagkalim agisindan
anlamli fark saptamadik. Niiks durumuna gére evrelerden bagimsiz tiim olgularda
(p=0,029) ve evre 1 olgularda (p=0,030) AMFR skorunu niiks gelisen olgularda
daha diistik bulduk. Benzer sekilde seréz karsinom grubu i¢inde AMFR skorlarimin,
niiks olan grupta anlamli olarak daha diisiik diizeylerde oldugu goriilmiistiir
(p=0,025). Bu bulgular AMFR skorunun azalmasinin niiks ile iligkili oldugunu
disiindirtmektedir.

Koheziv tiimorden ayrilan 1 ile 4 hiicre gruplari tiimdr tomurcugu olarak
tanimlanmaktadir. ITBCC tiimor tomurcuklanmasi skorlama sistemine gore 0,785
mm? alanda sayilan hiicre gruplar1 skorlanir. Tiimér tomurcuk sayis1 0-4 arasinda
ise skor 1, 5-9 arasinda ise skor 2 ve 9’un iizerinde tomurcuk sayis1 ise 3 skorunu
alir. Timor tomurcuklanmasinin, epitelyal-mezenkimal doniisiim ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Calismamizda epitelyal-mezenkimal doniistimiin
immiinohistokimyasal antikorlarla iligkisini saptamak amaciyla olgulara, ITBCC

skorunu ve “0” skorunu iceren ITBCC skorunu uyguladik. AMFR skorunun,
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epitelyal-mezenkimal donligiimii gostermesi amaciyla yapilan peritiimoral
tomurcuklanma skorunda yiiksek skorlu hastalarin, daha diisik AMFR skor
ortalamasina sahip oldugu belirlendi (p=0,043).

Niiks gelisen hastalarda (p=0,029), en kétii prognozlu molekiiler grup olan
P53 mutant karsinomlarda (p=0,019), ser6z karsinomlar arasinda niiks olan
olgularda (p=0,025) AMFR skoru istatistiksel agidan anlamli seviyede daha diisiik
diizeylerde bulunmustur. Ayrica omentum invazyonu bulunan olgularda AMFR
skorlarinin daha diisiik diizeyde bulunmasi (p=0,047) ve peritoneal sitolojisi malign
olgularin daha diisiik AMFR skorlarina sahip olmasi (p=0,026) nedenlerinden
dolayi, AMFR ekspresyon azalmasmin kotii prognozla iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizda en yiiksek 5 yillik sagkalim oranina sahip grup %93,3 ile P53
wild tip grubu olmakla birlikte, MSI mutant grup %71,4, POLE mutant grup %63,6,
P53 mutant grup %26,7 ile en kotii sagkalim oranma sahiptir. Sagkalim
sonuclarimiz literatiirden farkli ¢ikmigtir. Literatiirde en iyi prognozdan en kotii
prognoza gore POLE mutant, MSI, P53 wild tip ve P53 mutant gruptur (1). Bu fark
calismanin tek merkezli olmasi, hasta sayisinin literatiirdeki diger ¢aligmalara gore
daha kiiciik bir popiilasyonda yapilmasi, baz1 evrelerdeki hastalarin molekiiler
gruplarda  bulunmamasi ve sagkalimm evrelerden bagimsiz  olarak

degerlendirilmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizin bazi smrliliklart bulunmaktadir. Retrospektif arastirma
desenine sahip olmas1 ve olgu sayisinin gorece sinirli olmasi nedeniyle, sonuglar
topluma genellenirken dikkatli olunmalidir. Yine kayitlar kullanildigi i¢in dosyaya

girilmis olan hatali bilgiler sonug¢larimizi etkilemis olabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda immiinohistokimyasal olarak AMF antikoru
ekspresyonu yardimiyla POLE mutasyonunu yiiksek bir duyarlilikla belirledik.
Sonuglarimiz farkli toplumlarda dogrulanirsa, pahali ve heniiz siirl bir kullanimi1

olan molekiiler yontemlere iyi bir alternatif olabilir.
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6. Sonuclar

Endometrium karsinomlari, giinlimiizde hala morfolojiye gore tani
almaktadir. Endometrium karsinomlar1 Bokhman’a gore ikiye ayrilmaktadir. Tip 1
endometrium karsinomlari, %85 oraninda 5 yillik sagkalima sahip iyi prognozlu
karsinomlardir. Tip 2 endometrium Karsinomlar1 ise hormon tedavisine kotii yanit
veren, kotii prognozlu karsinomlardir. Ancak bu simiflama  giiniimiizde
klinikopatolojik korelasyonu saglamada yetersiz kalmaktadir. Son yillarda
endometrial karsinomlarda genetik degisiklikler hakkinda bilgi birikiminin artmasi
ve Bokhman smiflandirmasmnin prognoz ve klinikopatolojik korelasyonu
saglamada yetersiz kalmasi nedeniyle DSO 2020 yilinda molekiiler siniflamayi
standart siniflama kabul etmistir. Ancak bu smiflamanin 6zellikle bir¢ok ikinci
basamak saglik kurulusunda uygulanmasina engel olan POLE mutasyon basamagi
bulunmaktadir. Bu basamak gilinlimiizde yalnizca molekiiler yontemlerle
uygulanabilmektedir. Biz bu ilk basamaga ¢6ziim bulmak amaciyla AMF ve AMFR
antikorlarini, endometrium karsinom bloklarina immiinohistokimyasal yontem

kullanarak uyguladik.

