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1.GIRIS

Endometriyum kanseri gelismis Ulkelerde kadinlar arasinda
en sik gozlenen jinekolojik kanserdir. Cogunlukla postmenapozal
kadinlarda gorulir ve yas arttikga seyri kotulesir. Kirk yagsindan dnce nadir
goéralir, 55-65 vyas arasinda goérulme sikhginda artis godzlenir.

Endometriyum kanseri uterus kanserinin %90’ini olusturur.

Eritropoietin (EPO) glikoprotein yapisinda bir hormon olup
hematopoietin ya da hemapoietin olarak da adlandirilir. Hematopoietik
hucrelerde, EPO reseptoru (EPOR) araciligiyla etkisini gostermektedir.
Eritroid hlcrelerde EPO/EPOR sinyalinin aktivasyonu proliferasyonun
uyariimasi, eritroblastlarin farklilasmasi ve apoptozun baskilanmasi gibi

birgok hlcresel olayla sonuglanir.

Hematopoietik doku diginda endotel hucrelerinin yuzeyinde,
akciger, beyin ve kadin ureme organlarinda da EPOR’ un ifade edildigi

belirlenmistir.

EPO ve EPOR sinyalinin tumor gelisimini etkileyen yeni bir
faktor oldugu duasunulmektedir. Bu yolagin timoérin olusumunda,

progresyonunda ve anjiyogenezinde dnemli rol oynadigi belirtiimektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, endometriyum kanseri hastalardan alinan
tumor ve normal dokular ile saglikli kontrollerden alinan endometriyum
orneklerinde EPO ve EPOR ‘un ifadesini mRNA ve protein duzeyinde

belirlemeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Uterusun Anatomisi

Uterus, alt bolgede serviks yukari bolgede korpus olmak
lizere iki kisimdan olusur '. Pelvis boslugunda yer alan uterusun korpus
kismi mesane Uzerinde yer alirken serviks kismi ise mesane ile rektum
2

arasinda yer alir Uterus vyaklasik 7-9 cm uzunlugunda, 3-4 cm

genisliginde ve 2-3 cm kalinhginda olup 100-120 g agirhigindadir °.

2.2. Uterusun Histolojisi

Uterus distan ige dogru perimetriyum (tunica serosa,
peritoneal epitelyum), miyometriyum (tunica muscularis) ve endometriyum

(tunica mucosa) tabakalarindan olusur °.

Seroza, periton uterus korpusu ve serviksin posteriorunu

orten kisimdir .

Miyometrium 1.5-2 cm genisligindedir ve uterus duvarinin en
genis tabakasidir 3. Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmis olan diiz kas
liflerinden olusur. DGz kas agi zor tanimlanan 4 farkl tabakadan olusturur.
Birinci ve doérduncl tabakalar esas olarak organin uzun eksenine paralel

olan kas liflerinden olusurken ortadaki tabakalar kan damarlarindan olusur
4

Endometriyum, bazal hicre tabakasi ve islevsel endometriyal
tabakadan olusur. islevsel endometriyum tabakasi tubular glandlari igeren
hiicresel bag dokusundan olusur >*. Endometriyum menstriiel siklusta aktif

olarak is gorir ve siklusun her asamasinda yapisinda degisiklikler olur 3.



2.3.Uterus Tiimorleri

Kadin dureme organlari olan vulva, vajina, serviks, uterus,
fallop tupleri ve overlerde gorulen kanserler genel olarak jinekolojik
kanserler olarak adlandiriimaktadir. Uterus kanserleri %90’1 uterus
epitelinden kdken alir ve endometriyal karsinom olarak siniflandirilir.
Geriye kalan kismini ise sarkom ve leiomiyosarkomlar olusturur.
Sarkomlar uterusun bag dokusundan gelisen tumorlerdir.
Leiomiyosarkomlar ise miyometriyum yapisini olusturan duz kas

hiicrelerinden gelisir .

2.4. Endometriyum Kanseri

Endometriyum kanseri kadinlar arasinda meme, akciger,
kolon kanserinden sonra en sik gorilen doérdincu kanser tartdur. Erken
evrede teshis edilmeleri nedeniyle genellikle prognozlari iyidir ©. Gelismis
lilkelerde ise jinekolojik kanserler arasinda ise en sik gdzlenen tiirdiir 2,
Diger kanser turlerinin gorulme sikligi ve 6lum orani son on yilda azalma
egilimi gosterirken, endometriyum kanseri gériilme sikhi§i artmaktadir ”°.
Endometriyum kanseri Saglik Bakanhidrnin 2003 yilina ait saglk
istatistikleri verilerine gore ulkemizde kadinlar arasinda en sik gozlenen
kanserler arasinda sekizinci sirada yer almaktadir. Gortilme sikhginin
%3.22 oldugu bildirilmistir ™.

Endometriyum kanseri gorulme sikhgdi etnik kdkenlere gore
farklilik gdstermektedir ®. Siyahlarda beyazlara gére %33 oraninda daha
az gorulmektedir. Ancak benign jinekolojik nedenlerle bu irkda
histerektominin fazla gériilmesi sonucu bu oran yanilticidir '2. Oliim orani

siyahlarda beyazlara oranla %80 daha fazladir ®'2,



Endometriyum kanseri 40 yasindan 6nce nadir gorulur, 55-65
yas arasinda gériilme sikliginda artis gozlenir '*. Endometriyum kanserinin
%10’u kalitsal, %90’1 sporadikdir ®.

Endometriyum kanseri gelisiminde gesitli risk faktorlerinin
oldugu bilinmektedir. Bu risk faktorleri arasinda nulliparite, ge¢ menapoz,
obezite, diyabet, polikistik over sendromu, tamoksifen kullanimi, atipik

endometriyum hiperplazisi gibi faktérler yer almaktadir’.

2.5.Endometriyal Kanserlerin Histolojik Siniflandirilmasi

Endometriyum  kanserinin %901  tipik endometriyal
adenokarsinomlaridir  ’.  Adenoskuaméz karsinomlar ise skuamoz
farkhlasma gosteren klasik endometriyal adenokarsinomlar olarak

siniflandiriimaktadir ™.

Papiller ser6z karsinom, berrak hucreli karsinom, papiller
endometrioid karsinom ve musin6z karsinom nadir gorullr ve geriye kalan

%10’luk kismi olusturur ™,

Endometriyum kanserinin iki patogenetik tipi oldugu

belirlenmistir  '°.

Endometriyal tumorler Ostrojen bagimli  gelisen
endometrioid adenokarsinomlarin yer aldigi Tip | karsinomlar ve geriye
kalan alt tipleri iceren Ostrojenden bagimsiz gelisen Tip Il karsinomlar

olarak iki grupta siniflandirilabilir "7,

Tip | endometriyum kanseri tUm olgularin %75' inde gorulur
ve atipik endometriyal hiperplaziden koken alir ¥ Tip Il endometriyum
kanseri ise genellikle yaygin gorulmeyen ileri yasta ortaya ¢ikan, ylksek
uterus disi metastaz riski olan, ser6z veya berrak hicre histolojisi

gosteren ve prognozu kéti olan gruptur '8,



Tip | ve Tip Il endometriyum kanserinin gelisiminde farkli
molekuler yolaklarin rolleri vardir. Her iki tipin molekuler profili birbirinden

farkhdir 119,

Tip | kanserler ozellikle hicre zarina baglh olan ve hucre
adezyonu ile sinyal iletiminden sorumlu genlerdeki genetik degisiklikler
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Protein kinaz enzimini kodlayan PTEN geninin
kaybi Tip | kanserlerin gogunda gorulmektedir. PTEN kaybina bagli olarak
hicre gocgu, hicre bolinmesinin ve apoptozun kontroli ortadan kalkar.
Ayrica Wnt sinyal yolaginin kayibi, DNA hasari, K-ras genindeki
mutasyonlar ve mikrosatellit kararsizligi gibi durumlar Tip | kanserlerin

gelisiminde gézlenmektedir '"'° (Sekil 1).

PTEN kaylbn
v v : v v
E:SEJ,C&\? Hucre gagi G1-2>8 fazina gegis Bclial;c;)r:trol
/
AI:F r ) | :iple:adnt;r:ftrital ¢ Wt yolag
1 N T
Mikrn:ﬂal_tgllli}hl;asrﬁ:izhgl mup:a_rsg;sanu h[;gl::l G-katenin

Sekil 1: Tip | endometriyum kanserinde g6zlenen molekiiler degisimler 2

Tip Il timorlerde ise p53 genindeki mutasyonlar daha sik
gozlenmektedir '"'°. Ayrica Her-2/neu miktarinin artisi, E-kaderin gen
kaybi ve p16 genindeki mutasyonlar Tip Il kanserin gelisiminde rol
oynamaktadir V' (Sekil 2).
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Sekil 2: Tip Il endometriyum kanserinde gézlenen molekiiler degisimler 20

Endometriyum kanseri evrelendirmesinde Uluslararasi
Jinekoloji ve Obstetrik Toplulugunun (FIGO) sistemi kullaniimaktadir 2'.
FIGO sisteminde miyometriyal invazyon, tumorun servikste gorulmesi,
adneksiyal kitle, peritoneal sitoloji ve lenf nodu metastazi gibi faktorler

degerlendirilen kriterler arasindadir %2,

2.6.Endometriyum Kanserinde Prognostik Faktorler

Tumor buayukluga, tumoérdn histolojik tipi, tumor derecesi,
miyometriyal invazyonun derinligi, lenf nodlarinin durumu, peritoneal
sitolojinin kanser hucreleri igin pozitif olmasi, ve adneksiyal veya Ust
abdominal metastazlarin varligi, ostrojen ve progesteron reseptorlerinin
tumor dokusundaki yuksek ifadesi, endometriyum kanserinin prognozunda

onemlidir 8 23,

Sinyal iletim yolaklarinda goérev alan proteinlerde olusan
yapisal ve ifade dulzey degisimleri kanser gelisiminde o6nemlidir.
Endometriyal neoplazi gelisiminde ¢ok sayida sinyal iletim yolaginin rol
oynadi§i bilinmektedir 2*. Bunlardan biri de EPO/EPOR yolagidir.



2.7. Eritropoietin (EPO) Proteini

EPO glikoprotein yapisinda bir hormondur ve hematopoietin
ya da hemapoietin olarak da adlandirilir 2>?”. EPO, eritroid énciillerinin
apoptozunu baskilayip, proliferasyonunu ve farklilagsmasini uyararak fetal,
neonatal ve yetigskin hayatta kirmizi kan hicrelerinin Gretiminin devamini
saglar %31, Yetiskinlerde EPO normalde ¢ogu bdbrekte, daha az oranda
karacigerde Uretilirken, fetal dénemde sadece karacigerde Uretilir 2.
EPO bdbregin korteks ve dis medullasinda bulanan peritubular fibroblast

32,33

benzeri tip 1 intersitisyal hucrelerinde Uretilir Bobregin aksine

karacigerde iki farkli hicre tipi (hepatositler ve Ito hucreleri) EPO

Uretmektedir 3334,

EPO moleklli G¢ tane N-bagl, bir tane O-bagh sekere

35

sahiptir *°. O-bagh sekerin dnemli bir iglevi yokken N-bagli sekerler

dolasimdaki EPO molekiiliinin kararlihdl acisindan gereklidir 3°°.

Glikozillerini kaybetmis EPO biyolojik olarak aktiftir ancak émru ¢ok kisadir
37

EPO’ nun reseptoru ile etkilesen 2 bolgesi vardir. Bu
bdlgelerden biri reseptorine yuksek ilgiyle baglanirken, digeri ise dusuk
ilgiyle baglanir. Bu bolgelerdeki meydana gelen degisimler baglanma

ilgisini etkilemektedir *.

2.7.1. EPO Geni

EPO geni 7921’'de yerlesmistir ve 5 eksondan olusur.
Memeliler arasinda EPO’ nun nikleotit ve amino asit dizilimleri ylksek

oranda korunmustur .



Anemi ve sonrasinda gelisen doku hipoksisine bagh olarak
EPO mRNA diizeyi artar “°. EPO geninin oksijene bagimli kontroliinde,
genin 3’ ucunda 2 bg ile birbirinden ayrilmis olan 2 adet hipoksi yanit

elementi (HRE) énemlidir *'.

EPO geninin karaciger ve bodbrekte ifade edilmesinden
sorumlu olan kontrol dizileri tanimlanmigtir. Buna goére, EPO geninin
karacigerde hipoksik kosullarda uyarilmasini saglayan kontrol dizileri
genin kodlayan boliumuanun 0.4 kb yukari bolgesi ile 0.7 kb asagi bolgesi
arasinda yer almaktadir. Genin 3' kisminda bulunan enhancer hem HIF-1a
baglanma dizisi olan HRE hem de hepatik nukleer faktor 4 (HNF-4) igin
baglanma dizisi igerir *2. Genin yukari bdlgesinde -0.4 kb ile -6 kb arasinda
olan bdlgede negatif diizenleyici olarak is géren kontrol dizisi bulunur *.
EPO geninin bobrekte ifadesini yoneten dizi ise genin yukari bolgesinde -

9.5 kb ile -14 kb arasinda yerlesmistir 4.

