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SIMGELER VE KISALTMALAR

a. ovarica: Arteria Overica

a. uterina : Arteria Uterina

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AKT: Serine/Threonine Protein Kinaz

AMP: Adenosin Monofosfatin

AMPK: 5’ AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz (Human Phosphorylated Adenosine
Monophosphate Activaed Protein Kinase)

Annexin-V-FITC / Pl: Annexin-V-Floresanin Izotiyosiyanat / Propidyum Iyodiir
ARIDI1A: AT Bakimindan Zengin, Etkilesim Alan1 Iceren 1A
ATP: Adenosin Trifosfat

Bl: Biological Industries

Ca2+: Kalsiyum iyonu

CaCl2: Kalsiyum Klor(r

CASP3: Kaspaz3, Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

CASP8: Kaspaz8, Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

CASP9: Kaspaz9, Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

cDNA: Komplementer (Tamamlayici) Deoksiribo Niikleik Asit
cm: Santimetre

CO2: Karbondioksit

CS: Cowden Sendromu

CTNNBL1: Catenin Beta-1

°C: Santigrad Derece

DISC: Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi

dk: Dakika

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNA: Deoksiribo Nukleik Asit

2D: 2 Boyutlu

3D: 3 Boyutlu

EC: Endometrial Karsinom

Vi



EIN: Endometrial Intraepitelyal Neoplazi

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ERBB2: Erb-B2 Reseptorl Tirozin Kinaz 2

ERT: Ostrojen Replasman Tedavisi

Eve: Everolimus

FADD: Fas ile Iliskili Oliim Alan

FAS: CD95

FasL: Fas Ligandi

FBS: Fotal Bovin Serum

FBXW?7: F-Box Ve WD Tekrar Alanlar1 igeren Protein 7
FGFR2: Fibroblast Blylime Faktori Reseptorl 2

FIGO: Uluslararasi Jinekoloji Ve Obstetrik Federasyonu
FSH: Folikul Stimdle Edici Hormon

GAPDH: Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrojenaz

GSK3p: Glikojen Sentaz Kinaz 3-Beta

HER-2 / Neu: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 /c-erbB-2
HLA-DRBI1: Insan Lokosit Antijeni DRB1 Beta Zincir
HNPCC: Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri
HOXA10: Homebox Geni

IC50 (LD50) : Letal Doz 50

IGF: Insiilin Like Growth Faktor

IGF-1: Insiilin Like Growth Faktor 1

ISGyP: Uluslararasi Jinekolojik Patologlar Toplulugu
KRAS: Kirsten Sigan Sarkoma Viral Onkogen Homologu
KT: Kemoterapi

L: Litre

LH: Luteinize Edici Hormon

LiCl: Lityum Klordir

Lit: Lityum

MAP1LC3A: Mikrotiibiille iliskili Proteinler 1A / 1B Hafif Zincir 3A
MAP1LCA3B: Mikrotiibiille Iliskili Proteinler 1A / 1B Hafif Zincir 3B
Met: Metformin
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MDK, MK: Midkine, Norit Biiylimesini Tesvik Edici Faktor 2
pg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

UM: Mikromolar

ml: Mililitre

mM: Milimolar

mRNA: Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

MLH-1: MutL Homologl

MSH-2: MutS Homolog2

MSH-6: MutS Homolog 6

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin

NaCl: Sodyum Klortr

ng: Nanogram

nm: Nanometre

nM: Nanomolar

OD: Absorbans Degerleri

OXPHOS: Oksidatif fosforilasyon

p53, TP53: Tumor Protein 53

PAX 2: Paired Box Gene 2

PBS: Fosfat Buffered Salin

PCOS: Polikistik Over Sendromu

PI: Propidyum Iyodiir

PI3K: Fosfatidilinositol 3-Kinaz

PIK3CA: Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Alfa,
PIK3CB: Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Beta
PIK3R1: Fosfoinositide-3-Kinase, Regulatory Subunit 1 (Alpha)
pM: Pikomolar

pmol: Pikomol

POLE: Polimeraz-Epsilon Geni

PR: Progesteron ReseptOru

PTEN: Fosfataz Ve Tensin Homologu

RNA: Ribo Niukleik Asit
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RPM: Dakikadaki Devir Sayisi

RPMI: Roskuyucuklu Park Memorail Institute

RT: Radyoterapi

RT: Revers Transkriptaz Enzimi

RT-PCR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SERM: Selektif Ostrojen Reseptor Modilatoridir

sn: Saniye

sp: Sapma

std: Standart

subt: Substrat

TGCA: Kanser Genom Atlas1

TNF: Timor Nekroz Faktor

TNFR1: TNF Reseptort 1

TRADD: TNF Reseptrii Ile iliskili Oliim Alan

U: Universal Unite

v.iliaca Interna: Vena Iliaca interna

VKI: Viicut Kitle Indeksi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

XTT: 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5- Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide
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OZET

2D VE 3D 1SHiKAWA ENDOMETRIAL KARSINOM HUCRE
KULTURUNDE LiTyUM, METFORMIN VE EVEROLIMUS
MADDELERININ HUCRE BUYUMESI UZERINE ETKILERI

Dr. Emine TURAL

Gelismis ilkelerde en sik goriilen jinekolojik kanser endometrial kanserdir.
Biyolojik, molekdler ve klinikopatolojik 6zelliklerine gore iki tipe ayrilir. Vakalarin
%80 1 Tip I (endometrioid histoloji) tiimorlerden olusmaktadir. Tip I tiimorler diisiik
dereceli (FIGO grade 1 ve grade 2) timorlerdir, genellikle endometrial hiperplazi ile
ortaya cikarlar ve iyi prognozludurlar.

Tip Il timorler yilksek dereceli (FIGO garde 3 ve Usti) ve endometrioid olmayan
histolojik alt tipleri icerirler. Genellikle atrofik endometrium zemininde ortaya
cikarlar, Ostrojen bagimli degillerdir ve yiiksek gradeli kotii prognozlu neoplazmlardir.
Her yi1l binlerce hasta bu nedenle 6Imektedir.

Gilinlimiizde kanser ¢aligmalarinda ve kisiye 6zel kemoterapi planlamalarinda iki
boyutlu hiicre kiiltlirii ¢alismalarindan vazgecilmektedir. 3 boyutlu (3D) hiicre
kiiltiirlerinin in vivo ortami 2 boyutlu (2D) Kkiiltiirlerden daha 1yi taklit ettigi
diistiniilmektedir

Endometrial kanserlerde erken evre ve metastatik olmayan rezektabl timdrlerde
cerrahi uygulanmaktadir. Nihai tedavi patolojik taniyla kesinlesen histolojik alt tipe
goredir. Orta riskli endometrial kanser hastalarinda ameliyat sorasi radyoterapi (RT)
ve kemoterapi (KT) uygulanmaktadir. Yiiksek riskli hastalarda ameliyat sonrast KT
mutlaka uygulanmaktadir. Karboplatin, sisplatin ve doksorubisin sik kullanilan ilaglar
arasindadir.

Calismamizin amaci endometrial kanser hiicresi olan Ishikawa hiicre hattinda
everolimus, metformin ve lityumun hiicre canliligina olan etkilerini arastirmak, 1Csq
(the half maximal inhibitory concentration; bir ilacin hiicrelerin yarisim1 6ldirdigii
doz) dozlarin1 saptamak, hiicre proliferasyonuna, invazyonuna, koloni olusumuna,

hiicre dongiisii ve apoptoz mekanizmalarina etkilerini ve terapdtik etkinliklerini in
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vitro kosullarda belirlemektir. Ayrica Midkine, PI3K, AKT, AMPK protein
seviyelerine ELISA testiyle, CASP3, CASP8, CASP9, FADD, TRADD, MAP1LC3A,
MAPILCA3B, MTOR, BECLIN1, PIK3CA, PIK3CB, AKT, TNF, FASL’ 1 RT-PCR
ile apoptozu ise Flow sitometride Annexin V ile degerlendirmektir.

Everolimus, metformin ve lityumun ICso degerleri 48. Saate sirasiyla 37,46 nM,
48,59 mM, 100 uM olarak bulunmustur. Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) sonuglarina gére maddelerin ve kombinasyon sekillerinin hiicre dongust ve
apoptoz ile iliskili genler iizerine etkileri oldugu tespit edilmistir. ELISA deneyi ile
bakilan protein diizeylerinde anlamli degisiklikler saptanmistir. Matrigel invazyon
testi ile kontrol gruplarmna gére doz gruplarinda Ishikawa hiicrelerinin invazyon
kapasitelerinin azaldig: belirlenmistir. Koloni formasyon testi ile de kontrol gruplarina
oranla doz gruplarinda koloni olusumunun belirgin oranda baskiladig tespit edilmistir.
Wound healing deneyi sonuglart ile doz gruplarinda hiicre gogli ve hiicre-hiicre
etkilesiminin belirgin oranda azaldig1 gosterilmistir. Flow sitometri ile kullandigimiz
tekli ve kombine dozlarin apoptozu ve hiicre Oliimiinii belirgin olarak artirdigi
gosterilmigtir.  Calisma  sonuglart ~ Everolimus, Lityum ve  Metformin
kombinasyonlarinin endometrial kanser tedavisinde anti kanserojen ajan olarak daha
diisiik dozlar seklinde kullanilabilecegini gostermis ve daha detayli ¢alismalar igin

veriler ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: 3D hicre Kkiltiri, everolimus, metformin, lityum,

endometrial kanser
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SUMMARY

THE EFFECTS OF LITHIUM, METFORMIN AND EVEROLIMUS
SUBSTANCES ON CELL GROWTH IN 2D AND 3D ISHIKAWA
ENDOMETRIAL CARCINOMA CELL CULTURE

Dr. Emine TURAL

Endometrial cancer is the most common gynaecological cancer in developed
countries. It is divided into 2 groups on the basis of biological, moleculer and
clinicopathological features. 80% of the cases consist of Type | (endometrioid
histology) tumors. Type | tumors are low grade (FIGO grade 1 and grade 2) and usually
occur with endometrial hyperplasia and have a good prognosis.

Type Il tumors include high grade (FIGO grade 3 and above) and non-
endometrioid histological subtypes. They usually occur on the atrophic endometrium
background and they are estrogen independent, high grade neoplasms with poor
prognosis. Thousands of patients have died for this reason.

Currently, two-dimensional cell culture studies are abandoned in cancer studies
and personal chemotherapy planning. 3-dimensional (3D) cell cultures are thought to
mimic the in vivo environment better than 2-dimensional (2D) cultures.

Surgery is an option at an early stage and non-metastatic resectable tumors in
endometrial cancers. The final treatment is based on the histological subtype which is
confirmed by the pathological diagnosis. Patients with intermediate risk endometrial
cancer get post-operative radiotherapy (RT) and chemotherapy (CT). Post-operative
chemotherapy should be given to high risk patients. Carboplatin, cisplatin and
doxorubicin are among commonly used drugs.

The aim of our study is to investigate the effects of Everolimus, Metformin and
lithium on cell viability in the Ishikawa cell line, to determine the 1Cs, (the half
maximal inhibitory concentration; the dose at which a drug kills half of the
cells)dosage effects on cell proliferation, invasion, colony formation, cell cycle,
apoptosis mechanisms and therapeutic activities in in vitro conditions. Additionally,
Midkine, PI3K, AKT, AMPK protein levels Eveluated with ELISA test, CASP3,
CASPS8, CASP9, FADD, TRADD, MAP1LC3A, MAP1LCA3B, MTOR, BECLINI1,

XV



PIK3CA, PIK3CB, AKT, TNF, FASL Eveluated with RT-PCR and Annexin V is
Eveluated with PCR.

ICso levels of Everolimus, Metformin and lithium were found as 37.46 nM, 48.59
mM and 100 uM at 48th hour, respectively. According to the results of Real Time PCR
(RT-PCR), it has been determined that the substances and their combination types have
effects on cell cycle and genes associated with apoptosis. Significant changes were
detected in protein levels measured by ELISA test. With the Matrigel invasion test, it
was determined that the invasion capacity of Ishikawa cells decreased in the dose
groups compared to the control groups.The colony formation test has been shown that
colony formation was significantly suppressed shown in the dose groups compared to
the control groups. With the results of Wound healing experiment, it has been shown
that cell migration and cell-cell interaction are significantly reduced in dose groups.
Flow cytometri has been revealed that the single and combined doses significantly
increase apoptosis and cell death. The results of the study has been presented that the
combinations of Everolimus, lithium and Metformin could be used in lower doses as
an anticarcinogenic agent in the treatment of endometrial cancer and has provided data

for more detailed studies.

Keywords: 3D cell culture, everolimus, metformin, lithium, endometrial cancer
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GIRIS

Kanserler, hastaliklara bagli 6liimlerde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Endometrial kanser, gelismis iilkelerde en sik, gelismekte
olan iilkelerde serviks kanserinin ardindan ikinci en sik gortlen jinekolojik kanserdir.
Kadinlarda en sik goriilen kanserler sirasiyla meme, akciger, kolorektal ve endometrial
kanserdir (1, 2, 3, 4).

Bilinen risk faktorleri arasinda ge¢ yasta menopoza girme, nulliparite, obezite,
polikistik over sendromu (PCOS), menopozal donemde progesteron eklenmeden
Ostrojen tedavisi verilmesi, tamoksifen kullanimi, Ostrojen salgilayan tiimorler,
diyabet ve Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri (HNPCC) sayilabilir (5, 6, 7, 8).

Endometrial kanserler biyolojik, molekiler ve klinikopatolojik 6zelliklerine
gore iki tipe ayrilir. Vakalarin %80’i Tip | (endometrioid histoloji) tumdorlerden
olugsmaktadir. Tip I tiimoérler diisiik dereceli (FIGO grade 1 ve grade 2 ) tumdrlerdir,
genellikle endometrial hiperplazi ile orataya cikarlar ve iyi prognozludurlar. Tip I
endometrial kanser icin belirtilen risk faktorleri; obezite, dstrojen replasman tedavisi
(ERT), nulliparite, dstrojen salgilayan over tiimorleri ve polikistik over sendromu gibi
yiiksek dstrojen seviyeleri ile giden durumlardir. Endometrial karsinom en sik gortilen
alt tiptir. Patogenezinde hormonal ve metabolik mekanizmalar 6nemlidir. Yasam tarzi
degisikligi ve kemoterapi mortalitesini azaltmaktadir (4, 9-12) AN3CA, ECC-1,
HECI1A, HECI1B ve Ishikawa en sik kullanilan ve PI3K / Akt yolunda degisiklikler
barindiran tip I timér kaynakli hiicre hatlaridir ve endometrial kanserlerin
cogunlugunu temsil ederler (4, 13).

Tip Il (FIGO grade 3) endometrioid olmayan histolojik alt tipleri icerirler.
Genellikle atrofik endometrium zemininde ortaya ¢ikarlar, ostrojen bagiml degillerdir
ve yiiksek gradeli kotii prognozlu neoplazmlardir (10, 14).

Endometroid karsinomlar obeziteyle iligkili olup obezite artisina bagh olarak
yillik insidansinin artacagi tahmin edilmektedir (1). Her yil ortalama 76.000 hasta bu
nedenle 6lmektedir (4).

Endometrial kanserin erken evrede teshis edilmesi durumunda sagkalim orani
yuksektir. Adjuvan tedavi uygulanmadiginda %10'dan fazla niiks meydana gelir. Bu

evredeki olgulariin bazilarinda sagkalim 5 yildan daha azdir (15). Evre Il ve IV



olgular tim olgularin %14’liik boliimiinii olusturmasina ragmen, dliimlerin yaklasik
%354’ bu grupta meydana gelir (16).

Endometrial kanserde erken evre, metastatik olmayan rezektabl timoérlerde
cerrahi uygulanmaktadir. Nihai tedavi patolojik taniyla kesinlesen histolojik alt tipe
goredir. Orta riskli endometrial kanser hastalarinda ameliyat soras1 radyoterapi (RT)
ve kemoterapi (KT) uygulanmaktadir.

Tip I timorler siklikla PI3K/AKT yolunda degisiklikler gosterdigi i¢in anti-
PI3K/AKT tedavilerine cevap verme potansiyelleri vardir (17).

Siklikla iligkili olan genetik degisiklikler fosfataz ve tensin homologu (PTEN)
delesyonlar1 veya mutasyonlar1 (%36-83), fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz
katalitik alt birim alfa (PIK3CA), mikro-uydu kararsizhigimi (%20-40), KRAS
protoonkogen mutasyonlarmni (%15-30), B-katenindeki fonksiyon mutasyonlarini
(%25-40) ve fibroblast blylme faktorii reseptorii 2 (FGFR2) mutasyonlarini igerir (12,
18, 19, 20).

Calismamizda endometrial karsinomun bir hiicre hatt1 olan Ishikawa
hlcrelerinden iki boyutlu (2D, monolayer) ve tg¢ boyutlu (3D, sferoid ) hiicre kilturleri
yapilip, Lityum klorid, Metformin ve Everolimus maddelerinin farkli dozlar1 tekli ve
kombine sekilde uygulandi. Ardindan monolayer hiicre hattinda;

XTT testi (sitotoksisite testi), ELISA testi (Midkine, PI3K, AKT, MTOR, AMPK
genlerinin protein dizeyi tespiti), Flow sitometri (Annexin V ile apoptoz
degerlendirmesi), trizol reagent ile total RNA izolasyonu, cDNA sentezi, Real-Time
PCR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu), koloni olusum testi, wound
healing assay (yara iyilesme-migrasyon deneyi), matrigel invasion chamber invazyon

kapasitesinin belirlenmesi) deneyleri yapildi.



GENEL BIiLGILER

UTERUS ANATOMISI

Uterus; armut bi¢imli, kalin duvarli, i¢i bos, kasli bir organdir. On kisminda
mesane, arka kisminda rektum ile komsu, pelvik boslukta yer alan, fibromuskuler bir
organdir. Ortalama nulliparlarda 40-80 gr agirliginda, 7-8 cm uzunlugunda ve 2,5 cm
kalinligindadir. Bu degerler yasa, menstriiel siklusa ve dogurganliga bagh
degismektedir. Fundus, korpus, istmus ve serviks olmak iizere anatomik olarak dort
boliime ayrilir.

Fundus, kubbe seklindeki kisimdir ve fallop tiiplerinin giris seviyesinin lizerinde
yer alir. Korpus, uterusun gévde kismidir ve fundusun altinda yer alir. Uterus, isthmus
olarak adlandirilan hafif bir daralma ile serviksten ayrilir. Serviks, uterusun alttaki
silindir seklindeki kismudir. Serviksin servikal kanal denilen limeni, her iki ucunda
dar aciklara sahiptir. Internal os uterin kaviteye, eksternal os vajinaya acilir.

Periton, fundus ve corpus uteriyi Orterek uteroservikal bileskede sirasiyla 6nde
mesane ve arkada rektum iizerine yayilir bu sirada vesicouterin ekskavasyo ve
rektouterin ekskavasyoyu (Cul-de-sac, Douglas ¢ikmazi) olusturur (21, 22).

Uterusa tutunan sekiz ligament vardir. Bunlar iki lateral (broad), bir anterior, bir
posterior, iki uterosakral ve iki round ligamenttir. Uterin damarlar1 ve efferent lenfatik
trunkuslar Broad ligament (ligamentum latum uteri) i¢indedir. Uterus’u a. uterina ve a.
ovarica besler. A. uterina ile a. ovarica’nin terminal uglart anastomoz yaparlar.
Olusturduklar1 anastomoz kavsinden ¢ikan dallar da uterusu besler. Uterus’un venleri
arterleri takip ederek v.iliaca interna’ya dokullr (23). Uterus’un lenfatikleri baslica,
nodi aortici laterales, nodi preaortici ve nodi iliaci externi’ye agilirlar. Sinirleri plexus
uterovaginalis ve plexus pelvicus’tan gelir. Sempatik lifler kontraksiyon ve
vazokonstruksiyon, parasempatik lifler inhibisyon ve vasodilatasyon yaptirir (21, 22,

23).



UTERUS EMBRIiYOLOJiSi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu délleyen spermin X veya
Y olmasi ile feritilizasyon sirasinda belirlensede, disi ve erkek morfolojik 6zellikler,
embriyonik donemin 7. haftasina kadar gelisime baslamaz. Erken donemde genital
sistem her iki cinste de benzerdir. Bu nedenle baslangic donemine seksiiel gelisimin
farklanmamis safhasi denir. Farklanmamis safhada iki ¢ift genital kanal
bulunmaktadir. Paramezonefrik kanallar (miillerian duktus) disi lireme sistemi
gelisiminde, mezonefrik kanallar (Wolffian duktus) erkek tireme sistemi gelisiminde
rol oynamaktadir.

Paramezonefrik kanallar, mezotelin longitiidinal invaginasyonlarindan,
mezonefrik kanallar ve gonadlarin lateralinde, mezonefrozlarin lateral yiizeyinde
olugurlar. Kanallarin kraniyal periton bosluguna agilmaktadir. Embriyonun
gelecekteki pelvik bolgesine ulasana kadar paramezonefrik kanallar, mezonefrik
kanallara paralel olarak kaudale dogru uzanirlar. Pelvik bolgeye ulasinca orta planda
birbirleriyle birlesip kaynasarak Y sekilli uterovaginal primordiyumu olustururlar.
Ardindan iirogenital siniisiin dorsal duvari i¢ine uzanarak, siniis tiiberkiiliinii olusturur.
Disi genital yollarinin ¢ogunlugunu paramezonefrik kanal olusturur. Kranialdeki
birlesmemis boliimiinden tuba uterina’lar, kaudal birlesmis kismindan ise uterovaginal
primordiyum farklanir. Bu yapi, uterusu ve vaginanin superior kismini olusturur.

