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2. KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

nL: Microlitre

2D DIGE: Two-Dimensional Difference Gel Electrophoresis
2D: Two-dimensional gel electrophoresis
ABD : Amerika Birlesik Devleti

ACN: Asetonitril

ACTB: B-aktin

ACTG: y-aktin

ANXAL: Annexin Al

ATP: Adenin trifosfat

ATPaz : Adenin trifosfataz

BATL1: HLA B iliskili transkript 1

BCA: Bicinchoninic acid

BST2 :Bone marrow stromal cell antigen 2
BT: Bilgisayarli Tomografi

CAHL1: Carbonic anhydrase 1

CALR: Calreticulin

CD171: L1 cell adhesion molecule

CHAPS: 3-[(3-Kholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propanesulfonat
Cu: Bakir

D&C: Dilatasyon&kiiretaj

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DTT: Dithiothreitol

E-FABP: Epidermal fatty acid binding protein
EF-Tu: Elongation factor Tu

EH: Endometrial hiperplazi

EiN: Endometrial intraepitelyal neoplazi

ENOA: a-Enolaz
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EnR: Endoplazmik retikulum

ER: Ostrojen reseptorii

FIGO: Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu
G: Grade

g: Gravity

GOG: Jinekolojik Onkoloji Grubu

GRP78: 78 kDa glucose-regulated protein

GSTP1: Glutathione S-transferase P

Her-2/neu: Insan epidermal biiyiime faktorii geni/ndral (onkogen)
HLA: insan 16kosit antijen

HNPCC: Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanseri
HSPADS: Heat shock protein family A (Hsp70) member 5
HSPB1: Heat shock protein beta 1

HZK: Heterozigosite kayb1

IAA: Iyodaasetamit

IDHCc: Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
IEF: Isoelectric focusing

IFN: Interferon

IGF-1: Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1

IPA: Ingenuity Pathway Analysis

IPG: Immobilised pH gradient

ITRAQ: Isobaric tags for relative and absolute quantitation
K2C8: Sitokeratin 8; CK8; K8

KAH: Kompleks Atipili Endometrial Hiperplazi

kDa: Kilodalton

K-ras : Kirsten rat sarkoma (onkogen)

LC-ESI-MS/MS: Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass
spectrometry


https://en.wikipedia.org/wiki/Isobaric_tags_for_relative_and_absolute_quantitation

MALDI TOF/TOF-MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization time-of-
flight, Mass Spectrometry

MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz

MBP-1: c-myc promoter-binding protein

MI: Mikrosatellit insitabilitesi

MRG: Manyetik rezonans goriintiileme

MRNA: Mesajc1t RNA

MS: Mass spectrometry

MST1: Macrophage stimulating 1

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

pl16 : Protein 16

p53 : Protein 53

PBS: Phosphate buffered saline

PDAC: Pankreatik duktal adanokarsinoma

PDIAS3: Protein disulfid izomeraz A-3

PET/BT: Pozitron Emisyon Tomografisi/Bilgisayarli Tomografi
PI3K : Fosfatidil inositol-3 kinaz

PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
PKM2: Pyruvate kinase, muscle

PKN1: Protein kinase N1

PLND: Pelvik lenf nodu disseksiyonu

PPIA/B: Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A/B; cyclophilin
PPLND: Pelvik-paraortik lenf nodu disseksiyonu

PR: Progesteron reseptorii

PSMEL: Proteasome activator complex subunit 1

PTEN: Fosfataz ve tensin

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirevleri

rRNA: Ribozomal RNA


https://tr.wikipedia.org/wiki/MRNA

RSSA: 40S ribozomal protein
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate — Poly Acrylamide Jel Elektroforez

SELDI-TOF-MS: Surface Enhanced Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry

SOD1: Superoxide dismutase [Cu-Zn]

TAH-BSO: Total abdominal histerektomi + bilateral salpingoooforektomi
TCA: Triklorasetik Asit

TCEP: Tris-2-carboxyethyl-phosphine

TMA: Tissue microarray analysis

T-PER: Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific
TRFE: Serotransferrin

tRNA: Tasiyict RNA

TVUSG: Transvajinal ultrasonografi

UAPS56: Spliceosome RNA helicase; BAT1;DDX39B

UPR: Unfolding protein response

UV: Ultraviole

VKI: Viicut kitle indeksi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

Zn: Cinko

pg: Microgram
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5. GIRIS VE AMAC

Endometrium kanseri en sik goriilen jinekolojik kanserdir ve tiim kadin kanserleri
arasinda dordiincii siradadir L. Siklikla hayatin altinci-yedinci dekadinda goriilen bu kanser,
yaygin semptomu olan uterin kanama sayesinde genellikle erken evrelerde tani alir ve
prognozu oldukga iyidir?. Bununla birlikte invaziv kansere ve ileri evrelere ilerleyen
stirecte baz1 olgularda prognoz koétii seyretmekte ve diinya genelinde endometrium

kanserine bagl yillik 74000 6liim olgusu gergeklesmektedirg.

Endometrium kanserine bagl gerceklesen dliimlerin nedenleri, tan1 gecikmesinin yani
sira tant konulma giicliikleri, hastaligin prognozunun énceden tahmin etmedeki yetersizlik
ve buna bagl tedavi basarisizliklari, ileri evrelerde kemoterapiye ve hormonoterapiye
verilen cevabin az olmasi olarak kabul edilebilir’. Bu durum géz 6niine alindiginda halen
uygulanmakta olan klasik tan1 yontemlerinin yaninda endometrium kanserinde hem tani,
hem de tedavi amagl terapotik hedef olarak kullanilabilecek yeni biyobelirteglerin kesfine

ithtiyag vardir.

Proteomik ¢aligmalari, proteinlerin genis 6l¢ekli olarak tanimlanmalarina, yapilarinin
ve gorevlerinin incelenmesine olanak veren bir arastirma metodudur. Aragtirmacilara farkli
hastalik durumlarinda doku protein ekspresyon seviyesindeki degisimleri gosterir ve
0zellikle hastaliklarin tani, prognoz ve tedaviye cevabini belirlemek icin kullanilan
biyobelirteglerin tespitinde kullamilir®. Endometrial kanserlerin hiperplazi asamasindan,
invaziv ve ileri evre kanser haline gelisimi ve degisimi sirasinda ortaya ¢ikan protein
ekspresyonundaki degisiklikler, proteomik 6l¢iimleri sayesinde hastaligin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmaya yardimci olabilir. Glinlimiize kadar endometrial
kanser olgularinda gergeklestirilen proteomik ¢aligmalari her ne kadar bazi proteinlerin
hastalikla iliskisini kurmay1 basarsa da deneysel yaklasimlardaki eksiklikler, etnik grup
farkliliklari ve kiitle spektrometredeki verilerinin yorumlanmasindaki varyasyonlar sonucu
halen hastalik ile molekiiler patofizyolojisi arasindaki iliskisi agikca ortaya

konulamamustir.

Bu calismanin amact; endometrium kanseri ve onciil lezyonlarinin protein

ekspresyonunu, saglikli hastalardan elde edilen endometriumun protein profili ile



karsilastirarak, normal endometrium dokusunun hangi degisimleri gostererek kansere
doniistiigiinii, 2D DIGE (Two-dimensional difference gel electrophoresis) tabanl
proteomik yaklasim kullanarak, proteom seviyesinde ortaya koymak ve potansiyel
biyobelirte¢ veya molekiiler terapdtik hedef olarak kullanilabilecek yeni protein/protein

yolaklar1 tanimlamaktir.



6. GENEL BILGILER
6.1. EPIDEMIOLOJI

Endometrium kanseri kadinlarda en sik goriilen jinekolojik kanser olmakla birlikte tiim
kanserler i¢inde en sik goriilen dérdiincii kanser tipidirl. Fakat gelismekte olan iilkelerde
en sik goriilen ikinci kanser tipidir®. 2014 ABD verilerine gére kadilarda kansere bagh
sliimlerde 8590 dliimle sekizinci sirada yer almaktadir’. Diinya genelinde 2008 yili
verilerine gore endometrium kanserine bagli 74000 6liim gerc;eklesmistirg. Insidans1 kitalar
arasinda degismekle birlikte gelismis lilkelerde daha yiiksektir. Kuzey Amerika ve
Avrupa’da kadinlarda goriilen kanserlerin %8-10 unu olustururken bu oran Afrika ve

Asya’da %2-4’tiir *.

Endometrium kanseri olgularinin % 95'1 40 yas tizerindedir. % 70'i postmenopozal, %
25'1 premenopozal donemde goriiliir. Sadece % 5'1 40 yas altindadir. Genellikle altinci ve

yedinci dekadda goriiliir; ortalama goriilme yas1 65'tir?.

Endometrium kanseri genellikle iyi prognozlu olarak kabul edilir; ¢iinkii bircok drnekte
timor sadece uterusla sinirli izlenmis, bu da hastanin basarili bir sekilde tedavi gérmesini
saglamistir. 5 yillik sagkalim oranlar1 tiimoriin evresine gore; evre 1°de %80, evre 2°de

%60, evre 3’te %30, evre 4’te %5 olarak rapor edilmistirs.

Obezite, karsilanmamis Ostrojen alimi, nulliparite, diabetiis mellitiis, polikistik over
sendromu, Lynch Sendromu ve tamoksifen tedavisi endometrium kanseri gelisiminde
bilinen risk faktorleridir®.

Endometrial karsinomlar klinik, histolojik ve prognostik faktorlere gore iki grupta

incelenmektedir;

I. Grup; Tip 1 Endometrial Karsinom

En sik goriilen grup olup endometroid adenokarsinomdan olusur. Ostrojen seviyesi ile
iligkili olup genelde hiperplazi zemininden gelisir ve diisiik derecede malign karakterdedir™
10, Tip 1 endometrial karsinomlarin yaklasik %80°’1 premenopozal ve erken postmenopozal

dénemdeki kadinlarda goriiliir ve iyi prognoza sahiptir; 5 yillik sagkalim orani %74 tiir'®
11



I1. Grup; Tip 2 Endometrial Karsinom
Non-endometroid karsinomlar; ser6z papiller, berrak hiicreli karsinomlar ve
karsinosarkomlardan olusur. Ostrojen ve endometrial hiperplazi ile iliskili olmayip;
prekanserdz yapilar ve atrofik endometriumdan gelisirlz' B3 Genelde gec menopozal
10,14

donemde goriilmekte olup, yiiksek dereceli malign karakterdedir

olup; 5 yillik sagkalim orani %27-42’dir™.

. Kotii prognozlu

6.2. RISK FAKTORLERI

6.2.1. Sosyo-Ekonomik Seviye

Sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek olan kadinlarda endometrium kanseri goriilme riski
daha yiiksektir. Bazi ¢aligmalarda, dstrojen igerikli dogum kontrol ilaglarinin ve dstrojen
replasman tedavisinin egitimli kadinlarda daha fazla kullanilmasina bagli olarak

endometrium kanseri goriilme insidanst daha yiiksek goriilmiigtiir™® .

6.2.2. Heredite ve Aile OyKiisii

Endometrium kanserinde heredite ve aile dykiisiiniin rolii agik degildir. Baz1
calismalarda, endometrium kanseri aile dykiisii olan kadinlarda endometrium kanseri
riskinde kiiciik bir artis oldugu gésterilmi$tir18. Ayrica aile Oykiisii olan, 50 yas altindaki
kadimlarda bu risk daha yiiksektir'® %. Aile ykiisiinde herediter non-polipozis kolorektal
kanseri (HNPCC) bulunan geng kadinlarda endometrium kanseri goriilme riski artmistir.
HNPCC-gen mutasyonuna sahip kadinlarda genellikle 50 yasindan 6nce endometrium

kanseri gelisebilmektedirzo’ 2

6.2.3. Menstriiel Faktorler

Bir¢ok calismada 11-12 yasindan 6nce menars olan kadinlarda endometrium kanseri
goriilme riskinin 1,5- 4 kat artti§1 ve ge¢ yasta menopoza giren kadinlarda goriilme
riskinin 2,4 — 4 kat arttig1 rapor edilmistir'® ??*, Bu durum, endometrial kavitenin daha
uzun siire strojen ile uyarilmasi nedeniyle aciklanir. Ozellikle de bu duruma daha gok
anovulatuar sikluslarin neden oldugu diisiiniilmektedir. Bir ¢calismada menars ve menopoz
arasindaki yillar (gebelik siiresi hari¢) menstriiasyon acgiklig1 olarak adlandirilmis ve

menstriiasyon aciklig1 39 yildan fazla olan kadinlarda menstriiasyon agikligi 25 yildan az



olan kadinlara nazaran endometrium kanseri goriilme riski 4.2 kat daha fazla olarak rapor

edilmistir®.

6.2.4. Reprodiiktif Faktorler

Ingiltere’de yapilan bir ¢calismada; bekar veya evli olup cocugu olmayan kadilarda
endometrium kanserinden dolay1 6liim orani, evli ve ¢gocuklu kadinlardan daha yiiksek
olarak gérﬁlmﬁstﬁrm. Ayrica olgu-kontrollii bir¢ok ¢alismada nullipar kadinlarda
endometrium kanseri riskinin 2-3 kat arttig1, dogum sayisinin artmasiyla birlikte risk

oramimin azaldig1 goriilmiistiir'® 2

. Kadmlarm ilk dogumlarindaki yaslar1 ile endometrium
kanseri arasinda herhangi bir iliski olmamasina ragmen son dogumlarindaki yaslar1 eger
ileri yas ise bu kadinlarda endometrium kanseri goriilme sikliginin belirgin olarak diisiik

oldugu tespit edilmistir?’.

Nulliparite bir nevi infertilitenin sonucu oldugu i¢in, infertilite endometrium kanseri
icin baslica risk faktorlerinden biridir. Olgu-kontrollii bir ¢calismada infertiliteye ( 3 yil ve
daha uzun siire gebe kalinamamasi olarak tanimlanmais) bagl riskin 3,5 kat arttig1
goriilmiistiir™. Infertilite ile iligkili durumlar, polikistik over sendromu, graniiloza hiicreli

over tiimorleri endometrium kanseri gelisimiyle iliskili bulunmustur®.

6.2.5. Ostrojenler

Ostrojenler endometrium kanseri gelisiminde direkt veya indirekt olarak etkilidir.

6.2.5.1. Endojen Ostrojenler

Endojen Ostrojen seviyesi yiiksek olan kadinlarda endometrium kanseri goriilme riski
yiiksektir. Polikistik over sendromu ve graniiloza hiicreli over tiimdrlerinde endojen
Ostrojen seviyesi yﬁksektirzg’ % Bu durum geng kadinlarda endometrium kanseri
goriilmesiyle iliskilidir. Polikistik over sendromu tanis1 konulan premenopozal kadinlarin

yaklasik %30’ unda endometrium kanseri goriildiigii rapor edilmistir".

6.2.5.2. Hormon Replasman Tedavisi
ABD’de 1962-1975 yillar1 arasinda menopozal semptomlarin tedavisi i¢in Ostrojen

iceren preparatlarin kullanilmasiyla birlikte 1970’lerde endometrium kanseri insidansi artig



gostermistir®”. Ostrojen replasman tedavisi kullanan ve endometrium kanseri tamis1 konulan
ilk olgu 1960’larin baginda rapor edildi®. Sonraki birgok olgu-kontrollii ve kohort
calismada Ostrojen replasman tedavisini stirekli kullanan ve hi¢ kullanmayan hasta gruplari
incelenmis; siirekli kullanan hasta grubunda endometrium kanseri goriilme riskinin rélatif

olarak artig1 griilmiistiir (%95 confidence interval 2,1-2,5)**.

Progesteron Ostrojen reseptorlerini azaltarak ve dstradiolii daha az potent metabolitlere
metabolize eden enzimleri aktiflestirerek Sstrojenin etkisini antagonize eder™.
Progesteronun 1980’li yillarda hormon replasman tedavisinde yerini almasiyla birlikte
1984 ile 1993 yillar1 arasinda endometrium kanseri goriilme insidansinda diisme

izlenmistir%.

6.2.5.3. Oral Kontraseptifler
Kombine oral kontraseptiflerin (0strojen+progesteron) endometrium kanseri riskini

azaltti1 rapor edilmigtir®” *®

. Uzun siireli kombine oral kontraseptif kullaniminin
endometrium kanseri riskini belirgin olarak diisiirmekle birlikte birakildiktan uzun yillar

sonra dahi endometrium kanserine kars: koruyucu 6zelligi oldugu belirtilmistir®.

6.2.5.4. Tamoksifen

Tamoksifen meme kanserli kadinlarda adjuvan tedavide kullanilan anti-6strojenik
etkiye sahip selektif dstrojen reseptdr modiilatoriidiir. Meme dokusu tizerinde anti-
Ostrojenik, endometrium lizerinde Ostrojenik etkiye sahiptir. Meme kanserli tamoksifen
kullanan kadinlarda endometrium kanseri goriilme siklig1 artmistir. Tamoksifen tedavisi
stiresinin ve kiimiilatif dozun artmasiyla birlikte endometrium kanseri riski de

artmaktadir™®.

6.2.6. Obezite

Bir¢ok ¢aligmada obezitenin endometrium kanseriyle iligkili oldugu gosterilmistir.
Postmenopozal obez kadinlarda adipoz dokuda androstenedionun aromatizasyonuna bagl
olarak endojen Ostrojen seviyesi zayif kadinlardan daha ytiksektir. Ayrica obeziteye bagl
olarak serum seks hormon baglayan globulin diizeyleri diisiik; biyoaktif 6strojen miktari

yiiksektir®.



6.2.7. Diabet ve Hipertansiyon
Diabet ve hipertansiyon obezite ile iligkili olan endometrium kanseri risk
faktorlerindendir. Viicut kitle indeksi (VKI) 25 kg/mz’den yiiksek olan obez kadinlarda

riskin arttig gérﬁlmﬁsﬁir“.

Diabetik kadinlarda yiiksek serum 6strojen seviyesi, insiilin benzeri biiylime faktorii-1

(IGF-1) ve hiperinsiilinemi durumu diabet-endometrium kanseri iliskisini ag:lklayabilir42’ 3,

6.2.8. Diyet ve Alkol

Birgok caligmada yiiksek yag ve diistik karbonhidrat ve lif oranlarina sahip
yiyeceklerin endometrium kanseri riskini arttirdig1 gosterilmistir®. Yiiksek dozlarda ve
uzun stireli alkol kullanan kadinlarda serum Gstrojen seviyesinin yiiksek oldugu ve

endometrium kanseri riskinin yiikseldigi goriilmiistiir*.

6.3. ENDOMETRIUMUN PREKANSEROZ LEZYONLARI
6.3.1. Endometrial Hiperplazi

Endometrial hiperplazi (EH) terimi, endometrial stroma ve bezlerinin fizyolojik
durumu ile karsinoma in situ arasinda degisiklik gdsteren biyolojik ve morfolojik
farklilagsma spektrumunu yansitir. Siklikla progesteronla karsilanmamis endojen veya
ekzojen Ostrojenik uyari sonucu olusan proliferatif endometrium zemininden gelisir.
Endometrial hiperplazi karsilanmamis endojen dstrojenik uyari, obezite, kronik
anovulasyon, polikistik over sendromu, dstrojen lireten over tiimorleri (graniiloza hiicreli
over tiimorii), ekzojen dstrojen alimi sonucu olusabilmesi ve endometrium kanseri
oncesinde veya birlikteliginde olmasindan dolay1 klinik olarak 6nemlidir. Genellikle

hastalar anormal uterin kanama sikayeti ile hastaneye bagvururlar®.

