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ÖZET
İnsan normal endometrium ve endometriyal adenokarsinom hücre hatlarında netrin-1 ve netrin-4 ekspresyonunun değerlendirilmesi
Dr. Ertan Karaman
Netrin ailesi, semaforinler, yarıklar ve efrinler gibi protein aileleri ile birlikte nöronal rehberlik ipuçlarını oluşturan yüksek oranda korunmuş bir protein sınıfıdır. Tüm netrinler, laminin süper ailesinin üyeleridir. Netrinlerin birçok sistemde eksprese edildiği ve doku morfogenezi, anjiyogenez, lenfanjiyogenez, tümör gelişimi, hücre göçü, invazyon ve adhezyon, apoptoz ve inflamasyonun düzenlenmesinde görev aldığı gösterilmiştir. Bu özellikleri nedeniyle netrinler çeşitli maligniteler üzerinde araştırmalara konu olmuş ve netrin protein ailesinin bazı kanserlerin gelişiminde hayati rol oynadığını bulunmuştur. 
Endometrium kanseri en sık görülen jinekolojik malignitedir. Sağ kalım genellikle hastalığın evresi ve histolojisine ile belirlenir. Endometrium kanserlerinde evreleme cerrahi olarak yapılır. Yüksek riskli grubundaki hastalarda ise adjuvan radyoterapi endikedir. İleri evre endometrium kanseri için kemoterapi uygulamaları ilave tedavi seçeneklerinden biridir. Tüm kanser türlerinde olduğu gibi endometrium kanserinde de patofizyolojide etken rol oynayan basamakları araştırmak ve hastalığın önceden tespit edilmesine yönelik çalışmalar günümüzde temel amaç haline gelmiştir.
 Biz de çalışmamızda insan normal endometriumu ile endometrium adenokarsinomunda netrin-1 ve netrin-4 düzeylerinin ve reseptörlerinin ekspresyon farkını değerlendirirerek endometrium kanserinin patofizyolojisine yönelik veriler elde etmeyi amaçladık. 
Bu amaçla reprodüktif dönemdeki kadın hastadan, endometrial biyopsi yöntemiyle alınan ve herhangi patoloji saptanmayan fonksiyonel taze endometrium dokusu kullanılmıştır. Ayrıca iki farklı insan endometriyum kanseri (Hec1B ve Ishikawa) hücre hattı kullanılmıştır. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu çalışması ile netrin-1, netrin-4 ve UNC5B genlerinin Ishikawa ve Hec1B hücre hatları ile doku örneğindeki ekspresyonları araştırılmıştır. 
Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu sonuçlarına göre; netrin-4 geninin Ishikawa hücre hattına göre Hec1B hücre hattında 5,64 kat fazla (p<0.0001, one-way ANOVA), doku örneğinin ise Ishikawa hücre hattına göre 1,43 kat fazla (p=0.03144, one-way ANOVA) eksprese olduğu tespit edilmiştir. UNC5B geninin Doku örneklerine göre Hec1B hücre hattında 3.64 kat fazla (p<0.05, Unpaired t-test) artış olduğu görülmüş ayrıca netrin-1 geninde ise doku örneklerinde Ishikawa hücre hattına göre 1.54 kat fazla (p<0.05, Unpaired t-test) artış saptanmıştır. 
Sonuç olarak, çalışmamızdan elde edilen bu veriler ışığında netrin-1’in östrojen ve progesteron reseptör bağımlı tip I endometrium kanser gelişiminde önleyici, netrin-4 ve UNC5B reseptörünün ise tip 2 endometrium kanseri gelişiminde proonkogen olarak rol oynadığını söyleyebiliriz.
Anahtar kelimeler: Endometrial adenokarsinom, Netrin-1, Netrin-4, UNC5b, Hec1B, Ishikawa, Onkogen








SUMMARY
Evaluation of netrin-1 and netrin-4 expression in human normal endometrium and endometrial adenocarcinoma cell lines
Dr. Ertan Karaman
The netrin family is a highly conserved class of proteins that together with protein families such as semaphorins, slits, and ephrins form neuronal guidance cues. All netrins are members of the laminin superfamily. It has been shown that netrins are expressed in many systems and are involved in the regulation of tissue morphogenesis, angiogenesis, lymphangiogenesis, tumor growth, cell migration, invasion and adhesion, apoptosis and inflammation. Because of these properties, netrins have been the subject of research on various malignancies and it has been found that the netrin protein family plays a vital role in the development of some cancers.
Endometrial cancer is the most common gynecological malignancy. Survival is usually determined by the stage and histology of the disease. Staging of endometrial cancers is done surgically. Adjuvant radiotherapy is indicated for patients in the high-risk group. Chemotherapy for advanced endometrial cancer is one of the additional treatment options. As in all types of cancer, research on the steps that play an active role in the pathophysiology of endometrial cancer and studies to detect the disease beforehand have become the main objective today.
In our study, we aimed to obtain data on the pathophysiology of endometrial cancer by evaluating the difference in expression of netrin-1 and netrin-4 levels and receptors in human normal endometrium and endometrial adenocarcinoma.
For this purpose, fresh endometrium application was used in a female patient with reproductive sense, using the endometrial biopsy method, in which no pathology was detected. In addition, two different human endometrial cancer (Hec1B and Ishikawa) cell lines were used. Expressions of netrin-1, netrin-4 and UNC5B genes in Ishikawa and Hec1B cell lines and tissue samples were investigated by real-time polymerase chain reaction study.
According to real-time PCR results; Netrin-4 gene was found 5.64 times more (p<0.0001, one-way ANOVA) in Hec1B cell line compared to Ishikawa cell line. It was determined that the tissue sample was 1.43 times more expressed (p=0.03144, one-way ANOVA) compared to the Ishikawa cell line. It was observed that the UNC5B gene increased 3.64 times (p<0.05, Unpaired t-test) in Hec1B cell line compared to tissue samples. In addition, an increase of 1.54 times (p<0.05, Unpaired t-test) in netrin-1 gene was detected in tissue samples compared to Ishikawa cell line.
In conclusion, in the light of these data obtained from our study, we can say that netrin-1 is inhibitory in the development of estrogen and progesterone receptor dependent type I endometrial cancer. Also we can say that netrin-4 and UNC5B receptors play a role as prooncogenes in the development of type 2 endometrial cancer.
[bookmark: _GoBack]Keywords: Endometrial adenocarcinoma, Netrin-1, Netrin-4, UNC5b, Hec1B, Ishikawa, Oncogene
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1.GİRİŞ VE AMAÇ
Endometrium kanseri en sık görülen jinekolojik malignitedir. Amerika Birleşik Devletleri'nde kadınlarda meme, akciğer ve kolorektal kanserlerden sonra en sık görülen dördüncü kanserdir. Risk faktörleri, karşılanmamış östrojen tedavisi, erken menarş, geç menopoz, tamoksifen tedavisi, nulliparite, infertilite veya yumurtlama yetersizliği ve polikistik over sendromu dahil olmak üzere endometriumun östrojene aşırı maruz kalmasıyla ilişkilidir. Ek risk faktörleri artan yaş, obezite, hipertansiyon, diyabetes mellitus ve herediter nonpolipozis kolorektal kanserdir (HNPCC). Endometrium kanserinin en yaygın prezentasyonu postmenopozal kanamadır. Amerikan Kanser Derneği, 65 yaşından büyük tüm kadınların endometrial kanserin riskleri ve semptomları hakkında bilgilendirilmesini ve semptomlar ortaya çıkarsa değerlendirmeye alınmasını tavsiye etmektedir. Asemptomatik kadınlarda endometrial kanser taramasını destekleyecek kanıt yoktur. Çoğu kılavuz, ilk çalışma olarak ya transvajinal ultrasonografi ya da endometrial biyopsiyi önerir. Endometrial kanser tedavisinin temeli, bilateral salpingo-ooferektomi ile birlikte total histerektomidir. Radyasyon ve kemoterapi de tedavide rol oynayabilir. Düşük ve orta riskli endometrial hiperplazi, cerrahi olmayan seçeneklerle tedavi edilebilir. Sağ kalım genellikle hastalığın evresi ve histoloji ile tanımlanır ve evre I ve II'deki hastaların çoğu olumlu bir prognoza sahiptir. Obezite, diyabet ve hipertansiyon gibi risk faktörlerini kontrol etmek, endometrial kanserin önlenmesinde rol oynayabilir. (1)
Netrin ailesi, semaforinler, yarıklar ve efrinler gibi protein aileleri ile birlikte nöronal rehberlik ipuçlarını oluşturan yüksek oranda korunmuş bir protein sınıfıdır (2). Tüm netrinler, laminin süper ailesinin üyeleridir. Omurgalılar çoklu netrin genlerini ifade ederler. Memelilerde, Netrin-1 (NTN1), Netrin-3 (NTN3), Netrin-4 (NTN4), Netrin-G1 (NTNG1) ve Netrin-G2 (NTNG2) olmak üzere beş ağın ekspresyonu tespit edilmiştir (3). Yapılan ilk çalışmalar netrinlerin sinir sisteminde aksonal iletim sırasında eksprese edildiğini göstermekle beraber son çalışmalarda netrinlerin sinir sistemi dışında eksprese edildiği ve doku morfogenezi, anjiyogenez, lenfanjiyogenez, tümör gelişimi, hücre göçü, invazyon ve adhezyon, apoptoz ve inflamasyonun düzenlenmesinde görev aldığı gösterilmiştir. Bu özellikleri nedeniyle netrinler çeşitli maligniteler üzerinde araştırmalara konu olmuş ve netrin protein ailesinin bazı kanserlerin gelişiminde hayati rol oynadığını bulunmuştur. Temel olarak netrinlerin apoptoz mekanizması üzerinde etkili olduğu bilinmektedir. Ancak yapılan çalışmalarda netrinlerin kanser gelişimi ile ilişkili farklı sonuçlara ulaşılmıştır. Bu konuda literatürde daha çok NTN1 ile ilişkili çalışmalara ulaşılmaktadır. Örneğin çeşitli kanser türlerinde plasma NTN-1 düzeyleri ölçülmüş, meme kanseri, renal kanser, prostat kanseri, karaciğer kanseri, meningioma, hipofiz adenomu ve glioblastomada plasmada NTN-1 düzeylerinin artmış olduğu görülmüşken akciğer kanseri, pankreas kanseri ve kolorektal kanserden alınan plazma örneklerinde NTN-1 düzeylerinde artış izlenmemiştir.
Endometrial kanserler ve NTN1 incelendiğinde ise NTN1 ile indüklenen apoptozun yokluğunda kanser hücre hatlarında Deleted Colorectal Cancer (DCC) ekspresyonunun yeniden düzenlendiği ancak NTN1 varlığında hiçbir değişiklik gözlenmediği görülmüştür. NTN4 ile ilgili çalışmaların NTN1’e kıyasla daha kısıtlı olduğu izlenmiştir. Mevcut çalışmalarda ise NTN4’ün özellikle anjiyogenez üzerinde etkili olduğu ve bu sayede tümör gelişimine katkıda bulunduğu görülmüştür.
Yaptığımız literatür taramasında netrin ailesi ile jinekolojik kanserler arasında bağlantının değerlendirildiği araştırma sayısının kısıtlı olduğu görülmüştür. Bunun yegâne örneklerinden biri olan Hao ve arkadaşlarının 2020 yılında yaptıkları çalışmadır. Bu çalışmada netrin ailesinin kanserlerdeki mutasyon oranının düşük olduğu ancak netrin mutasyonlu kanser hastaları arasında en yüksek sayının, vakaların %13,6'sını oluşturan Uterin Korpus Endometrial Karsinom (UCEC) hastaları olduğu görülmüştür (4). NTN1 ve NTN4’ün birlikte endometrial kanser ilişkisini irdeyelen herhangi bir çalışmaya ise rastlanmamıştır. 
Çalışmamızda insan normal endometriumu ile endometrium adenokarsinomunda NTN1 ve NTN4 düzeylerinin ve reseptörlerinin ekspresyon farkını değerlendirirerek endometrium kanserinin patofizyolojisine yönelik veriler elde etmeyi amaçladık. Yaptığımız literatür taramasında endometrium adenokarsinomunda NTN1 ve NTN4 ekspresyon düzeylerinin değerlendirildiği bir çalışma görülmemiş olup yapacağımız çalışma alanındaki ilk çalışma olacaktır.
2. GENEL BİLGİLER
2.1. ENDOMETRİUM KANSERİ
2.1.1 Epidemiyoloji 
Endometrium kanseri gelişmiş ülkelerde en sık, gelişmekte olan ülkelerde serviks kanserinden sonra 2. en sık gözlenen jinekolojik kanserdir. (5)
Gelişmiş ülkelerdeki düzenli periyodik muayene alıskanlığı ve gelisen servikovaginal smear, kolposkopi gibi erken tanı yöntemlerinin yardımıyla serviksin preinvaziv lezyonlarının invaziv kansere dönüşmeden tanınması serviks kanseri insidansını önemli oranda azaltmıştır.
GLOBOCAN değerlendirmesine göre endometrium kanseri kadınlarda tüm kanserler arasında meme, kolorektal, akciğer, serviks ve tiroid kanserleri sonrasında 6. sırada gözlenir. İnsidansı 8.71/100.000 olarak bildirilmiştir. 2020 yılında tüm dünyada 417,367 yeni vaka ve 97,370 ölüm bildirilmiştir (6). 
Türkiye’de yapılan istatistiksel çalışmalara göre endometrium kanseri kadınlarda meme, tiroid ve kolorektal kanserden sonra 4. sıklıkta izlenmektedir ve insidansı 10,5/100.000 olarak bildirilmiştir. Ülkemizdeki bütün yaş gruplarındaki kadın kanserleri incelendiğinde %5’ini endometrium kanserinin oluşturduğunu ve tanı anındaki yayılımlarına göre değerlendirildiğinde endometrium kanserlerinin %74’ünün lokalize, %18,6’sının bölgesel ve %7,4’ü uzak yayılımlı olarak izlenmiştir (7). 
2.1.2 Endometrial Karsinom Risk Faktörleri
Tip 1 endometrial kanser için risk faktörleri: 
Erken menarş, geç menopoz, tamoksifen tedavisi, nulliparite, infertilite, kronik anovulasyon ve polikistik over sendromu dahil olmak üzere, karşılanmamış östrojen maruziyeti ile ilgilidir. Karşılanmamış östrojen maruziyeti içermeyen diğer risk faktörleri arasında ailede endometrial kanser öyküsü, 50 yaşın üzeri olmak, hipertansiyon, diabetes mellitus, obezite, tiroid hastalığı ve Lynch sendromu bulunur (8). 
Tip 2 endometrial kanser için risk faktörleri: 
Genelde daha az yaygın olmalarına rağmen, tip 2 endometrial kanserler ağırlıklı olarak 50 yaşın üzeri siyah kadınlarda görülür (8). Göreceli olarak östrojen fazlalığı ve obezite ile ilişkili değildir.
Tablo 1: Endometrial Karsinom Koruyucu Faktörler ve Risk Faktörleri (9) 
	RİSK FAKTÖRLERİ
	      KORUYUCU FAKTÖRLER