EPO geni 193 amino asit'den olusan &ncul bir polipeptit
sentezler. Polipeptidin amino ucundaki 27 amino asitlik lider dizinin
kesilmesiyle 166 amino asit uzunlugunda iglevsel bir protein olusur.
Ancak, rekombinant insan EPO geni, Cin hamster over (CHO) hicre
hattinda sentezlettirildiginde 166. argininin olmadigi ve 165 amino asit’
den olustugu belirlenmigtir. Plazma da yer alan EPO’ nun da 165 amino
asitden olustugu saptanmigtir. Ancak bu olusumun mekanizmalari

bilinmemektedir. EPO geni, 30.4 kDa’ luk bir protein sifreler *'.

2.8. Eritropoietin Reseptor (EPOR) Proteini

EPOR proteini  EPO’ nun hicre zarinda yer alan

reseptorudur. EPO hucrelerde iglevini transmembran 06zellikteki bu
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reseptdr araciliglyla gosterir “**°. EPO ve EPOR etkilesimi oldukga
dinamiktir ve EPOR hiicre yiizeyine hizli bir sekilde tasimir *. Ancak
sentezlenen EPOR proteininin %1’ inden daha azi hlcre yuzeyine
tasinmaktadir *®. EPOR’ un kinaz aktivitesi olmamasina ragmen

sitoplazmik tirozin kinazlara baglanir ve uyarir 4°°,

EPO reseptorii sitokin reseptér siiper ailesinin tyesidir °'. Bu
aile Gyeleri genel olarak hidrofobik transmembran bolge ile sitoplazmik ve

hiicre disi bolgelere sahiptir %23

Reseptorin hicre diginda yer alan bdlgesi 225 amino
asitten olusur ve korunmus sistein birimleri ile WSXWS motifini igerir °%°3.
Bu motif EPOR' un ligand baglamasinda internalizasyonunda ve sinyal

iletiminde onemlidir **%°

. Bu bolgede ayrica iki tane fibronektin tip IlI
benzeri motif bulunur. Bu bdlgeler birbirine 6 halka yapisi ile baglanmig
olan 7 tane beta zincirinden olusur. Beta zincirlerini birbirine baglayan
halkalari olusturan amino asitlerden bazilari EPO’ya baglanmada
onemlidir °°. Bu bélgenin karboksi (C) ucunda dimerizasyon bélgesi de
tanimlanmigtir ve EPO' nun baglanmasi ile molekul yapisal bir degisiklik

gecirerek hiicre icinde sinyal iletimini baslatir >’.

Reseptorin sitoplazmik kismi ise 236 amino asitten olusur ve
Box1 ile Box2 motifleri bulunur. Box1 motifi JAK2 kinazin reseptore
baglanmasi icin gereklidir °®°°. Sitoplazmik kisimda ayrica internalizasyon
fosforilasyon ve aktivasyon icin gerekli bdlgelerde bulunur ®°. Sinyal iletimi
sonrasi EPOR hicre icine alindiktan sonra proteozomlarda ve

lizozomlarda yikilir .



2.8.1.EPOR Geni

1990’ da Winkelmann ve ark. tarafindan 19p13.3’de yerlestigi
bulunmustur ®2. 508 amino asitden olusan 66 kDa’luk protein sifreler .
1991 yilinda insan EPOR geninin 8 eksondan olustugu ve 6 kb’lik bolgeye
yerlestigi gosterilmistir. ilk 5 ekson hicre disi bdlgeyi, 6. ekson
transmembran bdlgeyi ve 7 ile 8. eksonlar ise sitoplazmik bolgeyi sifreler
® EPOR geninin 5' ucunda GATA1 ve SP1 kontrol dizileri bulunur .
Ayrica CCACC kontrol motifi de +79 ile +175. nikleotitler arasinda yer

almaktadir .

2.9. EPO ve EPOR Sinyal Yolagi

Hematopoietik sistemde EPO/EPOR sinyal yolaginin aktif
oldugu bilinmektedir. Bu sinyal yolagi, eritroblastlarin farklilasmasi ve

cogalmasi, sagkalimin uyarilmasi icin gereklidir®’.

EPO, reseptorine baglandiginda dimer olusturarak yapisal
bir degisim gecirir. Bu yapisal degisiklik sonucu iki reseptor alt birimi ile
iligkili olan Janus kinaz 2 (JAK2) enzimleri yaklasarak birbirlerini fosforile
ederler. Fosforillenmis JAK2 molekulleri eritropoietin  reseptérinin
sitoplazmik bdlgesinde yer alan tirozin amino-asitlerini fosforiller.
Aktiflesmis JAK2 SRC homoloji 2 (SH2) bdlgesi iceren ¢cok sayida farkl

ikincil haberci molekiili ile etkilesebilir ® (Sekil 3).
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Sekil 3: Eritropoietin’ in reseptorii ile etkilesimi

2.10. EPO ve EPOR’ un Eritropoezdeki Roli

Eritropoez — kirmizi kan hucresi eritrositlerin yapimi-, kemik
iliginde ya da karacigerde gerceklesir. Kirmizi kan hucrelerinin (RBC)
goérevi akcigerlerden O, tasinmasini ve tum dokulara iletiimesini

saglamaktir

. Eritropoez, oksijen tasima kapasitesinin arttirlmasinda
onemli rol oynar 0 Kirmizi kan hiicrelerinin olusumu cesitli asamalardan
sonra gergeklesir. Oncelikle erken hematopoietik dnciiller eritroid serideki
erken dénem hiicrelerine (BFU-E) farklilasir ”'. BFU-E hiicrelerinde EPOR
ilk defa gorulurken EPO bu dénemde gerekli degildir. Daha sonra ise BFU-
E hdcreleri eritroid serideki ge¢ donem hucrelerine (CFU-E) donusur. Bu
hacreler igin EPO yasamsal 6nem tasimaktadir ve EPOR sentezini de
arttirmaktadir ">, EPO’ nun sirekli uyarilmasi hiicrelerin retikiilositlerin
cekirdeksiz formu olan eritroblastlara farklilasmasini tetikler. Sonraki 5 gun
icerisinde ise retikulin kaybi gergeklesir ve olgun kirmizi kan hucreleri
olusur. Retikulositler ve RBC ‘ler EPOR sentezini durdurur ve hucreler

EPO cevabina bagimli olmaktan cikarlar ™

EPO kemik iliginde tek basina eritropoezi uyarmaz. EPO aracil

eritropoezde farkli molekiillerin de gérev aldigi bilinmektedir "
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Sekil 4: Eritropoezin kontrolu

Oksijenin azalmasi sonucunda bobrek hucrelerinde bulunan
oksijen sensorleri aracihigiyla EPO geni uyarilir. Sonug olarak EPO ifadesi
parakrin etki gostererek kemik iligindeki eritrosit oncullerini uyarir ve

eritrosit yapimini tetikler "®. (Sekil 4).

IL-3 ve EPO gibi hematopoietik sitokinler hematopoezin
konrolunden sorumludurlar ve STAT5, PISK/AKT ve Ras/MEK/ERK sinyal
yolaklarini aktive ederler’”. PI3K’ nin hematopoietik hiicrelerde yiiksek
dizeyde ifade edildigi gdzlenmistir. Hematopoietik hucrelerin sitokinle
uyariimasi IL-3 reseptorinde PI3K baglanma bolgesi olusturarak PI3K’ nin
hizli bir sekilde aktivasyonuna yol acgar ’®. Ayni zamanda STAT5A ve
STATS5B’ nin hematopoietik hlcrelerin sagkalimi ve proliferasyonunda
onemli rol aldigi bilinmektedir "°. Sekil 5'de 6zetlendigi gibi EPO/EPOR
sinyal iletim yolagi farkh ikincil habercileri uyararak farkl hiicresel cevaplar

olusturur.
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2.11. EPO ve EPOR’ un Diger Dokulardaki Rolleri

Yapilan calismalar EPO ve EPOR molekdllerinin
hematopoietik olmayan c¢esitli dokularda (beyin, kalp, kan damarlari,
gastrointestinal dokular, dalak, pankreatik adaciklar, testis, uterus,
plasenta ve meme epitelyum hiicreleri) ifade edildigini gdstermistir >80,
Farkli organlarda Uretilen bu EPO molekulleri arasinda yapisal ya da

islevsel olarak farkli olan bir varyant tanimlanmamistir 8.

EPO mRNA’ si insan ve fare beyinlerinin korteks ve
hippokampus bdlgelerinde siirekli ifadelenir %. Hiicresel diizeyde néronlar
ve astrositler serebral EPO' nun esas kaynagidir ve kan-beyin bariyeri ile
sistemik dolasimdan ayrilmistir 2% Gelisimsel olarak EPO iretiminde

88

onemli degisikliklerin olmadigi bildirilmigtir Merkezi Sinir Sistemin
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(MSS)’ de surekli EPO ifade edilmesinin kontrolinu saglayan enhancer
gibi dokuya 6zgu kontrol dizileri bilinmemektedir. Serebral EPO’nun iglevi
olarak endokrinden-daha c¢ok parakrin etkili olabilecegi dusunulmektedir.
iskemi ve hipoksiye karsi endojen olarak koruyucu olarak is gérdiigii gibi
néronal hiicrelerin sag kalimi igin nérotrofik faktdr olarak islev gorir 5628,

Noronal kdk ve progenitor hicrelerin gogalmasini ve farklilagsmasini uyarir
88,89

EPO mRNA ifadesi akciger, dalak, testis ve plasenta da
tanimlanmisgtir ancak akciger ve dalaktaki ifade duzeyi dusuktir. Bu
organlarin bolgesel ve sistemik EPO homeostazi Uzerindeki roli tam
olarak bilinmemektedir. Ancak testis dikkate alindiginda testis-kan bariyeri
nedeniyle beyinde oldugu gibi endokrin etkiden ¢ok parakrin etki

gosterebilir *°.

EPO kalpte miyositler ve fibroblastlar Gzerinde anti-apopitotik

etki gosterir °' 92,

Fare uterusunun d&strojen varhginda EPO VE EPOR
mRNA’sini ifade ettigi belirlenmistir . Saglikli insan uterusunda EPO ve
EPOR duzeyini arastiran tek ¢alismada menstriel dongu boyunca her ikKi
genin  mMRNA dulzeylerinin degistigi  gOsterilmistir. Her ki proteinin
miktarinin proliferatif fazda artmaya basladigi ve sekretuar fazda ylksek

miktarini korudugu belirlenmistir &'

2.12. EPO ve EPOR Proteinlerinin Tiumor Dokularindaki
Rolleri

EPO/EPOR yolaginin diyabetik retinopati ve kanser gibi
patolojik anjiyogenezde etkili oldugu gdsterilmistir . EPO ve EPOR’ un
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cesitli tumor dokularinda ifade edildigi belirlenerek, kanser geligsiminine

neden olabilecegi dnerilmistir %%,

EPO molekult tumor gelisiminde onemli bir faktor olan
hipoksik kosullardan etkilenmektedir ve dolagimdaki dizeyi artmaktadir.
Ayni zamanda EPO, VEGF gibi anjiyojenik molekdiller ile artan HIF-1a

97

tarafindan induklenir Ozellikle EPO neoanjiyogenez, kanser

hiicrelerinin sagkalimi ve timér gelisiminde énemli rol oynamaktadir “°.

Meme ve servikal kanser hicre hatlarinda yapilan galigmalar
sonucunda EPO veya EPOR sinyalinin tumor progresyonunu etkileyen
yeni bir faktdr olabilecegi belirtilmistir %
kanserlerinde yaptiklari bir calismada EPO/EPOR/STATS yolaginin aktif

oldugunu gostermiglerdir % Meme kanseri hiicrelerinde yapilan galismalar

. Lai ve ark. bas ve boyun

sonucunda eritropoietin’in etkisini MAP kinaz bagimli yol araciligiyla
gosterdigi belirlenmistir '®°. Ayrica hamster over hiicrelerinde MAP kinaz
bagimh yolagin disinda PI3K araciligiyla sinyal iletiminin gergeklestigi

91" jnsan melanom hiicre hattina yapilan baska bir

gOsterilmigtir
¢alismaya gore rekombinant EPO uygulamasi sonucu EPOR’ un arttigi ve
PI3K/AKT yolaginin aktifleserek sagkalimi arttirdigi gézlenmistir ' (Sekil

5).
2.13. EPO’nun Klinikte Kullanimi

Anemi, kanser hastalarinda bagimsiz bir prognostik faktordir
193 Kronik hastaliklarda gériilen anemiye ek olarak beslenme yetersizligi,
kanama, hemoliz ve kemoradyoterapi anemiye neden olmaktadir " EPO’
nun eritropoezi uyarma yetenegi, anemi ile seyreden kronik hastaliklarda
EPO’ nun Klinik kullanimina olanak saglamaktadir. Birgcok kanser tipinde
rekombinant EPO (rHUEPO) tedavi amacli kullanilabilmektedir "°. Epoetin-
a, epoetin-B ve darbepoetin-a gibi rHUEPO kullanimi tedavi goren

hastalarin yasam Kkalitesinin yukselmesi ve hemoglobin duzeylerinin
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artmasina yardimci olmaktadir. Ayni zamanda rHUEPO kullanimi anemik
kanser hastalari i¢cin onemli olan kan transflizyonunun daha az
kullaniimasini saglamaktadir '°*'7. Birgok klinik calismada anemik kanser
hastalarinda rHUEPO kullaniminin hastalarin sagkaliminda énemli etki
gosterdigi gozlenmistir. Kemoradyasyon ve rHUEPO birlikte kullanimi
skuamoz hucre karsinomlarinda kontrollere oranla sagkalim oranini

onemli derecede arttirmistir '%.

rHUEPQO’ nun anemik kanser hastalarindaki faydalarinin yani

sira cesitli yan etkilerinin oldugu da bilinmektedir '°*"'°. Ornegin

11

kemoterapi alan meme kanseri hastalari ''° ve radyoterapi alan bas ve

boyun kanserli '%°

hastalara rHUEPO terapisi uygulandiginda sag kalim
oraninin dastugu ve tumor buyumesinin gergeklestigi gorulmastir. Ayrica,
meme kanserli hastalarda derin vendz trombozu insidansinda artis
g6zlenmistir.  Bunun nedeninin  timor hicrelerinde EPOR  varligi

olabilecegi dnerilmistir '"".