2003’te hiperplazi siniflamas1 Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararasi Jinekolojik
Patologlar Birligi (International Society of Gynecological Pathologists, ISGP) ve Jinekoloji
Onkoloji Grubunun (Gynecologic Oncology Group) siniflamalar1 temel alinarak yeniden

diizenlenmistir. Bu siiflamaya gore hiperplaziler iki ana gruba ayrilir (Tablo 1)47.



Tablo 1. Endometrial Hiperplazi Simiflamasi

Hiperplazi Tipleri Kansere Déniisiim Oram (%)
Atipisiz

1. Basit 1

2. Kompleks ( atipisiz adenomatoz ) 3
Atipik

1. Basit 8

2. Kompleks (atipili adenomatoz ) 29

Bu siniflamada yapisal mimari ve sitolojik 6zellikler dikkate alinmistir. Yapisal mimari
basit veya kompleks olarak, sitolojik olarak ise atipik veya atipisiz seklinde tanimlanmaistir.
Basit ve kompleks ayirimi stroma ile glandlar arasindaki yapisal paterni gosterir. Atipi ise
nuklear atipi varligina veya yokluguna gore isimlendirilir. Kanser gelisimi hiperplazide
sitolojik atipinin varlig1 ve derecesiyle iliskilidir. Endometrium kanseri, 6zellikle
endometrioid karsinomlar atipik endometrial hiperplazi zemininden gelisir. Endometrial
doku 6rneklemesinde atipik hiperplazi saptanan hastalarda histerektomi yapilmis, %13-43
oraninda hiperplazinin grade 1-3 endrometrioid adenokarsinom ile es zamanli bulundugu

géﬁjlmﬁstﬁr48.

6.3.2. Endometrial Intraepitelyal Neoplazi

Deneysel birgok ¢alismadan elde edilen bilgiler 151831nda endometrial prekanserdz
lezyonlarin ilk ortaya ¢ikmasiyla ilgili monoklonal bir model desteklenmektedir. Buna gore
neoplastik stirecin basinda fokal olarak endometriumda gerceklesen bir proliferasyon s6z
konusudur ve bu siire¢ endometrial karsinom olusumu ile sonuglamir®. Klinik pratikte bu
monoklonal degisiklikler ortaya konulabilirse reaktif endometrial degisiklikler ile
prekanserdz lezyonlarin birbirinden ayirt edilmesi miimkiin olabilir. Endometrial
intraepitelyal neoplazi (EIN) tanimu, hiperplazinin klinik olarak oldukga farkli iki
fonksiyonel kategorisini ayirt edebilmek i¢in kullanilmaktadir; biri anormal hormonal
uyartya diffliz olarak yanit veren normal poliklonal endometrium iken digeri artmis
adenokarsinom riski ile iligkili olan fokal olarak ortaya ¢ikan intrinsik proliferatif
monoklonal lezyondur®. Bu kavram vulva, vajina, serviksteki benzer lezyonlar igin
kullanildig1 gibi endometriumun prekanserdz lezyonlari i¢in de kullanilir ve tedavi
edilmelidir. Tablo 2’de WHO’nun endometrial hiperplazi siniflama sistemiyle EIN

sisteminin karsilastirilmasi verilmistir.



Tablo 2. WHO’nun 1994 Endometrial Hiperplazi (EH) Siniflama Sistemiyle

Endometrial intraepitelyal Neoplazi (EIN) Sisteminin Karsilastirilmasi

WHO sistemine gore EiN sistemine Topografi Fonksiyonel  Klinik yaklasim

tani gore tani kategori

Basit atpisiz EH EH Diffiiz Ostrojen Hormonal tedavi

Kompleks atipisizEH  EH etkisi

Basit atipili EH EIN Fokal, Premalign Hormonal veya

Kompleks atipili EH EIN diffiize cerrahi tedavi
ilerleyen

Adenokarsinom Adenokarsinom  Fokal, Malign Cerrahi tedavi
diffiize
ilerleyen

EIN tani kriterleri;

. Monoklonal biiylime paterni

. Gland/stroma oran1 >1

. Glandlarin yogunlastigi alan ile geri kalan komsu endometrium arasinda hiicresel

farklilik (sitolojik demerkasyon hatt1 varligi)

. Tek bir odakta kalabaliklasan endometrial glandlarin ¢ap1 > Imm
. Benign ve malign odaklar dislanmalidir
. Stromada %55 ten fazla mukozal voliim olmasi

EIN tanis1 konabilmesi igin belirtilen tan1 kriterlerinin tamaminin mevcut olmasi

gerekir®®.

EIN ile kompleks atipili endometrial hiperplazi birgok klinisyen tarafindan es
anlamliymis gibi kullanilmaktadir. Kompleks yap1 veya atipi saptanmayan drneklere EIN
tamis1 konulabilir. EIN tan kritetleri esliginde hiperplazi gruplari tekrar incelendiginde
kompleks atipili hiperplazilerin %78 inin, kompleks atipisiz hiperplazilerin %44 {iniin,
basit atipisiz hiperplazilerin % 4’iiniin EIN tani1 kriterlerini karsiladig1 goriilmiistiir (Sekil
1)°%



Sekil 1. EIN Tam Kriterlerinin 1994 WHO Endometrial Hiperplazi Siniflamasina

Gore Saptanan Tamsal Kategorilerle Iliskisi

m Kompleks Atipili Hiperplazilerin %78'i
® Kompleks Atipisiz Hiperplazilerin %44l

Basit Atipisz Hiperplazilerin % 4"t

6.4. ENDOMETRIUM KANSERINDE TARAMA

Asemptomatik hastalarda endometrium kanseri i¢in 6nerilen bir tarama testi
olmamakla birlikte ultrasonografik incelemede anormal endometrial kalinlik artis,
endometrial diizensizlik, endometriumun kistik dejenerasyonu olan hastalarda endometrial
biopsi tanida yardime1 olmaktadir. Bu nedenle perimenopozal ve postmenopozal
donemdeki kadinlar endometrium kanseri semptomlar1 hakkinda bilgilendirilmelidir.
Endometrium kanseri tanisi alan hastalarin %75-90’1nda anormal uterin kanama
mevcuttur®. Bu yiizden herhangi bir anormal, beklenmedik vajinal kanama 6ykiisii olan
hastalar mutlaka doktora bagvurmasi i¢in uyarilmalidir. Boylece bir¢ok hastaya erken

evrede tan1 konulabilecektir.

Aile 6ykiisiinde HNPCC mevcut olan kadinlara 35 yasindan sonra yillik endometrial
biyopsi ile tarama onerilir, Ayn1 zamanda bu hastalara artmig endometrium kanseri ve
over kanseri riski nedeniyle profilaktik histerektomi ve bilateral salpingoooforektomi

Onerilebilinir.

6.5. KLINIK BULGULAR
Endometrium kanseri tanis1 almig hastalarin en sik basvuru sikayeti anormal uterin
kanamadir. Hastalarin %5’inden az1 asemptomatiktir. Ileri yastaki hastalarda servikal

stenoz sonucu hematometra, pyometra olusabilir, bu hastalarda piiriilan vajinal akinti
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sikayetleri goriilebilir. Uterus dis1 yayilim, ileri evre veya uterusun ileri derecede global
olarak biyiidiigii vakalarda pelvik basi ve rahatsizlik hissi olabilir’. Postmenopozal

donemde uterin kanama sebepleri tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Postmenopozal Uterin Kanama Sebepleri

Kanama Sebepleri Siklik (%)
Endometrial atrofi 60- 80
Ostrojen etkisinde endometrium 15- 25
Endometrial polip 2-12
Endometrial hiperplazi 5-10
Endometrial kanser 10
6.6. TANI

6.6.1. Muayene:

Eksternal genital organlar, vajina, serviks uteri ve forniksler dikkatli bir sekilde
muayene edilmelidir. Uterus biiytlikliigli ve mobilitesi, adneksiyel tutulum, parametrial
tutulum, cul-de-sac nodiilaritesi agisindan bimanuel pelvik muayene ve rektovajinal

muayene yapilmalidir.

6.6.2. Papanicolaou testi :

Papanicolaou testi endometrium kanseri tanisinda ¢ok sik kullanilan bir yontem olmasa
da rastlantisal olarak endometrium kanserini tespit edebilir. Yapilan bir ¢calismada
endometrium kanser tanisi alan hastalarin retrospektif papanicolaou testi sonuglarina

bakildiginda %55 anormal sonug oldugu goriilmiistiir™.

Postmenopozal kadindan alinan papanicolaou testinde endometrial hiicre varligi rapor
edilmisse ve hasta herhangi bir hormon replasman tedavisi almiyorsa, bu hastalarda %3-5
oraninda endometrium kanseri riski mevcuttur™. Bu yiizden asemptomatik bile olsa bu

bulgu varliginda hastaya endometrial 6rnekleme yapilmalidir.
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6.6.3. Endometrial Biyopsi:

Endometrial patolojiden siiphelenilen veya anormal uterin kanamasi olan hastanin
degerlendirilmesinde pipelle biyopsi ilk tercih edilen yontemdir. Biyopsi sonucu negatif
olmasina ragmen semptomlar devam ediyorsa ya da pipelle yeterli materyal elde

edilememisse klasik dilatasyon&kiiretaj (D&C) taniy1 kesinlestirmek icin gereklidir.

6.6.4. Histeroskopi
D&C ile tan1 konulamayan ve semptomlar1 devam eden hastalarda histeroskopi ile
endoserviks ve endometrial kavite dogrudan goriintiilenerek siipheli bolgelerden biyopsi

alinmasi saglanir.

6.6.5. Laboratuar Testleri

Endometrium kanserinin degerlendirilmesinde yararli olabilecek tek tiimor belirteci
CA-125"tir. Operasyon oncesi yiikselmis CA125 degerleri, daha ¢ok ileri evrenin
gostergesi olabilir’®. Klinik pratikte tedaviye yanitin izleminde, ileri evre veya serdz tip
endometrium kanserlerinin takibinde kullanilir. Fakat bu durum varliginda bile kullanimi

smirlidir.

6.6.6. Goriintilleme Yontemleri
6.6.6.1. Ultrasound

Anormal uterin kanama Oykiisii olan kadinlarda transvajinal ultrasonografi (TVUSG)
basit, hizli, ucuz ve radyasyon etkisi olmadigi i¢in dncelikle tercih edilen noninvaziv
goriintliileme yontemidir. Endometrium kanserli hastalarin TVUSG degerlendirmesinde
endometriumun kalinlastig1, anterior-posterior mesafesinin artti1 goriiliir. Postmenopozal
kadinlarda endometrial kalinligin Smm’den biiyiik oldugu durumlarda TVUSG’nin
endometrium kanseri tamsinda duyarliligi %96, 6zgiilliigii ise %61°dir>’. Myometrial
invazyon varligini tespit etmede duyarliligi %69, 6zgilliigii ise %70°dir®. Servikal
yayilim, parametrial invazyon veya lenfadenopati varligini gésterdigine dair TVUSG ile

ilgili yeterli bilimsel veri yoktur®®.
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6.6.6.2. Bilgisayarh Tomografi (BT)

Kontrastli BT de endometrium kanseri endometrial kavitede hipodens ve kontrast
tutmayan kitle gibi goriiliir. Fakat bu goriintii spesifik olmayip, submukozal myom,
endometrial polip gibi diger hipodens endometrial kitlelerden ayirici tanisi1 zordur. BT nin
myometrial invazyonun ve servikal tutulumun gosterilmesinde duyarlilig1 ve 6zgilligi
manyetik rezonans goriintiileme (MRG)’ye gore daha diisiiktiir®®. Genellikle BT, hastaligin
ileri donemlerinde lenf nodu tutulumu ve metastazlar1 gostererek evrelemede

kullanilmaktadir.

6.6.6.3. Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG)

MRG yumusak dokuyu ¢ok net gosterdiginden dolayr endometrium kanseri olgularinda
tedavi Oncesi evrelemede oldukca basarilidir. Myometrial invazyon derinligi 6nemli bir
prognostik faktdrdiir. MRG ile myometrial invazyon derinligi T2-agirlikli sekanslarda
oldukea basaril bir sekilde goriilmektedir®™. Servikal invazyon varligim goriintiilemede
MRG’nin duyarlilig, 6zgiilliigii ve dogru tan1 basarisi ¢ok yiiksek olup dinamik MRG’de
%100’e ulagmaktadir®. Ayrica barsak, mesane gibi komsu organ tutulumlart MRG ile ¢ok
net goriilmektedir. 2009 Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu (FIGO)
siniflamasinda revizyon yapilarak lenf nodu tutulumu da siniflamada yerini almistir.
Ultrasmall Supermagnetic Iron Oxide (USPIO) MRG, diffiizyon MRG ve Pozitron
Emisyon Tomografisi/Bilgisayarli Tomografi (PET/BT) ile operasyon 6ncesi lenf nodu
tutulumlari goriintiilenerek operasyonda rutin olarak yapilan lenfadenektomi erken evre

endometrium kanserinde artik énerilmemektedir®®.

6.7. PATOLOJISI

Endometrium kanseri tanisinda patolojik inceleme en 6nemli basamaklardan biridir.
2003 yilinda WHO siniflamasi hiicre tipine dayanmakta olup tablo 4’te verilmistir.
Makroskopik ve mikroskopik inceleme dikkatlice yapilmalidir. Tiimdriin boyutu, yerlesimi
(Or; fundus, alt uterin segment, serviks), myometrial invazyonun derinligi, komsu organ

tutulumu mutlaka degerlendirilmelidir.
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Tablo 4. Endometrial Karsinomun WHO 2003 Histolojik Siniflamasi

o Endometrioid adenokarsinom
. Skuamoz farklilagsma goésteren
. Villoglandiiler

= Sekretuar

= Silli

' Diger

Miisin6z adenokarsinom
Ser6z adenokarsinom

Seffaf hiicreli adenokarsinom
Mikst adenokarsinom
Skuamdz hiicreli karsinom
Transizyonel hiicreli karsinom

Kiigiik hiicreli karsinom

o 0O O O O O O O

Andiferansiye karsinom

6.7.1. Endometrioid Adenokarsinom

Endometrium kanseri olgularinin yaklasik % 80’i endometrioid tip olup histopatolojik
degerlendirmede degisen derecelerde differansiyasyon gosteren endometrial glandlardan
olusur®. Endometrioid adenokarsinomlarin histolojik degerlendirilmesi Uluslararast
Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu’nun (International Federation of Gynecology and

Obstetrics-FIGO) ii¢ grade’li sistemidir (Tablo 5).

Tablo 5. Endometrioid Adenokarsinomlarin Histolojij Derecenlendirilmesi

Grade 1 lyi differansiye Tiimorde % 5’in altinda solid bilylime alanimin varligi
Grade 2 Orta differansiye Timorde % 5-50 arasinda solid bilyiime alaninin varligi

Grade 3 Kotii differansiye ~ Tiimdrde % 50°den fazla solid biiylime alaninin varligt

Tiimorde izlenen sitolojik atipi ¢ok belirgin ise tlimdriin grade’i 1 arttirilarak 1 iken 2;
2 iken 3 olarak yeniden belirlenir®. Grade 1 iyi, grade 2 orta, grade 3 kétii prognoza sahip
olup grade 3 derin myometrial invazyon ve lenf nodu tutulumuyla iliskili olarak goriiliir.

Tilimoral hiicreler proliferatif faz endometriumda izlenenden daha biiyiik olup degisken
niikleer pleomorfizm gosteren oval niikleuslar igerir. Bazi tiimorlerde intrasitoplazmik
miisin bulunur fakat tipik bir 6zellik degildir. Mitotik figiirler ve apoptotik cisimler
goriilmekle birlikte; fokal veya yaygin nekroz alanlari goriilebilir. Klasik morfolojisine ek

olarak skuamdz farklilasma, villoglandiiler biiylime, sekretuar degisiklikler, silli hiicreler

14



gibi cesitli morfolojik dzellikler icerebilir®.

6.7.2. Miisin6z Adenokarsinom

Endometrial karsinomlarin %0,6-5’ini olusturan miisindz adenokarsinomlarin timor
hiicrelerinin %50’sinden fazlasinda intrasitoplazmik miisin goriiliir. Morfolojik olarak
endoservikal tip miisindz hiicrelere benzerler. Diisiik histolojik dereceli olmakla birlikte

myometrial invazyon olgularin yaklasik yarisinda izlenir®.

6.7.3. Seréz Adenokarsinom

Endometrial karsinomlarin yaklasik %5-10’luk kismini olusturan serdz
adenokarsinomlar tip 2 endometrial karsinomlarin prototipi olup genellikle ileri evre
tiimorler seklindedir ve endometrial karsinomlara bagli 6liimlerin %40’1indan
sorumludur®®. Hiicrelerin sitoplazmalari eozinofilik olup niikleuslarinda belirgin
pleomorfizm ve niikleolus saptanir. Olgularin %30’ unda psammom cisimcigi bulunur.
Hiicrelerin kompleks papiller biiyiime paterni tipik histolojik goriinlimiidiir. Ser6z papiller
over ve tuba tiimorlerine benzer histolojiye sahip olup over, tuba ve periton gibi bolgelerin
tutulumu es zamanl goriilebilir. Serdz adenokarsinomlar genellikle derin myometrial

invazyon ve lenf nodu tutulumuyla iliskilidir®.

6.7.4. Seffaf Hiicreli Adenokarsinom

Endometrial karsinomlarin %5 ini olusturur. Tip 2 endometrial karsinomlardandir.
Papiller, tiibiilokistik ve solid paternlerin bir arada izlendigi yapiyla karakterizedir.
Endometrial seffaf hiicreli adenokarsinom, over, vajina ve serviksten kaynakli seffaf
hiicreli karsinomalara benzer. Seffaf hiicreli adenokarsinom derin myometrial invazyon ve

lenf nodu tutulumuyla seyreden agresif paterne sahiptir®.

6.7.5. Mikst Adenokarsinom

Tip 1 ve tip 2 endometrial adenokarsinomlarin bir arada goriilmesi olup her bir bilesen
tiimoriin en az %10’unu olusturmalidir. Prognoz en agresif bilesenin tipi ve oranina
baglidir. Bu yiizden patologlar tarafindan her bir bilesenin tipi ve orani raporda

belirtilmelidir®.
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6.7.6. Skuaméz Hiicreli Karsinom

Endometrial karsinomlarin %0,1-0,5’ini olusturur. Tan1 esnasinda endometrioid
adenokarsinomun skuamoz varyanti ve serviksin primer skuamoz hiicreli karsinomunun
endometrial yayilimi ekarte edilmelidir. Nadir goriilmesine ragmen kétii prognozlu bir

timordiir®.