Komsu splanknik mezodermden, endometrial stroma ve miyometrium
gelismektedir. Homebox geni olan HOXA10 tarafindan uterus gelisimi diizenlenir.
Paramezonefrik kanallarin birlesmesi ile iki peritoneal kompartman olan rektouterin
ve vezikouterin cepler ve peritoneal bir katlant1 olan kalin (broad) ligament olusur.
Kalin ligamentin tabakalar1 arasinda mezenkim prolifere ve diferansiye olarak

parametriyumu olusturur (24, 25).

UTERUS HISTOLOJISI

Uterus duvar1 iic tabakadan meydana gelir. Endometriyum igteki mukoza

tabakasidir. Miyometriyum diiz kas demetlerinden olusan en kalin tabakasidir. Dista



ise perimetriyum denilen ser6z tabaka yer alir ve visseral peritondan olusur (26, 27,
28).

Miyometriyum

Miyometrium uterusun en kalin tabakasidir. Birbirinden ayirt edilmeyen ii¢ diiz
kasa tabakasindan olusur. I¢ ve dis tabakalardaki diiz kas demetleri uterusun uzun
eksenine paralel yerlesir. Orta kas tabakasi en kalin tabakasidir. Kaslari sirkiiler ya da
spiral i¢ ice gecen diiz kas demetlerinden olusur. Lenfatikler ve ¢ok sayida biiyiik kan
damarlarini igerir ve stratum vaskulare adini alir.

Kas oryantasyonu belirgin degildir. Histolojik kesitlerde kas demetleri rastgele
dizilmis gibi goziikiir. Uterus kontraksiyonu sirasinda her {i¢ tabaka fonksiyonel bir
sinsityum gibi beraber ¢alisir (26, 27, 28).

Normal sartlarda uterusun peristaltik hareketleri sadece myometriyumun
subendotelyal tabakasinda gerceklesir. Bu kasilma yanitinin olusumunda overden
sentezlenen d&strojen ve progesteronun roli 6nemlidir. Miyometriyal fonkiyonun
endometriozis, dismenore gibi pek ¢ok hastalikta ve sperm, embriyo transferi,
implantasyon gibi fizyolojik streclerde 6nemi c¢ok buyuktir. Dizensiz ve uygun
olmayan uterus aktivitesi anormal implantasyon, erken dogum, dogum sirasinda zayif
uterus kontraksiyonu, infertilite gibi patolojik sorunlara neden olabilir (29, 30, 31).

Miyometriyum gebelik sirasinda, hiperplazi ve hipertrofi ile ¢ok bilylir ayrica
pek ¢ok diiz kas hiicresi kolajen sentezi yapar. Gebelik sonrasinda, kolajen enzim etkisi
ile azalir, diiz kas hiicrelerinde bozulmalar olur ve boyutlar1 azalir. Uterus boyutlari

yaklasik gebelik 6ncesine doner (27).

Endometriyum

Miyometriyuma yakin alt boliimlerde bazen dallanmalar yapan basit tiibiiler
bezler iceren lamina propria ve tek katl silyali prizmatik epitel den olusur.
Endometriyum yapisal ve fonksiyonel olarak iki boliime ayrilir.

Stratum bazale: Miyometriyuma komsu olan en alttaki boliim. Mensturasyon

sirasinda korunup stratum fonksiyonalenin rejenerasyonu igin kaynak gorevi ustlenir.



Stratum fonksiyonale: Kalin tabaka olup, menstrual siklus sirasinda prolifere ve
dejenere olan kisimdir.

Endometriyumu besleyen damarlar bu tabaka icin blyik 6neme sahiptir.
Miyometriyumun ortasinda dairesel yerlesen arkuat arterlerden endmetriyumu
besleyen iki grup damar ¢ikar. Bunlar bazalisi besleyen diiz arterler ve fonksiyonalise
kan tagityan kivrimli/spiral arterlerdir (26, 27, 28, 32, 33).

Endometriyal kalinlik, menstrual siklus fazlari sirasinda 1-6 mm arasinda
degisir. Bu kalinlik farki hiicre farklilasmasi ve hiicre-dis1 matriksin yeniden
yapilanmasi, proliferasyon, anjiyogenez ve vaskiilogenez gibi bir takim olaylar ile
yeniden dizenlenir (34, 35, 36).

Serviksin endometriyumunun yapisi uterusun geri kalan kismindan farklidir.
Endoserviks bolgesi tek katli prizmatik epitel ile doseliyken vajinaya ¢ikinti yapan
ektoserviks denilen bdlgesi ise ¢ok katl1 yassi epitel ile doselidir (27).

Endometriyum yapisi hormonal degisikliklere bagli olarak her ay siklik
degisiklik gosterir. Mensrual siklus sirasindaki bu siklik degisimler proliferasyon fazi,
sekretuar faz ve menstrual faz olarak tarif edilir (27). Menstrual siklus hipotaloma-
hipofizer-ovaryan aks ile diizenlenen, stratum fonksiyonaledeki gelisimsel evrelerin
arka arkaya devam etmesi ile meydana gelen bir strectir (37, 38). Pituiter bezin pars
distalisinden salgilanan ve ovaryumun steroid salgilarini diizenleyen gonadotropinler
basta olmak iizere bir¢cok biiylime faktorii, sitokin ve sinyal molekiilleri tarafindan
kontrol edilmektedir (27, 28, 37, 39, 40).

Siklus genellikle 12-15 yaslarinda baslar, ortalama 28 giinde bir tekrar eder ve
45-50 yasma kadar dEvem eder. Bu sirada endometriyum ardisik fonksiyonel ve

morfolojik degisikliklerden gecer. Menstrual siklus ii¢ fazdan olusur. Bunlar:

o Proliferasyon fazi, folikiiler maturasyon ile ayn1 anda gerceklesen ve ovaryan

Ostrojen salgilanmasindan etkilenen fazdir.

e Sekretuar faz, korpus luteumun fonksiyonel aktivitesi ile ayn1 anda gergeklesir

ve esas olarak progesteron salgisindan etkilenir.

e Menstrual faz, korpus luteumun dejenerasyonu ile ovaryumun hormon
liretiminin azalmasi ile baslar.

Fazlar arasinda ani gecisler olmaz ¢linkii hepsi devamli bir siirecin parcasidir.



Normal siklusta, menstruasyonda dokiilen endometriyumun yeniden olugmasi
Ostrojenik uyariyla meydana gelir. Bu donemde, folikiil stimiile edici hormon (FSH)
seviyesindeki artis overlerde folikiil gelisimine neden olur. Gelisen folikiiller
tarafindan dstrojen hormonu sentezlenir (26, 27, 28). Ostrojen konsantrasyonunun
artmast iki fazda gergeklesir. Proliferasyon fazinda, biiyliyen folikiillerden
sentezlenirken, ovulasyondan sonraki luteal fazda korpus Iluteum tarafindan
sentezlenir (35). Proliferasyon fazi boyunca, endometriyal bezler biiyiir ve kivrintili
hale gelir. Epitel hiicrelerinde bulunan 0Ostrojen reseptorleri hormonal uyarilarla
hiicrenin yapisal ve fonksiyonel degisiklige ugramasindan sorumludur. Hormonal etki
sonucunda htcrelerin gekirdekleri 0kromatik hale gelir, protein (retimi yapan
organellerin sayis1 artar. Ostrojenik etki sonucunda, bezlerin sayis1 ve kivrimlari
artarken, stromal hiicrelerde mitotik aktivite artist gozlenir (37). Artan dstrojen
seviyesi FSH salgisin1 baskilar, dstrojen belli bir seviyeye gelince luteinize edici
hormon (LH) salgisin1 uyarir ve ortalama 24-36 saat sonra ovulasyon meydana gelir
(27).

Etkinligi ve miktar1 degisen diger Onemli hormon progesterondur (35).
Progesteron, ovulasyon sonrasi endometriyumun proliferatif aktivitesini inhibe eder.
Bez epiteli hiicrelerinde salgi graniillerinin ve glikojenin artmasina yol agar.
Endometriyal bag dokudaki arteriyollerin sayisinin ve kivrilmalariin artisi da luteal
fazdaki diger 6nemli etkisidir. Fonksiyonel tabakada progesterona bagli gelisen tiim
bu degisiklikler fertilizasyonun olusmast durumunda zigotun endometriyal
implantasyonu ve gelisiminde ¢ok onemlidir (27, 37, 41). Ovulasyon sonrasi
progesteron seviyesindeki artis FSH ve LH diizeylerini baskilar. Fertilizasyon
olusmazsa overlerden progesteron ve Ostrojen salgisi azalir ve buna bagli olarak
menstrual faz meydana gelir. Hormon seviyesindeki ani diislis, endometriyumun
fonksiyonel tabakasindaki spiral arterlerin periyodik kasilmalarina ve kan akiminin
degismesine neden olur. Buna bagli fonksiyonel tabaka iskemik hale gelir ve bezlerin
salg1 aktiviteleri durur. Arteriyel kasilmanin uzun siirmesiyle ylizey epitelinde
bozulma ve kan damarlarinda riiptiir olusur. Uterin sivi, kan ve stromal ve epitelyal
hicreler  (fonksiyonel tabakadan  dokiilen) vajinal akintiy1  olusturur.
Endometriyumdan ayrilan doku parcalar1 venlerin, arterlerin ve bezlerin kopan

uclarini ortaya cikarir. Arteriyel kan akimi spiral arterlerin duvarinin gevsedigi kisa



periyotlar disinda sinirlandirilir. Venlerin agik uglarindan dEvemli kan sizmaktadir.
Kanin pihtilasmasi bu donemde inhibe edilir. Bazal tabakay: diiz arterlerdeki kan

akimi korumaktadir (26, 27, 41).

Tablo 1. Menstrual siklus sirasinda meydana gelen olaylarin 6zeti

Menstrual Siklus

Proliferasyon Sekretuar faz Menstrual faz
faz1
FSH over Basta dstrojen uyarisi ile salgilanna LH
Hipofiz folikdllerinin en yuksek dizeydedir ve ovulasyon ile
hormonlarinn blylmesini korpus luteumun olusmasina neden olur
etkisi
uyarir.

Folikuller buytr, | Ovulasyon Korpus Korpus
Ovaryumda baskin folikiil | gelisimi luteum luteum
olusan olaylar | ) 1asyon  6ncesi gelisimi | bozulmast

evreye ulagir.

Folikullerden Korpus  luteumdan | Progesteron
Baskin iiretilen iiretilen  progesteron | tiretimi durur
ovaryum oOstrojenler vajina, | baslica uterusa etki
hormonu tuba ve uterus | eder

Uzerine etki eder

Menstruasyon Mukoza gelisimi ilerler, uterus bezleri | Ovulasyondan

Endometrium sonrast  mukoza | kivrimli hale gelir, salgi fonsiyonu | yaklasik 14 giin

lan olaylar L
olan olayla gelisimi baslar sonra mukozanin

bir kism1 dokulur

Perimetriyum

Uterusu kaplayan, distaki ince serdz tabakasidir. Visseral peritondan meydana gelir.
Abdominal ve pelvik periton ile devam eder. Altinda belirgin bir elastik tabaka olan
mezotelyum ve ince bir gevsek bag dokusu tabakasindan meydana gelir. Perimetriyum

uterusun posteriyor ylizeyinin tamamini anteriyor ylizeyinin bir kismmi kaplar.



Anteriyor yiizeyin kalan kism1 bag dokusu ya da adventisya ile kaplidir (26, 27, 28,
42, 43).

ENDOMETRIAL HiPERPLAZI

Endometriyum kanseri diinyada kadinlar arasinda tani konulan 6. en sik
kanserdir. Avrupa ve Amerika Birlesik Devetleri dahil olmak {izere gelismis tilkelerde
cok siktir (44, 45).

Son yillarda bir¢ok iilkede endometriyal kanser insidansi artmistir, bunun artan
obezite prevelansi, kadin iireme tekniklerinde meydana gelen degisikliklerden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (46, 47).

Gilintimiizde endometriyal kanser i¢in iyi gelismis tarama programlar1 yok ancak
endometriyal hiperplazi, endometriyal kanser tiirliniin en yaygini olan endometrioid
tipin bilinen 6ncu lezyonudur. Bu nedenle endometriyal hiperplazi tespiti kanseri
Onleme firsatlari sunar (48).

Endometrial hiperplazi insidans1 133/100.00 kadindir ve siklig1 yasla beraber
artar. Otuz yas altindaki kadinlarda nadir goriiliirken 50-54 yaslarinda pik yapar (49).

Endometriyum iireme ¢agindaki kadimlarda ¢ok aktif bir dokudur. Ostrojen ile
proliferatif endometrium olusurken, gebelik ve human koryonik gonadotropin iiretimi
olmadiginda, korpus luteum progesteron iiretemedigi i¢in hormonal ¢ekilmeye bagl
menstruasyon gerceklesir. Siirekli Ostrojene maruz kalmak siklusun bozulmasina
neden olur. Progesteron yoklugunda ya da hormonal uyariya asir1 yanit sonucu
endometrial hiperplazi meydana gelebilir. Progesteron tarafindan karsilanmamis
ostrojen, proliferatif endometrium, endometrial hiperplazi ve endometrium kanseri
gibi farkli kliniklere sebep olabilir.

Endometriyal  hiperplazi, histolojik  olarak  endometriyal  bezlerin
proliferasyonunun varliginda bez-stroma oraninda (>%350) artis olmasi ile tespit edilir.
Cogalan bezlerin sekli ve boyutu degisir ve hiicrelerde sitolojik atipiye rastlanabilir
(45, 50).

Endometrial hiperplazi i¢in 2014 Diinya Saglhk Orgiitii (WHO- World Health
Organization) ve Endometrial Intraepitelyal Neoplazi (EIN) sistemi olmak Uzere iki

ana siniflandirma kullanilir.



1. WHO siniflandirmasi (2014)

a. Atipisiz endometrial hiperplazi, endometrial karsinom ile ayni genetik
mutasyonlar1 tagimaz, nadiren karsinoma (%1-%3) ilerler ve spontan remisyon orani
yaklagik olarak %70’tir. Konservatif olarak tedavi edilebilir.

b. Atipili endometrial hiperplazi (EIN) endometrial karinomlarla benzer genetik
degisiklikler ve monoklonal biiylime profili igerdigi i¢in Tip I endometrial
karsinomlara oncli bir lezyon oldugu diisiiniilmektedir. EIN’li hastalarin %60 ‘1
invaziv bir endometrial karsinom gelistirecektir ya da ¢oktan gelistirmistir. Spontan
remisyon orani %25-30 dur. Daha radikal tedavi yontemleri gerektirir (51, 52, 53, 54).

2. Endometrial Intraepitalyal Neoplazi (EIN) siniflamasi

Tanu kriterleri; klinik, molekiiler degisiklikler ve bilgisayarli histomorfometrinin
histopatolojik korelasyonunu temel alarak gelistirilmistir ve 2 sinifa ayrilir:

a. Bening endometrial hiperplazi (non-neoplastik); anovulasyon ve 6strojene
uzun sire maruz kalmaya bagl gelisir. Morfolojisi proliferatif endometriumdan
farklidir. Endometrium ¢ok sayidaki dilate ve kivrimli gland nedeniyle biiyiimiistiir ve
kistik yapilar seklinde goriiliir. Basit hiperplazi, hafif hiperplazi veya kistik glandiler
hiperplazi olarak adlandirilir.

b. Endometrial intraepitelyal neoplazi (EIN); prekanserézdiir. Tanisi igin;
sitolojik olarak hiicresel farklilik, gland/stroma oraninin >1 olmasi, monoklonalite
olmasi, tek odakta minimum Imm’lik boyutta lezyonlarin varligi ve sekretuar
endometrium gibi benzer lezyonlar ya da invaziv kanser ekartasyonu gibi 6zellikler
mutlaka olmalidir (51, 55).

Tablo 2. WHO 2014 ile EIN siniflamasinin karsilikli gelen gruplari

WHO 2014 EIN TOPOGRAFI FONKIYONEL
SINIFLAMA SINIFLAMA SiSTEMI KATEGORI
SISTEMI
Atipisiz hiperplazi Bening endometrial Yaygin Ostrojen etkisi
hiperplazi
Atipili Endometrial intraepitelyal Bolgesel Fokal, Premalign
hiperplazi neoplazi Yaygin diffuze
ilerleyen
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ENDOMETRIUM KANSERI

1.Epidemiyoloji

Endometrium kanseri, gelismis iilkelerde en sik, gelismekte olan iilkelerde
serviks kanserinden sonra ikinci en sik gorilen jinekolojik kanserdir (1). Giclu bir
endometrial karsinom (EC) risk faktori olan obezitenin prevelansinin yiikselisine
bagli olarak, yillik insidansinin artacagi tahmin edilmektedir. Diinyada her y1l yaklagik
320.000 yeni vaka teshis edilmekte ve her yil 76.000 hasta bu hastaliktan 6lmektedir
(4). Gelismis tilkelerde diizenli periyodik muayene, smear ve kolposkopi gibi erken
tan1 yontemleri serviksin preinvaziv lezyonlarinin invaziv kansere doniismeden
taninmasint saglamigtir. Tim bunlar sayesinde serviks kanseri insidansi onemli
derecede azalmistir. Uterusun histolojik tip ve bolge acisindan en sik goriilen kanseri
endometrium adenokarsinomudur (44, 46, 56).

Endometrial kanserler etiyolojik, biyolojik ve klinik olarak ¢esitli olsalar da en
stk goriilen alt tip endometrial karsinomun patogenezinde hormonal ve metabolik
mekanizmalar 6n planda yer alir. Bu nedenle endometrial karsinom mortalitesini
azaltmada erken teshis, yasam tarzi degisikligi ve kemoterapi tedavileri énemli bir
firsat sunmaktadir (9).

Endometrium kanser insidans1 60-70 yas arasinda pik yapar. Vakalarin %2-5’1
40 yas Oncesinde ortaya cikar. Diinya da en yaygin 6. malignite endometrium
kanseridir. Yillik ortalama 320.000 yeni vaka tanist almaktadir. Gelismis iilkelerde
insidans1 %35,9 gelismekte olan iilkelerde %4 tiir. Insidans diisiikliigiine ragmen

gelismekte olan iilkelerde 6liim orani daha yiiksektir (57, 58).
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KADIN

Insidans Mortalite
Karaciger; 2,8% | | Non-Hodgkin Lenfoma; 2,6% Ozefagus; 3,6% Lsemi; 3,1%
Over; 3% Over; 4,4% -
Mide; 4,1% Diger; 23,1%
K Diger; 28,9% Pankreas; 4,9%
Korpus Uteri; 4,4% © N
& D Sar & 60
Tiroid; 5,1% N 2 Karaciger; 5,6%
Serviks Uteri; 6,6% > Mide; 6,5%

Meme; 15,0%

Akciger; 8,4% Serviks Uteri; 7,5%

Kolorektal; 9,5% Meme; 24,2% Kolorektal; 9,5%

Akciger; 13,8%

8.6 milyon yeni vaka 4.2 milyon 6lum

Sekil 1. Diinyadaki en yaygin 10 kanser i¢in insidans ve mortalite dagilim1
[GLOBOCAN 2018 (Global Cancer Incidence, Mortality and PrEvelence- Kiiresel Kanser Sikligi,
Oliim Orani ve Yayginligi)]

Bokhman, ilk olarak endometrial kanserin baslica iki klinikopatolojik tipini
tanimladi ve endometrial kanser gelismeden ¢ok Once ortaya ¢ikan endokrin ve
metabolik bozukluk kompleksinin timorin biyolojik 6zelliklerini, klinik seyrini ve
hastaligin prognozunu belirlediginden bahsetti (10, 11).

Gelismis iilkelerdeki obezite, fiziksel aktivite azlig1 ve artmis yasam siiresi
yiiksek endometrial kanser insidansinin temel nedenleridir. Postmenopozal dénemde
obez kadinlardaki ostrojen seviyesi yiiksekligi endometrium kanseri igin 6nemli bir
risk olusturur (58).

Endometriumda gelisen en malign neoplazmlar karsinomlardir (epitelyal malign
neoplazmalar) (10). Endometrial kanserler biyolojik, molekdler ve klinikoptaolojik
ozelliklerine gore iki tipe (tip I ve tip II) ayrilir. Vakalarin %80’ Tip | veya
endometrioid histolojinin tiimorlerinden olugmaktadir (12, 16).

Tip 1 neoplazmalar, endometrial kanserlerin ¢ogunlugunu olusturan diisiik
dereceli endometrioid karsinomlardir (Uluslararast Jinekoloji ve Obstetrik
Federasyonu (FIGO) grade I ve II). Ostrojen tarafindan uyarilirlar. Tipik olarak dnce
endometrial hiperplazi (ayrica endometrial intraepitelyal neoplazi (EIN) olarak da
bilinir) ile ortaya ¢ikarlar. Erken evrede tespit edilirler ve iyi bir prognoza sahiptirler.
Ilging bir bigimde obezite erken yasta tani alan endometrioid tip endometrium kanseri

ile iligkilidir.
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Tip 2 neoplazmalar, FIGO grade 3 endometrial kanserleri ve endometrioid
olmayan serdz, berrak hiicreli, karisik hiicre ve farklilasmamis histolojik alt tipleri
igerirler. Bu neoplazmalar 0Ostrojen duyarli degildir. Genellikle atrofik bir
endometriyum varliginda ortaya ¢ikarlar. Farkli timorogenez yollar1 gosterilmistir.
Fiziksel aktivite ve uzun donem kombine oral kontraseptif kullanimi riski azaltmistir.
Yiksek grade ve kotl prognozludurlar. Karsinosarkomlar da bu gruba girer (10, 11,
16, 35, 60, 61).

Kuzey Amerika ve Avrupa en yiiksek endometrial kanser insidansina sahip
yerlerdendir. Bu bolgelerde kadin genital sisteminin en sik goriilen malignitesidir.
Meme, akciger ve kolorektal kanserden sonra kadinlarda goriilen en yaygin kanserdir
(36).