Son zamanlarda renal kanser gelisimindeki EPO sinyalinin

parakrin ve otokrin rolii oldugu bilinmektedir "2,

Sekil 6’ da gosterilen
modele gobre bdbrek hilcrelerinde uUretilen ya da disaridan alinan EPO
sistemik dolasim araciligiyla reseptorune baglanir. EPOR, otokrin/parakrin
etkiyle damar endotel hucrelerinde anjiogenezi, tumor hucrelerinde

proliferasyon ve metastazi uyarirken, apoptozu baskilayabilir ¢,
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Sekil 6: EPO'nun Otokrin/Parakrin Etkisi 76

Bu bilgiler 1s1ginda, genel olarak EPO/EPOR molekullerinin
ve aktiflestirdigi sinyal yolaklarinin hematopoetik dokularda ve diger
dokularda normal hucresel iglevlerin gerceklesmesi igin gerekli oldugu
go6rilmektedir. EPO/EPOR’ un normal etkilerine ek olarak timaor hicreleri
ve dokularinda yapilan in vivo ve in vitro calismalar, EPO/EPOR’ un
kanser hucrelerinin ¢gogalmasinda ve anjiogenezde de etkili oldugunu

gOstermigtir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, endometriyum tUmor hicreleri
ile saghkh hucreler arasinda EPO, EPOR’ un mRNA dizeyinde ifade
farkhligi olup olmadiginin kantitatif olarak belirlenmesini ve bu sonuglarin

protein dizeyinde de dogrulanmasini amagladik.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Arag ve Geregler

3.1.1.Cihazlar

Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

Homojenizatér (T10 Basic Ultra-Turrax, IKA-Werke, Almanya)
Spin vorteks ( Biosan FV-2400, Rusya )

Kuru isitici blok (Biosan TDB-120, Rusya)

Masaustl mini sogutmali santriflij (Hettich Mikro 22R, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, ABD )
pH metre (pH422, WTW, Almanya)

Mikropipetler (Beta-Pette™ B.10, B.100, B.1000, CLP, ABD)
Derin dondurucu (-86 °C) (Sanyo MDF-U53865, Japonya)
Derin dondurucu (-30 °C) (Sanyo MDF-U333, Japonya)
Guvenlik Kabini (DanLaf VFRS 1206, Danimarka)

Azot tanki (Air liquide GT21, Fransa)

Otomatik Is1 Déngl Cihazi (Thermo Hybaid PCR-sprint, ABD)
Real time PCR cihazi (Roche LightCycler, Almanya)

Guc¢ kaynagi (Thermo 3000P, ABD)

Dikey elektroforez tanki (CBS Scientific DSG-190-02, ABD)
Elektroblotting tanki (CBS Scientific EBU-102P, ABD)

Jel goruntileme sistemi (Kodak Gel Logic 100, Aimanya)
Calkalayici (Biosan Multi Bio 3D, Rusya)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Tris-HCI (Sigma, ABD)
KCI (Sigma, ABD)
MgCl, (Merck, Almanya)



CaCl; (Merck, Almanya)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma, ABD)
Sodyum hidroksit peleti (Merck, Almanya)

Serum fizyolojik (Eczacibasi, Turkiye)

Steril distile su (Eczacibasi, Turkiye)

DEPC'li (Dietilpirokarbonat) su (Biological Industries, israil)

Kloroform (Amresco, ABD)

izopropanol (Amresco, ABD)

Saf etanol (Carlo Erba, italya)

DNaz | rekombinant (Roche, Almanya)

TagMan Master mix (Roche, Almanya)

EPO, EPOR ve GAPDH primerleri (Tibmolbiol, Aimanya)

EPO, EPOR ve GAPDH LNA problari (UPL, Roche, Almanya)

EPO primer antikoru (H-162), EPOR primer antikoru (M-20), B-aktin
primer antikoru (#4967, Cell Signaling Technology, ABD)

HRP bagh anti-rabbit 1gG sekonder antikoru (#7074, Cell signaling
Technology, ABD)

Protein molekuler agirlik belirteci (Chemiluminescent BlueRanger,
Pierce/Thermo Scientific, ABD)

Kodak GBX Developer/Replenisher (Sigma, ABD)

Kodak GBX Fixer (Sigma, ABD)

NaCl (Sigma, ABD)

Na;HPO, (Sigma, ABD)

NaH,PO,4 (Sigma, ABD)

Tris bazi (Sigma, ABD)

Akrilamid (Amresco, ABD)

Bisakrilamid (Amresco, ABD)

TEMED (Amresco, ABD)

Amonyum persulfat (Amresco, ABD)

19



Sodyum deoksikolat (Gerbu, Almanya)

Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Sigma, ABD)

NP-40 (Gerbu, Almanya)

Tween-20 (Gerbu, Almanya)

B-merkaptoetanol (Merck, Almanya)

Gliserol (Gerbu, Almanya)

Brom fenol mavisi (Merck, Almanya)

Glisin (Gerbu, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

BupH™ Tris-Glycine Buffer Pack (Pierce/Thermo Scientific, ABD)
CL-XPosure Film (Pierce/Thermo Scientific, ABD)

Restore™ Western Blot Stripping tamponu (Pierce/Thermo Scientific,
ABD)

StartingBlock™ (TBS) Blocking Tamponu (Pierce/Thermo Scientific,
ABD)

Halt™ Protease Inhibitor Single-Use Cocktail (Pierce/Thermo
Scientific, ABD)

Ponceau S Boyasi (Applichem, Almanya)

Nitroseliloz Membran (Pierce/Thermo Scientific, ABD)

Whatman 3MM filtre kagidi (Whatman, ingiltere)

3.1.3. Kitler

peqGOLD TriFast™ Dokudan RNA izolasyon kiti (Peglab, Erlangen,
Almanya)

Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)

BCA Protein Assay (Pierce/Thermo Scientific, ABD)

Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce/Thermo
Scientific, ABD)
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3.2. (Cozeltilerin Hazirlanigi

3.2.1. 1 M Tris (pH 8.0) Stok Cozeltisi

1.211 g Tris baz tartiip son hacim 10 ml olacak sekilde
distile su igerisinde ¢ozuldu.

3.2.2. % 10’ luk Sodyum Deoksikolat Stok Cozeltisi

1 g Sodyum deoksikolat tartilip 10 ml distile su icerisinde

¢Ozuldl. Isiktan korunarak saklandi.

3.2.3. % 20’ lik Stok SDS Cozeltisi

10 g SDS tartilip son hacim 50 ml olacak sekilde distile suda

¢Ozulda.

3.2.4. % 10’ luk Stok SDS Cozeltisi

1 g SDS tartihp son hacim 10 ml olacak sekilde distile su

icerisinde ¢ozuldu.

3.2.5. %1’ lik Brom Fenol Mavisi

0.05 g Brom fenol mavisi tartilarak son hacmi 5 ml olacak

sekilde distile su igerisinde ¢ozuldu.

3.2.6. RIPA Tamponu

icerigi 150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH: 8.0), %0.5 Sodyum
deoksikolat, %0.1 SDS, %0.1 NP-40 seklindedir. RIPA tamponunun
hazirlanmasinda 0.438 g NaCl, 1M Tris bazindan (pH: 8.0) 2.5 ml, %10’
luk Sodyum deoksikolat stok c¢oézeltisinden 2.5 ml, %10’ luk stok SDS
¢Ozeltisinden 0.5 ml ve 0.5 ml NP-40 alinarak son hacim 50 ml’ ye distile

su ile tamamlandi.
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3.2.7. 5X Elektroforez Tamponu

Son konsantrasyonu 125 mM Tris bazi, 960 mM Glisin ve
%0.5 SDS icerecek sekilde hazirlandi. Cozeltinin pH’ si 8.3 olacak sekilde
ayarlandi. 5X elektroforez tamponunun hazirlanmasi i¢in 7.57 g Tris bazi,
36 g Glisin ve %20’ lik stok SDS ¢o6zeltisinden 12.5 ml alinarak son hacim

distile su ile 500 ml’ ye tamamlandi.

3.2.8. 1X Elektroforez Tamponu

5X elektroforez tamponundan 200 ml alinarak 1000 ml’ ye

distile su ile tamamlandi.

3.2.9. Laemmli (2X) Tamponu (YUkleme tamponu)

icerigi %4 SDS, %10 B-merkaptoetanol, %20 Gliserol,
%0.004 Brom fenol mavisi, 0.125 M Tris-HCI seklindedir. Cozeltinin pH’ si
6.8 ‘e ayarlanir. Laemmli (2X) tamponunun hazirlanmasi i¢in %10’ luk stok
SDS ¢odzeltisinden 4 ml, B-merkaptoetanolden 1 ml, Gliserol 2 ml, %1’ lik
stok Brom fenol mavisinden 40 ul ve 0.197 g Tris-HCI karistirilarak son

hacim 10 ml’ ye distile su ile tamamlandi.

3.2.10. Transfer Tamponu

Bir adet BupH™ Tris-Glycine Buffer paketi 400 ml distile su
ile 100 ml metanol igerisinde ¢6zuldl. Bunun sonucunda olusan karigim
25 mM Tris bazi ve 192 mM Gilisin (pH 8.0) icermektedir.

3.2.11. Membran Bloklama Cozeltisi

20 ml StartingBlock™ (TBS) Bloklama tamponu igerisinde
son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde 20 ul Tween-20 eklenerek

hazirlandi.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP)
tarafindan desteklenen 01/2007-27 kodlu bu galisma universitemiz yerel
etik kurulu tarafindan onaylandi. Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali ve Dr. Zekai Tahir Burak Kadin
Saghgr Egitim ve Arastirma Hastanesi, Jinekolojik Onkoloji Bélimi’'nde
endometriyum kanseri tanisi alan 51 birey ¢calismaya dahil edildi. Saglikl
kontrol grubunu ise 6’si premenapozal, 5’i postmenopozal olmak Uzere
11 gonulli olusturdu. Tum hastalar ve saglhkh goéndlliler calismaya
alinmadan Once arastirma konusunda bilgilendirildi. Tum olgulardan

aydinlatiimig onamlari alindi.

3.3.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Histerektomi sonrasinda endometriyum kanseri hastalarinin
tumorli ve normal dokularina ait 6rnekler patolog tarafindan alinarak,
herbir doku RNA ve protein izolasyonu yapiimak Uzere 2 parcaya ayrildi.
Kontrol grubunda orneklemelerin tamami steril pipelle kandlu ile yapildi.
Ornekleme sonucu elde edilen doku Ug¢ esit pargaya ayrildi. Parcalardan
ikisi RNA ve protein izolasyonu icin ayrilirken, kalan parca Noyes '*
kriterlerine gore endometriyal gunlendirme yapilmasi icin patolojiye
gonderildi. Postmenopozal bireylere ait érnekler patoloji sonucuna gore
herhangi bir endometriyal anormallik gozlenmedigi durumlarda c¢alisildi.
Protein ve RNA izolasyonu igin mikrosantrifij tiplerine alinan érnekler sivi

azot tankina aktarilarak galisilincaya kadar -80 °C’ de saklandi.
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3.3.3. Endometriyum Dokusundan Total RNA Saflastiriimasi

Endometriyum doku drnekleri steril petride serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (60 mg - 100 mg)
bayuklUklerde steril bisturi ile kliguk pargalara ayrildi. DNaz ve RNaz
icermeyen 1.5 ml’ lik ependorf tuplerine alinan doku ornekleri hizli bir
sekilde sivi azot icinde donduruldu. Ornekler izole edilinceye kadar - 80
°C’ de sakland.

Doku orneklerinden total RNA saflastirma islemi peqGOLD
TriFast™ dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan
protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile iglemler

guvenlik kabininin i¢cinde gerceklestirildi.

1- 1.5 ml' lik ependorf tup iginde bulunan 50-100 mg arasindaki
dokularin Uzerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve
homojenizator ile pargalandiktan sonra oda sicakliginda 5 dk
bekletildi.

2- 200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karigtirildi ve 10 dk oda
sicakliginda tutuldu.

3- Ornekler 11.000 rpm’'de 5 dk 4 °C’ de santriflj edildi. Santrifij
sonunda karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve
ustte renksiz sivi faz olmak Uzere Ug¢ faza ayrildi.

4- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf tiipline aktarildi ve lizerine
500 ul izopropanol eklenip karistirildi.

5- Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4 °C’ de
santriflij edildi. Ust sivi atildI.
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6- DNA kontaminasyonunu engellemek icin 60 ul DNaz (ug basina 5U
DNaz), 300 ul DNaz Buffer | ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk
37 °C’ de bekletildi.