	Karşılanmamış östrojen tedavisi
	Kombine oral kontraseptifler

	Obezite
	Progestinli kontraseptifler

	Tamoksifen
	Laktasyon

	Kronik anovulasyon (PCOS, hipotiroidi, hiperprolaktinemi)
	Multiparite


	Nulliparite
	Artmış fiziksel aktivite

	İleri yaş
	Kahve tüketimi

	Erken menarş ve geç menopoz
	Yeşil çay tüketimi

	Estrojen salgılayan tümörler
	Sigara

	Aile öyküsü
	Aspirin kullanımı 

	Lynch Sendromu
	

	Diabetes mellitus
	

	Hipertansiyon
	

	Meme kanseri öyküsü
	

	BRCA genlerinde mutasyon
	

	Cowden sendromu
	

	Diyette yüksek glisemik yük	
	




Karşılanmamış Östrojen Tedavisi:
Sistemik östrojen tedavisi östrojenin etkisini karşılayacak bir progestin olmadan verildiğinde, endometrial hiperplazi veya karsinoma riski belirgin olarak artmaktadır. Bir progesteron olmadan sistemik östrojen tedavisi alan kadınların yüzde 20 ile 50'sinde bir yıl sonra endometrial hiperplazi tespit edilmiştir (10,11). Yapılan çalışmalarda, göreceli riskin 1.1 ile 15 kat arasında değişen oranlarda endometrial karsinom insidansını arttırdığı gösterilmiştir (12). Hem östrojen dozu hem de kullanım süresi endometrial kanser riski ile ilişkili olup eşzamanlı progestin kullanımı ile risk azalmaktadır (13).
Obezite:
 Erken evre endometrial kanser hastalarının yaklaşık %70'i obezdir. Vücut kitle indeksi artışı ile morbidite arasında pozitif korelasyon izlenmiştir (14). Premenopozal kadınlarda aşırı kilo, insülin direncine, yumurtalık androjen fazlalığına, anovulasyona ve kronik progesteron eksikliğine neden olur. Menopoz sonrası kadınlarda, androjenlerin ekstraglandüler dönüşümünden daha yüksek dolaşımdaki biyoyararlı östrojen konsantrasyonlarına neden olur. Obezite, dolaşımdaki östrojen konsantrasyonları normal olduğunda bile endometrial kanser için bir risk faktörü olmaya devam etmektedir (15).
Tamoksifen:
 Meme kanseri öyküsü olan hastalarda bir selektif östrojen reseptör modülatörü olan tamoksifen tedavide sıklıkla tercih edilmektedir. Tamoksifen ile tedavi gören hastalar, yüksek endometrial kanser riski altındadır (16). 
Kronik Anovulasyon: 
Polikistik over sendromu (PCOS) ve perimenopozal geçiş dönemlerinde anovulatuar sikluslar sıklıkla görülür. Kronik anovulatuar sikluslarda seks steroid hormonları siklik olmayan bir şekilde üretmeye devam edilir ve normal endometrial siklus gerçekleşmez. Yeterli progesteron üretimi ile karşılanamayan kronik östrojen üretimine bağlı olarak devamlı endometrial dokunun proliferasyonu endometrial hiperplazi ve endometrial kansere yol açabilir (17).
Parite: 
Yoğun plasental progestagen üretimi ile gebelik, endometrial kansere karşı korur. Nulliparite, infertilite de varsa daha önemli olan bir risk faktörüdür; aksine multiparite korur (18).
İleri Yaş: 
Endometrium kanseri genellikle postmenopozal dönemde ortaya çıkmaktadır. Ortalama görülme yaşı 61’dir. 65 yaşından sonra görülme insidansı azalmaktadır. 50 yaş altında tanı alan hastalarda sıklıkla obezite ve kronik anovulasyon gibi risk faktörleri bulunmaktadır (19).
Erken Menarş ve Geç Menopoz: 
Östrojen maruziyeti ve anovulatuar siklus sayısının artması sebebiyle endometrial kanser riski artar (20).
Östrojen Salgılayan Tümörler:
Östrojen salgısını arttıran bazı over tümörleri endometrial kanser için prodispozan faktör olabilirler. Endometrial kanser ile en ilişkili olan over tümörü granüloza hücreli tümördür. Eşlik eden endometrial kanser genellikle erken evre ve iyi diferansiyedir (21). 
Aile Öyküsü: 
Birinci derece akrabalarında endometrium kanseri olanlarda risk artmıştır (22).
Lynch Sendromu:
 Esas olarak  MutL Homolog 1 (MLH1) ve MutL Homolog 2 (MLH2) hata onarım genlerindeki germline mutasyonlardan kaynaklanır (23). Endometrial kanser vakalarının çoğu sporadik olmakla birlikte, kalıtsal endometrial kanser, Lynch II sendromu olarak da bilinen HNPCC ile ilişkili olarak tanımlanmıştır. Endometrial kanserin ortalama görülme yaşı normal popülasyonda 61 iken Lynch Sendromuna sahip olan popülasyonda 46-54’tür. Lynch Sendromu bağlantılı endometrial kanserlerin büyük kısmı endometrioid histolojidedir ve erken evredir. Lynch tip II varlığında hastalar endometrium kanseri açısından taranmalı veya anormal kanama olması halinde vakit geçirmeden değerlendirilmelidir (24).
Diabetes Mellitus ve Hipertansiyon: 
Diabetes mellitus ve hipertansiyonu olan kadınlar için artmış endometrium kanseri riski mevcuttur (25). Özellikle obezite birlikteliği olmak üzere komorbid faktörler bu durumda etkilidir (26). İnsülin rezistansı, serbest ovaryen steroid hormon seviyelerinin yüksekliği, artmış insulin-like growth factor (IGF) düzeyleri ve kronik inflamasyon endometrial kanser ilişkisi için olası mekanizmalardır (27).
Meme Kanseri Öyküsü:
Meme kanseri nadiren endometriuma metastaz yapabilir ancak tedavide tamoksifen kullanılması, obezite gibi ortak davranışsal özellikler taşımaları ve Cowden Sendromu gibi bazı genetik patolojileri paylaşmaları sebebi ile meme kanseri olan kadınlar endometrium kanseri riski altındadır (28).
BRCA Genlerinde Mutasyon: 
BRCA (Breast Cancer Susceptibility) gen mutasyonuna sahip kadınlarda artmış meme ve over kanseri riski bulunmaktadır. BRCA mutasyon taşıyıcıları sıklıkla geçirilmiş meme kanseri tedavisinde kullanılan tamoksifen nedeniyle hafif artmış endometrial kanser riskine sahiptirler ancak yapılan bazı çalışmalarda da BRCA1 gen mutasyonuna sahip kadınlarda endometrium kanserinin özellikle seröz kanserin gelişme riskinin arttığı ortaya koyulmuştur (29).


Cowden Sendromu:
PTEN (Phosphatase and tension homolog) tümör baskılayıcı geninde mutasyon ile karakterize otozomal dominant bir hastalıktır. Cowden sendromu karakteristik mukokutanöz lezyonlar ile seyreder ve uterus leiomyomları ile görülme oranı yüksektir. Bu hastalarda ayrıca endometrial, kolorektal meme, tiroid, böbrek kanseri riskinde artış olduğu bildirilmiştir. Cowden sendromlu hastalarda yaşam boyu endometrium kanserine yakalanma riski %13-19’dur (30).   
Diyette Yüksek Glisemik Risk:
Yapılan çalışmalarda, diyette yüksek glisemik yük ile gelişen endometrial karsinom arasında ilişki bulmuştur ancak bu riskin daha çok obeziteye bağlı olduğu düşünülmektedir (31). 
Kombine Oral Kontraseptifler: 
Östrojen ve progestagen içeren doğum kontrol hapları endometrial kanser riskini azaltır (32). Riskin azaltan temel faktör endometrial proliferasyonu azaltan progesteron içeriğidir.
Progestinli Kontraseptifler: 
Yapılan Çalışmalar, sadece progestin içeren kontraseptiflerin (depo medroksiprogesteron asetat, progestin implantları, progestin salgılayan intrauterin araçlar vs.), endometrial neoplazinin gelişmesine karşı endometrial koruma sağladığını bulmuştur (33,34). 
Hormon replasman tedavisi (HRT): 
HRT alan kadınlar için menopozdan sonra, östrojene genellikle ayda 10-14 gün veya günlük progestagen eklenmesi östrojenlerin endometrium üzerindeki olumsuz etkilerine karşı koyar; bu yaklaşım, özellikle iki hormon sürekli olarak birleştirilirse ve özellikle obez (BMI ≥30 kg/m 2 ) kadınlarda endometrial kanser riskini azaltır (35).

