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OZET

Uterin leiomyosarkomlarda Netrin-1, Netrin-4 dizeylerinin ve reseptorlerinin
ekspresyonunun arastirilmasi

Dr. Mubetcel Ocak TURGUT

Netrinler, laminin benzeri protein ailesinin Gyesidir. Netrinlerin akson rehberligi, doku
morfogenezi, sinaptojenez, anjiyojenez, apoptoz, inflamasyon ve tiimor gelisimi
iizerinde rolii oldugu gosterilmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1 netrin protein ailesinin
bazi kanserlerin gelisiminde gorev aldigi arastirilip tespit edilmistir. Leiomiyosarkom
(LMS), uterusun en sik rastlanan sarkom tlrtdir. Cogu vakada, uterin LMS tanisi,
benign oldugu varsayilan uterin leiomyomlara uygulanan myomektomiye takiben
konulur. LMS, yiiksek niiks ve oliim riski ile iligkili agresif bir tiimordiir. Tim kanser
tirlerinde oldugu gibi mortalite riski yiiksek leiomyosarkomda da hastaligin
baslamadan 6nce veya erken evrelerde tespit edilmesine yonelik biyobelirte¢ bulma
calismalar1 asil amagtir. Biz de calismamizda, su ana kadar arastirilmamus olan,
leiomyosarkom gelisiminde Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B’nin rolii olup olmadigini
gdstermeyi amagladik. Ureme ¢agindaki kadin hastadan uterin normal myometrium
dokusu elde edildi. Leiomyosarkom dokusu igin insan uterin leiomyosarkom hiicre
hattt (HTB-114) kullanildi. Insan normal myometriyum dokusunda ve HTB-114'te;
Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B imminohistokimyasal yontemle boyanarak ve PZR
yontemiyle genlerinin ekspresyon diizeyleri saptanarak karsilagtirildi. Ger¢ek zamanlh
PZR galismasi sonucunda Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B genleri, HTB-114 hiicre
hattinda insan uterin normal myometrium doku ornegine gore 4.92, 65.34 ve 160.33
kat daha fazla eksprese edilirken; imminohistokimyasal incelemede ise, HTB-114
hiicre hattinin, insan uterin normal myometriyum doku drnegine gore anlamh derecede
daha gucli Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B boyanmasina sahip oldugu gosterildi. Sonug
olarak; Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B’nin leiomyosarkom gelisiminde etkili oldugunu

sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Leiomyosarkom, Netrin-1, Netrin-4, UNC5B



SUMMARY

Investigation of the expression of Netrin-1, Netrin-4 levels and their

receptors in uterine leiomyosarcomas

Dr. Mibetcel Ocak TURGUT

Netrins are members of the laminin-like protein family. Netrins have been shown to
have a role in axon guidance, tissue morphogenesis, synaptogenesis, angiogenesis,
apoptosis, inflammation and tumor development. Due to these properties, it has been
investigated and determined that the netrin protein family plays a role in the
development of some cancers. Leiomyosarcoma (LMS) is the most common type of
sarcoma of the uterus. In most cases, the diagnosis of uterine LMS is made following
myomectomy for presumed benign uterine leiomyomas. LMS is an aggressive tumor
associated with a high risk of recurrence and death. As in all cancer types, the main
aimis to find biomarkers to detect the disease before the onset or in the early stages in
leiomyosarcoma with a high mortality risk. In our study, we aimed to show whether
Netrin-1, Netrin-4 and UNC5B have a role in the development of leiomyosarcoma,
which has not been investigated until now. Uterine normal myometrium tissue was
obtained from a female patient of reproductive age. The human uterine
leiomyosarcoma cell line (HTB-114) was used for leiomyosarcoma tissue. In human
normal myometrium tissue and HTB-114; Netrin-1, Netrin-4 and UNC5B were
compared by staining with immunohistochemical method and by detecting the
expression levels of their genes by PCR method. As a result of real-time PCR study,
while Netrin-1, Netrin-4 and UNC5B genes were expressed 4.92, 65.34 and 160.33
times more in HTB-114 cell line than in human uterine normal myometrium tissue
sample; In immunohistochemical examination, HTB-114 cell line was shown to have
significantly stronger Netrin-1, Netrin-4 and UNC5B staining than human uterine
normal myometrium tissue sample. In conclusion, we can say that Netrin-1, Netrin-4

and UNCS5B are effective in the development of leiomyosarcoma.

Keywords: Leiomyosarcoma, Netrin-1, Netrin-4, UNC5B



GENEL BIiLGIiLER

Leiomyosarkomlar (LMS) tipik olarak biyik (>10 cm), kanama ve nekroz
alanlar1 olan yumusak, et gibi kesik ylizeylere sahip sar1 veya ten rengi soliter
Kitlelerdir (1). Kitle uterus bosluguna dogru sisebilir, ancak merkez {issii

myometriyumdadir.

Leiomyosarkomlar genellikle belirgin hicresel atipiye, bol mitozlara ve
koagiilatif nekroz alanlarina sahiptir. LMS, tan1 asamasindan bagimsiz ylksek niks ve
mortaliteyle iliskili agresif bir tiimordiir (2). Prognostik faktorler incelendiginde;
timorin myom icerisinde lokalize kalmasi, nekroz yoklugu, diisiik mitoz sayis1 ve
komsu dokuda hyalinizasyon benign prognostik faktorler olarak bildirmektedir.
Leiomyosarkomlarin ilk semptomlar1 vajinal kanama veya agr1 olabilir. Fizik muayene

bulgusunda kitle olarak tespit edilebilir (3).

Cogu vakada, uterin LMS tanisi, benign oldugu varsayilan uterin leiomyomlara
uygulanan histerektomi veya myomektomiyi takiben konulur (4,5). Total histerektomi
sirasinda, Ozellikle menopozal veya perimenopozal hastalarda siklikla bilateral
salpingo-ooferektomi (BSO) yapilir. Uterusla sinirli, bozulmamis bir numunenin
rezeksiyonunu takiben standart bakim gézlemdir. Kemoterapi veya pelvik radyasyon
bazen uterin LMS ameliyatindan sonra diisiiniiliirken, hicbir adjuvan tedavi sekli

gozlemle karsilagtirildiginda sagkalim sonuglarinda iyilesme gostermemistir.

Netrinler, baglangicta embriyonik aksonal kilavuz rolii i¢in tanimlanan laminin
benzeri proteinler ailesinin iiyeleridir. Her ne kadar ilk ¢aligmalar netrinlerin sinir
sisteminde aksonal iletim sirasinda eksprese edildigini gosterse de sonrasinda yapilan
calismalarda netrinlerin sinir sistemi disinda eksprese edildigi ve doku morfogenezi,
anjiyogenez, lenfanjiyogenez, timor gelisimi, hiicre gogii, invazyon ve adhezyon,
apoptoz ve inflamasyonun diizenlenmesinde gorev aldigi gosterilmistir. Bu 6zellikleri
nedeniyle netrinler ¢esitli maligniteler lizerinde arastirmalara konu olmus ve netrin

protein ailesinin baz1 kanserlerin gelisiminde hayati rol oynadigini bulunmustur.



Netrin-1 endotelyal ve vaskiler diz kas hiicrelerinin morfogenezisinde, timaor

biylmesinde ve inflamasyonda regulator olarak gérev yapar (6).

Netrin-1’in reseptorlerinden DCC ve UNC5B, bagimli reseptorler olarak
isimlendirilir. Bu reseptorler ligand yoklugunda bile sinyal gonderirler. Ligand var
oldugunda bu reseptdrler, hiicresel proliferasyon, farklilagsma, gd¢ veya hayatta
kalmaya yol agan pozitif bir sinyal yolunu uyarir. Ligandlarinin yoklugunda, bu
reseptorler "klasik" reseptorler gibi inaktif degildirler, ancak daha ¢ok kaspaz bagimli

apopitotik hiicre 6liimiinii tetikleyen "negatif sinyal" yolunu uyarirlar.

Netrin-4 hiicre dis1 protein ailesi olan netrinlerin bir {iyesidir. Embriyonik
vaskiiler gelisimde proanjiyogenik bir faktor olarak hareket eden Netrin-4, endotel
hiicrelerinin farklilagmasin1 ve gogilinii engelleyerek ve diiz kas hiicrelerinin
farklilasmasini1 ve gogiinii uyararak antianjiyogenik etki gostermektedir (7). Hipoksi
ve patolojik wvaskiiler gelisimi uyaran durumlarda netrin-4 anjiyogenezde

antianjiyogenik olarak rol alir.

Literatiir taramamiz sonucunda netrin ailesi ve reseptorleri ile jinekolojik
kanserler arasinda baglantinin degerlendirildigi arastirma sayisinin kisithh oldugu
gorlilmiistiir. Netrinlerin ve reseptorlerinin, kanser gelisimi siirecindeki roller i¢in
literatiir tarandiginda daha ¢ok Netrin-1 ile iliskili ¢aligmalara ulasilmaktadir. Netrin-
1 seviyelerinin bir¢ok kanser tiiriinde 6nemli 6l¢iide artarak dolagima salindig1 ve bu
sebeple biyobelirteg olarak kullanimmnin uygunlugu son donemde ilgi c¢ekici
aragtirmalar yapilmasina sebep olmustur. Ancak Netrin-1’in kanser gelisiminde
indiikleyici mi yoksa inhibe edici mi oldugu net degildir. Kisith sayidaki ¢alismalarda

kanser tiirii ve orijin aldig1 dokuya gore farkliliklar izlenebilmektedir.

Netrin-1, Netrin-4 ve reseptorlerinin leiomyosarkom iliskisini irdeyelen
herhangi bir ¢aligmaya su ana kadar rastlanmamistir. Bu sebeple ¢alismamizda
leiomyosarkomlarda daha once arastirilmayan Netrin-1 ve Netrin-4 duzeylerinin ve

reseptorlerinin ekspresyonlarini degerlendirmeyi amagladik.



LEIOMYOSARKOM

Leiomyosarkomlar (LMS) uterin malignensilerin %1-3' (inl olusturur. Uterusun
yaklasik her 800 diiz kas tiimorlerinden birisi leiomyosarkomdan meydana gelir (8).
Leiomyosarkomlarin bir ¢ogu intramural yerlesimli olup %50-70'i tek kitlelerdir (9).
Leiomyosarkomlarin ortalama ¢ap1 6-9 cm, sinirlari belirgin ve yumusaktir (10). Kesit
yizeyi nekroz ve hemoraji alanlarindan olusan gri-saridir. Leiomosarkom,
leiomyomdan daha yumusak ve blyik olma egilimlidir, ayrica daha diizensiz kenarli,

hemorajik ve nekrotiktir.

PATOLOJI

Mikroskopik agidan siradan leiomyosarkom, abondan eozinofilik sitoplazmali
igsi hucrelerin fasikiiler tarzda yerlesiminden meydana gelmektedir. En iyi sekilde
trikrom boyasinda degerlendirilen longitidinal sitoplazmik fibriller siklikla
gozlenmektedir. Cekirdek yapisi fuziform, genellikle yuvarlak uclara sahip olup
belirgin nikleolll, kaba kromatinli ve hiperkromatiktir yapidadir. Selllarite ve
pleomorfizm az diferansiye neoplazmlarda goze batmaktadir. Coklu ¢ekirdek timor
hiicreleri leiomyosarkomlarin %350'sinde bulunmaktadir. Genellikle osteoklastlara
benzeyen dev hiicreler tespit edilmektedir (11,12). Bazen ksantoma hiicreleri belirgin
olabilmektedir.

Cogu leiomyosarkom etrafini kusatan myometriuma invazyon yapmasina karsin,
diizgiin sinirh bir leiomyosarkom, her an bir metastazla karsimiza gelebilmektedir.
Vaskuler invazyon, leiomyosarkomlarin %10-22'sinde gorilebilmektedir. TUmor
hicresi nekrozu tipik sekilde belirgin olup kesinlikle mevcut olmasi1 gerekmemektedir.
Son zamanlardaki literatiirde, vakalarin %80'inde mitotik indeks blylk biyitme
alninda 15'in istiinde oldugu ifade edilmektedir (13). Uterus leiomyosarkomlarini
tanimak i¢in kullanilan ana kriterler nukleer atipinin mevcudiyeti, yiiksek bir mitotik

indeks ve koagulatif timor hucre nekrozudur.

Miksoid leiomyosarkomlar, makroskopik incelemede siklikla biyik jelatindz

neoplazmlardir (14-16). Mikroskopik olarak, diiz kas hucreleri miksoid materyal



araciligiyla genisce yayilmaktadir. Spesifik distk sellilarite birgok miksoid
leiomyosarkomda diisiik mitotik indeksi bir miktar tarif etmektedir. Nadiren mitotik
indeks, yiksektir ve yuksek dereceli atipiye sahiptir. Miksoid gorinime ek olarak,
leiomyosarkom olarak timoru teshis etmeye yardimci olan diger mikroskopik
nitelikler myometrial infiltrasyon ve vaskuler invazyondur. Diisiik mitotik sayiya
ragmen, miksoid leiomyosarkom tipik leiomyosarkom gibi kétu prognozludur.
Leiomyosarkomlardaki miksoid diferansiasyonu, dejenere olan leiomyomlarda
izlenen hidropik degisikliklerden ayirmak énemlidir.

Epiteloid leiomyosarkomlarda sitolojik atipi, timor hiicresi nekrozu ve ylksek
mitotik indeks goriilebilecegi gibi, tipik leiomyosarkomlarda izlenen malignensinin
alisilan niteliklerine ek, epiteloid diferansiyasyon gosteren alanlara da sahiptir (14-21).

Leiomyomlar ve leiomyosarkomlar arasindaki farklar tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1: Uterin Diiz Kas Tiimonerinin Makroskobik Ozelliklerinin Siniflandirilmasi

Leiomyom Leiomyosarkom

Genellikle ¢ok sayidadir. Genellikle tektir (%50-75).

Farkli c¢aplarda, genellikle 3-5 Genis ¢apli olup, ¢ap 10 cm'nin
cm uzerindedir.

Kesit alan1 siki, girdapsi yapilar Kesit alan1 yumusak etli kivamlhidir.
icerir.

