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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu galismada farkl1 histopatolojik derecelere sahip endometrium
kanseri (EK) hastalarinda forkhead transkripsiyon faktorii O1 (FOXOI1) ve sterol
element baglayici protein 1 (SREBP1)’in ekspresyon diizeylerindeki degisiminlerin
belirlenmesi ve EK gelisiminde prognostik 6nemlerinin ortaya konmasi amaglandi.
GEREC VE YONTEMLER: 61 adet Tip 1 EK ve 24 adet normal endometrium
iceren parafin doku bloklarinda FOXO1 ve SREBP1’in gen ve protein diizeyinde
ekspresyon degisimleri immunohistokimyasal boyama ve RT-PCR analizi ile
arastirildi.

BULGULAR: Immunohistokimyasal boyama sonuglarma gére, FOXOI1 protein
diizeyinin EK hastalarinda kontrol grubuna kiyasla azaldigi, grade bazh
degerlendirmede ise, kontrol grubuna kiyasla grade I EK’da artmasina ragmen, grade
II ve grade III EK’da azaldig: belirlendi. SREBP1 proteinin diizeyinin ise kontrol
grubuna kiyasla EK hastalarinda anlamli bir sekilde arttig1 gézlemlendi. RT-PCR
sonuclarina gore ise FOXO1 mRNA diizeyinin kontrol grubuna kiyasla toplam hasta
grubunda upregiile oldugu belirlenmesine ragmen, grade II ve grade Il EK
hastalarinda kontrol gére FOXO1 ekspresyonunun azaldigi tespit edildi. Ayrica,
SREBP1 mRNA seviyesinin kontrol grubuna gore EK hastalarinda azaldigi
belirlenmesine ragmen, o6zellikle grade I ve III EK hastalarinda SREBP1 ekspresyon
diizeyinin anlaml1 bir sekilde arttig1 analiz edildi.

SONUC: Mevcut tez calismasinda, FOXO1 ve SREBP’in gen ve protein diizeylerinde
degisimler, farkli gradelere sahip EK hastalarinda ilk kez ortaya konmustur. Ancak,
EK hastalarinda grade bagh degisen FOXO1 ve SREBP1 ekspresyon diizeylerinin

aydinlatilmasina yonelik ileri calismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: FOXO1, SREBP1, endometrium kanseri, immunohistokimya,
RT-PCR, mRNA.
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INVESTIGATION OF FOXO TRANSCRIPTION FACTORS AND RELATED
MOLECULAR MECHANISMS IN ENDOMETRIUM CANCER BY
HISTOCHEMICAL AND MOLECULAR BIOLOGICAL METHODS

SUMMARY

INTRODUCTION AND AIM: In this study, it is aimed to determine the changes in
the expression levels of the FOXO1 transcription factor and SREBP1 in the
endometrial cancer (EC) patients with different histopathological grades, and to reveal
their prognostic importance in the development of EC.

MATERIALS VE METHODS: The expression changes of FOXO1 and SREBP1 at gene
and protein levels in 61 Type 1 EK and 24 normal endometrium paraffin tissue blocks were
investigated by immunohistochemical staining and RT-PCR analysis.

RESULTS: According to the immunohistochemical staining results, it was
determined that the FOXO1 protein level decreased in EC patients compared to the
control group. It was observed that the level of SREBP1 protein was significantly
increased in EC patients compared to the control group. According to RT-PCR results,
although FOXO1 mRNA level was upregulated in the patient group compared to the
control group, the level of FOXO1 was down-regulated in grade Il and grade 111 EC
patients compared to the control group. Additionally, although the level of SREBP1
mMRNA was decreased in EC patients compared to the control group, it was analyzed
that the expression level of SREBP1 was significantly increased especially in grade |
and 111 EC patients.

CONCLUSION: In the current thesis study, changes in gene and protein levels of
FOXO1 and SREBP were revealed for the first time in EC patients with different
grades. However, further studies are needed to elucidate the changing expression
levels of FOXO1 and SREBP1 in patients with grade-related EC.

Keywords: FOXO1, SREBP1, endometrial cancer, immunohistochemistry, RT-PCR,
mMRNA.
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1. GIRIS VE AMAC

Endometrium kanseri (EK), birinci diinya iikelerinde kadin genital sisteminin tim
malign tiimorleri i¢inde en yiliksek goriilme oranina sahip kanser tiirtidir (Siegel,
Miller, Jemal 2021). EK ile iliskili morbidite ve mortalite son yillarda artmis olup,
Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore, 2021 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde EK ile iligkili 12.940 6liim ve 66.570 yeni vaka 6n goriilmistiir (Siegel
et al 2021). Ayrica cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiyi iceren tedavi segeneklerine
ragmen kotii diferansiye EK hastalarinin kotii prognoz sergiledigi bildirilmistir (Li et

al 2012).

Forkhead box (FOX) proteinleri, hiicre sinyalinde yer alan bir transkripsiyon faktorii
olarak, metabolizma ve inflamasyon, dokuya 6zgii gen ekspresyonu ve embriyogenez
gibi hiicresel siireclerde, ayrica neoplazi olusumunda ve kromozom translokasyonunda
rol oynamaktadir (Collado et al 2000). FOX transkripsiyon faktorlerinin bilinen 19 alt
grubu bulunmaktadir. Bu proteinler FOXA’dan FOXS’ye kadar isimlendirilmektedir
(Arden and Biggs 2002, Katoh 2004). GEO veri taban1 (GSE63678) analizlerinde FOX
ailesine ait FOXO01, FOXO03, FOX04, FOXL2, FOXM1, FOXN3 ve FOXP3’iin EK
gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmistir (ncbi.nlm.nih.gov/geo) (Erisim tarihi:
12.11.2021, Giincellenme tarihi: 06.12.2018).

FOX transkripsiyon faktorleri ailesinin bir alt grubu olan FOXO proteinleri
memelilerde, neredeyse tiim dokularda eksprese edilen dort ana liye igermektedir.
Bunlar; FOXO1 (FKHR, FOXOla), FOX0O3 (FKHRL1, FOXO03a), FOX04 (X
kromozomunda bulunan akut 16semi fiizyon geni, AFX) ve FOXO6 olarak
isimlendirilmektedir (Martins, Lithgow, Link 2016).

FOXO transkripsiyon faktorleri; enerji metabolizmasi (Zhang et al 2006, Kousteni
2012), hiicre dongiisii ilerlemesi (Ho, Myatt, Lam 2008), apoptoz, hiicresel farklilasma
(Chen et al 2013), yara iyilesmesi (Greer, Brunet 2005) gibi 6nemli hiicresel siire¢leri

diizenlemektedir.

FOXO transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesi olan FOXO1, tiimor baskilayici olarak



kabul edilmekte ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolag:i ile
diizenlenmektedir. FOXO1, dogrudan insiilin tarafindan hedeflenerek insiiline duyarl
dokularda yiiksek oranda eksprese edilmektedir (Zhang et al 2006). Insiilin, insiilin
biiyiime faktorii (IGF)-1 ve FOXO1 reseptoriine baglanarak PI3K/Akt yolunda yer
alan belirli hiicre i¢i kinazlar1 aktive etmektedir. Bu sinyal yolunun aktivasyonu,
FOXO1’in niikleer translokasyonunu azaltarak, transkripsiyonel fonksiyonunu inhibe

eden FOXOL1 fosforilasyonu ile sonuglanmaktadir (Lettieri et al 2014).

Ektopik lipid metabolizmasi (yag asidi ve kolesterol sentezi) kanser hiicrelerinin
proliferasyonunda 6nemli bir mekanizmadir (Deberardinis 2008a, 2008b). Yiiksek
lipojenik aktivite, kanserin invazyonu ve metastazi ile yakindan iliskilidir ve buna
bagl olarak EK vakalarinin da %40'inda obezite goriildiigii bildirilmistir (Li et al
2012).

Sterol diizenleyici element baglayic1 proteinler (SREBP) lipojenik genlerin
ekspresyonunu diizenlemekte olup temel sarmal halka-sarmal 16sin fermuar ailesinin
tiyeleridir (L1 et al 2012). Ailenin SREBP1a, SREBP1c ve SRBEP2 olmak iizere ii¢
farkli izoformu bulunmaktadir. Her izoformun etkileri birbirinden farklilik
gostermektedir. SREBP1a, birincil SREBP'tir ve yag asitleri ile trigliseritlerin
sentezini kontrol ederek hiicre ici lipid homeostazini segici olarak diizenlemektedir
(Chen et al 2014). SREBP1'in yiiksek ekspresyonunun, prostat ve pankreas kanserinin
de dahil oldugu farkli kanser tiirlerinin progresyonda dogrudan etkili oldugu
bildirilmistir (Heemers et al 2001, Sun et al 2015). SREBP1 ayrica insiilinin hedefidir.
Insiilin, karaciger X reseptorlerinin etkinligini artirarak SREBP1'i kodlayan genin
transkripsiyonunu aktive edebilmektedir (Chen et al 2004). SREBP2’nin ise nispeten
kolesterol sentezi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Eberlé, Hegarty, Bossard, Ferré,
Foufelle 2004).

Son zamanlarda, SREBP1'in farkli kanser tiplerinde yiiksek oranda eksprese edildigi
bildirilmistir (Ettinger et al 2004, Guo et al 2009). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
onkojenik olusumlarda enerji ihtiyact i¢in kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden
farkli olarak de novo lipogenezinin lipitler ile karsilandigi ortaya konulmustur.

Dolayistyla tiimor olusumlarinda lipojenik genlerin asir1 ekspresyonu s6z konusudur


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eberl%C3%A9+D&cauthor_id=15589694
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(Deberardinis et al 2008a, 2008b). Bundan dolayr SREBPI'in inhibisyonunu
hedefleyen genetik ve farmakolojik uygulamalarla tiimoér gelisiminin dnemli 6lgiide
inhibe edildigi gosterilmistir (Guo et al 2009).

FOXO1 ve SREBPI lipogenezde yer alan iki onemli protein olup, etkileri insiilin
tarafindan Akt (Protein Kinaz B, PKB) sinyal yolagi ile diizenlenmektedir. Yapilan
arastirmalarda EK gelisiminde FOXO1 ve SREBP1 arasindaki iliskinin belirsizligini
korudugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda, farkli histopatolojik derecelere
(Grade 1, Grade 2 ve Grade 3) sahip EK hastalarinda, FOXO1 ile SREBPI’in
ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin ve bu transkripsiyon faktorlerinin EK

gelisiminde molekiiler biyobelirtegler olarak dneminin ortaya konmasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ENDOMETRIUMUN HISTOLOJISi

Insan disi iireme sistemindeki i¢ genital organlar; bir ¢ift ovaryum, bir ¢ift tuba uterina
(Fallop tiipleri), ortada yerlesmis bir uterus (rahim) ve vajinadan olusmaktadir (Sekil
1). I¢inde bir liimeni olan uterus, yaklasik 7 cm x 4 cm x 2,5 cm ebatlarinda, bir elin
yumruk yapilmis sekli kadar biiyiikliige sahip armut seklinde bir organ olup pelviste
mesane ile rektum arasinda yer almaktadir. Uterusun duvar ii¢ tabakadan olusur. Bu
tabakalar distan ice dogru asagidaki gibi siralanmaktadir:

e Perimetriyum (Tunika seroza): Uterusun dis yiizeyini kaplayan visseral periton
tabakasidir.

e Miyometriyum (Tunika muskularis): 1,25 cm kalinliginda diiz kas tabakasidir.
Gebelikte kas lifleri hem biiyiir (hipertrofi) hem de mitoz ile cogalirlar
(hiperplazi). Ayrica mezenkimal hiicrelerden yeni kas hiicreleri olusabilir.
Normalde 40-90 mikron metre uzunlugundaki kas liflerinin boyu gebelikte 10
kat artabilir.

e Endometrium (Tunika mukoza): Uterusun liimene bakan i¢ yiizeyini doseyen
mukoza tabakasi olup menstriiel siklus boyunca degisiklikler sergiler

(Eroschenko 2013, Ross and Pawlina 2014, Gartner and Hiatt 2014).
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Sekil 1. Disi genital organlarinin anatomik yapisi (Kelly, Wood, Enders 1984)

Endometrium, lamina epitelyalis (6rtii epiteli) ve lamina propriadan olusur. Ortii
epiteli, kinosilyali prizmatik hiicreleri ve sekretuar hiicreleri (peg hiicreleri) igeren tek
katli kinosilli prizmatik epiteldir. Ortii epiteli altindaki bag dokusu olan lamina propria
baslica stromal elemanlardan ve endometriyal bezlerden olusur. Endometriyal bezler,
ortii epitelinin alttaki stroma igine invajine olmasi ile meydana gelen basit tiibiiler
bezler olup derin kisimlara dogru dallanmaktadir. Bezlerin arasini1 dolduran stromada
yogun olarak Tip Il kollajen lifler, ¢ok sayida fibroblast, makrofaj, lenfosit, nétrofil,
bazofil, eozinofil, ekstraselliiler ara madde ve spiral seyirli helikal arterler bulunur.
Essiz bir damarlanma agina sahip olan endometriumda, uterin arterden ¢ikan 6-10 adet
arkuat arterin yukartya dogru uzanan kollari ileri derecede sarmal hale gelirek spiral
(helikal) arteri olusturur. Spiral arterler, Ostrojen ve progesteronun etkisi ile
dejenerasyon ve rejenerasyon olaylarinin gergeklestigi endometriumun fonksiyonel
tabakasinin kanlanmasindan sorumludur (Sekil 2) (Ross and Pawlina 2014,

Kierszenbaum 2006, Gartner and Hiatt 2014).
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Sekil 2. Endometriumun histolojik tabakalar1 (Kelly, Wood, Enders 1984)

Puberteden itibaren iireme cagr boyunca endometrium her ay dongiisel olarak
morfolojik ve fonksiyonel degisimlere ugrar. Ortalama 28 giin siiren bu dongiiye
menstriiel siklus denir. Her siklusta, ovaryumdaki folikiil gelismesine (ovaryan siklus)
paralel olarak endometriyal evreler (uterinal siklus) ortaya ¢ikar (Sekil 3). Yirmi sekiz
giinliilk menstriiel siklus boyunca overlerde ve uterus endometri umunda goriilen
degisiliklerin tiimii genital siklus olarak adlandirilir. Siklusun ilk 14 giinii boyunca
overlerde folikiil biiylimesi ve olgunlagmasi gergeklesirken endometrium ilk 1-4.
giindeki menstrilasyon kanamasimi takiben proliferasyon evresine (proliferatif faz,
preovulatuvar faz) girer. Ortalama 14. giinde gerceklesen ovulasyonu takiben
overlerde luteal faz (korpus luteumun gelismesi) goriiliirken, endomtriyumda
sekresyon fazi ortaya cikar. Ovulasyonla overden disar1 atilan sekonder oosit tuba
uterinanin infundibulum boélgesinde bulunan fimbriyalarla yakalanarak tiip i¢ine alinir
ve burada yaklasik olarak 24 saat canhi kalir. Eger dollenme gerceklesmezse oosit
dejenere olarak buradaki hiicreler tarafindan absorbe edilir. Ovulasyondan sonraki bu
donemde endometrium, gerceklesebilecek dollenme neticesinde olusmast muhtemel
olan embriyonun yuvalanmasina (nidasyon) yardimci olmak ve embriyoyu beslemek

iizere sekretuar (postovulatuvar faz) evrededir. Sayet dollenme olmazsa, 14 giinliik



sekretuar evrenin sonunda, yani menstriiel siklusun 28. giinii tamamlaninca
menstrilasyon kanamasit baslar. Menstriiel siklusun fazlart  gergeklesirken
endometriumun kalinlig1 siklus sonuna dogru giderek artar (0,5 mm-8 mm). Seksiiel
olarak olgunlasan bireyde menstriiel siklusun ilk olarak gdriilmesine menars adi
verilir. Bu sikluslarin ileri yaslarda diizensizlestigi ve en sonunda durdugu donem ise

menopoz olarak adlandirilir.
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Sekil 3. Yumurtalik ve endometrium dokusunda hormonlarin etkisindeki genital siklusun
sematik diyagrami (Gartner and Hiatt 2014)

Ureme ¢aginda endometrium yapisal ve fonksiyonel agidan, stratum fonksiyonale ve
stratum bazale olmak iizere iki tabakadan olugmaktadir (Sekil 4);

e Stratum fonksiyonale (fonksiyonel tabaka): Ostrojen ve progesteron
hormonlarinin etkisinde menstriiel siklusta prolifere olan ve menstriiel kanama
doneminde kismen veya tamamiyla dokiilen endometriumun 2/3’liikk kalin tist
boliimiidiir. Sekresyon fazinda fonksiyonel tabakada iki kisim ayirt edilir:
Stratum kompaktum, ince en list tabakadir, bezlerin boyun kismini igerir, bag
dokusu siki1 yapidadir. Stratum spongiozum ise kompakt tabakanin altinda,
liimeni genislemis bezlerden dolay1 siingerimsi goriintiiye sahiptir. Burada

bezlerin arasinda 6demli bag dokusu yer almaktadir.
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e Stratum bazale (bazal tabaka): Menstriiel kanama esnasinda dokiilmeyen ve

fonksiyonel tabakanin yeniden olusumu igin gerkeli olan endometriumun

1/3’liik derin kismudir. Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisinde

degildir. Kanlanmasi bazal arterlerden saglanir.

Esrefoglu 2016, Ross and Pawlina 2014).