Amerika Birlesik Devletleri‘deki yaklasitk 61.880 kadinin 2019 yilinda
endometrial kanser tanisi aldig1 tahmin edilmistir. Tan1 sonrasi 5 yillik sag kalim orant
%81°dir. Bazi alt tipleri kotii prognozlu oldugu igin 2019 yilinda ABD’de endometrial
kanserden beklenen 6liim orani1 12.170” dir (57).

Hormon replasman tedavilerinin  menopozal doénemde kullaniminin
yayginlagsmasi endometrial kanser insidans artisinin bir diger nedenidir. Avrupa Birligi
tiyesi lilkelerde gelistirilmis kanser tedavileri ve saglik hizmetlerine hizli ulasim

sayesinde artmis insidans oranina ragmen mortalite oran1 azalmistir (37, 57).

2.Endometrial Kanser Siniflandirilmasi

Bokhman, 1983 yilinda EC'nin baslica iki klinikopatolojik tipini tanimladi. Buna

gore EC tip | endometrioid karsinom, tip 11 ise ser6z karsinomdur (10, 11, 62).
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Tablo 3. Bokhman’in Endometrium Kanseri Siniflamasi (10).

Tipl Tip 2

Klinik 6zelliklerle iligkisi Metabolik sendrom; obezite, Yok
hiperlipidemi, hiperglisemi ve

artmis Ostrojen seviyesi

Grade Diisiik Yiksek
Hormon reseptor ekspresyonu Pozitif Negatif
Histoloji Endometrioid Non-endometrioid (sertz, berrak

hiicreli karsinom)

Genomik stabilite Diploid, siklikla mikrosatellit Andploid
instabilite (%40)
Miskili genler PTEN, CTNN1B, KRAS, PIK3CA, p53, HER2

PIK3R1, ARID1A
Prognoz Tyi Kot
(5 yillik sagkalim orani %85) (5 yillik sagkalim orani %55)

Endometrial kanserlerin ilk genis kapsamli genomik 6zellikleri 2013 yilinda The
Cancer Genome Atlas Research Network (TGCA- Kanser Genom Atlasi) tarafindan
sunuldu. Bu calismaya gore endometrial kanser mikrosatellit instabilitesi, somatik
mutasyon oranlari ve kopyas sayisina gore dort farkli genomik alt tipe ayrildi (54, 63,
64, 65).

Genel olarak endometrial kanserlerinin baslica iki klinikopatolojik tipi

tanimlannugtir (10,11).

1.Endometrioid karsinomlar (Tip 1); Endometrial kanserlerin %75’den
fazlasini olusturan diisiik dereceli endometrial karsinomlardir [Uluslararasi Jinekoloji
ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) grade | ve 11] (10, 11, 16, 35, 60, 61). Tan1 aninda
cogunlukla uterusa sinirlidir. Nadir de olsa uzak metastaz tan1 sirasinda saptanabilir.
Tipik olarak 6nce endometrial hiperplazi ile ortaya ¢ikarlar. Iyi ve orta derece
diferansiye hiicreler ile karakterizedir ve karsilanmayan 6strojene uzun siire maruziyet

ile iligkilidir. Uzun siireli progesteron ile kargilanmayan 0strojen sonras1 endometrium
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prolifere olur ve endometrial hiperplazi sonrasinda da adenokarsinoma neden olur (10,
11, 66).

Endometrioid karsinomlar, polikistik over sendromu (PCOS), kronik
anovulasyon veya obezitesi olan gen¢ kadinlarda ortaya ¢ikabilmesine ragmen en sik
postmenopozal kadinlarda goriiliir. Endometrioid tipte progesteron reseptorii (PR)
genellikle pozitiftir (35, 67).

Tip I timorler siklikla PI3K/AKT yolunda degisiklikler gosterdigi i¢in anti-
PIBK/AKT tedavilerine cevap verme potansiyelleri vardir (17). AN3CA, ECC-1,
HECI1A, HEC1B ve Ishikawa en sik kullanilan ve PI3K/AKT yolunda degisiklikler
barindiran tip 1 tiimor kaynakli hiicre ¢izgileridir ve endometrial kanserlerin
cogunlugunu temsil ederler (4, 13).

Siklikla iligkili olan genetik degisiklikler PTEN delesyonlar1 veya mutasyonlari
(%36-83), Phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
(Fosfatidil inozitol-3-kinaz katalitik alfa polipeptid, PIK3CA), mikrosatelit
instabilitesi (%20-40), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog- Kirsten
sigan sarkoma viral onkogen homologu) protoonkogen mutasyonlarini (%15-30), B-
katenindeki fonkiyon mutasyonlarini (%25-40) , fibroblast biytime faktori reseptori
2 (FGFR2) mutasyonlarini, 6zellikle MSH-6 (mutS homolog 6) basta olmak iizere
DNA mismatch repair genlerindeki mutasyonlari igerir (12, 18, 19, 20, 68). Ayrica
ARID1A (AT-Rich Interaction Domain 1A- AT bakimindan zengin, etkilesim alani
iceren 1A) gibi farkli genetik degisiklik de tarif edilmistir (63).

2.Non-endometrioid tip endometrial kanserler (Tip Il); karsinosarkom, sergz
ve berrak hiicreli karsinomlar1 igerir. Seréz ve berrak hiicreli karsinomlar genellikle
Ostrojen ve progesteron reseptorii bulundurmazlar ve dstrojen tarafindan uyarilmazlar.
Serdz karsinomlar bu grubun prototipidir ve cogu zaman ileri evre tiimorler seklinde
karsimiza ¢ikarlar. Endometrial kanserlerden meydana gelen oliimlerin %40’indan
sorumlu olan serdz adenokarsinomlardir (69). Tip I ve tip II timdrlerde bulunan farkli
genetik degisiklikler, bu alt tiplerin farkli etiyolojilere sahip olabilecegini
diistindiirmektedir (68, 70, 71). TUmor stpresor gen olan PTEN tiim vakalarin yaklasik
%50'sinde, onkogen olan KRAS vakalarin %25'inde degisiklige ugramistir (4, 72).
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Tip 1l endometrial kanserler tiimor protein p53 (TP53) mutasyonlari, F-box ve
WD tekrar alanlart igeren protein 7 (FBXW?7), AT-zengin etkilesim alan1i 1A
(ARID1A) mutasyonlart ve Erb-b2 reseptéri tirozin kinaz 2 (ERBB2)
amplifikasyonlari ile karakterizedirler (4, 20). Ylksek oranda Ki67 proliferasyonu ve
Non-diploid karyotip ve HER-2/neu (Human Epidermal growth factor Receptor 2/c-
erbB-2- Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdr-2) overekspresyonu tespit edilir (3,
63, 68).

Tip 1l endometrial kanserler postmenopozal dénemde tipik olarak atrofik
endometriumda veya endometrial polipte ortaya ¢ikar. Obezite ile iliskili degildir (73).

Tip 1l endometrial kanserler kotii diferansiyedir ve vakalarin sadece % 10 ile
%20'sini olusturmalarina ragmen oliimlerin %40°1na neden olurlar (7). Ekstrauterin
hastalik riski fazla, yuksek grade ve kétl prognozlu kanserlerdir. Kotl diferansiye
veya undiferansiye hiicreler ile karakterizedir. Siklikla FIGO’ya gore evre 3 ya da 4’te
tan1 alirlar. NUKks ve metastaz riski yuksektir. Endometrial intraepitelyal karsinomun

prekirsor lezyonudur (63, 68).

3.Endometrial Kanser Risk Faktorleri

Tip I tiimorler 6strojen bagimli tiimorlerdir ve progesteronu azaltan faktorler de
Tip I riskinde artis ile iligkilidir. Tip I i¢in belirtilen risk faktorleri; obezite, dstrojen
replasman tedavisi (ERT), nulliparite, dstrojen salgilayan over tiimérleri ve polikistik
over sendromu gibi yliksek Ostrojen seviyeleri ile giden durumlardir. Ayrica Tip I pre
ve perimenapozal donemde Tip II ye gore daha yaygin goriilmektedir (74).

Bilinen risk faktorleri sunlardir:

e Kargilanmamis dstrojen tedavisi
e Obezite

e Tamoksifen

e Kronik anovulasyon

e Diyabet

e Ostrojen sekrete eden tiimorler
e Lynch sendromu

e Cowden sendromu (multiple hamartom sendromu)

16



e Aile dykusu
e Endometrial hiperplazi
e Erken menars ve ge¢ menapoz

e Diger faktorler

Karsilanmamus Ostrojen Hormon Tedavisi

Ostrojen kullanim siiresi ile orantil1 olarak risk artacagi gibi beraber progesteron
kullanimu ile azalir. Endometrial kanser riskinde 20 kat artis yapar (5). Bir y1l boyunca
ilimli ya da yiliksek doz karsilanmamis Gstrojen kullanimi ve 18-24 ay diisiik doz
hormon tedavisi sonras1 endometrial hiperplazi (herhangi bir tip) gelisimindeki risk
artig1 anlamli bulunmustur (6). Sadece 6strojen kullanan kadinlarda endometrial kanser
riskinin artmis oldugu ve kullanim dozuna ve siiresine bagli olarak rolatif riskin 1,5 ile
10 kat arasinda arttig1 tespit edilmistir. Endometrial karsinomun mutlak riskinin
postmenapozal kadmlarda yaklagik 1/1000 oldugu tahmin edilmektedir.
Karsilanmayan 6strojen kullanan kadinlarda mutlak risk 1/100’e kadar yiikselmektedir

(7, 8).

Obezite

Endometrial karsinom gelisimi i¢in bugiine kadar belirlenen en 6nemli risk
faktorl obezitedir. Altta yatan mekanizma ise yiksek ostrojen maruziyetidir. Sonug
olarak, obezite ve endometriyal kanser arasindaki baglanti dstrojene bagimli timor
grubu olan Tip I timorlii olgular i¢in daha gii¢liidiir (75). Periferik yag dokuda bulunan
androstenedionun Ostrona doniisiimii ve androjenlerin Ostradiole aromatizasyonu
nedeniyle obez kadinlarda endojen 6strojen yiiksek seviyededir. Ayrica dolagimdaki
diisiik seks hormon baglayici globiilin seviyesi, insiilin direnci, IGF (insiilin like
growth faktor- Insiilin benzeri biiyiime faktdrii) ve IGF baglayici protein
konsantrasyonu degisiklikleri obez kadinlarda endometrial kanser riskinde artisa
neden olur (76, 77).

Yiiksek karbonhidratli diyet iligkili hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve yiiksek
seviyelerde instlin benzeri biylme faktorleri, endometrial proliferasyon ve
endometrial karsinom gelisiminde rol oynayabilir (67, 78, 79).

Setiawan ve ark. (2013) 10 kohort ve 14 vaka-kontrol ¢alismasi ile yaptiklar

14000’den fazla endometrial kanser ve 35000°den fazla kontroliin birlestirilmis
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analizinde; Tip 1 endometrial kanser orammi viicut kitke indeksi (VKI) ile
degerlendirmislerdir. VKi’nin normal aralig1 20 < VKI < 25 kg/m?’dir. Calismalarin
sonucunda asir1 Kilo i¢in OR 1.5 (25 < VKI < 30 kg/m?), sinif 1 obezite i¢in OR 2.5
(30.0 < VKI < 35 kg/m?), sinif 2 obezite i¢in OR 4.5 (35.0 < VKI < 39,9 kg/m?) ve
siif 3 obezite i¢in OR 7.1 ( > 40 kg/m?)’dir (80). Amant ve ark. (2005) yaptiklari
calismada ise VKI 25 kg/m*den yiiksek ise 2 kat, 30 kg/m?'den yiiksek ise 3 kat

endometrial kanser risk artis1 saptanmustir (81)

Tamoksifen Kullanimi

Tamoksifen kadinlarda akciger kanserinden sonra kansere bagli 6liimlerde ikinci
sirada yer alan meme kanserinin tedavisinde kullanilan trifeniletilen yapisinda,
oOstrojen reseptor icin mikst agonist-antagonist olabilen selektif Gstrojen reseptér
modulatérudir (SERM). En o6nemli yan etkilerini endometrium (zerine
gostermektedir. Menopoz sonrasi kadinlarda (Gstrojen seviyeleri diisiik) Ostrojen
agonisti, premenopoz kadinlarda (6strojen seviyeleri yiiksek) ise 6strojen antagonisti
gibi davramr. Doza ve kullanim siiresine bagli olarak postmenopozal donemde
endometrial adenokarsinom riskini artirir. Premenopozal kadinlarda ise risk artisi

tespit edilmemistir (82, 83, 84, 85).

Kronik Anovulasyon

Perimenopozal donem ve PCOS, endojen olarak karsilanmayan Ostrojen
tretiminin oldugu sik karsilagilan anovulatuar durumlardir. Bu kadinlarda, seks
streoidleri siklik olmayan bir sekilde siirekli tiretilir. Normal bir endometrial siklus
gerceklesmedigi ve kronik Ostrojen yeterli progesteron iiretimi ile karsilanmadigr igin
dEvemli endometrial doku proliferasyonu sonucu endometrial hiperplazi ve

endometrial kanser meydana gelebilir (75, 86, 87).

Diyabet

Diyabetin endometrial kanser riskini 1.3-2.8 kat artirdig1 bilinmektedir (67).
Insiilin direnci, kronik inflamasyon ve serbest overyan steroid hormon seviyelerinin
yuksek olmasi diyabetli kadinlarda endometrial kanser i¢in olast mekanizmalardir

(88). Artmis Ostrojen seviyesi, yliksek IGF-1 seviyesi ile birlestiginde endometrial
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kanser riskindeki artis1 agikladig: diisiiniiliir. Insiilin direnci bagimsiz bir rol
oynayabilir. Diyabet ile iligkili artmis riskin tek basina mi1 kanser riski olusturdugu ya

da birlikte var olan obezite ile mi iliskili oldugu net degildir (67, 88).

Ostrojen Sektere Eden Tumorler
Graniiloza hiicreli tiimorii olan kadinlarin endometrial hiperplazi orani %25-50,
endometrial kanser oran1 ise %5-10 arasinda tespit edilmistir. Endometrial kanser

graniloza hiicreli tiimorler ile baraber tespit edildiginde genellikle erken evre ve iyi
diferansiyedir (89, 90, 91).

Lynch Il Sendromu (Herediter Nonpolipozis Kolerektal Kanser-HNPCC)

Endometrial kanser vakalarinin ¢ogu sporadiktir. Ancak Lynch II sendromu
olarakta bilinen HNPCC ile de iliskili oldugu saptanmistir. HNPCC, otozomal
dominant kalitsal bir hastaliktir. DNA mismatch repair (DNA yanlis eslesme tamir)
gen ailesinden MSH2, MSH6 (mutS homolog2, mutS homolog6) ve MLH1 (mutL
homologl)’i igeren genlerden birinde germline mutasyon ile karakterizedir. HNPCC

olanlarda endometrial kanser gelisme riski %30 - %61 arasindadir (92, 93, 94, 95, 96).

Cowden Sendromu (Multiple Hamartom Sendromu)

Cowden Sendromu (CS), PTEN timor slpresdr geninde mutasyon olan,
otozomal dominant, karakteristik mukokutandz lezyonlar ile giden bir hastaliktir. CS
ile onemli derecede iliskisi oldugu bilinen tek jinekolojik kanser endometrial
kanserdir. CS'da endometriyal kanser i¢in bildirilen risk yasam boyu %5 ile % 28
arasinda degisir (97, 98, 99, 100). Endometriyal kanser riskinin 25 yas civarinda
bagladig1 diistiniiliiyor. CS da ayrica endometrial, meme, tiroid, kolorektal ve bobrek
kanseri riskinde artis vardir (99, 100).

Aile Oykiisti

Birinci derece akrabasinda endometrial kanser 0ykusu olan kadinlarin daha fazla

endometrial kanser riski altinda oldugunu gosteren ¢aligmalar yapilmistir (101).
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Endometrial Hiperplazi
2015 senesinde WHO’nun yeni tanimladigi endometrial hiperplazi ve onun
endometrial kanser iliskisi asagidaki tablodaki gibidir (102).

Tablo 4. WHO endometrial hiperplazi siniflandirmasi

Eslik eden Invaziv endometrial kanserine
Yeni Terim Genetik degisiklikler invaziv ilerleme oram
endometrial

kanser

Dagilmis glandlarda diisiik
Atipisiz derece somatik mutasyonlar, RR: 1.01-1.03
Hiperplazi |hemotoksin ve eozin boyamadal <%1

morfolojide degisiklik yok

Atipili Endometrioid endometrial
hiperplazi kanser icin tipik olan genetik %25-33
degisikliklerin ¢ogu mevcuttur, RR: 14-45
Endometrioid mikrosatellit instabilite, PAX2
intraepitelyal | inaktivasyonu, PTEN, KRAS %59
neoplazi
ve CTNNB1mutasyonu

(RR: Rolatif Risk, PAX 2: Paired Box Gene 2, PTEN: Phosphatase and Tensin homologue, KRAS:
Kirsten Rat Sarcoma, CTNNB1: Catenin Beta-1)

Erken Menars Ge¢ Menopoz
Bazi ¢aligmalarda erken yasta menarsin endometrial kanser igin risk faktori

oldugu, gec menopozun ise risk artisi ile daha az iligkili oldugu gdsterilmistir (103).

Diger Faktorler

Yapilan bir ¢alismada, hipertansiyonu olan kadinlarin, endometrial kanser
gelistirme riskinde %61°lik artis olabilecegi diisiinlilmiistiir. Ancak yas, viicut kitle
indeksi ve diyabet durumuna gore belirlenen iligki ve altta yatan mekanizma agikliga
kavusturulmalidir (104).

Fitoostrojenler; birgok bitki, sebze ve meyvede bulunan o6strojenik ve
antiostrojenik  Ozellikleri olan steroid olmayan bilesiklerdir. 3500'den fazla
endometrial kanserli kadini igeren bir ¢alismanin analizinde, yiksek soya aliminin

endometrial kanser riskini %30 azaltigi bulunmustur (105).
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Nulliparite, erken menars, infertilite ve ge¢ menopoz gibi reprodiiktif farkliliklar
endometrial kanser riskini degistirmektedir. Nulliparite, endometrial kanser riskinde
2-3 kat artis ile iliskilidir. Infertil kadinlarda bu risk 3-8 kat daha fazladir (36, 81, 86).

Endometrial atrofi, postmenopozal dénemde olmak ve pelvik radyoterapi
oOzellikle tip 2 endometrial kanser risk faktorleri iken sigara tip 2 endometrial kanser
riskini artirken, tip 1 endometrial kanser riskinde azalma ile iliskilidir. Sigara
postmenopozal donemde riskte azalma goésterirken premenopozal dénemde bdyle bir
etkisi yoktur (63, 106).

Kombine oral kontraseptif kullaniminin, endometrial kanser riskini %30-40
oraninda azalttig1 tespit edilmistir (107).

Endometrium kanserinin bazi risk faktorler ve rolatif risk degerleri Tablo 5’te

gosterilmistir (108, 109).

Tablo 5. Endometrial kanser risk faktorleri

Faktor Rolatif risk
Obezite
VKi: 20-50 3.0
VKI > 50 10.0

Nulliparite karsilastirmasi

1 ¢ocuga karsi 2.0

2 ¢ocuga karsi 5.0
Ge¢ Menopoz (>52-40 yas) 24
Diabetes mellitus 2.7
IKargilanmayan ostrojen tedavisi 6.0
Tamoksifen 2.0
Kombine oral kontraseptifler 0.5
Cowden sendromu (PTEN mutasyonu) 3 ila 5 kat artmus risk

Herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu | Yasam boyu %40-60 artmis risk

Aile tiyelerinde endometrial kanser varlig 34
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4. Klinik Belirtiler

Endometrial kanserin ana semptomu anormal uterin kanamadir ve en sik
postmenopozal donemde goriiliir. Bu donemdeki kadinlarda aksi ispat edilene kadar
malignite diisiiniilmelidir. Postmenopozal kanamasi olanlarin %5’inde primer veya
sekonder malignite bulunur. En sik endometrial kanser (%80) bulunur. Postmenopozal
kadinlardaki diger belirtiler ise vajinal akinti, lekelenme tarzinda vajinal kanama,

pelvik agr1 ve abdominal distansiyondur (3, 110, 111, 112).

Tablo 6. Postmenopozal anormal uterin kanama nedenleri

Sebep Sikhik
Ekzojen Ostrojenler %30
Atrofik endometrit /vajinit %30
Endometrial kanser %15
Endometrial veya servikal polipler %10
Endometrial hiperplazi %5
Digerleri (servikal kanser, uterin sarkom, tiretral karinkdil, travma vb.) %10

Premenapozal kadinlarda menometroraji seklindeki kanama genellikle ilk gelis
sikayetidir. Bu kadinlar eger 40 yas iistiindeyse ve obezite gibi diger risk faktorleri de
bulunuyorsa malignite agisindan arastirilmahdir (3, 110, 111, 112).

5. Tam

Kuskulu bulgular ile bagvuran kadinlarda ilk asamada abdominal ve pelvik
muayene yapilmasi gerekmektedir ardindan gelen basamakta ise transvajinal
ultsasonografi ve endometrial biyopsi yapilmalidir. Spekulum muayenesi normal olsa
bile uterus transvajinal ultrasonografi ile incelenmelidir.

Postmenopozal kadinlarda transvajinal ultrasonografide endometrial kalinlik <4
mm, diisiik endometrial hastalik riskini gosterir, kalinlik 20mm’ye ulastik¢a kanser
riski artar (113). Postmenopozal kanamasi olan kadinlarda transvajinal ultrasonografi
veya endometrial ©Ornek alinmasi tanida ilk basamak kabul edilmektedir.