Renk: Beyaz Renk: Sar1 veya sarimsi kahverengi

Hemoraji ve nekroz sik degildir. Hemoraji ve nekroz siktir.

Leiomyosarkomun ortalama tespit edilme yasi 43-53’tiir. Premenapozal
kadinlarda prognoz daha iyi olmaktadir. Hastalarin %4’tine pelvik bélgeye radyoterapi

uygulanmaktadir.

Esasen benign myomlarla sarkomlarin birbirlerinden bagimsiz olustugu
distnilmekle birlikte uterin leiomyomlarin %0.13-0.83’{inde sarkomatéz doniistim
oldugu belirtilmektedir (22,23).



SEMPTOMLAR VE YAYILIM

Leiomyosarkomlarin ilk semptomlar1 vajinal kanama veya agri olabilir. Fizik
muayene bulgusunda kitle olarak tespit edilebilir. Postmenapozal hizli biiyiiyen
kitlelerde leiomyosarkomdan slphelenilmelidir. Endometrial biyopsi ile olgularn
ancak ucte birine ve submiikdz yerlesimli olanlara tani konulabilmektedir. Hastalarin
%50-75"inde tek bir lezyon vardir ve %70’inde intramural, %20’sinde submukozal ve
%10’unda subserozal yerlesim goriilmektedir. Servikal tutulum leiomyomlara gore
daha siktir (3).

Lokalize yayilim myometriuma ve pelvik organlara olmaktadir. Uzak
metastazsa hematojen yolla olmakta ve de en sik akciger tutulumu gorilmektedir. Bir
calismada LMS sebebiyle ex olan hastalarin otopsi raporlar1 incelenmis ve %100’ tinde
karin i¢i yayilim, %40’inda paraaortik lenf nodu tutulumu, %33’iinde bobrek
tutulumu, %20’sinde karaciger tutulumu ve %80’inde akciger ve plevra metastazi
tespit edilmis (24).

PROGNOSTIK FAKTORLER

Prognostik faktorler incelendiginde; timorin myom igerisinde lokalize kalmasi,
diisiik mitoz sayisi, nekroz yoklugu ve komsu dokuda hyalinizasyon iyi prognostik
faktorler olarak bildirmektedir (25).

KLINIKOPATOLOJIK TiPLERI

Leiomyosarkomun 5 farkli klinikopatolojik ¢esidi daha bulunmaktadir. Bunlar
metastaz gosteren leiomyom, leiomyomatozis peritonealis disseminata, intravendz

leiomyomatozis, leiomyoblastom ve mikst leiomyosarkomdur.
Benign Metastaz Yapan Leiomyom

Histolojik agidan benign uterus diiz kas tiimdriiniin malign sayilabilecek sekilde
davranarak genellikle akcigerlere ya da lenf bezlerine metastaz yapmasiyla karekterize
olan ¢ok nadir bir durumdur (26). Metastaz yapan leiomyomlarin uzak bolgelerde

olusum gosterebilmelerine karsin intravenéz tiimorler sadece damarlar icinde direk



yayilim gostermektedir. Klinik deneyimler, her iki tumor tipinin de ostrojenle
uyarildiklarinda olustuklar1 gdstermektedir. Bu sebeple; disardan verilen 6strojenin
kesilmesi ya da progestin, tamoksifen veya gonadotropin tedavisi gibi yéntemlerle

Ostrojen kaynaginin kaldirilmasi tiimor tizerinde iyilestirici etki olusturmaktadir (27).
Leiomyomatozis Peritonealis Disseminata

Nadir tespit edilebilen bir timor tipidir. Bu tip, periton ylzeyi izerine serpilmis
iyi huylu diiz kas nodilleri ile karekterizedir (28). Bu durum olasilikla subperitoneal
mezenkimal kok hiicrelerinin éstrojen ve progesteron etkisi altinda diiz kas, fibroblast,
miyofibroblast ve desidual hiicrelere metaplazi olmasina sekonder olugmaktadir.
Bildirilen hastalarin ¢cogu 30-40 yas arasindaki kadinlardan meydana gelmektedir ve
bunlarda yeni gecirilmis hamilelik ya da uzun zaman oral kontraseptif kullanim
oykuleri genellikle tespit edilmektedir. Bu tipin nitelikleri; makroskopik olarak malign
gorinimlu olmasma karsin histolojisinin selim olusu ve klinik gidisatm iyi

olmasidir.
Intravendz Leiomyomatozis

Histolojik olarak benign diiz kasin 6nce ligamentum latum icerisindeki vendz
kanallara girmesi daha sonra da ilerleyerek uterin ve iliak venlere yerlesmesiyle
karakterizedir (29-31). Intravaskiiler gelisim; myoma uteriden parametriumlara pelvis
yan duvarlar1 boyunca ilerleyen igsi yapilar tarzinda izlendigi i¢in endolenfatik stromal
myozis ile karigtirilabilmektedir. Semptomlar beraberinde izlenen myomlar nedeniyle
ortaya ¢cikmaktadir. Hastalarin bir cogu hayatlarin bes ya da altinci dekadindadir.
Pelvik vaskiiler yapilarda, timor kendi haline birakildiginda bile prognoz selim
seyreder. Yinede geg lokal ntksler gorilebilmekte ve inferior vena kavaya yayilim ya
da kalbe metastaz sebebiyle 6lumler bildirilmektedir.

Leiomyoblastom

Leiomyoblastomlarin ii¢ alt tipi bulunmaktadir: Epiteloid leiomyomlar, berrak
hicreli leiomyomlar ve pleksiform timorler (18). Bu grup atipik duz kas tumdrleri
mekik seklinden ziyade daire seklinde hiicrelerden meydana gelir. Bu lezyonlar



Ozellesmis diisiik evreli leiomyosarkom olarak kabul edilebilirler. 10’luk biiyiitmede

5’ten daha az mitoz izlenen bu timarlerde prognoz gayet iyi seyreder.
Miksoid Leiomyosarkom

Makroskopik jelatinimsi gorinimi  ve dizgin yuvarlak smarlar ile
karekterizedir. Mikroskopik olarak ise miksomat6z stromaya sahiptir. Yakin dokulara
ve kan damarlarina belirgin invazyon tespit edilmektedir (16). Mitoz sayis1 diisiiktiir

bu da tiimoriin agresif olmayisini nispeten iyi prognozlu olusunu agiklamaktadir.
TEDAVI

LMS, tan1 asamasindan bagimsiz olarak yiiksek niikks ve mortaliteyle iligkili
agresif bir timordur (2). Timor derecesi ve diger histolojik 6zellikler, tiimorlerin
klinik davramisin1  etkileyebilir ve tedavi Onerilerinin  6nemli belirleyicileri
olabilir. Uterin sarkomlu hastalar, miimkiin oldugunda, tan1 ve tedavilerinde

uzmanliga sahip 6zel merkezlere sevk edilmelidir.

Cerrahi

Cogu vakada, uterin LMS tanisi, benign oldugu varsayilan uterin leiomyomlara
uygulanan histerektomi veya miyomektomiyi takiben konulur (4,5). Teshise yol agan

olaylarin siras1 tedavi yaklagimini etkileyebilir.

Preoperatif veya Intraoperatif Tam

LMS tipik olarak postoperatif olarak teshis edilir, ancak nadir durumlarda
endometrial 6rnekleme ile preoperatif olarak veya frozen kesit ile intraoperatif olarak
teshis edilir. Tyi huylu uterus hastaligini kétii huylu hastaliktan giivenilir bir sekilde
ayirt edebilen tek bir preoperatif test yoktur.

Uterus ile smirli hastalik: Ameliyat sirasinda uterus ile simirli olan LMS'li
hastalar icin total histerektomi 6nerilir (32-34). Preoperatif olarak uterus sarkomunu
benign leiomyomlardan ayirt etmek igin giivenilir bir yontem yoktur. iyi huylu

leiomyomata oldugu varsayilan bir veya daha fazla uterus kitlesi i¢in ameliyata alinan



hastalar arasinda, bildirilen uterus sarkomu prevalansi 350'de 1 ile 500'de 1 arasinda

degismektedir. Hastalara tedavi planlanirken bu dikkate alinmalidir.

Giiglii morselasyonla yayilabilme, hastalig1 kotiilestirebilme ve klinik olarak
uterus sarkomu siiphesi olan olgularda uterusun morselasyonundan kaginmak makul

bir yaklasimdir (35).

Total histerektomi sirasinda, 0Ozellikle menopozal veya perimenopozal
hastalarda siklikla bilateral salpingo-ooferektomi (BSO) yapilir. Bununla birlikte, yeni
teshis edilmis LMS'li hastalarda BSO'nun sagkalimi etkileyip etkilemedigi agik
degildir. Premenopozal hastalara BSO uygulanmasi 6nerilmemektedir. Uterin sinirh
LMS'li hastalarda BSO'nun etkisini degerlendiren bir Ulusal Kanser Veri Tabam
calismasi, BSO uygulanan hastalarda uygulanmayanlara kiyasla genel sagkalimda bir

fark olmadigini bildirmistir (36).

Uterus disina uzanan hastalik: Uterus dis1 hastaligi olan hastalarda cerrahinin
rolii tartismalidir. Yaklasim, hastanin cerrahi aday olup olmadigina ve hastaligin tam

rezeksiyonunun miimkiin olup olmadigina baghdir.

Pelvisle smirli hastaligi olan ancak mesane veya rektum (evre II) veya karin
(evre 1I1) invazyonu olmayan hastalarda (Tablo 2), BSO ile total histerektomi
uygulanmas1 ve karin i¢i ve retroperitoneal hastalikta cerrahi sitorediiksiyon
uygulanmasi onerilmektedir. Veriler kiiciik hasta serileri ile sinirli olsa da, cerrahinin
sonunda rezidiiel hastali§i olan hastalarla karsilastirildiginda optimal bir
sitorediiksiyon (biiylik rezidiiel hastaligin olmamasi), genel sagkalimda artig ile
iliskilidir (5, 32-34). Optimal bir sitorediiksiyona uygun olmayan veya yaygin hastaligi
olan hastalarda cerrahinin bir yarar1 yoktur. Cerrahiyi takiben rezidiiel hastaligin
varligi, tam bir sitorediiksiyona kiyasla kotii bir prognoz ile iliskilendirilmistir (33).
Ayrica cerrahi, Ozellikle yaygin hastalifi olan hastalarda sistemik tedavinin
baslamasini geciktirebilir. Bu nedenle, cerrahi sitorediiksiyonun faydasini gosteren
yiiksek kaliteli verilerin yoklugunda, cerrahi sitorediiksiyon yerine medikal tedavinin

baslanmasi Onerilir.
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Bununla birlikte, asagidaki senaryolarda cerrahi i¢in makul bir sebep olabilir:
Total histerektomi, belirgin pelvik semptomlar (6r. agr1 veya vajinal kanama) yasayan
hastalarda palyasyon islevi gorebilir. Total histerektomi ve metastatik hastaligin
rezeksiyonu, peritoneal kavitenin 6tesinde nispeten diisiik hastalik yiikii olan se¢ilmig

hastalarda (6rn., akciger veya karacigerde izole metastatik hastalik) diistintilebilir.

Tablo 2: Leiomyosarkom TNM Evrelemesi (AJCC UICC 8. Baski)

Tiamor (T)

T kategorisi FIGO evrelemesi T kriteri

TX Primer tumor
degerlendirilemez

TO Primer tiimor kanit1 yok

T1 | Rahim ile smurli timor

Tla 1A En blylk boyutu 5 cm veya
daha kicik olan timor

T1b IB 5 cm'den biyuk timoér

T2 1 Timor pelvisin icinde
uterusun dtesine uzanir

T2a 1A Timor adneksi icerir

T2b 11B Tiimor diger pelvik dokular
igerir

T3 Il Timor batin i¢i dokulara
s1zar

T3a 1A Bir alana

T3b 1B Birden fazla alana

T4 IVA TUmOr mesaneyi veya
rektumu invaze eder

Lenf Nodlar:1 (N)

N kategorisi FIGO evrelemesi N kriteri

Nx Bolgesel lenf diigiimleri
degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu
metastazi yok

NO (i+) Bolgesel lenf diigiimlerinde
0,2 mm'den buyik olmayan
izole timor hucreleri

N1 IHc Lokal lenf nodu metastazi

Metastaz (M)

M kategorisi FIGO evrelemesi M Kriteri

MO Uzak metastaz yok

M1 VB Uzak metastaz (adneksa,
pelvik ve abdominal dokular
haric)
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Postoperatif tan:

Total histerektomiden sonra (son patolojik incelemede) LMS teshisi konan
hastalar i¢in, yalnizca evreleme amaciyla ikinci bir cerrahi prosediir uygulanmasi
onerilmemektedir. Bunun yerine, postoperatiftedaviyi yonlendirmesi amaciyla toraks,

batin ve pelvisin postoperatif bilgisayarli tomografisi ¢ekilmelidir.

Tek basina histerektomi (veya miyomektomi) uygulanan ve cerrahi aday1 olan

hastalar i¢in, ancak asagidaki durumlarda ikinci bir cerrahi prosediir mantiklidir (37):

e Onceki ameliyatta overler korunmussa, yalnizca salpingo-ooferektomi yapmak
icin rutin olarak yeniden ameliyat edilmemelidir; bunun faydasi belirsizdir ve hastay1

cerrahi risklere maruz birakir.

eSupraservikal histerektomi (veya miyomektomi) uygulanan hastalar igin,
miimkiinse goriiniir rezidiiel hastaligin rezeksiyonu ile serviksin ¢ikarilmasi veya
histerektomi 6nerilmektedir. Perimenopozal ve menopozal hastalarda es zamanli BSO

da yapilabilir. Premenopozal hastalarda BSO'nun yararli olup olmadig a¢ik degildir.

o Tlimdriin morselasyonlu oldugu hastalarda, kalan peritoneal hastaligin rezeke

edildiginden emin olmak i¢in cerrahi eksplorasyon ve evreleme yapilmalidir.