(Kierszenbaum 2006,
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Sekil 4. Endometriumun damarlanmasi (Ross and Pawlina 2014)

2.1.1.
Degisiklikler

Menstriiel Siklusta

Endometriumda

Meydana

Gelen Dongiisel

Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) kontrolii

altinda 6n hipofizden salgilanan Folikiil uyarict hormon (FSH) ve liiteinizan

hormonlar1 (LH) ile overlerden Gstrojen ve progesteron salinimi kontrol edilmektedir.
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Ostrojen ve progesteron hormonlarindaki dongiisel degisimler ise endometrium
fonksiyonalis tabakasinda her ay goriilen siklik degisikliklere sebep olmaktadir.
Endometriumda goriilen bu dongiisel degisiklikler proliferasyon fazi, sekretuar faz ve

menstriiel faz olmak tizere lige ayrilmaktadir (Sekil 3).

2.1.1.1. Proliferasyon Fazi

Bu faz, ovaryumlarda folikiillerin gelistigi folikiiler fazla es zamanli olarak
gerceklesmektedir. Menstriiel fazda endometriumun stratum fonksiyonale tabakasi
dokiilerek geriye yaklasik 0,5-1 mm kalinligindaki stratum bazale kalmaktadir. Kalan
bu boliim, uterus bezlerinin ve spiral arterlerin bazal kismini igermektedir. Bu
boliimdeki epitel dokusu ve stromal hiicreler ovaryumlarda olgunlasan folikiillerden
salgilanan Ostrojenin etkisi ile hizla prolifere olmaya baslar ve endometrium yeniden
yapilandirilir. Bdylece uterus bezleri ve damarlar uzayarak biiyiirken, stromal hiicreler
de prolifere olarak ara maddeyi salgilar (Sekil 5) (Ross and Pawlina 2014, Hall and
Hall 2006).

Menstriilasyonun baslangicindan ovulasyona kadar gegen ilk 2 hafta iginde, stromal
hiicrelerdeki artisin, endometriyal bezlerin biiylimesinin ve yeni gelisen damarlarin
etkisi ile endometrium kalinlig1 belirgin sekilde artarak ovulasyonun baglangicinda
yaklasik 3-5 mm kalinliga ulasir. Endometriyal bezler proliferatif fazda daha diiz ve
tiibiiler yapida olup, daha kisa ve liimenleri bostur. Bezlerin arasindaki stromal alan
daha genistir. Proliferatif fazin sonuna dogru bezlerin boyunun daha da uzamasiyla
bulunduklar yere sigabilmek i¢in daha kivrimli hale gelir ve hafif dalgali goriiniim
kazanir. Bez hiicrelerinde graniilli endoplazmik retikulum sisternalari ve Golgi
kompleksinin miktar1 giderek artar ve bez epitel hiicrelerinin bazalinde glikojen
birikimi ile seretuvar aktiviteye hazirlik tamamlanir (Esrefoglu 2016, Ross and

Pawlina 2014, Hall and Hall 2006, Kierszenbaum 2006, Mescher 2009).
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Sekil 5. Proliferasyon fazinda endometriumu gosteren 151k mikrograf. B: Endometriyal bez,
SF: Stratum fonksiyonale, SB: Stratum bazale, Ep: Epitel, D: Kan damari, mavi ok: Yiizey
ortii epiteli lamina propriya igine ¢okerek bez epitelini olusturmakta. a (Ross and Pawlina
2014), b (Gartner and Hiatt 2014)

2.1.1.2. Sekretuar Faz

Bu donemde, ovulasyondan sonra folikiiliin geri kalanindan gelisen korpus luteum
hizli bir sekilde strojen ve progesteron salgilamaya baslar. Ostrojen, endometriumda
hafif derecede proliferasyonun devamini saglarken, progesteron endometriumu
O0dematdz hale getirir ve sekretuar degisikliklerin olugmasini saglar, boylece bezler
daha da biiyiiyerek iyice kivrimli hale gelir, liimenleri genisleyerek glikojenden zengin
mukoid bir sivi ile dolar (Sekil 6). Bu sivinin fertilize ovumun, uterin kaviteye
girisinden implante olusuna kadar gegen siire i¢cinde beslenmesini sagladigi ve ayrica,

implantasyon gergeklestigi takdirde embriyo gelisimini destekledigi bildirilmektedir.
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Sekil 6. Sekretuar fazda endometriumu gosteren 1sik mikrograf. M: Miyometriyum, SB:
Stratum bazale, SF: Stratum fonksiyonale, L: Limen, Ok: Endometriyal bezi olusturan igi
glikojen dolu kolumnar epitel, basit prizmatik epitel. Boya: H-E. a (Ross and Pawlina
2014), b (Gartner and Hiatt 2014)

Sekretuar fazda spiral arterler iyice uzar, daha sarmalli hale gelir ve endometrium
ylizeyine kadar ilerler. Ovulasyondan yaklagik 1 hafta sonra endometrium kalinlig 5-
6 mm’ye, siklusun sonuna dogru ise 7-8 mm’ye ulagmis olur. Eger dollenme
gerceklesir ve blastosist implante olursa, endometriumun lamina propriasindaki
stromal hiicreler biiyiir, progesterona yanit olarak lipid ve glikojen depolayarak
desidual hiicrelere dontsiirler. Gebelik sirasinda endometriumda goriilen bu
degisikliklere desidual reaksiyon denir (Esrefoglu 2016, Ross and Pawlina 2014, Hall
and Hall 2006).

2.1.1.3. Menstriiel Faz

Fertilizasyon gerceklesmezse, korpus luteum yaklasik 10 giin daha hormon {iretir ve
ardindan gerilemeye baslar. Buna bagl olarak dolasimdaki progesteronun ve
Ostrojenin ani azalan diizeyleri menstriiel faz1 baglatir. Bu ani diisiis spiral arterlerin

duvarinda periyodik kasilmalara sebep olarak fonksiyonel tabakada iskemiye sebep
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olur. Bez salgilamay1 durdurur ve stromadaki 6dem azalir. Bunu takiben yaklasik 48
saat sonra uzun siireli arteriyal kontraksiyonlar nedeni ile kan damarlarinda riiptiir ve
ylizey epitelinde bozulma meydana gelir. Endometriumun fonksiyonel tabakasi
nekroze olup kanamaya baslar. Menstriiasyonun baglamasindan yaklagik 2 giin sonra
endometriumun fonksiyonel tabakasi tamamen dokiiliir. Menstriiel kanama ise
yaklagik 4-5 giin devam eder. Fertilizasyon gerceklesmedigi siirece, bu dongii her ay
tekrarlanmaktadir (sekil 7). (Esrefoglu 2016, Ross and Pawlina 2014, Hall and Hall
2006).
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Sekil 6. Menstriiel fazdaki endometium. S: stratum (Kelly, Wood, Enders 1984)

2.2. ENDOMETRIAL KANSER

2.2.1. Endometrial Kanserin (EK) Epidemiyolojisi

EK kadinlarda meme, akciger ve kolon kanserinden sonra tiim diinyada en sik goriilen
ve kotii prognoza sahip kanser tiiriidiir ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
kanser sebebiyle gerceklesen dliimlerde yedinci sirada yer almaktadir (Siegel et al
2021). Ortalama goriilme yasi 60 olup 61 yas sonrasi insidanst kademeli olarak

azalmaktadir (www.cancer.org/cancer/endometrial-cancer/about/key-statistics.html)
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(Erisim tarihi: 04.11.2021). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2020 verilerine gore diinya
capinda en yaygin goriilen kanser tipleri arasinda 5. sirada EK yer almaktadir. Diinya
genelinde 2021 yilinda EK yeni vaka sayisinin 66.570, 6liim sayisinin 12.940 olacagi
ve yeni tanimlanan kanser vakalarinin %3,5’ini olusturmasi 6ngoriilmiistiir. EK’nin
2011-2017 yillart arasinda goreceli sagkalim orant %81,1°dir
(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/corp.html) (Erisim tarihi: 02.11.2021). 2016°da
yapilan bir ¢alismada histopatolojik grade 1-2’de erken evrede bes yillik sag kalim
oranlar1 %70-90 olarak tespit edilmistir (Kaban 2016). EK insidansinin, diisiik ve orta
gelirli {ilkelerde, gelecek on yilda artmaya devam edecegi tahmin edilmektedir

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijc.31961) (Erisim tarihi: 02.11.2021).

EK’nin en yaygin belirtisi anormal uterin kanamalardir. Hastalarin %75-90’1 vajinal
kanama sikayeti ile kliniklere bagvurmaktadir. Anormal kanama sikayeti ile gelen
postmenapozal kadinlarin %3-20’sinde EK saptanirken, %35-15’inde endometrial
hiperplazi saptanmaktadir. Anormal vajinal kanamalarda ise 45 yas ve alt1 hastalarda
EK goriilme riski oldukga diisiiktiir (Ronghe and Gaudoin 2010). ileri evre EK
hastalarinda barsak veya idrar kesesi fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler,
abdominal siskinlik ve agr1 ve bazen bunlara eslik eden pelvik agrilar semptomlar

arasinda yer almaktadir (Burke et al 2014).

Servikal darlig1 olan, yasli, zayif ve Ostrojen eksikligi olan hastalarda EK’ya bagh
kanama sikayeti nispeten az bildirilmistir. Bu hastalarda hematometra goriilebilir ve

bir kisminda nadir de olsa piiriilan akint1 sikdyeti vardir (Hacker and Moore 1998).

EK 40 yas ve altindaki kadinlarda diisiik prevalans gostermektedir (Engelsen, Akslen,
Salseven 2009). EK tanisi, kadinlarda biiylik oranda menopoz sonras1 konmaktadir.
Tan1 oran1 50 yas oncesi %15, 40 yas Oncesi ise bu oran sadece %5’ tir (Burke et al
2014). Hastalik %70-80 oraninda erken evrede tespit edilebilmektedir.

2.2.2. EK’min Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

EK gelisiminde en yaygin risk faktorleri; uzun siireli dstrojen maruziyeti, obezite,
diyabet, genetik yatkinlik, erken menarj, hi¢ dogum yapmamis olmak (nulliparite),

menopoza girme yasinin ge¢ olmasi, ileri yas, endokrin faktorler ve tamoksifen
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kullanimi1 yer almaktadir (Kaaks, Lukanova, Kurzer 2002). Ozellikle obezite,
nulliparite ve polikistik over sendromu (PKOS) hikayesi esliginde kirk yas ve alt1 geng
kadinlarda EK riski daha yiiksek olarak bildirilmistir (Soliman et al 2005).

Obezite ekstra hepatik aromataz sistemini etkileyerek periferik Ostrojen iiretimini
artirmaktadir. Periferik Ostrojen iiretiminin birincil kaynagi olan adip6z dokuda,
yiiksek aromataz aktivitesinden dolay1 androstenediondan Gstron ve testosterondan
ostradiol olugsmaktadir. Ayrica obez kadinlarda azalan seks hormon baglayan globiilin
(SHBG) diizeyi ostrojenin serumda serbest kalan miktarini arttirmakta ve buna bagh
olarak da EK goriilme riski 3 ile 10 kat arasinda artmaktadir (Mahboubi, Eyler,
Wynder 1982). Bu nedenle Japonya gibi diisiik yagl beslenme aligkanligina sahip

tilkelerde endometrium kanserine daha az rastlandigi bildirilmistir (Lawrence 1987).

PKOS’lu kadinlarda normalden 3-4 kat daha fazla androstenedion ve Ostron
tiretilmesine bagli olarak anovulasyon riski artmaktadir. Normalden ¢ok iiretilen
Ostrojenin progesteronla karsilanamamasi, endometrial hiperplazi ve premalign
etkilere sebep olabilmektedir. Ayrica PKOS’lu kadinlarda eslik eden hiperinsiilinemi
ile artmis insiilin ve IGF EK riskini artirdig diistiniilmektedir. Nitekim Lauritzen ve
arkadaglarmin yaptig1 in vivo deneylerde ¢ogu tiimor hiicresinin proliferasyonunun
insiiline bagimli oldugu gosterilmistir (Lauritzen 1977, McDonald, Malkasian, Gaffey
1977).

Hi¢c dogum yapmamis kadinlarda kronik Ostrojen maruziyeti daha fazla oldugundan
EK riskinin arttig1 diistiniilmektedir. Gebelik sayis1 arttikca EK riski azalmaktadir.
ABD’de EK tanis1 alan kadinlarin %21-34’iiniin nullipar oldugu bildirilmistir
(Mahboubi et al 1982).

Uzun siireli dstrojen maruziyeti Tip 1 EK ile iligkilidir. Menopozal semptomlarin
kontrolii i¢in kullanilan dstrojen replasman tedavisinin EK gelisim riskini 2-20 Kat
arttirdi1 saptanmistir (Burke et al 2014). Ayrica progestinlerin siirekli veya aralikli
olarak uygulanmasi sonucunda EK riskinin énemli 6l¢iide distiriildigi bildirilmistir

(Malcolm 1997).
EK gelisimi i¢in yas onemli bir risk faktoriidiir. Gen¢ kadinlarin ileri yaslara gore
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erken evre ve endometrioid histolojisi iyi diferansiye EK tanisi aldigi bildirilmistir
(Pamela et al 2005). On iki yasindan 6nce adet gérmeye baglayanlarda daha fazla
anovulatuvar siklus goriilmesinden dolay1 EK riski 1,6 kat arttig1, 52 yasindan sonra
menapoza giren kadinlarda ise artan Gstrojen maruziyeti nedeniyle bu riskin 2,4 kat
arttig1 bildirilmisitir (Mahboubi et al 1982, Lawrence 1987).

Geng yastaki kadinlarda EK’nin bir diger gelisim sebebi ise genetik yatkinliktir.
BRCAI gen mutasyonuna sahip kadinlarda EK’nin 6zellikle ser6z tipinin geligme
olasiligmin arttig1 gosterilmistir (Beiner, Finch, Rosen 2007). Herediter nonpolipoid
kolorektal karsinom (HNPCC) hastalig1 olan kadinlarda EK gelisim riskinin %40-60
oldugu bildirimistir. HNPCC, DNA tamir genlerindeki mutasyonlara bagli olarak
gelisen otozomal dominant bir hastaliktir. (Arora and Quinn 2012). Ayrica, timor
supresor gen olan protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu (PTEN) geninde olugan
mutasyonun da EK dahil pek¢ok neoplazi ile iliskili oldugu ve riski arttirdigi
gosterilmistir (Kaaks et al 2002). Mahboubi ve arkadaslarinin (1982) Ingiltere’de
gerceklestirdigi  calismalarda EK hastalariin = %15’inde aile Oykiisii  oldugu
bildirilmistir (Mahboubi et al. 1982). EK ile iligkili genetik degisiklikler Tablo 1’de

gosterimistir.

Tablo 1. EK’nin genetik mutasyonlari (Lax 2007)

Degisen Gen Aktivasyonu % Tip 1 % Tip 2
PTEN inaktivasyonu 35-50 10
Beta-katenin mutasyonu 25-40 0-5
MSI (mikrosatellit instabilitesi) 20-40 0-5
K-Ras mutasyonu 15-30 0-4
HER-2/neu amplifikasyonu 10-30 45
P53 mutasyonu 10-20 90

E-kaderin degisikligi 10-20 80-90

P16 mutasyonu 10 40

EK etiyolojisinde yer aldig: bildirlen diyabetle ilgili baz1 yazarlarin tartigmali fikirleri
bulunmaktadir (Lawrence 1987). Friberg ve arkadaslar1 (2007) ile O’Mara ve
arkadaslarinin (1985) yaptig1 calismalarda Tip 2 diyabet ve EK arasinda pozitif bir
iliski oldugu gosterilirken, Rubin ve arkadaslar1 (1990) ile Coughlin ve arkadaslari
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(2004) bu iligkinin tamamen tutarli olmadigin1 bildirmislerdir. 1966-2007 yillar
arasinda 96.003 katilimciyla gergeklestirilen bir meta analizde Tip 2 diyabetli
kadinlarda, diyabet olmayan kadinlara kiyasla EK goriilme riskinin 2 kat oldugu, Tip
1 diyabetin ise 3 kat artabilecegi gosterilmistir (Friberg, Orsini, Mantzoros, Wolk
2007). Tip 2 diyabetin baslica belirleyicileri olan obezitenin (Kissebah et al 1982,
Bjorntorp 1991) ve diisiik fiziksel aktivitenin EK i¢in de risk faktorleri oldugu rapor
edilmistir (Vainio, Kaaks, Bianchini 2002).

2.2.3. EK’nin Simiflandirmasi

EK geleneksel simiflandirmasi endometrioid, seréz ve clear-cell adenokarsinoma gibi
histopatolojik karakteristiklere bakilarak ya da klinik ve endokrin 6zelliklere bakilarak
yapilmaktadir. Dedes ve arkadaglarinin (2011) yaptigi calismada, tiimdoriin
histopatolojisine gére EK’nin Bokhman JV tarafindan Tip 1 ve 2 olarak iki siifa

ayrildigini1 (Bokhman 1983) bildirmislerdir (Tablo 2).

Tip 1 tiimorler yiiksek Ostrojen seviyesi, endometrial hiperplazi, obezite, hormon-
reseptor pozitifligi ile yakindan iliskilidir ve tedavide basar1 orani yiiksektir. Tip 1
endometrioid adenokarsinomlar, EK’nin yaklasik %80-90 gibi biiyliik bir kismini
olusturmaktadir. Tipik olarak normal biiylikliikkte ya da miyohiperplastik uterus

icerisinde, diizensiz proliferatif ya da hiperplastik endometrium ile karakterizedir.