6.7.7. Transizyonel Hiicreli Karsinom
Cok nadir goriilen bir tip olup histolojik olarak tiriner traktin transizyonel hiicreli

karsinomuna benzer®’.

6.7.8. Kiiciik Hiicreli Karsinom
Cok nadir goriilen bir tip olup histolojik olarak akcigerin kiigiik hiicreli karsinomuna

benzer®.

6.7.9. Andiferansiye Karsinom
Yeterli miktarda histolojik incelemeye ragmen hi¢bir yonde differansiyasyon
gostermeyen tiimorlerdir. Belirgin niikleer atipi gosteren biiyiik hiicrelerden olusur. Kotii

prognoza sahiptir®.

6.8. ENDOMETRIUM KANSERINDE YAYILIM SEKILLERI

Tip 1 Endometrioid adenokarsinom ve varyantlarinin sirasiyla yayilim yollart:

. Direkt yayilim,

. Lenfatik yayilim,

. Hematojen yayilim,

. Intraperitoneal dokiilme yoluyla yayilim

Tip 2 serdz ve berrak hiicreli karsinomlar ise epitelyal over kanser paternine benzer

sekilde uterus dis1 yayillima meyillidirler.
6.9. EVRELEMESI

Endometrium kanseri 2009 FIGO evreleme sistemine gore cerrahi olarak evrelendirilir.

(Sekil 2/Tablo 6).
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Sekil 2. 2009 FIGO Evreleme Sistemine Gore Endometrium Kanseri Evrelemesi

Tablo 6. 2009 FIGO Evreleme Sistemine Gore Endometrium Kanseri Evrelemesi

EVRE I’

1A
IB”

EVRE Il

EVRE HI”
A"
111B-
1nc’

1nc,
1Hc,

EVRE IV

*

IVA
IVB”

Tiimor uterus korpusuna simrh
Timdr uterusa sinirli, <2 myometrial invazyon
Timor uterusa sinirli, > %2 myometrial invazyon

*

Tiimor uterusa sinirh, servikal stromal invazyon var

Lokal ve/veya bolgesel yayihm var

Tiimér seroza veya adnekslere yayilmis™

Vajinal ve/veya parametrial tutulum var”~

Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu metastazi var~

Pelvik lenf nodu tutulumu

Paraaortik lenf nodu tutulumu, pelvik lenf nodu tutulumu olan veya
olmayan

Tiimoér mesane ve/veya barsak mukozasina invaze ve/veya uzak
metastaz

Mesane mukozasi ve/veya barsak mukozasinin tutulumu
Uzak metastaz. Karin metastazi ve/veya inguinal lenf nodlar da dahil
olmak iizere

*G1,G2,G3

**Tek bagina endoservikal glandiiler tutulum Evre | olarak kabul edilmelidir.

***Pozitif sitoloji evreyi degistirmeksizin ayrica rapor edilmelidir.
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Cerrahi evreleme icin total ekstrafasyal histerektomi, bilateral salpingoooforektomi,
bilateral pelvik ve paraaortik lenf nodu 6rneklemesi standart yontem olarak
tanimlanmigtir®®. Yapilan ¢alismalarda Evre IA; tiim grade’ler ve Evre IB; grade 1 ve 2’ de
histerektomiye ek olarak lenf nodu 6rneklemesinin faydasinin olmadig: goriiliirken
(stipheli pelvik ve paraaortik lenf nodlar1 patolojik inceleme i¢in ¢ikarilmalidir), ileri evre
hastalarda lenf nodu 6rneklemesinin sag kalim {izerine belirgin etkisi oldugu
gésterilmistirsg. Peritoneal sitoloji evreleme kriterleri icerisinde yoktur fakat ayrica rapor
edilmelidir. Yeterli bir evreleme yapabilmek i¢in metastaz siiphesi olan tiim alanlardan

biyopsi alinmalidir. Omentektomi ser6z ve seffaf hiicreli adenokarsinomlarda yapilmalidir.

Obez, uterin prolapsusu olan ve diisiik riskli endometrium kanseri (tiimdr ¢apt 2 cm den
kiiciik, grade1-2 endometrioid tip adenokarsinom ve myometrial invazyon <'2) olan

hastalarda vajinal histerektomi ve bilateral salpingo-ooforektomi yeterli cerrahi olabilir.

6.10. PROGNOSTIK FAKTORLER

Endometrium kanserinde tiimoriin cerrahi evresi en dnemli prognostik faktordiir. 5
yillik sagkalim oranlari timoriin evresine gore; Evre I’de %80, Evre 11’de %60, Evre I1I’te
%30, Evre IV’te %5 olarak rapor edilmistir®. Bunun disinda pek ¢ok prognostik faktor
tanimlanmistir (Tablo7). Prognostik faktorler hangi hastalarda adjuvan tedavinin gerekli

olabilecegini belirlemede yardimcidir.

Tablo 7. Endometrium Kanserinde Prognostik Faktorler

Cerrahi evre

Yas

Histolojik tip

Histolojik grade

Myometrial invazyon
Lenfovaskiiler alan invazyonu
Istmus-serviks yayilimi

Lenf nodu metastazi

Tiimor biyikligi

Periton sitolojisi

Hormon reseptor yapisi

DNA ploidi

Genetik / molekiiler degisiklikler
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6.10.1. Yas
Ileri yas sagkalim ve prognozu olumsuz etkileyen bir faktordiir. Genellikle kotii

differansiye tiimorlii hastalar ileri yastadlrm.

6.10.2. Histolojik Tip

Endometrial karsinomlarin farkli histolojik tipleri prognozu belirgin olarak
etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda 5 yillik sagkalim orani endometrioid tip
adenokarsinomda %74 iken ser6z papiller adenokarsinomda %42, seftaf hiicreli

adenokarsinomda %27 oldugu goriilmiistiir’*.

6.10.3. Histolojik Grade
Endometrium kanserinde olduk¢a 6nemli bir prognostik faktordiir. Grade 3’te
rekiirrens riski grade 1 ve 2’ye gore dort kat artmistir. Grade 1-2°de 5 yillik sagkalim orani

%92 ve %86 olarak bildirilirken grade 3’te %64 e kadar diismektedir’®.

6.10.4. Myometriyal Invazyon
Prognozu belirleyen en 6nemli faktorlerden biri de myometrial invazyondur.
Myometrial invazyon arttik¢a pelvik ve paraaortik lenf nodu tutulumu ve ekstrauterin

tutulum artmaktadir’>.

6.10.5. Lenfovaskiiler Alan Invazyonu
Lenfovaskiiler alan invazyonu, rekiirrens ve timdre bagli 6liim agisindan biitiin

histolojik tiplerde gecerli olmak tizere bagimsiz bir risk faktoridiir’.

6.10.6. istmik-serviks yayilimi
Istmus ve servikal tutulum hastaligin uterus dis1 yayilimi, lenf nodu yayilimi1 ve
rekiirrens riski ile iligkilidir. Sadece fundustaki tlimorde rekiirrens oran1 %13 iken, alt

uterin segment veya servikste timor varliginda rekiirrens orani %44 olarak bulunmustur”,

6.10.7. Lenf Nodu Metastazi

Lenf nodu metastazi 6nemli bir prognostik faktordiir. Lenf nodu tutulumu olan

hastalarda lenf nodu tutulumu olmayan hastalara gore rekiirrens riski 6 kat fazladir. Lenf
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nodu tutulumu olmayan hastalarda 5 yillik sagkalim oran1 %90 iken lenf nodu tutulumu
olanlarda bu oran %54 tiir”>. Ekstrauterin risk faktorleri arasinda paraaortik lenf nodu

tutulumu en 6nemli prognoz belirleyicisidir76.

6.10.8. Tiimor Biiyiikliigii
Tiimdr boyutu, lenf nodu tutulumu ve yasam siiresini dngérmede 6nemli bir prognostik
faktordiir. Timor boyutu < 2 cm olan hastalarda, tiimor boyutu > 2 ¢cm olan hastalara

kiyasla lenf nodu tutulumu daha az, 5 yillik sagkalim orani1 daha yiiksektir”.

6.10.9. Periton Sitolojisi
Pozitif peritoneal sitoloji ile genellikle grade 3 tiimor, derin myometrial invazyon,

adneksiyal metastaz, pelvik ve paraaortik lenf nodu tutulumu arasinda korelasyon vardir’.

6.10.10. Hormon Reseptor Yapisi
Ostrojen ve progesteron reseptdr pozitifligi daha uzun sagkalimla iliskili bulunmustur.
Rekiirren ve ileri evre hastalarda reseptor pozitifliginin tedaviyi olumlu yonde etkiledigi

belirtilmistir’.

6.10.11. DNA Ploidi

Endometrium kanserinde prognoz ile DNA ploidi arasinda bir korelasyon vardir.
Aneuploidi arttik¢a prognoz kétiilesir. Olgularin %20-30’unda aneuploidi mevcuttur’®. 376
endometrium kanseri tanis1 almis hasta tizerinde yapilan ¢alismada; diploid ve aneuploidili

hastalarda 5 yillik sagkalim oranlari sirasiyla %94 ve %83 olarak rapor edilmistir®.

6.10.12. Genetik / Molekiiler Degisiklikler

Normal endometrial hiicrede genler diizeyinde meydana gelen multipl mutasyonlar
sonucunda karsinom gelisir. Bu genler {i¢ kategoriye ayrilir; proto-onkogenler, timor
baskilayici genler ve DNA tamir genleri. Endometrium kanserinin iki tipi i¢in molekdiler

anormallikler farklidir®.

Tip 1 Endometrial karsinomda goriilen degisiklikler; mikrosatellit dengesizligi (%20-

30), PTEN genindeki degisiklikler (%30-60), K-RAS gen mutasyonu (%10-30), B-catenin
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gen mutasyonu ( %28-35) ve PIK3CA gen mutasyonu (%25)’dur™.
Tip 2 Endometrial karsinomda goriilen degisiklikler; p53 gen mutasyonu, p16 geninin

inaktivasyonu, HER-2/neu geninde ekspresyon artisi, hiicre membraninda E-cadherin

azalmas1 ve hiicresel heterozigositenin kaybidir(Sekil 3)%.

Sekil 3. Endometrial karsinogenezisin alternatif modelleri

ENDOMETRIOID CA

NORMAL YUKSEK GRADE
ENDOMETRIUM ENDOMETRIOID CA

p53 ) NON-ENDOMETRIOID CA &p53

HZK B HZK
pS3 _>
HZK I

KARSINOSARKOM

*MI: Mikrosatellit insitabilitesi , *HZK : Heterozigosite kaybi

6.11. TEDAVi
6.11.1. Cerrahi

Endometrium kanserinin primer tedavisi cerrahidir. Cerrahi islem batin gézlemiyle
baglar, sitolojik inceleme i¢in s1v1 alma ve pelvik, abdominal organlarin palpasyonuyla
devam eder. Rutin cerrahi prosediir total abdominal histerektomi (tip 1 histerektomi) +
bilateral salpingoooforektomidir (TAH-BSO). Makroskopik olarak servikal tutulumu olan

ve histopatolojik olarak tanis1 dogrulanmis yani Evre II hastalarda tip 3 radikal
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histerektomi yapilabilir®. Fakat bazi ¢alismalarda radikal histerektomi yapilan ve tip 1
histerektomiye ek olarak postoperatif pelvik radyoterapi verilen hastalar incelenmis; 5
yillik sagkalim oranlarinda anlamli bir fark gézlenmemistirss’ 8 Lenf nodu érneklemesi
endometrium kanseri cerrahisinde tartismali konular arasindadir. Lenfadenektomi ile ilgili
iki yaklasim mevcuttur; ilkinde sonugtan bagimsiz biitlin hastalara lenf nodu 6rneklemesi
yapilmasi gerekliligi savunulmaktadir. Digerinde ise erken evrede yiiksek risk grubu
hastalara lenf nodu 6rneklemesi yapmaktayken, diisiik risk grubundaki hastalara ise lenf

nodu 6rneklemesi yapilmamasi y6niindedir85.

6.11.2. Postoperatif Tedavi
6.11.2.1. Radyoterapi
6.11.2.1.1. Primer radyoterapi

FIGO evrelemesine gore Evre I/1I olan, operasyon igin morbiditesi yiiksek olan
hastalarda cerrahiye alternatif olarak diistiniilebilir. 5 ve 10 y1llik sagkalim oranlari
strastyla %87,5 ve %79,9’dur86.

6.11.2.1.2. Adjuvan radyoterapi

Myometrial invazyon > 1/2 ve grade 3 histolojiye sahip tiim endometrium kanserli
hastalarda radyoterapi endikasyonu mevcuttur. Postoperative Radiation Therapy in
Endometrial Carcinoma (PORTEC) galismasinda Evre I endometrium kanserli (G1
myometrial invazyon > 1/2’den fazla, G2 herhangi myometrial invazyon ve G3 myometrial
invazyon < 1/2’den az) hastalar tip 1 histerektomi ve bilateral salpingo-ooforektomi
sonrasi gozlem veya adjuvan pelvik radyoterapi gruplarina randomize edildi. Adjuvan
radyoterapi alan grupta 5 yillik rekiirrens oranlar1 % 4 iken izlem grubunda % 14 olarak

tespit edildi. Fakat 5 yillik sagkalim oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur87.

Vajinal-Kubbe Brakiterapisi: Pelvik lenf nodu tutulumu cerrahi olarak diglandiysa
veya disiik riskli ise eksternal radyoterapi’nin yerini brakiterapi alabilir.

Eksternal Pelvik Isinlama: Ozellikle cerrahi evreleme yapilamayan, fakat pelvik ve
abdominal BT leri normal olan yiiksek riskli hastalarda uygun olabilir.

Genisletilmis Saha Isinlamasi: Biyopsi ile paraaortik lenf nodu tutulumu tespit edilen

hastalarda paraaortik bdlgenin 1ginlanmasidir.
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Tiim Abdomen Isinlamasi: Omental, adneksiyal veya peritoneal tutulumu olup,

komple rezeksiyon yapilmis hastalarda onerilir.

6.11.2.2. Adjuvan Kemoterapi

Lokal ileri evre hastalikta doxorubisin-sisplatin bazli kemoterapi 6nerilmektedir. GOG-
122 (Gynecologic Oncology Group Study-122) calismasinda Evre III ve metastatik
olmayan Evre 1V hastalar, abdominopelvik radyoterapi ve doxorubisin-sisplatin bazl
kemoterapi agisindan karsilastirilmistir. Kemoterapi grubunda anlamli sekilde

progresyonsuz sagkalimda ve genel sagkalimda artis gozlenmistir®.

6.11.2.3. Hormonal tedavi

Adjuvan hormonoterapi rutin olarak 6nerilmemektedir. Grade 1 ve 2 tiimdrler
genellikle progesteron reseptorii pozitif olmasi ve metastatik hastalarin %
20’si progesteron tedavisine yanit vermesine ragmen hormonoterapinin sagkalima

katkis1 gésterilememistirsg.

Cok nadir bir segenek olarak, opere olmasi ¢ok riskli hastalarda veya cerrahi ve
radyoterapinin yetersiz goriildiigli ve kemoterapiye uygun olmayan hasta grubunda,
fertilite arzusu olan erken evre hastalarda progestinlerin (megestrol asetat 400mg/giin)

kullanilabilecegi belirtilmektedir.

6.12. PROTEOMIK ANALIZI

Genom, DNA’nin tasidig: genetik bilgiyi ifade eder. Bu bilginin ortaya ¢ikarilmasi ile
ilgili tim ¢aligmalar genomik c¢aligma olarak adlandirilmaktadir. Bu ¢aligmalarda fizyolojik
veya hastalik siiregleriyle iliskili genler tanimlanmaya caligilir. Fakat canlinin bu genleri
hangi oranda kullandig1 hakkinda bilgi vermez. Bu yiizden genomik ¢alismalara dayanan

teshis yaklagimlari klinik kullanim i¢in yeterli degildir.

Bir gen, bir¢ok biyolojik isleve sahip farkli proteinler kodlamakta ve bu proteinler
sentez sonrasi degisimlere ugramaktadir. Gen iiriinlerinin sentezlendikten sonraki
degisimleri, hiicrede bulunduklari yerleri, miktarlar1 ve fonksiyonlarinin anlasilmasi i¢in

genomik caligmalar sonrasi bilgiye ihtiyag vardir®™ *, Bu anlamda genomun
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tanimlanmasinin gen ifadesi i¢in ¢ok dnemli bilgiler icermekle birlikte, hiicre diizeyinde
asil fonksiyonel grup olan proteinler hakkinda yeterli bilgiyi saglamadigi goriilmektedir.
Ornegin, hastaliklar ile genler arasinda iliski kurulmasi klasik genom analizlerinin konusu
icinde yer alirken, hastalik sirasinda ortaya ¢ikan protein farkliliklarinin ve degisen protein
gruplarinin tespit edilmesi proteom analizleri yaklasimim ortaya koymaktadir®®. Bu

noktada proteom ve proteomik ¢alismalar1 kargimiza ¢ikmaktadir.

Proteom; bir organizmanin genomu tarafindan kodlanan belli bir zaman ve mekanda
(farklr hiicrelerde ve/veya farkli hiicre kompartmanlarinda) sahip oldugu ve eksprese ettigi
(izoformlar, polimorfizmler, sentez sonrast modifikasyona ugrayan proteinler) tiim
proteinlerin tamamudir. Sabit bir yap1 olan ve ¢ok iyi tanimlanabilen genomun aksine
proteom hiicreden hiicreye degisim gostermekle birlikte i¢ ve dis etkenlere bagli olarak
stirekli bir degisim halinde olan dinamik bir yapidir. Bu nedenle incelenmeleri ¢ok daha

kompleks ve ileri teknoloji gerektiren bir siiregtir®® **.

Proteomik ¢alismalari; proteomun yapisini, yerlesimini, miktarini, post-translasyonel
modifikasyonunu, doku/ hiicrelerdeki islevini , diger proteinlerle ve makro molekiillerle
olan etkilesimlerini aydinlatir. Farkli kosullarda hiicre, doku veya viicut sivilarindaki
proteinlerin kantitatif analiz teknolojisi seklinde de aglklanabilirgl. Proteomik caligmalari

bir defada ¢ok fazla sayida protein ¢alisilmasini saglamaktadir.

Proteom analizinin basamaklari:
1) Ornek hazirlanmasi (Biyolojik materyallerden proteinlerin ekstrakte edilmesi)
2) 2D (Two-dimensional gel electrophoresis) elektroforez ile proteinlerin ayrilmasi
3) Ayrilan proteinlerin goriintiilenmesi
4) Protein spotlarinin hidroliz edilerek kiitle spektrometrisi kullanilarak tanimlanmasi

5) Tiim protein dizisinin tanimlanmasi i¢in veri tabant incelemesi™.