Lenfadenektomi Endikasyonlar:

Pelvik lenf nodlar1 intraoperatif olarak palpe edilir sekilde biliylimiisse veya
ekstrauterin hastalik kaniti varsa, hastalara pelvik lenfadenektomi uygulanmalidir
(38,39). Uterus ile sinirli LMS'li hastalarda lenf nodu tutulumu insidans1 distiktiir. Bu,
lenf nodu metastazi insidansmin yiizde 5'ten az oldugu, klinik evre I veya II LMS'li
(timii cerrahi evrelemeye tabi tutulmus) 59 hasta lizerinde yapilan bir ¢aligmada
gosterilmistir (40). Uterin LMS'si uterusla sinirli ve normal goriinen lenf nodlar1 olan

hastalarda rutin lenfadenektomi yapilmamalidir.
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Gorunttlemenin Roll

Yeni teshis edilmis uterin LMS'li hastalarin yiizde 33'e kadari, en yaygin olarak
karaciger, akciger veya iist batini tutan uzak metastatik hastalik (evre IVB) ile bagvurur
(4,34,38,41,42). Bu nedenle, taninin patolojik olarak dogrulanmasinin ardindan tim

hastalara metastatik hastalig1 ekarte etmek i¢in goriintiileme yapilmalidir.

LMS'li hastalar i¢in ideal goriintilleme degerlendirmesi hakkinda veri
yoktur. Toraks radyografisi, bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
goruntileme (MRI) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) taramalarinin tiimdi,
yumusak doku sarkomlar1 i¢in metastatik hastalift degerlendirme amaciyla
kullanilir. LMS  tanmis1  alan  tim  hastalara  perioperatif — olarak BT
uygulanmalidir. LMS'nin perioperatif evrelemesinde PET'in faydasina dair veri yoktur
ve niiksiin saptanmasinda PET ile ilgili veriler retrospektif vaka serileri ile smirlidir

(43,44). BT veya MRG'den daha yararl bilgi sagladigina dair bir kanit yoktur.

Evreleme

Uterin LMS, 2017 Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu
(FIGO)/Timdr, Lenf nodu, Metastaz (TNM) siniflandirma sistemine gore cerrahi
olarak evrelendirilir (Tablo 2). Bu, endometriyal stromal sarkom i¢in kullanilan ayni
evreleme sistemidir, ancak uterin adenosarkom evreleme sisteminden biraz farklidir.
FIGO evreleme sistemi, uterin LMS'li hastalar icin genel sagkalim prognozunu
6ngdrmez (45). Anahtar degiskenler olarak hasta yasini, timor boyutunu, derecesini,
lokal yayilimini, uzak metastazlari ve mitotik hizt igeren bir nomogram
(https://www.mskcc.org/nomograms/uterine/post_op) prognostik agidan daha yararh
olabilir (45).

Adjuvan Tedavi

Uterusla sinirli, bozulmamis bir numunenin rezeksiyonunu takiben standart
bakim gozlemdir. Kemoterapi veya pelvik radyasyon bazen LMS ameliyatindan sonra
diistiniiliirken, hicbir adjuvan tedavi sekli gozlemle karsilastirildiginda sagkalim

sonuglarinda iyilesme gostermemistir.
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Erken evre hastalik

Sagkalim tizerinde iyilesme saglamadigina dair kanitlar nedeniyle cerrahi evre I
veya Il uterin LMS'li hastalar icin, adjuvan tedavi yerine standart tedavi olarak gozlem
Onerilmektedir (46-49).

Kemoterapi: Doksorubisin, kombinasyon kemoterapisi ve radyasyon terapisi
(RT), erken evre hastaligin olan hastalarda adjuvan tedavi olarak
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, morbidite ile iliskili bir tedavinin fayda

saglamadig1 dikkate alinmalidir.

Doksorubisin: Postoperatif doksorubisin ile rastgele tedavi atanan veya baska
tedavi verilmeyen evre I veya II uterin sarkomlu 156 hastada bir faz Il ¢aligmasi
yirlitmiistiir (46). Doksorubisin ile tedavi edilen hastalarda, kemoterapi ile tedavi
edilmeyenlere kiyasla daha diisiik niiks oran1 olmasina ragmen (ylizde 41'e kars1 yiizde
53), bu istatistiksel olarak anlamli degildi. Ek olarak, adjuvan doksorubisinin sagkalim

iizerinde higbir etkisi olmamustir.

Dosetaksel ve Gemsitabin: Yalnizca erken evre hastaligi olan hastalardan
olusmamakla birlikte, gemsitabin arti dosetaksel, tamamen rezeke edilmis, yiliksek
dereceli uterin LMS'si olan 25 hastay1 igeren bir calismada degerlendirilmistir
(47). Evre 1 veya II hastaligi olan hastalarin yiizde 59'u {i¢ yilda (medyan, 39 ay)
progresyonsuz kalmistir. Ortalama 49 aylik takipte, iki y1llik progresyonsuz sagkalim
orani yiizde 45 ve tim kohort i¢in medyan progresyonsuz sagkalim 13 aydi. Kontrol
kolunun olmamas1 ve tedavi edilen hasta sayisinin azli1 géz oniine alindiginda, bu

bulgularin 6nemi ¢ok agik degildir.

Evre 1 wuterin LMS'li 111 hastanin retrospektif bir c¢aligmasinda
gemsitabin ve dosetaksel tedavisi sagkalim avantaji ile iligkili bulunmad: (50). Bu
veriler kemoterapiden ziyade evre I, uterusla smirli LMS'li  hastalar i¢in

stirveyans/gozlem yapilmasini desteklemektedir (51).

Dosetaksel ve gemsitabin ve ardindan doksorubisin: Uterusla smirl, yiiksek

dereceli LMS'si olan 47 hastayr kaydeden prospektif, ¢ok merkezli bir faz 1l
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calismasinda (52) tiim hastalara dort kiir sabit doz oranli gemsitabin art1 dosetaksel ve
ardindan dort kiir doksorubisin verildi ve yaklasik ii¢ ayda bir goriintiileme yoluyla
hastalik niiksii agisindan degerlendirildi. Kayith olanlarin ylizde 89'u, planlanan sekiz
dongiliniin tamamin1 aldi. Niikse kadar gecen medyan siire 27 aydi ve ii¢ yillik
progresyonsuz sagkalim orani yiizde 57 idi. Bu rejimi gozlemle karsilagtiran
randomize c¢alisma, niiks oranlarinda veya hayatta kalma sonuglarinda iyilesme

gOstermedi.

Radyasyon tedavisi (RT): Erken evre LMS'li hastalarda adjuvan RT
kullaniminin sagkalim sonuglar1 iizerinde higbir etkisi yoktur. Bu, evre | ve Il uterin
sarkomlari olan hastalar1 kaydeden ve onlar1 postoperatif RT veya gézlem ile tedaviye

rastgele atanan bir randomize ¢alismada gosterilmistir (49).

Ilerlemis hastalik

Intraabdominal hastalik tutulumu (evre I1I) veya uzak metastazlar1 (evre IV) olan
ve tam rezeke edilmis hastalarda, tek basina cerrahiyi takiben hastalikta ilerleme riski
yuksektir. Bu nedenle, tedavinin sagkalimu iyilestirip iyilestirmedigi belirlenmemis
olsa da, gbzlem yerine rezeksiyon sonrasi kemoterapi Onerilebilir. Bu nedenle,

slirveyans ayni zamanda kemoterapiye makul bir alternatiftir.

Dosetaksel ve gemsitabin: Uterin LMS icin tam bir sitorediiksiyonu takiben
kemoterapiyi degerlendiren yalnizca bir prospektif ¢alisma vardir. Evre | ila IV

LMS'li 25 hasta, bir ¢alismada dosetaksel ve gemsitabin almistir (47).

Kombine modalite tedavisi: Ilerlemis LMS'li hastalar i¢in kombine modalite
tedavisinin (6rn. pelvik radyasyon artt kemoterapi) uygulanmasi arastirma
asamasindadir. Bir calisma, uterin sarkomlu 81 hastayr (534 LMS'li) rastgele
olarak, ifosfamid, sisplatin ve doksorubisin kullanan kombinasyon kemoterapisi olan
veya olmayan pelvik RT tedavisine atadi (53). Pelvik RT ile karsilastirildiginda,
ifosfamid, sisplatin ve doksorubisin eklenmesi (daha diisiik niiks insidansi, {i¢ yilda
daha yiiksek progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalimda iyilesme) istatistiksel

olmayan anlaml egilimlerle iligkilendirildi.
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Ifosfamid, sisplatin ve doksorubisin ile tedavi; nétropeni (%84), atesli ndtropeni
(%22) ve mide bulantis1 ve kusma (%24) dahil olmak {izere ciddi (derece 3/4) toksisite

ile iliskilendirilmistir.

Tedavi Sonrasi1 Gozetim

LMS, tan1 aninda uterusla smirl olsa bile, yiiksek relaps riski olan agresif bir
timaorddr (2). Bu nedenle, her ti¢ ila dort ayda bir fizik muayene ve iki ila ti¢ yil
boyunca li¢ ila dort ayda bir toraks, batin ve pelvik goriintiileme, sonraki iki yil
boyunca her 6 ila 12 ayda bir takip yapilmalidir. Takip goruntiilemesinin optimal
sikligimmi veya siiresini tanimlayan higbir veri yoktur. Siirveyansin uterin LMS'li
hastalar icin sagkalim sonuclarini iyilestirdigine dair hi¢bir veri olmamasina ragmen,

bu tavsiyeler Ulusal Kapsamli Kanser Agi'nin siirveyans kilavuzlariyla uyumludur

(54).

Prognoz

LMS'li hastalarin evresi ne olursa olsun prognozu kétaduar (41,55). LMS'li 1396
hastanin (yiizde 71" evre I/Il hastalig1 olan) dahil edildigi genis bir ¢alismada, bes
yillik hastaliga 6zgii sagkalim yiizde 66 idi (41). Evreye gore smiflandirildiginda, evre
I, I, III ve IV hastalik i¢in bes yillik hastaliga 6zgii genel sagkalim sirasiyla ytizde 76,
60, 45 ve 29'du.

Derecenin prognostik énemine ragmen, LMS i¢in evrensel olarak kabul edilen

tek bir derecelendirme sistemi yoktur.

LMS igin tam kriterlerini karsilamayan diisiik dereceli LMS ve dlz kas
neoplazmalari (6rnegin, kotli huylu potansiyeli belirsiz diiz kas tlimorleri) muhtemelen

daha olumlu bir hastalik seyrine sahiptir.

Uterin diiz kas tiimérlerinin smiflandirilmasi ve derecelendirilmesi zor olabilir,

bu nedenle uzmanlasmis patoloji incelemesi Onerilir.
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Ne Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) ne de Amerikan
Kanser Ortak Komitesi (AJCC) evrelemesi, uterin LMS'de genel sagkalim ig¢in

prognostik bilgi saglama agisindan iyi performans gostermez (45).

Anahtar degiskenler olarak hasta yasini, timor boyutunu, derecesini, lokal
yaytlimini, uzak metastazlar1 ve mitotik hizi1 iceren  bir nomogram
(www.mskcc.org/nomograms/uterine/post_op) gelistirilmistir. Bu nomogram, bes
yillik sagkalimi 6ngdrme agisindan FIGO ve AJCC evrelemesinden daha iyi
performans gosterir (55,56).

Ozel Gruplar

Premenopozal hastalar

LMS'li premenopozal hastalar dogurganligin korunmasi i¢in overlerini korumak
isteyebilirler. Ek olarak, bu hastalarda ooferektomi, yasam kalitesini etkileyebilecek

erken menopoz ile sonuglanacaktir.

Uzmanlarm ¢ogu, standart cerrahi tedavinin bir pargasi olarak bilateral salpingo-
ooferektomi (BSO) uygular. Bununla birlikte, BSOnun LMS hayatta kalmasi

tizerindeki etkisine iligskin veriler sinirhdir.

Uterin LMS'nin en az yiizde 401 Ostrojen ve/veya progesteron reseptorlerini
eksprese eder (57-59). Bununla birlikte, 50 yas altinda olan ve tani sirasinda evre I
veya II hastaligi olan 341 hastayla yapilan bir ¢alismada, BSO uygulanan ve
uygulanmayanlarda bes yillik hastaliksiz sagkalim agisindan fark yoktu (41). Bu
calisma, daha o©nce her iki overide alimmis hasta sayisi bildirilmediginden
siirliydl. Yukarida bahsedildigi gibi, uterusla sinirli LMS'li 1076 hastada BSO'nun
etkisini degerlendiren daha genis bir Ulusal Kanser Veri Tabani ¢alismasi da, BSO
uygulanan hastalarda uygulanmayanlara kiyasla genel sagkalim agisindan bir fark

olmadigini bildirmistir (36).

BSO'nun LMS'de hayatta kalma tizerindeki etkisini ele alan randomize deneme

verilerinin yoklugunda, BSO ile ilgili 6neriler bireysellestirilmelidir.
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Bazilar, Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu evre I LMS'si 6strojen
ve/veya progesteron reseptOrii pozitif olan hastalar i¢in makul bir sekilde BSO
Onerebilir. Ancak, boyle bir yaklasimin sonuglari iyilestirecegine dair herhangi bir
rapor bulunmamaktadir. Ostrojen reseptorii  ve/veya progesteron  reseptori

ekspresyonu ile BSO gerceklestirme korelasyonu su anda spekiilatiftir.

Tibbi olarak ameliyat edilemeyen hastalar

Komorbidite veya diisiik performans durumu nedeniyle cerrahi rezeksiyon igin

aday olamayan hastalara yaklasim bireysellestirilmelidir.

Evresi ne olursa olsun LMS'li hastalar i¢in kotii prognoz gz 6niine alindiginda,
cerrahi olmayan tedavi, iyilestirici degil palyatiftir. Bu nedenle, tibbi tedavinin
toksisitelerine kars1 yararlarinin (6rnegin, agr1 veya kanamanin kontrolii) dikkatli bir

sekilde degerlendirilmesi gerekir.

T1ibbi olarak ameliyat edilemeyen hastalara tedavi yaklagimi, metastatik hastaligi

olan hastalarinkini yansitir.