Tip 2 tiimorler ¢ogunlukla ileri seviyede tani almaktadir ve ileri yaslarda obez olmayan
kadinlarda daha yaygin goriilmektedir. Endokrin ve metabolik bozukluklarda ortaya
¢ikan tiimdrler az diferansiyedir. Bu tiimorler ostrojenik uyarima bagli olmayip, atrofik
veya inaktif endometriumla iligkilidir. Tip 2 tiimorli hastalarda serum &strojen
seviyesinin diisiik oldugu kaydedilmistir (Murali 2014). Tip 2 EK’lar lenf nodu
yayilimi ve derin miyometrial invazyon gostermektedir. Tip 2 EK’lar ayrica p53, p16,
epidermal biiylime faktorii ailesinin ikinci {iyesi HER-2/neu ve E-kaderinde

gerceklesen genetik degisikliklerle de karakterize edilmistir (Lobo and Thomas 2016).

EK’nin en sik goriilen tipi olan Tip 1 endometrioid adenokarsinomlarda sitolojik atipi
artmakta ve timor diferansiyasyonu solid alanlar arttik¢ca azalmaktadir. Ayrica Tip 1

adenokarsinomlarin  yaklasik  %15-25’1 skuaméz  diferansiyasyonlu alanlar

16



icermektedir. Tip 1 endometrioid adenokarsinomun farkli bir tipi olan sekretuar
karsinom ise olgularin yalnizca %1 ’ini olusturmaktadir. Skuamdz farklilagma gdsteren
adenokarsinomlar glandiiler kompenentin niikleer degerlendirmesine gore

derecelendirilmektedir.

Tablo 2. EK’nin histolojik alt tipleri (Dedes et al 2011)

Endometrioid adenokarsinoma/Tip 1 Non-endometrioid karsinoma/Tip 2
Skuamoz diferansiyasyon Serdz adenokarsinoma
Villoglandiilar diferansiyasyon Clear-cell adenokarsinoma
Sekretuvar varyant Metaplastik adenokarsinoma

Silyali -hiicre varyanti Musindz adenokarsinoma

Skuamoz-hiicre karsinomasi

Diger; karigik adenokarsinomalar,

transizyonel- hiicre karsinomasi, kii¢iik hiicre

karsinomasi ve undiferansiye karsinoma

Tip 2 olarak siniflandirlan ser6z adenokarsinom, berrak hiicreli karsinom ve skuaméz
hiicreli karsinomlarda ise niikleer derecelendirme dikkate alinarak siniflandirilmakla
birlikte Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (International Federation of
Gynecology and Obstetrics, FIGO) grade sistemi tiim endomerioid karsinomlara ve

miisindz karsinomlara uygulanabilmektedir (Zaino and Kurman 1988).

Villoglandiiler konfigiirasyon EK’nin %2’sinde bulunmaktadir (Sutton, Brill,
Michael, Stehman, Ehrlich 1987). Bu tiimorlerde hiicreler papiller bir goriintii
sergilemekte olup, iyi farklilagsmislardir. Endometrioid karsinomlarda villoglandiiler
konfigiirasyon erken postmenapozal kadinlarda daha sik goriilmektedir (Tobon and

Watkins 1985).

Miisin6z adenokarsinomlar EK’nin yaklasik %5’ini olusturmakta ve intrasitoplazmik
miisine sahip hiicreler tiimoriin yarisindan fazlasini kaplamaktadir (Ross, Eifel, Cox,
Kempson, Hendrickson 1983). Bu tiimorlerin  ¢ogu iyi diferansiyasyon

gostermektedir.

Serdz adenokarsinomda ¢ogunlukla fibrovaskiiler yapilar etrafinda ¢ogalmis ytliksek

atipili hiicreler gozlenmekte ve Psammom cisimcikleriyle de karakterize
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edilebilmektedir. Hastalik kotii prognoza sahiptir ve agresif seyirlidir.

Berrak hiicreli adenokarsinomlar ise ¢ogunlukla ileri yas kadinlarda goriilen agresif
endometrial karsinomdur. Hiicreleri belirgin, berrak, eozinofilik sitoplazma ve yiiksek
derece atipili nukleus icermektedir. Cogunlukla hyalinizasyon gosteren papiller
yapidan ve bu yapida atnali konfigiirasyonundaki hiicrelerden olugsmaktadir. Abeler ve
arkadaslar1 berrak hiicreli adenokarsinomlarda miyometrial invazyon ve lenfovaskiiler
alan invazyonunun O6nemli birer belirleyici oldugunu bildirmistir (Abeler, Vergote,

Kjorstad 1996).

Tip 2 non-endometrioid skuamdz karsinom ise kotii prognoz ile karakterizedir. Cok
nadir goriilen bu timoriin tan1 ve tedavisinde servikal skuamoz epitele yayilimin

olmadiginin gosterilmesi oldukca dnemli bir belirleyici faktordiir.

EK i¢in cerrahi evreleme sag kalimi belirlemede en 6nemli prognostik belirteg olup,
tedaviyi sekillendirmede sikc¢a kullanilmaktadir. Ayrica tiimdriin yayilimini gosteren
cerrahi evreleme basta olmak {izere, rekiirrens ve sag kalimi degerlendirmede;
histopatolojik grade, histolojik tip, yas, miyometrial invazyon varligi ve derinligi,
pelvik ve paraaortik lenf nodu metastazi, servikal tutulum, pozitif peritoneal sitoloji,
peritoneal metastaz, adneksiyel tutulum gibi ¢ok sayida prognostik degisken de
tanimlanmistir. Evreleme sistemi 2009 yilinda FIGO tarafindan giincellenerek Tablo
3’teki seklini almistir (Pecorelli 2009).

Lezyonlarin orijin aldig1 organ ile sinirli goriildiigii Evre 1, erken evre hastaligi olarak
adlandirilmaktadir. Evre II, orijin alanimin disina lokal olarak yayilan hastalik ile
karakterizedir. Evre III daha genis tutulumu temsil etmektedir. Evre IV ise metastatik
ilerlemenin oldugunu gostermektedir. Bu temel evreler ise, genellikle belirli bir
evredeki degisken prognostik faktdre bagli olarak alt gruplara ayrilmaktadir (Benedet,
Bender, Jones, Ngan, Pecorelli 2000) (Tablo 3).

2.2.4. EK’nin Derecelendirmesi

Tip 1 EK’da histopatolojik yapisal derecelendirme, solid alanlarin oranina ve niikleer

atipiye gore yapilmaktadir. Skuamoéz diferansiyasyon alanlar1 solid timdér alanlari
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olarak degerlendirilmemelidir. Solid alanlarin orani; Grade 1’de %5 ve altinda,

Grade2’de %6-50 arasinda, Grade 3’te %50’nin tizerindedir.

Tip 1 EK’da niikleus derecelendirmesi ise; niikleusun boyutu ve sekli, kromatin
dagilim1 ve niikleolusun boyutuna gore yapilmaktadir. Grade 1’de; niikleus oval ve
kromatin dagilimi diizgiindiir ve belirsiz bir niikleolusa sahiptir. Grade 2’de; diizensiz
oval niikleus, kiimelenmis kromatin ve orta biiyiikliikte niikleolus, Grade 3’te ise;
biiylik-pleomorfik niikleus, biiliylik diizensiz niikleolus ve kaba kromatin

bulunmaktadir.

Tablo 3. FIGO evreleme kriterleri (Pecorelli 2009)

Timor miyometriyumun %’
Evre | Evre IA ] ] )
sinden azina invazyon gosterir.

Timor yalnizca : i i
Miyometriumun %2’ sinden

endometriumdadir. Evre IB
fazlasina invazyon gosterir.
Evre Il Endoservikal glandiiler
Evre 1A
Serviks tutulumu vardir fakat tutulum varlig
tiimor hala uterusla sinirlidir Evre 1B Servikal stromal invazyon
Evre IHIA Serézaladneksiyal invazyon
Evre I1IB Vajinal metastaz vardir.
Evre 111

Pelvik lenf nodu metastazi
Lokal ve/veya bolgesel yayilim
5 vardir.
varligt. Evre I1IC

Paraaortik lenf nodu metastazi

vardir.

Mesane ve/veya barsak
Evre IVA

metastazi vardir.

Evre IV Uzak metastaz ve/veya
Evre IVB inguinal/intraabdominal lenf

nodu tutulumu vardir.

Timor hiicrelerinin  yarisindan fazlasinda belirgin niikleer pleomorfizm, kaba
kromatin, niikleolus belirginligi var ise yapisal derece bir basamak yiikseltilmektedir
(Ozakinc1 2015). Serdz adenokarsinom ve berrak hiicreli adenokarsinomlar yiiksek

dereceli tiimorler olup niikleer derecelendirmem yapilmamaktadir.

Tiimoriin  histolojik diferansiyasyonunun degerlendirmesi lezyonun farklilagma
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derecesi dikkate alinarak yapilmaktadir. Lezyonlar Grade 1’de oOnemli dlgilide
farklilagmuis ise iyi diferansiye tiimor, Grade 2°de kismen solid alanli ise kismen ya da
orta derece diferansiye tiimor, Grade 3’te ise, solid ya da tamamen farklilasmamais ise

indiferansiye timor olarak tanimlanmaktadir (Ayhan 2009).

Miyometrial invazyon derinligi; tiimoriin derecesi, lenf nodu metastazi varligi ve genel
hasta sagkalimu ile iliskili en 6nemli morfolojik prognostik belirleyicidir. Lenf nodu
metastazlarinin prevalansi yiizeyel miyometrial invazyon ile %3'ten derin miyometrial
invazyonda %46'ya yiikselmektedir (Beddy et al 2012). Endometrioid adenokarsinom
timorleri ¢ogunlukla miyometrial invazyon gostermemektedirler. Bunun yerine
komsu miyometriuma dogru gelisir, sinirlar1 diizgiindiir, invazyon kolay farkedilir,
ancak bazi vakalarda yaygin invazyon nedeni ile endometrium- miyometrium siniri
net olarak degerlendirilememektedir. Timorlerin  %20’sinde servikse uzanim

mevcuttur (Gunderson et al 2014).

2.2.5. EK’nin Tanisi

EK risk grubunda olan tiim hastalara endometrial biyopsi yapilmalidir. Pipelle
biyopsinin, endometrial kanseri yakalamada olduk¢a etkili oldugu bildirilmistir
(Dijkhuizen, Mol, Brolmann, Heintz 2000). Pap smear testi EK tanisinda spesifik bir
yontem olmasa da tesadiifi olarak hastalig1 yakalayabilir. Klasik serviko-vajinal smear,
invaziv EK’da %47-67 oraninda pozitif sonug vermektedir (Sahmay and Atasii 2004).
Postmenopozal kadinlardan alinan Pap smearde endometrial hiicrelerin goriilmesi,
hasta hormon replasman tedavisi gérmiiyorsa, EK riskini 6nemli 6lglide artirmaktadir
(Simsir, Carter, Elgert, Cangiarella 2005). Bu nedenle bu gruptaki hastalara belirti
vermeseler de endometrial 6rnekleme yapilmalidir. Klinik agidan EK’y1 belirlemede
yararli olabilecek tek tiimor belirteci Ca-125’tir. Tedavi sonrasi ozellikle ileri evre
veya serdz tip EK’nin takibinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Powell, Shiro, Diehl,
Gajewski 2005).

Trans vajinal USG; endometriumun kalinligini, kitlenin biiyiikliiglinii, servikal
tutulumun ve bolgdsel lenf nodlarinin durumunu gérmede ve miyometrial invazyonu
belirlemede kullanilabilecek bir goriintiileme yontemidir. Postmenapozal kanamasi

olan veya hormon replasman tedavisi goren, diizensiz kanama sikayeti ile hastaneye
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bagvuran kadinlarda endometrial kalinlik 4 mm veya altinda ise EK goriilme olasilig1
%1’in altindadir. Eger kalimlik 5 mm veya iizerinde ise EK goriilme olasilig
%18,7°dir. Kalinligit 15 mm ve iizerinde ise hastalarin hemen hepsi EK tanisi

almaktadirlar (Gull, Carlsson, Carlsson, Ylostalo, Milson, Granberg 2000).

Renkli doppler USG, EK i¢in rutin bir uygulama olmasa da %60-70 oraninda dogruluk
pay1 vardir. Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiilleme (MRI)
lokal veya uzak yayilimin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. MRI, 6zellikle
miyometrial invazyonun operasyon oncesi degerlendirilmesinde giivenirligi olduk¢a
yiiksek bir teknik olmakla birlikte, servikal uzanimli EK’nin primer endoservikal
adenokarsinomdan ayriminda kullanilabilecegi bildirilmistir (Saarelainen, Koobi,
Jarvenpad, Laurila, Méenpad 2012). Operasyon oncesi tetkiklerde akciger grafisine

bakilarak hastaligin yayilimi degerlendirilmektedir.

2.2.6. EK’nin Tedavisi

EK’da temel tedavi tiimoriin histolojisine, hastanin yasi ve fertilite istegine gore
degismektedir. Gobek alti median insizyon, cerrahi tedavide tercih edilmektedir.

Stiphe edilen her lezyondan sitolojik inceleme i¢in batin yikama sivisi alinmalidir.

Hayatinda hi¢ gebelik yasamamis bir kadin EK ile bagvurdugunda fertilite koruyucu
tedavi icin se¢im kriterleri, tedavi yaklasimlari, tedaviye yanit oranlari, onkolojik ve
reprodiiktif sonuglar dikkatle incelenip degerlendirilmelidir. Iyi diferansiye erken evre
(evrelA, Gradel) EK oldugu belirlenen hastada, uterus dig1 yayilimin olmadiginin
kesin olarak belirlenmesi hayati 6nem tasimaktadir. Siddetli fertilite istegi olan hastaya
‘takip ve ilagla tedavi’ yonteminin standart tedavi olmadiginin anlatilmasi ve bu tedavi
seklini kabul ettigini gosterir onam formunun imzalatilmasi oldukg¢a Onemli ve
gereklidir. Bu hastalarin yaklasik {i¢te birinde niiks gelisecebilecegi dikkate alinarak
yakin takipli olmalar1 ve gebelik tamamlandiginda kesin cerrahi tedavinin gerekliligi

anlatilmalidir.

EK teshisi ile bagvuran geng hastalarda birgok farkli tedavi yontemi kullanilmaktadir.
Genel olarak, hormonal tedavi, cerrahi tedavi veya bu ikisinin birlikte uygulanmasi

seklindedir. Literatiirde yaygin bir sekilde hastalara yalnizca hormonal tedavi (%50
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medroksiproprogesteron asetat ve %25 megestrol asetat) uygulandigi goriilmektedir.
Bir baska yontem ise oral progestin takviyesi ile uygulanan levenorgestrel-releasing

intrauterin sistemdir.

Ileri evre EK’da primer tedavi cerrahidir. Cerrahi evreleme sonuglarina gére hormon
tedavisi, radyoterapi, kemoterapi gibi yOntemler uygulanabilmektedir. Bu
seceneklerin disinda agresif cerrahi girisimler de uygulanabilir. Sitorediiktif cerrahi ve
adjuvan kemoterapi uygulamalari ileri evre ve rekiirren EK hastalarinda uygulansa da
basar1 orani tartismalidir. fleri evre EK hastalarinin relatif olarak az olmasi, eldeki
verilerin azlig1 bu hastalarin optimal kosullarda ele alinmalarin1 zorlagtirmaktadir.
Hastalar i¢in hala en uygun, en etkili tedavi ile ilgili ortak bir goriis bulunmamaktadir.

Bu hastalarin tedavisini belirlemede multidisipliner bir yaklagim gerekmektedir.

Standart yaklasim; primer cerrahi (ekstrafasiyal total histerektomi ve bilateral
salpingoooferektomi, periton yikama sivisi alma, tiim abdomen eksplorasyonu, pelvik
ve paraaortik lenf nodu 6rneklemesi veya lenfadenektomi, omentektomi ve optimal
sitorediiksiyon), adjuvan radyoterapi, kemoterapi veya reseptdr pozitif hastalarda

hormon tedavisidir.

2.3. FORKHEAD TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

FOX transkripsiyon faktorleri, sikica korunmus monomerik, FOX adi verilen DNA
baglanma bélgelerine sahip biiyiik bir protein ailesidir (Weigel and Jackle 1990). Tlk
olarak Drosophila’da tanimlanan bu proteinlerin mutasyonu ile ortaya ¢ikan catal
seklindeki ektopik bas morfolojisi sebebiyle ‘Forkhead’ olarak isimlendirilmistir.
DNA'’yabaglanma yerleri X 1s1n1 kristallografisinde kelebek kanadina benzer bir motif
olusturdugundan kanatli (winged)-Heliks olarak da adlandirilmaktadir. FOX ailesi 110
amino asitten olusmaktadir ve 3 adet sikica korunmus ‘a-heliks’, ‘B-sheet’ ve 2 adet
‘loop’ bolgeden meydana gelen kelebege benzeyen bir yapiya sahiptir (Weigelt,
Climent, Dahlman-Wright 2001). 1Insanda 100’den fazla ¢esidi bulunan FOX
proteinleri sekans benzerlikleri dikkate alinarak 19 alt aileye ayrilmistir. Bunlar
FOXA’dan FOXS’ye kadar isimlendirilmektedir (Katoh 2004). FOX ailesi iiyeleri
hiicre sinyalizasyonunda yer alarak, hiicre biiyiimesi, proliferasyon, dokuya 6zgii gen

ekspresyonu, embriyogenez, metabolizma, inflamasyon gibi hiicresel siireclerin yani
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sira neoplazi olusumuna ve kromozom translokasyonuna da neden olmaktadir (Carter
and Brunet 2007, Martins, Lithgow and Link 2016). Ornegin goz epitel hiicrelerinde
aktif sekilde eksprese olan FOXE3 g6z gelisimi i¢in onemlidir ve bu transkripsiyon
faktoriinii kodlayan gende meydana gelecek bir mutasyon gérme fonksiyonlarinda
dejeneratif kayiplara sebep olmaktadir. Ayni sekilde bircok omurgalida konusma ve
ses gelisimi i¢in 6nemli olan FOXP2 6zellikle memeli primatlarda beyin ve dil gelisimi

koordinasyonu i¢in noral esneklik saglayan 6zgiin bir role sahiptir (Carter and Brunet
2007).