Calismamizda POLE mutant olgularin AMF ve AMFR skor ortalamalari,
POLE mutasyonu bulunmayan olgulara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiikksek saptandi (sirasiyla, p=0,003, p=0,043). AMF immiinohistokimyasal
uygulamasi %81,8 duyarlilik ve %61,4 secicilik ile POLE pozitif endometrium
karsinomlarin1 6 ve iizeri bir skorla boyadi. Bu sekilde 11 POLE mutasyonlu
hastanin 9’unu saptamis oldu. Ayrica 5 ve lizeri AMF skorunun POLE pozitif
hastalarda boyanma oraninin diger molekiiler gruplara gore yiiksek oldugunu
gosterdik. AMF immiinohistokimyasal antikoru 11 POLE mutant olgunun 10’unda
5 ve dizeri bir skor almayi basardi (p=0,042). Biz bu immiinohistokimyasal
uygulamanin POLE potansiyeli yiliksek olan hastalar1 saptamada yararli olacagini
diisiniiyoruz. Sonuglarimiz AMFR antikorunun %79 ile iyi bir segicilige sahip

oldugunu ancak duyarliliginin ¢ok yiiksek olmamasi nedeniyle POLE ile iliskili ve
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spesifik bagka antikorlarla beraber uygulanmasi durumunda, POLE mutant olgular1

saptamakta basarili olacagini gdstermektedir.

AMFR immiinohistokimyasal uygulamasi skorlandiginda niiks gelisen,
peritoneal sitolojisi malign olan, omentum invazyonu gelisen ve en kotii prognoza
sahip molekiiler grup olan P53 mutant olgularda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha diisiik ortalama skora sahip oldugu saptanmustir (sirasiyla, p=0,029, p=0,026,
p=0,047, p=0,019). Bu bulgular, AMFR ¢kspresyon diistikliigiiniin kotii prognozla

iliskili olabilecegini diigsiindiirmektedir.
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7. OZET

2020 DSO endometrium kanseri siniflandirmasina gére endometrium
karsinomlart POLE mutant, MSI, P53 wild tip ve P53 mutant gruplarina ayrilir.
Ancak bu siniflandirmada ilk basamakta POLE mutasyonunun sadece molekiiler
yontemlerle belirlenebilmesi nedeniyle saglik kuruluslarinin biiytlik bir béliimiinde
uygulanamamaktadir. Yapilan bir ¢alismada POLE mutant olgularda anlamli
oOlglide arttig1 saptanan AMF (Autocrine Motility Factor) ve AMFR (Autocrine
Motility Factor Receptor) proteinlerinin, immiinohistokimyasal ekspresyonlarini
arastirdilk. Ayn1 zamanda bu antikorlarin epitelyal-mezenkimal doniistimle
iligkilerini belirlemek amaciyla H&E slaytlardan tiimor tomurcuklanma skorlariyla

iligkilerini degerlendirdik.

Calismamizda daha once merkezimizde tam1 almis ve Yilmaz ve ark.
tarafindan molekiiler olarak siiflandirilmig 55 endometrium karsinomu olgusunun
karsinom bloklarna AMF ve AMFR antikorlar1 immiinohistokimyasal olarak
uygulanmistir ve boyanma sonuglart degerlendirilip boyanma siddeti ve
yiizdelerine gore olgular skorlanmistir. Bu olgularin H&E slaytlart mikroskop ile

incelenip, timdr tomurcuklanmasi skorlart verilmistir.

AMF immiinohistokimyasal antikoru 11 POLE mutant olgunun 9’unda 6 ve
tizeri skor almistir. AMF antikorunun immiinohistokimyasal olarak duyarlilig
%81,8 ve segiciligi %61,4 olarak bulunmustur. AMFR antikoru ekspresyonu
ortalamasi, yiliksek peritiimoral tomurcuklanma skoruna sahip olgularda daha diisiik

bulunmustur (p=0,043).

Sonug olarak elde ettigimiz veriler 15181inda, AMF antikorunu uygulamanin,

POLE potansiyeli yiiksek olan hastalar1 saptamada énemli olacagina inaniyoruz.

Anahtar kelimeler: POLE, AMF, AMFR, Timo6r Tomurcuklanmasi,

Immiinohistokimya
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8. ABSTRACT

The previous Bokhman classification was used to classify the endometrial
carcinoma and was found ineffective with the clinicopathological correlation.
Therefore in 2020, the WHO changed their classification to the molecular
classification. Molecular classification has one big challenge, the POLE mutation
status only can be determined by molecular methods. Many hospitals around the
globe aren’t able to perform molecular methods. In a previous study, AMF
(Autocrine Motility Factor) and AMFR (Autocrine Motility Factor Receptor)
proteins were found to be increased in POLE mutant endometrial carcinoma cases.
Therefore we applied AMF and AMFR immunohistochemistry to endometrial
carcinoma cases to see whether this approach can find POLE-mutated endometrial
carcinoma cases. Furthermore, we counted tumor budding and scored it into four
different tumor budding scores to understand the relationship between epithelial-
mesenchymal transition and AMF, AMFR antibodies.

We applied AMF and AMFR immunohistochemistry to 55 endometrial
carcinoma cases molecularly classified by Koca Yilmaz et al.. Then we examined
the H&E slides of the 55 cases and counted the tumor buds. Later we transformed

tumor bud counts into tumor budding scores.

AMF antibody was able to reach a score of 6 and more on 9 out of 11 POLE
mutant cases. Also, the AMF antibody reached a sensitivity of %81,8 and a
specificity of %61,4. AMFR antibody showed low expression in high peritumoral
tumor budding scored cases (p=0,043).

As a result of our findings, we believe that immunohistochemical AMF

application can be used to triage high-potential POLE mutant cases in the practice.

Keywords: POLE, AMF, AMFR, Tumor Budding, Immunohistochemistry
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