Premenopozal kadinlarda endometrial kalinlik malignite ile iligkili bulunmamistir.
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Endometrial biyopsi, kiiretaj veya gerektiginde histerektomi tanida kullanilan

yontemlerdir. Tant histolojik bulgular ile konur (3, 110, 111, 113).

6. Tarama
Henlz etkili, non-invaziv ve ucuz bir tarama yontemi endometrium kanseri igin

gelistirilememistir.

7. Endometrial Kanserin Alt Tipleri (Histopatolojik Siniflama)

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararas: Jinekolojik Patologlar Toplulugu
(ISGyP- International Society of Gynecological Pathologists) tarafindan
smiflandirilmistir (81, 114, 115). (Tablo 7)

Tablo 7. Endometrial kanserin histopatolojik alt tipleri

Endometrioid adenokarsinom
e Squamdz diferansiyasyon gdsteren
e Villoglanduler

e  Sekretuar
Miisindz karsinom

Ser6z karsinom

Berrak hiicreli karsinom

Noroendokrin tiimorler
e Diisiik dereceli néroendokrin timaor
Karsinoid timor
o Yiiksek dereceli néroendokrin timor
Kiigiik hiicreli noroendokrin karsinom
Biiyiik hiicreli noroendokrin karsinom

Mikst hiicreli adenokarsinom

Andiferansiye karsinom

Dediferansiye karsinom
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Tablo 8. Histolojik alt tiplerin gériilme oranlari

Histolojik tip Goriilme orani (%)
Endometrioid 77
Musindz 1
Seroz 7
Berrak hucreli 2
Mikst hiicreli 8
Karsinosarkom 3

(Histolojik alt tiplerin goriilme oranlar1 Tablo 8’deki gibidir )(114, 115)

Endometrioid Adenokarsinom

Vakalarin %75 - 80'ini olusturan en yaygin endometrial kanser tipidir ve farkl
derecelerde differansiyasyon gosteren endometrial glandlardan meydana gelir (81,
114). Endometrioid adenokarsinomlar histolojik olarak Uluslararas Jinekoloji ve
Obstetri Federasyonu tarafindan (International Federation of Gynecology and

Obstetrics-FIGO) yapisal ve niikleer grade olarak degerlendirilir.

a.Yapisal grade

Ser6z papiller adenokarsinom ve berrak hicreli karsinom yiksek grade,
skuamodz adenokarsinom ise glanduler komponentin niikleer ‘grade’ine gore
derecelendirilir (116).

Tablo 9. Yapisal grade

Grade Ozelligi
Grade 1( lyi diferansiye ) % 5’in altinda solid patern varligi
Grade 2 (Orta diferansiye) % 5-50 arasinda solid patern varligi
Grade 3 (Kotl ya da andiferansiye) % 50°den fazla solid patern varlig

b.NuUkleer grade
Grade 1: Nukleus oval/yuvarlak sekildedir, kromatin dagilimi diizgiin ve

niikleolus belirgin degildir.
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Grade 2: Duzensiz oval nukleus, kromatin kiimelenmesi ve orta buyuklikte
nukleolus vardr.

Grade 3: Iri, pleomorfik niikleus, kaba kromatin ve iri diizensiz niikleolus
belirgindir (117).

Musinoz Karsinom
Tipik olarak iyi prognozlu, %50 den fazlasini miisinéz hiicrelerin olusturdugu,
geri kalaninin endometrioid morfoloji gosterdigi, diisiik dereceli tiimorlerdir (114).

KRAS mutasyonlarina sik rastlanir (118).

Serdz Karsinom

Ikinci en yaygim tip olmasina ragmen vakalarin %10 luk kismin1 olusturan, tan1
aninda siklikla ekstrauterin yayilimi olan, kotii prognozlu endometrial karsinom tipidir
(114, 119). Psammoma cisimcikleri bulunabilir. Genellikle myometriumu diffiiz
invaze ederler ve genis lenfovaskiiler alan invazyonu ve peritoneal yayilim
gosterebilirler (120). Ser6z karsinomda genellikle p53 proteini gii¢lii bir sekilde
pozitiftir (54) ayrica yiiksek seviyede andploidi, insan epidermal biiyiime faktorii

reseptori 2 (HER2) amplifikasyonu ve p16 degisiklikleri gosterir (77).

Berrak Hcreli Karsinom

Nadir goriilen bir alt tiptir (<%5). Genellikle yliksek derecelidir ve tan1 aninda
ileri evredir. Bol miktarda berrak sitoplazmaya sahip hiicrelerden olusan papiller,
glandiler, tubulokistik ve diffiiz tipleri vardir. Anormal ¢ekirdekleri, kabara ¢ivisi
(hobnail), papillalarin stromasi karakteristik hyalinize camsi bir gérinime sahip
olabilir (122). Mutasyon analizinde, POLE (Polimeraz-epsilon geni), PTEN ve
CTNNBI1'de bir degisiklik olmadig1 ve nadiren p53 mutasyonu oldugu gosterilmistir
(123).

Mikst Hucreli Adenokarsinom
Tip 1 (endometrioid) ve tip 2 (non-endometrioid) endometrial
adenokarsinomlarin birlikte olmasi ile olusur. Prognozu bilesene katilanlardan en

agresif olanin tipi ve oranina baghidir (124,125).
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Nadir Histolojik Alt Tipler
Nadir olarak uterusta néroendokrin karsinomlar (diisiik dereceli ve yiiksek

dereceli) ve undiferansiye endometrial karsinomlar ortaya ¢ikabilir.

Dediferansiye karsinom, yapisal paterni olmayan malign hiicre tabakalarindan
olusan, FIGO ya gore grade 1 veya 2 endometrioid adenokarsinomdan meydana gelen,
genellikle Lynch sendromu ile iliskilendirilen alt tiptir (124, 126).

Uterin karsinosarkomlar baglangicta sarkom olarak simiflandirilan  son
caligmalarla artik metaplastik karsinom olarak kabul edilen, hem malign epitel bileseni
hem de malign stromal bileseni olan nadir goriilen endometrial karsinomlardir (<%5)

(127).

8. Endometrial Kanserde Prognostik Faktorler

Endometrial kanserli hastalarin ¢ogunda endometrioid histoloji oldugu i¢in
prognoz iyidir. Tan1 aninda erken evredir. Endometrial kanser prognozunda en énemli
faktorler evre ve histolojidir. Bunun yani sira prognozu etkileyen baska faktorler

vardir. Prognostik faktorler Tablo 10’ da belirtilmistir (128, 129, 130).

Tablo 10. Endometrial kanserde prognostik faktorler

Cerrahi evreleme
Histolojik tip
Histolojik grade
Yas

Irk

Timor blyikliga

Myometrial invazyon derinligi
Lenfovaskuler alan invazyonu
Peritoneal sitoloji pozitifligi
Molekiiler degisiklikler

DNA kromozom sayisi

Hormon reseptor yapisi
Tedavi sekli (cerrahi, radyoterapi)
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Cerrahi Evreleme
En 6nemli prognostik faktordiir, evrelere ve histolojik tipe gore 5 yillik sag kalim

oranlar1 Tablo 11°deki gibidir (128).

Tablo 11. Evre ve histolojik tipe gore 5 yillik sag kalim oranlari

Histoloji Evre 1 (%) Evre 2 (%) Evre 3 (%) Evre 4 (%)
Endometrioid % 90.1 %79.5 %67.7 %25.8
Serdz %79.7 %40.7 %37.7
Berrak hcreli %85.1 %63.4 %48.5

Evre 1 de timorin myometriuma invazyon derinligi 6nemli bir prognostik
faktordiir. Evre 2 (servikal tutulumu olan kadinlar) i¢in prognoz Evre 1 hastaliktan
daha kotidir ¢iinkii ekstrauterin hastalik yayilimi veya lokal niiks riski igin bir
belirtegtir. Evre 3A hastalik, adneksiyal veya serozal tutulumu olan hastalar olarak
kategorize edilir.

Evre 4 veya uzak metastazi (intraperitoneal, akciger, karaciger) olanlar koti

prognaza sahiptir ve 5 yillik sag kalim orani %20'den azdir (130).

Histolojik Tip ve Grade

Histolojik farklilasma derecesi (grade), prognoz igin 6nemli bir gostergedir.
WHO’a gore, Grade 1 (G1) ve Grade 2 (G2) endometrioid karsinomlar, tip 1
endometrial kansere dahildir. Grade 3 (G3) endometrioid adenokarsinom, uterin
papiller ser6z karsinom, berrak hiicreli karsinom ve gstrojene bagimli olmayan yiksek
dereceli histolojiye sahip tipler, tip 2 endometrial kansere dahildir (14, 131) Calismalar,
endometrioid tip adenokarsinomda 5 yillik sagkalim oranin1 %74, ser6z papiller
adenokarsinomda %42, seffaf hiicreli adenokarsinomda ise %27 olarak gostermistir. 5
yillik sag kalim oranlart ise G1’de %92, G2’de %86, G3’te %64 agiklanmistir (14,
131, 132).
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Yas

Geng hastalarda tip 1, endometrioid histolojide, diisiikk grade, endometrial
invazyon derinligi az olan kanser goriilmesinden dolay1 yash hastalara gore prognoz
daha iyidir (129).

Irk
Siyahi kadinlarda Kafkas 1irkina gére daha kotii prognoz gosterir. Bu siklikla kotii
prognozlu G3 ve non-endometrioid tiimér insidanst nin siyah irkta yiiksek olmasina

baglanmustir (133).

TUmor Biiyiikliigii

Evre 1°de, 2 cm’den kiigiik ¢aptaki tiimorlerde lenf nodu metastazi riski %4,2
cm’den biiylik tiimdrlerde %15, biitiin kaviteyi kaplayan timorlerde ise %35’dir. Bu
vakalarda 5 yillik yasam siresi sirasiyla %98, %84 ve %64’tiir (134).

Myometrial Invazyon (MI) Derinligi
Invazyon derinliginin artmasiyla lenfatik sistem invazyon riski de artar. Ay
zamanda derin invazyon rekiirrens ihtimalini arttirir, genel sag kalma oranimi da

olumsuz etkiler(129).

Lenfovaskiler Alan Invazyonu
Lenfatik kanallar ve kan damarlarindaki tiimoral emboli olarak tariflenir ve
nodal metastazlarla yiiksek iliskisi nedeniyle niikslerin ve kotii sonuglarin bagimsiz bir

belirteci olarak gosterilmistir (135,136).

Pozitif Periton Sitolojisi
Ektrauterin hastalik durumunda, G3 tiimor, derin MI, adneksiyal metastaz,
pelvik ve paraaortik lenf nodu tutulumu ile pozitif peritoneal sitoloji arasinda dogru

orantili iliski vardir.
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Molekuler Degisiklikler

Tip | endometrial kanserler; PTEN delesyonlar1 veya mutasyonlari, PIK3CA,
mikrosatelit instabilitesi, KRAS protoonkogen mutasyonlarini, [B-katenindeki
fonkiyon mutasyonlarin, FGFR2 mutasyonlarini, 6zellikle MSH-6 basta olmak tizere
DNA mismatch repair genlerindeki mutasyonlari icerir (12, 18, 19, 20, 68).

Tip Il endometrial kanserler; timor protein p53 mutasyonlari, FBXW7, AT-
zengin etkilesim alan1 1A (ARID1A) mutasyonlar1 ve ERBB2 amplifikasyonlari ile
karakterizedir (4, 20).

9. Endometrial Kanserde Evreleme
Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) endometrial kanserin

siiflandirilmasini 2009 yilinda tekrar yapti (138).

Tablo 12. Endometrium kanserinde FIGO evrelemesi

FIGO EVRELEME
EVRE 1?2 Tiimdr corpus uteride sinirli
1A? Myometrial invazyon yok ya da %2 den az
1B? Myometrial invazyon Y2 ye esit ya dadaha fazla
EVRE 2?2 Tiimér servikal stromay1 invaze etmis ancak uterusu asmams °
EVRE 32 Lokal ve/veya rejyonel yayilim
3A? Tlimor serozay1 ve/veya adneksi invaze etmis ©
3B Vajinal ve/veya parametrial tutulum ©
3C? Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu metastazi ©
3C12 Pozitif pelvik lenf nodu
3C22 Pozitif para-aortik lenf nodu
(pelviklenf nodu tutulumu ile birlikte veya olmaksizin)
EVRE 42 Mesane ve/veya barsak mukoza
invazyonu ve/veya uzak metastaz
4A% Mesane ve/veya barsak mukoza invazyonu
4B? Uzak metastaz
(intra-abdominal ve/veya inguinal lenf nodu metastazi)

@ Grade 1, grade 2 ve grade 3 Un herbiri icin gecerli.
® Endoservikal glandiler tutulum sadece Evre 1 olarak diisiiniilmeli
¢ Pozitif sitoloji evreyi degistirmez, evreden bagimsiz olarak ayrica raporlanmalidir
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10. Endometrial Kanserde Tedavi

Total abdominal histerektomi, bilateral salpingo-ooferektomi ve pelvik,
paraaortik lenf nodu diseksiyonu standart cerrahi tedavi proseduridir. Cerrahi
tedavinin laparatomik, laparoskopik ve robotik sekilde yapilmasi iizerine ¢aligsmalar
vardir ¢linkii laparoskopik miidahaleler, onemli cerrahi komplikasyonlarin
azalmasina, daha kisa hastanede kalis siiresine, daha az agr1 ve daha hizli iyilesmeye
yardimci olur (140).

Endometrium kanserinde erken evre, metastatik olmayan rezektabl timorlerde
cerrahi uygulanmaktadir. Nihai tedavi patolojik taniyla kesinlesen histolojik alt tipe
goredir. Orta riskli endometrial kanser hastalarinda ameliyat sorasi RT ve KT
uygulanmaktadir. Yiiksek riskli endometrial kanser hastalarinda ameliyat sonras1 KT
mutlaka uygulanmaktadir. Neoadjuvan kemoterapi, ileri evre hastalik ve niikseden
hastalikta kullanilir. Evre 4 endometrial kanser hastalari i¢in en etkili neoadjuvan
kemoterapotik ajanlarin  optimal kombinasyonlarini arastirilmis simdiye kadar
doksorubisin, sisplatin-paklitaksel ve karboplatin-paklitaksel kombinasyonlarinin
etkili oldugu gosterilmistir. ilk kombinasyon daha toksik bulunmus ve tedaviye bagli
oliimlerle sonuglanmustir (141, 142, 143).

11.Apoptoz ve Kanser Tedavisindeki Yeri

Organizmadaki yeni hiicreler sentezlenirken var olan hiicrelerin bir kismi
Olmekte ve bu sayede homeostazi saglanmaktadir. Gelismis organizmalarda ihtiyag
duyulmayan ve iglevi bozulan hiicrelerin, programli 6liimiine apoptoz denir. Apoptoz,
organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak olusmaktadir ve bu
olusum O6mdir boyu devam eder. Bu sekilde 6liim ve yapim ile dokulardaki denge
korunur. Bu dengenin bozulmasi bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Apoptozun olmasi gerekenden fazla meydana gelip hizlanmasi, ndrodejeneratif
hastaliklar, arteriosklerozis gibi hastaliklara, yavaglamasi veya ger¢eklesmemesi
kanser ve bazi otoimmiin hastaliklara neden olur (143, 144).

Apoptoz aynm1 zamanda zararli etkenler veya hastaliklar ile hasar gormiis

hicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve immiin sistem reaksiyonlar1 sirasinda savunma
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mekanizmasi olarak kullanilabilir. Fizyolojik, patolojik birgok uyari durumu apoptoza
zemin hazirlayabilir. Hiicrelerin bazilari ilaglar veya radyasyon gibi DNA hasar1 yapan
ajanlarla p53 bagimli yolak {izerinde, baz1 hiicreler ise Fas ve TNF reseptorleri ile
apoptotik hiicre 6limine yonlendirilirler. Ayrica hormonlar ve buyume faktorleri gibi
sag kalma faktorleri tarafindan bloke edilmis hiicre 6liim yolaklar: da vardir.

Apoptozda, bir dizi enzime bagli biyokimyasal siire¢le birlikte hiicrenin
yapisinda da karakteristik morfolojik degisiklikler meydana gelir ve c¢evredeki
dokulara minimum hasarla viicuttan islevsiz veya zararli hiicreler temizlenir.
Apoptozun nekroz gibi diger hiicre 6liim tiplerinden ayrilmasi gerekmektedir.

Nekroz, hiicrenin kontrolsiiz 6limiidiir ve konagin immiin sistemi uyarilir.
Nekroz siddetli bir saldirty1 takiben meydana gelir, hiicrenin membran biitiinligli ve
mitokondri gibi intraseliiller organellerin yapist bozulur ve biitiin hiicre igerigi
ekstraseliiler siviya dagilir.

Apoptozda sitoplazma, organeller, nikleus ve plazma membraninda planl
degisiklikler olusur. Bunlar; mitokondiriyal hasar, DNA fragmentasyonu, kromatin
kondensasyonu, ¢ekirdek zarmin pargalanmasi ve apoptotik cisimlerin olugsmasidir.
Mitokondri zarinda apoptoza bagli porlar olusmasina ragmen diger organeller yapisal
biitiinliigiinii korur. Daha yuvarlak gorintiisiiyle hiicre komsu hiicrelerden ayrilir.
Sonrasinda hiicre icerigi membran tarafindan sarilmis halde apoptotik cisimcikler
halinde pargalara ayrilir ve komsu hiicrelerce fagositoza ugrar (145, 146, 147, 148).

Apoptozda, kaspazlar ad1 verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin
aktive olmasi 6zemli bir 6zelliktir. Aktive edilmis kaspazlar, birgok hayati hiicresel
proteini, ¢cekirdegi ve hiicre iskeletini pargalayip DNAazi aktive ederler (146).

Bagslatict ve uygulayict olduklar1 i¢in kaspazlar apoptoz mekanizmasinin
merkezidir. Kaspazlarin etkinlestirilebildigi ii¢ yol vardir. Daha ¢ok agiklanan
apoptozun intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (6liim reseptorii) baslangig yollar
ve ortak yoldur. Daha az bilinen ti¢linc yol ise endoplazmik retikulum aracili oksidatif

stres yolagi gibi programli hiicre 6liimiinii aktive eden yoldur (149).

31



@0 Granzim B, Perforin

FasL ® Oksidatif stres, UV, ilaglar,

N & Genetik Hasar, Hipoksi
TNFR FAS ® I
‘ w p53 77
. v
® Bax

‘ . »
f\ y
3
'\ ® e
Prokaspaz-8 Kaspaz- Kaspaz-
8 9

APOPTOZ

S,
/l‘o 4_,.0,}7 ‘
c\

Mitokondri

Prokaspaz-9

Sekil 2. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yollari.

Ekstrinsik yolak, ligandlarin hiicre yilizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanmasi
tizerine bu reseptorlerde meydana gelen konformasyon degisiklikeri ile baslar. En iyi
bilinen 6lum reseptorleri tip 1 TNF reseptori (TNFR1) ve Fas (CD95) denilen ilgili
bir proteindir. Bunlarin ligandlar1 ise sirasiyla TNF ve Fas ligandi(FasL) dir.
Reseptorler; TNF reseptori ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim
alan1 (FADD) gibi adaptor proteinleri ve kaspaz 8 gibi sistein proteazlarini igeren
hiicre i¢i 61iim alanina sahiptir. Oliim ligandimin &liim reseptdriine baglanmasi, adaptdr
protein i¢in baglanma bdlgesinin olusumuna neden olur. Tiim ligand-reseptor-adaptor
protein kompleksi, 6lim indukleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. DISC
daha sonra pro-kaspaz 8'in aktivasyonunu baslatir. Aktive edilmis kaspaz 8, baslatici
kaspazdir ve diger kaspazlari pargalayarak apoptozu baslatir (146). Onarilamayan
genetik hasar, biiylime faktorlerinin eksikligi, kortikosteroidler, radyasyon veya
sitolojik ilaglar nedenli DNA hasari, hipoksi, asirt artan hiicre ici
Ca2" konsantrasyonlar ve siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar intrinsik
mitokondriyal yolagin baglamasini tetikleyen bazi nedenlerdir. Uyarandan bagimsiz
olarak artan mitokondriyal gegirgenlik sonucu sitokrom C gibi proapoptotik
molekiiller sitoplazmaya salinir. Sitoplazmik sitokrom c salinimi, sitokrom c, Apaf-1
ve kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleks olusumu yoluyla

kaspaz 3'U aktive eder. Sitokrom c'nin sitozole ¢ikmasi Bcl-2 protein ailesi tarafindan
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kontrol edilir. Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu vardir. Pro-apoptotik olanlar; Bax,
Bad, Bak, Bid, Bcl-Xs, ve anti-apoptotik olanlar; Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Mcl-1"dir.
Pro-apoptotik olanlar sitokrom c'min salinimini indiikleyerek anti-apoptotikler ise
sitokrom c'nin salinimini baskilayarak etki apoptoz tizerinde etki gosterir. Apoptozun
baslayip baslamayacagini belirleyen miktar degil iki grup arasindaki dengedir (148,
149, 150).

Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik iiyeler normal sartlarda hiicrede sessiz halde
bulunurlar. Bu Uyelerin aktive edilmeleri ile sitokrom c'nin sitoplazmaya gec¢mesi
saglanir. Kaspaz 8 aktivasyonu, Bid'in kirilmasina ve aktiflesmesine neden olur ve
sitokrom ¢ salinimin1 gergeklesir (146).

Apoptoz ile hasarli hiicreler ortadan kaldirilarak bir sonraki nesle aktarim ve
kansere neden olabilecek olas1 genetik mutasyonlarin da sayisi azaltilir. Anti
kanserojen ilaglarin hiicreyi apoptoza yonelttigi tespit edilmis ve son yillarda apoptozu

indikleyen ajanlar {izerinde galigmalar ¢ok artmustir.