2.3.1. FOXO Transkripsiyon Faktorleri

O sinifi forkhead transkripsiyon faktorleri ailenin diger liyelerine gére DNA baglanma
bolgelerinde sergiledigi birtakim farkliliklardan dolayr ingilizcede diger, oteki
anlamlarma gelen ‘other’ kelimesinin ilk harfi kullanilarak adlandirilmistir. FOXO
proteinlerinin bir bagka ayirt edici 6zelligi sikica korunmus Akt fosforilasyon
bolgelerinin olmasidir (Huang and Tindall 2007, Maiese, Chong, Shang, Hou 2008).
Omurgasizlarda bir tane FOXO geni var olup, solucanlarda daf-16, sineklerde dFOXO
olarak adlandirilmaktadir. Memelilerde ise FOXO1 (FKHR/FKH1/FOXO1A),
FOXO03 (FKHRL1/FOXO3A), FOX04 (AFX/AFX1) ve FOXO6 olmak iizere dort
adet FOXO geni bulunmaktadir (Biggs, Cavenee, Arden 2001). Son yillarda yapilan
caligmalarda FOXO6 geninin C terminal ucunda Akt fosforillenme alaninin olmadigi
ve bu nedenle farkli bir sekilde diizenlenerek gorev alabilecegi diistiniilmektedir
(Heide, Hoekman, Smidt 2004). FOXO2 ve FOXO3 birbirinin psédogenidir, FOXO3
iin ortologu ise FOXO5’tir (Carter and Brunet 2007). FOXO proteinleri hemen hemen
tiim hiicrelerde var olmakla birlikte, FOXO1 en ¢ok karacigerde, yag dokusunda ve
pankreasin B-hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Maiese et al 2008). FOXO alt ailesi
tiyeleri, apoptoz, hiicre ¢ogalmasi, stres direnci ve metabolizmanin diizenlenmesinde
gorev alan hedef genlerin ifadesinin diizenlenmesinde ve DNA tamirinde rol
oynamaktadir (Huang and Tindall 2007, Weigel, Jiirgens, Kiittner, Seifert, Jackle
1989).

FOXO1’in niikleusa giris-¢ikist ve transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi

posttranslasyonel modifikasyonlar denilen fosforilasyon, asetilasyon, ubikitilasyon,
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arginin metilasyon ve O-glikozilasyon gibi mekanizmalar tarafindan saglanmaktadir.
Bu modifikasyonlar rol aldiklar1 hiicresel siirece géore FOXO1’in transkripsiyonel
aktivitesini hem arttirip hem de azaltmaktadir (Brunet et al 2001, Eijkelenboom and
Burgering 2013, Xie et al 2012).

FOXO proteinleri, insiilin ve biiylime faktorlerinin uyarisiyla sitozolde dogrudan Akt
tarafindan fosforillenip iibikitinasyon icin isaretlenmektedir. Bu nedenle fosforile
edilen FOXO niikleusa gecip ilgili genlerin transkripsiyonunu baglatamamaktadir
(Weigel at al 1989). Akt’nin yani sira, mitojen-bagimli protein kinaz (MAPK), siklin-
bagimli kinaz 2 (CDK?2) ve niikleer faktor kB (NF-kB) kinaz gibi diger kinazlarin da
FOXOT1’in fosforilasyonunu etkiledigi bilinmektedir (Boccitto and Kalb 2011).

2.3.2. FOXO Transkripsiyon Faktorlerinin PI3K/Akt ile Kontrol Edilmesi

Hiicrede sagkalim ve proliferasyondan sorumlu sinyal yolaklarindan biri olan
PI3K/Akt sinyal yolagi, IGF ve diger biiyiime faktorleri ile aktive edilmektedir. FOXO
transkripsiyon faktorlerinin PI3K/Akt ile diizenlenmesi bu ailenin en tipik 6zelligidir
(Huang and Tindall 2007). Hiicre membranindaki yiizey reseptor tirozin kinazlara
(RTKs) baglanan IGF molekiilleri insiilin reseptor substrat protein (IRS) gibi alt
adaptorleri uyarmakta ve PI3K’y1 aktive ederek hiicredeki kaskadi baglatmaktadir.
Aktive olan PI3K enzimatik reaksiyonlarla Adenozin Trifosfati (ATP), Adenozin
Difosfata (ADP) doniistiirmektedir. Bu tepkimelerle kazanilan monofosfat,
fosfotidilinositol bifosfati (PIP2) fosforillemektedir. Olusan fosfotidilinositol trifosfat
(PIP3), 3-fosfoinositidine bagimli protein kinaz 1 (PDK1) ve Akt’yi plazma
membranina baglayarak Akt molekiiliniin PDKI1 tarafindan aktive edilmesini
saglamaktadir (Tizivion, Dobson, Ramakrishnan 2011). Aktive olan Akt molekiilii,
FOXO proteinlerini direkt olarak 3 farkli serin/treonin bdlgesinde fosforile etmekte ve
14-3-3 (Hsp6) saperon proteininin niikleer lokalizasyon sinyallerini (NLS)
baskilayarak sitozoldeki tutulumunu artirmaktadir. Bu nedenle nukleusa gegemeyen
14-3-3 saperon proteini sitoplazmada FOXO molekiiliiniin ubikitinasyonunu
saglayarak hedef genlerin susturulmasina neden olmaktadir. PI3K/Akt yolagi inaktif
olmast durumunda ise FOXO transkripsiyon faktorleri nukleusa ge¢mekte ve ilgili

genlerin ifadesini gergeklestirmektedir (Sekil 8) (Hemmings and Restuccia 2012,

24



Zhang, Tang, Hadden, Rishi 2011).

FOXO’larin fosforilasyonu niikleusa gegislerini diizenlemenin yani sira transkripsiyon
aktivitelerini de kontrol etmektedir. FOXO1’in 256. pozisyonundaki serin kalintisinin
fosforilasyonu DNA’ya baglanma afinitesini degistirmektedir (Zhang, Gan, Pan
2002). Ayrica FOXO1’in fosforilasyonu kofaktdriinden ayrilmasini da saglamaktadir
(Nasrin et al 2000).

insﬁlin% Faktorleri insiilin/Biiyiime Faktérleri

LTI TR T LT T R T

Hiicre siklusu duraklamasi - Stres dayanikhlig Hiicre proliferasyonu, Stres duyarhlig
Apoptoz Hiicre sag kalimi

Sekil 7. PI3K/Akt sinyal yolaginda yer alan FOXO transkripsiyon faktorlerinin, insiilin veya
biiylime faktorleri tarafindan diizenlenmesi (Kuscu 2014)

FOXO transkripsiyon faktorlerinin insiilin ve biiyiime faktorleri ile aktivasyonunun ve
inhibisyonunun disinda hiicresel stres kosullarinda da etkinligini diizenleyen pek ¢ok
sinyalizasyon vardir (Brownawell, Kops, Macara, Burgering 2001, Brunet, Park, Tran,
Hu 2001).

2.3.3. FOXO Molekiillerinin Posttranslasyonel Mekanizmalarla Kontrol
Edilmesi

FOXO transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve
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ibikiitilasyon siireglerinin de dahil oldugu farkli posttranslasyonel modifikasyon

mekanizmasi tarafindan kontrol edilmektedir (Weigel at al 1989).

2.3.3.1. Fosforilasyon Mekanizmasi

FOXO transkripsiyon faktorlerinin her izoformu i¢in fosforilasyon mekanizmasindaki
kinazlarm degisen fosforilasyon bélgeleri vardir. Ornegin, FOXO1 icin Akt
fosforilasyon bolgeleri treonin (Thr)24, serin (Ser)256 ve Ser319 bolgesi iken, FOXO3
icin Thr32, Ser253 ve Ser315’ tir. FOXO4’iin ise Akt tarafindan fosforilasyonu Thr28,
Ser193 ve Ser258 bolgelerinde ger¢eklesmektedir (Boccitto and Kalb 2011, Xie, Chen,
Yuan 2012). Bazi kinazlar tarafindan gergeklestirilen fosforilasyon FOXO’nun
aktivasyonuyla  sonuglanirken bazi  durumlarda da inaktivasyonu ile

sonug¢lanabilmektedir (Burgering 2013).

FOXOI1, IGF aracilig1 ile Akt molekiiliiniin aktivasyonunun yani sira bagka kinazlar
tarafindan da diizenlenmektedir (Datta, Brunet, Greenberg 1999). Serum ve
glukokortikoid indiikleyici kinaz (SGK), cift 6zgiin tirozin fosforillenmis ve
diizenlenmis kinazl (DYRK1), IKKbeta-kinaz (IKK), ekstraselliiler sinyal diizenleyici
kinazlar (ERK) ve kazein kinaz 1 (CKI1), FOXO transkripsiyon faktorlerini
fosforilleyerek nukleusa girisini engelleyen negatif regiilatorler olarak gosterilmistir
(Brunet, Park, Tran, Hu 2001, Yang et al 2008). Yetersiz biiyiime faktorii kosullarinda
strese giren hiicrede DNA hasar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine bagh
olarak Jun-N-terminal kinaz (JNK), memeli STE20-benzeri protein kinaz 1 (MST1),
siklin bagimli kinaz 1 ve 2 (CDK1-2), aktif ataksia telanjektazi mutant kinaz (ATM)
ve AMP aktif edilmis kinazlar (AMPK) aktive olarak niikleer FOXO ekspresyon
miktari1  artirmaktadir. Bu nedenle hiicre dongiisii {izerinden apoptoz
mekanizmalarint hedefleyen genlerin ekspresyonunu saglamaktadir (Sekil 9) (Boccitto
and Kalb 2011, Jang, Yang, Srinivasan, Ye 2007). Ayrica AMPK, FOXO
transkripsiyon faktorlerinin niikleer aktivasyonunu saglamanin yani sira hedef DNA

sekansina baglanmay1 yonlendiren kinazlar arasinda yer almaktadir (Burgering 2013).
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Sekil 8. Farkli kinaz kaskadlari tarafindan FOXO transkripsiyon faktorlerinin biiylime
faktorleri ve stres kosullarina bagl olarak diizenlenmesi (Hagenbuchner and Ausserlechner
2013)

2.3.3.2. Asetilasyon Mekanizmasi

FOXO transkripsiyon faktorlerinin bir bagka regiilasyon mekanizmasit olan
asetilasyon, sirtuin 1 ve 2 gibi histon deasetilazlar (HDAC) ile siklik AMP yanit
eleman1 baglayici protein (CREB) baglayici protein (CBP) ve p300 gibi histon asetil
transferazlar (HAT) tarafindan saglanmaktadir (Zhang, Pan, Cobb, Anderson 2007,
Yin, Qie, Sang 2012). FOXO molekiillerinin asetilasyonu koaktivator ya da korepresor
komplekslerine baglanarak gergeklestirilmektedir (Xing, Li, Yang, Xi, Su 2014).
Boylece asetilasyon yoluyla FOXO transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma
kapasiteleri baskilanmaktadir (Matsuzaki et al 2005).

2.3.3.3. Ubikiitilasyon Mekanizmasi

FOXO proteinlerinin diizenlenmesinde tibikiitilasyon mekanizmalari
monoiibikiitilasyon, deiibikiitilasyon ve poliiibikiitilasyon olarak siniflandirilmaktadir.

FOXO’lar di-acilgliserol kinaz 2 (SPK2) ile poliiibikiitilasyon sonucu proteazomal
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parcalanmaya ugramaktadir. Ubikiitin spesifik proteaz 7 (USP7) ile deiibikiitilasyona
ugrayan FOXO molekiilleri, E3 ubikiitin-protein ligaz 2 (MDM2) ile
monoiibikiitilasyon sonucu hiicrede meydana gelen ROS aktivitesine karsi lizin
rezidiilerini asetilasyondan koruyarak cevap vermektedir (Brenkman, Keizer, Broek,

Jochemsen, Burgering 2008).

2.3.4. FOXO Molekiillerinin Hiicresel Siireclerdeki Rolleri

FOXO proteinleri, fosforilasyon mekanizmalarinin kontroliinde, asetilasyon ve

ubikiitilasyon =~ mekanizmalar1  ile  diizenlenerek  niikleusa  giris-¢ikislar

gerceklesmektedir (Sekil 10) (Xie et al 2012).

Stres kosullarinda, ROS detoksifikasyonunu saglayan katalaz ve mangan siiperoksit
dismutazin (MnSOD) transkripsiyonu ile hiicrede bu strese bir direng gelismektedir

(Sedding 2008).

FOXO ailesi iiyeleri, p21cipl ve p27kip1 gibi genlerin transkripsiyonel diizenlemeleri
ile hiicre siklusunun duraklamasinda goérevli siklinlerin (siklin A, B, D, E, G2)

ekspresyonlarinin azaligina sebep olmaktadir (Zhang et al 2011).

FOXO, FasL ve TRAIL gibi 6liim sitokinlerinin transkripsiyonunu gerceklestirerek
pro-apoptotik etkinlige sahip Bcl2 ailesinin iiyesi olan Bim proteinini aktive ederek
hiicrede 6lim kaskadini baslatmaktadir (Nakae, Kitamura, Silver, Accili 2001,
Schmoll et al 2000).

Ayrica FOXO molekiilleri, glikoz 6 fosfat1 glikoza ¢eviren glikoz 6 fosfataz (GAPaz)
enzim aktivitesini arttirarak glukoneogenezi uyarmaktadir (Nakae, Kitamura, Ogawa,
Kasuga, Accili 2001).
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Sekil 9. FOXO proteinlerinin diizenledigi fonksiyonlar (Kuscu 2014)

FOXO proteinlerinin genomik DNA’ya her baglanmasi mutlaka gen aktivasyonu ile
sonuglanmamaktadir. FOXO proteinleri, DNA'ya baglanmadan da gen
transkripsiyonunu diizenleyebilmektedir ve bu diizenlemeyi diger transkripsiyon
faktorleri iizerinden veya onlarin aktivitelerini diizenleyerek gercgeklestirmektedir
(Ramaswamy, Nakamura, Sansal, Bergeron, Sellers 2002). Bu nedenle, FOXO hedef
genlerinin, FOXO transkripsiyon faktorleri tarafindan dogrudan diizenlenmesi sart
degildir. Bu sekilde dogrudan veya dolayli olarak FOXO proteinleri ¢esitli hiicresel
fonksiyonlar1 diizenlemektedir. Tablo 4’de FOXO proteinlerinin farkli fizyolojik
durumlarda hangi genlerin aktivasyonuna neden oldugu kisaca Ozetlenmistir

(Eijkelenboom and Burgering 2013).
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Tablo 4. FOXO transkripsiyon faktdrlerinin hedef genleri ve diizenledigi fonksiyonlar
(Weigel et al 1989)

FOXO
Hedef genleri Diizenledigi fonksiyonlar
BCL2L11, FASLG, TNFSF10, TNF, BCL6, PMAIP1, BBC3 | Apoptoz
CDKN2, CDKN2A, CCND1, RBL2, CDKN1B, CDKNI1A, .. o
Hiicre dongiisiinii duraklatma
CCNG2
PEPCK, APOC3, G6PC Glikoneogenez
GPR17, AGRP, NPY Besin alimi
CAT, PRDX3, SOD2, SENP Redoks dengesi
PINK1 Mitofaji
TRIM63, FBX032 Proteozomal yikim
GABARAPL1, BCEN1, ATG12, BNIP3 Otofaji
IRS2, PI3K Artan PI3K sinyallesmesi
EGFR Artan EGF sinyallesmesi
SESN3, RICTOR, RAPTOR Azalan mTORCI sinyallesmesi,
artan mTORC2 sinyallesmesi
Azalan MYC (selliiler
MXI1 . .
protoonkogen) sinyallesmesi
SOX2, OCT4 Pluripotensiyel bakim
FOXP3, IFNG IL7R, CCR7, RAG2, IRF7 SELL, RAG1 Bagisiklik sistemi

2.4. STEROL DUZENLEYIiCi ELEMENT BAGLAYICI PROTEINLER

Sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler (SREBP), temel sarmal halka-sarmal
16sin fermuar (bLHL-LZ) transkripsiyon faktorii ailesinin {iyeleridir. SREBP'ler,
kolesterol, triacgilgliserol, yag asidi ve fosfolipid metaboizmasinda kilit rol oynayarak

lipid homeostazini diizenlemektedir.