Fito - Östrojenler: 
Obez olsalar bile postmenopozal kadınlarda fito-östrojen tüketiminin artmasının endometrial kanser riski üzerinde koruyucu etkisi olduğuna dair öneriler var (36).
Tubal Sterilizasyon:
Yapılan çalışmalarda tubal sterilizasyonun endometrium kanseri riskini azalttığı görülmüştür (37).
Diyet ve Egzersiz:
Yapılan çalışmalar artmış fiziksel aktivite, kahve ve yeşil çay tüketiminin endometrial kanser riskini azalttığını göstermiştir (38,39,40) Fiziksel hareketsizlik, yüksek enerji alımı, 140/90 mm Hg'nin üzerinde kan basıncı ve yüksek serum glukoz konsantrasyonları BMI (Body Mass Index)'den bağımsız risk faktörleridir öte yandan polikistik overlerin varlığı BMI'ye bağlı risk faktörüdür (41,42).
Sigara: 
Östrojen üretimini ve metabolizmasını etkilediği için endometrium kanseri riskini azaltır (43).
Alkol Kullanımı: 
Yüksek östrojen konsantrasyonları ile ilişkilidir. Bununla birlikte, epidemiyolojik çalışmalar, meme kanseri için gösterildiği gibi alkol kullanımı ile endometrial kanser arasında pozitif bir ilişkiyi desteklememektedir (44).
2.1.3 Sınıflama
2.1.3.1 Histopatolojik Sınıflama Sistemi
Endometrial karsinomların histolojik tipleri arasında önemli bir prognostik fark vardır. Geleneksel Bokhman sınıflamasına göre 2 gruba ayrılmıştır:

	Özellik
	Tip I
	Tip II

	Risk Faktörü
	Karşılanmamış östrojen
Obezite
Diabetes mellitus
	Yok

	Grade
	Düşük
	Yüksek

	Hormon reseptör   ekspresyonu
	Pozitif
	Negatif

	Histoloji
	Endometrioid
	Non-endometrioid

	Genomik stabilite
	Diploid, sıklıkla mikrosatellit instabilite(%40)

	Anöploid

	İlişkili genler

	PTEN, CTNN1B, KRAS, PIK3CA, PIK3R1, ARID1A

	p53, HER2


	Prognoz
	İyi (5 yıllık sağkalım oranı %85)
	Kötü (5 yıllık sağkalım oranı %55)



  Tablo 2: Endometrium Kanseri Bokhman Sınıflaması (45)

         Tip 1 Endometrium Kanseri: 
%80-90 oranla daha sık görülen tip 1 endometrial kanserlerdir, bu terim, mikroskopta kolayca tanınabilen, farklılaşma gösteren endometrial tip bezleri ifade eder, tipik olarak hormona duyarlıdır, düşük evredir, iyi veya orta derecede diferansiyedir ve mükemmel bir prognoza sahiptir. Endometrium, adet döngüsü sırasında östrojen ve progesteron dalgalanmalarına yanıt olarak özel hücrelerde yapısal modifikasyona ve değişikliklere uğrar. Uzun süreli karşılanmamış östrojen maruziyeti, atipik hiperplazi ve sonunda tip-1 endometrial kanser gelişme şansını artıran endometrial hiperplaziye yol açar (46).
Mikrosatelit instabilitesi, KRAS (Kirsten rat sarcoma virus), β-katenin ve PTEN mutasyonları, özellikle MSH6 (MutS Homolog 6) başta olmak üzere DNA mismatch repair genlerindeki defektler hem endometrial hiperplazi hem de endometrioid karsinomlarda en sık tanımlanan genetik anomalilerdir (47).
Ayrıca tip 1 endometrium kanserlerinde ARID1A (AT-Rich Interaction Domain 1A- AT (Baz Dizlimi) bakımından zengin, etkileşim alanı içeren 1A), PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) gibi birçok farklı genetik değişiklik de tanımlanmıştır (48).
Tip 2 Endometrium Kanseri: 
Görülme oranı daha düşük  (%10-20) olan tip 2 endometrium kanserleri erken evrede bile tekrarlama eğilimi olan, prognozu daha kötü ve agresif tümörlerdir. Bu tümörler östrojen kaynaklı değildir ve çoğu endometrial atrofi ile ilişkilidir; cerrahiyi genellikle adjuvan tedavi izler. Histolojik tip ya zayıf şekilde farklılaşmış endometrioiddir veya endometrioid değildir (49). Tip II tümörler anoplöidi ile ilişkilidir, çoğunda p53 gen mutasyonu izlenir. PIK3CA, (HER2/neu (Human epidermal growth factor receptor 2) amplifikasyonu, EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) aşırı ifadesi, E-kadherin kaybı ve BAF250 (BRG1/BRM-associated factor 250) kaybı gibi mutasyonlar da izlenir (50).
2.1.3.2 Moleküler Sınıflama Sistemi:
Endometrium kanseri üzerinde yapılan araştırmalar yıllar içerisinde geleneksel sınıflandırmanın yanında yeni sınıflandırmaların da oluşturulmasına sebep oldu. 2013 yılında TGCA (The Cancer Genome Atlas Research Network- Kanser Genom Atlası) endometrium kanserli hastaları kategorize etmek amacıyla ilk büyük ölçekli, kapsamlı genomik karakterizasyonunu sundu. Çalışmalardan elde edilen sonuçlara ve klinikopatoloji özelliklere göre endometrium kanserini dört ayrı genomik alt tipte tanımladı (51);
· Ultramutated DNA Polimeraz Epsilon (POLE) mutasyonu görülen grup 
· Hypermutated  mikrosatellite unstable grup
· Kopya sayısı düşük grup
· Kopya sayısı yüksek (seröz benzeri) grup

2.1.4. Klinik Özellikler 
Anormal Uterin Kanama: 
Hastalık tipik olarak kendisini anormal uterin kanama ile gösterir. Hastaların %75-90’ında kanama şikayeti mevcuttur, çoğunluğunu postmenopozal hasta grubu oluşturur. Ancak kanama miktarı endometrium kanseri riski ile uyumlu değildir (52). Premenopozal kadınlarda, uzamış ağır menstruasyon ya da ara kanamaları öyküsü nedeniyle şüphelenilmelidir, ancak diğer benign hastalıkların birçoğu da benzer semptomlar verir.
Servikal Sitoloji Bulguları: 
Endometrium kanseri açısından ileri değerlendirme gereken anormal servikal sitoloji bulguları endometrial hücreler (40 yaş ve üstündeki kadınlarda endometrial hücrelerin varlığı sitoloji sonuçlarında rapor edilir), atipik glandüler hücreler ve adenokarsinom hücreleridir (53,54).
Görüntüleme Sırasında Rastlantısal Bulgu: 
Endometrial kalınlık artışı endometrial düzensizlik bazen başka bir endikasyon sebebiyle yapılan ultrason, bilgisayarlı tomografi (BT) ve manyetik rezonans görüntüleme (MRG) ile tespit edilir. Bu durumla endometrium kanseri açısından detaylı inceleme gerekir.
Histerektomi Sonrası veya Abdominopelvik Cerrahi Esnasında Rastlantısal Bulgu: 
Benign endikasyonla yapılan histerektomi sonrası yapılan patolojik inceleme ile bazen endometrial karsinom tesadüfen keşfedilir. Bu oluşumu en aza indirmek ve yapılan cerrahi işlemi optimize etmek için, histerektomi yapılan anormal uterin kanamalı tüm kadınlara endometrial örnekleme yapılması ve sonuçların ameliyattan önce mevcut olması gerekmektedir. Abdominopelvik metastazlara intraoperatif olarak rastlanırsa, tedavi cerrahın deneyimine bağlıdır. Bir jinekolojik onkoloğun intraoperatif konsültasyonu istenmelidir. Bir jinekolojik onkolog bulunmuyorsa ve cerrahın tecrübesi yoksa, ameliyat sonlandırılmalı ve ikinci bir prosedürü planlamak için bir uzmanla hızlı bir şekilde ameliyat sonrası konsültasyon ayarlanmalıdır (55).
2.1.5 Tanı
Çoğu kılavuz, endometrial kanserin değerlendirilmesi için ilk çalışma olarak transvajinal ultrasonografiyi veya endometrial biyopsiyi önermektedir (56).
Semptomatik premenopozal kadınlarda ve hormon replasman tedavisi kullananlarda TVU'nun değeri daha düşüktür çünkü “normal” endometrial kalınlık dolaşımdaki kadın steroid hormon konsantrasyonlarına göre değişir (57).
ACOG, postmenopozal bir hastada normal transvajinal ultrasonografi için eşik değerinin 4 mm veya daha az olması gerektiğini belirtmiştir, 5 mm ve üzeri değerler izlenmesi durumunda endometrial doku örneği alınmasını önermiştir çünkü endometrial kanserin kesin teşhisi, endometrial doku örneği gerektirir (58).
Endometrial kanserde salin-infüzyon sonografi veya histeroskopinin sınırlamaları, malign hücrelerin periton boşluğuna yayılması için küçük bir risk içerir. Bu tür peritoneal yayılımın prognostik önemi bilinmediğinden endometrial biyopsi numunesi malign hücreler içerdiğinde veya TVU endometrial kanseri kuvvetle önerdiğinde ne salin-infüzyon sonografisi ne de histeroskopi kullanılmamalıdır (59).
Manyetik rezonans görüntüleme, transvajinal ultrasonografi yeterli olmadığında endometrial kalınlaşma, fibroidler veya adenomiyoz gibi yapısal anormallikler hakkında ek bilgi sağlayabilir (60). MRG, özellikle myometrial invazyonun preoperatif değerlendirilmesinde güvenilirliği yüksek bir tekniktir (61). Ayrıca servikal uzanımlı endometrium kanserinin primer endoservikal adenokarsinomdan ayrımında yardımcı olabilir. Seröz ya da yüksek riskli histolojik tip endometrium kanserinde, özellikle ileri evre şüphesinde, BT yaygınlığın değerlendirilmesi için faydalı olabilir. 
Akciğer grafisi, akciğer metastazlarının saptanması ve incelenmesi amacıyla kullanılabilir. 
CA-125 (Kanser antijeni – 125), potansiyel bir tümör belirtecidir. Konsantrasyonunun tip-2 veya ileri evre kanserlerde (seröz hücreli ve berrak hücreli gibi) daha erken evre kanserlere göre yükselmesi daha olasıdır, ancak normal bir değer daha ileri tümörleri dışlamaz (62).
Özellikle ileri evre endometrial kanserlerde (vajinal, parametrial  yayılım ve uzak organ metastazı gibi klinik bulguları olan hastalarda) metastazın değerlendirilmesi amacıyla anormal karaciğer fonksiyon testleri yararlı olabilir. 
Endometrial kanseri tanısı alan hastaların büyük çoğunluğunun postmenopozal dönemde olması ilk başvuru şikayetlerinin anormal uterin kanama olması sebebiyle bu noktada ACOG (Amerikan Jinekoloji ve Obstetri Derneği) komitesinin 2018 yılındaki toplantısında, postmenopozal kanamaya yaklaşım ile ilgili görüşleri paylaşmak uygun olacaktır (63);
· Menopoz sonrası kanamaya klinik yaklaşım, endometrial karsinomu ve endometrial intraepitelyal neoplaziyi dışlamak veya teşhis etmek için hızlı ve etkili bir değerlendirme gerektirir.
· Transvajinal ultrasonografi, ultrason görüntülerinde ince bir endometrial eko (4 mm'ye eşit veya daha az) ortaya çıkarsa, 4 mm veya daha az endometrial kalınlığın %99'dan fazla negatif prediktif değeri olduğu göz önüne alındığında, postmenopozal kanamanın ilk değerlendirmesi için uygundur. 
· Transvajinal ultrasonografi, ilk kanama epizodu olan postmenopozal bir kadının değerlendirilmesinde ilk yaklaşım olarak endometrial örneklemeye makul bir alternatiftir.
· Transvajinal ultrasonografi, ofis endometrial örnekleme yapılan ancak doku tanı için yetersiz olan kadınların triyajında ​​faydalı olabilir.
· Menopoz sonrası kanaması olan bir kadında ince, belirgin endometrial ekoyu yeterince tanımlayamamak sonohisterografi, ofis histeroskopi veya endometrial örneklemeyi tetiklemelidir.
· Kör örnekleme endometrial hiperplazi veya maligniteyi ortaya çıkarmazsa, inatçı veya tekrarlayan kanaması olan kadınların değerlendirilmesinde dilatasyon ve küretaj ile histeroskopi gibi ileri testler garanti edilir.
· Aksiyel bir uterus, obezite, birlikte var olan miyomlar, adenomyozis veya önceki uterus cerrahisi, endometrial kalınlık ve dokunun güvenilir transvajinal ultrason değerlendirmesini elde etmede zorluklara katkıda bulunabilir.
· Nadir endometrial karsinom vakaları (özellikle tip II) 3 mm'den daha az endometrial kalınlıkla ortaya çıkabileceğinden, kalıcı veya tekrarlayan uterus kanaması, endometrial kalınlıktan bağımsız olarak endometriumun histolojik değerlendirmesini gerektirmelidir.
· Menopoz sonrası kanaması olmayan bir hastada tesadüfen keşfedilen 4 mm'den büyük bir endometrial ölçümün rutin olarak değerlendirmeyi tetiklemesi gerekmez, ancak hasta özelliklerine ve risk faktörlerine dayalı bireyselleştirilmiş bir değerlendirme uygun olur.
2.1.6 Önleme
Endometrium kanseri taramasının bir anlamı yoktur; taramanın hastalıktan ölümleri azaltması olası değildir. Esas olarak düşük riskli tümörleri olan kadınları tespit edecektir (64).
Transvajinal ultrasonografi (TVU) ve Pap smear veya endometrial fırçadan alınan sitoloji de dahil olmak üzere kitle taraması için potansiyel olarak uygun olan minimal invaziv modaliteler, asemptomatik bir popülasyonda endometrial kanser teşhisi için sınırlı doğruluğa sahiptir (65).
American College of Surgeons (ACS), 65 yaşından büyük tüm kadınların endometrial kanserin riskleri ve semptomları hakkında bilgilendirilmesini ve semptomlar ortaya çıkarsa değerlendirilmeleri için bir jinekoloğa başvurmalarını önerir. Lynch sendromu olan veya yüksek risk altında olanlar dışında, asemptomatik kadınların taranmasını destekleyen hiçbir kanıt bulunamamıştır. Öneri tartışmalı olsa da, bu hastalar yaşamları boyunca % 22 ila %50 arasında endometrial kanser riski olması nedeniyle 35 yaşından itibaren endometrial biyopsi ile yıllık olarak taranmalıdır (66). Lynch sendromlu hastalara bir adet takvimi tutmaları ve anormal kanamayı bildirmeleri tavsiye edilmelidir. Mutasyona sahip olan ve gelecekte hamile kalmak istemeyen 40 yaşından büyük kadınlar profilaktik histerektomi düşünebilirler (67).
2.1.7 Patoloji
Tablo 3: Endometrium Kanseri Histolojik Alt Tipleri (68)
	Endometrioid adenokarsinom
· Skuamoz diferansiasyon gösteren
· Villoglandüler
· Sekretuar