Metastaz

Lokal Niiks veya Oligometastatik Hastalik

Lokal niiksleri veya sinirli metastatik hastaligi olan hastalarda cerrahi rezeksiyon
sagkalim avantaji  saglayabilir ve uygun sekilde secilmis hastalara
onerilmelidir. Ancak, bu yaklasimi destekleyen veriler kiigiik serilerle sinirlidir (60-
62). Ornegin, pulmoner metastazlari olan 31 hastadan olusan bir seride, metastazlarin
cikarilmasi 70 aylik ortalama genel sagkalim ile sonuglandi. Bu yaklasim i¢in en iyi
adaylar, uzun bir progresyonsuz donemden (en az 12 ila 18 ay) sonra niks edenler ve

tam rezeksiyona uygun izole bir niiks bdlgesi olanlardir.

Cerrahi adayr olmayan hastalarda, lokal olarak tekrarlayan hastalik i¢in
radyasyon tedavisi alternatif bir tedavi segenegidir. Uterus sarkomlarindaki

uygulamasi, endometrial adenokarsinomlardaki yaklasima benzer.
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Lokalize metastatik hastaliga baska bir yaklasim radyofrekans ablasyonudur
(RFA). Higbir randomize ¢alisma yapilmamasina ragmen, RFA kiigiik (genellikle 4
cm'nin altinda) ve erisilebilir (genellikle biiyiik kan damarlarinin yakininda olmayan)
bireysel lezyonlar1 basarili bir sekilde tedavi edebilir (63). RFA icin uygun adaylar,
ablasyon i¢in erisilebilir olan ve uzun bir hastaliksiz donemden sonra niiks eden tek

bolgeli hastaliga sahiptir.

Tam cerrahi sitorediiksiyon sirasinda hipertermik intraperitoneal kemoterapi
(HIPEK), intraperitoneal metastazli coklu malignitelerin tedavisinde dikkat
cekmistir. Tekrarlayan uterin sarkomlu 26 hastadan olusan kiictik, retrospektif bir seri
(22'si LMS'li), cerrahi ve HIPEK uygulanan hastalar ile HIPEK yapilmayan ancak
cerrahi uygulanan hastalar arasinda progresyonsuz sagkalim veya genel sagkalimda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulmadi (64). Yazarlar, HIPEK'in bir yarari
olabilecegini 6ne siirselerde su an igin bu bir spekiilasyondur. LMS'si olan hastalarda

HIPEK'in klinik arastirma disinda kullanilmas1 su anda onerilemez.

Metastatik Hastalik

LMS en yaygin olarak akcigerlere, karacigere, batina ve pelvise metastaz yapar

(65). Kemik ve beyin metastazlari daha az yaygin tutulum bolgeleridir.

Tam cerrahi rezeksiyona uygun olmayan metastatik hastaligi olan hastalarda
palyatif amagh tedavi verilir. Kemoterapi, iyi bir performans durumunu koruyan ve
organ fonksiyonlar1 sitotoksik kemoterapi kullanimina izin veren metastatik LMS'li

hastalar i¢in makul bir segenektir. Diger hastalar i¢in ise palyatif bakim Onerilir.

Uzerinde genis 6lgiide anlasmaya varilmis bir ajan veya rejim olmamasina
ragmen, rezeke edilemeyen, tekrarlayan hastaligt olan hastalarda kullanimini

desteklemek igin yeterli kemoterapi aktivitesi vardir (66).

Birinci veya ikinci basamak tedavi olarak prospektif klinik yumusak doku
sarkomu i¢in randomize bir ¢alismada gosterilen yiiksek objektif yanit oranlar1 ve

gemsitabin-dosetaksel kombinasyonunun tek basina gemsitabine gore ustiinligi
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nedeniyle, mevcut secenekler arasinda sabit doz

oranli gemsitabin art1 dosetaksel'i tercih edilmelidir (67).

Doksorubisin de makul bir ilk secenektir. Birinci basamak tedaviden sonra
ilerleme gosteren hastalar i¢in ileri tedavi hastanin tercihine, organ islevine ve

performans durumuna baghdir.

Genel olarak, niikseden uterus sarkomunun tedavisi diger bolgelerde ortaya
cikan metastatik yumusak doku sarkomlarinin tedavisine benzer, ancak bazi veriler
uterus LMS'nin baz1 kemoterapi rejimlerine diger LMS olmayan histoloji yumusak

doku sarkomlarindan daha duyarli olabilecegini diisiindirmektedir (34,54).

Doksorubisin art1 trabektedin ve ardindan trabektedin rejimi, LMS'li hastalar
icin uygun birinci basamak tedavi olabilir. Zinde, miikemmel organ islevine sahip,
Klinik olarak 6nemli toksisiteler icin ylksek riski muhtemelen sirdirebilen ve klinik
olarak hizli objektif yanitin gerekli oldugu ve/veya objektif yanitin miiteakip tam bir

briit rezeksiyonu miimkiin kilma olasilig: yiiksek oldugu kisilerde uygulanabilir (68).

Endokrin tedavisi olarak aromataz inhibitorleri (anastrozol veya letrozol),
Ostrojen veya progesteron reseptorl pozitif LMS'si olan ve hastalik yiikiiniin diistik ve

hizinin yavas oldugu bazi hastalar i¢in hormon blokaj1 amaciyla makul olabilir (69).
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NETRIN AILESI

Netrinler, glikoprotein yapida blylk 6lgiide korunmus kilavuz molekiillerinin
kicuk bir Gyesidir. Embriyogenez surecinde hiicre ve akson gog¢ini manipule eden
ekstraselltler proteinlerdendir. Netrinler, ilk defa 1990 senesinde bir nematod tir
olan Caenorhabditis elegans’da kesfedilmistir. Sanskritce dilinde ‘netr’ kelimesinden

koken almakta ve ‘kilavuzluk eden, onciiliikk yapan’ manasina gelmektedir (70).

[k tespit edilen ve néronal blyiimeyi diizenledigi rapor edilen netrin proteini, C.
elegans standart isimlendirme protokoliince UNC-6 olarak adlandirilmistir (70). UNC-
6’nin memelilerdeki ilk homologu 1994 yilinda tespit edilmis. Bu molekiiliin
kemirgenlerin omuriligindeki kommissural akson ic¢in yasamsal bir klavuz oldugu
bildirilmistir (71). 2009 senesi itibariyle, memelilerde netrin gen ailesinin 5 (iyesi daha
bulunmustur: Netrin-1, Netrin-3, Netrin-G1, Netrin-G2 ve Netrin-4 (B-netrin olarak da
isimlendirilir). Netrin-1, Netrin-3 ile Netrin-4 membrandan salgilanirken, Netrin-G1
ve Netrin-G2 iki tane glikozilfosfatidilinositol ile membrana bagli olarak bulunur.
Netrin-G1 ve Netrin-G2'nin Netrin-1, Netrin-3 ve Netrin-4’ten bagimsiz olarak ortaya

ciktig1 diisiniilmektedir (Sekil 1-a).

Netrin-G’lerin orthologlar1 sadece omurgali tiirlerde bulunmustur. Su zamana
kadar omurgasizlarda kesfedilen tim Netrin proteinleri (C. elegans UNC-6 da dahil
olmak tizere) membranlardan salginan tiptedir. Sekrete edilen netrinler kimi hicreler
icin ¢ekici, kimi hucreler icin iticilik 6zelligi ile ¢ift fonksiyon gostermektedir (70).
Netrin proteini, ekstraselliler matriks proteini laminin stper ailesinin bir Gyesidir.
Netrin-1 ve Netrin-3'n amino terminal dizisinin Ggte ikisi, laminin-1 y zincirinde
bulunan amino terminal dizisiyle blyuk benzerlik gosterirken, Netrin-G1, Netrin-G2
ve Netrin-4'tin amino terminal dizisi laminin-1 B zincirinin amino terminal dizisi ile
yuksek benzerlik gostermektedir (Sekil 1-b) (70,72,73).

Bu protein ailesinin ¢esitli farkli islevleri ve etki mekanizmalari, NTN1 genince
kodlanan Netrin-1 galismasi ile daha iyi ortaya konulmustur. Netrinler; yaklagik 60-80
kDa agirligindadir. Netrinler yapisindaki {i¢ esas bolge (V, VI ve C) bulunan protein
ile amino terminal sinyal peptidi kodlarlar (Sekil 1-c) (70-72).
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Konstriktif olarak netrin, VI ve V nolu amino terminal domainleri ile laminine
benzemektedir. Amino ucunda bulunan domain VI globiiler sekildedir. Bunu, ii¢
epidermal biiyiime faktorii tekrarindan olusan domain V izler. Domain VI ve V, DCC
ve UNC-5 ailesinin Netrin-1 reseptoriine baglanir, ancak etkilesimin kesin molekiler
detaylar1 halen tespit edilememistir. Netrinlerin karboksi terminal bolgesi (C domaini)
ise bazik amino asitler yoniinden zenginlestirilmistir ve metalloproteinaz protein
ailesinin doku inhibitorleriyle kismi dizi benzerligi bulunmaktadir (74,75). Bu bazik
aminoasit dizi, yiiksek afiniteye sahip heparin ile baglanir ve salgilanan netrinleri
hiicre yiizeyine vermeye veya heparin siilfat proteoglikanlar ile etkilesimler sayesinde

ekstraselliler matrikste tutmaya katkida bulunabilir (76).

@ Laminin-a2 Laminin-a1 (b) @
Laminin-a3
: Netrin-1,-2,-3
Laminin-b2 Netrin -4, -G1, -G2
Laminin-a5 Laminin-b1 m u >
\ Y
Laminin-b4 p {
Loly Laminin-o3
Laminin
Netrin-4
Netrin-3 (c)
Vi
Laminin-g1 v
Netrin-G2
Laminin-g3
Netrin-G1 Netrin G1, G2 Netrin-1to -4

Sekil 1: Netrin Protein Ailesi (70)

(a) Netrinler laminin siiper ailesindendir. insan protein dizinlerine dayanan bir filogenetik agag, netrin
ve laminin ailesi tiyeleri arasindaki iliskiyi gosterir. (b) Laminin-1 proteini, a (mavi), B (yesil) ve y
(turkuaz) zincirlerinden olusan bir heterotrimerdir. 1'den 3'e kadar olan netrinlerin amino terminal VI
ve VNdomainleri (kirmizi), laminin-1'in y zinciriyle homologdur. Netrin 4, G1 ve G2'deki bu domainler,
laminin-1'in B zincirine daha fazla benzerlik gdstermektedirler. (c) Netrin aile Uyelerinin domain
organizasyonu. Netrin 1-4, salgilanan proteinlerdir ve bir karboksi terminal C-domaini (C) icerirler,
buna karsilik netrin G1 ve G2 plazma membrammna bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglayicisi
(pembe) ile baglanirlar.
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NETRIN RESEPTORLERI VE SINYAL iLETiMi

Bu molekiller, kemotropik tepkileri ve yapiskan mekanizmalari aktivasyona
gecirmek igin bir dizi gesitli reseptore tutunurlar. Sinyal transdiksiyonu ve hiicre
adezyonu gibi slreclerde gorev alan bazi netrin reseptorleri, genis bir protein grubunu
kodlayan imminoglobulin stiper ailesindendir. Netrin-1'in reseptorlerine baglanmasi,
aktin ve mikrotiibiil aglarinin yeniden diizenlenmesi sayesinde sitoskeletonun yapisini

degistirir (77,78).

Netrin-1 sinyal iletimini, UNC5A-D veya UNC5H1-4, integrin a3p1 ve o633,
serebellin 4 (CBLN4), down sendromu hicre adhezyon molekulini (DSCAM) iceren
dort reseptoér ve reseptdr olup olmadigi net olarak bilinmeyen adenozin reseptori
(A2bR) araciligiyla gergeklestirir (Sekil 2) (79-87).

Tanimlanan ilk netrin almaglari, vertebralilarda DCC ve DCC ile yaklasik %50
aminoasit dizi benzerligi olan neogenini de igeren DCC protein alt familyasina aittir.
DCC, neogenin ve bunlarin ortologlari, dort immiinglobiilin alanindan ve alti
fibronektin tip III (FNIII) tekrarlardan olusan bir hiicre dis1 alana sahip transmembran
proteinlerdir. DCC'deki dordincii ve besinci FNIII tekrarlari, Netrin-1'i baglamak igin
gereklidir (80).

Tek gecisli membranlar arasi alanin ardindan, sitoplazmik sinyal iletim
molekiillerinin aliminda énemli rollere sahip oldugu diisiintilen P1, P2 ve P3 olarak
adlandirilan {i¢ yiiksek diizeyde korunmus hiicre i¢i alani vardir. Bu alanlarin her
birinin spesifik fonksiyonel katkisi bilinmemektedir (81,88,89). Vertebralilar, C.
elegans’daki UNC-5 reseptriine homolog Unc5A, Unc5B, Unc5C ve Unc5D olmak
Uzere dort netrin reseptori icermektedir. UNC-5 reseptorleri, hiicre disi alanda iki
immiinglobiilin tekrar1 ile iki trombospondin tip I modiilii bulunan transmembran
proteinlerdir. UNC-5 proteinlerinin intraselliler alani, fonksiyonu heniiz
belirlenemeyen ve Zona Occludens-1'in bir bollimune olan homolojisinden ismini alan
bir ZU-5 alanmi ve apopitotik sinyal ile iliskili bir 6liim alani1 (death domain) igerir.
Netrin baglanmasi igin UNC-5 proteinlerinin immunglobulin tekrarlar1 gereklidir (90-
93).
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Sekil 2: Netrin reseptor ailesi (100)

Netrin reseptorleri, tek gegisli transmembran proteinleri ve Ig siiper ailesinin iiyeleridir. Bunlar arasinda
silinmis kolorektal kanser (DCC), omurgalilarda bulunan DCC’ye paralog neogenin, UNC-5 homolog
ailesinin tyeleri, down sendromu hiicre adhezyon molekulii (DSCAM), ve Netrin-G ligandlar1 (NGL)
bulunur. CT, C-terminal sisteinden zengin bashik yapis;; DB, DCC baglama domaini; DD, 6lim
domaini; FNIII, fibronektin tip III domain; Ig, immiinoglobiilin domain; LRR, 16sin agisindan zengin
tekrar; NT, N-terminal sisteinden zengin baslik yapist; P1, P2 ve P3, DCC'nin sitoplazmik alanindaki
korunmusg bolgeler; TSP, trombospondin tip 1 (TSP-1) domain; ZUS5, zona occludens 1 ile homoloji
gosteren zona occludens 5 (ZU-5) domain.