SREBP'lerin ii¢ liyesi vardir; bunlar SREBP1a, SREBP1c ve SREBP2'dir. SREBP1a
ve SREBPI1c izoformlart SREBF1 geni tarafindan, SREBP2 izoformu ise SREBF2
geni tarafindan kodlanmaktadir. SREBP1c, yag asidi sentezi ve insiilin kaynakli glikoz
mekanizmasinda, SREBP2 ise kolesterol sentezinde rol almaktadir. SREBP1a ise,
SREBP ile ilgili tiim genleri potansiyel olarak baglayabilmektedir (Eberlé, Hegarty,
Bossard, Ferré, Foufelle 2004). SREBP1c, daha ziyade karacigerde eksprese edilen
izoform olmasina ragmen, SREBP1la immiin sistemdeki hiicre kiiltiir hatlar1 ve bazi

hiicre tiplerinde iiretilmektedir (Sundqvist and Ericsson 2003).
SREBP’ler, endoplazmik retikulum (ER) membranina tutunan iki transmembran
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heliks igeren inaktif formda sentezlenmektedir. ER membrani {izerinde bulunan ve
hiicresel lipid yiikiinden gelen sinyalleri doniistiiren SREBP boliinme aktive edici
protein (SCAP) ile insulin-induced gene 1 protein (INSIG) adi verilen ER
proteinlerine tutunmus durumdadir (Goldstein, DeBose-Boyd, Brown 2006). Aktive
olabilmek i¢in SREBP-SCAP kompleksi INSIG'den ayrilarak, coatomer-kapli protein
Il (COPII) vezikiilleri ile birlesmekte ve sonrasinda Golgi organeline taginmaktadir
(anterograd tasinma) (Brown and Goldstein 1997). Steroller, SREBP’lerin ER’den
Golgi organeline tasinmasini kontrol etmektedir (Osborne and Espenshade 2009).
SREBP N-terminal (bHLH-LZ) aktif transkripsiyon faktor alani, Golgi organelinde
sirayla site-1 (S1P) ve site-2 (S2P) proteazlar ile ayrilarak Golgi membranindan
salinmaktadir (Adams, Goldstein, Brown 2003). Serbest kalan bHLH-LZ bolgesini
iceren bu alan daha sonra ¢ekirdege girerek, hedef genleri bir homodimer olarak SRE
veya E-box sekansi tizerinde baglayarak lipid alim1 ve biyosentezinde gérevli genleri
aktive etmektedir. Bu sayede hiicrede sterol homeostazini1 saglamaktadir (Eberle et al

2004).

Basta IGF, doymamis yag asitleri, kolesterol, SREBP-N gibi ¢ok sayida sinyal,
INSIG’in  varligint  ve devamliligimi siirdiirerek SREBP’lerin  proteolitik
aktivasyonunu, ayrica ER’den Golgi’ye gegisini diizenlemektedir. Ornegin asir1 sterol
varliginda, 25-hidroksikolesterol gibi oksisterol tiirevleri hiicrede birikmekte ve
bagimsiz olarak, bir dizi degisiklige ugrayarak INSIG’a baglanmaktadir. Daha sonra
SREBP-SCAP’in ER’de tutulmasini saglayarak, SCAP’in sterol algilama alantyla
hiicresel lipid yiikiinden gelen sinyalleri doniistiirmektedir (Goldstein et al 2006).
Boylece SREBP-SCAP kompleksinin ER’den ¢ikist bloke edilmekte ve hedef genler
susturulmaktadir. Ayrica niikleer SREBP’ler, translasyon sonrasi modifikasyonlarla
da (asetilasyon, fosforilasyon ve ubikitilasyon) diizenlenmektedir. Bu
transkripsiyonun son iiriinii ile gergeklestirilen geri bildirim mekanizmasi (translasyon
sonrasi modifikasyonlar), lipogenezde homeostazi saglamaktadir (Osborne and
Espenshade 2009, Shao and Espenshade 2012).

SCAP sterol algilama alaninda meydana gelen nokta mutasyonlar ise, sterol aracili
diizenlemeyi bozarak SCAP ile INSIG proteini arasindaki etkilesimi inhibe
etmektedir. Buna bagli olarak ER’den ayrilan SREBP-SCAP kompleksi Golgi’ye
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gitmekte ve SREBP-N terminal bolgesinin nukleusa gegmesini saglayarak lipogenezi

hedefleyen genlerin transkripsiyonunu ger¢eklestirmektedir (Sekil 11).

SCAP SREBP SCAP SREBP
Dissociation
ER .{M — ER
~— Sterols j
SCAP SREBP
To nucleus <— ’ <«—— Golgi w

Golgi

Active SREBP proteases

Sekil 10. Proteoliz ile SREBP aktivasyonunun diizenlenmesi
(https://www.researchgate.net/figure/fig2_312890557) (Erisim tarihi: 06.11.2021)

2.5. SREBP1 VE FOXO1 PROTEINLERI ARASINDAKI ILiSKi

Cesitli kanser tiirlerinde SREBP1 ekspresyonunun arttig1 (Li, Mahmoud, Han, Ripple
& Pizer 2000, Yahagi et al 2005) ve lipogenezin kanserli hiicrelerin 6zelligi oldugu
(Swinnen, Brusselmans & Verhoeven 2006, Menendez & Lupu 2007) yapilan pek ¢ok
caligmada gosterilmistir. Sirtuin 1 (SIRT1); genomun siirdiiriilmesi, gen regiilasyonu,
apoptoz, DNA onarimi, yaslanma ve kanser gelisimi gibi siireclerde rol oynayan,
NAD+ bagimli simif III histon deasetilaz (HDAC) ailesinin bir iiyesidir (Rifai et al
2018). Kanserli hiicrelerde SIRT1 deasetilasyon yoluyla FOXO1 aktivitesini
baskilarken (Motta et al 2004, Frampton et al 2012), FOXO1’in diisiikk ekspresyonu
SREBP1’in baskilanmasini azaltmakta ve yiiksek SREBP1 ekspresyon seviyelerine
neden olmaktadir (Zhang et al 2006, Deng et al 2012).

FOXO1’in SREBP1 gen ekspresyonu iizerindeki etkisini gdstermek i¢in transgenik
fareler iizerinde yapilan bir calismada; ¢ekirdekte FOXO1’in dogrudan SREBPIc
promotoriiyle birleserek SREBP1 gen ekspresyonunu negatif yonde diizenledigi
gosterilmistir. Bu ¢alisma ile FOXO1’in SREBP1 gen ekspresyonu tizerinde dogrudan
bir inhibitér oldugu, aglik sirasinda FOXO1’in SREBP1 ve de novo lipogenezin
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baskilanmasinda fizyolojik bir rolii olabilecegi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada EK’da
SIRTI’in, SREBP1 ve lipogenezi hedefleyerek tiimor proliferasyonunu, gogiinii ve
istila kapasitesini 6nemli Ol¢iide etkileyerek destekledigi rapor edilmistir (Deng et al

2012).

EK’da aktive olan SIRT1’in deasetilasyonla FOXO1 aktivitesini baskiladigi ve
FOXO1’in diisiik ekspresyonunun SREBP1’in baskilanmasini azalttiginin gosterildigi
in vivo bir ¢aligmada, SIRT1’in SREBPI1’i ve dolayisiyla lipogenezi artirarak

endometrial timor biiylimesini destekledigi bildirilmistir (Lin et al 2014).

Farkl1 in vivo ¢alismalarda, EK ve over kanserinde SREBP1’in asir1 diizeyde eksprese
edildigi ve yiikselen SREBP1 protein ekspresyonunun daha yiiksek FIGO cerrahi
evresi ve histopatolojik grade ile iliskili oldugu gdsterilmig, SREBP1’in yikilmasi ile
apoptozun indiiklenebilecegi ve hiicre proliferasyonunun azaltilabilecegi bildirilmistir

(Lietal 2014, Nie et al 2013).

Hirota ve arkadaglar1 (2003) ile Dong ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan
calismalarda insiilin eksikligi ve/veya bozulmus insiilin sinyali olan fare karacigerinde
tespit edilen FOXOL1 ekspresyonundaki azalma ve SREBP1c ekspresyonundaki artis
FOXO1’in SREBP1 geni iizerindeki negatif etkisini destekler niteliktedir.

FOXOI1 proteinlerinin SREBP1 gen ekspresyonu iizerine dogrudan etkisi tam olarak
acikliga kavusturulamamis olsa da FOXOI1 proteininin, insiilin eksikligi ve aglik
durumunda yani PI3K/Akt sinyal yolaginin inaktif olmasiyla, SREBPlc gen
ekspresyonu iizerine olan negatif etkisini, RNA polimeraz II'nin promotore
katilmasim1 ve transkripsiyonel komplekslerin bir araya getirilmesini engelleyerek

gergeklestirdigi diistiniilmektedir (Kamei et al 2008, Liu et al 2010).

Calismamizda farkli histopatolojik derecelere (Grade I, Grade Il ve Grade I11) sahip
EK hastalarinda, FOXO1 ile SREBP1 transkripsiyon faktorlerinin EK gelisiminde
molekiiler bir biyobelirte¢ olarak dneminin ortaya konmasi ve grade baglantili olarak
FOXO1 ve SREBPI’in ekspresyon diizeylerindeki farkliligin aydinlatilmasi

amaclanmustir.

33



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ETiK KURUL KARARI

Mevcut ¢alisma i¢in Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 26/12/2019 tarih ve E-16070 say1l1 karar ile etik onay
alimmustir (Ek 1).

Bu ¢aligma ‘Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’ tarafindan

finansal olarak desteklenmistir (BAPK Proje Numarasi: 2020-7-25-10).

3.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE CALISMA GRUPLARININ
OLUSTURULMASI

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dali
arsivinden, 100 adet endometrial kanser (EK) tanis1t konmus parafin doku blogu ve
kontrol grubunda kullanilmak tizere, menometroraji ve endometrial kalinlagsma
nedeniyle biyopsi materyali olarak alinmig, fakat EK olmadigi saptanmis 50 adet
normal endometrium igeren parafin doku blogu ¢ikarildi. Arsivden ¢ikarilan EK tanili
orneklerde kanserin alt tiplerinin belirlenebilmesi i¢in, parafin bloklardan yeni kesitler
alinarak 151k mikroskobik preparatlar hazirlandi. Bu preparatlar bir patolog tarafindan
degerlendirilerek EK alt tiplendirmeleri ve grade’lemeleri yapildi. Buna gore, EK
tanis1 almis Orneklerden 61 tanesinin Tip 1 EK (Endometrioid adenokarsinoma)
oldugu saptandi. Geri kalan EK tanmili bloklar ise ya yeterince doku Ornegi
icermediginden ya da Tip 2 EK (berrak hiicreli karsinom ve ser6z karsinom) oldugu

belirlendiginden ¢alisma disinda birakildi.

Patolog tarafindan Tip 1 EK oldugu saptanan 61 6rnege ait kesitlerin histopatolojik
degerlendirmesi neticesinde Grade I, Grade II ve Grade III seklinde gruplandirmalari
yapildi. Buna gore; 61 6rnegin 24 tanesinin Grade I EK (GI grubu, n=24), 18 tanesinin
Grade Il EK (GII grubu, n=18) ve 19 tanesinin de Grade Il EK (GlII grubu, n=19)
oldugu saptandi. Standardizasyon i¢in kontrol grubundaki 6rnek sayist 24 (n=24)
olarak belirlendi. Bdylece, tez ¢alismamizin immunohistokimyasal ve molekiiler
biyolojik laboratuvar ¢alismalarinda, endometriyal doku drneklerini igeren toplam 85

adet parafin blok kullanildu.
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Calismamizda kullanilan parafin doku oOrneklerinin ait oldugu kisilerin ya bizzat
kendilerinden ya da 6lmiis olanlarin birinci derece yakinlarindan, géniillii onam formu

doldurularak gerekli izinler alind1.

3.3. HISTOPATOLOJIK iISLEMLER

3.3.1. Isik Mikroskobik Kesitlerin Elde Edilmesi

Parafin doku bloklarindan Thermo Scientific Microm HM40E (Thermo Scientific™,
Walldorf, Almanya) markali mikrotom (Resim 1) kullanilarak, histopatolojik
degerlendirme i¢in rodajli normal lamlara ve immunohistokimyasal boyamalar i¢in
poly-L lizin kapli lamlara (Citoglas™, Adhesin Microscope Slides, Citotest Labwere
Manufacturing Co. Ltd, Cin Halk Cumbhuriyeti) 4-5 mikrometre kalinliginda seri

kesitler alindi.

Tiim 6rneklerden rodajli normal lamlara alinan 151k mikroskobik kesitler hematoksilen

eozin (H-E) ile boyandiktan sonra bir patolog tarafindan incelenerek degerlendirildi.

Resim 1. Thermo Scientific Microm HM40E marka mikrotom
3.3.2. Hematoksilen Eozin (H-E) Boyama Islemi

Parafin kesitler, H-E ile boyama islemine ge¢cmeden Once deparafinizasyon igin
Memmert UN55 (Memmert™, GmbH+Co. KG, Schwabach, Almanya) marka etiivde
(Resim 2) 70°C’de 1 saat bekletildi.
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Resim 2. Memmert™ UNS55 marka etiiv

H-E boyama islemi, Leica marka Lam Boyama/Lam Kapama Cihazinda (Leica™
AutoStainer XL, ST5010, Buffalo Grove, IL, Amerika Birlesik Devletleri) otomatik
olarak yapildi (Resim 3).

Resim 3. Leica marka Lam Boyama/Lam Kapama Cihazi (Leica™ AutoStainer XL, ST5010)

H-E boyama prosediirii sirasiyla; kesitlerde kalan parafinin uzaklastirilmasi i¢in
ksilenden geg¢irme, rehidratasyon igin yiiksekten diisiige dogru dereceli etil alkol
serilerinden gegirme, Harris’in hematoksileni (Sitogen™, Bright slide C.I. 75290,
Istanbul, Tiirkiye) ve Eozin Y (Sitogen™. Bright slide, Eosin Y Water Solution,
Istanbul, Tiirkiye) ile boyama, takiben dehidratasyon icin diisiikten yiiksege dogru
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dereceli etil alkol serilerinden gegirme ve ksilolde seffaflagtirma basamaklari seklinde

cihaz tarafindan otomatik olarak ger¢eklestirildi.

Boyanan kesitler entellan (Merck™, Darmstadt, Almanya) ile kapatildiktan sonra,
Nikon DS-Fi% DIGITAL SIGHT DS-U? (Nikon Instruments Inc., Japonya) marka bir
dijital kamera monte edilmis Nikon ECLIPSE (Nikon, Tokyo, Japonya) marka 1s1k

mikroskobunda (Resim 4) incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

Resim 4. Nikon DS-Fi?/ DIGITAL SIGHT DS-U? marka dijital kamera monte edilmis Nikon
ECLIPSE marka 151k mikroskobu

3.3.3. EK Grade’lemesi i¢in Histopatolojik Degerlendirme

H-E ile boyandiktan sonra patolog tarafindan degerlendirilerek Tip 1 EK oldugu
saptanan kesitlerde ‘grade’ belirlemesi, FIGO kriterlerine gore yapildi (WHO, 2014).
Buna gore;

Grade I’de solid alan oran1 %5 ve altinda,

Grade II’de %6-50 arasinda,

Grade III’te ise %50’nin iizerinde olarak degerlendirildi (Resim 5).

Solid epitelyal tiimor bileseni orani esik oranin altinda olan, ancak %50’den fazla
tiimor hiicresinde siddetli niikleer atipi gOsteren az sayida Ornek, bir {ist dereceye
yiikseltildi. Yapisal derece, niikleer dereceye gore 6n planda degerlendirildi (WHO,
2014).
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Grade | | Grade I Grade |l

Resim 5. Tip 1 EK grade’lerini gosteren 151k mikrograflar. Boya: H-E, objektif biiyiitmesi:
x10

3.3.4. Immunohistokimyasal Analizler

Parafin bloklardan poly-L lizin kapli lamlara alinan kesitlerde FOXO1A ve SREBP1
proteinlerinin immiinohistokimyasal yontemler (IHC) ile goriintiilenmesi igin
immunperoksidaz boyama teknigi kullanildi. IHC boyama igin, anti-FOXO1A primer
antikoru (Abcam™, Katalog no: ab227752, Ingiltere) ile anti-SREBP1 primer antikoru
(Abcam™, Katalog no: ab191857, Ingiltere) ve primer antikorlarla uyumlu Goat Anti-
Rabbit IgG H&L (Horseradish Peroxidase, HRP) (Abcam™, ab205718, Ingiltere)
sekonder antikor kiti kullanildi.

3.3.4.1. immunperoksidaz Boyama Prosediirii

IHC i¢in alinan kesitler, etiivde 60 °C’de 1 saat deparafinizasyon isleminden sonra tam
otomatik IHC/ISH cihazinda (Leica Biosystems™, Bond-Max, Fully Authomated IHC
and ISH Staining System, Avustralya) boyandi (Resim 6). FOXO1A ve SREBPI
primer antikorlar1 1/100 diliisyonda, sekonder antikor ise 1/200 diliisyonda kullanild:.