12.Everolimus

Hicresel bliyiime ve hayatta kalma stirecinde 6nemli rol oynayan bir sinyal yolu
olan PI3K / AKT / mTOR yolunun agir1 aktivasyonu, son zamanlarda endometriyal
kanser patogenezinde 6nemlidir. PI3K / AKT / mTOR yolunun inhibisyonu terapotik
olarak ilgi ¢ekmektedir. Klinik dncesi ve klinik ¢aligmalar, farkli PI3K / AKT / mTOR
yolu inhibitdrlerinin antitiimor etkilerinin aydinlatilmasinda ve bu inhibitérlerin hangi
hasta popiilasyonlarinda en etkili olabilecegini belirlemede yararlidir. PI3K / AKT /
mTOR yolagi, geleneksel tedavilere diren¢ kazandirmakla iligkilendirilmistir ve bu
nedenle PI3K / AKT / mTOR yolag: inhibitorleri hormonal ve / veya sitotoksik
ajanlarla kombinasyon halinde degerlendirilmektedir (151, 152, 153, 154)

Everolimus, su anda ¢esitli iilkelerde tedaviye direngli renal hiicreli karsinom
ilerleyici, geri doniisiimsiiz, ilerlemis pankreas noroendokrin tiimorleri, renal
anjiyomiyolipom ve tiibiiler skleroz kompleksi ile iligkili subependimal dev hucreli
astrositomalar i¢in onaylanmis bir mTOR inhibitoriidiir. Klinik dncesi veriler, nTOR
inhibisyonunun, gelismis endometrial kanserde fayda saglayabilecegini

gostermektedir (155, 156, 157).
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13.Metformin

Obezite, diyabet, hiperinstlinemi ve endometrial kanser arasindaki iliski,
Metformin gibi glukoz metabolizmasini hedef alan ilaglarin, bu tiir malignitelerin
onlenmesinde veya tedavisinde etkili olabilecegi hipotezine yol agmistir. Bu alanda
dikkat ¢eken bir ilag, tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan birinci basamak oral
antihiperglisemik ajan olan Metformin [1,1-dimetilbiguanid] olmustur. Genel olarak
etkileri, kan sekeri konsantrasyonlarmin diisiiriilmesini, insiilin duyarliligimin
arttirtlmasini ve plazma aclik insiilin seviyelerinin azaltilmasini igerir. Ayrica, bazi
oral hipoglisemik ilaglarin ve insiilinin aksine, Metformin kullanicilar stirekli kilo
kaybmma dogru bir egilim gostermektedir. Metforminin diisiik toksisitesi, onu
potansiyel bir yardimci tedavi veya hatta kemoterapiye kontrendikasyonlari olan veya
dogurganligi koruma istegi gibi diisiinceler i¢in monoterapi olarak ilging kilmaktadir
(158, 159).

Bircok grup, Metforminin, oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) mitokondriyal
seviyede inhibe etme kabiliyetinin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir araci oldugunu
gostermistir. Sonugta, i¢ mitokondriyal zar boyunca proton gradyaninda bir azalma
meydana gelir, sonugta proton gidimli adenosin trifosfat (ATP) sentezinde azalma
ve ATP'ye hiicresel adenosin monofosfatin (AMP) oraninin artmasina neden olur.
ATP'deki diisiis, Metformin tedavisinin anahtar etkisidir. 5’AMP ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) enzimi hiicresel enerji homeostazinda, biiyiik 6l¢iide glikoz ve yag
asidi alimin1 saglayan, hiicresel enerji diisiik oldugunda ise oksidasyonun
aktiflesmesinde rol alan bir enzimdir. AMPK'nin aktivasyonu, AMPK aracili
fosforilasyon ve ATP tiiketen sentetik yolaklarda (6rnegin, glikoz, lipid ve protein) yer
alan anahtar enzimlerin ve transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu yoluyla hicreleri
katabolik duruma gecirir (158, 159). Ayrica AMPK aktivasyonunun bilinen asag1 akim
etkileri arasinda, mTOR yolaginin inhibisyonuna bagli olarak protein sentezinin
azalmast da vardir (160, 161). Metformin ile tedavi edilen endometriyal kanser

hlcrelerinde PI3K/Akt sinyalinin inhibisyonu da gézlenmistir (162).
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Sekil 3. Endometrial kanser hicresi icinde Metforminin etki mekanizmalar1 (158)
PI3K/AKT/MTOR ve AMPK yollarinin sematik gosterimi

14.Lityum Klorar (LiCl)

Lityum Klortr (LiCl), psikotik hastaliklarda 6zellikle bipolar bozuklukta 19.

yiizyildan beri kullanilan giivenlik aralig1 iyi bilinen bir ajandir. LiCl ile yapilan 6nceki
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calismalar kolorektal kanser, mide kanseri ve néroblatomunda iginde yer aldig1 ¢esitli
kanserlerde antineoplastik etkilere sahip oldugunu géstermistir (12, 163, 164).
LiClI'nin  ozellikle glikojen sentaz kinaz 3-beta inhibisyonuna bagh

antineoplastik etkisi oldugu gosterilmistir (165).

15. Midkine

Midkine (MDK), kanserojenezde antiapoptotik ve anjiyojenik bir faktor olarak
merkezi bir rol oynayan heparin baglayic1 bir biiyiime faktoriidiir. Cesitli insan
tiimdrlerinde yiiksek MDK ekspresyonu ve MDK inhibisyonundan sonra kazanilan
basari, spesifik tedaviler i¢in umut verici bir hedef haline getirmektedir (12, 166).
Noroblastom, astrositom ve malign periferik sinir kilifi timoérlerinin tiimorgenezinde
rol oynadig1r kanitlanmis ve kolon, akciger, pankreas, mide, 6zofagus tliimorleri,
hepatosellller karsinom ve endometriyal karsinom gibi timdorlerde yiksek bir MDK
ekspresyonu tespit edilmistir (12, 166). Normal endometrial hiicrelerin 17-beta

Ostradiol ile tedavisinin MDK diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir.
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MATERYAL VE METOT

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASALLAR VE SARF
MALZEMELER

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Biological Industries),
RPMI(Roskuyucuklu Park Memorail Institute) (Biological Industries), Fetal Bovin
Serum (Gibco), Penicillin-streptomisin (Wisent Bioproducts), Phosphate buffered
saline (PBS)(Hyclone), Trypsin-EDTA (Wisent Bioproducts ), Trizol (Ambion),
Isopropanol (Sigma) , Etanol (Riedel), Metanol (Merck) , Primerler (Sentebiolab),
Noble Agar (Biomatik ), Kristal Viyole (BioShop), Dimetil silfoksit (DMSO)
(Roche), DNAaz/RNAse free su (Invitrogen), Steril kiltur kaplar (Petri), 6, 24, 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Corning), 96- Kuyucuklu PCR Array Plak (Thermo),
T25 flask ve T75 Flask (Cellstar), Falcon Tupi (Cellstar), RIPA (Milipor), Metformin
(AkScientific,%95), Lithium Chloride (Bio Basic,%99), Everolimus (Sigma,%95)

Calismada kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik derecede ve yiiksek

saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

CALISMALARDA KULLANILAN CiHAZLAR

CO2’li inkiibator (Nuaire), Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow
(Nuaire), inverted Mikroskop (Olympus), Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200,
1000 pl’lik) (Biohit), Hassas Terazi (Denver Instrument), Nanodrop
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Mikro
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Sogutmali Santrifiij (Hettich Zentrifugen), RT- PCR
(Thermo Scientific PikoReal 96), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolab1
(BEKO), Otoklav (Nuve), Vorteks (IKA Yellow Line), Gii¢ Kaynagi(Bio-Rad),
Mikrodalga Firm (BEKO MD1500), -80°C Dondurucu (Nuaire), Flow Cytometry (BD
FACS Callibur)
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CALISMALARDA KULLANILAN KiTLER

Cell Proliferation Kit (XTT) (Biological Industries), Matrigel Invasion
Champer(Corning) WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capasity) with Rnase
Inhibitor (wizbiosolutions), BrightGreen 2X gPCR MasterMix-ROX (abm), ELISA
KIT’leri ( Bioassay Technology Laboratory), FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit | (BD)

ISHIKAWA HUCRE HATTININ TEMIiNi VE HUCRE KULTURU

Ishikawa hiicreleri iyi diferansiye olmus insan endometrial adenokarsinom
hiicreleridir. Calismamizda kullanilan hiicreler kendi stoklarimizdan kullanilmis olup,
deneyler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histololoji ve Embriyoloji Anabilim

Dali hiicre kaltlra laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

ok

Sekil 4. Calismamizda kullandigimiz Ishikawa hiicrelerinin 4X inverted mikroskobik
goruntusa.
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Ishikawa hicrelerinin rutin kiltlr basamaklari; hiicrelerin kiltiir ortaminda
cogaltilmasi ve pasajlanmasi, ekim i¢in sayilmasi ve kullanilacak kiiltiir plakalarina
ekilmesi, dondurulmasi ve ¢oziilmesini kapsamaktadir.

In vitro kosullarda yapilan hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan besi ortami, hiicrelerin
in vitro kosullarda yasamalari, buyume ve bélinmeleri igin gereksinim duyduklari
maddeleri igerecek diizeyde olmalidir. Calismamizda kullanilan besi ortami %10 fotal
bovin serum (FBS), %1 L-glutamin, penisilin (100 U/ml) + streptomisin (100 pg/ml)
iceren RPMI 1640 besi yeridir. Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlanmalar1 ve takip
islemleri inverted mikroskop ile izlenmistir. Hiicreler kendileri igin uygun kaltar
ortami1 olan 37°C de %95 nem ve %5 CO>’li etiivde inkiibe edilmisler, % 80-90 sikliga
eristiklerinde ¢aligmalar yapilmistir.

Hiicreler ¢ogaltilma ve pasajlanma isleminde; RPMI 1640 besi yeri ile T75
flaska ekilmis ve 37°C de %95 nem ve %5 CO2’li etlivde iki giinde bir besi ortamlari
tazelenerek inkiibe edilmistir. Monolayer olup tutunarak {reyen hiicrelerin
pasajlanmas1 i¢in ilk olarak yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalar1 gerekir. Flasklar
oncelikle PBS ile yikanip 6lii hiicrelerden ve hiicre atiklarindan iyice arindirilip aspire
edilmis sonrasinda tripsin ilave edilerek hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi
saglanmistir. Flask icerisindeki hlcre-ortam karigimi 15 ml'lik falkonlara aktarilip
1500g'de 4 dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilmistir. Coken hiicreler besi
yerinde homojenize edilerek uygun oranda flasklara ekimi gergeklestirilmistir.
Hiicrelerin yeniden flaska yapisip c¢ogalmalarinin saglanmasi i¢in inkiibasyona
birakilmistir. Hiicrelerin sayilmasi i¢in tripan mavisi boyasi kullanilmistir. Tripan
Mavisi sadece 6li hiicrelerin membranlarindan gecebildigi icin 6li hiicreler mavi
(boya almig) ve canli hiicreler boya almamis olarak gorultr. Hucreleri flask
ylizeyinden kaldirmak igin, tripsinizasyon islemi ile hiicreler kaldirilip santrifiij
edildikten sonra iizerine besi yeri eklenmistir. Ependorfta, 10 pl hiicre
stispansiyonunun icine 10 ul tripan mavisi eklenerek hiicreler 2 kat dillie edilmistir.
Bu karisimdan 10 pl alinarak neubauer lamina eklenmistir. Boylece canli hiicre sayimi1
gerceklestirilmis ve bu asama hiicre ekimi yapilacak her bir deney testi i¢in ayr1 ayri
yapilmis, caligmaya gore cesitli sayilarda ekim gergeklestirilmistir.

Hicrelerin dondurularak saklanmasi, kriyotiipler i¢erisinde DMSO kullanilarak

yapilmistir. Hiicrelerin  dondurulmasi, tripsinizasyon ve santrifiij basamaklari
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yapildiktan sonra, 1,5 ml hacimli kriyotiiplere, 9:1 oraninda besiyeri ile siispanse hiicre
ve DMSO (%10 DMSO) konularak gergeklestirilmistir. Kriyotiiplere konulan hiicreler
daha sonraki ¢alismalar i¢in -80 derecede muhafaza edilmistir.

Dondurulmus hiicrelerin yeniden ¢6ziiliip ekilmesinde, kriyotiipteki hiicreler
hizli bir sekilde 37°C de su banyosunda ¢6ziiliip biraz taze besi yeri eklenerek 6nce
falkona alinip santrifiij edilmig, DMSO igeren besi yeri uzaklastirilmistir. Ardindan
yeni besi yeri eklenip, kiltir kaplarima ekilip, uygun kiiltiir ortaminda inkiibe

edilmistir.

XTT TESTI (HUCRE CANLILIGI TESTI)

Everolimus, Lityum ve Metforminin degisen dozlarda Ishikawa hiicrelerine
uygulanip zamana ve doza bagimli olarak hiicre canliligin tespiti ve hiicrelerin yiizde
ellisinin (%50) yasadig1 dozu (IC50) saptamak i¢cin XTT hiicre proliferasyon testi
kullanilmistir. Calismada kullanilan Metformin (AkScientific) %95 saflikta, Lithium
Chloride (Bio Basic) %99 saflikta, Everolimus (Sigma) %95 saflikta temin edilmistir.

Bu testte suda eriyebilen bir madde olan XTT (2,3-bis (2-methoxy-4 nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)’nin canli hiicrelerde turuncu renkli
formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibi kullanilmaktadir. Boyanin yogunlugu
bir spektrometre okutulmakta ve metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantili
olan formazon olusumu sayesinde hiicre canlilig1 testi sonuglar1 hizli bir sekilde
degerlendirilebilmektedir.

Kullandigimiz maddelerin sitotoksisitesi ve doz ile zamana bagl etkisi “BI
(Biological Industries) Cell Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay (REF:
20-300-1000, LOT: 2002010)” ile yapilmistir. Toz halinde bulunan maddeler gesitli
dozlarda %210 serumlu tam besi ortaminda binde bir oraninda DMSO i¢inde ¢6ziilmiis
ve konsantrasyonlar1 ayarlanarak etkileri arastirilmistir. Secilen konsantrasyon araligi
literatr Dbilgileri dikkate alinarak belirlenmis test kit protokoliine gore
gerceklestirilmistir.

Hicreler 96 kuyucuklu plak icine her kuyucukta 2.000 Ishikawa hiicresi olacak
sekilde 100 ul biiyiime medyumu olan RPMI i¢inde ekildi. Hiicreler 37 °C’de %5 CO2

iceren inkibatorde 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda medyum aspire edildi.
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Ardindan Metformin igin; 0.1mM, 1mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM,
Lityum icin; 50 puM, 100 uM, 200 uM, 400 uM, Everolimus i¢in; 2nM, 10nM, 25 nM,
50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM c¢alisma konsantrasyonlar1 %10 serumlu tam besi
ortami iginde hazirlandi. Hazirlanan dozlar 100 pl besi yeri ortami iginde kontrol
kuyucuklart disindaki kuyucuklara uygulandi. Ayn1 zamanda zamana bagl etkiyi de
arastirmak icin 24, 48 ve 72 saatler icin doz uygulanmistir. 24 saat sonunda her
kuyucuk icin 100 pl besi yeri, 50 pl XTT reagent solution A, 1 pl XTT activator
solution (aktivator) karigimi hazirlanip kuyucuk basina 150 pl ilave edilmistir (Kit
kullanimina goére). Ardindan hiicreler 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde 4 saat
inkiibe edilip ¢alisilan gruplarm absorbans degerleri ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda ve 630 nm referans araliginda okunmustur. Hiicre canlilig1 yiizdesi her bir
kuyucukta 6lgiilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve
yiiz ile carpilmasi ile hesaplanarak ICsp oranibelirlenmistir.
Hiicre canlilig1 (%) = (Madde uygulanan grubun absorbans degeri /Kontrol
grubunun absorbans degeri) x100
24, 48 ve 72 saat degerlerine gore ¢ikan sonuglar Graph pad prism 8.01 programi
kullanilarak ICso degerleri hesaplanmistir.
Ardindan elde edilen 1Csp dozlar iizerinden kombine dozlar i¢in XTT deneyleri
24, 48, 72 saat icin 3 tane 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basina 5 bin hiicre ekilerek
uygulanmistir. Kombine dozlar asagidaki gibi se¢ilmistir.
Eve ICso + Met ICso
Eve 1Cs0 + Met 29,73 mM
Eve ICso + Lit I1Cs
Eve ICso + Lit ICs50 + Met ICso

TRIZOL REAGENT ILE TOTAL RNA IZOLASYONU

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz

gruplarinda RNA izolasyonu yapildi.
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1.Her kuyucuk basina 3x10° hiicre olacak sekilde 6'lik kuyucuklu plaklara hiicre
ekimi yapildi. XTT ile tespit edilen ICso dozlari ve kontrol gruplarmma madde
uygulamasi Ve ICsp stresi kadar inkUbe edildi. Dozlar asagidaki gibi segildi.

1. Kontrol
2. Lityum 100 pM (ICso )
3. Eve 37,46 nM (ICxp)
4. Met 48,59 mM (ICso)
5. Eve ICso + Lit ICso
6. Eve ICs0+ Met I1Cxp
7. Eve + Lityum+ Met ICs
8. Eve ICs0 + Met 29,73 mM

2.Hucrelerin 6'lik kiiltiir kaplarindan bir plaka basimna 500 pl olacak sekilde
Trizol ilave edilip scraper kaziyici ile tamamen kaldirilip, ependorf tiiplere (1 ml'lik)
aktarildi. Bu asamada hiicreler ependorf tuiplerde -20 °C de muhafaza edilebilinir.

3.Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlenip vortex
yapildiktan sonra tekrar oda sicakliginda 15 dk inkibe edildi.

4.Sogutmali santrifiij ile +4°C” de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilip renksiz
olan st faz toplandi, ependorf tuplere alindu.

5.Toplanan iist fazin iizerine 250 ul izopropanol eklenip pipetlendi ve 10 dk oda
sicakliginda inkuibasyonu yapildi.

6.Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrif(j edildi.

7.Peletin tizerine 500 pl molekiler biyolojik grade %70’lik ethanol eklendi.
(%70’lik yapmak i¢in molekiiler grade steril water kullanildi)

8.Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi.

9.Siipernatant atilip, pelet kisa bir siire hava ile kurutuldu.

10.Pelletin 40 ul RNase-DNase free water ile ¢ozildu.

Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Thermo)
yardimu ile tespit edildi. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6l¢tlmesinde dncelikle uygun
konsantrasyonlarda (cihazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000 ng/pl'dir)
RNA ornekleri olmalidir. Ardindan 1ul RNAse free water ile Nanodrop cihaz kaidesi
tizerine bir damla birakildi ve bilgisayardaki program analizi (ND1000 V3.6.0) ile kor
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alindi. Sonrasinda RNA o6rneklerinden 1ul olacak sekilde pipetlenip 260,280 nm'de
okuma yapildi.

Elde edilen RNA lar ependorf icinde -20 veya -80 de saklanabilir. Nanodrop
cihazinda 260-280 dalga boyunda ve konsantrasyon i¢in ng/ul olarak bakildi.

cDNA SENTEZi

Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi i¢in Wiz Script tm cDNA Synthesis Kit
(high capasity) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak
tiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Kit icerigi:
1.WizScript™ RTase (200U/pl)
2.10X Reaction Buffer
3.RNase Inhibitor (40U/pul)
4.20X dNTP mix (2.5mM each)
5.Random hexamer (50pM)
6. RNase free water
Total RNA: 10ng-5ug
Poly(A)+ RNA:1ng-500ng
Protokol:

1. 2X RT master mix hazirlanigi: hacim toplami 10 pl olmali

Without RNase inh: With RNase inh
10X Reaction Buffer---—> 2 pl 2 ul

20X dNTP mix 1pl 1l

Random hexamer. 2 ul 2 ul
WizScript™ RTase. 1 ul 1pl

RNase Inhibitor. - 0,5 ul

RNase free water. 4 ul 3,5 ul

(Islemlerin hepsi buz iistiinde yapilmalr)
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2.10 pl 2X RT master mix den mikrosantrifiij tiipe alinir.

3.10 pl RNA semple eklenir. Pipetlenir.

4.Mini santrifQj ile baloncuklar elimine edilir.

5.Termal cycle a yerlestirilir. Termal cycle programa :
25°C > 10 dk

37°C 120 dk
85 °C>5 dk

+4 9C de > bir siire kalabiliyor
Bitince ependorflar RT-PCR yapmak Uzere -20°C’de muhafaza edilmistir.

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (REAL-
TiME PCR, RT-PCR)

Gen ekspresyon drlndnin kantitasyonu amaciyla kullanilan hassas molekiiler
bir metottur. Bu yontem ile RNA Ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede
analiz edilebilmekte, ¢ok sayida ornek calisilabilmektedir. Gergek zamanli RT-
PCR’da tiriinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu ytlizden elektroforez,
PCR firiinlinlin mor &tesi 151k altinda goriintiilenmesi  gibi islemlere gerek
kalmamaktadir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen RT-PCR sistemi
kullanilmigtir. Everolimus, Lityum ve Metformin muamelesi sonrasinda ilgili hiicre
dizini kullanilarak, hiicre dongiisiinde rol alan genlerin RNA diizeyindeki
ekspresyonlar1 belirlenmistir. Hicre dizininden total RNA izolasyonu yapilmis ve
takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total
RNA’lardan Wiz Script tm cDNA Synthesis Kit ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
Bu yontemle ayni anda ve kantitatif olarak RT-PCR (Thermo Scientific PikoReal 96)
ile analiz yapilabilmektedir. Her panelde referans—housekeeping genler PCR kontrol
grubunda yer alarak hedef genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme imkanimiz
olmaktadir. PCR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan logaritmik artisa
gectikleri dongii sayisina gore degerlendirilmistir. Once konsantrasyonlar1 bilinen
GAPDH ve diger housekeeping genlerin bir standartamplifikasyon egrisi olusturulmus

ardindan calisilan 6rnekteki gecis noktasina gore cDNA’nin rolatif miktar: kantitasyon
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software tarafindan belirlenmistir. Elde edilen veriler Cq olarak kaydedilmistir.
Analizi gerceklestirilen apoptoz ile iliskili genlerin ve referans gen olarak
normalizasyonda kullanilan housekeeping genin (GAPDH) primer dizileri Tablo 13’te

gosterimistir.