6.12.1. Tipta Proteomik Kullanim Alanlar:
Gen diizeyinde bir¢ok calisma bulunmasina ragmen proteinler diizeyindeki ¢aligmalar
yetersizdir. Proteinler hiicrelerin fonksiyonel ¢esitliliginden sorumludur. Ciinkii birgok

diizenleyici siire¢ ve hastalik olusum siiregleri proteinler diizeyinde gergeklesmektedir®.
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Proteomik ¢aligmalari; hastaliklarin tan1 ve takibinde, terapdtik uygulamalarin
etkilerinin izlenmesi ve patojenik mikroorganizmalara karsi etkin ila¢ ve as1 gelistirmede,
hastaliga spesifik proteinlerin yani yeni markerlarin belirlenmesi gibi birgok 6nemli
uygulamalara sahiptir. Bu proteinlerin analiziyle, hastaligin gelisimi ile normal biyolojik
stiregler arasindaki iliskinin ve hastaligin olusumuna neden olan mekanizmalarin

tanimlanmas1 amaclanmaktadir.

Proteomik c¢aligmalar hiicrelerdeki tiim proteinlerin tanimlanmasiyla birlikte
kanserlerin erken evrelerinde tant konmasi ve olusumlarinin 6nceden 6nlenmesi igin
biyomarkerlarin saptanmasi konusunda umut verici ¢aligmalardir. Aragtirmacilara belirli
durumlarda (farkli hastalik durumlari) protein ekspresyon seviyelerindeki degisimler
hakkinda da bilgi vererek, 6zellikle biyomarker calismalarinda yerini her gecen giin daha

da giiglendirmektedir”.

Saglikli-hastalikli, yasli-geng, beyaz-siyahi, erkek-kadin vb. iki farkli durum arasindaki
protein ekspresyon farkliliklarinin tanimlanmasi baslica onkolojide olmak {izere tibbin

birgok alaninda tani, tedavi ve takipte 6nemli gelismeler saglamaktadir™ % %,

Plazma, idrar gibi biyolojik sivilarin kolay ve non-invaziv sekilde toplanmasindan
dolay1 klinik uygulamalar daha kolaydir. Fakat bu proteomik analizleri i¢in uygun bir
yaklasim degildir. Hastaliga 6zgii olabilecek diisiik molekiil agirlikli proteinlerin ytliksek
molekiil agirlikli plazma proteinlerinden ayristirilmasi ve belirlenmesi olduk¢a zordur.
Ayni zamanda calisilacak 6rnek, hastaliklt dokudan veya lezyondan ne kadar uzaktaysa
caligmanin 6zgiilliigli ve duyarlili§i o oranda diismektedir™. Ornegin over kanseri siiphesi

olan olgularin batin asit sivisindan biyomarker ¢alismalar1 degerli olabilir.

6.12.2. Jinekoloji ve Obstetri’de Proteomik Calismalar:

CA125 epitelyal over kanserinin klinik tanisinda sik¢a kullanilan bir marker olmasina
ragmen over kanserinin erken evre tanisinda 6zgiilligii ve duyarlilig: diistiktiir. Bu ylizden
over kanserinin erken evre tanisinda ve bdylelikle 5 yillik sag kalimi artirmak amaciyla
yapilan ve devam eden bir¢ok proteomik ¢alismalarinda 6zgiilliigli ve duyarlilig: yiiksek

olan yeni markerlarin bulunmasi hedeflenmistir”’.
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Serviks kanseri tanisinda papanicolaou testinin duyarliligr ve 6zgilliigi tam olarak
hiicresel degisikliklerin karakteristik 6zelliklerinin tespit edilebilme basarisiyla ilgidir. Bu
yiizden serviks kanseri tanisinda papanicolaou testinden duyarliligi ve 6zgilligi yiiksek,
prognozu dogrudan olumlu yonde etkileyecek yeni biyomarkerlarin bulunmasi ihtiyact
vardir. Ancak bu yonde yapilan proteomik caligmalarinda heniiz anlamli bir sonuca

ulasilamamistir®.

Endometriozis, infertilite, prenatal konjenital ve kromozomal anomalilerde tani,
preeklampsinin ve intrauterin gelisme geriliginin 6nceden 6ngdriilmesi hakkinda yapilan

ve devam eden bir¢ok proteomik ¢aligmasi bulunmaktadir.

6.12.3. Endometrium Kanserinde Proteomik Analizi
Bir¢ok ¢aligmayla birlikte endometrium kanserinin molekiiler biyolojisi kapsamli

olarak arastirilmistir.

Proteomik ve endometrial kanserler ile ilgili yapilmis olan, Atthara ve ark.*’nin yaptigi
biyomarker arayisi amagli 2D tabanli ¢alismada MST1 (Macrophage stimulating 1) ve
PKNZ1 (Protein kinase N1)’in endometrial kanserler igin prediktif biyomarkerlar
olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Teng ve ark.’nin yapmis oldugu ve 2D ile LC-ESI-MS/MS
(Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry) yaklagimlarini
kullandiklar1 bir diger ¢aligmada ise PKM2 (Pyruvate kinase, muscle) ve HSPA5 (Heat
shock protein family A, member 5)’nin endometrial kanserlerin gelisiminde 6nemli
biyomarkerlar oldugu gosterilmistir. Yokoyoma ve ark.'®* iTRAQ (Isobaric tags for
relative and absolute quantitation) teknolojisi kullanarak membran yiizey proteinleri ile
gerceklestirdikleri diger bir ¢alismada ise BST2 (Bone marrow stromal cell antigen 2)’nin

endometrial kanser tedavisinde kullanilabilecegi yoniinde sonuclar almislardir.

Endometrium kanserinin 6nceden dnlenmesi ve erken tanistyla ilgili yapilan 6nemli
proteomik ¢aligmalar1 olmasina ragmen hala yeterli degildir. Goriildiigii gibi endometrial
kanserlerin gelisimi ve ortaya ¢ikisi hakkinda bize ipuglar1 verecek, bu hastaliklarin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmaya yardimci olacak ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Bu calismanin temel amaci; normal endometrium dokusunun hiicresel diizeyde hangi
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degisimleri gostererek hiperplazik dokuya ve kansere doniistiigiinii proteom seviyesinde
ortaya koymaya calismaktir. Ortaya konulacak hedef proteinler endometrium kanserinin
patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasina, erken evrede tan1 konulmasina yardimci
olabilecegi gibi, hastaligin ilerleyisini 6nlemek ve tedavi modaliteleri adina yeni

stratejilerin gelistirilmesi hakkinda da fikir verebilir.

6.12.4. Calismada Anlamh Olarak Tespit Ettig¢imiz Proteinlerin Genel Bilgileri

Deney gruplari igerisinde farklilik gosteren, MALDI TOF/TOF-MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization time-of- flight, Mass Spectrometry) analizine tabi tutulan

protein spotlarinda tanimlanan proteinlerin genel bilgileri agagida verilmistir.

6.12.4.1. K2C8 (Sitokeratin 8; CK8; K8)

K2C8 yapisal bir protein olup, sadece epitel hiicrelerin sitoplazmalarinda dimeri CK18
ile birlikte bulunan ara filamanlardan biridir. Diger keratinlerle birlikte K2C8 hiicrenin
kendine 6zgii seklini olusturur ve hiicreyi mekanik stresten koruyarak stabil bir ¢evre
olusturur. Sitokeratin ara filamanlar sayesinde sinyal molekiilleri, metabolik tiriinler ve
patojenler hiicre i¢inde rahatca taginirlar. Epitel kaynakli tiimor hiicrelerinde K2C8’in
fosforilasyonunda olusan bir hata veya sentezinde olusan mutasyondan dolay1, K2C8 hiicre
membraninda ektopik odak olarak olusarak doku plazminojen aktivatoriine doniisiir.

Tiimor hiicresi bu sayede yeniden yapilanir ve ¢evre dokuya daha kolay yaylhrloz’ 103,

6.12.4.2. UAP56 (Spliceosome RNA helicase; BAT1;DDX39B)

UAP56 ATP bagimli RNA helikaz olup ayn1 zamanda ATPaz aktivitesine sahiptir.
ATP’ yi hidrolize ederek olusan enerjiyi gevsek olan ¢ift sarmalli RNA molekiiliine
aktarir. DExD/H-box helikaz protein ailesindendir.UAP56 baslangicta insan major
histokompatibilite kompleksi HLA-B’nin sentromerik genlerinin analiziyle tespit
edilmistir ve BAT1(HLA B iliskili transkript 1) olarakta bilinir. BAT1 6nemli bir RNA
splicing faktor olarak yeniden kesfedildi ve UAP56 olarak yeniden adlandinldi®®. UAP56

spliceosomlarin birbirine eklenmesinde ve mRNAnin gekirdekten sitoplazmaya
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taginmasinda gereklidir. RNA pargalarinin birlesmesinden ve mRNA taginmasinda UAP56
rolii g6z Oniine alindiginda, UAP56 protein sentezi ve takip eden hiicre hipertrofisinde
Oonemli bir rol oynar.UAP56 ekspresyonunun artisiyla hiicrede protein sentezinin artisi

arasinda iliski vardirt® 1%,

6.12.4.3. PDIA3 (Protein disulfid izomeraz A-3)

Protein disulfid izomerazlar (PDIs) proteinlerin katlanmasinda, disulfid baglarin
olusturulmasinda ve izomerizasyonunda gorevlidir. Ayrica PDIs saperon olup,
katlanmamis polipeptidlerin agregasyonunu inhibe eder ve/veya polipeptidlerin yeniden
katlanmasina yardimci olur. PDIA3 geni hiicresel strese cevap olarak yiiksek oranda
eksprese olur ve lirlinleri de birer saperondur. Ayrica hasar tanima kompleksinin bir iiyesi
olarak DNA tamiri ile baglantilidir ve bilinen onarim fonksiyonlar1 ile genlere baglanarak

. N .. , 106, 107
gen onariminda potansiyel diizenleyici olarak gorev alir £

6.12.4.4. ENOA (o-Enolaz)

ENOA glikolitik yolakta 2-fosfogliserat1 fosfoenolpiruvata katalizleyen
metalloenzimdir. Arkebakterilerde ve memelilerde bulunur. Memelilerde 3 gen; ENO1,
ENO2, ENO3 tarafindan sirasiyla 3 izoformu sentezlenir; a-enolaz, y-enolaz, 3-enolaz. Bu
izomerler dokuya spesifik olarak sentezlenir. ENOA neredeyse tiim dokularda, 3-enolaz
kas dokusunda, y-enolaz néron ve néroendokrin dokularinda bulunur. Enzimatik
aktivitesinin diginda birgok prokaryot ve dkaryot hiicrelerin hiicre membranlarinda
plasminojen reseptorii gibi davranarak hiicre gogiinde ve kanser metastazinda rol alir.
Ayrica ENOL alternatif baglama kodonuyla 37 kDa protein olan c-myc promoter-binding
protein (MBP-1) sentezini baslatir. MBP-1 ENOA” nin niikleusta bulunan kalintist olup bir
onkogen olan c-myc geninin P2 promotor bolgesine baglanarak tiimor supresyonunda
gorev alir'®. ENOA ayni zamanda tiimor hiicrelerinde fazla eksprese olarak humoral ve
hiicresel immun yanitin olugsmasini indiikler. Bu ylizden ENOA gergek bir tiimor iliskili

109

antijen olarak kabul edilir™". Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha fazla glukoz

kullanir; aerobik glikolizin artmasiyla ENOA ekspresyonunda da artis olur. Glikoliz
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enzimlerinin ekspresyonlari hipoksi varliginda artar. Solid tiimérler 1 mm?®” ii astiklarinda
yavas anjiogeneze bagli olarak hipoksik strese maruz kalirlar. Boylece ENOA beyin,
meme, serviks, over, mide, kolon, akciger, vs. gibi bir¢ok kanser tipinde ekspresyonu

artar'% 110,

6.12.4.5. TRFE (Serotransferrin)

TRFE, kan yoluyla demir tasiyan baglayici protein olarak siniflandirilmig bir
glikoproteindir. Normal hiicreye gore hizli proliferasyon i¢in daha fazla demir ihtiyaci olan
timor hiicreleri i¢in kritik bir role sahiptirler. Kandan daha fazla transferrini alabilmek i¢in
timor hiicrelerinin membraninda TRFE reseptorii sayist artar. Demir metabolizmasinda
gorev alan proteinlerin bozulmasi, kanser gelisiminde kritik bir role sahiptir. Serbest demir
toksik olup dokularda oksidatif hasara neden olarak serbest radikallerin olusumunu ve
hidroperoksitleri reaktif peroksil ve alkoksil radikallerine doniistiirerek lipid
peroksidasyonunu tetikler. TRFE miktarinin belirlenmesi; kanserin durumunun
degerlendirilmesini genisletmek ve hedeflenen kemoterapi ile tedaviyi gelistirmek icin

degerli olabilir™ 2,

6.12.4.6. ACTB (p-aktin)

ACTB tiim okaryot hiicrelerin iskelet yapisini olusturan ve bir¢ok dokuda ytiksek
miktarlarda bulunan 6nemli bir yapisal proteindir. Hiicrede gen ekspresyonunda, immun
yanitta, yara iyiliesmesinde, hiicre go¢ilinde, hiicre boliinmesinde ve emriyonik gelisimde
kritik rollere sahiptir. Bu islevler, ACTB’nin hizla hiicre ihtiyaglarina yanit olarak monte
ve demonte edilebilir filamentler olusturma yetenegi ile iliskilidir. ACTB ekspresyonu
genellikle deneysel ve fizyolojik kosullardan etkilenmez; bu yiizden hiicre ve dokularda
protein ve genlerin degisikliklerinin dl¢lilmesinde sik¢a kullanilan bir referans degerdir. Bu
varsayimdan dolay1 ACTB genellikle bir housekeeping geni olarak kabul edilir. ACTB
seviyesi oldukca farkl1 olarak cesitli hiicre ve doku tiirlerinde belirli metabolik sartlar
altinda diizenlenmistir'*® . ACTB nin seviyesi, polimerizasyonu, hiicre iskeleti

organizasyonu ve tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz kapasitesi arasinda belirgin bir
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korelasyon oldugunu diisiindiirmesine ragmen ACTB’nin kanser patogenezindeki rolii
heniiz tam olarak anlagilamamistir. ACTB tiimor hiicrelerinde yeniden diizenlenerek timor
hiicresinin olusumunu, invazyonunu ve metastazini etkiler. ACTB’ nin karaciger, melanom,
bobrek, kolon, mide, pankreas, 6zefagus, akciger, meme, prostat, over kanserlerinde,

16semi ve lenfomada farkli diizeyde eksprese oldugu bulunmustur’** .

6.12.4.7. GRP78 (78 kDa glucose-regulated protein)

GRP78 endoplazmik retikulum (EnR)’da bulunan bir 78 kDa saperon proteini ve 1s1
sok protein 70 ailesinin iiyesi bir ATPaz’dir. Ayrica mitokondri ve nukleusta da bulunur.
Proteinlerin EnR’a translokasyonunun diizenlenmesi, proteinlerin katlanmasinin
saglanmasi, dogru katlanmamus proteine yanit (UPR; unfolding protein response)’in
diizenlenmesi, apopitozisin diizenlenmesi GRP78’in baslica gorevleridir. Hipoksi, oksidatif
stres ve diger metabolik bozukluklara maruz kalan kanser hiicreleri EnR stresine ve UPR
yolaginin aktivasyonuna neden olur. Bu yiizden GRP78 bir¢ok kanserin olusumunda

onemli bir role sahiptir116

. Yiikselmis bir GRP78 seviyesi, kanser hiicrelerinin olumsuz
sartlara kars1 korunmasinda yardimci olan 6nemli bir faktordiir. Aslinda, kanser
hiicrelerinde GRP78 protein diizeyi malignite, metastaz ve ilag direnci ile iliskili oldugu

bildirilmigtir*** **°.

6.12.4.8. GSTP1 (Glutathione S-transferase P)

GST’lar faz 2 metabolik enzim ailesinin bir {liyesi olup reaktif oksidatif iirlinlerin
detoksifikasyonunda 6nemli bir role sahiptirler. Ayrica steroid hormonlara non-kovalent
baglarla baglanarak ekstraselliiler hormon diizeylerinin kisa siireli dalgalanma etkisini
minimize ederler. insanda bilinen iist familyasindan GST’leri kodlayan en az 5 gen
bilinmektedir (o, 7, 1,0, £ ). m —smifi (GSTP) bircok dokuda; prostat, plasenta, meme,
kolon, beyin, 6zefagus, akciger ve dalakta eksprese olan en yaygmn gruptur'™’. GSTP1’in
steroid hormon iliskili karsinogenezde 6nemli bir rol oynadig diistiniilmektedir. GSTP1
ekspresyonunun inaktivasyonu; genlerin promoter bolgesindeki CpG diniikleotidin

118, 119

metilasyonuyla iligkili oldugu bulunmustur . Normal hiicrelerde genlerin promoter

30



bolgesindeki CpG niikleotid adalar1 housekeeping genlerin, timor supressor genlerin ve
hiicresel metabolizmada gorevli genlerin ekspresyonlarini kolaylastirir. CpG niikleotid
adalarinin metilasyonuyla bu genlerin ekspresyonlari etkilenir. Bunun sonucunda da
genlerin yapisinda ve fonksiyonlarinda énemli epigenetik degisiklikler olur. insan
kanserlerinde, 6zellikle de prostat kanserinde GSTP1’in metilasyonunu gosteren dnemli

120, 121

caligmalar bulunmaktadir . Prostat ve endometrium kanseri steroid hormon iliskili

karsinogenezler oldugundan benzer genetik degisikliklere sahip olduklar1

diisiiniilmektedir'?.

6.12.4.9. ACTG (y-aktin)

y-aktin ACTG1 geni tarafindan kodlanan bir hiicre iskelet proteinidir. Aktin mitoz
strasinda hiicre iskeleti hizla yeniden diizenlenirken gorev alir. Erken mitoz sathalarinda
kortikal hiicre zarinda ve sitokinez sirasinda kasilma halkasinda lokalize olur. Mitotik
baglarin oryantasyonu i¢in 6nemli olduguna inanilan, mitoz sirasinda astral mikrotiibiiller
ile kortikal aktin arasindaki baglantinin saglanmasi i¢in aktin ve aktin diizenleyici
proteinler gereklidir. Aktin ve aktin diizenleyici proteinler sentrozomlarin ayrilmasinda
kritik rol oynarlar. Aktin ekspresyonunda olusabilecek bir defekt mikrotiibiillerin yapisini
ve fonksiyonunu etkileyerek hatali mitoz ve mayoz bolinmeye neden olur'?®. Paklitaksel
gibi mitotik arresti indiikleyen anti-mitotik kemoterapétik ajanlarin etkileri y-aktinin
azalmasiyla azalir. Yani y-aktin ekspresyonunun fazla oldugu kanser tiplerinde anti-mitotik

kemoterapoétik ajanlara yanitin artabilecegi diistiniilmektedir?*,

6.12.4.10. PSME1 (Proteasome activator complex subunit 1)

PSME1 immiin yanitin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii olan immiinoproteazom sisteminde
bir aktivatordiir. PSME1 kompleksi hiicrede baslica niikleusta ve sitoplazmada bulunur.
PSMET1’in hiicre membraninda nasil lokalize oldugu tam olarak bilinmemektedir ancak
bir¢ok kanser tipinde hiicre membranindaki ekspresyonu artmistir. PSME1 proteazom

klivaj paternini degistirerek antijen isleme i¢in gerekli olan sinif 1 baglayici peptitlerin
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tiretimini artirtr. PSME1 ekspreyonu, interferon (IFN) ile tedavi edilen kolon kanseri

hiicrelerinde insan 16kosit antijen (HLA)-sinif I iiretimini indiikler'®.