Otomatik boyama cihazinda gerceklestirilen islemler Tablo 5’de 6zetlendi.
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BOND-MAX

Resim 6. Tam otomatik IHC/ISH cihazi

3.3.2.2. Isik Mikroskobunda IHC Skorlama
Immunperoksidaz teknigi ile boyanan preparatlar, Nikon DS-Fi?/ DIGITAL SIGHT
DS-U® (Nikon Instruments Inc., Japonya) dijital fotograf makinesi atagmanli bir 151k
mikroskobunda (Nikon ECLIPSE Ni, Nikon Instruments Inc., Japonya), caligma
gruplar1 bakimindan kor iki histolog tarafindan semikantitatif olarak skorlandi ve
fotograflari ¢ekildi.
Skorlama i¢in, x40 biiyiitme objektifi altinda her lamda rastgele secilen ortalama 10
alanin her birinde, mikroskoba entegre edilmis ‘NIS-Elements Imaging Softaware’
programi kullanilarak 100’er adet hiicre sayild1 (Resim 6). Yani, tek bir lam tizerinde
10 farkli alan degerlendirildiginde, toplam 1000 hiicre sayilmis oldu. Sayilan bu
hiicreler iginde immun pozitif reaksiyon verenlerin sayisi yiizde olarak ifade edildi.
Boylece tek bir lamda bulunan 10 farkli alanin her biri ayr1 ayr1 skorlandi ve veri setine
kaydedildi.
Skor puani; 100 hiicreden, 10 ve daha az1 immiin pozitif ise ‘0’,

11-25 araliginda ise ‘1°,

26-50 araliginda ise 2°,

51-75 araliginda ise ‘3’,

75’ten daha fazlas1 immiin pozitif ise ‘4’ olarak

degerlendirildi.
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Tablo 5. Bond-Max™ [HC/ISH cihazinda gergeklestirilen immunperoksidaz boyama

prosediirii
Islem Madde Siire
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 1dk
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 30sn
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 30sn
Rehidratasyon Absolii etil alkol 30sn
Rehidratasyon %380 Etil alkol 30 sn
Rehidratasyon %70 Etil alkol 20 sn
Yikama Bond-wash Soliisyon 30sn (3 tekrar)
Antijen ag1ga ¢ikarma (Ag retrieval) | Bond ER Soliisyon 2 30sn (4 tekrar)
Yikama Bond-wash Soliisyon 30sn (3 tekrar)
Endojen enzim blokajt %3’likk Hidrojen peroksit 1,5 dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 45sn (4 tekrar)
Primer antikor Anti-FOXO1A veya Anti-SREBP1 | 20 dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 40sn (7 tekrar)
Sekonder antikor Biotinylated Goat anti-polyvalent | 20 dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 40sn (7 tekrar)
HRP Steptavidin Peroxidase 10 dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 1dk (4 tekrar)
HRP Steptavidin Peroxidase 8 dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 1dk (2 tekrar)
Yikama Deiyonize Su 30sn (2 tekrar)
Kromojen ile boyama Diaminobenzidine (DAB) 10 dk
Yikama Deiyonize su 30sn (6 tekrar)
Kontrast (zit) boyama Harris hematoksilen 10 dk
Yikama Deiyonize su 1dk
Yikama Bond-wash Soliisyon 1,5dk (2 tekrar)
Yikama Deiyonize su 30sn (2 tekrar)
Yikama Bond-wash Soliisyon 10 sn

Boyama cihazindan ¢ikarilan lamlar;

tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

%70’likten baslayip giderek %100’e kadar yiikseltilen etil alkol serilerinden gegirilerek

dehidratasyon islemi yapildi. Takiben, ksilenden gegirilerek seffaflastirma islemine tabi
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Resim 6. “NIS-Elements Imaging software” programi kullanilarak yapilan skorlama teknigi.
Sar1 (+) isareti: immun pozitif hiicre, mavi (+) isareti: immun negatif hiicre. Boya:
Immunperoksidaz yontemi.

3.4. MOLEKULER BiYOLOJIK iISLEMLER

3.4.1. Parafin Bloktan RNA izolasyonu

Calismada toplanan parafin blok 6rneklerinden RNA izolasyonu i¢in TriGent reaktifi
(Biomatik™, Kanada) kullanildi. Parafin bloklardan alinan kesitler iizerine ksilen
eklenerek parafinin uzaklastirilmasi ve dokunun rehidrolizi saglandi. Ardindan %100
ethanol ile yikanan doku parcalar1 proteinaz K (Genaxxon Bioscience™, Ulm,
Almanya) eklenerek BioSan marka 1sitict blokta (Dry Block Thermostat, Bio TDB-
100, Letonya) 55°C’de bir gece inkiibe edildi (Resim 7). Inkiibasyon sonras1 érnekler
proteinaz K’nin inaktif olmasi amaciyla 90°C’de 1sitic1 blokta 30 dakika bekletildi.
Stispansiyon iizerine ImL TriGent reaktifi i¢in 200 pl kloroform (Sigma™, ABD)
eklenildi ve Niive marka sogutmali santrifiijde (Niive™ NF 800R, Tiirkiye) 12.000
rpm’de +4 °C’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi (Resim 8).
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Resim 7. Isitict blok (BioSan, Dry Block Thermostat, Bio TDB-100)

Resim 8. Sogutmali santrifiij (Niive NF 800R)

Santrifiij sonrasinda elde edilen ii¢ fazdan iistte kalan s1v1 faz (aqueous) yeni ependorf
tiiplere toplandi ve iizerine izopropanol (Sigma™, Amerika Birlesik Devletleri)
eklenerek inkiibe edildi ve 12.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Islem
sonras1 siipernatant atildi; kalan pellet iizerine %75°lik etanol ilave edilerek 7.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pelletler 15 dakika oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Siire sonunda pellet lizerine RNaz igermeyen su
eklenerek 1sitic1 blokta 55°C’de 15 dakika bekletildi. RNA’lar daha sonra ¢alisiimak
tizere Haier marka derin dondurucuda (Biomedical Ultra Low Temperature Freezer,
Qingdao, Cin Halk Cumhuriyeti) -80 °C’de saklandi1 (Resim 9). Calismamizda izole
edilen total RNA miktar1 Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen™, Amerika Birlesik
Devletleri) cihazinda (Resim 10) 6l¢iildii.
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Resim 9. Derin dondurucu (Haier, Biomedical Ultra Low Temperature Freezer)

v

Resim 10. Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen™, Amerika Birlesik Devletleri)

3.4.2. cDNA Sentezi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), izole edilen mRNA’dan revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (CDNA) doniistiiriilmesinin yapilabildigi hizli ve
hassas bir yontemdir. Olgiilen RNA &rneklerin ¢cDNA'ya ¢evrimi, The Applied
Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher

Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) ile ger¢eklestirildi. PCR tiiplerine her 6rnekten
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100 ng RNA 06rnegi alind1 ve reaktif tlipline kit protokoliine uygun miktarlarda dH20,
dNTP Mix (100 uM) ve 10X RT Random Primers eklendi. Sonrasinda, 10X RT Buffer
ve MultiScribe™ Reverse Transcriptase eklenerek 25°C’de 10 dakika, 42°C’de 60
dakika, 80°C’de 5 dakika ve 4°C’de 15 dakika programda cDNA sentezi
gercgeklestirildi. Elde edilen cDNA’ lar sonraki deneyler i¢in -20°C’ de saklandi.

3.4.3. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bir genin hiicre igerisindeki gen ifade seviyesinin analizi i¢in giiniimiizde en yaygin
kullanilan yontem real time PCR (RT-qPCR) yontemidir. RT-gPCR reaksiyonunda
gerceklesen her bir dongiide iiretilen PCR iirliniiniin miktari, cihaz tarafindan yayilan

bir florasan sinyali ile iligkilendirilmektedir.

Parafin doku bloklarindan elde edilen RNA’lar cDNA’ya ¢evrildikten sonra FOXO1
(Hs01054576_m1) ve SREBP1 (Hs01088691 m1) genleri ve kontrol olarak ACTB
(Hs99999903 m1) genlerinin ekspresyon diizeylerinde degisimler calisildi. Ilgili
genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in TagMan® Gene Expression Assays
(Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) primerleri kullanildi. 96
kuyucuklu plakalara TagMan® Gene Expression Master Mix, primer, niikleaz
icermeyen dH20 ve cDNA 6rnegi eklendi ve Step One Plus Real Time-PCR (Applied
Biosystems, Amerika Birlesik Devletleri) cihazina yerlestirildi (Resim 11). Reaksiyon
95 °C 10 dakika, 95 °C 15 saniye, 60 °C 1dakika, 40 °C 30 saniye olarak 40 dongii
calisildi. Elde edilen veriler The GeneGlobe Data Analysis Center web tabanli
programda 222°T metodu ile bagimsiz t testi gerceklestirilerek istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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Resim 11. Step One Plus Real Time-PCR (Applied Biosystems)

3.5. ISTATISTIK

Elde edilen tiim veriler SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NJ, Amerika Birlesik Devletleri)
ve GraphPad Prism 6.0 programlar1 kullanilarak hesaplandi. Semikantitatif analizler
sonucu elde edilen non parametrik immunohistokimyasal veriler maksimum ve
minimum degerler goz oniine alinarak median-%25 ve %75 ceyreklik dilimler arasi
degerler olarak hesaplandi. Gruplar arasindaki farklar kullanilarak non-parametrik
Krukall-Wallis H testi ve bunu takiben bir Tamhane T2 testi uygulanarak analizler
yapildiktan sonra, gruplarin sayisal verileri analize tabi tutuldu. PCR verilerinin
istatistiksel analizinde EK hastalarina ait klinik parametreler ile belirlenen genlerin
ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi farklari i¢in Kruskall Wallis ve ikili
karsilastirmalar icin Mann Whitney U testi kullamild. Istatiksel olarak p<0,05 anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. KLINIiK OZELLIiKLER iLE IiLGILi VERILER

Calismamizda toplam 85 olguya ait parafin blok 6rnegi kullanildi. EK grubunda
bulunan 61 6rnegin tamami uterektomi materyali iken, kontrol grubunda yer alan
toplam 24 Ornegin tamami menometroraji ve endometrial kalinlasma nedeniyle
alinmis kiiretaj materyali niteligindeydi. Kontrol grubu 6rneklerinin 23’1 50 yas alt1

olguya ait olup, 15 tanesi proliferatif faz, 9 tanesi ise sekretuar faz endometriumu idi.

Calismamizda kullanilan EK tanili blok materyallerinin ait oldugu hastalarin hastane

kayitlarindan elde edilen klinik ve histopatolojik veriler Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. EK hastalarinin klinik ve histopatolojik 6zellikleri

Klinik Ozellikler Hasta Sayisi Yiizde Orani (%)
Yas (y1)
<60 27 44,3
> 60 34 55,7
Menopoz durumu
Pre 11 18,0
Post 50 82,0
Histolojik grade
I 24 39,3
1 18 29,5
i 19 31,2
FIGO evre
I-11 43 79,6
Hi-1v 11 20,4

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1. FOXOI1A Spesifik Immunohistokimyasal Boyama ile Elde Edilen Veriler

Anti-FOXO1A primer antikoru kullanilarak immunperoksidaz teknigi ile boyanan 1s1k
mikroskobik kesitlerde, kontrol grubuna ait preparatlarda hem endometriyal bez epitel
hiicrelerinin niikleuslarinda hem de stromal hiicrelerin niikleuslarinda, belirgin

kahverengi goriiniimde, kuvvetli immun pozitif reaksiyon saptandi (Resim 12).
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Niikleer immun pozitifligin yan sira, daha hafif diizeyde sitoplazmik immun boyanma
da mevcuttu. Immun reaksiyon gdstermeyen hiicrelerin niikleuslar1 Harris

hematoksileni ile boyanmis halde mavi renkte goriildi (Resim 12).

Kontrol grubunda, immun pozitif hiicre sayis1 agisindan ortalama skor degeri 3 olarak

bulundu (%25’lik dilimde 2 ve %75’lik dilimde 4; Median degeri 3) (Tablo 7).

Tablo 7. FOXO1A semi-kantitatif analiz sonuglart (Median %25-%75’lik ¢eyreklik dilimler
arasi)

Grup FOXO1A median degeri
Kontrol 3(2-4)

Grade | 3 (2-3)3¢

Grade I 1 (0-2)bd

Grade 111 1(0-1)°

8p=0,392 Kontrol grubuna kiyasla,

®p=0,000 Kontrol grubuna kiyasla,

p=0,000 Grade Il ve Grade III grubuna kiyasla,
%=0,003 Grade III grubuna kiyasla,

*p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Kruskal Wallis/Tamhane T2 test
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Resim 12. Kontrol grubu endometrium kesitinde FOXO1A immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: Immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nuleusu. Boya: immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da x10,
b’de x40.
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Grade | EK grubuna ait endometrium parafin blok kesitlerinde immunohistokimyasal
boyama sonrasi yapilan degerlendirmede yine stromada ve bez epitelinde immun
pozitif hiicrelerin sayist olduk¢a fazlaydi. Bu grupta immun pozitif reaksiyonun
stromal hiicrelerde hem niikleer hem de sitoplazmik seviyede ve kontrol grubuna
kiyasla daha kuvvetli oldugu, bez epitelinde ise daha ¢ok niikleer agirlikli oldugu
gozlendi (Resim 13).

Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analizde Grade I EK grubuna ait median skor
degeri 3(2-3) olarak tespit edildi (Tablo 7). Mean skor degerine gore ise, kontrole
kiyasla Grade I EK grubunda immun pozitif hiicre sayisinda hafif bir artig goriilmekle

birlikte (Sekil 12), aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0,05).

3,00

2,00

Mean FOXO1APOS

1,00

0,00

Kontrol Grade | Grade Il Grade Il

Grup

Sekil 11. Dort caligma grubuna ait FOXO1A immun pozitif hiicre sayilarinin mean degerlerini
gosteren grafik
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Resim 13. Grade | EK grubuna ait endometrium kesitinde FOXO1A immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: immun pozitif hiicre, siyah ok: immun
negatif hiicre. Boya: immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da x20, b’de x40.
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Grade II EK grubuna ait parafin kesitlerin immunohistokimyal boyama sonrasi yapilan
degerlendirmesinde stromada yaygin olarak immun negatif hiicreler gozlenirken, bez
epitelinde agirlikli olarak immun pozitif hiicreler saptandi. Grade II EK grubundaki
immun pozitif hiicrelerde boyanmanin siddeti Grade I EK grubundakilere kiyasla daha
az olmakla birlikte hem niikleer hem de sitoplazmik diizeyde pozitif reaksiyon
mevcuttu (Resim 14). Dolayisiyla, bu grupta FOXO1A proteinlerinin niikleusta aktif
olan formlarinin onkojenik aktiviteye bagl olarak sitoplazmada tutulmaya baslandigi

sOylenebilir.

Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analizde Grade I EK grubuna ait median degeri
1(0-2) olarak tespit edildi. Grade II EK grubundaki FOXO1A immun pozitif hiicre
sayisinda hem kontrol hem de Grade I EK grubuna kiyasla gozle goriiliir bir diisiis
vardi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000), (Tablo 7), (Sekil
12).
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Resim 14. Grade Il EK grubuna ait endometrium kesitinde FOXO1A immun reaksiyonu. B:
52

Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: Immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da

x20, b’de x40.



Grade Il EK grubuna ait endometrium parafin blok kesitlerinde immunohistokimyasal
boyama sonrasi, agirlikli olarak immun negatif hiicreler stromada goze ¢arpmaktaydi
ve yer yer immun pozitif hiicreler gdzlemlendi. Immun pozitif hiicrelerdeki
boyanmanin siddeti diger gruplara kiyasla oldukc¢a azalmisti ve agirlikli olarak
niikleuslar boyanmisti. Bez epitelinde ise hafif siddette sitoplazmik boyanma mevcuttu
(Resim 15).

Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analize gore Grade III EK grubuna ait median
degeri 1(0-1) olarak tespit edildi. Grade Il EK grubunda FOXO1A immiin pozitif
hiicre sayis1 kontrole ve Grade | EK grubuna kiyasla belirgin bir sekilde diiserken
(p=0,000), Grade Il EK grubuna kiyasla daha az bir diisiis (p=0,003) goriildii. Diger
gruplarla kiyaslandiginda Grade 11l EK grubundaki bu azalma istatistiksel olarak da
anlamli buklundu (Tablo 7), (Sekil 12).
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Resim 15. Grade 111 EK grubuna ait endometrium kesitinde FOXO1A immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: Immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: Immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da

x20, b’de x40.
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Tim caligma gruplarinin FOXO1A immun pozitiflik diizeylerine ait median skor
degerleri karsilastirildiginda, kontrol grubu ile Grade I EK grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmazken (p>0,05), Grade Il EK ve Grade IlI EK grubunda
immun pozitif hiicre sayisinin hem kontrole hem de Grade I EK grubuna kiyasla
azalmasmin anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05; Kruskal Wallis Test/Tamhane T2
test), (Tablo 7, 8).

Tablo 8. Dért deney grubuna ait FOXO1A immun pozitif hiicre sayilarinin istatistiksel ¢oklu
karsilastirma sonuglari

Test Statistics*®

FOXO1A
Kruskal-Wallis H | 154,936
df 3
Asymp. Sig. ,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Group
Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analize gore toplam hasta grubunda FOXO1A
immiin pozitif hiicre sayisinin kontrole kiyasla belirgin bir sekilde diistiigii ve aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05), (Sekil 13).

3,00

2,00

Median FOXO1A

1,00

0,00

Kontrol Total Tip 1 EK

Grup

Sekil 12. FOXO1A immun pozitif hiicre sayisi a¢isindan kontrol grubu ile EK gruplarinin
median degerlerini gosteren grafik
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4.2.2. SREBP1 Spesifik Inmunohistokimyasal Boyama ile Elde Edilen Veriler
Kontrol, Grade I, Grade Il ve Grade III EK hastalarina ait parafin blok kesitleri anti-
SREBP1 primer antikoru kullanilarak immunperoksidaz yontemi ile boyandi ve
SREBP1 pozitiflik diizeyi 1s1k mikroskobunda semikantitatif ve subjektif olarak
degerlendirildi.

Kontrol grubuna ait parafin blok kesitlerinde immunohistokimyasal boyama sonrasi
yapilan degerlendirmede, immun negatif hiicrelerin sayica daha agirlikli olarak
bulundugu, immun pozitif hiicrelerin daha az sayida oldugu saptandi. Stromal
hiicrelerde goriilen immun pozitifligin daha ¢ok niikleer lokalizasyonlu oldugu, bez
epitelinde ise hafif sitoplazmik boyanmanin oldugu goézlendi (Resim 16). Kontrol
grubuna ait median degeri 1(0-2)’idi (Tablo 9).