Down Sendromu hiicre adezyon molekiilii, hiicre dis1 alanlarinda on
immiinglobiilin bolge ve alti FNIII tekrar iceren bir tip I transmembran reseptordiir.
Tanimlanmis herhangi bir ligandi bulunmadigl i¢in uzun siiredir yetim reseptorii
olarak bilenen DSCAM’1n, yakin zamanda netrine bagimli akson rehberligine katkida
bulunan Netrin-1 igin reseptér olarak islev gordigii gosterilmistir. Netrin-1,
DSCAM'm immiinglobulin alanlarina baglanir. DSCAM'n Netrin-1 tarafindan aktive

edilen sinyal yolag1 su ana kadar tanimlanmamustir (94,95).

Netrin aile tiyelerinin akson rehberligi (Netrin-1 ve Netrin-3), doku morfogenezi
ve hucre-hiicre yapigsmasit (Netrin-1), sinaptojenez (Netrin-G’ler, UNC-6) ve
anjiyojenez (Netrin-4) gibi farkli hiicresel gorevlerde rol aldigi bilinmektedir.
Netrinlerin farkli islevsel rolleri Netrin-1'in ¢alismalarinda en iyi sekilde karakterize
edilmistir (96-98). Netrin-1 sinyali karmasiktir ve her durumda tercih edilen bir yolak
degildir. Netrin-1'in DCC'ye baglanmasi aksonal ¢ekilmeye neden olurken, UNC-5

reseptor ailesine baglanmasi aksonal itilmeye neden olur. Netrin-1'in DCC'ye ve
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UNC5B'ye baglanmasi, MAPK, PKC, SRC, PI3 kinaz, Rac ve Rho kinaz, fokal
adezyon kinazi (FAK) ve digerlerini igeren birgok sinyal yolunun aktivasyonunu

indiikler (Sekil 3) (99).

Netrin-1

<
- DSCAM
Cerebellin-4 ‘/ = DeC 331
UNC5H

Integrin

// \l, \,\\‘ 2
FAK PKA Src Rac/Rho PISK MAPK
kinaz )

Y

Akson rehberligi, ndronal migrasyon, hiicre adhezyonu,
anjiyojenez, I6kosit migrasyonunun inhibisyonu,
inflamasyonun baskilanmasi, hiicre sagkalim ve timdrigenezis
ve vaskiiler endotel hiicre fonksiyonu

B _aminin domain VI d

O EGF domain Immiinglobulin domain

O OSliim domain B Tip I fibronektin domain
@ Netrin-1 C-terminal domain wm Tip IIT fibronektin domain

Sekil 3: Netrin-1 resept0r sinyali ve bilinen fonksiyonlar1 (100)

Netrinl'in, uncoordinated-5 H (UNC5H1-4) silinmis kolorektal kanser (DCC), down sendromlu hiicre
adhezyon molekiilii (DSCAM), integrinler (a3B1 ve a6B3) ve serebellin-4’1 igeren bir¢ok reseptorii
bagladigi bilinmektedir. Netrin-1'in bu reseptorlere baglanmasinin, fokal adhezyon kinaz (FAK),
protein kinaz A (PKA), src kinaz, Rac/Rho kinaz, fosfor inositol 3-fosfat aktive kinaz (PI3K) ve mitojen
aktive edilmis kinaz (MAPK) dahil olmak iizere bir¢ok sinyal yolunu aktive ettigi bilinmektedir. Oliimle
iliskili protein kinaz (DAPK) aktivasyonu ise ligand baglanmasinin olmamasi durumunda olugur. Bu
yolaklarin aktivasyonu, sekilde listelenen hiicresel fonksiyon degisiklikleri ile iligkilendirilmistir.

Netrin-1’in reseptorlerinden olan DCC ve UNCS5B, bagimli reseptorler olarak
adlandirilir. Bu reseptorler ligand yoklugunda bile sinyal gonderirler. Ligand mevcut
oldugunda bu reseptorler, hiicresel proliferasyon, farklilasma, gé¢ veya hayatta
kalmaya yol acan pozitif bir sinyal yolunu indiiklerler. Ligandlarinin yoklugunda, bu
reseptorler "klasik" reseptorler gibi inaktif degildirler, ancak daha ¢ok kaspaz bagiml

apopitotik hiicre 6liimiinii tetikleyen "negatif sinyal" yolunu uyarirlar (101-103).

DCC’nin, yapisinda klasik bir 6liim alani bulunurken, UNC5B reseptoriinde
bulunmaz. Bununla birlikte, her iki reseptor de ligandlar1 olan Netrin-1 yoklugunda
apopitozisi indiikleme yetenegine sahiptir. Sekrete edilen netrin proteinlerinin aksine

Netrin-G’ler, Netrin-G ligandlann (NGL) olarak adlandirilan transmembran
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proteinlerini baglarken, DCC, neogenin veya UNC-5 proteinleri ile etkilesime girdigi

goriilmemistir (101-103).

Yapilan c¢alismalarla netrin proteinlerinin sinir sisteminde hiicre ve akson
gbciinli direkt yonlendirdigi ve sinirsel gelisim sirasinda akson arborizasyonu ve
sinaps olusumunu etkiledigi bildirilmistir. Elde edilen son bulgular, netrinlerin
merkezi sinir sisteminde oligodendroglial paranodal kavsaklarin organizasyonunun
strdirtlmesi de dahil olmak Uzere hicre-hiicre etkilesimlerini diizenlediginin
kanitlarini ortaya koymaktadir. Ayrica son ¢alismalar, netrinle iliskili degisikliklerin
insanin sinir aglarmi ve norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini etkileyebilecegini

gostermektedir (104).

Sinir sistemi disindaki bir takim dokularda da eksprese edilen netrin proteinleri
ve bunlarin reseptorleri, hiicre adezyonu ve doku morfogenezisini diizenleyerek
gelisim sirasinda anahtar rol oynarlar (79). Akson rehberliginin yonlendirilmesine ek
olarak, Netrin-1, néron gdg¢iiniin ¢ift islevli diizenleyicisi olarak da gorev yapar (105).
Santral sinir sistemindeki aksonal rehberlik gorevine ek olarak, netrinin kanser
regulasyonunda da rol oynadigi yeni ¢alismalarla gosterilmistir. Netrin-1 duzeylerinin
tiimorlerde upregiile olmasi kanser baslangiglarinda kullanilabilecek bir biyobelirteg
olabilme ihtimalini giindeme getirmistir. Renal, karaciger, prostat, menanjiyom,
hipofizer adenom, glioblastom ve meme kanserli hastalarin kanlarinda yiiksek
diizeyde netrin bulunmustur (106-108). Ayrica, Netrin-1’in, kardiyovaskiiler
hastaliklar, bobrek hastaliklar1 ve diger bazi hastaliklarda, sinir hiicreleri haricindeki

dokularin gelisim ve olusumunda rol oynadigi da gosterilmistir (93,109-112).

Netrin-1 ve Reseptorleri

Netrin-1, 640 amino asitlik laminin ile iligkili bir proteindir. Netrin-1 embriyonik
noral tiipiin ventral orta hattinda, 6zellesmis sekretuvar hiicre grubunda ve santral sinir
sisteminde myelizan hiicrelerde ve oligodentrositlerden sentezlenir. Ayrica
memelilerde gelismekte olan santral sinir sisteminin diger bolgelerinden (viziiel
sistem, olfaktdr sistem, On beyin ve serebellum) salinir. Netrin-1 gelisim siiresince bu

beyin bdlgelerinde akson migrasyonu ve hiicre regiilasyonunu saglar. Netrin-1 enterik
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sinir sistemi gelisiminde noéronal kilavuzluk yapan iyi karakterize edilmis bir
kemoatraktandir. Netrin-1 sadece merkezi sinir sisteminde ve omuriligin ventral
kisminda bulunan noroepitelyal hiicrelerde degil, ayn1 zamanda diger ndronal olmayan
organlarda da eksprese edilir (82,113,114). Netrin-1; somatik mezoderm, meme bezi,
pankreas, dorsal aorta ve kalp kasinda, yetiskinlerde ise spinal kord ndronlarinda
oligodentrositlerde ve overlerde yiiksek oranda bulunmaktadir. Netrin-1 endotelyal ve
vaskiler diz kas hucrelerinin  morfogenezisinde, tumor buylimesinde ve
inflamasyonda reguilator olarak gorev yapar. Sitoiskeletin reorganizasyonunda 6nemli
rolleri bulunur. Netrin-1, NTN1 geni tarafindan kodlanir ve geni 17p13-pl2
bolgesinde bulunmaktadir (115).

DCC, DCC geni tarafindan kodlanan 1447 amino asitli bir transmembran
reseptoridur. UNC5A, UNC5B, UNC5C ve UNC5D reseptorleri ise UNCS5A,
UNCS5B, UNCS5C ve UNCS5D genleri tarafindan kodlanan transmembran proteinlerdir.
Bu reseptorler ‘DR’ olarak adlandirilir. DR'lerin en 6nemli 6zelligi, iki ayr1 sinyal
yolunu baglatabilmeleridir. Ligandin varliginda hiicre yasamini, goclinii ve
farklilagmasini aktive ederler, ligandin yoklugunda ise inaktif kalmazlar ve apoptozu
indiiklerler. Bu nedenle, bu reseptorleri iceren hiicreler, hiicre dis1 ortamda hayatta
kalabilmek igin ligandin varligina baglidir. Bu nedenle, Netrin-1 sadece kemotropik
bir faktor olarak hareket etmez, ayni zamanda hiicrelerin hayatta kalmasini da saglar
(106, 116-118). Netrin-1, DCC ve UNCS5H'nin sematik gosterimi Sekil 4'te

gosterilmektedir.
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Sekil 4: Netrin-1 ve Netrin-1 Bagimlilik Reseptorlerinin Yapisi (17)

DCC ve UNCS5H. DCC, dort immiinoglobulin benzeri alan, altinda fibronektin tip 111 bélgesi, ardindan
tek bir transmembram kapsayan bolge ve ii¢ korunmus alandan, yani P1, P2 ve P3'ten olusan bir
sitoplazmik bolgeden olusan hiicre dig1 bir alana sahip bir tip I transmembran proteindir. . Bagimlilik
bagimlilik alam (ADD) ad1 verilen hiicre i¢i alanda 6zel bir bolge vardir. UNC5H reseptorleri, iki hiicre
dis1 immiinoglobulin benzeri alan ve iki trombospondin tip I alan, bir transmembran bolge ve bir ZU-5
alan1 ve bir 6liim alam igeren hiicre igi alanlar igerir. Netrin-1 bir ligand gorevi gorir ve laminin ile ilgili
ii¢ epidermal biiylime faktorii alanina, bir laminin N-terminal alanina ve pozitif yiiklii bir karboksi (C)-
terminal alanina sahiptir.

Apoptoz ve Netrin-1 Reseptorleri

Apoptoz, kaspazlar adi verilen bir dizi proteolitik enzim tarafindan organize
edilen programlanmus bir hiicre 6liimii seklidir. Apoptoz, hiicreler stresi algiladiginda
ve igerigi mitokondriden saldiginda intrensek yolla veya hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorlerine baglanan ligandlar tarafindan ekstrinsik yolla baglatilabilir. Bu
reseptorlerin  ¢ogu, timor nekroz faktorii reseptori slper ailesinin (TNFRSF)
iiyeleridir. Hiicre dis1 uyaricilar, timor nekroz faktorii (TNF), insiilin benzeri biiytime
faktort (IGF), radyasyon ve ilaclar olabilir. Hicre yuzeyindeki reseptorler bu
sinyalleri algilar ve hiicre zarindan hiicreye gecer. Kaspazlarin ardigik aktivasyonu
meydana gelir ve bu hiicre apoptozunda merkezi bir rol oynar. Kaspazlar, aktif enzimi
olusturmak i¢in proteolitik islemden gecen inaktif proenzimler olarak bulunur. Kaspaz
proteolitik aktivitesi, komsu makrofajlar tarafindan fagosite edilen ve 6limle

sonuclanan apoptotik cisimlerin tretimiyle sonuglanir (119,120).
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DCC ve UNC5H ailesi reseptorleri, DR'lerdir. DR'ler ligandlardan
ayrildiklarinda  apoptozu  indiikleyerek  sagkalimi  artinirken, ligandlarina

baglandiklarinda apoptozu inhibe ederler (106,116) (Sekil 5).

Netrin-1

_n m ol z
\

DCC

Apoptosis

Cell survival, differentiation &
proliferation

Sekil 5: Netrin-1 ve reseptorii DCC nin Apoptozla liskisi (17)

Bagimlilik reseptorleri, ligandlarina baglandiginda aktif degildir ve ligand olmadiginda bir 6liim sinyali
indlkler. Burada, Netrin-1 reseptorii DCC'ye baglandiginda, DCC hayatta kalmaya yol a¢an pozitif bir
sinyal iletir. Netrin-1 olmadiginda DCC, programlanmus hiicre 6liimil i¢in bir sinyali yiikseltir.

ADD ad1 verilen DCC reseptoriiniin hiicre i¢i bolgesinde 6zel bir alan vardir. Bu
boélgenin silinmesi, DCC'nin proapoptotik 6zelligini ortadan kaldirmak igin yeterlidir.
Netrin-1'in yoklugunda bu bolgenin Kaspaz-3 tarafindan pargalanmasi diger
kaspazlar1 uyarir ve apoptozu kolaylastirir. UNC5H ayrica Kaspaz-3 benzeri DCC
tarafindan boliiniir ve UNCS5H'nin ayrilan bdlgesi apoptozu indiikler (Sekil 6)
(81,118,121).
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Sekil 6: DCC ve UNCS5H aracili apoptoz mekanizmasi (81,118,121)

Netrin-1 olmadiginda, hem DCC hem de UNCS5H hiicre i¢i alanlarindaki aktif kaspaz tarafindan
bolinir. DCC'nin hiicre i¢i alaninda, bagimlilik alanindaki bagimlilik alam (ADD) ad1 verilen 6zel bir
alan vardir. Boliinme, ADD'nin salinmasina neden olur. DCC—ADD, Kaspaz-9'un aktiflesmesine yol
acar ve kaspaz-3'un boélinmesine izin vererek Kaspaz-3'e bagl hiicre 6liimine yol agar. UNC5H ise
kaspaz boélinmesi, 6lum sinyaline yol acan ZU-5'i ve 6liim alanim igeren tiim hiicre i¢i alanin
salinmasina neden olur.