Tablo 13. RT-PCR’da analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
CASP3 F: GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG
R: GCATCGACATCTGTACCAGACC
CASPS8 F: AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA
R: TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
CASP9 F: GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT
R: CAACGTACCAGGAGCCACTCTT
MAP1LC3A F: GCTACAAGGGTGAGAAGCAGCT
R: CTGGTTCACCAGCAGGAAGAAG
MTOR F: GCTTGATTTGGTTCCCAGGACAGT
R: GTGCTGAGTTTGCTGTACCCATGT
BECLIN1 F: CTGGACACTCAGCTCAACGTCA
R: CTCTAGTGCCAGCTCCTTTAGC
MIDKINE F: GCTACAATGCTCAGTGCCAGGA
R: CTTGGCGTCTAGTCCTTTCCCT
AKT1 F: TTCTGCAGCTATGCGCAATGTG
R: TGGCCAGCATACCATAGTGAGGTT
PIK3CA F: GGTTGTCTGTCAATCGGTGACTGT
R: GAACTGCAGTGCACCTTTCAAGC
PIK3CB F: TTGTCTGTCACACTTCTGTAGTT
R: AACAGTTCCCATTGGATTCAACA
BETA ACTIN F: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
R: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
BAX F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG
R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
PTEN F: TGAGTTCCCTCAGCCGTTACCT
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R: GAGGTTTCCTCTGGTCCTGGTA

FADD F: GCTGGCTCGTCAGCTCAAA
R: ACTGTTGCGTTCTCCTTCTCT

TRADD F: GCTGTTTGAGTTGCATCCTAGC
R: CCGCACTTCAGATTTCGCA

HLADRBL1 F: GAGCAAGATGCTGAGTGGAGTC
R: CTGTTGGCTGAAGTCCAGAGTG
HLADRBS F: GAACAGCCAGAAGGACTTCCTG
R: GCAGGATACACAGTCACCTTAGG
FASL F: GGTTCTGGTTGCCTTGGTAGGA
R: CTGTGTGCATCTGGCTGGTAGA
TNF F: CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG
R: ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC
P53 F: ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
R: GTGGTACAGTCAGAGCCAACC

Gergek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve dozlarin uygulanmis oldugu

gruplar arasindaki hiicre dongiisiinde rol alan genlerin ekspresyonlarinin nasil degistigi

custom olarak dizayn edilen plaka ile belirlenmistir (Sentebiolab). Primerlerin gémuli

oldugu plakalar i¢in Real-Time PCR'da reaksiyon karisimi orani, kite gore hazirlanip

coklu mikropipet yardimiyla plakalara yiiklenmistir. (Tablo 14)

Tablo 14. RT-PCR Reaksiyon Karigimi

Gerg¢ek Zamanh PZR Reaksiyon KariGimi (96 kuyucuklu plaka icin; bir reaksiyon)

Master Mix 5ul
cDNA 1l
Niklease Free Water 34 ul
F-R mix den 0,6 ul
Son Hacim 10 pl

(Bir kuyucuk i¢in 10 pl koyuyoruz)

Firmanin belirtmis oldugu (Sentegen) sulandirma katsayilar1 dogrultusunda

100pmol luk reverse ve forward ana stoklar1 olusturulmustur. Sonrasinda 10pmol luk

PCR stoklar1 hazirlanmistir. Bunun igin; 10 pl Forward, 10 pl Reverse, 80 pl Niklease

Free Water’dan alimip 100 pl lik 10 pmol liik PCR i¢in hazirlanmis stok elde edilmistir.

Hepsi deney zamanina kadar -20 °C de muhafaza edilmistir.
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ELiSA DENEYi

Her grup igin 2 kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plak’e kuyucuk basina
3X10° hiicre ekimi yapildi. Ertesi giin hiicreler confluent hale geldiginde ila¢ dozlari
uygulandi, IC50 siiresi olan 48 saat doldugunda hiicrelerin besi yeri alindi. PBS ile
kuyucuklar yikandi. Ardindan her kuyucuga 350 pl RIPA soliisyonu koyuldu.
Hiicreler kaziyict yardimi ile kaldirilip ependeorf tiiplere toplandi.-20 ye kaldirilip
deney ginune kadar muhafaza edildi. Calismamizda Ishikawa hicreleri (zerinde
Metformin, Everolimus ve Lityum maddelerinin tekli ve kombine uygulamalarinin
Midkine, PI3K, AKT, MTOR, AMPK protein seviyelerine olan etkisi ELISA yontemi

ile degerlendirilmistir.

Human Phosphorylated Adenosine Monophosphate Activaed Protein
Kinase (AMPK) ELISA KIT:

Cat no: E5873 Hu
Bioassay Technology Laboratory
Ana stok std(standart): 240ng/L
Standartlarimiz:
120 ng/L=120 pl std dilient + 120 pl orginal std
60 ng/L=120 pl std diltent + 120 pl 120 ng/L std
30 ng/L=120 pl std diltent + 120 ul 60 ng/L std
15 ng/L=120 pl std diltent + 120 pl 30 ng/L std
7,5 ng/L=120 pl std diltent + 120 ul 15 ng/L std
Wash buffer hazirla:

25x ana stok + 500ml distile su
Her bir konsantrasyon i¢gin ependorflara standart koyuyoruz 120 pl
Assay procedur:

1. 50 pl std lar yiklenir. (NOT: stdlara biotiylated antibody eklenmez)
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2. 40 pl 6rnek yiiklenir. 10 ul AMPK antibody eklenir. Uzerlerine hem std lara hem
de 6rneklere 50 pl streptavidin HRP eklenir. ( NOT: blank kontrollere koyulmaz). Seal
ile kapat 60 dk 37°C’de inkibe edilir.

3. Seal kaldirilip 5 defa yikama yapilir. ( en az 350 pl koyulup 30 sn kadar beklenir)
4. Sonra 50 pl substrat A eklenir. Sonra 50 pul subt B eklenir. Seal ile kapatilip 10 dk
37°C’de inkube edilir.

5. 50 ul stop sollisyonu eklenir.

6. 450 nm mikroplaka okuyucuda 10 dk icinde okunur.

Human Mammalian Target of Rapamycin ELISA KIT:

Cat no: E3693 Hu
Bioassay Technology Laboratory
Ana stok std (standart): 48ng/mL (120 pl)
Wash buffer hazirla:
25x ana stok + 500ml distile su
Her bir konsantrasyon igin ependorflara standart koyuyoruz 120 pl
Standartlarimiz:
24 ng/mL=120 pl std diltient + 120 pl orginal std
12 ng/L=120 pl std diltient + 120 ul 24 ng/L std
6 ng/L=120 pl std diltent + 120 ul 12 ng/L std
3 ng/L=120 pl std dilient + 120 pl 6 ng/L std
1,5 ng/L=120 pl std diltient + 120 pl 3 ng/L std
Assay procedur:
1. 50 pl std lar yiklenir. (NOT: stdlara biotiylated antibody eklenmez)
2. 40 pl 6rnek yiiklenir. 10 pl mTOR antibody eklenir. Uzerlerine hem std lara hem de
orneklere 50 pl streptavidin HRP eklenir. ( NOT: blank kontrollere koyulmaz). Seal
ile kapat 60 dk 37°C’de inkbe edilir.
3. Seal kaldirilip 5 defa yikama yapilir. ( en az 350 pl koyulup 30 sn kadar beklenir)
4. Sonra 50 pl substrat A eklenir. Sonra 50 pl subt B eklenir. Seal ile kapatilip 10 dk
37°C’de inkube edilir.

5. 50 pl stop solusyonu eklenir.
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6. 450 nm mikroplaka okuyucuda 10 dk i¢inde okunur.

Human Phospho-AKT ELISA KIT:

Cat no: E4531 Hu

Bioassay Technology Laboratory

Ana stok std(standart): 8000 ng/L (120 ul)

Wash buffer hazirla

25x ana stok + 500ml distile su

Her bir konsantrasyon igin ependorflara standart koyuyoruz 120 pl

Standartlarimiz:

4000 ng/L=120 pl std dilient + 120 pl orginal std

2000 ng/L=120 pl std diltent + 120 pl 24 ng/L std

6 ng/L=120 pl std diltient + 120 pl 12 ng/L std

3 ng/L=120 pl std diltent + 120 ul 6 ng/L std

1,5 ng/L=120 pl std diltient + 120 pl 3 ng/L std

Assay procedur:

1. 50 pl std lar yiklenir. (NOT: stdlara biotiylated antibody eklenmez)

2. 40 pl 6rnek yuklenir. 10 ul AKT antibody eklenir. Uzerlerine hem std lara hem de
orneklere 50 pl streptavidin HRP eklenir. ( NOT: blank kontrollere koyulmaz). Seal
ile kapat 60 dk 37°C’de inkbe edilir.

3. Seal kaldirilip 5 defa yikama yapilir. ( en az 350 pl koyulup 30 sn kadar beklenir)
4. Sonra 50 pl substrat A eklenir. Sonra 50 ul subt B eklenir. Seal ile kapatilip 10 dk
37°C’de inkube edilir.

5. 50 pl stop soltsyonu eklenir.

6. 450 nm mikroplaka okuyucuda 10 dk i¢inde okunur.
Human Phosphotylinosital 3Kinase ELISA KIT
Cat no: E0896 Hu

Bioassay Technology Laboratory
Ana stok std(standart): 80 ng/mL (120 pl)
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Wash buffer hazirla
25x ana stok + 500ml distile su
Her bir konsantrasyon icin ependorflara standart koyuyoruz 120 pl
Standartlarimiz:
40 ng/mL=120 pl std diltent + 120 pl orginal std
20 ng/mL=120 pl std diltient + 120 pl 40 ng/mL std
10 ng/mL=120 pl std dilient + 120 pl 20 ng/mL std
5 ng/mL=120 pl std dilient + 120 pl 10 ng/mL std
2,5 ng/mL=120 pl std dilient + 120 pl 5 ng/mL std
Assay procedur:
1. 50 pl std lar yuklenir. (NOT: stdlara biotiylated antibody eklenmez)
2. 40 pl 6rnek yiklenir. 10 pl PI3K antibody eklenir. Uzerlerine hem std lara hem de
orneklere 50 pl streptavidin HRP eklenir. ( NOT: blank kontrollere koyulmaz). Seal
ile kapat 60 dk 37°C’de inkdibe edilir.
3. Seal kaldirilip 5 defa yikama yapilir. ( en az 350 pl koyulup 30 sn kadar beklenir)
4. Sonra 50 pl substrat A eklenir. Sonra 50 pl subt B eklenir. Seal ile kapatilip 10 dk
37°C’de inkibe edilir.
5. 50 ul stop soliisyonu eklenir.
6. 450 nm mikroplaka okuyucuda 10 dk i¢inde okunur.

Human Midkine ELISA KIT

Cat no: E1633 Hu
Bioassay Technology Laboratory
Ana stok std(standart): 2400 ng/mL (120 pl)
Wash buffer hazirla
25x ana stok + 500ml distile su
Her bir konsantrasyon icin ependorflara standart koyuyoruz 120 pl
Standartlarimiz
1200 ng/mL=120 pl std diltient + 120 pl orginal std
600 ng/mL=120 pl std dilient + 120 pl 1200 ng/mL std
300 ng/mL=120 pl std dilient + 120 pl 600 ng/mL std
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150 ng/mL=120 pl std diltent + 120 pl 300 ng/mL std

75 ng/mL=120 pl std diltient + 120 pl 150 ng/mL std

Assay procedur:

1. 50 pl std lar yiklenir. (NOT: stdlara biotiylated antibody eklenmez)

2. 40 pl 6rnek yiiklenir. 10 pul MK antibody eklenir. Uzerlerine hem std lara hem de
orneklere 50 pl streptavidin HRP eklenir. ( NOT: blank kontrollere koyulmaz). Seal
ile kapat 60 dk 37°C’de inkibe edilir.

3. Seal kaldirilip 5 defa yikama yapilir. ( en az 350 pl koyulup 30 sn kadar beklenir)
4. Sonra 50 pl substrat A eklenir. Sonra 50 ul subt B eklenir. Seal ile kapatilip 10 dk
37°C’de inkibe edilir.

5. 50 pl stop soltisyonu eklenir.

6. 450 nm mikroplaka okuyucuda 10 dk icinde okunur.

INVAZYON KAPASITESININ BELIRLENMESI (MATRIGEL-
INVAZYON TESTI)

Deney gruplarindaki hiicrelerin invazyon kapasitesi ‘matrigel invasion champer’
invazyon kaplar1 (Corning) kullanilarak 24 kuyucuklu kiiltiir plaklerinde arastirildi.
Bu deney sayesinde hiicrelerin in vitro sartlar altinda invaziv o6zellikleri
saptanabilmektedir. Invazyon odaciklar1 8 mikron gapli porlar igeren matrigel matrix
kapli bir membran ile Ortiiliidiir. Bu membran invaziv 6zelligi olmayan hiicrelerin
membranin diger ylizeyine gecmesini engellemekte, invaziv 6zelligi olan hiicreler ise
membranin diger yilizeyine gegebilmektedir. Bu sayede matrijel kapli membran
invaziv ve invaziv olmayan hiicreleri birbirinden ayirabilmektedir.

Deneyde kisaca, 12 kuyucuklu plakaya matrigel champer: yerlestirmeden 6nce
750 pl completed besi yeri koyduk. Dozlar1 completed olmayan, iginde penicilin-
streptomisin olan ama FBS (serum) olmayan besi yerinde hazirladik. Her kuyucukta
25 bin hticre olacak FBS i¢cermeyen besi yerinde dozlart hazirladik. Her kuyucukta 500
ul olacak sekilde kuyucuklara dozlu hiicreleri uyguladik. Hlcreler 48 saat 37°C’de
COz2’li inkiibatorde inkiibe edildi.

48 Saat sonra

1.Kuyucuklardaki besi yerleri dokuldi.

o1



2. 2 defa PBS ile yikandi.

3.750 pl disar1 500 pl champer i¢ine daha 6nceden -20 ye sogumasi i¢in biraktigimiz
methanol uygulandi.

4. -20 de 10 dk inkdibe edildi.

5. Methanoller pipetle gekildi.

6. 750 ul disina 500 pl igine kristal viyole boyast konuldu. 3-5 dk arasinda kabin i¢inde
bekletildi.

7. PBS ile boyadan arinana kadar yikanda.

8. Isik mikroskopunda fotograflar ¢ekildi

KOLONI OLUSUM DENEYI

Deney gruplarimiz i¢in uyguladigimiz dozlarin maruziyeti sonrasi Ishikawa
endometral karsinom hiicrelerinin koloni olusumunu nasil etkiledigini belirlemek i¢in
deneyi icin 6 kuyucuklu plakalara kontrol ve doz gruplari igin kuyucuk basina 1x10°
hicre ekildi. Deney gruplarinin her biri igin triplike hiicre ekimi yapildi. 14 giin
boyunca hiicrelerin 2 giinde bir ortamlarini degistirerek 37°C’de, %5 CO2’li ortamda
inkiibe edildi. On dort giiniin sonunda hiicreler soguk metanolle -20°C’de 10 dakika
fikse edildi. Fikse olan koloniler kristal viyole boyast ile 15 dakika boyandi. Boyanan

koloniler kontrol grubu ile kargilagtirmali olarak sayilip degerlendiri.

WOUND HEALING (YARA iYILESME) DENEYi

Hiicre migrasyonunu ve hiicre-hiicre etkilesimini incelemek i¢in yapilan bir
deney olan yara iyilesme deneyi, Ishikawa hiicrelerinde Everolimus, Lityum,
Metformin maddelerinin tekli ve kombine dozlarinin etkisini belirlemek igin yapildu.
Wound healing deneyi i¢in 12 kuyucuklu plakaya %100 confluent olacak sekilde hiicre
ekim yapildi. Hicrelerin plak yiizeyine tutunmasi gozlendikten sonra besi yeri
kaldirildi. PBS ile 3 kere yikama yapildi. 200 ul lik pipet ucu yardimi ile “+” seklinde
plak zeminine ¢izim yapildi. Cizigin amaci, hiicrelerin go¢ etmesini ve boslugu

kapatmasini gozlemlemek amaciyla hiicresiz bir alan olusturmaktir. Sonrasinda PBS
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ile tekrar yikanip doz gruplart besi yeri iginde uygulandi. 0, 16 ve 24 saatte 4X
blyttme ile resimler ¢ekilip kontrol grubu ile karsilagtirilip analizi yapildi.

FLOW SITOMETRIi: ANNEXIN V iLE APOPTOZ TESPIiTi

Apoptotik indeks, flow sitometrik Annexin-V-floresanin izotiyosiyanat /
propidyum iyodlr (Annexin-V-FITC / PI) boyama kullanilarak degerlendirildi. Kitin
kullanma kilavuzundaki talimatlardan sonra (BD Pharmingen, San Diego, CA, ABD),
hiicreler iki kez PBS ile yikandi ve 0.01 M HEPES, 0.14 mM NacCl, ve 2.5 mM CaCl»
ihtiva eden baglama tamponu ile yeniden siispansiyon haline getirildi. Hucre
suispansiyonu igindeki(1 x 10°baglanma tamponu icindeki 100 pL) hiicreler, 5 pL
FITC etiketli Annexin V (BD Pharmingen) boya ve PI ile karanlikta oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, PI floresans1 ve Annexin V, BD FACS
Calibur'da ayn1 anda 6l¢iillip cihazin isletim yazilimiyla analiz edildi (CellQuest: BD

Pharmingen).

UC BOYUTLU (3D) HUCRE KULTURU YONTEMI iLE SPHEROID
OLUSUMU DENEYIi

Bir liquidoverlay teknigi kullanilarak in vitro ¢ok hiicreli bir Ishikawa sferoid
modeli olusturulmustur.

Ishikawa hiicreleri oncelikle; RPMI 1640 besi yeri ile T75 flaska ekilmis ve
37°C de %95 nem ve %5 CO’li etiivde iki giinde bir besi ortamlari tazelenerek inkiibe
edilmistir. Hiicreler %90 confluent oldugunda flasklar dncelikle PBS ile yikanip 6l
hicrelerden ve hiicre atiklarindan iyice arindirilip aspire edilmis sonrasinda tripsin
ilave edilerek hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi saglanmistir. Flask icerisindeki
hlcre- ortam karigimi 15 ml'lik falkonlara aktarilip 1500g'de 4 dakika santrifiij edilip
slpernatant uzaklastirilmigtir. Ardindan hiicre saymm yapilip % 100 canliliga sahip
hiicreler her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde % 3'liik Noble agar kaph alti
kuyucuklu kiiltiir plakasina RPMI-1640 kullanilarak kiiltiirize edilmis ve belli araliklar

ile hiicrelerin inverted mikroskopta resimleri ¢ekilmis boyutlart 6lgiilmiistiir.
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VERILERIN ISTATISTIiKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapilmis, web tabanlt "RT? Profiler&#8482; PCR Array Data Analysis" programinda
bulunan, Volcano Plot analizleri kullanilmistir. Metodun amaci, iki ekspresyon
sonucunun +3SD  karsilastirllmast esasina dayanmaktadir. Boylelikle, gen
ekspresyonunun karsilastirilmasi yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili
genlerin  ekspresyon degerleri rolatif olarak belirlenebilmistir.  Gruplarin
karsilastirilmast "RT? Profiler&#8482; PCR Array Data Analysis" programinda

bulunan "Student t-testi" analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Istatistiksel analiz

Veriler SPSS 24.0 paket programiyla analiz edilmigtir. Stirekli degiskenler
ortalama + standart sapma, ortanca(en kiiglik -- en biiyiik degerler) ve kategorik
degiskenler say1 ve ylizde olarak verilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugunun
incelenmesinde Shapiro Wilk testi kullanilmistir. Bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirilmasinda KruskalWallis Varyans Analizi (Post-hoc olarak Bonferroni

Diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanilmigtir.
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BULGULAR

XTT TESTi (HUCRE CANLILIGI TESTI) SONUCLARI

24, 48 ve 72 saat degerlerine gore ¢ikan sonuglar Graph pad prism 8.01 programi
kullanilarak ICso degerleri hesaplanmustir.

48. saate 37,46 nM olarak saptanmistir. 24 saatlik hiicre canliligi testi
sonuglarinda, hiicre proliferasyonunun %50'lerin altina diismemesi sebebiyle, 48.
saatteki doz orani ICspolarak kabul edilmistir. Everolimusun degisen doz araliklar1 ve
zamana gore etkisi Sekil 5°de gorilmektedir.

Everolimus
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— 100
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>80 80

S 60
(@]

g 40
(8]
e}

0

cont nm 10 nM 25 nM 50 nM 100 nM 200 nM 300 nM
Doz (nM)

H24h m48h m72h

Sekil 5. Everolimus’un cesitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina
etkisinin siitun grafigi gosterimi

48. saate 100 pM olarak saptanmistir. 24 saatlik hiicre canlilifi testi
sonuglarinda, hiicre proliferasyonunun %50'lerin altina diismemesi sebebiyle,
48.saatteki doz oran1 ICsp olarak kabul edilmistir. Lityumun degisen doz araliklari ve

zamana gore etkisi Sekil 6°da gorulmektedir.
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Lityum
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Sekil 6. Lityum’un ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina etkisinin
stitun grafigi gosterimi

48. saate 48,59 mM olarak saptanmustir. 24 saatlik hiicre canlilifi testi
sonuclarinda, hiicre proliferasyonunun %>50'lerin altina diismemesi sebebiyle,
48.saatteki doz orani ICso olarak kabul edilmistir. Metforminin degisen doz araliklar

ve zamana gore etkisi Sekil 7°de gortlmektedir.