Tablo 9. SREBP1 semi-kantitatif analiz sonuglar1 (Median %25-%75’lik ¢eyreklik dilimler
arasi)

Grup SREBP1 median degeri
Kontrol 1(0-2)

Grade | EK 1 (0,50-2)2¢

Grade Il EK 3 (2-3)°d

Grade Il EK 3 (2-4)°

4p=0,057 K grubuna kiyasla,

®p=0,000 K grubuna kiyasla,

°p=0,000 Grade Il, Grade III grubuna kiyasla,
%=0,812 Grade III grubuna kiyasla,

*p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Kruskal Wallis/Tamhane T2 test
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B:

immun reaksiyonu.

beyaz ok: immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:

Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: immunperoksidaz teknigi.

Resim 16. Kontrol grubu endometrium kesitinde SREBP1
x20, b’de x100

Endometriyal bez, LP: Lamina propriya,

Biiyiitme objektifi: a’da
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Grade | EK grubuna ait parafin blok drneklerinde immiinperoksidaz boyama sonras,
stromada yaygin olarak immun negatif hiicreler, bez epitelinde ise sitoplazmik
boyanmis immun pozitif hiicreler izlendi (Resim 17). Skorlama sonrasi yapilan
istatistiksel analize gore Grade I grubuna ait median skor degeri 1(0,5-2) olarak tespit
edildi (Tablo 9). Mean skor degerine gore Grade I grubunda Kontrol grubuna kiyasla
hafif bir artig goriilmekle birlikte (Sekil 14), bu fark median bazl istatistiksel analize
gore anlaml degildi (p=0,057).

3,00

2,00

Mean SREBP1Pos

1,00

0,00

Kontrol Grade | Grade Il Grade lll

Grup

Sekil 13. Tiim galisma gruplarinda SREBP1 mean degerlerini gosteren grafik
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Resim 17. Grade | EK grubuna ait endometrium kesitinde SREBP1 immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, L: Bez liimeni, LP: Lamina propriya, beyaz ok: immun pozitif hiicre
nukleusu, siyah ok: Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: Immunperoksidaz teknigi.
Biiyiitme objektifi: a’da x20, b’de x40
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Grade Il EK grubuna ait parafin blok drneklerinde immiinperoksidaz boyama sonrast
stromal alanlarda yaygin immiin negatif hiicreler gozlenirken, bez epitelinde
sitoplazmik boyanmis immiin pozitif hiicreler yogun bir sekilde izlenmektedir (Resim
18). Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analize gore Grade II EK grubuna ait median
skor degeri 3 (2-3) olarak tespit edildi (Tablo 9). Grade Il EK grubundaki immun
pozitif hiicre sayisi, Kontrol ve Grade I EK gruplarina kiyasla daha yiiksekti ve bu
istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p=0,000).

Grade Il EK grubuna ait parafin blok 6rneklerinde immunohistokimyasal boyama
sonrasi yapilan degerlendirmede, agirlikli olarak endometriyal bez epiteli hiicrelerinin
immun pozitif reaksiyon verdigi ve bu boyanmanin hem niikleer hem de sitoplazmik
diizeyde oldugu; bunun yam sira stromada da nadir sayida, niikleuslar1 boyanmis
immun pozitif hiicrelerin bulundugu gozlendi (Resim 19, 20). Stromada immun negatif
hiicreler yaygindi. Yapilan istatistiksel analizde Grade 111 EK grubunun median skor
degeri 3 (2-4) olarak tespit edildi (Tablo 9). Kontrol ve Grade | EK gruplariyla
kiyaslandiginda, Grade Il EK grubunda immun pozitif hiicre sayisinda belirgin bir
yiikselis s6z konusuydu (Sekil 14) ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,000). Ancak, SREBP1 immun pozitif hiicre sayis1 bakimindan Grade I1I ve Grade
IT gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,812).
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Resim 18. Grade Il EK grubuna ait endometrium kesitinde SREBP1 immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, S: Lamina propriya, beyaz ok: Immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: Immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da

x20, b’de x100



Resim 19. Grade Il EK grubuna ait endometrium kesitinde SREBP1 immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: Immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: Immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: a’da

x10, b’de x20
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Resim 20. Grade 1l EK grubuna ait endometrium kesitinde SREBP1 immun reaksiyonu. B:
Endometriyal bez, LP: Lamina propriya, beyaz ok: Immun pozitif hiicre nukleusu, siyah ok:
Immun negatif hiicre nukleusu. Boya: immunperoksidaz teknigi. Biiyiitme objektifi: X100

Dort calisma grubunda SREBP1-spesifik immun pozitif boyanan hiicre sayilarinin
median degerleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
oldugu goriildii (p<0,05; Kruskal Wallis Test) (Tablo 10). Kontrol grubuna kiyasla,
Grade | EK grubunda SREBP1 immun pozitif hiicre sayis1 hafif yiiksek bulunsa da
aralarindaki  fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,057; Kruskal
Wallis/Tamhane T2 test). Grade Il EK grubunda hem kontrole hem de Grade | EK
grubuna kiyasla, SREBP1 immun pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli
bir artis saptandi (p<0,05; Kruskal Wallis/Tamhane T2 test). Grade III EK grubunda
da immun pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin sayist kontrol ve Grade | grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,05; Kruskal
Wallis/Tamhane T2 test). Ancak, Grade Il EK grubu Grade Il EK grubu ile
kiyaslandiginda immun pozitif hiicre sayisinda artis gozlense de (Sekil 14), bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,812; Kruskal Wallis/Tamhane T2 test) (Tablo
9).
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Tablo 10. Dort deney grubuna ait SREBP1 immun pozitif hiicre degerlerinin istatistiksel
¢oklu karsilastirma sonuglari

Test Statistics®?

SREBP1
Kruskal-Wallis H 97,987
df 3
Asymp. Sig. ,000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Group

SREBP1 immun pozitif hiicre sayisi, kontrol grubuna kiyasla toplam hasta grubunda
artmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05; Kruskal
Wallis/Tamhane T2 test) (Sekil 15).

2,00

Mean SREBP1

Kontrol Total Tip 1 EK

Grup

Sekil 14. Kontrol ve Tip 1 EK grubuna ait SREBP1 mean degerlerini gosteren grafik

Toplam hasta grubunun FOXO1A ve SREBP1 immun pozitif hiicre sayilar1 bir arada
degerlendiridiginde; kontrol grubuna kiyasla FOXO1A immun pozitif hiicre sayisinin
azaldig1, bunun aksine SREBP1 immun pozitif hiicre sayisinin arttig1 saptandi (Sekil
16). FOXO1A proteini agisindan iki grup arasinda bulunan bu fark istatistiksel olarak
anlaml iken (p<0,05), SREBP1 bakimindan gozlenen fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05).
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Sekil 15. Kontrol ve Total Tip 1 EK grubuna ait FOXO1A ve SREBP1 mean degerlerini
gosteren grafik

4.3. MOLEKULER BiYOLOJIiK BULGULAR

FOXO1 ve SREBP1 Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

EK hastalarina ait parafin blok Orneklerinden izole edilen RNA’dan FOXO1 ve
SREBP1 genlerinin ekspresyon seviyeleri, ACTB kontrol geni ile normalize edilerek
RT-PCR analizi ile belirlendi ve elde edilen bulgular Sekil 17°de sunuldu.

RT-PCR analizi sonuglarina gore; EK gruplarinin toplaminda FOXO1 ve SREBP1
genlerinin ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda sirasiyla 1,22-
(p=0,040) ve 0,86-kat (p=0,077) olarak belirlendi (Tablo 11). Ayrica, FOXO1 geninin
mRNA seviyesi kontrole kiyasla Grade | grubunda 2,59-kat (p=0,01) iken, Grade Il ve
Grade III gruplarinda ise sirasiyla 0,9 (p=0,806) ve 0,66-kat (p= 0,732) oldugu
belirlendi. SREBP1 gen ekspresyonunun ise kontrol grubuna kiyasla Grade I ve Grade
IIT EK gruplarinda sirasiyla 1,96 (p=0,01) ve 1,59-kat (p=0,039) daha fazla eksprese
oldugu belirlenmesine ragmen, Grade II hasta grubunda 0,16-kat olarak (p=0,01)
down-regiile oldugu analiz edildi (Sekil 18). FOXO1 ve SREBP1 genlerinin kontrol

grubuna gore ekspresyon diizeylerindeki degisimler EK Grade’leri ile karsilastirilarak
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Tablo 11°de dzetlendi.

FOxo1 SREBP1
15+ e . 51 p=0.077
n
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Sekil 16. EK gruplarinin (GI, GII ve GIII EK) toplaminda kontrol grubuna kiyasla FOXO1 ve
SREBP1 genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin belirlenmesi (p<0,05%*; p<0,01*%*)
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Sekil 17. GI, GII ve GIII EK gruplarinda (A) FOXO1 ve (B) SREBP1 genlerinin kontrol
grubuna kiyasla ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin belirlenmesi (p<0,05*; p<0,01*%*)

Tablo 11. GI, GII ve GIII EK gruplarinda kontrol grubuna kiyasla degisen FOXO1 ve SREBP1
genlerindeki kat degisimlerinin karsilastiriimasi

Kontrol Grade | Grade 11 Grade 111
Grubu
2-4ACT 2 Kat p 2 Kat p 2 Kat p
AACT  Degisimi AACT  Degisimi AACT  Degisimi
FOX01 0,247 0,642 2,59 0,0 0,225 0,91 0,806 0,162 0,66 0,73
SREBP1 0,125 0,244 1,96 0,0023 0,019 0,16 0,0 0,198 1,56 0,03
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Sonug olarak, kontrol grubu ile karsilastirildiginda EK gruplarmin (GI, GII ve GIII
EK) toplaminda FOXO1 ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 belirlenmesine ragmen, SREBP1 gen ekspresyon diizeyinin azaldig1 saptandi.
Ancak, kontrole kiyasla, Grade | EK grubunda FOXO1 geninin ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig s6z konusu iken (p<0,01), Grade II ve III EK
gruplarinda FOXO1 mRNA seviyelerinin azaldig: tespit edildi. Ayrica, SREBP1 gen
ekspresyonunun Grade I ve Grade III EK gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttig1 saptanmasina karsin, Grade II EK grubunda down-

regiile oldugu belirlendi (p<0,01).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

EK, kadin  ilreme  sisteminin en  yaygin  ikinci = malignitesidir
(https://www.cancer.org/cancer/endometrial-cancer/about/key-statistics.html) (erisim
tarthi  10.02.2022). Ancak endometriyal homeostaziyi saglayan molekiiler
mekanizmalar heniliz tam olarak anlasilamamistir. EK’larin ¢ogunlugu (%75-80)
Ostrojen bagimli, hormon reseptor pozitif adenokarsinomlar olup, Tip 1 endometrioid

EK olarak da isimlendirilmektedir (Fanning et al 1989, Morice et al 2016).

FOXO1 (FOXO1A) FOXO alt ailesinin bir iiyesidir ve apoptoz, hiicre dongiisii
ilerlemesi, oksidatif ve genotoksik strese karsi savunma gibi farkli hiicresel yanitlarin
diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktoriidiir (Dijkers ve digerleri, 2000; Kops
ve digerleri, 2002; Sunters ve digerleri, 2003, Nemato et al 2004). Kanser hiicrelerinde
PTEN geninin fonksiyon kayb1 veya mutasyonu Akt'nin aktivasyonuna ve buna bagl
olarak FOXO1A'nin niikleer translokasyonunun inhibisyonuna neden olmaktadir.
Boylece, FOXOI1A proteininin nukleusa gecisinin engellenmesiyle hiicre dongiisii
durdurulamamakta ve buna bagli olarak da FOXO1A’nin inhibisyonu karsinogenez

gelisiminde rol almaktadir (Burgering, Kops 2002; Accili, Arden 2004).

SREBP1, kolesterol ve yag asidi sentezi i¢in gerekli enzimlerin ekspresyonunu kontrol
ederek lipid homeostazin1 diizenleyen baslica transkripsiyon faktdrlerinden biridir.
Kanser hiicrelerinin proliferasyonundaki artis hiicre membrani i¢in lipit sentezinin
hizlanmasint  gerektirmektedir. Enerji bakimindan zengin olan lipitler besin
yoklugunda kanser hiicrelerine enerji de saglamaktadir (Santos and Schulzade 2012).
Kanser hiicrelerindeki sterol seviyelerindeki azalma, SREBPI'in ER iginde
Onciilerinin sentezlenmesine neden olarak SREBP-SCAP ile protein kompleksleri
olugsmasini saglamaktadir. Bu kompleksler Golgi aparatinda islenerek énciil SREBP1
nukleusa salinmakta, kolesterol ve yag asidi anabolizmasi ile ilgili enzimlerin

transkripsiyonu aktive edilmektedir (Shimano 2001, Walker et al 2011).
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https://www.cancer.org/cancer/endometrial-cancer/about/key-statistics.html)%20(erişim

FOXO1'in asir1 ekspresyonunun, SREBP1'in down-regiilasyonuna yol agarak EK
hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu baskiladig1 yapilan bazi
caligmalarda gosterilmistir (Zhang et al 2017, Li et al 2012). Ayrica FOXO1’in,
SREBPI1c transkripsiyon faktorleri araciligiyla SREBP1 gen ekspresyonunu inhibe
ettigi belirlenmistir (Deng et al 2012). Bunun yani sira SREBP1'in prostat kanseri,
meme kanseri ve EK’da apoptotik 6liime neden oldugu da literatiirde belirlenmistir
(Brovkovych et al 2018, Gao et al 2018, Shi et al 2019). Bu kapsamda FOXO1A
aktivitesinin SREBP1’in baskilanmasiyla arttig1 hipotezinden yola ¢ikilarak mevcut
tez caligmasinda farkli histopatolojik gradeye sahip EK hastalarinda kontrol grubuna
gore SREBP1 ve FOXO1’in mRNA ve protein diizeyinde degisimlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Elde edilen bulgulara gore, tiimor dokularinda FOXO1A ve SREBP1

mMRNA ve protein seviyelerinin kontrol grubuna gore farkli oldugu tespit edilmistir.

IHC analizleri sonucunda kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda FOXOZ1A protein
miktarmin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, FOXOI1A proteininin histopatolojik
gradeler arasindaki degisimleri degerlendirildiginde kontrol grubuna gore Grade I EK
grubunda artig goriintiilenmesine ragmen, Grade II ve Grade I1I EK grubunda azaldig:
tespit edilmistir. EK’l1 dokularin epitel hiicresi ve stromasinda FOXOL1A immun
pozitif hiicre sayis1 ve boyamanin yogunlugu kontrol dokularina kiyasla azalmis ve
stromada biiyiik oranda negatiflesmistir. Ayrica kontrol grubunda kuvvetli niikleer
pozitiflik s6z konusuyken Grade I EK grubunda niikleer ve sitoplazmik tutulum bir
arada Grade Il ve Grade Il EK grubunda ise daha ¢ok sitoplazmik ve zayif tutulum

gdzlenmistir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda da azalan FOXO1A ekspresyonunun EK gelisimine
neden oldugu belirlenmistir. Mozos ve arkadaslar1 (2014), miR-27 ve hedef geni
olarak FOXO1’in ekspresyon diizeyinde ve dokuda protein diizeyinde etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda EK tiimor dokularinda normal dokulara gére FOXO1’in
down regiile oldugu ve yiliksek grade invaziv tiimorlerde diisiik grade invaziv
olmayanlara gore daha diisiik FOXO1 ekspresyon diizeyinin oldugunu belirlemistir
(Mazos et al 2014). Myatt ve arkadaslart (2010) hem klinik 6rneklerde hem de EK
hiicre hatlarinda, FOXO1 ekspresyonunun tim normal endometriyal doku

orneklerinde giiclii pozitif oldugunu ve epitel hiicrelerinin hem sitoplazmasinda hem
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de c¢ekirdeginde, stromal hiicrelerde de onemli seviyelerde FOXO1 ekspresyonu
gbzlendigini bildirmislerdir. Buna karsilik, FOXO1 boyamasinin tiim hasta
orneklerinde saptanamadigini veya diisiik seviyelerde ve zayif oldugunu ve ozellikle
timor dokularinda, normal endometriumun aksine FOXO1 ekspresyonu epitelyal
hiicrelerle sinirlandirildigini rapor etmislerdir. Elde edilen Western blot analizi
sonuglarinda da FOXO1'in normal endometriyal dokularda nispeten yiiksek
seviyelerde eksprese edildigini, buna karsin EK dokularinda seviyelerin ¢ok daha
diisiik oldugunu gostermislerdir (Myatt et al 2010). Zou ve arkadaslar1 (2016)
yaptiklart bagka bir ¢aligmada endometriyal dokulardaki p-AMPK seviyesini ve
FOXO1 protein lokalizasyonu arastirmislar ve p-AMPK seviyelerinin EK'nin
gelismesiyle kademeli olarak azaldigin1 ve FOXO1 proteininin boyanma 6zelliginin
normal kontrollere kiyasla zayif ve biiyiilk oranda negatif, agirlikta sitoplazma ile
siirli oldugunu bildirmislerdir (Zou et al 2016). Bizim ¢alismamizda da 6zellikle EK
timor dokularinda FOXO1A transkripsiyon faktdrlerinin inaktif halde sitoplazmada
boyandig1 goriintiilenmistir ve mevcut tez ¢alismasindaki bulgular literatiirdeki bu

calismalar destekler niteliktedir.