7- Orneklerin tzerine 300 ul 25mM EDTA eklendi ve 65 °C’ de 10 dk
bekletildi.

8- 13.000 rpm’'de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan
ust sivi atildr.

9- 1000 pl %75’ lik alkol (taze hazirlanir) eklenerek, 12.500 rpm’de 10
dk 4 °C’ de santriflij edildi. Cokeltiye dokunmadan Ust sivi atild.

10- COokelti Uzerine tekrar 1000 pl %75 lik alkol eklenerek, 12.000
rom’de 10 dk 4 °C’ de santrifij edildi. Cokeltiye dokunmadan (st
sivi atildr.

11- Cokelti kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPCIli su ile sulandirildi.

Caligma ginine kadar -80 °C’ de sakland..

3.3.4. cDNA Sentez Tepkimesi

Elde edilen RNA'larin saflik ve miktar degerleri NanoDrop
ND-1000 spektrofotometre cihazinda olgulerek belirlendi. Primer olarak
random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA
sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

miktarlari Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1: RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl,) 4 ul
dNTP 1mM 2l
Random hegzamerler 60 uM 2 ul
RNaz inhibitori 20 Unite (V) 0.5l
Ters Transkriptaz 10U 0.5 ul
Total RNA 1 g 1 ug olacak sekilde

RT-PCR karisimi  ince c¢eperli 0.2 ml" lik taplere

hazirlandiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi.

3.3.4.1. RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongl cihazi asagida belirtilen programa

ayarlanarak elde edilen RNA’lardan cDNA elde edildi.

Sicaklik Sire Doéngu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 déngu
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 doéngl
inaktivasyon 85°C 5 dk 1 déngl
Sogutma 4°C - 1 dongl

Tepkime sonrasi cDNA oOrnekleri Real Time PCR’da

kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklandi.
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3.3.5. Real Time PCR Reaksiyon Verimliliginin Kontroll

Elde edilen cDNA’ lardan 5 dillisyon serisi olusturdu ve EPO,
EPOR, ve GAPDH icin bu dilusyonlardan Real Time PCR yapilarak

reaksiyonlarin verimliligi belirlendi.

3.3.6. EPO, EPOR Genlerinin ifade Diizeylerinin Real-Time

PCR ile Degerlendiriimesi

EPO, EPOR, genlerinin ifadesinin kantitatif degerlendirmesi
icin Light Cycler™ (LC) cihazi kullanildi. Amplifikasyonlar 10 pl toplam
tepkime hacmi icerisinde, cDNA, bdlgeye 6zgu primerler, UPL TagMan
probu ve LC TagMan Master mix kullanilarak gergeklestirildi. EPO, EPOR,
gen ifadelerini normalize etmek icin elde edilen cDNA 6rnekleri, GAPDH
genine 6zgu primer ve UPL TagMan probu kullanilarak da calisildi. Tum

cDNA oérnekleri her Gg gen igin de ikiser kez galisildi.

3.3.6.1. EPO Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

EPO genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki

yerlesimleri Sekil 7’ de gdsterildi.

EPOF 5- TCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTA-3’
EPOR 5’- CCCTGCCAGACTTCTACGG -3’
58 numarali prob dizisi: 5’-GGATGGAG-3’
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P PTemm u ewe m o e mrTeT o T TS _ e

£4]l ATGEAGGTCGEGCAGCAGGCCGTRAGRAGTCTGECAGGFOCTGGCCCT GCTGT CoGAAGCT

Sekil 7: EPO mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lzerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000252723 giris no’lu dizi).

(Translasyon baslangi¢ niikleotidine gore numaralandiriimistir).

Sekil 77 de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR
tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini hazirlamak igin

kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2'de gdsterilmistir.

Tablo 2: EPO Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 ul
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
EPO PrimerF (10 pmol/pul) 2.5 pmol 0.25 pul
EPO PrimerR (10 pmol/pul) 2.5 pmol 0.25 ul
EPO TagMan prob (100 pmol/pul) 10 pmol 0.1 ul
TagMan mix (10x) 1Xx 1yl
cDNA - 1l
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3.3.6.2. EPOR Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

EPOR genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 8'de gosterildi.

EPORF 5-TTGGAGGACTTGGTGTGTTTC-3’
EPORR 5-AGCTTCCATGGCTCATCCT-3’
69 numarali prob dizisi: 5-GGAGGAAG-3’

121 TTECTGECGGCCCGEEEGCCCGARGAGCTTCT GTGCT TCACCGAGCGGTTEEAGEACTTR

131 GIGIGITICTGEEAGEALGOGECGRAGCGCTEEGETGEGCCCGGECARCTACAGCTTCTOC
I e e e _ar

2" —Faalranly—2a

241 TACCRGCTCGRGER

[GAGCCAT GERAGCTGTGTCGOCTGCRCCA

Sekil 8: EPOR mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lzerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000222139 giris no’lu dizi).
(Translasyon baglangi¢ niikleotidine gére numaralandiriimigtir).

Sekil 8’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time
PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’de verilmigtir.
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Tablo 3: EPOR Real-time PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 pl
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
EPOR PrimerF (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
EPOR PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
EPOR TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 ul
TagMan mix (10x) 1x 1 ul
cDNA - 1Ml

3.3.6.3. GAPDH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daKki

yerlesimleri Sekil 9'de gosterildi.

GAPDHF 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
GAPDHF 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
60 numarali prob dizisi: 5-TGGGGAAG-3’

61 TCITCITTIGCGICGCCAGCOGAGCCRACATCGCTCAGRACAOCATGGEGARGGTCGARGGTC
3" -TGEEGRAAG-3"
121 GEAGTCRRCGEATTTGEICCTATIGEECGCCT G TCACCASGGCTGC TITTARMCTCTGET

Sekil 9: GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uizerindeki yerlesimi. (Referans: ENST00000229239 giris no’lu dizi).

Sekil 9'de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time
PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’de gdsterildi.
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Tablo 4: GAPDH Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0 - 6.2 pl
MgCl, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
GAPDH PrimerF (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 pl
GAPDH PrimerR (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 pl
GAPDH TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 ul
TagMan mix (10x) 1x 1ul
cDNA - 1 Ml

Real-time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra kapiller
tuplere dagitildi ve Uzerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tupler 3000-5000
rom’de 10 sn santrifij edildi. Tupler yerlestirildikten sonra LC cihazinda
asagida belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi
gergeklestirildi. EPO, EPOR ve GAPDH genleri icin ayni PCR programi

kullanild.
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EPO, EPOR ve GAPDH LC Deney Programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongililer 1

Analiz Modu -
Sicakhk Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicakhk (°C) 95
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongtiler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklk Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0

Program 3. Sogutma
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Program Verisi Deger

Doénguler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 30 sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu herbir bireye ait EPO, EPOR ve GAPDH
genleri mRNA ifade dlzeyini gdsteren crossing point (Cp) degerleri
belirlendi. EPO, EPOR genlerinin ifade duzeyleri GAPDH’ e gore

normalize edildi.

3.4. Western Blot (WB) Yontemi

Endometriyum kanseri hastalarinin timoér ve normal doku
ornekleri ile saglikli bireylere ait endometriyal biyopsilerden ve EPOR
ifadesinin pozitif oldugu bilinen normal bobrek dokusu ile renal hicreli
kanser tumoér dokusundan protein izole edildi. EPO ve EPOR proteinlerinin
dokulardaki ifadesinin varligi Western blot yontemiyle belirlendi. Bunun
icin oncelikle B-aktin proteini WB yontemi ile gosterilerek protein
izolasyonunun gergeklestigi ve kullanilan ydntemin calisti§i gdsterildi.
Sonraki agsamada ayni 6rneklerde sirasiyla EPO ve EPOR molekilinin

varligi arastirildi.

3.4.1. Dokudan Protein izolasyonu

100 mg doku oOrnegi buz Uzerinde bisturi yardimiyla kuguk
parcalara ayrildi 1000 pyl RIPA (pargalama) c¢ozeltisi eklenip 10 pl
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proteinaz inhibitor kokteyli eklendi. Doku o&rnekleri homojenizator
yardimiyla 10 sn boyunca buz Uzerinde parcalandi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Ornekler +4 °C’de, 20 dakika 12.000 rpm’ de santrifilj edilerek
ust kisim bir bagska mikrosantrifij tipline aktarildi ve protein miktarinin

Olgumu yapildi.

3.4.2. Protein Miktarinin Olciimii

Elde edilen total protein miktarinin élciminde BCA Protein
Assay kiti kullanildi.  Kit protokoline uygun olacak sekilde
konsantrasyonlari 25 ug ile 2000 ug arasinda degisen 7 adet Bovine
Serum Albumin (BSA) dilusyonlari olusturuldu. Kit icerisinde bulunan A ve
B c¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak elde edilen karisim standart
protein diliisyonlarina eklendi ve 30 dk 60 °C’de inklbe edildi. Sire
sonunda standartlarin konsantrasyonlari NanoDrop ND-1000 cihazinda
562 nm dalga boyunda dlgulerek standart egri hazirlandi. Dokudan izole
edilen protein ornekleri de benzer sekilde hazirlandiktan sonra absorbans
degerleri Olgulip olusturulan standart egri yardimiyla protein miktarlari

belirlendi.

3.4.3. Proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
(SDS-PAGE) Yurittlmesi

Jelin dokulmesi sirasinda kullanilacak olan camlar dncelikle
%100’ lUk etanol ile temizlendikten sonra, %70’ lik etanol ile silinip distile
sudan gegirildi ve Uzerin toz pargasi kalmayacak sekilde temizlendi. Buyuk
camin Uzerine ayiraglar yerlestirilip Ustine kuguk cam kapatildi ve hava
kabarcigl kalmayacak sekilde bantlanarak kiskaclar ile sabitlendi. Ayirma
jelinin  dokulecedi seviyeyi belirlemek icin camlarin arasina tarak
yerlestirilerek taraklarin 1.5 cm asagisi igaretlendi. Bundan sonra ayirma

jeli dokuldd.
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%8’ lik SDS-PAGE jelinin (ayirma jeli) hazirlanmasi;

%30’ luk Akrilamid karigimi 13.3 ml
1.5 M Tris bazi (pH 8.8) 12.5 mi
%10 SDS 0.5 ml

%10 Amonyum persdulffat (AP) 0.5 ml
TEMED 0.03 ml

Son hacim dH0 ile 50 mI’ ye tamamlanir.

Yukarida belirtilen miktarlarda Akrilamid, Tris bazi ve SDS bir
miktar distile suda manyetik karigtirici yardimi ile ¢ozuldikten sonra
karisim Whatman kagidindan gegirilerek suzuldlu ve son hacim 50 ml’ ye
tamamlandi. Bu karisim igine jeli dokmeden hemen Once yukarida
belirtilen miktarlarda AP ve TEMED eklendi. Jel karisimi daha dnceden
hazirlanan camlarin arasina hava kabarcigi kalmayacak sekilde
isaretlenen duzeye kadar dokuldu. Jelin kurumasini onlemek icin Gzeri
distile su ile kapatildi ve jel dik konumda yaklasik bir saat tutularak
polimerizasyonun olmasi beklendi. Polimerize olduktan sonra Ust
kisimdaki distile su uzaklastirilarak %5’ lik SDS-PAGE jelinin dokulmesi

asamasina gegildi.
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%5’ lik SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi;

%30’ luk Akrilamid karigimi 1.7 mi
1.0 M Tris bazi (pH 6.8) 1.25 ml
%10 SDS 0.1 ml

%10 Amonyum persulfat (AP) 0.1 ml
TEMED 0.01 ml

Son hacim dH0 ile 10 mI’ ye tamamlanir.

Yukarida belirtilen miktarlarda Akrilamid, Tris bazi ve SDS bir
miktar distile suda manyetik karigtirici yardimi ile ¢ozuldikten sonra
karisim Whatman kagidindan gegirilerek suzuldd ve son hacim 10 ml’ ye
tamamlandi. Bu karisim icgine jeli dokmeden hemen once yukarida
belirtilen miktarlarda AP ve TEMED eklendi. Jel karisimi daha dnceden
polimerize olmus olan ayirma jelinin Uzerine hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokuldu ve tarak yerlestirilerek kiskaclar ile sabitlendi. Jel dik

konumda yaklasik bir saat tutularak polimerizasyonun olmasi beklendi.

3.4.4. Orneklerin Yiikleme icin Hazirlanmasi

Daha 6nceden toplam protein konsantrasyonlari belirlenmis
olan drneklerin her birinden 40 ug olacak sekilde protein karigimi alindi ve
uzerine ayni hacimde Laemmli 2X SDS jel yukleme tamponu eklendi. Bu
karisim 100 °C’ de 5 dakika bekletilerek proteinlerin denatlirasyonu

saglandiktan sonra ylkleninceye kadar +4 °C’ de bekletildi.
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3.4.5. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez islemi

Yiritmeden 1 saat kadar 6nce jel 4 °C’ den alinip oda
Isisinda bekletildi. Taraklar c¢ikartilarak dikey elektroforez tankina
yerlestirildi ve 5X Tris-Glisin elektroforez tamponundan 1X tampon
hazirlanarak jel tankina dékulda. Jel tanka yerlestirildi ve enjektdr yardimi
ile kuyucuklardaki akrilamid kalintilari temizlendi. Denatlre edilmis olan
protein Ornekleri ve boyali peroksidaz igaretli protein molekuler agirhk
belirteci kuyucuklara yuklenerek elektroforez islemi baslatildi. Jelin
yiginlama kisminda 100 V, 300 mA akim uygulanirken, érnekler ayirma
jeline gectiginde ise voltaj 150’ ye cikartildi ve yukleme boyasi jelin alt

kismina gelince iglem sonlandirildi.