Metformin
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zo (R
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cont 0,1 mM 1mM 5mM 10 mM 20 mM 50 mM 100 mM
Doz (mM)

Hicre Canliligr (%)

H24h m48h m72h
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Sekil 7. Metformin’in cesitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi

Kombine dozlar; Eve ICso + Met ICso, Eve ICso+ Met 29,73 mM, Eve ICso + Lit
ICs0, Eve ICso + Lit ICs0 + Met ICsp seklinde se¢ilmis, kombine dozlarinda etkili

zamani 48. saat olarak tespit edilmis ve doz araliklar1 ve zamana gore etkisi Sekil 8’de

gosterilmistir.
Kombineler
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Sekil 8. Kombine dozlarin zamana gore hiicre canliliina etkisinin siitun grafigi
goOsterimi

TRIZOL REAGENT ILE TOTAL RNA IZOLASYONU SONUCLARI
Trizol Reagent yardimi ile kontrol grubu ve doz grubu Ishikawa hiicrelerinden
RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen total RNA'larin konsantrasyon ve saflik

oranlar1 Nanodrop ile saptanmistir. Sonuglar Tablo 15°deki gibidir.

Tablo 15. izole edilen RNA ait konsantrasyon ve saflik degerleri

Grup Konsantrasyon 260/280 nm
(ng/ul) (OD)

Kontrol 90,3 1,58

Everolimus 1Cso 165,8 1,66
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Lityum ICso 3611 1,88
Metformin ICso 426,6 1,95
Eve + Met 108,2 1,73
Eve + Lit 295,2 1,74
Eve + Met 29,73 399 1,90
Eve + Lit + Met 165,9 1,66

GERCEK-ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (RT-PCR)
SONUCLARI

Deneylerin prosediirii materyal metotta belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
Reaksiyon sonucunda elde edilen Cq degeri dikkate alinrak kontrol ve doz
gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim hesaplanmistir. Calismamiz sonucunda
arastirmamizda inceledigimiz genlerden istatistiksel olarak anlamli degisim goriilen

genler ve degisim durumlari Sekil 9°da verilmistir.

Position Gene Symbol Fold Regulation (comparing to control group)
Everolimus 37,46 nM Lityum 100 pM Metformin 48,59 mM

Fold Regulation p-Value Fold Regulation  p-Value Fold Regulation  p-Value
1 BETA ACTIN 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
2 CASP8 1.13 0.645009 -4.92 0.010544 -1.16 0.404120
3 FASL 2.11 0.029231 -1.38 0.472891 1.87 0.042288
4 PTEN -1.46 0.052442 1.02 0.900916 346 0.002528
5 FADD 6.88 0.230884 2375 0.109012 32.90 0.057808
6 PIK3CA 272 0.666939 6.93 0.423246 40.13 0.136592
7 AKT1 -1.39 0.195002 2.73 0.110426 205 0.206835
8 MTOR 1.11 0.381506 1.50 0.872234 1.46 0.425658
9 CASP3 1.65 0.045914 1.39 0.461035 1.38 0.062247
10 HLADRBS 3.05 0.376845 791 0.196560 12.50 0.052076
11 PIK3CB -54.07 0.241874 -1.64 0.355884 241 0.769215
12 CASP9 -1.63 0.569353 4.75 0.132903 230 0.001503
13 BAX -1.45 0.312039 312 0.149680 1.98 0.196937
14 TNF 10.51 0.091175 5.64 0.194588 2.60 0.355634
15 TRADD -1.71 0.907765 354 0.152477 13.83 0.002030
16 MIDKINE -211.82 0.001157 -2.54 0.585566 1.51 0.348708
17 P53 121 0.791866 -1.94 0.916061 5.75 0.274792
18 MAPILC3A -2.09 0.024961 -4.52 0.269443 2.50 0.000993
19 BECLIN1 -1.01 0.844450 1.54 0.154482 7.24 0.367245
20 HLADRBI1 259 0.020564 -3.15 0.775086 -16.56 0.001066
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Position  Gene Symbol Fold Regulation (comparing to control group)

Eve 37,46 + Met 48,59 Eve 37,46 +Lit 100 Eve 37,46 + Met 29,73 Eve 37,46 + Met 48,59 + Lit 100
Fold Regulation p-Value Fold Regulation p-Value Fold Regulation p-Value Fold Regulation  p-Value

1 BETA ACTIN 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan

2 CASPS -1.57 0.393692 280 0.161598 144 0.160094 -1.13 0.472837
3 FASL -1.77 0.412627 -2.14 0.766185 341 0.032464 147 0.183583
4 PTEN 279 0.240488 1.78 0.116897 -1.29 0.150138 -2.76 0.003879
5 FADD 18.55 0.004589 1521 0.037809 218 0.276390 -243 0.003633
6 PIK3CA 21,51 0.373337 15.93 0.173168 1.98 0.388529 -247 0.417923
7 AKT1 208 0.192898 342 0.157738 274 0.092755 5.51 0.362474
8 MTOR 6.56 0.626632 477 0.416028 7.14 0.360309 1.40 0.423993
9 CASP3 244 0.218682 132 0.425642 1.55 0.236757 -1.10 0.573405
10 HLADRB3 759 0.303511 8.92 0.124644 1.02 0.570797 -2.98 0.163254
11 PIK3CB 452 0.508824 -3.18 0.281296 2.14 0.292188 -9.49 0.265937
12 CASP9 743 0.019736 791 0.065631 6.85 0.034519 -131 0417141
13 BAX 441 0.020768 235 0.253896 1.56 0.232126 117 0.644500
14 TNF 7.24 0.310771 34.70 0.000209 14.29 0.000365 842 0.026061
15 TRADD 66.72 0.336781 33.59 0.371609 245 0.182108 212 0.069969
16 MIDKINE 2.16 0.073670 1.01 0.788236 -235 0.013235 -1.69 0.063051
17 P53 100.66 0373471 12.35 0.101769 1134 0.000743 434 0.030314
18 MAPILC3A 1.50 0.445109 213 0.148012 1.69 0.016891 -144 0.350144
19 BECLIN1 1.01 0.808726 2.69 0.123639 1.84 0.018625 1.17 0.468777
20 HLADRBI1 -8.04 0.019559 248 0.002866 293 0.012768 -1.39 0.711760

Sekil 9. RT-PCR sonucuna gore kontrol grubuna gore degisiklik gosteren genler

RT-PCR sonucuna gore;

Everolimus 1Cso dozu uygulanan grupta, FASL, CASP3, MIDKINE,
MAP1LC3A ve HLADRBL1 istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05) ayrica
FADD, PIK3CA, HLADRBS ve TNF degerlerinde belirgin artig, PIK3CB degerinde
belirgin azalma tespit edilmistir.

Lityum 1Csg dozu uygulanan grupta, CASP8’ de anlamli degisim ayrica FADD
degerinde istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05), ayrica PIK3CA, AKTI,
HLADRBS, CASP9, BAX, TNF, TRADD degerlerinde belirgin artis, MIDKINE,
MAPI1LC3A, HLADRBI degerlerinde belirgin azalma tespit edilmistir.

Metformin ICso dozu uygulanan grupta; FASL, PTEN, CASP9, TRADD,
MAPILC3A, HLADRBI degerlerinde istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05),
ayrica FADD, PIK3CA, AKT1, HLADRBS5, PIK3CB, CASP9, TNF, TRADD, P53,
MAPILC3A, BECLINI degerlerinde belirgin artis tespit edilmistir.

Everolimus ICso + Metformin ICso dozu uygulanan grupta; FADD, CASP9,
BAX, HLADRBI1 degerlerinde istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05),
PIK3CA, AKT1, MTOR, CASP3, HLADRBS5, PIK3CB, TNF, TRADD, P53
degerlerinde belirgin artis tespit edilmistir.

Everolimus 1Cso + Lityum ICso dozu uygulanan grupta; FADD, TNF ve
HLADRBI1 degerlerinde istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05), CASPS,
PIK3CA, AKT1, MTOR, HLADRBS5, CASP9, BAX, TRADD, P53, MAP1LC3A,
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BECLIN1 degerlerinde belirgin artis, FASL ve PIK3CB degerinde belirgin azalma
tespit edilmistir.

Everolimus ICso + Metformin 29,73 mM dozu uygulanan grupta, FASL, CASP9,
TNF, MIDKINE, P53, MAP1LC3A, BECLIN1, HLADRBI degerlerinde istatistiksel
anlamli degisim (p degeri <0,05), ayrica FADD, AKT1, PIK3CB ve TRADD
degerlerinde belirgin artis tespit edilmistir.

Everolimus ICso + Metformin 1Cso + Lityum 1Cso dozu uygulanan grupta; PTEN,
FADD, TNF, P53 degerlerinde istatistiksel anlamli degisim (p degeri <0,05), ayrica
AKTI1 degerinde belirgin artis, PIK3CA, HLADRBS5, PIK3CB ve TRADD
degerlerinde belirgin azalma tespit edilmistir.

Tum veriler Sekil 9°da ayrintili olarak verilmistir.

MATRIGEL INVAZYON TESTI SONUCLARI

Matrigel invazyon deneyi sonucunda, dozlarin uygulanmis oldugu Ishikawa

hiicrelerinin invazyon durumlarinin kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde azaldig:

gorulmektedir.

Sekil 10. Kontol grubunda invaze olan hicrelerin mikroskop goruntisi (10X)
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Sekil 11. Everolimus ICso grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop goruntisu
(10X)

Sekil 13. Lityum ICsp grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop gorintist (10X)
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Sekil 14. Everolimus 1Cso + Lityum 1Csg grubunda invaze olan hicrelerin mikroskop
goruntusi (10X)

Sekil 15. Everolimus 1Cso + Metformin 1Cso grubunda invaze olan hiicrelerin
mikroskop goruntisi (10X)

Sekil 16. Everolimus ICso + Metformin ICso + Lityum ICso grubunda invaze olan
hicrelerin mikroskop gorunttsu (10X)
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Sekil 17. Everolimus ICso + Metformin 29,73 mM grubunda invaze olan hicrelerin
mikroskop goruntusi (10X)

KOLONI OLUSUM DENEYi SONUCLARI

Kontrol grubu hiicrelerde koloni ortalamas1 382,33+16,75 iken, doz
guruplarinda koloni sayist Everolimus 1Cso grubunda 20048,16, Metformin ICso
grubunda 126+7, Lityum 1Cso grubunda 223,3+12,4, Everolimus ICsg + Lityum ICso
grubunda 246+14,3, Everolimus ICso + Metformin I1Cso grubunda 50,3£13,5,
Everolimus 1Cso + Metformin ICso + Lityum 1Cso grubunda 62,6+£12,5, Everolimus ICso
+ Metformin 29,73mM grubunda 104,3£10,2 bulunmustur. Sekil 18’de goriildigii gibi
koloni formasyonunun doz gruplarinda kontrole gére belirgin sekilde azaldig: dikkati
cekmektedir. Sonug olarak, 6zellikle basta Everolimus ICso + Metformin 1Cso grubu
olmak uzere, Everolimus 1Cso + Metformin 1Csp + Lityum ICsg grubu olmak (lizere tiim
gruplarda Ishikawa hiicrelerinde koloni saysis1 kontrol grubuna gore belirgin olarak

baskilanmistir. Sekil 18’de kontrol ve doz gruplarinin goriintiisii gosterilmektedir.
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Sekil 18. Ishikawa hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinda koloni goriintiisii

Tablo 16. Ishikawa hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinda koloni sayilar

Grupl Grup2 Grup3 Ortalama Std sp
Kontrol 377 365 405 382,3333 16,7597
Eve ICso 190 200 210 200 8,1649
Met I1Cso 133 119 126 126 7
Lit 1Cso 240 220 210 233,3333 12,4721
Eve ICsotLit ICso 230 245 265 246,6666 14,3372
Eve ICso+Met ICso 68 48 35 50,3333 13,5521
Eve+Lit+Met 70 73 45 62,6666 15,5521
EvelCso+Met29,73 116 106 91 104,3333 10,2740

WOUND HEALING DENEYi SONUCLARI

Ishikawa hiicrelerinde Everolimus, Lityum, Metformin maddelerinin tekli ve

kombine dozlarmin hucre-hiicre etkilesimi ve hiicre migrasyonuna etkisini belirlemek
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icin yaptigimiz wound healing deneyi sonuglarinin 0, 16 ve 24 saatte 4X blyutme ile
resimleri gekilip kontrol grubu ile karsilastirilip analizi yapildi.

Met IC50

EvelC50+ Met 29,73

Eve IC50

Lityum IC50

Eve IC50+Met IC50

Eve IC50+Lit IC5

Sekil 20. Wound healing deneyi 16. Saat sonuglar1 (4X)
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Kontrol

‘_‘_i 3

Eve IC50+Met IC50 Eve-tMets Lityum Eve + Met 29,73

Sekil 21. Wound healing deneyi 24. Saat sonuglar1 (4X)

FLOW SITOMETRI SONUCLARI
Flow sitometri deneyi, doz gruplarinda apoptozun kontrol grubuna oranla
belirgin sekilde arttigini, ayrica hiicre canliliginin kontrol grubuna oranla azaldigini

gostermistir. Tiim sonuglar Sekil 21-27°de gosterilmistir.
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File: ishikawa kontrol

Panel: Apoptosis Total Events: 10000
Quad Events % Gated

UL 93 1.07

UR 56 0.65

28 8503 98.28

LR 0 0.00

Sekil 22. Flow sitometri kontrol grubu sonuglari

everolimus 37,46 nanomolar everolimus 37,46 nanomolar
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File: everolimus 37,46 nanomolar
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events % Gated
UL 361 407
UR 7654 86.22
IL 232 261
LR 630 710

Sekil 23. Flow sitometri Everolimus 1Cso grubu sonuglari
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File: metformin 48,59milimolar
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events % Gated
UL 1234 13.26
UR 7750 83.29
LL 298 3.20
LR 23 0.25

Sekil 24. Flow sitometri Metformin ICso grubu sonuglari
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File: lityum chloride 100mikromolar
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events 2% Gated
UL 855 9.47
UR 7418 82.18
LL 693 7.68
LR 60 0.66

Sekil 25. Flow sitometri Lityum ICsg grubu sonuglari
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File: everolimus+metformin
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events % Gated
uL 320 434
UR 6011 81.49
LL 529 717
LR 516 7.00

Sekil 26. Flow sitometri Everolimus ICso + Metformin ICso grubu sonuglari

< everolimus + lityum + metformin < everolimus + lityum + metformin
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File: everolimus+lityum+metform#157C2
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events 9% Gated
uL 437 5.05
UR 7881 91.14
LL 291 3.37
LR 38 0.44

Sekil 27. Flow sitometri Everolimus ICso + Metformin ICso + Lityum 1Cso grubu
sonugclari
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everolimus+metformin29,73
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File: everolimus+metformin29,73
Panel: Apoptosis Total Events: 10000

Quad Events % Gated
UL 461 518
UR 8196 9212
LL 216 243
LR 24 0.27

Sekil 28. Flow sitometri Everolimus ICso + Metformin 29,73mM grubu sonuglari

UC BOYUTLU (3D) HUCRE KULTURU YONTEMI iLE SPHEROID
OLUSUMU DENEYI SONUCLARI

Kontrol ve doz gruplar1 belirli saat araliklarla inverted mikroskop ile
goriintiilenmistir. Dozlarin ICso slresi olan 48. saat gorintllerinde sferoidlerin
sayisinda azalma, boyutlarinda kii¢iilme ve sinir diizensizlikleri tespit edilmistir.
Kontrol grubunda en kiigiigii 120 um, en biiyiikleri 225 pum olmak tizere ortalama 160-
180 um olan ¢ok sayida sferoid goriilmiistiir. Doz gruplarinda Everolimus ICso
grubundaki sferoidlerin ortalamalar1 71,33 pum, Lityum ICsg grubundaki sferoidlerin
ortalamalar1 90 pm, Metformin ICso grubu 97,5 pum, Everolimus ICso + Metformin
ICso grubundaki sferoidlerin ortalamalar1 96,4 um, Everolimus ICso + Lityum ICsp
grubundaki sferoidlerin ortalamalart 97 pm, Everolimus ICso + Metformin ICso +
Lityum 1Cso grubundaki sferoidlerin ortalamalar1 80 pm olarak tespit edilmistir.

Sonuglar Sekil 29-36°daki resimlerde gosterilmistir.
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Sekil 30. Kontrol sferoid goruntiisu (10X)
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Sekil 31. Everolimus ICso grubu 48.saat sferoid goruntisi (10X)

Sekil 32. Lityum ICsp grubu 48.saat sferoid gortntisu (10X)
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Sekil 33. Metformin ICso grubu 48.saat sferoid goruntisi (10X)

Sekil 34. Everolimus ICso + Metformin 1Cso grubu 48.saat sferoid gorintisi (10X)
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Sekil 35. Everolimus ICso + Lityum ICso grubu 48.saat sferoid goriinttsu (10X)

Sekil 36. Everolimus ICsp + Metformin ICso + Lityum ICsg grubu 48.saat sferoid
goruntusi (10X)
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ELISA DENEYi SONUCLARI

ELISA sonuglar1 incelendiginde; PI3K igin kontrol grubuna gére en yiiksek
deger Everolimus ICso + met29,73mM grubunda (0,75240,062), en diisiik deger ise
Everolimus 1Cso + Lityum 1Cso grubunda bulundu (0,333 +£0,0007).

Kontrol grubuna goére en yiiksek mTOR degeri Everolimus 1Cso grubunda
(0,499+ 0,012) en diisiik deger ise Everolimus ICso + Metformin ICso grubunda
grubunda (0,178 +0,07) izlendi.

Midkine sonuglarina bakildiginda tiim gruplarin kontrol grubundan diisiik
oldugu saptandi. Gruplar arasinda en diisitk Midkine degeri Metformin ICso grubunda
(9,485+ 5,205) en yiiksek deger ise Everolimus ICso + Metformin ICso (25,4% 2,47)
grubunda go6zlendi.

AKT degerlerinden kontrol grubuna gore en yiiksek deger Everolimus ICso +
Lityum ICso grubunda (139,49+ 4,5) en diistik deger ise Metformin 1Cso grubunda
(11,32 +2,69) belirlendi.

AMPK degeri ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda en yiliksek Everolimus
ICs0 + met29,73mM grubunda (4,241+ 0,731 ) en diisiik ise Metformin 1Cso grubunda
(0,652 +0,148) bulundu.

Calismada elde ettigimiz veriler Tablo 17’ de ve Sekil 37,38,39’da verilmistir.
Tablo 17. ELISA kontrol ve doz gruplari sonuglari

PBK MTOR Midkine AKT AMPK
Kontrol A_.CI:ES.S. 04280042 01910039 5544 +689 5856 +26.19 08970014
min - maks 0.386-047 0.152-0229 4855-6233 32.37-84.75 0.883-0911
Met IC50 A_.O:I:S.S. 04180058 01790001 94855205 11321 £2.669 0.652+0.148
min - maks 036-0476 0.178-0.18 428 - 14.69 8.652-13.99 0.505-08
Eve IC50 A_.Dd:S.S. 0499 +£0012 02530003 22494054 50.19+£132 1.192 £ 0.304
min - maks 0488 -0511 025-0256 21.95-23.03 36.99 -63.39 0.888 -1.496
Lityum IC50 A_.CI:ES.S. 05080018 0244 +0.058 22054137 764272055 2296 £0.196
min - maks 049-0526 0.186-0303 20.68-2342 T437-T78.48 2.1-2.492
evetmet A_.Dd:S.S. 04760011 0.178+0.007 15409+10322 72167+16995 L1.187+0512
min - maks 0465-0488 0.171-0.186 5.086-2573 55.17-89.16 0.675 - 1.699
evatlityum A_.Dd:S.S. 03320007 02110076 10.009+3801 B6337T+4.875  3342+£0302
min - maks 0326-0339 0.135-0288 6208-1381 8l46-91.21 3.041 -3.644
evatlittmet AO£85 05640004 02180006 1886 +2.56 139497 £41.505 3.07 +0.053

min - maks 0.56-0568 0212-0223 163-2142 97.99 - 181 3.017-3.123
AO£85 07520062 0256=+0.005 254247 127.87 £ 82545 42410731

evatmet 29, 13mM - maks 0.69-0815 0251-0261 2293 -2787 4531-2104  3.511-4972
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TARTISMA

Hiicrelerin ¢esitli nedenlerle kontrolii kaybedip, anormal bi¢imde ¢ogalmalari
ile karakterize kompleks bir hastalik olan kanser, normal viicut isleyisini durdurmakta
ve bazen 6lime neden olabilecek durumlara yol agmaktadir.

Endometriumun primer malign epitelyal timorii olan endometrial kanser, kadin
genital sisteminin en sik goriilen malignitesidir (86, 110). Bat1 Avrupa'daki kadinlarda
(kanser nedeniyle tum 6lumlerin %1-2'si) 6l1im nedeni olarak 7. sirada yer almaktadir
(2, 167). Bu y1l tahmini 61.880 yeni tan1 ve beklenen 12.160 6liimle Amerika Birlesik
Devletleri'nde en yaygin jinekolojik malignitedir. Endometrial kanser ile iligkili hem
insidans hem de 6liim orani artmaya devam ediyor. Taksan bazli kemoterapi ile daha
once tedavi gormemis, ilerlemis veya niikseden endometriyal kanseri olan kadinlarda,
Paclitaxel yanit oran1 % 27,3’tiir. Su anda, paklitaksel ve karboplatin kombinasyonu
genellikle ileri veya niukseden endometriyal kanserde birinci basamak tedavide
kullanilmaktadir. Ancak ikinci basamak tedavinin odak noktasi, taksan dis1 tedavi
olmustur. Etoposide, lipozomal doksorubisin ve topotekan dahil olmak (Qzere
incelenen diger ajanlar, % 4-13 arasinda yanit oran1 ile umut verici sonuglardan daha
azin gostermistir. Sonug olarak, klinik arastirma caligmalarinin ana odag alternatif
tedavi stratejilerini igermektedir (157,168).