Netrin-1'e bagli anti-apoptotik sinyalleme tam olarak anlagilamamistir.
Tahminen iki adimu igerebilir: Birincisi reseptorlerin hiicre ici bolgesindeki kaspazla
iliskili boliinmenin bloke edilmesi ve ikincisi hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar
(ERK1/2) ve AKT gibi antiapoptotik sinyal yolaklarinin indiiksiyonu (121-123).

Tiimor Baskilayicilar olarak DCC ve UNC5H

Netrin-1'in yoklugunda DCC ve UNCSH reseptorlerinin proapoptotik
ozellikleri, bunlarin tiimor baskilayic1 genler oldugu fikrini dogurmustur. Hedrick ve
ark. (124) DCC'nin bir tiimor siipresor gen olabilecegini, ¢iinkii diger birgok kanserde

oldugu gibi kolorektal kanserlerin cogunda silinmis oldugunu bildirmistir.
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Daha yeni bulgular, DR'ler i¢in bir timor baskilayici rolii desteklemektedir
(118). Buna karsilik, bu reseptorler, Netrin-1 varliginda onkojenik yollar1 uyarabilir
veya apoptozu inhibe edebilir (118,125). Iki ¢alisma, Netrin-1 varliginda DCC'nin
kiigiik guanozin trifosfatazlart (GTPazlar), CDC42-RAC1 veya MAPK1/3 yolunu
aktive ederek hem transfekte hicrelerde hem de komissural noronlarda ve
noroblastoma hiicrelerinde hiicre transformasyonuyla sonuglandigini bulmustur
(126,127).

Diger caligmalar, Netrin-1'in yoklugunda DCC'nin apoptozu indiikledigini,
Netrin-1'in ise bu etkiyi bloke ettigini dogrulamaktadir (128). Diger birka¢ ¢alisma,
UNC5H'nin DR olarak rol oynadigini gostermistir (116,129).

Ancak tam tersine, cogu kanserde DCC ve UNCSH inaktiftir. Bu nedenle, bu
reseptorlerin apoptotik 6zellikleri bu kanserlerde kaybolur ve bu reseptorlerin asagi

regililasyonu, timdr gelisimi i¢in segici bir avantaji temsil eder (118,130).

Netrin-4

Netrin-4 hiicre dis1 protein ailesi olan netrinlerin bir tiyesidir. Diger netrinlerden
farkli olarak laminin zincirleri ile daha yakin iligkili olduklar1 i¢in bazal membran
bileseni olarak da tanimlanmaktadir. Netrin-4 merkezi sinir sisteminin gelisiminde
norit blylmesi ve gb¢ oryantasyonunda gorev alan bir proteindir. Embriyonik
vaskiiler gelisimde proanjiyogenik bir faktor olarak hareket eden Netrin-4, endotel
hiicrelerinin farklilagsmasinm1 ve gogiinii engelleyerek ve diiz kas hiicrelerinin
farklilasmasini ve goglnu uyararak antianjiyogenik etki gostermektedir (13). Yapilan
calismalarda pankreasta, lenfanjioyogenezde, anjiyogenezde ve tiimor biiylimesinde
epitelyal dallanma ve morfogenez dizenlenmesinde gorev aldigi gosterilmistir (Sekil
7) (131). VEGEF ile uyarilan endotelyal hiicrelerde spesifik olarak Netrin-4’iin hem in
vitro hem de in vivo olarak asir1 eksprese edildigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir

(132).
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Sekil 7: Netrin-1, Netrin-4, UNC5 DCC Ailesi ve Biyolojik Etkileri (131)

Netrin-4, Netrin-1’in aksine sadece neogenine baglanir. UNCS5 ailesi
reseptorlerine baglanmaz. Yapilan bir calismada bloke edici antikorlar kullanilarak
neogenine baglanan Netrin-4’iin veya UNC5B’nin inhibe edilmesiyle, Netrin-4’iin
endotel hiicre gocl Uzerindeki inhibitor etkinin ortadan kalktigi tespit edildi (132).
Yapilan diger ¢alismalarda bu sonucu desteklemektedir. Bu gozlemler Netrin-4’{in
neogenine baglanma ve UNCS5B’nin inhibe edilmesi yoluyla antianjiyogenik faktor
rolu tstlendigini diisiindiirmektedir (97,132).

Hipoksi ve patolojik vaskiiler gelisimi uyaran durumlarda netrin-4
anjiyogenezde antianjiyogenik olarak rol alir. Yapilan birkag¢ calisma sonucunda
netrin-4’tin VEGR ile uyarilan anjiyogenezi dnemli 6l¢iide inhibe ettigi raporlanmistir
(11) (133). Bagka bir ¢alismada Netrin-4’iin endotel tabakada yogun bir sekilde
exprese edildigi, endotelyal fonksiyonlarin, hemostazin korunmasinda ve vaskiiler
yapilanmanin diizenlenmesinde, endotelyal inflamasyonun onlenmesinde Onemli

roller aldig1 gosterilmistir (134).
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GEREC VE YONTEM

BIiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI (BAP) BIRIMi ONAYI

Bu proje ‘Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ tarafindan 03.02.2022 tarihli toplantiya istinaden 2022TIPF001 numaral

karart ile tipta uzmanlik tezi bilimsel arastirma projesi olarak desteklenmistir.

DOKULARDA GEN EKSPRESYONUN GOSTERILMESI
Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismamizda insan uterin leiomyosarkom hiicre hatt1 (HTB-114), (SK-UT-1),
(American Tissue Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA) kullanilmistir.
Insan uterus myometrium dokusu igin hiicre hatt1 iizerinde ¢alisilmasi planlanmakta
iken biitce yetersizligi nedeniyle, Pamukkale Universitesi Hastanesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan 13.09.2022 tarihli ve E-60116787-020-259010 sayili
karar nolu etik kurulu onay1 alinarak, tireme ¢agindaki kadin hastadan normal uterin

myometrium dokusu alinmis ve ¢aligmada kullanilmistir.

Hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi icin %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin karigimi igeren EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)
besiyeri kullanilmistir. Hicreler 75 cm?lik kiiltiir plakalarinda 37°C’de, %5 CO3
iceren ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler yaklasik olarak %90 yogunluga ulasana
kadar her 2-3 giinde bir besiyeri degistirilmistir. Pasajlama islemi sirasinda; ortamdaki
besiyeri uzaklastirilmis ve ortam fostat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmustir.
Ardindan, %0,25’lik Tripsin-EDTA yardimiyla hiicreler kaldirilmis ve santrifiij

edilerek slipernatant uzaklagtirilmistir.

Hiicre Canlihigl ve Sayilmasi

Hiicre canliligimin belirlenmesi ve sayilmasi amaciyla Tripan mavi boyasi
kullanilmistir. Tripan mavi, negatif yiike sahip bir boyadir ve biitiinliigli bozulmamis

canli hiicrelerin sayilmasina olanak saglamaktadir. Boya, cansiz hiicrelerin membran
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biitiinliigli olmadig1 i¢in i¢ine niifuz etmekte ve 151k mikroskobu altinda sayim igin
goruntulenememektedir. Tripan mavi boyasi ile 1 ml taze besiyerinde ¢6zulen hicre
siispansiyonu esit hacimde (1:1) karstirilarak sayim islemi i¢in Thoma lamina

yiiklenmistir (Sekil 8).

Sekil 8: Thoma laminin mikroskop altindaki goriintiisii

Hiicre canlilig1, asagidaki formiile gore belirlenmistir.

Toplam hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 x 10%(sabit deger) x seyreltme faktorii

Sayilan alan (aritmetik ortalama)

Myometrium Doku Orneginin Eldesi

Ornek uterin normal myometrium dokusu, myometriyal patoloji icermeyen,
myometriyal aktiviteyi etkilemesi muhtemel ila¢ kullanimi olmayan ve iireme
cagmdaki kronik pelvik agr1 endikasyonu ile histerektomi yapilan kadin hastadan
alinmigtir. Biyopside uterus korpus 6n duvarindan, endometrium icermeyecek sekilde
tam kat, boy ve en olglimleri 2x2 ¢cm boyutunda olacak sekilde 2 farkli doku 6rnegi

alinmistir.

Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu Analytik Jena innuPREP RNA Kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Kisaca, hiicreler 100mm’lik kiiltiir plakalarina ekilmis ve %90
yogunluga ulastiginda ortamdaki besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile yikanmistir. Doku
ornekleri ise sivi azot kullanilarak steril seramik havan yardimiyla homojenize

edilmistir. Ardindan HTB-114 hicreleri ve myometriyum doku 6rnegi lizis tamponu
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yardimiyla parcalanmis ve izolasyon {iretici firmanin talimatlari dogrultusunda

gergeklestirilmistir. Elde edilen toplam RNA 6rnekleri -80 °C’de saklanmustir.

Toplam RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve kalitesi (OD 260/280) Epoch
Take3 mikro RNA/DNA 6l¢lim aparati (BioTek) kullanilarak mikroplaka okuyuculu

spektrofotometre cihazinda Glglilmiistiir.

Toplam RNA’min Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiillenmesi

Izole edilen RNA’larin griintiilenmesi igin yatay jel elektroforezi kullanilmistir,
%1’lik agaroz jel ile Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu hazirlanmistir.
Hazirlanan jel mikrodalga firinda kontrollii olarak 1sitilmis ve agarozun ¢dziinmesi
saglanmistir. Coziinmiis olan agaroz ¢ozeltisi sogutularak 0,75 pL EtBr eklenmistir ve
elektroforez tablasina dokiilerek jelin polimerlesmesi beklenmistir. Jel katilastiktan
sonra elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklara yiiklenen DNA marker ve
RNA’lar elektroforezin (—) kutbuna dogru yerlestirilerek, giic kaynagina baglanmistir.
Elektroforez tanki 1x TAE tamponu ile jelin {istii kapanana kadar doldurulmustur.

Kuyucuklara yiiklenen miktarlar Tablo 3’de belirtilmistir

Tablo 3: Kuyucuklara Yiiklenen RNA Ornekleri Ve Marker Konsantrasyonlari

RNA igin; Marker igin;
5 pl RNA 6rnegi 6 ul kb DNA ladder
Yuklenen marker Yuklenen
2 ul boya (6x loading hacim: 2 ul boya (6xloading dye) hacim:
dye) 8 uL S5uL
1ul enjeksiyonlu su 2 ul enjeksiyonlu su
cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢im A.B.T. cDNA sentez kiti kullanilarak {iretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir. cDNA sentez karisim protokolii
ve yapilisi Tablo 4‘de verilmistir. Ger¢gek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

yapmak (izere sentezlenen cDNA’lar -20°C’de saklanmustir.

35



Tablo 4: cDNA Sentez Karisimi ve Protokoli

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
Total RNA 10ul 2,5ug/ml

Oligo (dT) Primer 1l 0.5 uM

dNTP Karigimi (her biri 2.5mM) 1pl 500puM
RNAaz icermeyen su 3.5ul 14.5pl

10X RT Tamponu 2ul 1X
Riboniikleaz Inhibitdrii 0.5ul 20U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/ul) 1ul 200U/rxn

Karisim ¢cDNA sentezi igin 25 °C'de 10 dakika ve 37 °C'de 120 dakika inkiibe edildikten sonra
reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 85°C'de 5 dakika bekletilmistir.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli PZR ¢alismalar1 A.B.T. 2X qPCR SYBR-Green MasterMix
(High Capacity) kiti kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda
StepOnePlus™ Real-Time PZR cihazinda (Thermo Fisher) gerceklestirilmistir.
Primer ve ¢cDNA miktarlar1 laboratuvarimizda optimize edilmistir. PZR sonucunda
elde edilen sonuglar StepOne Software v2.3 programui kullanilarak hesaplanmis ve
“housekeeping” GAPDH genine gore normalize edilmistir. Her gen i¢in ayr1 ayri
amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturulmus ve her primer igin
erime egrisi analizleri yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen Ct (threshold)
degerleri kullanilarak dort genin uygulamalar sonucunda mRNA diizeyinde

ekspresyon degisimleri belirlenmistir. Genlerin primer dizileri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5: Calismada Kullanilan Genlerin Primer Dizileri

Gen Primer dizileri

F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
R: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

F: ACTGCGATTCCTACTGCAAGGC

GAPDH

NETRIN-1 R: TTGTCCGCCTTCAGGATGTGGA

NETRING F- CAGAAGGACAGTATTGCCAGAGG
R: GCAGAAGGTCACTGAGTTGGCA

UNCSE F- GCTCGACTCTAAGAACTGCACAG

R: TGAGGATTGCCACGACCACGAA

F: Forward, R: Reverse
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IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMA

Human uterine leiomyosarkoma hiicre hatti, (SK-UT-1), (American Tissue
Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA) kriyotiplere %10 Fetal Bovin
Serum (FBS), % 1 penisilin -streptomisin igeren 1 ml Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM) eklenerek ¢ozuldi. Cozilen hicreler santrifuj edildikten sonra
25’lik flasklara ekilip her giin takip edildi. Flasklarin doluluk orani %80-90 oranina
gelince pasajlandi. Hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilip santrifiij edildikten sonra
tripan mavisi ile sayildi. Her bir chamber slide’da 40.000 hiicre olmak iizere 8
kuyucuklu chamber slide a hiicreler ekildi. Ekilen hiicrelerin yapigmasi i¢in bir gin
beklendi. Hiicreler yapistiktan sonra besiyerleri ¢ekilerek -20C” de metanolle 5 dakika
fikse edildi. Sonra oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kuruyan hiicrelere 1giktan
koruyarak H»0- eklendi. 30 dakika bekletildikten sonra 3 kere Fosfat Buffer Saline
(PBS) ile yikandi. 10 dakika boyunca sekonder kit A soliisyonu uygulandi.
Prosediiriine gore 1:200 oraninda sulandirilan Netrin-1 ve Netrin-4 ve UNC5B primer
antikorlar1 uygulanip 1 gece 4 C’de inkiibe edildi. Ug kere PBS ile yikandiktan sonra
sekonder kit B soliisyonu 1 saat boyunca uygulandi. Tekrardan PBS ile yikanan
chamber slide 30 dakika boyunca sekonder kit C soliisyonuna maruz birakildi. 3,3
diaminobenzidine (DAB) ve karsit boyama olarak hematoksilen ile boyanan chamber

slide entellan ile kapatildi.

Immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Insan myometrium dokusu, Pamukkale Universitesi Hastanesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan 13.09.2022 tarihli ve E-60116787-020-259010 sayili
karar nolu etik kurul onayiyla saglikli dokudan elde edilmistir. Alinan doku pargalari
%10’luk tamponlu formaldehit igerisinde 72 saat bekletildi. Rutin doku takibinin
ardindan parafin bloklardan mikrotom cihaziyla 5 um’lik kesitler alind1 ve kesitler su
banyosuna aktarildi. Kesitler, su banyosundan pozitif yiiklii lamlara alinip lam tagima
sepetine yerlestirildi. Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B ekspresyonunu belirlemek igin

immunohistokimyasal boyama protokolii uygulanmustir.
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1)
2)
3)

4)
5)

6)
7)

8)

9)

Uygulanan protokol sirasiyla asagidaki gibidir:

Lam tagima sepeti 1 gece etiivde bekletildi.

Ksilende 1 saat deparafinizasyon islemi igin bekletildi.

Kesitler sirasiyla %100, %90, %80, %70, %50 azalan etil alkol serilerinde
2’ser dakika bekletilerek rehidrasyon iglemi saglandi.

Distile su ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi.

Antijen retrieval islemi 1s1yla saglandi. Hazirlanan sodyum sitrat buffer (1 L
distile su, 2.94 gr tri-sodium citrate, 0,5 ml Tween 20, pH 6,0) i¢erisine alinarak
mikrodalgaya konuldu. Kaynamaya basladiktan sonra 5 dakika beklendi ve
cikartilip sogutuldu.

PAP pen ile dokularin etrafi yuvarlak seklinde ¢izildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) (PBS 10X, BioWhittaker, Lonza) ile 3 kez 5
dakika stireyle yikanda.

Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, % 3’luk H202 (450 ml absolut
metanol-lsoLab, 50 ml hidrojen peroksit solusyonu-IsoLab) ile 10 dakikalik
uygulama ile ortadan kaldirildi.

PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi.

10) Sekonder kitin immin blok soliisyonu (Seytek Laboratories) pappen ile

sinirlandirilmis doku tizerine damlatilip bekletildi.

11) Primer antikorlar datasheette yazildigi sekilde distile su ile dille edildi.

Kesitlerin bulundugu lamlar iizerine se¢ili primer antikorlar damlatilarak 1
gece karanlik ortam olusturularak inkiibasyona birakildi. Bu c¢alismada
kullanilan primer antikorlar; Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B’dir. Diliisyon

oranlar1 1/100 olarak belirlenmistir.

12) Kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.

13) Primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmis afiniteye sahip sekonder

antikor (Scy Tek Lab. Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody) damlatilip 40
dakika bekletildi.

14) PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

15) Biotinlenmis sekonder antikorla kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz

konjugati streptavidin dokularin iizerine damlatilarak 40 dakika bekletildi.
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16) Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

17) Kromojen boyasi i¢in DAB (1 ml substrat, 2 damla kromojen) hazirlandi.
Lamlarin iizerinde bulunan kesitlere DAB (Thermo Scientific) damlatilip 15
dakika karanlik ortamda bekletildi.

18) Distile su ile 3 kez 5’er dakika yikand.

19) Antijen lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢in hematoksilen (BesLab) ile
10 saniye muamele edilerek zit boyama yapildi.

20) Akan suda yikandi.

21) Kesitler sirasiyla %50, %70, %80, %90, %96 ve %100’lik artan etil alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletildi.

22) KsilenI’de 2 dakika bekletildi.

23) KsilenlI’de 2 dakika bekletildi.

Lamlara entellan damlatild1 ve hava kabarcig1 birakilmayacak sekilde lamellerle

kapatildi.

Immiinohistokimyasal Skorlama

Immiinhistokimyasal reaksiyonlar, 151tk mikroskobu ile incelendi. Netrin-1,
Netrin-4 ve UNC5B kars1 immiinoreaktivite, kahverengi rengin yogunluguna gore ayri
ayr1 degerlendirildi. Seri olarak kesilmis normal myometrium boliimlerinden alinan
her histolojik 6rnekten 40X biyilitmede tarandi. Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B
ekspresyonu damar yapilarinda, bag dokuda ve myometrium hiicre g¢ekirdegi ve
sitoplazmasinda degerlendirildi. Ornekler boyama yogunluguna (boyanma yok = 0,
zayif boyama = 1, orta boyama = 2, gii¢lii boyama = 3) ve boyali hiicrelerin kapsamina
(%0 = skor 0, %1-10 = skor 1, %11-50 = skor 2; > %51 = skor 3) gore degerlendirildi
(135,136).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tez calismasinda elde edilen sonuglar Ortalama + Standart Sapma (her bir veri
i¢cin) olarak verilmistir. Sonugclar birbirinden bagimsiz iki tekrarin ortalamasi olarak
sunulmustur. Gruplar arasinda fark olup olmadigr GraphPad Prism v.9 uygulamasi

yardimiyla Student’s t test uygulanarak analiz edilmistir.
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BULGULAR

DOKULARDAKI GEN EKSPRESYONUN SONUCLARI

Toplam RNA’nin Goriintiilenmesi

‘Gere¢ ve Yontem’ kisminda verildigi gibi hazirlanan bilesenlerin yliklendigi
jel, giic kaynagina baglanmis ve 90 Volt, 500 mA’de 45 dakika boyunca
yiirlitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonunda jel, gelLite Jel Goriintiileme Cihazi (Cleaver
Scientific) kullanilarak goriintiilenmistir. Sonuglar her iki 6rnektede RNA’nin

bozulmadan izole edildigini gostermektedir (Sekil 9).

Sekil 9: HTB-114 leiomyosarkom hiicre hatti ve normal uterin myometrium
dokusundan elde edilen RNA’nin %]1’lik agaroz jel elektroforezi.
Soldan saga (1) 1kb opti-DNA marker, (2) HTB-114 ve (3) doku 6rneginden izole edilen RNA.

PZR ile mRNA Ekspresyonlarimin Tayini

Gergek zamanli PZR ¢alismasi ile Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B genlerinin
HTB-114 hiicre hatt1 ile normal myometriyal doku ornegindeki ekspresyonlari
aragtirilmustir  (Sekil 10-13). Sekil 10’da verildigi gibi erime egrisi analizi
dogrultusunda Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B geninin tim orneklerde eksprese oldugu

gozlemlenmistir.
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Netrin-1
Netrin-4

Sekil 10: PZR Uriinlerinden Elde Edilen Jel Goriintileri.
Sekil A: (1) 1kb opti-DNA marker, (2) Doku/Netrin-1, (3) HTB-114/Netrin-1, (4) Doku/Netrin-4, (5)
HTB-114/Netrin-4. Sekil B: (1) 1kb opti-DNA marker, (2) HTB-114/UNC5B, (3) Doku/UNC5B.

Meilt Curve Melt Curve
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Sekil 11: insan Normal Myometrium ve HTB-114 hiicre hattindaki Netrin-1’in PZR
Erime Egrisi Analizi.
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Sekil 12: Insan NOfMéI Myometrium ve HTB-114 hiicre hattindaki Netrin-4’iin PZR
Erime Egrisi Analizi.
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Sekil 13: Insan NormalrMyometrium ve HTB-114 hiicre hattndaki UNC5B’nin PZR
Erime Egrisi Analizi.

Gergek Zamanli PZR ¢aligmasi sonucunda Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B
genlerinin HTB-114 hiicre hattinda, doku 6rnegine gore sirasiyla 4.92, 65.34 ve 160.33
kat daha fazla eksprese edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 14: Gergek Zamanl PZR sonuglarma gore Netrin-1 geninin HTB-114 ve doku
ornegindeki bagil mRNA ekspresyonu analizi.

*HTB-114’ten 6nemli derecede farkli (P <0.05, Student’s t-test). Doku i¢in p degeri: 0.0459
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Sekil 15: Gergek Zamanli PZR sonuglarma goére Netrin-4 geninin HTB-114 ve doku

ornegindeki bagil mRNA ekspresyonu analizi.
*HTB-114’ten 6nemli derecede farkli (P <0.05, Student’s t-test). Doku icin p degeri: 0.0153
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Sekil 16: Gergek Zamanli PZR sonuglarina gére UNCS5B geninin HTB-114 ve doku

ornegindeki bagil mRNA ekspresyonu analizi.
*HTB-114’ten 6nemli derecede farkli (P <0.05, Student’s t-test). Doku i¢in p degeri: 0.0307

Sonuglar dogrultusunda Netrin-1, Netrin-4 ve UNC5B genlerinin ¢alismada yer
alan tim 6rneklerde eksprese edildigi ve 6zellikle HTB-114 hiicre hattinda kontrol
myometrium dokusuna gore bu genlerin daha fazla eksprese oldugu ortaya

konulmustur.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
Netrin-1

Cerrahi  olarak alman normal insan  myometrium  dokusunun
immunohistokimyasal incelemesinde Netrin-1 ekspresyonunun kas hucreleri
arasindaki bag dokusunda hafif diizeyde (Skor: 1) ve damar bag dokusunda orta
diizeyde (Skor: 2) boyanma oldugu saptandi. Myometrium hiicre ¢ekirdegi ve

sitoplazmasinda boyanma saptanmadi (Skor: 0) (Sekil 17 A1-A2).

HTB-114 hiicre hattinin immunohistokimyasal incelemesinde Netrin-1
ekspresyonu yogun olarak ¢ekirdekte olmakla birlikte (Skor: 3), sitoplazma boyanmast
orta diizeyde (Skor: 2) oldugu saptandi. Bazi alanlarda hiicrelerin sitoplazma

boyanmasinin olmadigi, fakat ¢ekirdek boyanmasinin her alanda oldugu goriildii

(Sekil 17 B1-B2-B3).

Sekil 17: Insan myometrium dokusu ve HTB-114 hiicre hattinin
immunohistokimyasal boyama incelemesi sonucunda Netrin-1 ekspresyon
goruntdleri.

B1ve B2 40X buyitme, B3 100X bliyitme. B1’de boyanma skoru 3, B2’de sitoplazma
boyanmasi skoru 0 ve B3’te ¢ekirdek boyanma skoru 3 olarak hesaplandi.

Ok: Immiinohistokimyasal olarak ekspresyonunun pozitif oldugu bolgeleri isaret eder. Yildiz:
Sitoplazmada zayif boyanmay1 gosterir.
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Netrin-4

Myometrium dokusunda Netrin-4 ekspresyonu, damar intima tabakasinda daha
belirgin olmak iizere zayif ve orta derecedeydi. Kas hiicrelerinde sitoplazma ve
cekirdekte genel olarak gézlenmemekle birlikte, myometrium bag dokusunda Netrin-
4 ekspresyonu zayif-orta ekspresyon olarak degerlendirildi (Skor: 1-2) (Sekil 18 Al-
A2).

HTB-114 hiicre hattindaki Netrin-4, hiicre ¢ekirdeginde immiinohistokimyasal
olarak orta-gucli diizeyde (Skor: 2-3) boyanma gosterdi. Sitoplazma boyanmasi,
cekirdek boyanmasimna gore daha zayif olmakla birlikte, boyanma zayif-orta dizey
olarak saptandi (Skor: 1-2) (Sekil 18 B1-B2-B3).
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Sekil 18: Insan myometrium dokusu ve HTB-114 hiicre hattmin
immunohistokimyasal boyama incelemesi sonucunda Netrin-4 ekspresyon
gorantaleri.

B1, B2 ve B3’te ¢ekirdek boyanma skoru 3 olarak hesaplandi.

Ok: Immiinohistokimyasal olarak ekspresyonunun pozitif oldugu bolgeleri isaret eder. Yildiz:
Sitoplazmada zayif boyanmay1 gosterir.
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UNCSB

Myometrium dokusundaki UNC5B, immiinohistokimyasal olarak ekspresyonu
damarda orta derece olarak saptandi (Skor: 2). Damar bag dokusundaki ekspresyon
zayif olarak degerlendirildi (Skor: 1). Myometrium bag dokusu ve myometriyum
hiicre sitoplazmas1 ve g¢ekirdeginde ekspresyon zayif negatif olarak degerlendirildi

(Skor: 0-1) (Sekil 19 AL-A2).

HTB-114 hiicre hattindaki UNC5B ekspresyonu, ¢ekirdekte belirgin kuvvetli
olarak gozlemlendi (Skor: 3) (Sekil 19 B1-B2-B3). Sitoplazma boyanmasi yer yer
saptanmamakla birlikte, bazi alanlarda zayif boyanma dikkati gekti (Skor: 1).
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Sekil 19: Insan myometrium dokusu ve HTB-114 hiicre hattmin
immunohistokimyasal boyama incelemesi sonucunda UNCS5B ekspresyon
goruntdleri.

B1, B2 ve B3 resimlerinde ¢ekirdek boyanma skoru 3 olarak hesaplandi.

Ok: Immiinohistokimyasal olarak ekspresyonunun pozitif oldugu bélgeleri isaret eder.

46



TARTISMA

Leiomyosarkomlar (LMS) uterin malignensilerin  %1-3' {inli olusturur.
Leiomyosarkomun ortalama tespit edilme yas1 43-53’tiir. Premenapozal kadinlarda
prognoz daha iyi olmaktadir. Uterusun yaklasik her 800 diiz kas tiimorlerinden birisi

leiomyosarkomdan meydana gelir (8).