6.12.4.11. CAH1 (Carbonic anhydrase 1)

CAH’lar ¢inko (Zn) i¢eren metalloenzimler olup cift tarafli karbondioksitin hidrasyon
reaksiyonunu katalizleyerek bikarbonat ve hidrojen olusturur. Memelilerde yaklasik 16
tane CAH tanimlanmis olup, CAH1 en ¢ok eritrosit ve gastrointestinal sistem hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bulunur. CAH izoenzimleri glokom, epilepsi, cesitli kanser tiplerinin
onlenmesi ve tedavisinde farmakolojik ajanlarin hedefi olabilir. Ayrica bazi kanser tipleri
icin tan1 biyobelirteci olabilir. CAH’lar hipoksi durumunda indiiklenir. CAH ailesinden
CAH 9 birgok kanser tipinde, metastaz ve kotii prognoz durumunda yiiksek miktarda

eksprese edilir'?®.

6.12.4.12. SOD1 (Superoxide dismutase [Cu-Zn] )

Okaryot hiicreler normal hiicre metabolizmas1 sonucunda reaktif oksijen tiirevleri
(ROS; stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri) iiretirler. Ultraviole (UV)
1sinlar1, 1iyonize radyasyon veya kemoterapdtik ajanlara bagli hiicredeki ROS seviyesindeki
dalgalanma ve birikimine bagl olarak proteinler, lipidler ve DNA zarar gorebilir. ROS’un
indiikledigi hasara kars1 ilk savunma hatt1 antioksidan enzim siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan siiperoksitin hidrojen peroksite dontisiimiidiir. Bakir (Cu) ve Zn’nun kofaktor
olarak kullanildigr SOD izoformu SOD1’dir. Beklendigi gibi, SOD izoformlarinin
fonksiyonundaki bozukluklar insanda tiimor gelisimi dahil sayisiz patolojik degisikliklere
neden olur. Tiimor hiicreleri 6zellikle oksidatif stresin yliksek seviyelerine maruz kaldiklar
icin, SOD’un bu hiicrelerde genisletilmis bir etkisinin olmas1 beklenmektedir. ROS
tiirevlerinin 6zellikle siiperoksit diizeylerinin artmasiyla hiicre dongiisiiniin, hiicre

¢ogalmasinin ve hiicrenin neoplastik degisime ilerlemesi uyar11abi1ir127.
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6.12.4.13. CALR (Calreticulin)

CALR saperon aktivitesi ve kalsiyum homeostazi ile ilgili ¢coklu fonksiyonlar olan ve
hiicresel proliferasyon ve differansiyasyonda, apoptoz gibi immiinojenik hiicre 6liimiinde
onemli bir rol oynayan yiiksek 6l¢iide korunmus endoplazmik retikulum (EnR) proteinidir.
Bu protein 3 ana kisimdan olusur; 1) N-terminal lectin-binding kismi Zn*?* inin baglandig
saperon aktivitesinin oldugu kisim , 2) Prolin’ den zengin olan, yiiksek affinitede diisiik
kapasitede kalsiyum (Ca*?)’nin baglandig1 P kismi, 3) Multipl Ca-baglanma bolgesinin
oldugu C kismidir. CALR EnR i¢inde ve disinda yer alir. Ayrica hiicre yiizeyinde,
sitoplazmada, niikleusta ve hiicre dis1 matrikste gerceklesen bir¢ok hiicresel fonksiyonda,
ornegin; lipid ve protein sentezinde, protein katlanmasinda, Ca*? depolamasinda, post-

translasyonel modifikasyonda etkili bir rol alir'?®,

6.12.4.14. ANXAL (Annexin Al)

ANXAT1 anneksin baglayici protein ailesinin Ca*? ve fosfolipid baglama ozelligiyle
bilinen bir proteinidir. Ayrica arasidonik asit metabolizmasinda ve epidermal biiyiime
faktorii reseptor tirozin kinaz yolaginda gorevlidir. Daha sonra ANXA1’in apoptoziste
kritik bir mediator oldugu, glukortikoidlerin hiicredeki anti-enflamatuar faliyetlerinde,
hiicre membraninda madde gegcisi trafiginde ve sinyal iletiminde, hiicre proliferasyonunun

inhibisyonunda ve hiicre gogiiniin regiilasyonunda gorevli oldugu anlagilmistir'®®.

6.12.4.15. PPIA/B (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A/B; cyclophilin)

PPT’lar temel islevi saperon olan essiz bir protein ailesinin iiyesidirler. Ayni1 zamanda
siklofilinler olarak da bilinirler. Baslica enzimatik gérevleri; propil imid baglarindaki
rotasyonel enerji bariyerini diisiirerek cis-trans prolin izomerizasyonunu kolaylastirmak ve
substratlarin yapisal degisikliklerini indiiklemektir. 165 amino asitlik kiigiik bir protein
olup ayrica immiinsiipresif ila¢ Siklosporin A’nin reseptoriidiir. Bir¢ok siklofilinler
esansiyel proteinler olmamasina ragmen sinyalizasyon ve gen ekspresyonu yollarinin

kontrolii gibi cesitli rolleri nedeniyle hastalik spektrumunda ilag hedefleri olarak dikkat
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cekmistir. Birkag onemli siklofilin RN A-aracili gen ekspresyonunda ve 6zellikle pre-

mRNA fragmanlarimin eklenmesinde 6nemli gorevler alirlar'*°,

6.12.4.16. RSSA (40S ribozomal protein)

Ribozomal RNA (rRNA), ribozomlarda bulunan bir RNA tipidir. rRNA'nin
gorevi, mesajct RNA (MRNA)' daki bilginin translasyon siireci sirasinda amino
asit dizisine ¢evrilmesi i¢in tRNA ile etkilesmek ve uzayan peptit zincirine amino
asit baglamaktir. Hiicre sitoplazmasinda bulunan RNA'nin %80'i rRNA'dan olusur.
Ribozom rRNA ve proteinlerden olusan iki altbirimden meydana gelir. mRNA'nin ribozom
tarafindan translasyonu sirasinda mRNA bu iki altbirim arasinda yer alir. Kiigiik altbirime
iki tastyict RNA (tRNA) baglidir, bunlardan birine uzamakta olan peptid zinciri baghdir,
obiiriine ise bu zincirin ucuna eklenecek olan yeni bir amino asit baglidir. Ribozom bu

amino asidin peptid zincirine eklenme tepkimesini katalizler*".

Okaryotlar hiicrelerde kiigiik ribozomal altbirimde 40S (18S) rRNA ve 33 protein,
biiyiik altbirimde ise 60S (5S, 5.8S ve 28S) rRNA ve 50 protein vardir. Biiylimekte olan
hiicreler pek ¢ok ribozoma gerek duyduklarindan ¢ok sayida rRNA sentezlemek
durumundadirlar. Ribozomal proteinlerde olusacak bir defekt hiicrenin hiicresel
fonksiyonlarini gerceklestirmesi i¢in gerekli olan protein sentezinde bir defekt olugsmasina
neden olur. Mutant bir genin ekspresyonu sonucunda anormal diizeyde iiretilen ribozomal

proteinler bazi hastaliklara ve kanser tiplerine 6zgii olabilir*®" 13,

6.12.4.17. EF-Tu (Elongation factor Tu, mitochondrial)

EF-Tu mitokondrinin 6nemli bir proteini olup, mitokondrial proteinlerin sentezinin
elongasyon kisminda anahtar bir role sahiptir. EF-Tu’nun baslica gérevi aminoagil-
tRNA’y1 ribozomun A bolgesine gotiirmektir. Ayrica yapilan ¢alismalarda EF-Tu’nun
saperon ve sinyal iletiminde rolii oldugu rapor edilmistir. EF-Tu’nun bir¢ok dokuda yiiksek
diizeylerde ekspresyonu yapilirken en ¢ok kalp ve beyin dokusu gibi aktif oksidatif

metabolizmanin yiiksek oldugu dokularda yapilir™3 34,
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6.12.4.18. HSPB1 (heat shock protein beta 1)

HSPBI1 ayni zamanda HSP27 olarakta bilinen hiicre metabolizmasinda genis gorev
alan1 olan 1s1 sok protein (HSP) ailesinin bir iiyesidir. Cesitli HSP’ler hiicrelerde normal bir
sekilde eksprese edilir. Hiicre dongiisii sirasinda hormonlarin etkisiyle hiicre gelisiminin ve
farklilasmasinin farkli evrelerinde farkli eksprese edilir ve/veya diizenlenirler. HSP’ler
oldiiriicti 1s1 soku, UV 1sinlar, ¢esitli kimyasallara kars1 korunmada hiicreyi aktive ederler.
Cesitli stres faktorlerine kars1t HSPB1, aktin hiicre iskelet sisteminin stabilize olmasini
saglayan saperonlardan biridir. HSPB1, HSP70 ve HSP90 insan endometriumunda
eksprese olan HSP’lerdir. HSPB1’in ayn1 zamanda 6strojen reseptorleriyle iligkili oldugu

bilinmektedir'>> 1%,

6.12.4.19. IDHc (Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic)

Izositrat dehidrogenaz sitoplazma (IDHc) ve mitokondride (IDHm) bulunan enzimatik
bir antioksidandir. IDH glutatiyon rejenerasyonu i¢in gerekli olan indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH)’1 NADP+’1 indirgeyerek tiretir. En ¢ok ciltte olmakla
birlikte bobrek ve karacigerde yiiksek diizeylerde bulunur. Kanser gelisiminde ve
yaslanmada serbest oksijen radikalleri etkin bir rol oynar. Glutatiyon hiicrede serbest

oksijen radikallerinin etkilerini minimalize eden antioksidanlardan biridir*®’.
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7. GEREC VE YONTEM
7.1. Cahsma Gruplarmin Belirlenmesi

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’nda
yerel etik kurul onay1 sonrasinda, 01.Eyliil.2014 — 01.Agustos.2015 tarihleri arasinda
anormal uterin kanama ve postmenopozal kanama yakinmalar1 nedeniyle dilatasyon ve
kiiretaj (D&C) yapilmis ve materyalin histopatolojik incelemesi sonucunda “benign
endometrial degisiklikler”, “kompleks atipili endometrial hiperplazi” ve “endometrioid tip
adenokarsinom” rapor edilmis ve bu tanilar ile opere edilen 30 olgu yazili aydinlatilmis
onamlar1 alinmasi sonrasinda ¢alismaya alindi. Calisma dis1 birakilma kriterleri: a. Neo-
adjuvan tedavi almis olmak, b. Endometrioid dis1 histopatolojik taniya sahip olmak, c.

Yazili onamin kabul edilmemesi olarak belirlendi.

Calismada degerlendirilen 30 olgunun 10’una TAH/BSO, dérdiine TAH/BSO/pelvik
lenf nodu disseksiyonu (PLND), 16’sina TAH/BSO/ pelvik-paraortik lenf nodu
disseksiyonu (PPLND) /Omentektomi yapildi. Tiim olgularda uterus donmus-kesit (frozen-
section) inceleme i¢in patolojiye gonderildi. Donmus-kesit inceleme esnasinda yeterli
endometrial dokusu olan hastalardan steril sartlarda proteomik degerlendirilmesi igin
endometrial 6rnekleme yapildi ve 6rnekler protein degredasyonuna firsat vermemek icin
hemen s1v1 azot icerisinde dondurulup proteomik laboratuvarina ulastirildi. Ornekler

calisilacagr giine kadar -80°C’de saklandi.

Hastalarin nihai patoloji raporlarina gore her grupta en az 3 hasta olacak sekilde 6
calisma grubu belirlendi: a. Benign endometrial degisiklik olgulari (grup 1, n=7, kontrol
grubu), b. Kompleks atipili endometrial hiperplazi olgulari (grup 2, n=5), c¢. Evre IA
endometrioid tip adenokarsinom olgular1 (grup 3, n=5), d. Evre IB endometrioid tip
adenokarsinom olgular1 (grup 4, n=5), e. Evre Il endometrioid tip adenokarsinom olgular1

(grup 5, n=3), f. Evre Il endometrioid tip adenokarsinom olgular1 (grup 6, n=5) (Tablo 8).
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Tablo 8. Hastalarin histopatolojik 6zelliklerine gore gruplandiriimasi

Grup  Ornek Yas Histolojik tip Grade Evre
no

1 1 46  Progesteron etkisinde endometrium
2 46 Sekresyon doneminde endometrium
3 46 Inaktif endometrium
4 53  Atrofik endometrium
5 59  Atrofik endometrium
6 62  Atrofik endometrium
7 64  Atrofik endometrium

2 8 51 Kompleks atipili endometrial hiperplazi
9 51 Kompleks atipili endometrial hiperplazi
10 51  Kompleks atipili endometrial hiperplazi
11 52 Kompleks atipili endometrial hiperplazi
12 63 Kompleks atipili endometrial hiperplazi

3 13 40  Endometroid tip adenokarsinom 2 1A
14 52 Endometroid tip adenokarsinom 2 1A
15 53 Endometroid tip adenokarsinom 1 1A
16 62 Endometroid tip adenokarsinom 1 1A
17 68 Endometroid tip adenokarsinom 2 1A

4 18 57 Endometroid tip adenokarsinom 1 1B
19 60  Endometroid tip adenokarsinom 2 1B
20 68 Endometroid tip adenokarsinom 1 1B
21 70  Endometroid tip adenokarsinom 1 IB
22 78 Endometroid tip adenokarsinom 2 1B

5 23 54  Endometroid tip adenokarsinom 1 1
24 62 Endometroid tip adenokarsinom 2 1
25 71 Endometroid tip adenokarsinom 2 1

6 26 52 Endometroid tip adenokarsinom 1 3A
27 43 Endometroid tip adenokarsinom 2 3C1
28 56 Endometroid tip adenokarsinom 3 3C1
29 59 Endometroid tip adenokarsinom 2 3C1
30 61  Yiiksek dereceli endometroid tip 3 3C2

adenokarsinom
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7.2.  Orneklerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Saklandiklari s1v1 azot tankindan ¢ikarilan kanserli dokular ve saglikli kontrol dokulari
protein izolasyonu dncesi en az ii¢ kez soguk tampon ¢ozelti (Phosphate buffered saline;
PBS) ile yikandi. Bu yikamalarin amaci; 6rnekler iizerinde bulunan kanit miimkiin oldugu
kadar uzaklastirmaya c¢alismaktir. Kanli kalacak bir dokudan elde edilecek protein
ornekleri kandan gelecek proteinlere ait kontaminasyondan dolay1 daha sonraki analizlerde
sorun ¢ikarmaktadir (yikama islemleri buz lizerinde yapildi). Kandan tamamen
uzaklagtirilan 6rnekler daha sonra buz igerisinde tutularak (6rneklerin 1sinmasini
engellemek amaci ile) hazir bir tiir doku protein izolasyonu tamponu olan T-PER (Tissue
Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific) i¢erisinde homojenize edildi.
Homojenizasyon i¢in 6rnekler arasindaki izolasyondan kaynakli farkliliklar: ortadan
kaldiran, ¢apraz kontaminasyonu engelleyen Bullet Blender teknolojisi kullanildi. Bu
sistem izole edilecek dokuya uygun beadler ile doku arasinda olusan mekanik etkilesim
sonucu homojenizasyonu saglamaktadir. Orneklerin homojenizasyonu sirasinda protein
yikimini engellemek i¢in proteaz inhibitdr karisimi eklendi. Homojenize edilen kanserli
doku ve normal doku 6rneklerinden proteinleri igeren sivi kismi elde edebilmek i¢in
ornekler 6nce 4°C’de 10.000xg(x gravity)’de 10 dakika (dk) santrifiij edildi, olusan s1v1 ist
faz temiz yeni tiipe alinarak drnekler tekrar 4°C’de 20,000xg’de 30 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda iyice temizlenen protein igeren supernatant dikkatlice pipet yardimiyla

alinarak Lo-Binding tiipler igerisine aktarildi.

7.3.  Protein Orneklerinin Triklorasetik Asit (TCA)-Aseton Coktiirmesi Yontemi ile
Temizlenmesi

Ornekler buz iizerinde ¢oziildiikten sonra tuzlari ve diger uygun olmayan maddeleri
uzaklagtirmak i¢in TCA-Aseton ile ¢oktiiriilerek temizlendi. Her bir 6rnegin hacimce
dortte biri TCA 6rneklere eklenerek 4°C’de 10 dk bekletildi. Tiipler mikrosantrifiijde
14000xg de 5 dk santrifiij edildikten sonra ¢oken proteinlerden sivi kisim dikkatli bir
sekilde ayristirildi. Protein ¢okeltileri 200 pL (mikrolitre) aseton ile yikandiktan sonra
mikrosantrifiijde 14000xg de 5 dk santrifiij edildi ve sonrasinda asetonu uzaklastirmak i¢in
proteinler 5 dk oda sicakliginda birakildi. Cokelek 250 pL rehidrasyon tamponu igerisinde
¢oziildiikten sonra protein konsantrasyonu belirlendi [ Rehidrasyon tamponu: 8M urea,

%0,2(w/v) Bio-Lye 3/10 ampholytes, %2 CHAPS, 50 Mm dithiothreitol (DTT) ve
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Bromophenol Blue].

7.4.  Protein Konsantrasyonunun Tayini

Orneklerin -80°C’de saklama 6ncesi protein konsantrasyonlar1 dl¢iildii. Protein
konsantrasyonlar1 hazirlanan 6rnekler ve gerekli 6rnek diliisyonlar1 Lowry assay
(NanoDrop1000, Thermo Scientific) veya BCA assay (Multiscan FC, Thermo Scientific)
kullanilarak hazirlanan karisimlar tiiplere konuldu. Tiiplerin iizerine konsantrasyonlari

yazilarak hizli dondurma sonrasi -80°C’de saklandi.