	Musinöz karsinom

	Seröz karsinom

	Berrak hücreli karsinom

	Mikst hücreli karsinom

	Nöroendokrin tümör

	Undiferansiye karsinom

	Skuamöz karsinom

	Diğerleri





Tablo 4: Endometrium Kanseri Histolojik Alt Tip Görülme Oranları (69)
	Histolojik Tip
	Görülme Oranı (%)

	Endometrioid adenokarsinom
	77

	Musinöz karsinom
	1

	Seröz karsinom
	7

	Berrak hücreli karsinom
	2

	Mikst hücreli karsinom
	8

	Karsinosarkom
	3

	Diğer
	1


Endometrioid adenokarsinom:
Endometrial kanserlerin sınıflamasına göre; endometrioid adenokarsinom, müsinöz karsinom, seröz karsinom, berrak hücreli karsinom, skuamöz karsinom, undiferansiye karsinom, mikst karsinom gibi tipleri olmasına karşın endometrioid tip endometrial karsinomların %80'ini oluşturur (70).
Endometrioid karsinomun skuamoz diferansiyasyon gösteren, villoglandüler karsinom ve sekretuar karsinom gibi birkaç alt tipi veya varyantı tanımlanmıştır. Skuamöz farklılaşma, endometrioid karsinomda yaygın bir bulgudur. Önceden, görünüşte iyi huylu skuamöz farklılaşmaya sahip endometrioid karsinomlar, açıkçası kötü huylu bir skuamöz bileşene sahip karsinomlardan ayırt ediliyordu. Eski tümörler adenoakantom, ikincisi adenoskuamöz karsinom olarak belirlendi. Daha yeni araştırmalar, bu türlerin aslında bir aralığın parçası olduğunu göstermiştir (71).
Endometrial kanserler, moleküler bir bakış açısından da, sekretuar endometriumdan çok proliferatife benzer (72).
Bir endometrioid karsinom, solid büyüme miktarının (skuamöz ve skuamöz olmayan epitel arasında hiçbir ayrım olmaksızın), invazyon paterninin ve tümör nekrozunun varlığının düşük büyütmeli değerlendirmesi kullanılarak düşük grade veya yüksek grade olarak sınıflandırılır. Aşağıdaki üç kriterden en az ikisi karşılanıyorsa bir tümör yüksek dereceli olarak sınıflandırılır(73) :  
· %50'den fazla solid büyüme; 
· Yaygın olarak infiltratif büyüme
· Tümör hücre nekrozu 
Histolojik derecelendirme sadece endometrioid karsinomlar için geçerlidir; seröz ve berrak hücreli karsinomlar tanım gereği yüksek dereceli olarak sınıflandırılır. Uluslararası Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) sistemine göre grade sınıflaması şu şekildedir: 
· Grade 1: Solid büyüme paterni %5'ten az  
· Grade 2: Solid büyüme paterni %6-50 arası
· Grade 3: Solid büyüme paterni %50’den fazla
 Belirgin nükleer atipi varlığında grade 1 tümörün derecesi grade 2’ye, grade 2 tümörün derecesi grade 3'e yükseltilir (74).
Musinöz karsinom: 
Endometrium kanserlerinin yaklaşık %1-2’sini oluşturur. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tanımına göre müsinöz endometrial karsinom %50 den fazla müsinöz hücreden oluşur ve tümörün geri kalanı endometrioid morfoloji gösterir. Vimentin ile pozitif boyanması ile endoservikal adenokarsinomdan ayrılır. Bu tümörler tipik olarak iyi prognozlu, düşük derecelidir (75).
Seröz karsinom: 
En sık görülen ikinci endometrial karsinom olup tüm endometrium kanserlerinin yaklaşık %5-10’unu oluşturur. Tip II endometrium kanserleri grubuna dahildir. Over ve tubanın seröz karsinomlarına benzer olup uterus, adneksiyal alan, lenfatik ve damarlara invazyon gösteren agresif bir tümördür ve kötü prognozludur. Sıklıkla lenfovasküler saha invazyonu (LVSİ) ve derin myometrial invazyon ile ilişkilidir (76). Seröz endometrial karsinomda neoplastik hücreler, papiller yapıları ve düzensiz kenarlara sahip bezleri oluşturur ayrıca hücreler belirgin nükleoller ve çok sayıda mitotik şekillere sahip nükleer atipi gösterir. Psammoma cisimcikleri bulunabilir (77) Epitelyal over tümörleri gibi CA-125 salgılayabilmektedir ve postoperatif takipte seri CA-125 ölçümü faydalıdır. Seröz karsinomda genellikle immünohistokimyasal olarak mutant nükleer protein birikimini gösteren p53 proteini güçlü bir şekilde pozitiftir (78).
Berrak hücreli karsinom:
Tip II endometrial karsinom grubundadır ve tüm endometrial kanserlerin % 5’inden azını oluşturur (79). Genellikle mikst paternde izlenirler, bol miktarda berrak sitoplazmaya sahip hücrelerden oluşan papiller, glandüler, tubulokistik ve diffüz tipleri olabilir. Çoğunlukla, hücreler, hyalinize edilmiş saplarla papilla içinde düzenlenmiş bir kabarcıklı konfigürasyona sahiptir (kabara çivisi veya mezar taşı görünümü). Karakteristik olarak yaşlı kadınlarda görülür ve seröz karsinomdaki gibi myometrial invazyon ve LVSİ kötü prognostik faktör kabul edilir (80). Prognozu kötü olan bu hastalarda 5 yıllık sağ kalım oranı %33-64’dür. Tamamen sitoredüksiyon uygulanan hastaların ameliyat sonrası rezidüel hastalık bırakmış olan kadınlara kıyasla progresyonsuz ve genel sağkalımlarında iyileşme olduğu görülmektedir (81).
Mikst hücreli karsinom: 
Hem tip I hem de tip II endometrium kanserlerinden oluşabilir. Seröz ve berrak hücreli karsinom dışındaki kombinasyonların genel olarak klinik önemi yoktur. İkinci bileşenin minimum miktarı %5 olarak kabul edilmiştir, çünkü %5’lik bir seröz  karsinom bileşeni bile prognozu daha kötü hale getirir (82).






2.1.8 Cerrahi Evreleme ve Tedavi
2.1.8.1 Cerrahi Evreleme
Tablo 5: Endometrium Kanseri için FIGO Cerrahi Evreleme Sistemi (83)
	Evrea

	I Tümör korpusta sınırlı

	IA Myometrial invazyon yok veya ½ den az

	IB Myometrial invazyon ½ ye eşit veya ½ den fazlab

	II Tümör servikal stromayı invaze etmiş ancak uterus dışına yayılmamıştır

	III Lokal ve/veya bölgesel tümör yayılımı

	IIIA Tümör korpus uterinin serozasını ve/veya adneksi invaze etmişc

	IIIB Vajinal ve/veya parametrial tutulumc

	IIIC Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodlarına metastazc

	IIIC1 Pelvik lenf nodlarına metastaz

	IIIC2 Paraaortik lenf nodlarına metastaz

	IV Mesane ve/veya barsak mukozasına yayılmış ve/veya uzak metastaz

	IVA Tümör mesane veya barsak mukozasına yayılmış

	IVB Uzak metastaz, intraabdominal metastaz

	aGrade 1, Grade 2 veya Grade 3 dahildir

	bEndoservikal glandüler invazyon sadece evre 1 gibi düşünülebilir, evre 2 değildir