3.4.6. Elektroblotting (Protein Orneklerinin  Nitroseliiloz

Membrana Aktarilmasi)

Bu amagcla islak transfer yontemi kullanildi. Elektroforez
islemi bittikten camlarin ayrilmasi ile ortaya c¢ikartilan jelin Gst kismi ve alt
kisimlari nitroselliloz membran buyldkligline uygun olacak sekilde kesilip
atildi ve jel 1X transfer tamponu igeren kabin igerisine alindi. Bagka bir
kabin icerinde de Whatman 3 MM kagitlari koyularak transfer tamponu
icerisinde 1slatildi. Transfer kasedinin negatif kutuba bakacak olan kismina
bir adet sunger yerlestirilip tampon igerisinde i1slandiktan sonra Ustline 2
adet Whatman kagidi koyuldu. Uzerine jel yerlestirildi. Jelin stiine de
daha onceden distile su igerisinde 1slatilip transfer tamponunda bekletilen
nitroseltiloz membran yerlestirildi. Membranin Ustine de sirayla iki adet
Whatman kagidi ve bir singer koyuldu. Bundan sonra transfer kasedi
kapatilarak elektroblotting tankina yerlestirildi ve tank 1X transfer tamponu
ile dolduruldu. Transfer islemi 300 mA’ de 100 V akimda 2 saat sureyle
gergeklestirildi. Stre sonunda proteinlerin jelden nitroseliloz membrana
aktinlip aktarilmadigi Ponceau S boyasi ile boyanarak kontrol edildi. Bu

amacgla membran Ponceau S boya c¢oézeltisinin igerisinde 3 dk bekletildi.
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Orneklere ve protein molekller agirlik belirteci ait olan proteinlerin hepsi
kirmizi bantlar seklinde membranda goéruldikten sonra membran distile
suda 10 dk bekletilerek Ponceau S boyasi uzaklastirildi ve bloklama

asamasina gegildi.

3.4.7. Bloklama

Membran ylzeyine antikorun 6zgul olmayan baglanma
yapmasini engellemek icin StartingBlock™ (TBS) Bloklama tamponu
kullanildi. Bu tampona kullanmadan hemen once %0.1 oraninda Tween-
20 eklendi. Tampon ile bloklama islemi 30 dakika oda isisinda otomatik

karistirici Uzerinde gergeklestirildi.

3.4.8. Membran Uzerindeki Proteinin  immunolojik

Gosterilmesi

Dokuda ifade edilen proteininin godsteriimesi igin primer
antikor bloklama amagli kullanilan tamponun icerisinde 1:1000 oraninda
seyreltildi. Membran 4 °C’ de otomatik karistirici kullanilarak bir gece
inkUbe edildi. Stre sonunda membran bloklama tamponu icerisinde 15 dk
4 kere yikandi. Sonra proteinleri goérinlr hale getirebilmek igin, primer
antikorlari tanityacak olan 1:1000 oraninda sulandirilan HRP konjuge anti-
rabbit IgG sekonder antikoru ile tekrar 60 dk inkube edildi. Sure sonunda

tekrar 3 kez yikanarak film gekimine gegcildi.

3.4.9. Film Cekimi

Membran Gzerine Uuretici firma talimatina uygun olarak
reaktifleri  1:1  oraninda  karnigtirlan  Supersignal West  Pico
Chemiluminescent Substrate ile kaplandi ve 5 dakika bekletildi. Sonra
kaset icerisine membran ve CL-XPosure™ Film yerlestirilerek 1-3 dk
bekletildi ve film banyosu asamasina gegildi. Bunun igin Kodak GBX

Developer/Replenisher ve Fixer c¢ozeltileri kullanildi. Bu solusyonlarda
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ikiser dakika bekletildikten sonra film distile su ile yikandi ve protein

bantlari analiz edildi.

3.4.10. Membranin EPO (H-162) Antikoru ile Muamelesi

B-aktin proteini membran Uzerinde yukarida anlatilan sekilde
gosterildikten sonra ayni membran Uzerinde EPO proteini gosterildi. Bu
amacla membran Restore™ Western Blot Stripping tamponu igerisine
yerlestirilerek 30 dk oda i1sisinda bekletildi. Daha sonra yukarida anlatildigi
sekilde sirayla membran Uzerindeki proteinin immunolojik gosterilmesi ve

film ¢ekimi islemleri EPO’un gdsterilmesi amaciyla tekrarlandi.

3.4.11. Membranin EPOR (M-20) Antikoru ile Muamelesi

EPO proteini membran Uzerinde yukarida anlatilan gekilde
gosterildikten sonra ayni membran Uzerinde EPOR proteini gosterildi. Bu
amacla membran Restore™ Western Blot Stripping tamponu igerisine
yerlestirilerek 30 dk oda i1sisinda bekletildi. Daha sonra yukarida anlatildigi
sekilde sirayla membran Uzerindeki proteinin immunolojik gosterilmesi ve

film ¢ekimi iglemleri EPOR’un gdsterilmesi amaciyla tekrarlandi.

3.5. istatistiksel Analiz Yontemleri

Calisilan endometriyum dokularinda izlenen EPO ve EPOR
mMRNA ifadesine ait veriler REST (2008 Beta V2.0.7) programi ile
karsilastirildi "*°. Anlamlilik degeri p< 0.05 olarak kabul edildi. Calismada
gruplar arasindaki, menapozal durum, hipertansiyon, diyabet, koroner
arter hastaligi, obezite, sigara kullanimi, aile Oykusine ait
degerlendirmeler Pearson ve Fisher’in ki-kare testi ile, yasa ait analizler

ise one-way ANOVA testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali ve Dr. Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Jinekolojik Onkoloji Bolumi’'nde endometriyum kanseri tanisi
alan 51 birey calismaya dahil edildi. Saglikli kontrol grubunu Noyes
gunlendirmesine goére luteal fazda oldugu belirlenen 6 birey ile
postmenopozal dénemde olan 5 birey olusturdu. Calisma grubunu
olusturan olgulara ait klinik ve histopatolojik Ozellikler Tablo 5 de
verilmistir. Endometriyum kanseri hastalarin yaslar 18-77 arasinda
degismekte olup, ortalama yaslari 56.08+11.67° di. Olgularin tani aldigi
sirada 17 tanesi (%33.33) premenopozal, 34 tanesi ise (%66.66)
postmenopozal donemdeydi. Olgulardan 33’ U (%64.70) klasik tip, 5
(%9.80) tanesi skuamaoz farklilasma gosteren, bir (%1.96) tanesi
sekretuar olmak Uzere 39 olgu (%76.47) endometrioid adenokarsinom
tanisi alirken, 2 (%3.92) olgu papiller ser6z adenokarsinom, bir (%1.96)
olgu berrak hucreli karsinom, 2 (%3.92) olgu musindz karsinom, bir olgu
(%1.96) skuamo6z karsinom ve 6 (%11.76) olgu mikst tip tanisi aldi.
Histopatolojik tumodr evrelendirmesi agisindan hastalarin 41 (%80.39) i
evre |, bir (%1.96)’ i evre Il, 6 (%11.76) si evre lll ve 3 (%5.88) U evre IV
olarak tanimlanmistir. Caligmaya dahil edilen hastalarin 32 (%62.74) si
%50’ nin altinda miyometrial invazyon gdsterirken, 19 (%37.25) u %50’
nin Ustiinde miyometriyal invazyon gostermistir. Hastalarin 43 (%88.23)’
unde lenf nodu tutulumu negatitken, 8 (%15.68) tanesinde lenf nodu

pozitifligi gozlenmistir.

Calisma kapsamina alinan hastalarin 29 (%56.8)'unda
hipertansiyon gozlenirken, 22 (%43.13) sinde gézlenmemigtir. 9 (%17.64)
olgu diyabet hastasiyken, 42 (%82.35) olguda diyabet gdozlenmemistir. 51
olgunun sadece bir (%1.96)" inde koroner arter hastalgi, 4 (%7.84) unde
obezite, 3 (%5.88) Unde sigara aliskanligi ve 4 (%7.84) hastada ailede
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kanser Oykusu bulunmaktadir. Kontrol grubunu olusturan saglikh olan
bireylerde ise yas ortalamasi 50.18+14.14 olup yaslari 32-69 arasinda
degismekteydi. Saglikh bireylerin 6 (%54.54) tanesi premenapozal (luteal
fazda) iken 5 (%45.45) tanesi postmenapozal dénemdedir. Saglikli
bireylerin 3 (%27.27)" inde hipertansiyon, bir (%8)’ inde diyabet, bir (%8)’
inde koroner arter hastaligi, bir (%8) inde sigara aligkanhgi ve bir (%8)
bireyde kanser oOykusu gozlenmigtir. Hasta ve saglikli bireyler
karsilastirildiginda yas, menapozal durum, hipertansiyon, diyabet,
koroner arter hastaligi, obezite, sigara kullanimi ve aile oykusu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlemedik (p< 0.05) (Tablo 5).
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Tablo 5: Hasta ve saglikli bireylere ait klinik ve histopatolojik 6zellikler

Klinikopatolojik Ozellikler Olgu sayisi (%) Saglikh (%) P degeri
(n=51) kontroller (n=11)
Ortalama yas 56.08+11,67 50.18+14.14 0.149
(<45) 10 19.60 6 54.54 0.115
(>45) 41 80.39 5 45.45
Menapozal durum
Premenapozal 17 33.33 6 54 .54 0.499
Postmenapozal 34 66.66 5 45.45
Histopatolojik Tip
Endometrioid (klasik tip) 33 64.70 -
Endometrioid (skuamaoz dif) 5 9.80 -
Sekretuar 1 1.96 -
Papiller ser6z adenokarsinom 2 3.92 -
Berrak hiicreli karsinom 1 1.96 -
Musin6z karsinom 2 3.92 -
Skuamdz karsinom 1 1.96 -
Mikst tip 6 11.76 -
Histopatolojik Evre
I 41 80.39 -
Il 1 1.96 -
Il 6 11.76 -
IV 3 5.88 -
Miyometrial invazyon
<1/2 32 62.74 -
>1/2 19 37.25 -
Lenf nodu tutulumu
Negatif 43 88.23 -
Pozitif 8 15.68 -
Hipertansiyon
Negatif 22 43.13 8 72.73 0.075
Pozitif 29 56.86 3 27.27
Diyabet
Negatif 42 82.35 10 91 0.484
Pozitif 9 17.64 1 8
Koroner Arter Hastaligi
Negatif 50 98.03 10 91 0.326
Pozitif 1 1.96 1 8
Obezite
Negatif 47 92.15 11 100 0.448
Pozitif 4 7.84 0
Sigara kullanimi
Negatif 48 94.11 10 91 0.552
Pozitif 3 5.88 1 8
Aile Oykust
Negatif 47 92.15 10 91 0.890
Pozitif 4 7.84 1 8

42



EPO, EPOR genlerinin ifade duzeyinin kantitatif
degerlendirilmesi igin Light Cycler™ cihazi kullanildi. Hastalarin timér ve
normal dokulariyla, saglikli kontrol grubundan alinan doku érneklerinden
elde edilen cDNA’larda EPO, EPOR, ve GAPDH genleri 6zgul primerler
ve UPL LNA problari kullanilarak ¢alisildi. Tum doku orneklerinde EPO ve
EPOR’un mRNA duzeyinde ifade edildigini belirledik.

EPO geninin mRNA duzeyinde ifade duzeyini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 10’da

gOsterilmisgtir.

Floresan (F1)

0 2 4 © 8 0 12 14 W W 0 2 % 2 M MW M D L MWW 0 e

Déngii Sayisi

Sekil 10: EPO geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak goésteren
amplifikasyon egrileri; EPO geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay

eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

EPOR geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 11'de

gOsterilmisgtir.

43



Floresan (F1)

2 4 0 9 10 12 44 90 99 20 22 24 20 29 30 32 34 30 39 40 42 44 49 40 60 62 54 90 58 00 02 04 00

Déngii Sayisi

Sekil 11: EPOR geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak goésteren
amplifikasyon egrileri. EPOR geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri

yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

EPO, EPOR genlerinin normalize etmek icin segilen GAPDH
geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 12’ da gosterilmistir.

Floresan (F1)

00+ e

& & 8 & & & 0 4 & & 0 % 0 0 8 & 0 8 0 8 b & & b 6 & 0 8 0 b Kb
0 2 4 8 8 1012 14 9 19 022 M0 0 0T MW VL MO0 S0 0L

Déngd Sayisi
Sekil 12: GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak goésteren

amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri

yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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Relatif gen ifade sonuglari REST programi kullanilarak

115

“‘Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi . Pfaffl esitligi asagida

belirtilmistir.

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt {kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresans
sinyalin esik degeri gectigi andaki dongu sayisini ifade eder. Ct degeri
tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir.
ACt degeri ise kontrol ile hasta érneklerinin Ct degerleri arasindaki farki
gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranini gostermektedir.