7.5.  Protein Orneklerinin Odaklanmalar1 ve 2D Jel Elektroforezleri

Protein 6rnekleri ilk asamada IPG (Immobilised pH gradient) stripler {izerine
gecebilmeleri igin striplerle birlikte rehidrasyon islemine tabi tutuldu. izoelektrik
odaklamada onciil denemeler i¢in 7cm’lik, analizler i¢in ise 11 cm’lik IPG stripleri (7cm;
pH 3-10 ve 11cm; pH 5-8 IPG ReadyStrip, BioRad) kullanildi. (Gerektiginde preperatif
jeller i¢in 17cm'lik pH 5-8 IPG stripler de kullanildi). Bu asamada 7cm IPG stripler icin
25-50pg, 11cm IPG stripler igin ise 100-200 pg (mikrogram) protein 6rnegi kullanildi.
Gerekli miktardaki protein 6rnegi 2D rehidrasyon buffer (son miktar 7cm'lik stripler igin
125ul, 11ecm'lik stripler igin ise 200ul ve 17cm'lik stripler i¢in ise 300ul dir) ile karistirilip
igerisine stripin pH'sina uygun %1 Amphylote ve %1 TBP eklendi. Bu asamadan sonra
protein ornekleri fokuslama trayleri igerisine konuldu ve 6rneklerin lizerlerine uygun IPG
stripler dikkatli bir sekilde yerlestirilerek SOLA/IPG Strip akim uygulanacak sekilde
PROTEAN IEF (BioRad) igerisinde aktif rehidrasyona tutuldu (20°C). Aktif rehidrasyon
sirasinda 1. saatin sonunda 6rnegin buharlasmasini 6nlemek icin IPG striplerin lizerine 2-
3 ml mineral yag ilave edilerek yaklasik 16 saat siire ile rehidrasyon iglemine devam

edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasina gegildi.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak {izerlerinde fazla miktarda bulunan yag
kurutma kagidi ve su yardimi ile temizlenip, ardindan temiz bir fokuslama trayi igerisine
konularak iizerlerine yeni mineral yag eklendi. Trayler daha sonra yine PROTEAN IEF
(BioRad) icerisine konularak adim adim akimi ytikselten {i¢ asamali bir program ile

20°C’ de fokuslandi. (7em'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 4000V 2 saat

39



Lineer, S3: 4000volt, 10000 V-saat, Rapid, toplam 5 saat 14000 V-saat. 11cm'lik IPG
stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 8000V 2.5 saat Lineer, S3: 8000volt, 20000 V-
saat, Rapid, toplam 5.3 saat ~30000 V-saat. 17cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk
Linear, S2: 10000V 2.5 saat Lineer, S3: 10000volt, 40000 V-saat, Rapid, toplam 7 saat
~50000 V-saat.). Fokuslama sirasinda proteinler ait olduklari izoelektrik noktalarina gore

IPG strip lizerinde siralandilar.

Fokuslama sonrasinda stripler tampon I (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon II (6M fire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) igerisinde 30 dk lik stirelerle yikandi. Stripler bu
asamadan sonra hazirlanan ve precast olarak alinan poliakrilamid jellere (12% veya
degisik konsantrasyonlarda) yerlestirilerek elektroforez (7 cm'lik stripler icin Mini Protean
Tetra Cell (Bio-Rad) kullanilarak 180V'da 55 dakika oda sicakliginda, 11 cm'lik stripler
i¢in Criterion Dodeca Cell (Bio-Rad), 180V'da 1 saat 16°C’de ve 17 cm'lik stripler i¢in
Dodeca Cell (Bio-Rad) kullanilarak 35mA 30 dk, 48mA 5 saat 16°C’de) ile molekiiler
biiyiikliiklerine (MW) gore 2-DE ayirima tabii tutuldu. (Laemmli, 1970). ikinci boyutta
ayrim sirasinda kullanilan jeller i¢in jel farkliliklarini ortadan kaldirmak amaciyla ¢oklu
ornek ¢aligmalarinda 11cm'lik stripler i¢in Criterion hazir jeller veya 17'cm'lik stripler i¢in

DODECA (BioRad) jel dokme, jel yiiriitme ve boyama sistemi kullanildi.

Elektroforez sonrasinda jeller 40% metanol, 10% asetik asit icerisinde en az bir saat
fikse edilerek ardindan SyproRuby (BioRad) boyasi icerisinde gece boyu boyandi. Jellerin
goriintiilenmesi VersaDoc sistemi (BioRad) ile yapildiktan sonra jellerin analizleri
PDQuest Advanced programu ile yapilarak istatistiksel olarak anlamli olan spotlarin kesimi

Spot-cutter robotu (BioRad) ile yapildu.

7.6. DIGE (Difference Gel Electrophoresis) Analizi

Klasik iki boyutlu jel elektroforezine ek olarak, daha detayl arastirma icin protein
ornekleri ile DIGE analizi yapildi. Burada temel kavram 6rneklerin jellerde yiiriitiiliirken
olusabilecek jelden jele farkliliklar en aza indirgemek, protein 6rneklerine floresan

boyalar ekleyerek 0.5-1ng seviyesinde protein ¢ozliniirligiini arttirmaktir.
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Her minimal DIGE deneyi ii¢ farkli Cye boyasi ile yapilmaktadir. Ornekler Cy3 ve
Cys5 ile isaretlenip, bu 6rneklerin esit miktarda karisimlarindan olusan i¢ standart ise Cy2
floresan boyasi ile isaretlendi. Sekil 4’te DIGE deneyine ait genel bir akis semasi

verilmistir.

Sekil 4. Minimal DIGE isaretlemenin deneysel basamaklari (®KOU Proteomiks Lab)

Ornek Kontrol i¢ kontrol {pooled control)

50ug S0ug 25 pg Ornek + 25 pg Kontrol Protein ozutlerinin

minimal CyDye
boylari ile

\ ‘ isaretlenmesi

¥

~ Ve [ Isaretlenmis |
Cy2,Cy3, Cy5 ‘ orneklerin
isaretlenmis Srnekler u

kanistiriir

v
v Iki boyutlu
L ] ayirim
Tek bir IPG serit tizerinde rehidrasyon ve |E fokuslama

Y

Jellerin uygun 151k
s R T i kaynag: ve dalga
Spotlar gozle gorillmezler boyunda

goriintiilenmesi

SDS j'.'r|

Jel tizerindeki

L

Uygun yazilimlar
kullanarak gortintu
ve spopt analizi

Cy2:492 nm Cy5: 650 nm Cy3: 550 nm Stiperimpoz

Isaretleme asamasindan sonra 6rneklerin bir arada tek bir IPG serit iizerinde
fokuslanmasi ve tek bir SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate — Poly Acrylamide Jel
Elektroforez) ile yiiriitiilmesi klasik 2D’de oldugu gibidir.
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Tek bir IPG strip ve jel lizerinde yiiriitiilen 6rneklerin, jelin {i¢ farkl 151k kaynagi ile
aliman (Cy2: 492 nm, Cy3: 550 nm ve Cy5: 650 nm) goriintiileri uygun yazilimlar vasitasi
ile tist iiste ¢akistirilarak istenilen DIGE goriintiisii elde edildi. Jellerin gériintiilenmesi
VersaDoc sistemi (BioRad) ile uygun filtreler ve 1s1k kaynaklar1 kullanilarak yapildiktan
sonra jellerin analizleri PDQuest Advanced programu ile yapilarak istatistiksel olarak

anlamli olan spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRad) ile yapildi.

7.7.  SPOT Analizi ve Spot Kesimi

Jellerin goriintiileri 6nce QuantityOne (BioRad) yazilimi ile elektronik ortamda spot
analizi yapmak i¢in uygun formata getirildi. Ardindan PDQuest Advance (BioRad)
yazilimi ile spot analizi gerceklestirildi. Kisaca; jellerin ait oldugu gruplar bu yazilim
sayesinde karsilagtirildi, 2 kat artis ve azalis gézlenen spotlar secilerek protein spotlarinin

jelden kesim iglemine gegildi.

Spotlarin jelden kesimleri otomatize spot kesme (BioRad) cihazi yardimai ile yapildi.
Kesimler esnasinda 1.5 mm’lik kesim ucu kullanildi, daha 6nce jeldeki koordinatlar

belirlenen spotlarn bu u¢ yardimi ile kesilerek 96’11k platelere aktarildi.

7.8.  In-Gel Tripsin Kesimi ve Zip-Tip C18

Protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi i¢in proteinlerin jel igerinde
peptidlerine ayrilmasi ve ardindan jelden izole edilmeleri gerekmektedir. Bu islem i¢in
spot ornekleri %50 asetonitril (ACN) %50 25 mM amonyum bikarbonat ¢dzeltisi
icerisinde destain edilerek calkalamali vorktes lizerinde yikandi. Yikama sonunda 6rnekler
25mM amonyum bikarbonat icerisinde 10% TCEP olacak sekilde 60°C’de 10 dk disulfit
baglariin kirilmasi saglanarak reducing edildi. Ardindan son konsantrasyonu 100 mM
iyodaasetamit (IAA) olan 25mM amonyum bikarbonat igerisinde oda sicakliginda
karanlikta 1 saat bekletilerek indirgenmis olan sistin yan zincirlerinden metillendi.
(Alkylation). Bu islem sonunda %100’liikk ACN igerisine alinan spotlar, ACN
uzaklastirildiktan sonra son konsantrasyonu 10ng/ul olan tripsin ile 30°C’de gece boyu

kesime alindi.
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Orneklerin Zip-Tip’leri uglarin 5nce ACN ve 0.1% triflorik asit ile dengelenmesi ile
basladi. Her 6rnek 25-30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile MALDI plate

tizerine eliisyonu yapildi.

7.9. MALDI TOF-TOF Analizi

Zip-tip sonrast MALDI plate lizerine yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-
TOF-TOF (MS/MS) cihazinda analizleri yapildi. MALDI-TOF-TOF bir kiitle
spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tiip
icerisinde ayristirdiktan sonra kiitle/yiik (m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit
dizilimlerine gore tanimlamaya yardimci olur. Cihazdan elde edilen veriler online
MASCOT data bankasindan PROTEIN PILOT programi kulanilarak hangi proteine ait
olduklar1 belirlendi. Elde edilen proteinler arasindaki biyolojik iliskiyi ortaya koymak ve
hiicresel yolaklari belirlemek i¢in ise IPA (Ingenuity Pathway Analysis) ve PANTHER

programlar1 kullanildi.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanilarak yapilan, her bir
spektrum i¢in ortalama 200 lazer vurusu kullanildi. Elde edilen tiim spektralar (m/z),
arama parametreleri; bir hatali kesim bolgesi, fiksed modifikasyon olarak
carbamidomethyl (cysteine), degisken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid yiikii
+1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle tolerans1 +50 ppm, fragment kiitle

tolerans1 £0.25 Da olarak belirlenip MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.
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8. BULGULAR

Bu tez calismasinda endometrium kanserinin farkli evreleri ile kontrol grubu olarak
kullanilan saglikli endometrium dokularinin protein profilleri proteomik yaklasimlar olan
DIGE teknigi kullanilarak karsilastirildi ve farkli ekspresyon gosteren protein spotlari
MALDI TOF/TOF-MS yontemi ile tanimlandi.

8.1. Tiim Gruplarin Saghkh Endometrium Dokusuyla DIGE Deney Plani

DIGE 2-DE temelli bir yaklagim olup bu teknikte proteinler {i¢ farkli floresan boya ile
isaretlenip ( Cy2, Cy3 ve Cy5) tek bir IPG strip ilizerinde fokuslandiktan sonra ayn1 2-DE
jel lizerinde ayrima tabi tutulur. Bu teknigin klasik 2-DE teknigine olan avantaji, farkli
floresan boyalarla isaretlenen proteinlerin tek bir havuzda toplandiktan sonra tek bir strip
ve jel lizerinde ayrima tabi tutulmasidir. Boylelikle klasik 2-DE jel elektroforezinde
siklikla goriilen jel’den jel’e olan varyasyon engellenmis olunur ve alinan sonuclar ¢ok
daha giivenilirdir. Tasarlanan bes farkli deneyde hangi protein 6rneginin hangi floresan

boya ile isaretlendigi tablo 9’da verildi.

Tablo 9. Tasarlanan Bes Farkh Deneyde Protein Orneklerinin Cy3, Cy5 Ve Cy2
Floresan Boya Ile Boyanmasi

Deney No Cy3 (50u0) Cy5 (50u9) Cy2 (50pg)
DENEY I Evre 1A Kontrol Evre IA + Kontrol (Mix)
DENEY Il Evre 1B Kontrol Evre IB + Kontrol (Mix)
DENEY I11 Evre Il Kontrol Evre Il + Kontrol (Mix)
DENEY IV Evre 111 Kontrol Evre 111 + Kontrol (Mix)
DENEY V KAH Kontrol KAH + Kontrol (Mix)

Bu deneyde amacimiz; evre 1A, 1B, |1, 11l endometroid tip adenokarsinom dokusu ve

kompleks atipili endometrial hiperplazi dokusunda ekspresyonu indiiklenmis proteinlerin
saglikli endometrium dokusunda ekspresyonu indiiklenmis proteinler ile karsilagtirmaktir.

Bu amagla her bir deney grubuna ayr1 ayr1 yapilmak iizere evre 1A, 1B, Il, 111 endometroid
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tip adenokarsinomu dokusu ve kompleks atipili endometrial hiperplazi dokusunda
ekspresyonu olan tiim proteinleri Cy3 floresan boyast ile, saglikli endometrium dokusunda
ekspresyonu olan tiim proteinler Cy5 floresan boyasi ile isaretlendi. Normalizasyon
yapabilmek amaci ile her deney grubu i¢in iki 6rnekten esit miktarda alinan proteinler
karigtirilarak Cy?2 floresan boyast ile isaretlendi. Ayr1 ayr1 Cy3, CyS5 ve Cy2 ile isaretlenen
protein ornekleri birlestirildikten sonra 2-DE jel elektroforezine tabi tutuldu (Sekil 5).
Jellerin goriintiileri uygun 151k kaynaklar1 altinda alindiktan sonra spot analizi yapilarak

jeller arasinda degisen spotlar belirlendi.

Sekil 5. Deney Gruplarimin Cy3, Cy5 ve Cy2 ile Isaretlenen Protein Ornekleri
Birlestirildikten Sonra 2-DE Jel Elektroforezindeki Goriintiileri

Cy2 Superimpose

250 =
130 =

100 ==

DENEY | 55 ==

25 -

10 =

DENEY Il

250 =
130 =

100 =
DENEY Il 55 ==

25 =
10=

250 =
130 =

100 =

DENEYIV 5°—
25 -

250 =
130 =

100 ==
DENEYV 55—

25 -

10 =
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8.2.  MALDI Sonuclari

Deney gruplari igerisinde farklilik gosteren protein spotlart MALDI TOF/TOF-MS
analizine tabi tutuldu, protein spotlarina ait peptidlerin m/z ( kiitle/yiik ) oranlarindan elde
edilen degerler MASCOT yazilimi kullanilarak Swissprot veri bankasinda analiz edildi ve
yiiksek giivenilirlikte tanimlanan proteinler tablo 10 da verildi. Proteinler tanimlanirken

en az iki peptide ait iyon skorunun olmasina dikkat edildi.

Elde edilen jel goriintiileri PDQuest Advance yazilimi yardimi ile analiz edildikten
sonra her spot tek tek arastirmaci tarafindan da kontrol edildi. Jeller iizerinde her deney
grubu icin ayr1 olarak farklilagsan protein spotlari belirlendi. Belirlenen protein spotlarinin
miktar1 DIGE jellerinde MALDI analizi ile tanimlanmayacak kadar az oldugundan
spotlarin kesilip MALDI ile analiz edilebilmeleri i¢in 6rnekler tekrar IPG striplerde
fokuslandiktan sonra preperatif jeller dokiilerek drnekler tekrardan burada da yiiriitildii.
MALDI TOF/TOF-MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin pozisyonlari sekil 6’da

verilmistir.

8.3. DENEYLER
8.3.1. Deney I

Bu deneyde amacimiz; evre 1A endometroid tip adenokarsinom dokusunda
ekspresyonu indiiklenmis proteinleri saglikli endometrium dokusunda ekspresyonu
indiiklenmis proteinler ile karsilastirmaktir. GRP78, GSTP1, ACTG, PDIA3, ENOA
proteinlerinin evre IA endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonunun arttig1,
ALBU proteininin ise ekspresyonunun azaldig goriildii. Bu proteinler, ekspresyon
seviyeleri farklilik gosteren proteinler olup istatistiksel anlam ifade etmektedirler.
Belirlenen bu proteinler otomatik spot kesim cihazi ( Exquest Spot Cutter, Bio-Rad, ABD)
ile kesildi. Proteinler jel tripsin metodu kullanilarak tripsin enzimi ile peptidlerine ayrilarak
jelden izole edildi ve MALDI TOF/TOF-MS cihazi (Absciex 5800, ABD) ile tanimlandi.
Elde edilen datanin incelenmesi ile tanimlanan bu proteinlerin bir kisminin mitokondriyal,
bir kisminin ise niikleer ya da sitoplazmik proteinler oldugu belirlendi. Bu deneyin
PANTHER analizi sekil 7°de verildi. Belirlenen proteinlerin birbiriyle iligskileri STRING
analizi yapilarak ortaya konuldu ( Sekil 8).
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Sekil 6. Deney Gruplarinin 2D Preparatif Jel Goriintiileri ve Belirlenen Spotlarin

Pozisyonlar1

IA v2 (Raw 2-D Image, Modified)

D Image, Modificd)

DENEY III

D Image, Modified)
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KAH v2 (Raw 2-D Image, Modificd)
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Sekil 7. Deney | Spotlarimin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON

m Yapisal molekiil
aktivitesi

m Katalitik reaksiyon
aktivitesi

BiYOLOJIK iSLEV

m Uyariiletiminden sorumlu
m Geligsimsel iglemler

m Hicresel iglemler

® Metabolikiglemler

M Hicresel bilesenlerin
organizasyonu ve biogenezi

PROTEIN SINIFI

M Transfer/tasiyici protein
M Liyaz
m Hicre iskeleti proteini

M Saperon

HUCRESELYOLAKLAR

M Kaderin sinyal yolagi
M Apoptozis sinyal yolagi
¥ Integrin sinyal yolagi

M Alzheimer hastaligi - yaslanma ile
iliskili yolak
M Huntington hastaligi

m Kemokin ve sitokin aracili

inflamasyon sinyal yolag
m Glikoliz

m Parkinson hastaligi

Rho GTPase aracili hiicresel

iskeletin diizenlenmesi
m Nikotinik asetilkolin reseptor

sinyal yolag

Sekil 8. Deney | Grubuna Ait Tanimlanan Proteinlerin STRING Analizi
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8.3.2. Deney Il

Bu deneyin amaci, evre IB endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonu

indiiklenmis proteinleri normal endometrium dokusunda ekspresyonu indiiklenmis
proteinler ile karsilastirmaktir. GSTP1, ACTB, ACTG, K2C8, ANXA1, ENOA

proteinlerinin evre IB endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonunun arttigi,

TRFE proteininin ise ekspresyonunun azaldigi goriildi. Deney 1°de yapilan iglemler bu

deney i¢in de yapildi. Bu deneyin PANTHER analizi sekil 9°de verildi Belirlenen

proteinlerin birbiriyle iliskileri STRING analizi yapilarak ortaya konuldu ( Sekil 10).