	cPozitif sitoloji evreyi değiştirmeden ayrıca bildirilmelidir

	FIGO: Uluslararası Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu



2.1.8.2 Cerrahi tedavi
Endometrial kanserlerde klinik evreleme önerilmez, endometrial kanser tedavisinin temel taşı cerrahidir, bu sadece evreleme amaçları için önemli olmakla kalmaz, aynı zamanda sadece yüksek riskli hastalara fayda sağlayan adjuvan tedavi yöntemlerinin uygun şekilde uyarlanmasını sağlar. Kabul gören yönetim biçimi; periton sıvısı veya sitoloji için yıkama, uterus serviksi dahil total histerektomi ve bilateral salpingo-ooferektomi; seçilmiş vakalarda omentektomi ve kapsamlı bir retroperitoneal lenf nodu diseksiyonu içeren cerrahi evrelemedir (84).  Çoğu klinikte cerrahi tedavide öncelikli tercih laparotomik yöntemler olsa da erken evre kanserlerde özellikle uterusa sınırlı olan endometrium kanserlerinde laparoskopik, robotik ve vajinal yöntemler de kullanılmaktadır (85). Seçilmiş vakalarda pelvik ve paraaortik lenfadenektomi yapılır. Lenfadenektomi, evrelemenin doğru bir şekilde yapılabilmesi için gereklidir, ancak terapötik faydaları tartışmalıdır. Şu anda lenfadenektomi öncelikle evreleme için kullanılmaktadır ve yüksek risk faktörleri olan kadınlarda düşünmek gerekir (86). Lenf nodu metastazının yüksek olduğu hastalar konusunda kesin bir fikir birliği olmamakla beraber, yüksek histolojik grade, derin invaziv hastalık ve endometrioid tip dışı yüksek riskli tipler artmış risk olarak değerlendirilmektedir. Yapılan bir çalışmaya göre histolojik grade 1-2, yüzeyel invaze ve 2 cm’den küçük tümör dokusu olan hastalarda lenf nodu metastazı riski %5’ten azdır ve bu hastalarda LND işlemi atlanabilir (87). Rutin tam bilateral pelvik ve aortik LND, adjuvan tedaviyi planlamak amacıyla malignite derecesi hakkında en fazla bilgi sağlar, ancak evrensel kullanımı ile ilgili temel endişe, alt ekstremite lenfödem ve ilişkili selülit morbiditesidir (88). Bu sebeple hastanın komorbiditeleri ve genel durumunu değerlendirip seçilmiş vakalarda pelvik lenfadenektomiye paraaortik lenfadenektomi ekleyen klinikler de halen bulunmaktadır (89). Sentinel lenf nodu diseksiyonu da alternatif bir lenfadenektomi yöntemi olarak karşımıza çıkmaktadır. SLND kullanımını destekleyen veriler, lenf nodu metastazının daha fazla saptanmasını ve sistematik LND'ye kıyasla düşük yanlış negatif oranını gösteren prospektif ve retrospektif çalışmaları içerir (90). Metastaz varlığında sitoreduktif cerrahi uygulanır, seröz veya berrak hücreli vakalarda infrakolik omentektomi, pelvis, perikolik alan ve diafragmadan bilateral periton biyopsileri de eklenir. Laparatomik yöntemde vertikal insiyon yapılmalı, batına girişte sitoloji için sıvı örneklemesi alınmalıdır.
2.1.8.3 Kemoterapi
Endometrium kanserinde etkinliği gösterilen ve en sık kullanılan kemoterapötik ajanlar doksorubisin, sisplatin, paklitakseldir ve karboplatindir (91). Bu ajanlar ileri evre endometrium kanseri için adjuvan tedavi seçeneklerini oluşturur. Bu zamana kadar doksorubisin, sisplatin ve paklitaksel (TAP) 92 ile karboplatin ve paklitaksel kombinasyonlarının en etkili olduğu gösterildiğinden, en çok çalışma yapılan kombinasyonlar bunlardır. Bununla birlikte, ilk kombinasyon çok daha toksiktir ve tedaviye bağlı ölümlerle sonuçlanmıştır. (TAP) veya karboplatin-paklitaksel kemoterapisi için yapılan GOG'un randomize karşılaştırmalı bir çalışmasında, daha düşük morbidite nedeniyle karboplatin- paklitaksel tercih edildi ve her iki kombinasyonun da etkinlikleri benzerdi. (92). Yapılan çalışmalarda faz II evresinde Karboplatin-paklitaksel kombinasyonu, ileri evre veya nüks endometrium kanserlerinde test edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre %65-75 yanıt oranı ile yaklaşık 14 aylık progresyonsuz sağkalım gösterilmiştir. Mevcut sonuçlar değerlendirildiğinde karboplatin-paklitakselin TAP kombinasyonuna kıyasla daha iyi tolere edilebilirlik profili nedeniyle ileri evre ve nüks hastalıkta adjuvan tedavi için standart olarak karboplatin-paklitaksel kullanımı önerilmiştir (93).
2.1.8.4 Radyoterapi
Primer radyoterapi: 
Her ne kadar endometrium kanserinde primer tedavi cerrahi olsa  komorbiditeleri fazla, cerrahi için kötü aday olan nadir bir hasta grubunda düşünülür. Eksternal-beam pelvik radyasyon birlikte ya da tek başına vajinal brakiterapi tipik yöntemdir. Genel olarak sağ kalım oranı, cerrahi tedaviden %10-15 daha düşüktür, bundan dolayı cerrahiden kaçınılacak hastaları seçmek için titiz bir preoperatif hazırlık yapılmalı ve doğru hasta grubu seçilmelidir (94).
Adjuvan radyoterapi:
Günümüzde adjuvan radyoterapi endikasyonu, risk faktörlerinin varlığına dayanmaktadır ve düşük risk grubundaki hastalar için (Endometrioid histoloji, Grade 1 veya 2 olgular, Hastalığı endometriuma sınırlı olgular, Evre 1A hastalık, Yüzeyel invazyon) standart tedavi cerrahidir ve genelde prognoz çok iyi olması sebebiyle adjuvan radyoterapi sıklıkla önerilmemektedir (95). Yüksek riskli grubundaki hastalarda (evrede olmasından bağımsız olarak, seröz, berrak hücreli adenokarsinomlar ve evre II-IV hastalığı olan hastalar) ise adjuvan radyoterapi endikedir (96).
2.1.9 Prognostik Faktörler
Endometrium kanserinde en önemli prognostik özellikler cerrahi FIGO evresi, myometrial invazyon, histolojik tip ve farklılaşma derecesidir; çoğu birbirinden bağımsızdır (97-101).
Evre: 
	FIGO EVRESİ
	5 YILLIK SAĞKALIM (%)

	IA
	90.3

	IB
	80.8

	II
	80.5

	IIIA
	68.5

	IIIB
	53.1

	IIIC1
	58.3

	IIIC2
	51.2

	IVA
	22

	IVB
	21.1


Sağ kalım oranlarını belirleyen en önemli faktördür. Endometrium kanserinde evreleme cerrahi olarak yapılmalıdır. Cerrahi evreleme sonucunda derin myometrial invazyonu, servikal stromal tutulumu, lenf nodu pozitifliği ve uzak organ tutulumu varlığı belirlenerek adjuvan tedavinin verilme gerekliliği ve adjuvan tedavi tipinin ne olması gerektiğine karar verilir. Evre I hastalıkla myometriuma invazyon derinliği önemli bir prognostik faktördür ve 5 yıllık sağ kalım yaklaşık %90 oranında izlenmektedir. Evre II hastalıkta servikal stromal invazyon mevcut olup prognoz Evre I endometrium kanserine kıyasla daha kötü seyretmektedir. Evre III endometrium kanserinde ekstrauterin tutulum ve lenf nodu pozitifliği görülmekte olsa da 5 yıllık sağ kalım oranları yaklaşık %50-60’dır. Evre IV endometrium kanseri uzak metastaz ile ilişkili olup 5 yıllık sağ kalım oranları  %20 oranında izlenmekte olup prognoz kötüdür. 
Tablo 6: Herbir Cerrahi Evre İçin Endometrium Kanserinde 5 Yıllık Sağkalım Oranları (102)