Leiomyosarkom, leiomyomdan daha yumusak ve biiyiik olma egilimlidir, ayrica

daha diizensiz kenarli, hemorajik ve nekrotik olmaktadir.

Leiomyosarkomlarin ilk semptomlar1 vajinal kanama veya agr1 olabilir.
Endometrial biyopsi ile olgularin ancak iicte birine ve submiikdz yerlesimli olanlara
tan1 konulabilmektedir. Hastalarin %50-75’inde tek bir lezyon vardir ve %70’inde
intramural, %20’sinde submukozal ve %10’unda subserozal yerlesim goriilmektedir.

Servikal tutulum leiomyomlara gore daha siktir (3).

Prognostik faktorler incelendiginde; timoriin myom igerisinde lokalize kalmasi,
diisiik mitoz sayisi, nekroz yoklugu ve komsu dokuda hyalinizasyon iyi prognostik

faktorler olarak bildirmektedir.

Tiumor derecesi ve diger histolojik Ozellikler, tiimorlerin klinik davranigini
etkileyebilir ve tedavi Onerilerinin 6nemli belirleyicileri olabilir. Lokalize yayilim
myometriuma ve pelvik organlara olmaktadir. LMS en yaygin olarak akcigerlere,
karacigere, batina ve pelvise metastaz yapar (65). Kemik ve beyin metastazlari daha
az yaygin tutulum boélgeleridir. LMS, tan1 asamasindan bagimsiz olarak yiiksek niiks

ve Olim riski ile iligkili agresif bir timdordiir (2).

Cogu vakada, uterin LMS tanisi, benign oldugu varsayilan uterin leiomyomlara
uygulanan histerektomi veya miyomektomiyi takiben konulur (4,5). Total
histerektomi sirasinda, 6zellikle menopozal veya perimenopozal hastalarda siklikla

bilateral salpingo-ooferektomi (BSO) yapulir.
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Pelvik lenf nodlar1 intraoperatif olarak palpe edilir sekilde biiyliimiisse veya
ekstrauterin hastalik kaniti varsa, hastalara pelvik lenfadenektomi uygulanmalidir
(38,39). Uterus ile smirli LMS'li hastalarda lenf nodu tutulumu insidans: diistiktiir.
Uterin LMS'si uterusla sinirli ve normal goriinen lenf nodlart olan hastalarda rutin

lenfadenektomi yapilmamalidir.

Uterusla sinirli, bozulmamis bir numunenin rezeksiyonunu takiben standart
bakim gozlemdir. Kemoterapi veya pelvik radyasyon bazen LMS ameliyatindan sonra
distiniilirken, hicbir adjuvan tedavi sekli gozlemle karsilastirildiginda sag kalim

sonuclarinda iyilesme gostermemistir.

Biitiin kanser tiirlerinde oldugu gibi leiomyosarkomda patofizyolojisinde etken
rol oynayan basamaklar1 arastirmak ve hastaligin 6nceden tespit edilmesi giinimiizde

temel amag haline gelmistir.

Netrinler, baglangigta embriyonik aksonal kilavuz rolii i¢in tanimlanan laminin
benzeri proteinler ailesinin liyeleridir. Her ne kadar ilk ¢alismalar netrinlerin sinir
sisteminde aksonal iletim sirasinda eksprese edildigini gosterse de sonrasinda yapilan
caligmalarda netrinlerin sinir sistemi disinda eksprese edildigi ve doku morfogenezi,
anjiyogenez, lenfanjiyogenez, tiimor gelisimi, hiicre goc¢ii, invazyon ve adhezyon,
apoptoz ve inflamasyonun diizenlenmesinde gorev aldigi gosterilmistir. Bu 6zellikleri
nedeniyle netrinler ¢esitli maligniteler lizerinde arastirmalara konu olmus ve netrin

protein ailesinin bazi kanserlerin gelisiminde hayati rol oynadigini bulunmustur.

Netrinlerin kanser gelisimi siirecindeki rolleri literatiir tarandiginda daha ¢ok
Netrin-1 ile iligkili ¢alismalara ulasilmaktadir. Netrin-1 seviyelerinin bircok kanser
tiirlinde 6nemli Olgiide artarak dolasima salindig1 ve bu nedenle biyobelirte¢ olarak
kullaniminin uygunlugu son dénemde ilgi ¢ekici arastirmalar yapilmasina sebep
olmustur. Ancak Netrin-1’in kanser gelisiminde indiikleyici mi yoksa inhibe edici mi
oldugu net degildir. Kisith sayidaki ¢aligmalarda kanser tiirii ve orijin aldig1 dokuya
gore farkhiliklar izlenebilmektedir. Ornegin Netrin-1'in plazma seviyeleri meme
adenokarsinomunda, prostatta, karacigerde, renal hiicreli karsinomda ve beyin

timorlerinde (hipofiz adenomu, menenjiyom, glioblastoma) énemli 6lglide yiksek
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iken akciger, pankreas ve kolon adenokarsinomunun plazmasindaki netrin-1 seviyesi

saglikli kontrol grubuna gore yiiksek degildi (137).

Netrin-1 ile jinekolojik kanserler arasindaki baglantinin arastirildigi ¢alisma
sayisinin kisith oldugu goriilmiistiir. Mevcut calismalar i¢inde Papanastasiou ve
arkadaslarinin Netrin-1 ve reseptorl DCC'nin over kanserine dahil olup olmadiginm
arastirdiklar1 calismada, Netrin-1 ve DCC mRNA'lari, saglikli ve kanserli over
dokularinda gergek zamanli PZR ile 6lgiilmiistiir. Over kanseri 6rneklerinin %76'sinda
Netrin-1'in asint ifade edildigi bulunmustur. Artan Netrin-1 mRNA seviyeleri,
ilerlemis timor evresi ve derece ile iliskilendirilmistir. Tersine, test edilen over
tiimdrlerinin %59'unda (10/17) DCC'nin asag1 regiile oldugu bulunmus, ancak saglikli
orneklerle karsilastirildiginda korelasyon anlamli bulunmamustir. Burada, Netrin-1'in
over kanserinde rolii olabilecegi gosterilmistir. Netrin-1 mMRNA ifadesi over malign
tiimorlerinde saglikli dokulara gore giiclii bir sekilde yukar: regiile edilmistir. Artmis
Netrin-1'in spesifik olarak kanserli dokularda gozlemlenmesi, Netrin-1'in over kanseri

icin yeni bir biyobelirte¢ aday1 olabilecegini gosterir (138).

Yine benzer sekilde Li ve arkadaslar1 Netrin-1’in over karsinomu dokusunda
artis  gosterdiginde tiimor proliferasyonu, invazyonu ve tiimor hiicrelerinin

anjiogenezinin arttigin1 gostermislerdir (139).

Kato ve arkadaslarinin endometriumda ve endometriyal kanserde DCC ve
ligand1 netrin-1'in ekspresyonunu inceleyen ¢alismasinda ise DCC/netrin-1 sinyalinin
hiicreleri  proliferasyondan  salgilama fazina gec¢ise  yoOnlendirebilecegini
diistindiirmektedir. Ek olarak, DCC ekspresyonunun susturulmasi, endometriyal
kanser hiicrelerinin DCC tarafindan diizenlenen bir apoptotik programdan kagisia ve

maligniteye doniisiime katkida bulundugu tespit edilmistir (140).

Serviks kanserleri ile netrin ve reseptorleri arasindaki iliskiyi inceleyen diger bir
calismada da uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), servikal kanserler dahil olmak
lizere ¢ok sayida kotii huylu tiimoriin baglamasi ve gelismesi i¢in 6nemli diizenleyici

faktorler oldugu izlenmistir. LncRNA, UNC-5 netrin reseptorii B antisens RNA 1'in
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ifadesinde normal dokulara kiyasla servikal skuamoz hiicreli karsinom ve endoservikal

adenokarsinom dokularinda artis oldugu bulunmustur (141).

Bizim ¢alismamizda ise RT-PCR sonuglarina gore Netrin-1 geninin normal
myometrium dokusuna kiyasla, HTB-114 leiomyosarkom hiicre hattinda 4,92 kat fazla
eksprese oldugunu tespit ettik ve bu ekspresyon farkinin istatiksel olarak anlamli
oldugunu gordiikk. Ayrica yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, normal
myometrium dokusuna kiyasla HTB-114 leiomyosarkom hiicre hattinda hiicre
cekirdegi ve sitoplazmasinda yiiksek oranda Netrin-1 ekspresyonunun oldugunu
izledik ve bunun 6zellikle hiicre boliinmesi dolayisiyla kontrolsiiz ¢cogalma tizerinde
etkili olabilecegi diisiinmekteyiz. Bu sonuglara dayanarak Netrin-1’in leiomyosarkom

gelisiminde rol oynadigini ve yeni bir biyobelirte¢ adayi olabilecegini sdyleyebiliriz.

Netrin-4 ve kanser iliskisini gosteren ¢alismalarin Netrin-1’¢ kiyasla daha kisith
oldugu izlenmistir. Mevcut ¢alismalarda da Netrin-4’{in kanser tiirii ve orijin aldig1
dokuya gore farkli rol iistlenebilecegi goriilmiistiir. Ornegin Lv ve arkadaslarinm mide
kanserli hastalarda yaptig1 ¢alismada, tiimdr dokusunda ve serum 6rneginde Netrin-4
seviyesinin Onemli dl¢lide arttig1; Netrin-4 ve reseptorii neogenin aracilik ettigi ve
multi-onkojenik yollarin daha fazla aktivasyonuyla mide kanseri hiicrelerinin
cogalmasini ve hareketliligini desteklegi, yiksek Netrin-4 seviyelerinin kisa bir

sagkalim ile korele oldugu tespit etmislerdir (114).

Bunun aksine Eveno ve arkadaslari yaptiklari ¢alismayla Netrin-4’lin asir1
ekspresyonunun kolorektal akciger metastazini ve bununla iligkili lenf nodu
tutulumunu azalttigin1 ayrica Netrin-4 asir1 ekspresyonunun, muhtemelen bir anti-
anjiyojenik etki yoluyla, cerrahi rezeksiyondan sonra tiimor niiksiinii ve metastazini

azalttigini gostermislerdir (142).

Benzer sekilde Reuten ve arkadaslari in vitro kanser hiicre hatlar1 ve in vivo fare
modellerinde bazal membranda kanserle iliskili fibroblastlar ve endotelyal hiicreler
tarafindan salgilanan Netrin-4 'in varligmin timor hiicresi istilasini ve metastazini

engelledigini gostermistir (143).
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Jinekolojik kanserler ve Netrin-4 arasindaki iligskiyi gosterir yalnizca bir ¢alisma
izlenmistir. Zhang ve ark. Netrin-4’ iin serviks kanseri dokusunda miR-192a igin bir
46 hedef oldugunu ve servikal kanser dokusunda, normal servikal dokuya kiyasla

down regiile oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizdaki RT-PCR sonuglarma gore Netrin-4 geninin  normal
myometrium dokusuna kiyasla, HTB-114 leiomyosarkom hiicre hattinda 65,34 kat
fazla eksprese oldugunu ve bu ekspresyon farkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu
tespit ettik. Ayrica yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, normal myometrium
dokusuna kiyasla HTB-114 leiomyosarkom hiicre hattinda hiicre ¢ekirdeginde yiiksek
derecede ve hiicre sitoplazmasinda ise orta derecede Netrin-4 ekspresyonunun
oldugunu izledik. Ayni1 Netrin-1 de oldugu gibi Netrin-4’lin de hiicre boliinmesi ve
kontrolsiiz ¢ogalma {izerinde etkili olabilecegi diisiinmekteyiz. Bu veriler 1s181nda
Netrin-4’tin leiomyosarkom gelisiminde rol oynadigini ve yeni bir biyobelirteg aday1

olabilecegini sOyleyebiliriz.

UNCSB, netrin ailesinin iizerinden etki gosterdigi reseptorlerden biridir ve
bir¢cok kanser yolaginda veya patofizyolojisinde etkin rol oynamaktadir. Tan ve ark.,
UNC5B-AS1’nin akciger kanser dokusunda yiiksek oranda eksprese oldugunu ve
UNC5B-AS1 ekspresyonu down regiile edildiginde adezyon, invazyon ve
migrasyonun inhibe oldugunu gostermistir (144). Benzer sekilde Fu ve arkadaslari
servikal kanser dokusunda ve hucrelerinde UNC5B-AS1’in up regiile oldugunu ve
UNC5B-ASI inhibisyonu ile serviks kanseri gelisimini hem in vivo hem de in vitro
olarak azalttigin1 gostermislerdir (145). Zeng ve arkadaslarinin over kanseri {izerine
yaptiklar1 ¢alismada da UNC5B’nin over kanseri dokusunda onkojenik bir gen olarak

davrandigi gosterilmistir (146).

Bizim ¢alismamizda da RT-PCR sonuglarina gére UNC5B geninin, HTB-114
leiomyosarkom hiicre hattinda normal myometrium dokusuna kiyasla 160,33 kat daha
fazla eksprese edildigi gozlendi. Immunohistokimyasal incelemede de normal
myometrium dokusuna kiyasla HTB-114 leiomyosarkom hiicre hattindaki hiicre
cekirdeklerinde yiksek derecede eksprese edildigi izlendi. Buradan UNCS5B’nin

leiomyosarkom olusumunda onkogenik bir gen olarak davrandigi soylenebilir.
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SONUGC

Sonug olarak ¢alismamizdan elde ettigimiz veriler 1s18inda Netrin-1, Netrin-4 ve
UNCS5B’nin leiomyosarkom gelisiminde etkili oldugunu, leiomyosarkomda yeni bir
biyobelirte¢ adaylar1 olabileceklerini sdyleyebilir ve bir proonkogen olarak goérev
aldiklarin1 diistinebiliriz. Bildigimiz kadariyla Netrin-1, Netrin-4, UNC5B ve
leiomyosarkom iligkisini degerlendiren calismamiz, bu alanda literatiirdeki ilk
calismadir. Calismamizin sonuglari molekiiler diizeyde leiomyosarkom arastirmasina

iliskin umut verici gortisler sunmaktadir.
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