Sekil 9. Deney Il Spotlarinin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON

M Yapisal molekil
aktivitesi

m Katalitik reaksiyon

BiYOLOJIK iSLEV

B Gelisimsel islemler
® Hiicresel iglemler
m Metabolikislemler

m Hiicresel bilegenlerin

H Hiicre iskeleti proteini

M Proteaz

W Yapisal protein
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S| organizasyonu ve biogenezi
m Lokalizasyon
PROTEIN SINIFI HUCRESELYOLAKLAR

H Integrin sinyal yolag

u Transfer/tagiyici

protein m Nikotinik asetilkolin reseptor

W Hidrolaz sinyal yolag
m Kemokin ve sitokin aracili

W Liyaz inflamasyonsinyalyolag

® Huntington hastaligi

m Rho GTPase aracili hiicresel

iskeletin diizenlenmesi
m Alzheimer hastaligi -yaslanmaiile

iligkili yolak
m Glikoliz

m Kaderin sinyal yolag




Sekil 10. Deney |1 Grubuna Ait Tanimlanan Proteinlerin STRING Analizi

ENO1

8.3.3. Deney Il

Bu deneyin amaci, evre Il endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonu
indiiklenmis proteinleri normal endometrium dokusunda ekspresyonu indiiklenmis
proteinler ile karsilastirmaktir. GSTP1, PDIA3 proteinlerinin evre 11 endometroid tip
adenokarsinom dokusunda ekspresyonunun arttig1 gériildii. Deney 1’de yapilan iglemler bu
deney i¢in de yapildi. Bu deneyin PANTHER analizi sekil 11°de verildi. PANTHER
analizi, bu deney grubu i¢in hiicre yolak ve protein sinifi analizlerinin sonucunu
vermemistir. Belirlenen proteinlerin birbiriyle iliskileri STRING analizi yapilarak ortaya

konuldu ( Sekil 12).

Sekil 11. Deney 111 Spotlarinin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON BiYOLOJIK ISLEV

m Uyarana cevap verme

M Hiicresel iglemler
M Katalitik reaksiyon

aktivitesi m Metabolikislemler
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Sekil 12. Deney 11l Grubuna Ait Tamimlanan Proteinlerin STRING Analizi

PDIA3
e @GSTPI

-

8.3.4. Deney IV

Bu deneyin amaci, evre |11 endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonu
indiiklenmis proteinleri normal endometrium dokusunda ekspresyonu indiiklenmis
proteinler ile karsilagtirmaktir. GSTP1, ACTB, K2C8, PDIA3, TRFE, ENOA
proteinlerinin evre III endometroid tip adenokarsinom dokusunda ekspresyonunun arttigi
goriildii. Deney 1°de yapilan islemler bu deney i¢in de yapildi. Bu deneyin PANTHER
analizi sekil 13’te verildi. Belirlenen proteinlerin birbiriyle iligkileri STRING analizi

yapilarak ortaya konuldu ( Sekil 14).

Sekil 13. Deney IV Spotlarinin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON PROTEIN SINIFI
B Transfer/tagiyici protein
® Yapisal molekiil = Hidrolaz
aktivitesi u Liyaz
B Katalitik reaksiyon W Hiicre iskeleti proteini
aktivitesi W Sapsron
W Proteaz
® Yapisal protein
BiYOLOJIK iSLEV HUCRESELYOLAKLAR

W Kaderin sinyal yolag

o Uyarana cevap verme
B Apoptozis sinyalyolagi

H Gelisimsel islemler = Integrin sinyal yolag
® Alzheimer hastaligi -yaglanmaile
iligkili yolak

m Hiicresel islemler i
§ ® Huntington hastaligi

m Kemokin ve sitokin aracili
inflamasyon sinyal yolag:
m Glikoliz

® Metabolikislemler

m Hiicresel bilegenlerin m Parkinson hastalig
organizasyonu ve biogenezi
Rho GTPase aracili hiicresel iskeletin

diizenlenmesi
m Nikotinik asetilkolin reseptér sinyal

yolagi

m Lokalizasyon
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Sekil 14. Deney IV Grubuna Ait Tammmlanan Proteinlerin STRING Analizi

— PDIA3

KRT8

o @

8.3.5. Deney V

Bu deneyin amaci, kompleks atipili endometrial hiperplazi dokusunda ekspresyonu
indiiklenmis proteinlerin normal endometrium dokusunda ekspresyonu indiiklenmis
proteinler ile karsilastirmaktir. HSPB1, EF-Tu, IDHC proteinlerinin kompleks atipili
endometrial hiperplazi dokusunda ekspresyonunun arttig1 goriildi. Deney 1°de yapilan
islemler bu deney i¢in de yapildi. Bu deneyin PANTHER analizi sekil 15°te verildi.
Belirlenen proteinlerin birbiriyle iliskileri STRING analizi yapilarak ortaya konuldu ( Sekil
16).

Sekil 15. Deney V Spotlarinin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON PROTEIN SINIFI
M Translasyon diizenleyici
aktivite m Nukleik asid baglayici
M Baglayici M Hidrolaz
m Saperon

i Katalitik reaksiyon

aktivitesi ® Enzim moddilatori

BiYOLOJIK iSLEV N
HUCRESELYOLAKLAR
m Uyarana cevap verme

® immun sistem iglemi m CCKR sinyal haritasi

B Multi-hiicresel m VEGF sinyal yolag

organizma iglemi
® Metabolikislemler

m Anjiyoogenez

® p38 MAPK yolagi

m Biyolojik diizenleme
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Sekil 16. Deney V Grubuna Ait Tanimlanan Proteinlerin STRING Analizi

Deney I, II, III, IV ve V’ te belirlenen ve tanimlanan protein spotlarinin

yogunluklarinin gruplara gore dagilimi grafiksel olarak sekil 17’de verildi.

Sekil 17. Deney L, I1, I1L, IV ve V’te Belirlenen ve Tanimlanan Protein Spotlarinin

Yogunluklarmm Analizi

EvrelA, 1B, II, lll, KAH vs Kontrol

%

2

| I I
’ n_ N o - - il - 0 - - I

Evre IA Evre IB Evre II Evre III KAH
GRP78 |GSTP1 | ACTG | PDIA3 | ALBU | ENOA GSTP1| ACTB | ACTG | K2C8 ANXA1l| TRFE | ENOA GSTP1 | PDIA3 GRP78| ACTB | K2C8 | PDIA3 | TRFE | ENOA HSPB1 | EFTU | IDHC
mSeril| 23,81 (37,056 |44,147|4,1523| -0,254 |3,8602 50,104 /4,5356(18,155 |1,5152| 28,44 | -0,755 |4,2019 41,112|4,1752 27,374/1,7088|1,28063,6708 |1,4799|4,2563 1,2957 [16,984(9,6006

Protein Spot intensitesi

-10

8.3.6. Malign Dokularin Kompleks Atipili Endometrial Hiperplazi Dokusuyla DIGE
Deney Plani ( Deney V1)

Bu deneyde amacimiz; tiim malign gruplarin dokularinda ekspresyonu indiikklenmis
proteinleri kompleks atipili endometrial hiperplazi dokusunda ekspresyonu indiiklenmis
proteinler ile karsilastirmaktir. Bu amagla tiim malign gruplarin ayr1 ayr1 dokularinda
ekspresyonu olan tiim proteinleri Cy3 floresan boyasi ile, kompleks atipili endometrial
hiperplazi dokusunda ekspresyonu olan tiim proteinler Cy5 floresan boyasi ile isaretlendi.

Normalizasyon yapabilmek amaci ile her deneydeki iki gruptan 6rnekten esit miktarda
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alian proteinler karistirilarak Cy?2 floresan boyasi ile isaretlendi. Ayr1 ayr1 Cy3, Cy5 ve
Cy2 ile isaretlenen protein o6rnekleri birlestirildikten sonra 2-DE-jel elektroforezine tabi
tutuldu.

Elde edilen jel goriintiileri PDQuest Advance yazilimi yardimi ile analiz edildikten
sonra her spot tek tek arastirmaci tarafindan da kontrol edildi. Jeller lizerinde her deney
grubu icin ayr1 olarak farklilasan protein spotlari belirlendi. Belirlenen protein spotlarinin
miktar1 DIGE jellerinde MALDI analizi ile tanimlanmayacak kadar az oldugundan
spotlarin kesilip MALDI ile analiz edilebilmeleri i¢in 6rnekler tekrar IPG striplerde
fokuslandiktan sonra preperatif jeller dokiilerek drnekler tekrardan burada da yiiriitiildi.
MALDI TOF/TOF-MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin pozisyonlar1 sekil 18’de

verilmistir.

Sekil 18. Deney VI’nin 2-DE Preparatif Jel Goriintiileri ve Belirlenen Spotlarin

Pozisyonlari

Bu deneyde amacimiz; evre 1A, IB, 11, 111 endometroid tip adenokarsinom dokusunda

ekspresyonu indiiklenmis proteinleri kompleks atipili endometrial hiperplazi dokusunda
ekspresyonu indiiklenmis proteinler ile karsilagtirmaktir. CALR, RSSA, ACTB, K2C8,
UAP56(DDX39B), SODC, PSME1, PDIA3, ANXA1, CAH1, IDHC, PPIA, PPIB
proteinlerinin ekspresyon seviyeleri farklilik gosteren proteinler olup istatistiksel anlam
ifade etmektedirler. SODC ekspresyonunun tiim endometrium kanseri gruplarinda, CAH1
ve PPIB’nin evre IA endometroid tip adenokarsinom grubunda azaldig1 goriildii.
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Belirlenen ve tanimlanan protein spotlarinin yogunluklarinin gruplara goére dagilimi
grafiksel olarak sekil 19°de verildi. Belirlenen bu proteinler otomatik spot kesim cihazi (
Exquest Spot Cutter, Bio-Rad, ABD) ile kesildi. Proteinler jel tripsin metodu kullanilarak
tripsin enzimi ile peptidlerine ayrilarak jelden izole edildi ve LC-MS/MS cihazi1 (Waters
Inc., ABD) ile tanimlandi. Elde edilen datanin yakindan incelenmesi ile tanimlanan bu
proteinlerin bir kisminin mitokondriyal, bir kisminin ise niikleer ya da sitoplazmik
proteinler oldugu belirlendi. Bu deneyin PANTHER analizi sekil 20’de verildi. Belirlenen
proteinlerin birbiriyle iligkileri STRING analizi yapilarak ortaya konuldu ( Sekil 21).

Sekil 19. Deney VI’da Belirlenen ve Tamimlanan Protein Spotlarinin Yogunluklarimin

Analizi

IA, 1B, 11, Il vs KAH

[y
o

Protein Spot intensitesi

S B N W A UV OO N ® W

CALR RSSA ACTB K2C8 |DDX39B| SODC | PSME1 | PDIA3 | ANXAl | CAH1 IDHC PPIA PPIB
WmIAvsKAH| 1,29 2,09 2,4519 2,25 1,03 0,56 1,04 1,29 1,63 043 2,41 1,49 0,46
MIBvsKAH| 1,72 3,48 7,3527 3,64 1,55 041 1,45 13 6,59 11 1,74 2,27 1,54
M1l vs KAH 1,55 2,45 3,0442 4,09 1,82 0,81 3,6 1,29 2,25 2,16 2,66 1,84 2,02
HWillvsKAH| 1,26 1,52 2,7701 9,12 2,13 0,67 2,75 1,14 142 1,39 1,32 183 181
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Sekil 20. Deney VI Spotlarinin PANTHER Analizi

MOLEKULER FONKSIYON

m Baglanma

M Yapisal molekiil aktivitesi

w Katalitik reaksiyon aktivitesi
B Antioksidan aktivite

® Transporter aktivitesi

BiYOLOJIK iSLEV

® Uyarana cevap verme
B Gelisimsel islemler

W Hicresel islemler

m Metabolik islemler

W Hiicresel bilesenlerin

organizasyonu ve biogenezi
W Lokalizasyon

PROTEIN SINIFI

W izomeraz

B Nukleik asid baglayici

B Taglyici

N Liyaz

B Hiicre iskeleti proteini
 Kalsiyum-baglayici protein
1 Yapisal protein

m Oksidorediiktaz

HUCRESELYOLAKLAR

M Integrin sinyal yolagi

M Nikotinik asetilkolin reseptor
sinyal yolagi

m Kemokin ve sitokin aracili
inflamasyon sinyal yolagi

® Huntington hastaligi

® Rho GTPase aracili hiicresel

iskeletin diizenlenmesi
® Alzheimer hastaligi - yaglanma ile

iligkili yolak
m TGF-beta sinyal yolagi

m Kaderin sinyal yolagi

Sekil 21. Deney VI Grubuna Ait Tammmlanan Proteinlerin STRING Analizi

— SOD1

GCAI

@PSME].

@DDX39B g

ACTB
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9.  TARTISMA

Endometrium kanserinin olusmasinda ve gelismesinde rol oynayan DNA metilasyonu,
p53, K-ras, B-katenin genlerinin mutasyonlari, mikrosatellit insitabilitesi gibi genetik
degisiklikleri anlamak ve hasta sonuglarini iyilestirmek amaciyla endometrium kanserinin
molekiiler genetigi hakkinda yapilan ¢aligmalar sonucunda CD171, PTEN ve iirokinaz
plazminojen aktivatdr reseptorii gibi belirtecler, endometrium kanserinin tanisinda,

prognozunun tahmininde ve alt tip siniflamasinda kullanilmaktadir® 3.

Endometrium kanserinin molekiiler 6zellikleri hakkinda bilgiler; a. mRNA
ekspresyonunun alt kiimesiyle iliskili olan protein miktari, b. anormal sekilde
karsinogenezde diizenlenen fosforilasyon ve glikozilasyonun dahil oldugu bazi post-
translasyonel modifikasyonlar, c. mRNA miktarinin dl¢iilmesi yolu ile niikleotid
sekanslarini, genomik seviyenin de 6tesinde inceleyerek dnemli l¢ilide tespit edebilme

<. .. 138,1
yetenegine sahiptir 2.

Endometrium kanserinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in gegerli olan
yontemlerin sinirlamalar1 vardir ve bu sinirlamalar1 agmak i¢in kanser proteomik analizinin
genomik ve transkriptomik analizlerden daha bilgilendirici ve kullanighi oldugu 6ne
siiriilmiistir® *°. Ozellikle MS ve diger proteomik temelli yontemlerle ortaya konulan
proteinlerin degisen ekspresyon diizeyleri karsinogenezi anlamak i¢in bilgilendiricidir.
Ciinki kanser ile iligkili iglevler olan protein modifikasyonlar1 ve diger hiicresel olaylar
mRNA miktariyla yansitilamaz. Bununla birlikte endometrium kanserindeki proteinlerin

profil degisikligiyle ilgili ¢ok az ¢alisma mevcuttur.

Li ve ark.'*® 2D MS temelli yontem ile yaptiklar1 proteomik ¢alismasinda endometrium
kanseri dokusuyla, normal endometrium dokusu arasinda degisen protein profillerini ortaya
koymay1 hedeflemislerdir. Endometrium kanseri tanili sekiz hastadan elde ettikleri
endometrium doku 6rneklerinin protein analizinde, biyolojik aktiviteye sahip toplam 99

protein ekspresyon degisimi tespit ettiler. Bu ¢aligmada epidermal yag asidi baglayict
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protein (E-FABP), calcyphosine (CAPS) ve cyclophilin A proteinlerinin endometrium
kanseri tanisinda, prognozunda ve tedavisinde 6nemli olabilecek biyobelirtecler olabilecegi
bildirildi. Ayn1 arastirmacilarin 39 normal endometrium dokusu, 29 EIN dokusu ve 84
endometrium karsinomu dokusunda E-FABP ve CAPS diizeylerini karsilastirdiklar: diger
bir ¢alismalarinda; endometrium karsinomu dokusunda E-FABP diizeyinin 2.64 kat ve
CAPS diizeyinin 2.18 kat arttigini tespit ettiler. Ayrica CAPS diizeyinin arttig1 olgularda

139

sagkalimin distiigiinii tespit ettiler =", Bu iki ¢alismanin sonucunda; CAPS belirtecinin

endometrium kanseri olgularda sagkalim ile iliskili bir prognostik faktor olabilecegi

belirtilmistir*®® *°.

Benzer bir calismada Maxwell ve ark.*! 91 evre | endometrium kanseri olgusu
(endometroid tip n=79, ser6z tip n=12) ile 10 postmenopozal olgudan alinan endometrium
kontrol grubu 6rneklerini protein ekspresyonu agisindan karsilastirdilar ve 209 proteinin
farklilasma gosterdigini tespit ettiler. Bu ¢calismada 6nemli bulunan protein ekspresyon
degisimleri ise ANXA-1 (anneksin 1), ANXA-2, PRDX-1 (peroksiredoksin 1), PRDX-3,
PRDX-4, PRDX-5, PRDX-6, ve COX-2 (sitokrom c oksidaz alt grubu 2) olarak bildirildi.
Bu ¢alismada endometrium kanser dokusunda artan ANXA-2 ve PRDX-1’in spektral
sayim-kaynakli western analizi ve doku mikroarray analizi (TMA) sonucuyla benzerlik

gosterdigi izlendi.

Yoshizaki ve ark**2. Surface Enhanced Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry (SELDI-TOF-MS) proteomik analizi ile 19 endometrium kanseri
dokusu ile 20 normal endometium dokusunu karsilastirdiklarinda, EC-1 ve EC-2 olarak
adlandirdiklari iki proteinin ekspresyon diizeylerinde anlaml degisiklik oldugunu, kanserli
dokularda EC-1 proteininin anlamli sekilde artarken, EC-2 proteininin diistiigiinii, bu iki

proteinin endometrium kanseri tanisinda potansiyel birer biyobelirte¢ olabilecegini

bildirdiler.
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Teng ve ark™®

. erken evre ve ileri evre endometrium kanseri olgularindan ve saglikli
olgulardan elde edilen endometrium dokularinin protein ekspresyon profilini
karsilastirdiklari ¢alismalarinda, PKM2 and HSPAGS diizeylerini ileri evre endometrium
kanseri olgularinda daha yiiksek oranda tespit etmislerdir. Endometrium kanserinin
progresyonunda PKM?2 ve HSPAS5’in 6nemli fonksiyonlara sahip biyobelirteg

olabilecekleri belirtilmistir.

Protein ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalar her ne kadar ¢aligmamiza kiyasla fazla
sayida hasta igeriyor olsalar da, bu ¢aligmalarin bir¢ogunda elde edilen dokularin parafin
blok kaynakli oldugu, bu bloklarin hazirlanmasi asamasinda kimyasal maruziyeti
olabilecegi ve parafin bloklarin hazirlanmasina kadar gecen siirede proteom kaybi
olabilecegi goz ontlinde tutulmalidir. Biz ¢aligmamizda tiim 6rnekleri taze dokulardan elde

ettik ve hepsini ilk dakikalar i¢inde siv1 azot i¢inde dondurarak saklama sansimiz oldu.