Grade temelli degerlendirmede ise IHC analizleri sonucunda kontrol grubuna kiyasla
Grade Il ve Grade Il EK grubunda FOXO1A proteini azalirken, Grade | EK grubu
hastalarda hafif diizeyde arttig1 goriintiilenmistir. IHC analizlerinde EK hastalarinda
FOXOT1A protein ekspresyon diizeylerindeki bu degisimler RT-PCR analizleri ile de
mRNA diizeyinde desteklenmistir.

RT-PCR sonuglarina géore FOXO1A mRNA diizeyinin kontrol grubuna kiyasla Grade
I EK grubunda arttigi, Grade II ve Grade III EK hastalarinda ise azaldigi tespit
edilmistir. Insan endometriumunda yapilan calismalarda, FOXO transkripsiyon
faktorlerinin degisen hormonal ve cevresel faktorlere yanit olarak farkli genlerin
regiilasyonunda rol aldig1 belirlenmistir (Kajihara et al 2012, Lam, Shah, & Brosens
2012). FOXOL1 transkripsiyon faktorii, yiiksek progesteron seviyelerine yanit olarak
insan endometriyal stromal hiicrelerini farklilasmada gorevli PRL ve IGFBP-1 gibi
desidual genlerin ekspresyonunu diizenlemesine ragmen, progesteronun azaltilmasinin
FOXOI proteininin yeniden niikleer birikimine, Bim ekspresyonuna ve hiicre 6liimiine

neden oldugu bildirilmistir (Labied et al 2006). Bu kanitlar FOXO1'in hedef dokularda
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Ostrojen tepkilerine aracilik etmede dnemli bir rol oynadigini ve steroid sinyallemeye
maruz kalan endometriumun normal kosullarda degisen FOXO1A aktivitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Dongiilii endometriumda steroid sinyallemeye bagl olarak
proliferatif fazda azalan FOXO1A aktivitesi, sekretuvar fazda artmaktadir (Goto et al
2008). Mevcut tez caligmasinda kontrol grubunda agirlikta proliferatif faz
endometriyma sahip bireylere ait dokular (15 Proliferatif / 9 Sekretuvar faz)
kullanildigindan Grade I EK grubu hastalarda FOXO1A mRNA seviyesi artmis
olabilir. Ayrica kontrol grubunun menstriiel siklusuna bagh olarak azalan FOXO1A
aktivitesinin hastaligin baslangicinda yani Grade I EK grubunda onkojenik
sinyallemeye tepki olarak artmis daha sonra onkojenik aktivitenin baskin gelmesiyle
birlikte Grade Il ve Grade Ill EK grubunda azalmis olabilir. Diger yandan Antmen
(2019) yaptig1 caligmada EK’da PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginda rol alan Akt ve
mTOR ekspresyon diizeylerinin Grade Il EK grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir sekilde azaldigini tespit etmistir (Antmen 2019). Bu ¢alismanin sonuglarina
gore mevcut tez ¢alismasinda FOXO1A aktivasyonunun Akt aktivasyonu ile negatif
etkilenerek Grade | EK grubunda azalan mTOR ve Akt ekspresyon diizeylerinden
dolay1 FOXO1A ekspresyon diizeyi artmis olabilir. Ancak ileri molekiiler calismalar
ile oOzellikle Grade I grubu hastalarda artan FOXO1A aktivitesinin molekiiler

mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

RT-PCR analizleri sonucunda FOXO1A mRNA seviyesinin toplam hasta grubunda
kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir. EK patogenezinin yanisira farkli kanser
tiplerinde FOXO1 aktivitesindeki degisimler arastirilmistir. Grupp ve arkadaslar
(2018) tarafindan 6zefagus kanserinde niikleer FOXO1 ve sitoplazmik pSerine256-
FOXO1 immiin boyamasinin prognostik rolii arastirilmis ve neoplastik olmayan
0zofagus mukozasinda FOXOI1 ekspresyonu diisik ve pSerine256-FOXO01
ekspresyonu yiiksek yogunlukta oldugu (stratum bazaliste zayif ya da hi¢ boyanmayan
hiicreler mevcutmus) ve 6zofagus adenokarsinomlarinda (EAC) ve skuamdz hiicreli
karsinomda (ESCC) ileri tiimor evresi ile iliskili olarak artmis FOXO1 (niikleer) ve
azalmig pSerine256-FOXO1 (sitoplazmik) ekspresyonu bulduklarini bildirmislerdir.
Bunlara ek olarak, FOXO1'in asir1 ekspresyonu ve pSerine256-FOXO1 ekspresyon
kaybinin EAC'li hastalarm sag kalimim kisalttigimi bildirmislerdir. Ozetle, bu

calismada niikleer FOXOI1'in asir1 ekspresyonunun ve sitoplazmik pSerine256-
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FOXO1 ekspresyon kaybinin EAC'li hastalarda kotii prognoz ile iligkili oldugu ve
FOXO1'in 6zofagus kanserlerinde onkojenik bir rol oynayabilecegi ongoriilmiistiir
(Grupp et al 2018). Ayrica Kim ve arkadaslar1 (2009) tarafindan FOXO1 ve onkojenik
potansiyele sahip olan ve transkripsiyonel baskilayici olarak islev géren FOXG1
geninin primer mesane kanseri numunelerinde ve normal mesane mukozasinda RT-
PCR ve immiinohistokimyasal analizi sonucunda FOXO1l ve FOXG1l mRNA
ekspresyonunu kanser dokularinda normal mesane mukozasindan daha yiiksek
diizeyde eksprese oldugu belirlenmis ve FOXO1’in mesanede tiimor gelisimi sirasinda
aktive olabilecegi belirtilmistir. Ayrica FOXO1 mRNA seviyesinin iyi prognoza sahip
hastalarda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek iken, kotii prognoza sahip hastalarda FOXG1
mRNA diizeyinin arttig1 ancak FOXO1 ekspresyon diizeyinin azaldig: bildirilmistir
(Kim et al 2009).

Bu kapsamda RT-PCR sonuglarma gore EK tiimér dokularinda normal dokuya gore
artan FOXO1 mRNA ekspresyonu dokuya 6zgii degisen FOXO1 aktivitesinden veya
tiimdre spesifik yanittan kaynaklanabilir. Bu nedenle 6zellikle grade I EK hastalarinda
artan FOXO1 mRNA diizeyinin hastalarin klinik 6zellikleri ile birlikte istatistiksel
olarak degerlendirilmesi ve prognostik 6éneminin ortaya konmasi i¢in daha kapsamli

hasta grubunda ¢alismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Mevcut tez ¢aligmasinda FOXO1 mRNA diizeyi, grade I EK grubu hastalarda kontrol
grubuna kiyasla belirgin sekilde artarken, protein diizeyinde ayni oranda artis
goriilmemistir. EK’larda asir1 eksprese edilen Skpl/Cull/F-box proteini ubikiitin
kompleksinin onkojenik bir alt birimi olan S-faz kinaza bagli protein 2 (Skp2),
FOXOT1’in ubikiitinasyon ve proteozomal degradasyonuna neden olmaktadir (Lahav-
Baratz et al, 2004; Dijkers et al 2000). Boylece dokudaki FOXO1A protein miktar
EK’da farkli mekanizmalar tarafindan, PTM’ler araciligiyla degisebilmektedir. Zou ve
arkadaslar1 (2016) normal ve tip 1 EK’l1 dokularda metformine yanit olarak AMPK ve
FOXOL1 aktivitesini immunohistokimyasal boyama ile inceledikleri aragtirmalarinda,
tedavi sonrast p-FOXO!1 (sitoplazmik/inaktif) proteininde Onemli bir azalma ve
FOXO1 proteinlerinde 6nemli bir artis belirlenmesine ragmen, FOXO1 mRNA
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir (Zou et al 2016).
Ayrica Dijkers ve arkadaglar1 (2000) tarafindan FOXO1'in Ser-256'da Akt tarafindan
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fosforilasyonunun sadece c¢ekirdekten sitoplazmaya translokasyonundan sorumlu
olmadig1, ayn1 zamanda FOXO1'in ubikiitinasyonunda ve degradasyonundan sorumlu
Skp2 i¢in de gerekli oldugu gosterilmistir (Dijkers et al 2000). Bir diger ¢alismada da
metformin tedavisi ile Ishikawa EK hiicrelerinde FOXO1 protein seviyesinin arttigi
ancak Akt fosforilasyonunun degismedigi bildirilmistir (Iglesias et al 2013). Bu
nedenle, Akt ve FOXO1l mRNA diizeylerinde degisiklik olmadan FOXO1'in
aktivitesinin artabilecegi ya da azabilecegi ve EK patogenezinde transkripsiyon
sonrasi PTM’lerin onkojenik aktivitesine bagli olarak FOXO1l mRNA’larini
proteozomal degredasyona ugratarak dokudaki protein miktarinin azaltilabilecegi
belirtilmektedir. Bu nedenle grade | EK grubu hastalarda artan FOXO1 mRNA

diizeyine ragmen protein diizeyinde azalmis olabilir.

Mevcut tez ¢caligmasinda SREBP1 protein diizeyinde degisimler degerlendirildiginde
ise kontrol grubuna gore hasta grubunda SREBP1 proteininin ekspresyonunun arttigi
ve ileri evre hastalarda en yiiksek ekspresyon diizeyinde oldugu goriintiilenmistir.
SREBP1'in hiicre i¢i lipid homeostazin1 diizenlemedeki temel roliinlin yani sira,
kolorektal karsinom, hepatokarsinom, meme ve prostat kanseri gelisiminde
ekspresyon diizeyinin arttig1 literatiirde belirtilmektedir. Ayrica yiiksek SREBP1
ekspresyonunun, ¢esitli kanser tiirlerinde 6zellikle hormon duyarli meme ve prostat
kanserinde kanser progresyonu ve metastaz ile yakindan iliskilidir (Li et al 2000, Yang
et al 2003, Ettinger et al 2004, Yahagi et al 2005, Yamashita et al 2009). Li ve
arkadasglar1 (2012) EK dokularinda SREBP1 ekspresyonunun sadece atipik hiperplazi
ve normal endometriumdakinden daha yiiksek olmadigini, iyi farklilasmis ECC-1
hiicrelerinde saptanamadigini, ancak orta ve zay1f farklilagtirilmig RL95-2 ve AN3 CA
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigini dolayis1 ile EK’da SREBP1
ekspresyonunun arttigint ve kot farklilasmis (histopatolojik derecesi yiiksek)
tiimorlerde SREBP1 protein ekspresyonunun daha da arttigini rapor etmislerdir (Li et
al 2012). EK’nin yani sira, lipogenezle iligkili SREBP, FASN ve SCD1 gibi hedef
genlerin over, prostat, kolon, pankreas ve meme kanserinin de dahil oldugu farkli
kanser tiirlerinde upregiile olarak kanser hiicrelerinde proliferasyona ve metastaza
neden oldugu belirtilmektedir (Liang et al 2002, Wu et al, 2014, Chakraborty et al
2015, Li et al 2018, Wen et al 2018). Elde edilen sonuglar, SREBP1'in asir

aktivitesinin onkojenik doniisiimden ziyade EK progresyonunda kanser hiicrelerinin
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proliferasyonunda rol aldigim gostermektedir. Ilgili literatiir esliginde mevcut tez
calismasinda da SREBP1 protein miktariin EK dokularinda kontrol grubuna gore
arttig1 gorintiilenmistir. Ayrica Grade III EK grubunda SREBP1 mRNA ve protein
diizeyinin en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. SREBP1’in tiimérijenezde yer
alarak kanser hiicrelerinin membran yapi taslarinin ve sinyal lipid molekiillerinin
olusumunda rol aldig1 ve bunda dolayi ileri evre hastalarda asir1 eksprese olabilecegi

Ongoriilmiistiir.

RT-PCR analizinde, SREBP1 gen ekspresyonunun hasta grubunda kontrol grubuna
gore downregiile oldugu, grade temelli degerlendirildiginde ise Grade I ve Grade 111
EK gruplarinda up-regiile, Grade Il EK grubunda ise down-regiile oldugu tespit
edilmistir. Antmen’in (2019) yaptig1 ¢alismada, SREBF1 protein ekspresyonunun
kontrole gore downregiile oldugu belirlenmistir. Ayrica EK hastalarinda azalan
SREBF1 ekspresyonu ile birlikte kontrol grubuna gore Akt ve mTOR protein
diizeylerinin hasta gruplarinda daha az oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada hasta
gruplar1 igerisinde korelasyon katsayilart arastirildiginda, hastaligin ilerleyen
evrelerinde Akt/mTOR yolagimin baskilandigi ve PI3K/Akt/mTOR yolaginin EK
progresyonunda temel yolak olarak rol almayabilecegi bildirilmistir (Antmen 2019).
Ayrica, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginda rol alan PIK3CA ve PTEN genlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucunda Akt’den bagimsiz bir sekilde
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagmin PI3K temelli aktive olabilecegi belirtilmektedir
(Lien, Dibble & Toker 2017). Bu kapsamda Grade II EK dokularinda SREBP1 mRNA
diizeyinin azalmasina farkli sinyal yolaklarinin aktivitesindeki degisimler veya PTEN

ve/veya PIK3CA genlerinde meydana gelen mutasyonlar neden olabilir.

Normal dongiilii endometriumda steroid sinyallemenin etkisinde SREBP1’in hedef
genlerinden FASN ekspresyonu, proliferatif erken sekretuar faza kadar endometrial
bezlerde ve stromal hiicrelerde artmakta, orta ve gec salgi fazinda hiicre
proliferasyonunun azalmasindan sonra, endometrial dokuda FASN negatif olmaktadir
(Escot et al 1990, Pizer, Kurman, Pasternack & Kuhajda 1997). Ayrica Antmen (2019)
yaptig1 ¢caligmada da endometriumun proliferatif fazinda artan SREBP1 ekspresyonu,
sekretuar ve menstriiasyon fazinda ise azalan SREBP1 ekspresyonu rapor edilmis ve

sayica artan hiicrelerin lipogeneze ihtiya¢ duyacagi hipotezi desteklenmistir (Qiu et al
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2013, Antmen 2019). Buna bagh olarak Grade II grubunda azalan SREBP1 mRNA
diizeyi kontrol grubunun proliferatif faz agirlikli olusuna bagl artan lipojenik
aktivitesinden kaynaklanabilir. Ayrica hiicre, kanser gelisimine bagli metabolik
yeniden programlanma sebebi ile lipid ihtiyacim1 karsilamak i¢in hedef genlerin
ekspresyonunu arttirmakla birlikte, mevcut olan ancak inaktif halde ER’de yerlesmis
SREBP1 o6nciillerini nukleusa transloke asamasinda da olabilir. Bu durumda yapilan
analizlerde SREBP1 transkript seviyesindeki degisimlere bagli olmaksizin
lipogenezde artis olmus ve SREBP1 proteini niikleusa gecis sirasinda goriintiilenmis
olabilir. Ayrica Grade I EK grubunda artmis olan FOXO1A transkriptleri hastaligin
ilerleyen asamasinda lipogenezi baskilayarak Grade II EK grubunda SREBP1 mRNA
seviyesini azaltmig olabilir. Bu kapsamda FOXO1A ile SREBP1 arasindaki iliski bu
tez ¢alismasinda ilk kez aydinlatilmasina ragmen, daha kapsamli hasta grubunda
iligkili sinyal yolaklarimin aydinlatilmasi ile lipogenezin EK progresyonunda rolii

ortaya konulabilir.

5.2. SONUC

Mevcut tez galismasinda IHC analizlerinde, FOXO1A proteini kontrole kiyasla Grade
I EK dokularinda artarken, Grade Il ve Grade 11l EK doku orneklerinde azaldig1 ve
SREBPI proteinin kontrol grubuna gore tiim hasta grubunda ve gradeler arasinda
kademeli olarak arttig1 goriintilenmistir. RT-PCR analizlerinde ise kontrol grubuna
gore EK dokularinda FOXO1 mRNA diizeyi up-regiile iken, dzellikle grade II ve III
EK hastalarinda down-regiile oldugu, SREBP1 ekspresyon diizeyinin ise EK
dokularinda kontrole gore down-regiile iken, ozellikle grade | ve grade Il EK
grubunda up-regiile, grade I EK grubunda ise down-regiile oldugu tespit edilmistir.

EK hastalarinda yapilan ¢alismalarin ¢cogunda kontrol grubuna gore degisen FOXO1
veya SREBP1 ekspresyon diizeyleri belirlenmesine ragmen hastalarda grade bagl
olarak ekspresyon diizeylerinde degisimler analiz edilmemistir. Bu kapsamda FOXO1
ile SREBP1 in EK progresyonunda iliskisi ilk kez aydinlatilmis olup 6zellikle farkli
gradeye sahip EK hastalarinda grade 0zgii gen ve protein diizeylerinde degisimler
aydinlatilmistir.  Ancak, oOzellikle FOXO1’in ve dolayli olarak SREBP1
diizenlenmesinde rol alan PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagimin aktivitesinin

belirlenmesine yonelik ileri ¢aligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica,
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Grade | ve Grade Il EK hastalarinda diger gruplara gore farkli diizeyde FOXO1 ve
SREBP1 mRNA ekspresyon diizeylerinin regiilasyonunda epigenetik mekanizmalarin
ve EK progresyonunda neden olan gen mutasyonlarinin arastirilmasina yonelik ileri
calismalarda gergeklestirilebilir. Bu kapsamda EK gelisiminde FOXO1A ve SREBP1
proteinlerinin roliinli tam olarak anlamak i¢in bu proteinlerin islevinin ve

diizenlenmesinin daha iyi anlagilmasina hala ihtiya¢ vardir.
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