Myometriyal invazyon: 
Endometrium kanserinde myometrial invazyon derinliğinin 1⁄2 den fazla izlenmesi durumunda lenfatik sisteme ulaşım dolayısıyla ekstrauterin yayılım ve rekürrens riski artmıştır. Myometrial invazyon derinliğinin artış sağ kalım oranlarında azalmayı da beraberinde getirir. Yapılan bir çalışmada myometrium invazyonu görülmeyen hastalarda sadece %1 oranında pelvik lenf nodu metastazı varken, dış üçte birlik kısımda myometrium invazyonu olan hastalarda %25 pelvik lenf nodu metastazı ve %17 paraaortik lenf nodu metastazı izlenmiştir (103). Yine yapılan çalışmalarda myometrial invazyonun sağ kalıma etkisini belirlemede en duyarlı belirteçin tümörün myometrial birleşim yerinin uterin serozaya olan mesafesi olduğu görülmüştür. Serozaya 5 mm’den daha az mesafede tümörü olan hastalarda 5 mm’den daha fazla yakınlıkta tümörü olan hastalara göre daha fazla nüks ve ölüm görülmektedir (104).
Histolojik Tip: 
Endometrioid tip kanserler tüm endometrium kanserlerinin yaklaşık %90’ını oluşturur ve iyi prognozludur. Geri kalan %10’u oluşturan Non-Endometrioid tip kanserler daha kötü prognozlu olup daha düşük 5 yıllık sağ kalım oranları izlenmektedir. Wilson ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada endometrioid tip tümörlü hastalarda %92’lik 5 yıllık sağ kalım oranına karşılık, diğer agresif histolojik subtiplerde 5 yıllık sağ kalım oranı %33 olarak izlenmiştir ve cerrahi evreleme sırasında kötü histolojik tip görülen hastaların %62’sinde ekstrauterin yayılım olduğu gözlenmiştir (105). 
Yaş: 
Endometrial kanseri olan genç kadınların prognozu yaşlı kadınlardan daha iyidir ve ileri yaşın sağ kalımı kötü etkilediği düşünülmektedir (106). Jinekolojik Onkoloji Grubunun (GOG-Gynecologic Oncology Group) verilerine göre yaşa göre 5 yıllık sağ kalım oranları; 50 yaş ve altındaki hastalar için %96,3; 51 ila 60 yaş arası hastalar için %87,3; 61-70 yaş arası hastalar için %78; 71 ila 80 yaş arası hastalar için %70,7; 80 yaşından büyük hastalar için %53.6 olarak bildirilmiştir (107).
Pozitif Periton Sitolojisi: 
Yapılan çalışmalarda pozitif peritoneal sitolojinin sağ kalımı azalttığı ve nüks oranlarını arttırdığı raporlanmıştır. Pozitif peritoneal sitolojinin diğer kötü prognostik faktörler veya ekstrauterin hastalık ile ilişkili olduğunda nüksü artırdığı ve sağ kalım üzerinde önemli bir olumsuz etkiye sahip olduğu görülmüştür. Ekstrauterin hastalık veya diğer kötü prognostik faktörlerin yokluğunda pozitif periton sitolojisinin rekürrens ve sağ kalım üzerinde anlamlı bir etkisi olmadığı izlenmiştir (108).
Lenfovasküler Alan İnvazyonu: 
Kurman ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada Lenfo-vasküler alan invazyonu, tüm endometrial kanser türlerinde nüks ve ölüm için bağımsız bir risk faktörü gibi görünmektedir (109). Yine Ayhan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada pelvik ve paraaortik lenfadenektomi de dahil olmak üzere tam cerrahi evreleme prosedürleri geçiren düşük riskli endometrial kanserli hastalarda pozitif lenfovasküler alan invazyonu (LVSI) önemli bir prognostik parametre gibi görünmektedir (110).
2.1.10 Nüks
Nükslerin %75’i teşhisten sonraki ilk 3 yıl içinde oluşur. Tekrarlarlayan veya metastatik endometrial kanser habercisi olan semptomlar spesifik olmamakla birlikte, çoğu kadında vajina, mesane veya rektumdan kaynaklanan kanama, anoreksi, kilo kaybı, pelvik ağrı, öksürük, nefes darlığı görülebilir (111). 
Nüks endometrium kanseri olan hastalarda, genellikle tedavinin bireyselleştirilmesi gerekir. Genel olarak nüksün yeri, sağ kalımın en önemli belirtecidir. Durumlara bağlı olarak cerrahi, radyasyon, kemoterapi ya da tüm bu seçeneklerin kombinasyonundan oluşan stratejiler her hasta özelinde değerlendirilip belirlenir.
En iyi tedavi edilebilir senaryo daha önce ışın tedavisi almamış hastalarda vajinal apeksteki izole nükstür ve bu hastalar genellikle, eksternal beam rapyoterapi ile etkili şekilde tedavi edilir (112).
Metastatik endometrial kanserli hastalarda ilk basamak kemoterapi olarak karboplatin ve paklitaksel kombinasyonları önerilir (113). 
2.2 NETRİNLER
2.2.1 Genel Bilgiler
         Netrin kelimesi Sanskritçe 'netr' kelimesinden köken almakta ve 'kılavuzluk eden, öncülük yapan' anlamına gelmektedir. İlk bildirilen netrin olan UNC-6 (UNCoordinated-6), sinir gelişimini düzenleyen proteinler için bir taramada nematod kurdu Caenorhabditis elegans' ta 1990 yılında tanımlanmıştır (114). 
Netrin ailesi, semaforinler, yarıklar ve efrinler gibi protein aileleri ile birlikte nöronal rehberlik ipuçlarını oluşturan yüksek oranda korunmuş bir protein sınıfıdır (115).
Tüm netrinler, laminin süper ailesinin üyeleridir. Omurgalılar çoklu netrin genlerini ifade ederler. Memelilerde, NTN1, NTN3, NTN4, NTNG1 ve NTNG2 olmak üzere beş ağın ekspresyonu tespit edilmiştir. NTN1, NTN3 ve NTN4, ekstraselüler matrikse  salgılanırken (ECM), NTNG1 ve NTNG2, bir glikosilfosfatidilinositol bağı yoluyla hücre yüzeyine bağlanır. NTN1, NTN2 ve NTN3'ün amino terminal üçte ikisinin sekansı, en çok laminin-γ1 zincirinde bulunan amino terminal sekanslarına benzerken, NTNG1, NTNG2 ve NTN4, en çok laminin-β1 zincirinin amino terminaline benzer. Laminin-α, laminin-γ ve laminin-β zincirlerinin heterotrimerlerinde bu amino-terminal alanları kendi kendine birleşmeye aracılık ederek karmaşık laminin ağlarının oluşumuna yol açar. Netrin-4, amino terminal alanlarının lamininlerle etkileşimi yoluyla temel membranlara entegre olur, bununla birlikte, diğer salgılanan netrinler, ECM’te lamininlere bağlanmıyor gibi görünmektedir (116,117).
Tanımlanan ilk Netrin reseptörleri, omurgalılarda DCC (Deleted Colorectal Cancer) ve DCC ile yaklaşık %50 amino asit benzerliği olan neogenini de içeren DCC protein alt ailesine aittir. DCC, neogenin ve bunların ortologları, dört immünglobülin alanından ve altı fibronektin tip III (FNIII) tekrarlarından oluşan bir hücre dışı alana sahip transmembran proteinlerdir. DCC'deki dördüncü ve beşinci FNIII tekrarları, NTN1'i bağlamak için gereklidir (118). 
Netrinler de dahil olmak üzere birkaç molekülün hem nöronal hem de vasküler büyümenin düzenleyicileri olduğunu öne süren artan bir literatür vardır. Nöral büyümeyi ve gelişmeyi yönlendiren moleküllerin, vasküler ağacın morfogenezini düzenlemede de rol oynadığına inanılmaktadır. Ayrıca, netrinlerin akciğer ve pankreasta epitelyal hücre dallanma morfogenezini kontrol etmede son zamanlarda rol oynadığı belirtilmiştir (119). 
Netrin ailesinin üyelerinin genellikle onkogenlerin özelliklerini sergilemelerine rağmen, bazı tümörlerde aşağı regüle edilmiş ekspresyon sergilediklerini belirtmekte fayda var. Yani Netrin proteinleri farklı kanser türlerinde farklı etkilere sahip olabilir ve kanseri inhibe edebilir veya teşvik edebilir. Bu varyasyon için olası bir açıklama, birçok insan kanserinde, Netrin ailesi üyelerinin yukarı regülasyonunun DCC ve UNC5H gibi bağımlı reseptörler tarafından indüklenen apoptozu inhibe etmesi ve böylece tümör ilerlemesini teşvik etmesidir. Bu nedenle, farklı kanserlerde bir tür netrin proteininin davranışına dayalı uygun tedavi müdahalelerini tahmin etmek zordur veya kanserde çoklu netrinlerin karmaşık etkilerini tahmin etmek zordur. 
2.2.2 Netrin-1
NTN1, tüm netrinlerden ilk tanımlanan ve en kapsamlı araştırılanıdır. İlk olarak memelilerde 1990'larda keşfedilmiştir. NTN1, aksonları, kemoatraktif ve kemorepülsif sinyallerin dengesi yoluyla sinaps oluşumuna yol açan son konumlarına yönlendirir ve bunu, büyüyen aksonların ucunda bulunan nöron büyüme konisinin rehberliğinde yapar (120). 
NTN1, iki ana reseptör aracılığıyla etki eder: DCC ve UNC5H (UNCoordinated-5 homolog). Netrin-1'in bu reseptörlerle etkileşimi, enflamasyon, anjiyogenez ve apoptozu düzenlemesine bağlı olarak, tümör oluşumunda rol oynamaktadır (121). 
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Şekil 1: Netrin-1 ve Netrin-1 Bağımlı Ana Reseptörleri (122)
İki ana NTN1 reseptörü, DCC ve UNC5H, sırasıyla ligandlarının yokluğunda veya varlığında apoptozu pozitif veya negatif olarak düzenleme yeteneğini paylaşan bağımlılık reseptörleri (DR’ler) ailesine aittir. Bu nedenle, bir tümör hücresinin bu DR aktivitesini kaybetmesi avantajlıdır. Bu avantaj daha önce çeşitli insan kanserlerinde de anlatılmıştır (123). 
NTN1’in sinir sisteminin gelişimi sırasında, bu molekülün, UNC5H ailesi üyelerinden UNC5A, UNC5B, UNC5C ve UNC5D ile etkileşim yoluyla aksonları hedeflerine yönlendirerek önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (124). 
NTN1’in reseptörlerine bağlanması, aktin ve mikrotübül ağlarının yeniden düzenlenmesi yoluyla sitoskeletonun yapısını değiştirir. Reseptörü UNC5B aracılığıyla hareket eden Netrin-1’in in vitro ve in vivo olarak güçlü bir monosit ve lenfosit göçü inhibitörü olduğu gösterilmiştir (125). 
NTN1 sinyal etkisini, UNC5A-D, down sendromu hücre adhezyon molekülü (DSCAM), integrin α3β1 ve α6β3, serebellin 4 (CBLN4) içeren dört ilave reseptörün yanı sıra reseptör olup olmadığı net olarak açıklığa kavuşturulamamış olan adenozin 2b reseptörü (A2bR) aracılığıyla gösterir (126). 
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Şekil 2: Netrin-1 ve Sinyal Etkisini Göstermesini Sağlayan Reseptörleri (127)
NTN1, merkezi sinir sistemindeki rolünün yanı sıra, kanserlerin, kardiyovasküler hastalıkların ve böbrek hastalıklarının düzenlenmesinde rol oynar. Son yıllarda, Netrin-1’in birçok multisistem hastalığının altında yatan patolojide yer alabileceği görülmüş ve bu durumun netrinleri çekici bir potansiyel terapötik hedef haline getirmiştir (128,129). 
Yapılan bir çalışmada NTN1 ile endometriozis ilişkisi de incelenmiş, endometriotik lezyonlarda makrofajlar tarafından netrin-1 üretiminin endometriozis ile ilişkili ağrıda önemli bir rol oynayabileceği düşünülmüştür (130).
NTN1’in osteoblast farklılaşmasını engellediği ve iki netrin reseptörünün kombinasyonunun incelendiği bir çalışmada, osteoblast farklılaşmasının Netrin-1 tarafından düzenlenmesi için gerekli olduğu bulunmuştur (131). 
NTN1 ile ilgili yapılan bir başka çalışmada osteoklast multinükleasyonunu baskıladığını, ancak osteoklast farklılaşmasını baskılamadığını ve fareleri in vivo otoimmün kemik yıkımına karşı koruduğunu bildirerek, Netrin-1’in kemik metabolizmasında pozitif bir düzenleyici olduğunu belirtmişlerdir (132).
Ayrıca NTN1 seviyelerinin birçok kanser türünde önemli ölçüde artarak dolaşıma salındığı ve bu nedenle biyobelirteç olarak kullanımının uygunluğu son dönemde ilgi çekici araştırmalar yapılmasına sebep olmuştur (133). Yapılan çalışmalarda tümör baskılayıcı p53’ün, NTN1 ve bazı reseptörlerinin ekspresyonunu düzenlediği görülmüştür. Bu açıdan bakıldığında NTN1 bir onkogen olarak kabul edilebilir ve p53, NTN1 yolunun düzenlenmesi yoluyla hücre kaderini belirleyebilir (134). NTN1 reseptörlerinden UNC5C, kolorektal kanserin (CRC) ailesel formlarına yatkınlık yaratan yeni bir gen olarak tanımlanmıştır (135). 
2009 yılında yapılan bir çalışmada küçük hücreli dışı akciğer kanseri olan hastalarda immünohistokimyasal olarak NTN1 düzeyleri değerlendirilmiş ve yaklaşık yarısında NTN1 ekspresyonunda artış izlenmiştir (136). 
Benzer şekilde mide kanseri dokularında NTN1 ekspresyonunun araştırıldığı çalışmada, kanser evresi ve lenf düğümü metastazı ile ters orantılı olarak aşırı eksprese edildiği bulunmuştur (137). 
Han ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada  hepatoselüler karsinom (HCC) dokuları ve hücre hatlarında NTN1 ekspresyonunun arttığı gözlemlenmiş ve HCC’de PI3K (fosfoinositid-3 kinaz) / AKT sinyalinin aktive edildiği gösterilmiştir (138).
Akciğer kanserli hastaların serumunda NTN1 düzeylerinin değerlendirildiği bir çalışmada ise NTN1 düzeylerinin arttığı ve kemoterapi ile NTN1 düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir (139).   
Kato ve arkadaşlarının 2004 yılında yaptığı endometrial kanserler ile ilgili bir çalışmada, normal endometrial bezlerde ve kanser hücre dizilerinde DCC ve NTN1 ekspresyonu RT-PCR ve immünohistokimya ile incelenmiştir. Bu çalışmada eksojen DCC ve NTN1 ekspresyonunun etkileri, ilgili ekspresyon vektörü transfeksiyonu ile birlikte gözlenmiştir. DCC/NTN1 sinyallemesinin, hücreleri endometrial bez yapısının veya fonksiyonunun çoğalmadan sekretuar faza geçişine bağlayabileceği gösterilmiştir. Ayrıca tüm endometrial kanser hücre hatları normal DCC ekspresyonunu kaybettiği ve NTN1 ile indüklenen apoptozun yokluğunda kanser hücre hatlarında DCC ekspresyonunun yeniden düzenlendiği görülmüş ancak NTN1 varlığında hiçbir değişiklik gözlenmemiştir (140).
2.2.3 Netrin-4
NTN1’in aksine NTN4 ile ilgili literatür çalışmaları daha sınırlı ancak en az netrin-1 kadar ilgi çekicidir. NTN4, düşük konsantrasyonlarda nörit uzamasını destekleyen ancak yüksek konsantrasyonlarda nörit uzamasını önleyen 628 amino asitlik bir bazal membran bileşenidir (141).
Fattet ve arkadaşları, NTN-4’ün NTN1 reseptörlerinin hiçbiriyle – örneğin DCC veya UNC5’ler – etkileşime giremediğini ve aslında laminin γ1’e yüksek afinitesi sayesinde bazal membranın düzenleyici bir bileşeni olduğunu gösterdi (142).
In vitro, NTN4, E14 sıçan koku alma soğanı eksplantlarından nörit büyümesini teşvik eder, bu da aksonal uzamayı teşvik eden bir haptotaktik faktör olarak veya nöronal göç için bir substrat olarak önemli olabileceğini düşündürür. Buna ek olarak, NTN4’ün kan damarlarının bazal membranlarında bulunduğu ve bu nedenle anjiyogenezde önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (143). 
Endotelyal progenitör hücreler (EPC’ler), vasküler yaralanma bölgelerine göç ederek neovaskülarizasyonu ve doku onarımını destekler. Bu nedenle, EPC’nin hasarlı dokulara yönlendirilmesini artıran faktörler ilgi konusudur. Lee ve arkadaşları yaptıkları çalışma sonucunda NTN4’ü anjiyogenez bağımlı hastalıkların tedavisi için endotelyal progenitör hücre tabanlı bir terapi olarak önermektedir (144). 
NTN4’ün, intravillus anjiyogenezinin düzenlenmesinde doğrudan bir rolü olduğu öne sürülmüş ve insan plasental endotelyal hücre proliferasyonunu, tüp benzeri oluşumu, göçü ve sfero filizlenmeyi inhibe ettiği gösterilmiştir (145).
Yapılan bir çalışmada, preeklampsi hastalarında maternal soluble fms-like thyrozine kinase-1(sFlt-1) seviyeleri ile maternal NTN4 seviyeleri arasında pozitif bir korelasyon bulmuştur. NTN4 düzeylerindeki yükselmenin preeklampside ortaya çıkan plasental hipoksiye sekonder olabileceği düşünülmüştür. Bu çalışma, preeklampsinin teşhisi ve prognozunun belirlenmesine yardımcı olarak klinik kullanım için otomatik antianjiyojenik biyobelirteçlerin (sFlt-1 ve NTN4) dikkate alınmasına yol açmıştır (146). 
NTN4’ün rolü, anjiyogenezi ve kanser hücresi göçünü hem teşvik ettiği hem de engellediği bildirildiği için hala tartışmalıdır (147).
 In vitro kanser hücre hatları ve in vivo fare modellerinde bazal membranda kanserle ilişkili fibroblastlar ve endotelyal hücreler tarafından salgılanan NTN4’ün varlığının tümör hücresi istilasını ve metastazını engellediği gösterilmiştir (148).
Başka bir çalışmada NTN4’ün aşırı ekspresyonunun, kolorektal tümör ilerlemesini ve VEGF/VEGF reseptör yolu yoluyla anjiyogenezi inhibe ettiği görülmüştür (149).
Mide kanseri ile yapılan çalışmada ise NTN4’ün, tümör progresyonunu ve metastazı düzenlediği bulunan bir molekül olduğu görülmüştür (150).