4.1. EPO Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

EPO geninin mRNA duzeyinde ifadesinin timor dokularinda
normal dokulara gore 4.62 kat daha az oldugunu saptadik (ifade orani=
0.216). Tumor dokusundaki bu azalmyi istatistiksel olarak da anlamli
bulduk (p=0.0001). Tumdr dokularina ait sonuglar saglikli kontrol
sonuglariyla karsilastirildiginda, timér dokusunda EPO geninin mRNA
ifadesinin 5.31 (ifade oran1=0.188) kat azaldigini belirledik. Bu azalmanin

istatistiksel olarak da anlamli oldugunu gdsterdik (p=0.0001).
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4.2. EPOR Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirmesi

EPOR geninin mRNA dizeyinde ifadesinin  tiumor
dokularinda normal dokulara gore 2.69 kat daha fazla oldugunu gordik
(ifade orani= 2.692). Tumor dokusundaki bu artigi istatistiksel olarak da
anlamh bulduk (p=0.0001). Tumor dokularina ait sonuglar saglikli
kontrollerle karsilastinldiginda, iki grup arasinda anlamli bir fark
g6zlemedik (p=0.626).

Grafik 1'de hastalara ait timoér ve normal dokularin
kargilagtiriimasi sonucu elde edilen EPO, EPOR genlerine ait sonuglarin

REST programiyla yapilan kutu grafigi gosterilmistir.

256
128

ifade Orani

0,25
0,125+
0,083
0,031-
0,016 b
0,008
0,004

EPO EPOR
Genler

Grafik 1: Hastalarin tiimor ve normal dokularinda EPO, EPOR genlerine ait
sonuglarin kutu grafigi ile gosterimi. Kutular c¢eyrekler arasi araligi gosterir.
Kutunun ortasindaki c¢izgi ortanca, kutunun yukarisina veya asagisina uzanan
gizgiler sinir olarak bilinir. Ust sinirin sonunda en yiiksek deger alt sinirin sonunda

da en disiik deger gosterilmektedir.
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Grafik 2’ de ise Saglikli kontrollerden alinan dokular ile timor
dokularin kargilastiriimasi sonucu elde edilen EPO, EPOR genlerine ait

sonuglarin REST programiyla yapilan kutu grafigi gdsterilmistir.

ifade Orani

0,28
0,125
0,083 4------
0,031
0,016 -
QOO ===ccrsismisaiit i s R e v e R S AR AR TR AT e TS B e R A S A soisssiesass
0,004

EPO EPOR
Genler

Grafik 2: Tiimo6r ve saghkli kontrollerin endometriyum dokularinda EPO, EPOR
genlerine ait sonuglarin kutu grafigi ile gésterimi. Kutular ¢eyrekler arasi araligi
gosterir. Kutunun ortasindaki ¢izgi ortanca, kutunun yukarisina veya agagisina
uzanan gizgiler sinir olarak bilinir. Ust sinirin sonunda en yiiksek deger alt sinirin

sonunda da en diisiik deger gosterilmektedir.

Hastalarin timér ve normal dokularin karsilastiriimasiyla
elde edilien EPO, EPOR genlerine ait mRNA ifadelerinde gortlen artma ve

azalma Grafik 3'de gOsterilmigtir.
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Grafik 3: Hastalarin EPO, EPOR mRNA ifade diizeylerinin tiimoér ve normal
dokularda karsilastirnimasi. * Tiimor ve normal dokular arasinda istatistiksel olarak

anlam oldugunu gostermektedir.

Saglikh kontrollerden alinan dokular ile timér dokularinin
karsilastirimasi sonucu elde edilen EPO, EPOR genlerine ait mRNA

ifadelerinde gorulen azalma Grafik 4’ de gosterilmigtir.

14
B Tdmér
12 Kontrol
1
0,8
0.6
04
*
0,2
L.
EPO EPOR

Grafik 4: EPO, EPOR mRNA ifade diizeylerinin tiimoér ve saghkli kontrollere ait
dokular ile karsilagtiriimasi. * Tumér dokulan ve saglikh kontrol endometriyum

dokularn arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu géstermektedir.
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4.3. EPO ve EPOR Protein ifadesinin WB Yontemi ile

Analizi

mMmRNA duzeyinde elde edilen sonuglar protein duzeyinde

Western blot yontemi ile dogrulandi. mRNA sonuglarina uygun olarak EPO

ve EPOR proteini saglkh kontrollerde ve endometriyum kanser

hastalarina ait timoér ve normal dokularinin hepsinde belirledik (Sekil 13).

Liteal Faz Kontrol EndometriyumKanser Hastalarina ait

Dokulari Dokular
/_/% M
i N
K1 K2 T1 N 1 T2 N2

EPO . I e— — — — 304 KDa
EPOR s s S s SR == 50 kDa

B-aktin | cnmm— cm— . A 11 7 kDa

Sekil 13: EPO, EPOR proteinlerinin Western blot yontemi ile gdsterimi.

K: saglikh kontrol dokusu, T: timdr dokusu, N:normal doku
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5.TARTISMA

Endometriyum kanseri, batili Glkelerde kadinlar arasinda en
sik gorulen dordincu kanserdir. Dunyada ise kadinlar arasinda gorulen
kanserlerin %4’ini olusturur '"®. Yapilan tahminlere gére 2009 yilinda
42.160 kadinin endometriyum kanseri tanisi alacag! ve bunlardan 7.780°
inin ise hayatini kaybedecegi beklenmektedir. Endometriyum kanseri

kadinlar arasinda kansere bagli éliimler siralamasinda sekizincidir °.

Kanser gelisiminde sinyal iletim yolaklarinda gérulen anormal
degisiklikler  onemlidir. Bu vyolaklarda gorev alan molekullerin
aktivitelerinde ve miktarlarinda gorulen degisimler tumor gelisiminde
etkilidir """, Timaér gelisiminde etkili oldugu diisiinilen EPO/EPOR sinyal

iletim yolagi son yillarda birgok kanser tirinde galigiimistir.

EPO/EPOR yolagi esas olarak eritropoez olarak adlandirilan
kirmizi  kan hucrelerinin  olusturulmasinda gorevliyken, bu yolagin
hematopoetik olmayan dokularda da aktif oldugu ve bu dokulardaki
hiicrelerin fonksiyonlari igin gerekli oldugu belirlenmistir ®°. Son yillarda
yapilan ¢alismalar EPO/EPOR sinyal yolaginin varhgini bazi kanser doku
ve hucre hatlarinda gostererek, bu sinyal iletim yolaginin kanser
hdcrelerinin gogalmasi adina, hucre bolunmesini tetikledigini, apoptozu
baskiladigini ve anjiogenezi uyardigini belirlemistir "°. Bu galismalarda
EPO ve EPOR mRNA’ lari ile proteinleri gesitli yontemlerle gdsterilerek

kanserle olan baglantisi arastiriimistir.

Guniimiize kadar semikantitatif yontemle meme % '8 119

bébrek "%, kolon ''°, mide ', prostat "'°, pankreas '*°, kadin treme
"9 ve akciger '"° timor

dokulari ile hicre hatlarinda EPO ve EPOR mRNA'larinin ifade edildigi

organlart "'%'% karaciger '**, beyin ', deri
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belirlenmistir. Ayrica EPOR mRNA’ si varli§i prostat kanseri '*° ile

melanomlarda % semikantitatif olarak gosterilmistir.

EPO ve EPOR mRNA'’ larini semikantitatif olarak cesitli
timorlerde ve hicre hatlarinda arastiran g¢alismalar fazla olmasina
ragmen bu genlerin mRNA’ larini kantitatif olarak timoér dokusunda
aragtiran sadece bir ¢alisma vardir. Bu ¢alismada bas ve boyun tUmor
dokularinda hem EPO hem de EPOR mRNA duzeyleri kantitatif olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, lenf nodu metastazli tUmorlerde primer
timorlere gore hem EPO hem de EPOR mRNA duzeylerinin arttigi

gosterilmistir %°.

Kanser hlcre hatlarinda yapilan ve sadece EPOR mRNA
duzeyinin kantitatif olarak belirlendigi ¢alismalarin sayisi da oldukg¢a azdir.
Literatlrde belirlenen dort galisma bulunmaktadir. Bas ve boyun kanseri

127 10 128

, melanom %2 glioblastom ve mesane kanseri ' hiicre hatlari

EPOR mRNA’ si bakimindan pozitif bulunmustur.

Cesitli kanser ve hlcre hatlarinda EPO, EPOR genlerinin
ifadesini protein dizeyinde immunohistokimyasal yoéntemle belirleyen
calismalar da bulunmaktadir. Bu calismalarda EPO proteininin varligi
cesitli kanserlere ait timér dokularinda belirlenmigtir 99118.121.124.130.131
Ancak, farkl timoér dokularindaki EPO ifadesi karsilastirildiginda protein
ifade durumunun homojen olmadi§i gérilmektedir. Ornegin, Arcasoy ve
ark. ' EPO’nun meme kanserinde %60 oraninda ifade edildigini
gostermistir. Bu orana yaklasik olacak sekilde Dagnon ve ark. ' ise
akciger kanserinde EPO ifadesini %50 oraninda oldugunu gdstermigtir.

96

Buna kargin, Acs ve ark. ise tumor dokusunun sadece hipoksik

bolgelerinde EPO proteini gozlemistir.

Cesitli kanserlerde EPOR proteininin varhgini

immunohistokimyasal yontemle belirleyen calismalar olmasina ragmen
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ticari olarak piyasada satilan anti-EPOR antikorlarinin  6zgul
olmamasindan dolayi elde edilen sonuglar guvenilir degildir. Bu durum
2006 yilinda Elliott ve ark. "2 tarafindan EPOR proteininin dizisinin
cikartilmasiyla ortaya c¢ikmistir. EPOR proteinin aslinda literatlirde o
zamana kadar belirtildigi gibi 66 kDa degil, 59 kDa oldugu gdsterilmistir 2.
Elliott ve ark. "2 ticari olarak satilan ve en cok calisilan anti-EPOR
antikorlarini segerek yaptigi ¢alismasinda, bu antikorlarin EPOR’a 6zgul
olarak baglanmadigini 1s1 soku proteinine (HSP70) de baglandigini
belirlemistir. EPOR proteinin varliginin sadece Western blot yontemi ile M-
20 (Santa Cruz) antikoru kullanarak belirlenebileceg@i gosterilmistir. Ancak,
bu antikorun da immunohistokimyasal olarak kullaniminin yaniltici oldugu

belirtilerek kullaniimasi 6nerilmemistir 2,

EPOR proteininin yuksek
oranda ifade edildigi bobrek dokusunda yapilan bir calismada, Elliot ve
ark. '3 tarafindan Western blot yéntemi ile calisiimasi énerilen M-20
antikorunun 6zgiinliigi dogrulanmistir '3, Brown ve ark. ** 2007 yilinda
kiguk hicre disi akciger kanserleri (NSCLC) hastalara ait doku
orneklerinde C-20 antikorunun immunohistokimyasal analizler i¢in uygun

olmadigini gostermigtir.

2 ve mesane ' hiicre hatlarinda yapilan

Gliablastom
calismalarda uygun antikor kullanimiyla EPOR proteinin varligi Western

blot ydntemi ile gosterilmigtir.

EPOR molekulld i¢in uygun M-20 antikorunu kullanarak
Western blot yontemi ile yaptigimiz ¢alismada endometriyum kanseri
hastalarina ait tumor ve normal dokular ile saglikli kontrollere ait
endometriyum Orneklerinde EPOR ifadesini film Uzerinde 59 kDa

buayukluge karsilik gelen band seklinde gosterdik.

Ancak Elliott 2 “in C-20 antikorunun immunohistokimyasal

olarak kullaniimasinin yaniltici oldugunu belirtmesinden sonra da serviks

136,137 138139 pbrostat '*° ve dil "' kanserlerinde EPOR’ un
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varligi bu antikor ile immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Dolayisi ile
son yillarda yapilan bu calismalar ve benzer sekilde antikorun uygun

80,96,118 120

olmadiginin belirtiimesinden énce yapilmis olan meme , serviks <7,

142 30 ve endometriyum ' kanserlerindeki

bas ve boyun , akciger
arastirmalardan alinan sonuglarin tekrar degerlendiriimesi gerekmektedir.
Cunku bu calismalarda elde edildigi s6ylenen EPOR immunreaktivitesinin
bir kismi aslinda HSP70 proteinininden kaynaklandigi igin aragtirilan
dokularda EPOR’ un ifadesinde goézlendigi belirtilen dedisiklikler tam
olarak gerceg@i yansitmamaktadir. Bu nedenle, EPOR molekuline 6zgtil
olarak baglanan antikorlarin geligtirimesi arastirmalardan elde edilen

sonuglarin dogrulugu ve tutarlihgr agisindan gereklidir.

EPO ifadesini protein diuzeyinde arastiran ve EPOR ifadesini
yine acikladigimiz nedenden dolayr kismen hatali sekilde protein
duzeyinde belirleyen calismalar arasinda endometriyum kanserine ait tek
calisma bulunmaktadir. Bu calismada EPO ve EPOR ifadesi sadece
protein duzeyinde immunohistokimyasal yontem kullanilarak gosterilmigtir.