Mutter ve ark. Kanser Genom Atlas1 ve diger molekiiler ¢aligmalarinda, PI3K /
AKT /mTOR yolagindaki anormalliklerin endometrioid endometriyal kanserde (tip I)
yaygin oldugunu ve tiimorlerin% 80'ine kadar PTEN kayb1 bulundugunu tespit etmistir
(169).  PTEN ve PIK3CA'daki mutasyonlar,  timorlerin %50'sine  kadar
tanimlanmustir.

Calismamizda Everolimus 1Csg + Metformin 1Csp + Lityum ICso dozu
uyguladigimiz grupta ve Metformin ICso dozu uygulan grupta PTEN timor supresif
geninde RT-PCR sonucunda kontrol grubuna gore istatiksel anlamli artig saptanmustir.

Soliman ve ark. bir dizi ¢alisma, tek ajan mTOR inhibisyonunun rekiirren
endometriyal kanserde tedavi olarak degerlendirmistir (157).

Obezite, diyabet, hiperinsiilinemi ve endometrial kanser arasindaki iliski,
Metformin gibi glukoz metabolizmasini hedef alan ilaglarin, bu tiir malignitelerin

onlenmesinde veya tedavisinde etkili olabilecegi hipotezine yol agmistir. Bu alanda
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dikkat c¢eken bir ilag, tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan birinci basamak oral
antihiperglisemik ajan olan Metformin (1,1-dimetilbiguanid) olmustur. Genel olarak
etkileri, kan sekeri konsantrasyonlarmin diisiiriilmesini, insiilin duyarliligimnin
arttirilmasinmi ve plazma aglik insiilin seviyelerinin azaltilmasini igerir. Ayrica, bazi
oral hipoglisemik ilaglarin ve insiilinin aksine, Metformin kullanicilar1 siirekli kilo
kaybina dogru bir egilim gostermektedir. Metforminin diisiik toksisitesi, onu
potansiyel bir yardimci tedavi veya hatta kemoterapiye kontrendikasyonlari olan veya
dogurganlig1 koruma istegi gibi diisiinceler i¢in monoterapi olarak ilging kilmaktadir
(158, 159).

Birgok grup, Metforminin, oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) mitokondriyal
seviyede inhibe etme kabiliyetinin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir araci oldugunu
gostermistir. Sonugta, i¢ mitokondriyal zar boyunca proton gradyaninda bir azalma
meydana gelir, sonugta proton gidimli adenosin trifosfat (ATP) sentezinde azalma
ve ATP'ye hiicresel adenosin monofosfatin (AMP) oraninin artmasina neden olur.
ATP'deki diisiis, Metformin tedavisinin anahtar etkisidir. 5’AMP ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) enzimi hiicresel enerji homeostazinda, biiyiik dl¢iide glikoz ve yag
asidi alimini saglayan, hiicresel enerji diisiik oldugunda ise oksidasyonun
aktiflesmesinde rol alan bir enzimdir. AMPK'nin aktivasyonu, AMPK aracil
fosforilasyon ve ATP tiiketen sentetik yolaklarda (6rnegin, glikoz, lipid ve protein) yer
alan anahtar enzimlerin ve transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu yoluyla hicreleri
katabolik duruma gegirir (158, 159). Ayrica AMPK aktivasyonunun bilinen agag1 akim
etkileri arasinda, mTOR yolaginin inhibisyonuna bagli olarak protein sentezinin
azalmasi1 da vardir (160, 161). Metformin ile tedavi edilen endometriyal kanser
hiicrelerinde PI3K/AKT sinyalinin inhibisyonu da gbzlenmistir (162).

Daha 6nce, endometriyal kanser cerrahisinden once kullanilan kisa bir oral
Metformin kirinin doku dizeyinde AKT/mTOR yolunun asagi regiilasyonuyla
sonuglandig1 gosterilmistir.

Soliman ve ark. tarafindan yapilan bir dizi ¢alismada endometriyal kanserin bir
ksenograft fare modeli kullanilmig, metforminin hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini, apoptozu indiikledigini ve KRAS mutasyonlarin1 aktive eden hiicrelerde

tiimor biliylimesini azalttigini gostermistir (168, 170).
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Iglesias ve ark. ile Soliman ve arkadaglarimin yaptiklart iki ayr1 calismada
metforminin, MAPK sinyal yolunun ayrilmasina neden olarak, yapisal olarak aktif
KRAS' hiicre zarindan uzaklastirdigini gostermistir (170,171).

Ayrica Soliman ve ark. metforminin AMPK” 1 aktive edip MTOR inhibisyonu
yaptigint  ve endometriyal kanserdeki diger bircok calismada oldugu
gibi, PTEN veya PIK3CA mutasyonunun varliginin, mTOR inhibisyonuna yanit ile
iliskili bulunmadigini tespit etmistir (168).

Yapilan bazi g¢alismalarda; PI3K/AKT/mTOR yolagi, geleneksel tedavilere
diren¢ kazandirmakla iliskilendirilmistir ve bu nedenle PI3K/AKT/mTOR yolag:
inhibitorleri  hormonal ve/veya sitotoksik ajanlarla kombinasyon halinde
degerlendirilmektedir (151, 152, 153, 154).

Everolimus, su anda cesitli iilkelerde tedaviye direncli renal hiicreli karsinom
ilerleyici, geri doniisiimsiliz, ilerlemis pankreas noroendokrin tiimorleri, renal
anjiyomiyolipom ve tibuler skleroz kompleksi ile iliskili subependimal dev hiicreli
astrositomalar i¢in onaylanmis bir mTOR inhibitoriidiir.

Yapilan baz1 g¢alismalarin klinik 6ncesi verileri, mTOR inhibisyonunun,
endometrial kanserde fayda saglayabilecegini gostermektedir (155, 156, 157).

Calismamizda RT-PCR sonuglarinda mTOR ve AKT degerlerinde istatistiksel
anlamli azalma saptanmamustir.

Yaptigimiz ELISA deneyi sonuglarinda ise, kontrol grubuna gore en yiksek
mTOR degeri Everolimus 1Cso grubunda (0,499 + 0,012) en diisiik deger ise
Everolimus ICso + Metformin ICso grubunda grubunda (0,178 + 0,07) izlendi. Ayrica
AKT degerlerinden kontrol grubuna gére en yiiksek deger Everolimus ICsg + Lityum
ICs0 + Metformin ICso grubunda (139,49 + 4,5) en diisiikk deger ise Metformin 1Cso
grubunda (11,32 + 2,69) belirlendi.

AMPK degeri ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda en yiiksek Everolimus
ICs0 + Metformin 29,73mM grubunda (4,241 + 0,731 ) en diisiik ise Metformin ICso
grubunda (0,652 + 0,148) bulundu.

Endometrial kanserlerin en yaygin olani tip 1 (endometrioid)’dir ve Ostrojen
bagimlidir. Genellikle var olan endometrial hiperplazi zemininde gelisir (86, 117).
GSK3pB, AKT'nin hedefleri arasindadir. Uterin epitel hiicrelerinde, PI3K-AKT-GSK3p
sinyal yolu, Ostrojen ve progesteron ile diizenlenir (172). Endometrial kanserde,
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GSK3p aktivitesinin inhibisyonu, in vitro ve in vivo hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu ile iligkilidir. GSK3f'nin endometrial kanserde asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir bu kanser evresiyle koreledir (173). Lityum Klorlr (LiCl), psikotik
hastaliklarda 6zellikle bipolar bozuklukta 19. yiizyildan beri kullanilan gilivenlik
aralig1 iyi bilinen bir ajandir. LiCl ile yapilan 6nceki ¢aligmalar kolorektal kanser, mide
kanseri ve noroblatomunda i¢inde yer aldig1 ¢esitli kanserlerde antineoplastik etkilere
sahip oldugunu gostermistir (12, 163, 164). LiCl'nin 6zellikle GSK3p inhibisyonuna
bagl antineoplastik etkisi oldugu gosterilmistir (165).

Calismamizda; RT-PCR sonuncunda lityumun AKT degerlerine istatistiksel
anlamli bir degisimi saptanmamustir.

ELISA sonuglarimizda ise; PI3K igin kontrol grubuna gore en yiiksek deger
Everolimus ICsp + met29,73mM grubunda (0,75240,062) ve Everolimus ICso+ Lityum
ICs0+ Metformin ICso (0,56440,004), en disiik deger ise Everolimus I1Cso + Lityum
ICso grubunda bulundu (0,333 +£0,0007).

Ayrica AKT degerlerinden kontrol grubuna gore en yiiksek deger Everolimus
ICso + Lityum ICso+ Metformin ICso grubunda (139,49+ 4,5) ve Everolimus ICso +
met29,73mM grubunda (127,87+82,545) en diisiik deger ise Metformin ICso
grubunda (11,32 +£2,69) belirlendi.

Bu sonuglara gore Everolimus ICsp + Lityum 1Cso+ Metformin ICso grubu ve
Everolimus 1Csp + met29,73mM grubununun PI3K-AKT-GSK3p sinyal yolu
uzerinden Ishikawa hiicre proliferasyonu azalttigini tespit ettik.

Midkine (MK) heparin baglayici biiyiime faktoriidiir. Embriyogenez sirasinda
retinoik aside yanit veren bir genin iiriinii olarak bildirilmistir. Su anda normal doku
homeostazi ve hastalik gelisimine katkida bulunan ¢ok yonlu bir faktor olarak tarif
edilmistir. Cesitli kanser tiirlerinde artmis MK ekspresyonuna sahiptir. Hiicre
blylmesi, hayatta kalma, metastaz, go¢ ve anjiyogenez dahil olmak tzere kanser
hiicrelerinin kritik 6zellikler edinmesi i¢in bir araci gorevi vardir.

Tanabe ve ark. nin yaptig1 ¢alismalar ile Filippou ve ark. yaptigi ¢aligmalar
endometrial kanser hastalarinda MK ekspresyonunu normal endometriyuma gore daha
yuksek oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢aligmalarda preoperatif serum MK seviyeleri
prognoz ve lenf nodu metastazinin varlig ile énemli Olglide iligkili bulunmustur.

Ayrica, preoperatif serum MK seviyeleri prognoz ve lenf nodu metastazinin varligr ile
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iligkili bulunmustur ve MK’nin yiiksek riskli endometriyal karsinom hastalarini
tanimlamak i¢in yararli bir serum biyobelirteci olabileceginden bahsedilmistir
(175,176).

Biz c¢alismamizda yaptigimiz RT-PCR sonuglarinda; Everolimus ICso
uygulanan grupta MK ekspresyonu kontrol grubuna gore 211,82 kat diisiik
bulunmustur. Everolimus ICso + Metformin 29,73 mM uygulanan grupta 2,35 Kat,
Lityum ICso uygulanan grupta 2,54 kat diisiik bulunmustur. Diger gruplarda belirgin
bir degisiklik gézlenmemistir.

Midkine degerlerine ELISA ile baktigimizda ise; tiim gruplardaki degerlerin
kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptandi. Gruplar arasindaki en diisiik Midkine
degeri Metformin I1Cso grubunda (9,485+ 5,205) en yiiksek deger ise Everolimus I1Cso
+ Metformin ICsg (25,4+ 2,47) grubunda g6zlendi.

p53’lin normalde esas fonksiyonu, DNA hasar aldiginda, hiicre dongiisii ve
proliferasyonunu durdurup hasar tamiri i¢in hiicreye zaman kazandirmaktadir. p53,
p2l'in sentezini arttirarak hiicre proliferasyonunu bloke eder ve hiicre dongusi
inhibitorlerinin transkripsiyonel asir1 diizenlenmeleri hiicreyi G2-M arrestine goturur.

Sonug olarak, p53 hem G1-S hem de G2-M arrestine aracilik yapmistir. Hiicre
siklusunun durmasi hiicreye zaman kazandirir ve hasralanmig DNA'nin tamir edilmesi
i¢in hiicre zaman kazanir.

Oda ve ark. yaptig1 ¢alismaya gore hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu
kez p53 hiicreyi apoptoza goturlr (174).

Calismamizdaki RT-PCR sonuglarinda; Everolimus ICso + Metformin 29,73
mM ve Everolimus 1Cso + Metformin 1Cso + Lityum ICso maruziyeti sonucunda p53
ekspresyonu kontrol grubuna gore 11,34 ve 4,34 katlik bir artis gdstermistir. Buna gore
bu gruplarda apoptozun p53 iizerinden tetiklendigini gostermis olduk.

Apoptoz temel olarak; TNF (TNFa) varligir veya biiylime faktorii yokluguna
bagl ekstrinsik yol veya DNA hasari, ER stresi ya da mitokondriden tetiklenen
intrinsik yol ile baglatilir. Apoptotik siire¢ hiicre i¢i ya da hiicre diginda baglamis olsada
kaspazlar adi verilen proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilir. Ekstrinsik
yolaktan, 6liim reseptorleri ad1 verilen bir¢ok reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir.
TNFa ve Fas reseptorleri en iyi Ornekleridir ve hiicre zarinda bulunan integral

membran protein yapisindadirlar. Hiicre zarinda bulunan kendileri i¢in 6zgiin
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reseptorlere baglanan ligandlar prokaspaz-8'i iki farkli biiyiikliikte pargaya boler.
Baslatic1 kaspaz denen aktif kaspaz-8, inaktif durumda olan kaspaz 9, kaspaz 6 ve
kaspaz7'nin aktiflesmesini saglar. Aktif kaspaz8, Bcl-2 ailesi Uyelerinden proapoptotik
bir protein olan bid'in aktiflesmesini bu da mitokondriden sitokrom c salinimi ve
kaspazlarin aktiflesmesine yol agar.

Calismamizin RT-PCR sonucuna goére Eve ICso + Lit ICso , Eve 1Cso + Lit ICs
+ Met ICso ve Eve ICso + Met 29,73 dozlarmin uygulandigir gruplarda TNF
degerlerinde sirasiyla; 34,70 kat, 14,29 kat ve 8,42 kathik istatistiksel anlamli artis
saptanmistir. Bu gruplarda Bax geninde anlamli degisiklikler bulunmamasi apoptotik
yolagn intrinsik yolaktan ziyade TNF gibi hiicre ylizey reseptorleri ekpresyonundaki
artis ile ekstrinsik yolaktan gerceklestirdigini diistindiirmiistiir.

Eve 1Cso + Met ICso dozu uygulanan grupta, TNF de istatiksel anlamli artis
gozlenmeyip, Bax ekspresyonunda 4,41 kat ve kaspaz 9 ekspresyonunda 7,43 kat
istatistiksel anlamli artig gézlenmistir. Bu artis bu doz grubunda apoptozun intrinsik
yolakla indiiklendigini diistindiirmektedir.

Eve ICsodozu uygulanan grupta, FASL da 2,11, Metformin 1Cso dozu uygulanan
grupta 1,87 Kkat istatistiksel anlamli artis gézlenmesi apoptozun ekstrinsik yolakla
aktive oldugunu diistindtirmiistiir.

Lit ICso uygulanan grupta kaspaz 8 de 4,92 kat azalma, kaspaz 9 da 4,75 kat artis
olmasi da bize apoptotik yolagin intrinsik mekanizma ile gerceklesmis olabilecegini
diistindlirmiistiir.

Farkl1 kanser hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda uygulanan maddelerin apoptoza
etkisi flow sitometri ile degerlendirilmistir. Ariaans ve arkadaslari, glukoz bagimli
meme kanseri hiicre hatlarinda, metformin ve everolimusun apoptozu artirdigini
gostermislerdir. Tai ve ark. prostat kanseri lizerinde, everolimusun otofaji ve apoptozu
artirdigini bildirmislerdir. Wu ve arkadaslar1 over kanserinde; Park ve arkadaslari ilaca
direngli rektal kanser iizerinde yaptiklar1 calismalarda metforminin apoptozu
artirdigini flow sitometrik olarak tespit etmislerdir. Ayrica lityumun da kolerektal ve
pankreas kanserinde apoptozu artirdig: bildirilmistir (181,182).

Calismamizda everolimus, metformin ve lityumun Ishikawa hicrelerine olan
apoptotik etkilerini flow sitometri testi ile degerlendik. Sonug¢larimizda kontrol

grubunda: % 98,28 canli hiicre, %1,07 nekrotik hiicre, % 0,65 ge¢ apoptotik hiicre
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tespit edildi ve erken apoptozda hiicreye rastlanmadi. Doz gruplarinda ise canli hiicre
%2,43 - 7,68, nekrotik hiicre % 4,07 - 13,26, gec apoptotik hticre % 81,49 — 92,12,
erken apoptotik hiicre % 0,27 — 7,10 arasinda tespit edilmistir. En diisiik canli hiicre
yuzdesi Everolimus ICso dozu grubunda; en yuksek ge¢ apoptoz yizdesi ise
Everolimus 1Cso + Metformin 29,73 mM doz grubunda goézlenmistir.

Araujo ve arkadaslarinin kolorektal kanser iizerinde yaptiklar1 caligmada;
lityumun kanser hiicrelerinde invazyon ve migrasyon kapasitesini diisiirdiigli ve koloni
olusumunu azalttig1 gosterilmistir (182).

Caligmamizda kontrol ve doz gruplar kiyaslandiginda invazyon kapasitesinin
kontrol grubuna gore belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir. Ayni1 zamanda
yaptigimiz migrasyon deneyi ile de tiim gruplarda kontrole oranla migrasyon ve hiicre-
hiicre etkilesiminin azalmis oldugunu goriintiiledik.

Baz1 kanser caligmalarinda; metformin, everolimus ve lityumunun koloni
formasyonunu azaltig1 ortaya konmustur (177,178,180,182).

Bizim ¢alismamizda 6zellikle basta Everolimus ICso + Metformin 1Cso grubu ve
Everolimus ICso + Metformin 1Cso + Lityum 1Cso grubu olmak (zere tim gruplarda
Ishikawa hiicrelerinde koloni saysist kontrol grubuna gore belirgin olarak
baskilanmistir.

Ishikawa hiicrelerinde Everolimus, Lityum, Metformin maddelerinin tekli ve
kombine dozlarmin hiicre-hiicre etkilesimi ve hiicre migrasyonuna etkisini belirlemek
icin Wound healing deneyi yapip 0, 16 ve 24. saatte 151k mikroskopi ile goriintiilerini
aldik. Calismamizda, doz gruplarinda hiicre migrasyonunun kontrol grubuna gore
belirgin sekilde baskilandig tespit edilmistir.

Calismamizda in vitro Ishikawa sferoid modeli olusturulmustur. Kontrol
grubunda ortalama 160-180 um boyutlarinda ¢ok sayida sferoid goriilmiistiir. Dozlarin
uygulandigr gruplarda sferoid sayist azalmis, boyutlart kiiciilmiis ve sekil
diizensizlikleri olusmustur. Literatlirde benzer bir ¢alisma bulunmadig i¢in kiyaslama
yapilamamis olup, calismamizin dozlarin1 kendi i¢inde kiyasladigimizda kontrol
grubuna gore sferoid boyutundaki kii¢tilme en fazla everolimus 1Cso grubunda (sferoid

ortalamalar1 71,33 pm) gézlenmistir.
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SONUC

Artan kanser insidansi ve tedavide karsilasilan zorluklar alternatif yontemlerin

arastirilmasi agisindan ilgi ¢ekmektedir. Hiicre dongiisiindeki olaylar1 diizenleyen ve

kontrol eden ¢ok kompleks mekanizmalar vardir. Kemoterapi tedavisinde kullanilan

mevcut ilaclar olmakla beraber yan etkisi az ve etki giicu ylksek olabilecek yeni

potansiyel ajanlar agisindan apoptoz iliskili mekanizmalar biiylik 6neme sahiptir.

Yaptigimiz calismalar sonucunda everolimus, metformin, lityumun tekli ve

kombine dozlar1 Ishikawa hiicrelerinde;

Hicre proliferasyonunu azaltmistir.

Flow sitometride kontrol grubu ile tiim doz gruplar1 arasinda apoptoz ve hiicre
canlilig1 a¢isindan anlamli fark bulundu. Ayrica en diisiik canli hiicre yiizdesi
Everolimus ICso dozu grubunda; en yiiksek ge¢ apoptoz yiizdesi ise Everolimus

ICs0 + Metformin 29,73 mM doz grubunda gozlenmistir.
Hicre invazyonunu ve migrasyonun azaltilmasinda etkili olmustur.

Kontrol grubuna goére koloni sayisini anlamli derecede azaltmistir. En diisiik
koloni sayist Everolimus ICso + Metformin 1Cso grubunda (50,3 + 13,5)

bulunmustur.

Uc¢ boyutlu hiicre kiiltiiriindeki sferoidlerin boyutlarinda azalma, sekil
diizensizligi ve sayica azalmaya yol agmustir. kontrol grubuna goére sferoid
boyutundaki kiigtilme en fazla Everolimus ICso grubunda (sferoid ortalamalari

71,33 pum) gozlenmistir.

Tum bu sonuglar Everolimus, Lityum ve Metforminin, endometrial karsinom

tedavisinde alternatif potansiyel ajan olarak kombine dozlar olarak kullanilabilecegi

konusunda umut vermistir.
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