3. GEREÇ VE YÖNTEM
HÜCRE KÜLTÜRÜ ÇALIŞMALARI
Çalışmamızda normal fonksiyonel insan endometrium (Lifeline firması - Human Endometrial (Uterine) Epithelial Cells (HEuEC) / FC-0078 kodlu hücre hattı) ve iki farklı insan endometriyum kanseri (Hec1B – ATCC firması / htb-113 kodlu hücre hattı ve Ishikawa – ECACC firması) hücre hatları kullanılmıştır. Fakat hücre hatları geldiğinde insan endometrium epitelial hücreler (HEuEC) hücre hattında gerekli deneyleri başlatmak için hücre ekimi yapılmış ancak hücreler üretilememiştir. Bunun üzerine Pamukkale Üniversitesi Hastanesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan çalışma ile ilgili 05/04/2022 tarihli ve 60116787-020-193952 numaralı etik kurulu onayı alınarak, reprodüktif dönemdeki kadın hastadan, endometrial biyopsi yöntemiyle endometrial doku örneği alındı. Herhangi patoloji saptanmayan fonksiyonel taze endometrium dokusu çalışma için kullanıldı.
Hücrelerin gelişimi ve çoğalması için %10 Fetal Sığır Serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin karışımı içeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri kullanılmıştır. Hücreler 75cm2’ik kültür plakalarında 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkübe edilmiştir. Hücreler yaklaşık olarak %80-90 yoğunluğa ulaştığında her 2-3 günde bir pasajlanmıştır. Pasajlama işlemi sırasında; ortamdaki besiyeri uzaklaştırılmış ve ortam fostat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile yıkanmıştır. Ardından, Tripsin-EDTA yardımıyla hücreler kaldırılmış ve santrifüj edilerek süpernatant uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, hücreler taze besiyeri içeren steril plakalara ekilmiştir. 
HÜCRE CANLILIĞI VE SAYILMASI 
Hücre canlılığının belirlenmesi ve sayılması amacıyla Tripan mavi boyası kullanılmıştır. Tripan mavi, negatif yüke sahip bir boyadır ve bütünlüğü bozulmamış canlı hücrelerin sayılmasına olanak sağlamaktadır. Boya, cansız hücrelerin membran bütünlüğü olmadığı için içine nüfuz etmekte ve ışık mikroskobu altında sayım için görüntülenememektedir. Thoma lamına eşit hacimde (1:1) tripan mavi boyası ile karıştırılan hücre süspansiyonu yüklenerek sayım işlemi gerçekleştirilmiştir. (Şekil 3).
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[bookmark: _Toc59529682]Şekil 3: Thoma lamının mikroskop altındaki görüntüsü
Hücre canlılığı, aşağıdaki formüle göre belirlenmiştir:
Toplam hücre sayısı = (Sayılan hücre sayısı x 104(sabit değer) x seyreltme faktörü) / Sayılan alan (aritmetik ortalama)
TOPLAM RNA İZOLASYONU
[bookmark: _Toc59529482]Toplam RNA izolasyonu Analytik Jena innuPREP RNA Kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Özetle, Hec1B ve Ishıkawa hücreleri 75cm2’lik kültür plakalarına ekilmiş ve %90 yoğunluğa ulaştığında ortamdaki besiyeri uzaklaştırılmış ve PBS ile yıkanmıştır. Ardından kitde yer alan liziz tamponu ile hücreler ve endometriyum doku örneği liziz solüsyonu kullanılarak parçalanmış ve izolasyon üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Elde edilen toplam RNA örnekleri -80 ºC’de saklanmıştır.
TOPLAM RNA’NIN SPEKTROFOTOMETRİK ANALİZİ
[bookmark: _Toc59529483]İzole edilen RNA örneklerinin konsantrasyonu Epoch Take3 mikro RNA/DNA ölçüm aparatı (BioTek) kullanılarak mikroplaka okuyucuda optik yoğunluk (OD 260/280) ile ölçülmüştür.
TOPLAM RNA’NIN AGAROZ JEL ELEKTROFOREZİ İLE GÖRÜNTÜLENMESİ
[bookmark: _Toc59529884]İzole edilen RNA’ların görüntülenmesi için yatay jel elektroforezi kullanılmıştır. %1’lik agaroz jel ile Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu hazırlanmıştır. Hazırlanan jel mikrodalga fırında kontrollü olarak ısıtılmış ve agarozun çözünmesi sağlanmıştır. Çözünmüş olan agaroz çözeltisi soğutularak 0,75 µL EtBr eklenmiştir ve elektroforez tablasına dökülerek jelin polimerleşmesi beklenmiştir. Jel katılaştıktan sonra elektroforez tankına yerleştirilmiştir. Kuyucuklara yüklenen DNA marker ve RNA’lar elektroforezin (–) kutbuna doğru yerleştirilerek, güç kaynağına bağlanmıştır. Elektroforez tankı 1x TAE tamponu ile jelin üstü kapanana kadar doldurulmuştur. Kuyucuklara yüklenen miktarlar Tablo 7’de belirtilmiştir.
Tablo 7: Kuyucuklara Yüklenen RNA Örnekleri ve Marker Konsantrasyonları
RNA için;	                                              
	5 μl RNA örneği 
	Yüklenen hacim: 8 μL

	2 μl boya (6x loading dye) 
	

	1μl enjeksiyonlu su 
	




  
Marker için;      
	6 μl kb DNA ladder marker 
	Yüklenen hacim: 5 μL

	2 μl boya (6xloading dye) 
	

	2 μl enjeksiyonlu su 
	


    


cDNA SENTEZİ
[bookmark: _Toc59529885]cDNA sentezi içim A.B.T. cDNA sentez kiti kullanılmıştır. Sentez işlemi üretici firmanın önerdiği protokol doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. cDNA sentez karışım protokolü ve yapılışı Tablo 8‘de verilmiştir. Gerçek zamanlı polimeraz Zincir reaksiyonu (RT-PCR) yapmak üzere sentezlenen cDNA’lar, -20°C’de saklanmıştır.
Tablo 8: cDNA Sentez Karışımı ve Protokolü
	   Bileşenler                                               Hacim                          Son konsantrasyon 

	Total RNA                                                   10µl	                                  2,5µg/ml 
Oligo (dT) Primer                                        1µl                                         0.5 µM
dNTP Karışımı (her biri 2.5mM)               1µl                                         500µM
RNAaz içermeyen su                                  3.5µl                                        14.5µl
10X RT Tamponu                                        2µl                                            1X
Ribonükleaz İnhibitörü                              0.5µl                                       20U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/µl)    1µl                                        200U/rxn

	Karışım cDNA sentezi için 25ºC’de 10 dakika ve 37 ºC’de 120 dakika inkübe edildikten sonra reaksiyonu sonlandırmak amacıyla 85ºC’de 5 dakika bekletilmiştir. 


[bookmark: _Toc59529486]
RT-PCR REAKSİYONU  
RT-PCR çalışmaları A.B.T. 2X qPCR SYBR-Green MasterMix (without ROX) kiti kullanılarak üretici firmanın önerdiği talimatlara göre gerçekleştirilmiştir. Primer ve cDNA miktarları laboratuvarımızda optimize edilmiştir. RT-PCR sonucunda elde edilen sonuçlar Stepone Software V2.3 programı kullanılarak hesaplanmış ve “housekeeping” GAPDH genine göre normalize edilmiştir. Her gen için ayrı ayrı amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon eğrisi oluşturulmuş ve her primer için erime eğrisi analizleri yapılmıştır. Amplifikasyon sonucunda elde edilen Ct (threshold) değerleri kullanılarak dört genin uygulamalar sonucunda mRNA düzeyinde ekspresyon değişimleri belirlenmiştir. Genlerin primer dizileri Tablo 9’da verilmiştir.
Tablo 9: Çalışmada Kullanılan Genlerin Primer Dizileri
	Gen
	Primer dizileri

	GAPDH
	F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
R: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

	NETRIN-1
	F: ACTGCGATTCCTACTGCAAGGC
R: TTGTCCGCCTTCAGGATGTGGA

	NETRIN-4
	F: CAGAAGGACAGTATTGCCAGAGG
R: GCAGAAGGTCACTGAGTTGGCA

	UNC5B
	F: GCTCGACTCTAAGAACTGCACAG
R: TGAGGATTGCCACGACCACGAA


 F: Forward, R: Reverse
Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) Birimi Onayı:
 Çalışmamız 16/07/2022 tarihinde Pamukkale Üniversitesi BAP birimi tarafından 2021TIPF015 numaralı proje olarak kabul edilmiş ve mali desteği sağlanmıştır.
İstatistiksel Analiz
Tez çalışmasında elde edilen sonuçlar Ortalama ± Standart Sapma (her bir veri için) olarak verilmiştir. Gruplar arasında fark olup olmadığı GraphPad Prism v.9 uygulaması yardımıyla Tek Yönlü Anova (one-way ANOVA) testi uygulanarak analiz edilmiştir.

4.BULGULAR
TOPLAM RNA’NIN GÖRÜNTÜLENMESİ
Materyal ve Metod kısmında verildiği gibi hazırlanan bileşenlerin yüklendiği jel güç kaynağına bağlanmış ve 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca yürütülmüştür. Yürütme işlemi sonunda jel UV transilluminatörde gelLite Jel Görüntüleme Cihazı’nda görüntülenmiştir (Şekil 4).
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Şekil 4: Doku ve Hücre Hatlarından Elde Edilen RNA’nın %1’lik Agaroz Jel Elektroforezi. Soldan Sağa (1) 1kb Opti-DNA Marker, (2) Doku, (3) Ishikawa ve (4) Hec1B Hücre Hattından İzole Edilen RNA
RT-PCR ile mRNA EKSPRESYONLARININ TAYİNİ
RT-PCR çalışması ile NTN1, NTN4 ve UNC5B genlerinin Ishıkawa ve Hec1B hücre hatları ile doku örneğindeki ekspresyonları araştırılmıştır (Şekil 5). Şekil 6’te verildiği gibi erime eğrisi analizi doğrultusunda NTN4 geninin tüm örneklerde eksprese olduğu, NTN1 geninin Ishikawa hücre hattı ile doku örneğinde, UNC5B geninin ise Hec1B hücre hattı ile doku örneğinde eksprese olduğu gözlemlenmiştir.
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Şekil 5: RT-PCR Sonuçlarına Göre Netrin-4 Geninin Ishikawa ve Hec1B Hücre Hatları ile Doku Örneğindeki Bağıl mRNA Ekspresyonu Analizi. *Ishikawa’dan Önemli Derecede Farklı (P <0.0001, one-way ANOVA). Doku için P Değeri: 0.3144.
RT-PCR sonuçlarına göre NTN4 geninin Ishikawa hücre hattına göre Hec1B hücre hattında 5,64 kat fazla, doku örneğinin ise Ishikawa hücre hattına göre 1,43 kat fazla eksprese olduğu tespit edilmiştir.
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Şekil 6: RT-PCR Erime Eğrisi Analizi.
Aynı zamanda, RT-PCR sonucunda ürün oluşumu Agaroz jel elektroforezi ile doğrulanmıştır (Şekil 5).
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Şekil 7: PCR Ürünlerinden Elde Edilen Jel Görüntüsü. Soldan Sağa (1,5,9) 1kb Opti-DNA Marker, (2) Ishikawa/Netrin-1, (3) Hec1B/Netrin-1 ve (4) Doku/Netrin-1, (6) Ishikawa/Netrin-4, (7) Hec1B/Netrin-4 ve (8) Doku/Netrin-4, (10) Ishikawa/UNC5B, (11) Hec1B/ UNC5B ve (12) Doku/ UNC5B.