Acs ve ark. '®

endometriyum timor dokusunda EPO’ nun %95 oraninda,
EPOR’ un ise %100 oraninda ifade edildigini saptamiglardir. Bu
arastirmadan elde edilen veriler ile kendi bulgularimiz karsilastirildiginda,
¢alisma grubumuzu olusturan tim dokularda EPO ve EPOR’ un protein
dizeyinde belirlenmesi nedeniyle sonuglarimiz uyumludur (Sekil 13).
Ancak, endometriyum kanser dokularinda EPOR varligini uygun olmayan
antikor kullanarak gosteren bu calismada EPOR ifadesi bakimindan hatali

pozitif Srneklerinde olabilecedi unutulmamalidir .

Sonuglarimiza goére EPO mRNA ve protein dlzeyi
endometriyum kanser hastalarinin tumoér dokusunda normal dokusuna
gbre dusmustir (Grafik 3). Normal endometriyumda EPO &strojen ile
uyarilirken, timoér hicrelerinde ifade miktarinin HIF-1a ile kontrol edildigi

gosteriimistir  '**.  Ancak, HIF-1a'nin cesitli kanserlerde  timor
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dokularindaki ifadesi %40-80 arasinda olup, oldukca degiskendir "4’

EPO’nun timor dokusundaki miktarinin azalmasinin, HIF-1a’ nin timor
dokusunda dusuk olmasi nedeniyle olabilecegini distundirmektedir.
Ozbudak ve ark. endometrioid adenokarsinomlarda HIF-1a dizeyini
dusik dereceli timérlerde %9 olarak belirlemistir . Tablo 5 de
goruldigu gibi galismaya dahil ettigimiz tumoér dokularinin blyuk
cogunlugunun diisiik dereceli endometrioid tiptir. Ozbudak ve ark.'*®
calismasi EPO ifade duzeyinin timoér dokusunda azalmasindan HIF-1a’

In sorumlu olabilecegi dusuncemizi desteklemektedir.

Timor dokusunda EPO miktarinin saglikhi  kontroller ile
kargilasgtinidiginda daha da dustugu gozlenmistir (Grafik 4). EPO ifadesi
menstriel siklus boyunca degdismektedir. Ancak luteal fazda en ylksek
diizeyine ulasmaktadir ®'. EPO ifadesi saglikli endometriyum hiicrelerinde
ostrojenden etkilenmektedir **. Saglikli kontrollerde EPO’ nun ifade
duzeyinin yuksek olmasi saglikli kontrol grubumuzun ¢ogunlugunu luteal
fazda premenopozal bireylerin olusturmasi olarak acgiklanabilir. Ayrica,
tumor dokusunda EPO mRNA’sinin hizli pargalanmasina neden olabilecek
olasi molekuler degisimler nedeniyle, EPO mRNA’si kontrol dokusuna

oranla daha az oranda ifade edilmis olabilir.

Tumor dokusundaki EPOR reseptor duzeyi saglikhi kontrol
sonuglari ile kargilastirildiginda farklilik belilenmemistir. EPOR ifadesinin
menstriel siklus boyunca degistigi, proliferatif fazin ortalarinda miktarinin
arttig1 ve bundan sonra ge¢ sekretuar fazin sonuna kadar miktarinin sabit
oldugu gosterilmistir. Luteal fazda ise en ylksek dizeyine ulagsmaktadir
81, Saglikl kontrollerde EPOR'un ifade diizeyinin timér dokusundaki kadar
yuksek olmasi saglikh kontrol grubumuzun cogunlugunu luteal fazda

premenopozal bireylerin olusturmasi olarak acgiklanabilir.

Hematopoietik doku disinda, EPOR molekillerinin yapisal

etkilesimleri hentz aydinlatilamamistir. EPO ile etkilestikten sonra dimer
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olusturan EPOR molekullinun, farkl dokularda, hucre tiplerinde ya da
farkh fizyolojik kosullarda baska reseptorler ile de etkileserek degisik sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna neden olabilir. Yapilan ¢alismalarda, Granulosit
makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF), interlokin 3 (IL-3) ve
interlokin 5 (IL-5) reseptorlerinin alt Unitesi olan yaygin 3 reseptorunun
(hBcRYnin EPOR ile fiziksel birlikteligi '*° ve islevsel etkilesimi '
gosterilmigtir.  Ancak, PBcR knockout farelerde normal eritrosit
olgunlasmasinin goérilmesi reseptorln eritropoezde goérevli olmadigini
gostermistir '*'. Brines ve ark. BcR’ nin EPOR ile birlikte ifade edildigi
hematopoietik olmayan dokularda gérevli olabilecegini nermistir '*%.

EPOR’ wun farkh reseptorlerle etkilestigini  gosteren
calismalara ek olarak, EPOR’ un EPO’ dan bagimsiz aktivasyon
gosterebilecedi de belirlenmistir. Ornegin Paragh ve ark. ' over kanser
hicre hatlarinda yaptigi ¢calismada EPOR‘ un bazi kanser hicrelerinde
EPO yoklugunda bile aktif oldugunu gostermistir. EPO’ nun gorev
almadigi, sadece EPOR aracili bir yolagin var olabilecegini ve bu yolagin

bazi kanserlerin gelisiminde rol oynayabilecegini dnermistir.

Sonu¢ olarak; bulgularimiz  endometriyal timorlerde
EPOR'un ifade edildigini gOstermektedir. Ancak, endometriyum
kanserinde reseptorin hangi ikincil habercileri uyardigi, dokuya 6zgu
ifade artisindan hangi molekller mekanizmalarin sorumlu oldugu ve
reseptorin dokuda olasi baska reseptorler ile etkilesime girip girmedigine
iliskin sorular cevaplandiriimayi beklemektedir. ileri molekiiler tekniklerin
kullanildig1 calismalarla daha detayh bilgi elde edilebilecek, EPOR aracili
yolagin iglevsel olup olmadiginin belirlenmesiyle, EPOR’ un endometriyum
kanser gelisimdeki rolu daha iyi anlagilabilecektir. BOylece tani, tedavi ve

kanserden korunma anlaminda yeni stratejiler olusturulabilecektir.
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6.SONUG

Bu tez calismasinda, EPO/EPOR sinyal yolaginin
endometriyum kanser gelisimdeki olasi etkisini arastirdik. Oncelikle
hastalara ait timoér ve normal doku oOrnekleri ile saglkh kontrollerden
alinan endometriyum Orneklerinde EPO ve EPOR ifadesini mRNA
duzeyinde karsilastirdik. Elde edilen sonuglari protein dizeyinde

dogruladik.

EPO geninin mRNA duzeyinde ifadesinin timor dokularinda
normal dokulara gore 4.62 kat daha az oldugunu goérdik (ifade orani=
0.216). Tumodr dokusundaki bu azalmay istatistiksel olarak da anlamli
bulduk (p=0.0001). Tumodr dokularina ait sonuglar saglikli kontrol
sonuglariyla karsilastirildiginda, timoér dokusunda EPO geninin mRNA
dizeyinin 5.31 (ifade orani=0.188) kat azaldigini belirledik. Bu azalmay:
istatistiksel olarak da anlamli bulduk (p=0.0001).

Bulgularimiza gére, EPOR geninin mRNA dizeyinde
ifadesinin timoér dokularinda normal dokulara gére 2.69 kat daha fazla
oldugunu saptadik (ifade orani= 2.692). Tumor dokusundaki bu artma
istatistiksel olarak da anlamliydi (p=0.0001). Tumor dokularina ait verileri
saglikh kontrollerle karsilastirdigimizda, iki grup arasinda anlaml bir fark
g6zlemedik (p=0.626).

Sonug olarak, endometriyum kanser olusumunun molekuler
temelinin acgiklanmasinda EPO/EPOR yolaginin etkisinin belirlenmesi igin
in vitro bulgularla da desteklenen ¢ok yonlu baska molekuler ¢calismalarin

da yapilmasi gerekmektedir.
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7. OZET

Endometriyum  Kanser Gelisiminde Eritropoietin  ve
Eritropoietin Reseptor Genlerinin Ifadelenmesi

Endometriyum kanseri, kadin genital yollarinin sik¢a rastlanan
neoplazisidir. Genetik ve epigenetik degisimler endometriyum kanser gelisimi igin
risk faktori olabilir. Eritropoietin reseptori  (EPOR) eritropoietin  (EPO) e
baglanarak etkisini gosteren sitokin reseptor slper ailesinin bir Uyesidir. Son
yillarda yapilan c¢alismalarda EPO/EPOR sinyal iletim yolaginin kanser
gelisiminde rol alabilecegi disunulmektedir. Calismamizda, EPO ve EPOR
genlerinin ifade dizeylerini belirleyerek endometriyum kanser gelisimindeki olasi
rolind arastirmayi amacladik. Calismaya 51 endometriyal kanser hastasi ve 11
saglikli birey dahil edildi. TUmoér ve normal endometriyum dokularindan ve saglikh
bireylerden alinan endometriyum 6rneklerinden total RNA ve protein izolasyonu
yapildi. EPO ve EPOR genlerinin nicel mRNA ifade dizeyleri Real time PCR
yontemi ile Olguldi. Tumoér ve normal doku orneklerine ait sonuglar
karsilastirildiginda, timoér dokularinda EPO geninin mRNA ifade dizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenirken, EPOR mRNA duzeyinin
anlamh olarak arttigi belirlendi. Tamoér ve saglikh bireylerden alinan
endometriyum 6rneklerine ait sonuglar karsilastirildiginda ise, timoér dokularinda
EPO geninin mRNA ifade dizeyinin kontrol dokularina gére anlamli olarak
azaldigi1 gézlenirken, EPOR mRNA ifadesinin degismedigi saptandi. Her iki genin
Western blot yontemi ile protein analizleri yapilarak mRNA ifade dizeylerinde
g6zlenen degisimler dogrulandi. Endometriyum kanseri gelisiminde EPO/EPOR

sinyal iletim rolindn belirlenmesinde icin yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Endometriyum kanseri, Eritropoietin, Eritropoietin reseptoru,
Gen ifadesi, Western blot, Real-time PCR
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8. SUMMARY

Expression of Erythropoietin and Erythropoietin Receptor

Genes in the Development of Endometrial Cancer

Endometrial cancer is a common neoplasia of female genital track.
Genetic and epigenetic alterations may constitute risk factors for development of
endometrial cancer. Erythropoietin receptor (EPOR) activated by binding to
erythropoietin (EPO) is a member of the cytokine receptor super family. Recent
studies suggest that EPO/EPOR signaling pathway may play a role in cancer
development. In this study, we aimed to investigate the possible roles of
expression levels of EPO and EPOR genes in development of endometrial
cancer. 51 endometrial cancer patients and 11 healthy controls took part in the
study. Total RNA and protein were isolated from the endometrial samples
obtained from tumor and normal endometrium tissues as well as healthy controls.
Quantitative mRNA expression levels of the EPO and EPOR genes were
identified by real-time PCR. When the results pertaining to tumor and normal
tissue samples were compared, while a statistically significant decrease was
observed in the mMRNA expression level of the EPO gene in tumor tissues, an
increase was observed in the mRNA expression level of the EPOR gene. When
the results pertaining to the endometrium samples obtained from tumor and
controls were compared, it was understood that while mMRNA expression level of
the EPO gene in the tumor tissue indicated a decrease as opposed to that of
controls, mRNA expression level of the EPOR gene remained unchanged. The
changes in the mMRNA expression levels in both genes were verified through
protein analysis by Western blot. Further studies are required to identify the role

of EPO/EPOR signaling pathway in the development of endometrial cancer.

Key Words: Endometrial cancer, Eritropoietin, Eritropoietin receptor, Gene
expression, Western blot, Real-time PCR
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GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK
ARASTIRMALAR BILGILENDIRILMi$S GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Endometriyum Kanser Gelisiminde
EPO, EPOR ve Molekuler Yolaktaki iIgiIi Genlerinin ifadelenmesi

Sorumlu Arastiricinin Adi: Prof. Dr. Abdullah EKMEKCI

Diger Arastiricilarin Adi: Aras. Gér. H. ilke ONEN, Yrd. Dog.
Dr. Ece KONAGC, Dog. Dr. Anil ONAN, Dog. Dr. Cagatay TASKIRAN

Destekleyici: Gazi Universitesi Bilimsel Aragtirma Fon

Saymanligina proje onerisi olarak sunulacaktir.

‘Endometriyum Kanser Geligiminde EPO, EPO-R ve
Molekdiler yolaktaki ilgili Genlerinin ifadelenmesi” isimli bir caligmada yer
almak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu calisma, arastirma amaci
ile yapilmaktadir. Calismaya katilma konusunda karar vermeden &nce
arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili bilgilerin nasil
kullanilacagini, ¢alismanin neler igerdigini, olasi yararlarini, risklerini ve
rahatsizliklarini bilmeniz 6nemlidir. Latfen asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak igin zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla
tartisin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve
sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu

imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik ¢calismanin amaci ve dayanagi nelerdir; benden

baska kag kisi bu ¢alismaya katilacak?
a. Neden o6zellikle bu kisi / hasta secilmistir?

Bu calismaya davet edilmenizin nedeni size rahim kanseri
tanisi konmasidir. Rahim kanseri rahim i¢ tabakasinin atipik ¢cogalmasi
sonucu rahimin diger katlarina, lenf bezlerine daha ileri evrede akcigere
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yayllma riski gosterir. Bu ylzden cerrahi olarak rahminizin tamaminin ve
yayllabilecegi lenf bezi ve bagirsak oOrtusinin c¢ikariilmasi gerekir. Bu
cerrahi midahele kanserinizin yayilim alanini belirleyerek ek kemoterapi
ve radyoterapi gibi tedavilere ihtiyaciniz olup olmadigini gosterir.
Katihminiz ile bu hastaliginin molekiler dizeyde etkiledigini tahmin
ettigimiz  genlerin  dUzeylerini ortaya ¢lkaracak bir arastirma

gerceklestirilecektir.

b. Caligmanin 6nemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler, DNA olarak isimlendirilen genetik materyalden
olusurlar. DNA hucrenin bir bolumuaduar ve kalitsal 6zelliklerin (g6z rengi
gibi) olusmasindan sorumludur. Genlerin blyuk ¢ogunlugu protein olarak
adlandirilan  fonksiyonel = molekdllerin  olusumunu  sifrelemektedir.
Endometriyum kanseri ile ilgili gesitli genler bulunmustur. Endometriyum
kanseri dokularinda yapilan ¢alismalarin sonuglari normal doku ornekleri
ile karsilastirildiginda bazi genlerin olusturdugu Urinlerdeki miktarsal artis
veya azalislarin oldugu gosterilmistir. Bu arastirmada tedavi igin gerekli
olan ve cerrahi operasyon ile sizden alinmasi gereken endometriyum
dokusunu alip ¢calismak ve sizden alinan doku 6rneginde dncelikle EPO,
EPOR ve sonug¢ alinamadigi takdirde molekuler yolaktaki farkli genlerinin
aranlerinin miktarsal olarak degisip degismedigini arastirmak istiyoruz.
Ayrica etkili bir kanser cerrahisi i¢cin cerrahi sinir olarak ifade edilen
kanserli doku ile normal doku arasindaki sinir normal doku aleyhine
cikarilarak kanser nidksinin olusmasi 6nlenecegi igin, normal
endometriyum dokusundan bir miktar ornek alarak bu dokudan elde
edilecek verileri kanser dokusundan elde edilecek verilerle kargilagtirmak

istiyoruz.
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C. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi

planlanmaktadir?

Calisma kapsamini 50 endometriyum kanser hastasi

olusturacaktir.

2. Bu genetik caligmaya katilmali miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger
katilmaya karar verirseniz bu yazil bilgilendirilmig olur formu imzalanmak
icin size verilecektir. Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz
herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay! birakmakta
Ozgursunuz. Boyle bir karar vermeniz durumunda tibbi bakiminiz bu

durumdan etkilenmeyecektir.
3. Genetik arastirma nasil yapilacak?
a. Hangi 6rnek alinacak ve nasil alinacak ?

Arastirmaya katilmayi kabul ederseniz, tedaviniz igin,
ameliyat sirasinda uzaklastiriimasi gereken kanser dokusu (endometriyum
dokusu) alindiktan sonra analizinin yapilmasi ig¢in tarafimiza
gonderilecektir. Bu doku alinmasi iglemi, size anlatilan arastirma ¢aligmasi
icin yapilmamaktadir. Hastalarin tedavisi i¢in yapilan bir normal ve gerekli
olan bir iglemdir. Ayrica arastirmaya katilmayi kabul etmeniz durumunda
bir miktar normal endometriyum dokusuda alinarak kanser dokusundan

elde edilen verilerin karsilastiriimasi igin kullanilacaktir.
b. Ornekte neler arastirilacak ?

Arastirmaya katilmayir kabul ederseniz aldigimiz doku
orneginde kanserli ve normal dokuda ifadelenen gen UrUnlerinin miktarsal

analizi yapilacaktir.
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C. Ornekler nerede caligilacak?

Toplanan dokular Gazi Universitesi Tip Fakultesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda tetkik edilecektir. Yeterli materyal elde
edilmedigi durumlarda sizden bir daha 6rnek istenmeyecektir. Yurt i¢i veya

disindaki bagka bir labotatuvara kesinlikle génderilmeyecektir.

d. Genetik drnegin gelecekte nasil imha edilmesi

planlaniyor ?

Gondllulerden  toplanan  dokular  (diger ¢alismalarda
kullanimina izin veriimedigi takdirde) tibbi atik imha islemleri ile imha

edilecektir

4. Tarafimdan alinan érnekler gelecekte de kullanilabilecek

mi?

Tarafinizdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak
diger galismalarda kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu érnekler uzun
yillar isminiz (kimlik bilgileriniz) korunmak ya da yok ediimek kaydi ile
saklanabilir. Lutfen asagidaki seceneklerden size uygun olan bir tanesini

isaretleyiniz.

1- [J Tarafimdan alinan kodlanmis* 6rnegin yalnizca énerilen
calisma ic¢in kullanimini onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger

calismalar icin onay vermiyorum.

2- [1 Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca onerilen
galisma icin  kullanimini onayliyorum; ileri ¢alismalar igin tekrar

bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.
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3- [ Tarafimdan alinan kodlanmig Ornegin, arastirma
konusuyla baglantili diger calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak

farkh galismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- [] Tarafimdan alinan kodlanmig 6rnegin dnerilen ¢alisma
icin kullanimini onayliyorum, ve gelecekte de her tirli genetik ¢alismada

anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak kullaniimasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi
verilir. Kod numarasini yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize

yalnizca arastirici ulasabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Calismanin riskleri nelerdir?

Doku alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Kanser
dokusunun alinmasi iglemi, size anlatilan arastirma c¢alismasi igin
yapilmamaktadir. Cerrahi olarak uzaklastiriimasi gereken kanser dokusu
(endometriyum dokusu) imha edilmek yerine alindiktan sonra analizinin
yapilmasi igin tarafimiza gonderilecektir. Kanserin cerrahi tedavisi kanseri
kapsayan doku ile beraber yayilmasi muhtemel doku ve organlarin
cikariimasina dayanir. Etkili bir kanser cerrahisi i¢in cerrahi sinir olarak
ifade edilen kanserli doku ile normal doku arasindaki sinir normal doku
aleyhine cikarilarak kanser nuksunun olugsmasi onlenir. Dolayisiyla, ayni
hastalardan normal doku 6rneg@i de alinip kontrol grubu olusturulacaktir.

Doku aliminin ayrica bir riski s6z konusu degildir.

a. Yapilacak genetik teste bagli olusabilecek riskler:
Yapilan testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu
genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya cikarabilir. Bu bilginin kotuye

kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir
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hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de olumsuz

etkileyebilir.

6. Calismanin yararlari nelerdir?

Biz bu ¢alismamizda daha 6nceden yapiimamis EPO, EPOR
ve molekuler yolaktaki ilgili genlerinin ifadesinin endometriyum kanser
gelisimindeki rolunl arastirmayi1 amagladik. Calismamiz, suan igin ¢alisma
kapsamina dahil ettigimiz hastalara tedavide bir yarar saglamamaktadir.
Ancak ileride, bahsettigimiz gen drulerinin miktarlarinin artis1 veya
azalmasi ile epitel over kanseri gelistirme riski arasinda bir iligki bulundugu
takdirde, hastaligin gelisimde bu gen UrUnlerinin rolindn ve hastaligin
molekuler temelinin daha iyi anlagiimasi saglanacak ve buna bagh tedavi

bicimleri belirlenebilecektir.
7. Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak ?

Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar
kisisel bilgilerinizi, aragtirmay! ve istatistiksel analizleri yurutmek icin
kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait bulgular
dcuncu kigilere, onayiniz disinda hicbir sekilde agiklanmayacaktir.
Calismanin sonunda, size ait tim sonuglar hakkinda bilgi istemeye
hakkiniz oldugu gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da
vardir. Lutfen agagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

1 Bu caligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri

ogrenmek istiyorum

1 Bu caligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri

o6grenmek istemiyorum.
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Calisma sonuglari c¢alisma bitiminde tibbi literatirde

yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

Dokunuz genetik faktorler agisindan test edilecek ve elde
edilen bilgi sizin hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler,
bu arastirma ile ilgisi olmayan size ait ¢cok 6zel bagka bilgiler de verebilir.
Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagh kalinacak ve bilgiler tglncu

sahislara sizin onayiniz olmaksizin agiklanmayacaktir.
8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir ?

a. Calismaya katilmakla parasal yuk altina

girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.
9. Calismanin ticari bir yonu var midir?

Gondullulerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da
tedaviler geligtirilebilmesi gibi ticari bir fayda saglanabilir. Bdyle bir durum

olursa, gonulliler herhangi bir sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.
10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak ?

Arastirmadan dolayi katilimcinin gérecegi olasi bir zararda
bunun giderilmesi i¢in gerekli her tarla tibbi midahalenin yapilacagi ve bu
konudaki tim harcamalarin Ustlenilecegi tium arastirmacilar tarafindan

beyan ve taahhut edilmigtir.

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime

basvurabilirim ?

Arastirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile
ilgili ek bilgiye gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile lutfen iletisime

geciniz.
ADI : Dog. Dr. Anil Onan, Dog. Dr. Cagatay Taskiran
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GOREVI : Dog. Dr.
Hastanin Beyani

Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali tarafindan
genetik bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir

arastirmaya “katilimci” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla
karsilasmis degilim. Eger katiimayi reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum. Projenin yurutulmesi sirasinda herhangi bir neden gostermeden
arastirmadan cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak
icin arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi

kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.

ister dogrudan, ister dolayl olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her turlG tibbi girisimin saglanacagi
konusunda gerekli givence verildi. (Bu tibbi girisimlerle ilgili olarak parasal

bir yuk altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda;
herhangi bir saatte, Do¢. Dr. Anil Onan ve Dog. Dr. Cagatay Taskiran’i

arayabilecegimi biliyorum.

Bana vyapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z konusu genetik arastirmaya kendi
rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin, gonullulik igerisinde

katilmayi kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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Katilimci
Adi, soyadr:
Adres:

Tel:

imza:

Tarih:

Gorisme tanigi
Adi, soyadr:
Adres:

Tel:

imza:

Tarih:

Katilimci ile gérusen hekim

Adi soyadi, unvani:
Adres:

Tel:

imza:

Tarih:
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GAZi UNIVERSITESiI TIP FAKULTESIi KONTROL GRUBU OLARAK
INCELENECEK “SAGLIKLI GONULLULER” iGiN OLUR FORMU

Fakultemizde, Dog¢. Dr. Cagatay TASKIRAN ve Dog.
Dr. Anil ONAN’In sorumlu arastirmaci oldugu, 01/2007-27 kod’lu
“‘Endometriyum Kanser Gelisiminde EPO, EPOR ve Molekuler Yolaktaki

ilgili Genlerinin ifadelenmesi” isimli bir arastirma yapilmaktadir.

Calismanin amaci, EPO, EPOR ve molekuler yolaktaki ilgili
genlerinin ifadesinin endometriyum kanser gelisiminde rolu olup
olmadigini belirlemektir. Bu galisma ile gen arinu miktarlarinin artigi veya
azalmasi ile endometriyum kanseri geligtirme riski arasinda bir iligki
bulundugu takdirde hastaligin gelisiminde bahsedilen gen UrUnlerinin
roliunin ve hastaligin molekuler temelinin daha iyi anlagiimasi saglanacak

ve buna bagli tedavi bigimleri belirlenebilecektir.

Bu calismaya, “saglikli kontrol grubu” olarak katiimay: kabul
ederseniz, sizden istenen tek sey, yaklasik 10 cm uzunlugunda, 0,5 cm
capinda ince bir aletle rahim i¢ zarindan parca alinmasi islemi icin
cagrildiginiz  zamanda gelmenizdir. Bu iglem sirasinda gegici bir

rahatsizlik hissi, karinda kramp tarzinda agrilar olabilir.

Vereceginiz endometriyal yani rahim i¢ zar1 6rneginden EPO/
EPOR ve molekuler yolaktaki ilgili genlerin ifade farki olup olmadigi
endometriyum timoér dokusuyla karsilastirilarak, bu genlerin  kanser
gelisimindeki rolu arastirilacaktir. Yapilacak islem pipelle denilen oldukca
ince bir kanulle endometriyumdan yaklasik 10 mg doku alinmasindan
ibarettir. Calisma doktorunuz sizden elde edilen sonuglari, arastirmayi ve
istatiksel analizleri yuritmek igin kullanacaktir ancak kimliginiz gizli

tutulacaktir.
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Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger
katilmaya karar verirseniz bu yazih bilgilendirilmis olur formu imzalanmak

icin size verilecektir.

NOT: Bu cgalismada saglikli kontrol grubu olacak hastalar
poliklinige bagvuran rutin kontrol sirasinda higbir endometriyal rahatsizligi

olmadigi belirlenen postmenopozal kadinlar arasindan secilecektir.
(Katilimcinin Beyani)

GUTF Kadin Hastaliklari be Dogum Anabilim dalinda, Dog.
Dr. Cagatay TASKIRAN ve Dog¢. Dr. Anil ONAN tarafindan tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler
bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu kosullarla “saglikli kontrol grubu”
olarak, 1 kez, pipelle endometriyal drnekleme yapiimasi islemini kabul

ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
Katilimci

Adi, soyad:

Adres:

Tel:

imza:

Tarih:

Katilimci ile gérisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

imza:

Tarih:
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8- 2005 yilinda Gazi Universitesi BAP fonunca desteklenen’ Tirk
Toplumunda Hipoksiyi  indikleyen Faktér 1alfa (HIF1A) Gen
Polimorfizmleri ile Jinekolojik Kanserler Arasindaki iliskinin Belirlenmesi’
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