RT-PCR sonuçlarına göre UNC5B geninin Doku örneklerine göre Hec1B hücre hattında 3.64 kat fazla artış olduğu saptanmıştır (Şekil 8).  NTN1 geninde ise doku örneklerinde Ishikawa hücre hattına göre 1.54 kat artış saptanmıştır (Şekil 9). 
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Şekil 8: RT-PCR Sonuçlarına Göre UNC5B Geninin Doku ve Hec1B Hücre Hatlarındaki Bağıl mRNA Ekspresyonu Analizi. *Doku’dan önemli derecede farklı (P <0.05, Unpaired t-test). P değeri: 0.0375

[image: ]
Şekil 9: RT-PCR Sonuçlarına Göre Netrin-1 Geninin Ishikawa ve Doku Örneğindeki Bağıl mRNA Ekspresyonu Analizi. *Ishikawa’dan önemli derecede farklı (P <0.05, Unpaired t-test) P Değeri: 0.0492
5. TARTIŞMA
Endometrium kanseri gelişmiş ülkelerde en sık, gelişmekte olan ülkelerde serviks kanserinden sonra 2. en sık gözlenen jinekolojik kanserdir (151). İnsidansı 8.71/100.000 olarak bildirilmiştir. Türkiye’de yapılan istatistiksel çalışmalara göre endometrium kanseri kadınlarda meme, tiroid ve kolorektal kanserden sonra 4. sıklıkta izlenmektedir ve insidansı 10,5/100.000 olarak bildirilmiştir. Endometrium kanserleri çoğunlukla erken evrede tespit edilir. Creasman ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada başvuru anında endometrium kanseri tespit edilen hastaların %75’inin Evre I olduğu saptanmıştır (152). Endometrium kanserlerinde evreleme cerrahi olarak yapılır ve önerilen standart cerrahi prosedür tip I histerektomi ve bilateral salpingo-ooferektomidir. Bilateral pelvik ve paraaortik lenf nodu diseksiyonu günümüzde yüksek riskli hastalarda önerilmektedir (153). Yüksek riskli grubundaki hastalarda (evreden bağımsız olarak, seröz, berrak hücreli adenokarsinomlar ve evre II-IV hastalığı olan hastalar) ise adjuvan radyoterapi endikedir (96). İleri evre endometrium kanseri için kemoterapi uygulamaları ilave tedavi seçeneklerinden biridir (91). Tüm kanser türlerinde olduğu gibi endometrium kanserinde de patofizyolojide etken rol oynayan basamakları araştırmak ve hastalığın önceden tespit edilmesi günümüzde temel amaç haline gelmiştir.
Tüm netrinler, laminin süper ailesinin üyeleridir. Netrinlerin birçok sistemde eksprese edildiği ve doku morfogenezi, anjiyogenez, lenfanjiyogenez, tümör gelişimi, hücre göçü, invazyon ve adhezyon, apoptoz ve inflamasyonun düzenlenmesinde görev aldığı gösterilmiştir. Bu özellikleri nedeniyle netrinler çeşitli maligniteler üzerinde araştırmalara konu olmuş ve netrin protein ailesinin bazı kanserlerin gelişiminde hayati rol oynadığını bulunmuştur. Temel olarak netrinlerin apoptoz mekanizması üzerinde etkili olduğu bilinmektedir (116,117). Son yıllarda, NTN1'in birçok multisistem hastalığının altında yatan patolojide yer alabileceği görülmüş ve bu durumun netrinleri çekici bir potansiyel terapötik hedef haline getirmiştir (128,129). NTN1, iki ana reseptör aracılığıyla etki eder: DCC ve UNC5H (UNCoordinated-5 homolog). Netrin-1'in bu reseptörlerle etkileşimi, enflamasyon, anjiyogenez ve apoptozu düzenlemesine bağlı olarak, tümör oluşumunda rol oynamaktadır (121). 
Arakawa ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda tümör baskılayıcı p53’ün, NTN1 ve bazı reseptörlerinin ekspresyonunu düzenlediği görülmüştür. Bu açıdan bakıldığında NTN1 bir onkogen olarak kabul edilebilir ve p53, NTN1 yolunun düzenlenmesi yoluyla hücre kaderini belirleyebilir (134). 
Ayrıca NTN1 seviyelerinin birçok kanser türünde önemli ölçüde artarak dolaşıma salındığı ve bu nedenle biyobelirteç olarak kullanımının uygunluğu son dönemde ilgi çekici araştırmalar yapılmasına sebep olmuştur. Örneğin Ramesh ve arkadaşlarının çalışmada çeşitli kanser türlerinde plasma NTN-1 düzeyleri ölçülmüş, meme kanseri, renal kanser, prostat kanseri, karaciğer kanseri, meningioma, hipofiz adenomu ve glioblastomada plasmada NTN-1 düzeylerinin artmış olduğu görülmüşken akciğer kanseri, pankreas kanseri ve kolorektal kanserden alınan plazma örneklerinde NTN-1 düzeylerinde artış izlenmemiştir (133).
Yin ve arkadaşlarının 2017 yılında yaptığı çalışmada, NTN1 ekspresyonunun mide kanseri dokularında, kanser evresi ve lenf düğümü metastazı ile ters orantılı olarak aşırı eksprese edildiği bulunmuştur (137). Aksine, Han ve ark. hepatoselüler karsinom (HCC) dokuları ve hücre hatlarında NTN1 ekspresyonunun arttığı gözlemlenmiş ve hepatoselüler karsinomda PI3K (fosfoinositid 3-kinaz)/AKT sinyalinin aktive edildiğini göstermiştir (138). Benzer şekilde Yıldırım ve arkadaşları akciğer kanserli hastaların serumunda NTN1 düzeylerinin arttığını ve kemoterapi ile netrin-1 düzeylerinin azaldığını göstermişlerdir (139).
Yapılan literatür taramasında netrin ailesi ile jinekolojik kanserler arasında bağlantının değerlendirildiği araştırma sayısının kısıtlı olduğu görülmüştür. Papanastasiou ve arkadaşları over kanseri üzerine yaptıkları çalışmada NTN1 mRNA’ sının over kanseri dokusunda yüksek oranda eksprese edildiği ancak benign over dokusunda eksprese edilmediği izlenmiştir (154). Yine benzer şekilde Li ve arkadaşları NTN1’in over karsinomu dokusunda artış gösterdiğinde tümör proliferasyonu, invazyonu ve tümör hücrelerinin anjiogenezinin arttığını göstermişlerdir (155).
Jinekolojik kanserler arasında en sık görülen kanser olan endometrium kanseri ve NTN1 arasındaki ilişkiye yönelik yapılmış yalnızca bir çalışma bulunmuştur. Kato ve arkadaşlarının yaptığı bu çalışmada normal endometrium dokusunda NTN1 ve DCC reseptör ekspresyon izlenmiş ancak ekspresyon paterni arasında fark bulunamamıştır. Ishikawa hücre hattında ise hem NTN1 hem de DCC reseptör ekspresyonu izlenmemiştir. Normal fonksiyonel endometrium DCC cDNA sı ile kodlanmış ORF’un Ishikawa hücre hattına transfekte edilmesi sonucunda ise NTN1 varlığının DCC ekspresyonunu baskılayarak apopitozis mekanizmasını bozduğu ve kanser gelişimini hızlandırdığı sonucuna ulaşılmıştır (140).
Bizim çalışmamızda RT-PCR sonuçlarına göre NTN1’ in normal endometrial doku örneğinde ve Ishikawa hücre hattında eksprese olduğu ancak HEC1B hücre hattında eksprese olmadığı izlendi. Normal endometrium dokusundaki NTN1 ekspresyon seviyesi Ishikawa hücre hattındaki ekspresyon seviyesine göre 1,54 kat daha fazla olup, istatistiksel olarak da anlamlı bulundu. Ishikawa hücreleri, iyi diferansiye grade II endometrial adenokarsinom morfolojisine sahip 39 yaşındaki bir kadın hastadan elde edilir. Hem östrojen hem de progesteron reseptörleri pozitif olarak saptanan Ishikawa hücreleri tip I endometrium kanseri için bir model olarak kullanılır. Yine çalışmada kullanılan insan normal endometrium dokusu üreme çağındaki bir hastadan alınmıştır. Buradan hareketle NTN1’in östrojen ve progesteron reseptör bağımlı tip I endometrium kanser hücre hattındaki ekspresyonunun azalması Netrin-1’in kanser gelişiminde önleyici bir rol oynadığı şeklinde yorumlanabilir.
NTN4 ile ilgili çalışmaların NTN1’e kıyasla daha kısıtlı olduğu izlenmiştir. Mevcut çalışmalarda ise NTN4'ün rolü, anjiyogenezi ve kanser hücresi göçünü hem teşvik ettiği hem de engellediği bildirildiği için hala tartışmalıdır (147). Örneğin Lv ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda NTN4'ün, tümör progresyonunu ve metastazı düzenlediği bulunan bir molekül olduğu görülürken (156), Reuten ve arkadaşları in vitro kanser hücre hatları ve in vivo fare modellerinde bazal membranda kanserle ilişkili fibroblastlar ve endotelyal hücreler tarafından salgılanan NTN4'ün varlığının tümör hücresi istilasını ve metastazını engellediğini göstermiştir (157). Benzer şekilde Eveno ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada NTN4'ün aşırı ekspresyonunun, muhtemel bir antianjiogenetik etki ile kolorektal tümör ilerlemesini yavaşlattığı görülmüştür (149). Jinekolojik kanserler ve NTN4 arasındaki ilişkiyi gösterir yalnızca bir çalışma izlenmiştir. Zhang ve ark.  NTN4’ ün serviks kanseri dokusunda miR-192a için bir hedef olduğunu ve servikal kanser dokusunda, normal servikal dokuya kıyasla down regüle olduğunu belirtmişlerdir (158).
Biz de çalışmamızda RT-PCR sonuçlarına göre NTN4 geninin Ishikawa hücre hattına göre Hec1B hücre hattında 5,64 kat fazla, normal endometrial doku örneğinde ise Ishikawa hücre hattına göre 1,43 kat fazla eksprese olduğunu tespit ettik ve Hec1B ile Ishikawa hücre hatları arasındaki bu ekspresyon farkı istatiksel olarak anlamlı olduğunu gördük. Çalışmamızda kullanılan Hec1B hücre hattı iyi diferansiye grade II endometrium adenokarsinom morfolojisine sahip 71 yaşındaki kadın hastadan elde edilmekte ve temel histopatolojik özellikleri bakımından tip II endometrium kanseri ile uyumluluk göstermektedir. Bu sonuçlara göre NTN4’ün özellikle östrogen ve progesteron reseptörlerinin olmadığı, daha kötü prognoz gösteren, genellikle postmenapozal dönemde karşılaşılan ve atrofik endometrium zemininde gelişen tip 2 endometrium kanser oluşumunda etken bir faktör olduğu söylenebilir.
Netrin ailesinin üzerinden etki gösterdiği reseptörlerden biri olan UNC5B reseptörü birçok kanser yolağında veya patofizyolojisinde etkin rol oynamaktadır. Örneğin Huang ve ark. mesane kanserinde UNC5B'nin hücre içi alanının, çok sayıda ribozomal proteine ​​bağlanarak in vitro hücre proliferasyonunu ve in vivo tümör oluşumunu desteklediğini göstermiştir (159). Fu ve ark. ise servikal kanser dokusu ve hücrelerinde long non-codind RNA (lncRNA) unc-5 netrin receptor B antisense RNA 1 (UNC5B-AS1) miktarının arttığını, UNC5B-AS1’in susturulduğunda ise hücre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu inhibe ederken servikal kanser dokusu apopitozisini artırdığını bildirmişlerdir (160). Yine Wang ve ark. over kanserinde UNC5B-AS1 seviyesinin yükseldiğini ve UNC5B-AS1'in susturulması over kanserinde proliferasyonu kısıtladığı ve apoptozu kolaylaştırdığını bulmuşlardır (161). Benzer şekilde bizim çalışmamızda da RT-PCRsonuçlarına göre UNC5B reseptörü, Hec1B endometrium kanser hücre hattında normal endometrium dokusuna kıyasla 3,64 kat daha fazla eksprese edildi. Buradan hareketle UNC5B nin endometrium kanseri oluşumunda etkin bir rol oynadığı görüldü. Özellikle Netrin-4 ve UNC5B reseptör ekspresyon seviyesinin Hec1B hücre hattında paralel şekilde artması, tip 2 endometrium kanserinde NTN4’ün UNC5B reseptörü üzerinden proonkogen etki gösterdiği söylenebilir.
6. SONUÇ
Sonuç olarak, çalışmamızdan elde ettiğimiz veriler ışığında NTN1’in östrojen ve progesteron reseptör bağımlı tip I endometrium kanser gelişiminde önleyici, NTN4 ve UNC5B reseptörünün ise tip 2 endometrium kanseri gelişiminde proonkogen olarak rol oynadığını söyleyebiliriz. Bildiğimiz kadarıyla NTN1, NTN4, UNC5B ve endometrium kanseri ilişkisini değerlendiren çalışmamız, bu alanda literatürdeki ilk çalışmadır. Mevcut çalışma, moleküler düzeyde endometrium kanseri araştırmasına ilişkin umut verici görüşler sunmaktadır. 
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