Calismamizin verileri degerlendirilirken olgu sayilarinin nispeten az oldugu ve evrelere
gore gruplara ayirmanin, grup basina diisen olgu sayisini daha da azalttig
unutulmamalidir. Bu durum bazi proteinlerde kanserin ¢esitli evrelerinde gozlenen yiikselis
ve diisiislerin sebebi olabilir. Arastirmamizda elde etti§imiz bazi verilerin literatiir ile
uyumsuz oldugunu goérdiik. Ayni zamanda literatiir de kendi igerisinde tutarsizlik
gostermekteydi. Bu durumun en 6nemli sebebinin ¢alismalarda protein ekspresyon tayini
icin farkli farkli yontemlerin kullanilmis olmasi oldugunu diisiiniiyoruz. Biz ¢alismamizda
2D-DIGE tabanlit MALDI TOF/TOF-MS yontemini kullandik ki, pek ¢ok ¢alisma
immiinhistokimya ¢alismasi olup, dokuda ¢ok diisiik diizeyde bulunabilecek proteinleri
ayirt edebilme yetenegi bulunmamaktadir. Kullandigimiz yontem sayisal analiz yapma
giiciinde olup, gozlemci i¢i ve gozlemciler aras1 degisikliklerden en az seviyede

etkilenmektedir. Bu durum elde ettigimiz sonuglarin giivenilir olduguna isaret etmektedir.

Caligmamizda endometrium kanseri olgulariin protein ekspresyonlarinin saglikli ve
kompleks atipili hiperplazi olgularinin protein ekspresyonlariyla karsilastiriimasi
sonucunda K2C8, UAP56, ENOA, ACTB, GRP78, GSTP1, PSME1, CALR, PPIA,
PDIA3, IDHc proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli yiikselmeler izledik.

60



SOD1’in ekspresyon diizeyi kanserin evresi arttik¢a diisiis trendine girmekteydi. Bu
sonugclar protein asir1 ekspresyonunun oldugu kadar, zayif ekspresyonunun da kanserin
evresinin tanimlanmasi ve tedavi plani olusturulmasinda degerli olabilecegini
diistindiirmektedir. CALR aktivitesinin indiiklenmesiyle kanser hiicrelerinde apoptozu
ilerleten bir faktor olabilecegini, boylece postoperatif yeni kemoterapi yontemlerine umut
olabilecegini tespit ettik. Bununla beraber K2C8 ve UAP56 proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri karsinom dokular1 ve kompleks atipili hiperplazi dokusu arasinda
karsilastirildiklarinda; kanserin evresinin artmasiyla K2C8 ve UAP56 diizeyinin arttigini
tespit ettik. Bununla beraber CAH1 ve PPIB proteinlerinin ekspresyonlari kompleks atipili
hiperplazi ile karsinom evreleri karsilastirildiklarinda evre 1A grubunda azalmis bulunmak
ile birlikte, daha ileri evrelerde ekspresyonlarinin arttig1 gézledik. Bu belirtecler arasinda

ileri evre kanser ile en yakindan iligkili proteinler K2C8, UAP56, GRP78 olarak bulundu.

Calismamizda kompleks atipili olgu 6rneklerinden itibaren ayrica evre IB ve evre III
gruplarinda K2C8 ekspresyon diizeyi belirgin olarak yiiksek bulundu. Bu sonug ile tlimor
evresinin ilerlemesi ile K2C8 ekspresyon diizeyinin arttigi, K2C8’in tiimdral hiicrelerin
proliferasyon ve invazyon yetenegi ile iligkili olabilecegi sdylenebilir. Benzer sekilde
endometrial adenokarsinom, adenoakantoma ve adenoskuaméz karsinomlarda K2C8
ekspresyonunun arttig1 immunohistokimyasal olarak gésterilmistirm. Ayrica akciger
adenokanserli olgularda K2C8 diizeyinin kanser hiicrelerinde belirgin olarak arttig1 ve
K2C8’in sag kalim oraniyla belirgin olarak iliskili oldugu tespit edilmistir'*. K2C8
endometrium ve akciger kanserlerinin yani sira bas-boyun bdlgesinin pre-malign ve malign
tiimdrlerinin belirlenmesinde ¢ok iyi bir biyobelirte¢ oldugu bildirilmistir®. Calismamiz
ile benzer sekilde epitel hiicre kokenli tiimor hiicrelerinde K2C8 varlig: tiimor

148 K2C8’in endometrial dokuda asir1 ekspresyon

invazyonuyla iligkili bulunmustur
gostermesi olas1 invaziv tlimoriin belirteci olarak diisiiniilebilinir ve gelecekte yapilacak
caligmalarin sonucunda bu bulgular dogrulanabilinir ise, tedavi planlanmasinda

kullanilabilir.

Caligmamizda; karsinom gruplarinin kompleks atipili hiperplazi grubuyla
karsilastirilmasi sonucunda UAPS56 protein ekspresyon diizeyinin tiim karsinom

gruplarinda yiiksek oldugu ve tiimor ileri evrelere ulastiginda UAPS56 ekspresyon
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diizeyinin daha da arttig1 goriildii. Bu durum endometrial kanserlerde ilk kez gosterildi.

Dominguez-Sanchez ve ark'"’

. UAP56 ekspresyon diizeyinin over ve akciger tiimdrlerinde
arttigini, testis ve cilt tiimorlerinde azaldigini bildirdiler. Ayrica baska bir calismada
UAP56’nin yiiksek diizeyde eksprese olmasi kardiomyositlerde hipertrofiye neden oldugu
gésterilmistirlOS. RNA pargalarinin birlesmesi ve mRNA tasinmasinda UAPS56 rolii goz
Ontine alindiginda, UAP56 protein sentezi ve takip eden hiicre hipertrofisinde dnemli bir
rol oynar.UAP56 ekspresyonunun artisiyla hiicrede protein sentezinin artis1 arsinda iliski
vardir’® 1% UAP56’nin kanser patogenezinde roliiniin ortaya konulmasiyla birlikte kanser

tedavisinde yeni kemoterapotik ajanlarla cevabin daha iyi olabilecegini diistiniiyoruz.

Calismamizda evre 1A, evre Il ve evre III gruplarinda PDIA3 ekspresyon diizeyinin
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda belirgin olarak yiiksek oldugunu tespit ettik. Ayn1
sekilde kompleks atipili endometrial hiperplazili olgu grubuyla karsilastirildiginda, PDIA3
ekspresyon diizeyinin tiim karsinom gruplarinda yiiksek oldugu goriildii. Fakat tiimoriin
evresinin artmastyla PDIA3 ekspresyon diizeylerinde anlaml bir farklilik olusmadigi;
timoriin evresinden bagimsiz bir faktdr oldugu goriildii. PDIA3 jinekolojik kanserlerden
ozellikle ser6z over kanserinde yliksek diizeylerde eksprese olmaktadir. Benzer sekilde
serviks kanserinde de diisiik genel sagkalimli hastalarin %73 tinde PDIA3’iin yiiksek
diizeyde eksprese oldugu gérﬁlmﬁstﬁrm' 9 Gastrik, prostat, 6zefagus, serviks, over,

196 Memenin invaziv

meme gibi farkli kanser tiplerinde PDIA3 ekspresyonu izlenmistir
duktal karsinomu (IDC) tanili 45 hastanin meme dokusu, normal meme dokusuyla
karsilagtirildiginda, IDC grubunda PDIA3 ekspresyonunun anlamli olarak arttig1, grade 3
tiimor ve lenf nodu metastaz1 varligi ile PDIA3 ekspresyon diizeyinin iligkili oldugu
gérﬁlmﬁstﬁrme. PDIA3 geni hiicresel strese cevap olarak yiiksek oranda eksprese olur.
Hasar tanima kompleksinin bir liyesi olarak DNA tamiri ile baglantilidir ve bilinen onarim
fonksiyonlart ile genlere baglanarak gen onariminda potansiyel diizenleyici olarak gorev

ali 1'106' 107

. Timor dokusundaki asir1 ekspresyonu hiicresel diizeyde stresin ve tamir
cabasinin sonucu olabilir. Elimizde invazyon ve prognoz belirteci olarak kullanimi i¢in

yeterli veri yoktur.
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Tiimdr hiicrelerinde fazla eksprese olarak humoral ve hiicresel immun yanitin
olugmasini indiiklemesi dolayisi ile gercek bir tiimdr iligkili antijen olarak kabul edilen
ENOA belirtecinin beyin, meme, serviks, over, mide, kolon, akciger, vs. gibi bir¢cok kanser

109

tipinde ekspresyonu arttig1 gosterilmistir . Meme kanserinde ENOA ekspresyonunun

artmasi, artmis timor boyutu, artmis nodal tutulum ve diisiik sagkalim orani ile iligkili

bulunmugtur™°

. Ayrica ileri evre meme ve akciger kanseri hastalarinda anti-ENOA oto-
antikorlar1 diisiik diizeylerde tespit edilmistir™. Bunun da 6tesinde ENOA izoformlarina
kars1 gelisen otoantikorlarin 6l¢lilmesi, kanserlerin tanisinda ve postoperatif rekiirrens
takibinde dnemli olabilecegi bildirilmistir™*. Pankreas kanseri hastalarinda, gemsitabin
kullanimi anti-ENOA otoantikorlarinin fosforilasyonunu artirarak daha uzun sagkalima
katki saglarl52. Pankreatik duktal adanokarsinoma (PDAC)’l1 hastalarin %62’sinde ENOA
1 ve 2 izoformlarina kars1 otoantikor liretiminin artigini, otoantikor diizeyi serum CA19.9
diizeyi ile birlikte degerlendirildiginde PDAC tanisinda % 95 oraninda basarili oldugunu
bildirdiler'2. Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda evre IA, evre IB ve evre
III gruplarinda ENOA ekspresyonunun belirgin olarak arttig: tespit edildi. Kanser
hiicrelerinde aerobik glikolizin artmasiyla ENOA ekspresyonunda da artis olur. Solid
timorler | mm®” i astiklarinda yavas anjiogeneze bagli olarak hipoksik strese maruz
kalirlar. Glikoliz enzimlerinin ekspresyonlari hipoksi varliginda artar’® °, Elimizdeki
bilgiler 1s181nda endometrium kanserinde, endometrial dokuda ENOA asir1 ekspresyonu,
timor biiytikliigi ile iliskili olabilir. Endometrial kanserde 2 cm’yi gegen tiimor
biiyiikliigiiniin lenf nodu tutulumu ile iligkili oldugu gésterilmistirm. Bu durum goz 6niine

alindiginda ENOA prognostik belirte¢ olarak anlamli olabilir.

Milioli ve ark.™* lenf nodu metastazi olmayan ve lenf nodu metastazi olan meme
kanseri dokularinda TRFE proteinin ekspresyon diizeylerini karsilastirdiklarinda, TRFE
ekspresyon diizeyini lenf nodu metastazi olmayan dokularda daha yiiksek buldular. Bunun
aksine Pendharkar ve ark.™

HER2 pozitif, Ki67 yiiksek) ve HER2-enriched (ER negatif, PR negatif, HER2 pozitif)

ise luminal B HER2 pozitif (ER pozitif ve/veya PR pozitif,
invaziv duktal meme kanserli hastalar1 evrelerine gore gruplandirdiklari caligmalarinda,

TRFE ekspresyon diizeyinin ileri evre invaziv duktal meme kanserinde arttigini tespit

ettiler. Bu bulgular 1s1ginda TRFE diizeyinin belirlenmesi ile kanserin prognozunun daha
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iyi degerlendirilmesi ve hedeflenen kemoterapi rejimlerini gelistirmek i¢in degerli

M2 Calismamizda endometrium kanseri olgular1 kontrol

olabilecegi One siirilmiistiir
grubuyla karsilastirildiginda; evre IB grubunda TRFE ekspresyon diizeyinin azaldigini
ancak evre III grubunda TRFE ekspresyon diizeyinin belirgin olarak arttigini tespit ettik.
Bu durum gruplardaki olgu sayisinin az olmast ile iliskili olabilir ve calismamizda elde
ettigimiz veriler bu proteinin ekspresyonu ile evre arasinda acik iligki tanimlamaktan uzak

kalmustir.

ACTB ekspresyon diizeyi invaziv olan malign melanomda, invaziv olmayan malign
melanomdan daha yiiksek bulunmustur. Ozefagusun skuaméz hiicreli karsinomunda
ACTB ekspresyon diizeyi artarken, 6zefagus adenokarsinomunda azalmistir™® **, Meme
kanseri olgularinda ¢evre dokuya invazyon ve metastaz oraninin artist ile ACTB
ekspresyon diizeyinde artis izlenmistir™*.Calismamizda karsinom gruplari kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, evre IB ve evre III gruplarinda ACTB ekspresyon diizeyinin
yiiksek oldugunu tespit ettik. Ayrica karsinom gruplar1 hiperplazi grubu ile
karsilagtirildiginda, ACTB ekspresyon diizeyinin karsinom gruplarinda belirgin olarak
yiiksek oldugunu tespit ettik. Gliniimiize dek yapilan ¢alismalarda timor hiicrelerinin ¢evre
dokuya invazyon ve metastaz kapasitesi arasinda belirgin bir iligki oldugu belirtilmistir™*
115 Calismamizda bu sonucun endometrium kanseri igin de dogru olabilecegini gdsteren

veriler elde ettik. Bu durum ACTB’nin tedavi planlamasinda kullanilabileceginin bulgusu

olabilir.

Cesitli aragtirmalarda meme, akciger, prostat, over, gastrik, hepatoselliiler, 6zofagus,
renal, endometrium, melanoma, glioma ve fibrosarkom gibi kanser tiplerinde, kanser
hiicrelerinden GRP78 ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. Bununda 6tesinde kanser
hiicrelerinde GRP78 protein diizeyinin metastaz ve ilag¢ direnci ile iliskili oldugu 6ne
siiriilmiistir™® **°. Cali ve ark.®® neoplastik endometrium dokularinda GRP78
ekspesyonunun kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak arttigini tespit ettiler. Luvsandagva

154
K.

ve ar ise endometrial adenokarsinomlu hastalarda protein analizi sonucunda G1, G2

grubunda GRP78 ekspresyonunu, G3 grubundan daha yiiksek diizeyde buldular. Ayrica
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ayni ¢alismada arastirmacilar estrojen reseptorii-pozitif olgularda da GRP78
ekspresyonunu yiiksek buldular ve 6strojenin GRP78 ekspresyonunu artirdigint 6ne
siirdiiler. Lim ve ark.™ ise bes normal over dokusu, bes G3 over karsinomu dokusunda
GRP78 ekspresyonunu karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda; G3 over kanserli olgularin
dokusunda GRP78 ekspresyonunun arttigini bildirdiler. Pendharkar ve ark.**? luminal B
HER?2 pozitif (ER pozitif ve/veya PR pozitif, HER2 pozitif, Ki67 yiiksek) ve HER2-
enriched (ER negatif, PR negatif, HER2 pozitif) invaziv duktal meme kanserli hastalarda
GRP78’in, luminal B HER2 pozitif grupta 2.59 kat, HER2-enriched grubunda 3.62 Kkat,
erken evreli grupta 2.55 kat, ileri evreli grupta 3.32 kat arttigin1 bildirdiler. Tiim bu
calismalar ile benzer sekilde ¢calismamizda kontrol grubuyla karsilagtirildiginda evre IA ve
Evre III hastaliga sahip olgu gruplarinda belirgin olarak artmig GRP78 diizeyleri tespit
ettik. Diger ¢aligmalarda da benzer sonuclar alinmis olmasi nedeniyle GRP78’in

biyobelirteg olarak umut verici oldugu goéz oniine alinmalidir.

Chan ve ark.'® 97 endometrium karsinomu olgusunu sekiz proliferatif endometrium,
20 basit hiperplazi, 11 kompleks hiperplazi, 20 atipik hiperplazi olgusu ile karsilastirdiklar
caligmalarinda, GSTP1 ekspresyonunu non-neoplastik olan gruplarda daha ytiksek
oldugunu, endometrium karsinomu olgularinin %68’inde GSTP1 ekspresyonunda azalma
oldugunu bildirdiler. Ayrica bu ¢alismada myometrial invazyonun, GSTP1 geninin
metilasyonu ve protein ekspresyonuyla iliskili oldugu bildirildi. Chan ve ark.*’ diger bir
caligmalarinda GSTP1 lle'®Val polimorfizmin yliksek gradeli ve derin myometrial
invazyonu olan endometrium kanseriyle iliskisi oldugunu tespit ettiler. Ilging sekilde

Yokoyama ve ark.'*®

ise 63 tane endometrium karsinomu olgusunun % 34.9’unda GSTP1
ekspresyonu oldugunu ve evre 3, myometrial invazyonun 1/2' den biiyiik, lenfovaskiiler

alan tutulumu pozitif, pelvik-paraaortik lenf nodu tutulumu pozitif olan olgularda anlamli
sekilde GSTP1 ekspresyonunun arttigini, GSTP1 ekspresyonunun kétii prognoz ile iligkili

oldugunu bildirdiler. Fiolka ve ark.™>”

nin ¢alismasinda GSTP1 metilasyonunun
endometroid tip adenokarsinom grubunda %68.3, kompleks endometrial hiperplazi
grubunda %52.6, kontrol grubunda %35 oldugu goriilmiistiir. Ayrica yiiksek tiimor grade’i,
myometrial invazyon ve metastatik lenf nodlarinin varliginda GSTP1 ekspresyonunda

anlamli olarak artig izlendigini bildirdiler™’. Calismamizda kontrol grubuyla
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karsilastirdigimizda evre IA, evre IB ve evre II gruplarinda GSTP1 ekspresyonunun
belirgin olarak arttigini tespit ettik. Bununla birlikte GSTP1 proteini i¢in metilasyon
degerlendirmesi yapma sansimiz olmadi. Oysaki proteinin metilasyon sonrasi epigenetik
degisiklikler yolu ile genlerin yap1 ve fonksiyonunu etkileyebildigi bilinmektedir'*®,
GSTP1 biyobelirtec olarak klinik kullanimda yer almasi i¢in metilasyon mekanizmasi ve

epigenetik degisiliklerin etkisi gibi kompleks sorunlarin ¢éziimiine ihtiya¢ vardir.

ACTG1 geninin fazla ekspresyonu kanser hiicrelerinin gogiinii; invazyonunu ve
metastazini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Onceki ¢alismalarda ACTG1 ekspresyonunda
olusan degisikliklere bagl olarak isitme kayb1 ve kanser olusumu goriilmiistiir. Isitme
hiicrelerinde ACTGI geninde birden ¢ok mutasyonun varligi isitme kaybinin derecesiyle
korele oldugu gosterilmistir™®. Yapilan bircok ¢alismada kanser tedavisinde ACTG1
ekspresyonunun baskilanmasiyla kanser hiicresinin goc¢iiniin, invazyonunun ve
metastazinin énlenmesi amaglanmaktad1r159. Molekiiler diizeydeki arastirmalar ACTG1
geninin fazla ekspresyonunun kanser hiicrelerinin migrasyonunu, invazyonunu ve metastaz
yetenegini artirabilecegine ve ACTG1 protein ekspresyonunda olusan degisikliklerin
kanser olusumuna neden olabilecegine dair kanitlar sunmustur™. Calismamizda kontrol
grubuyla karsilastirdigimizda, evre IA ve evre IB gruplarinda ACTG ekspresyon diizeyinin
belirgin olarak arttigini ancak evre II ve evre III gibi ileri evredeki endometrial kanser
grubunda ACTG ekspresyon diizeyinde artig olmadigin1 gordiik. Her ne kadar bu
bulgularin daha genis hasta serilerinde teyit edilmesi gerekli ise de erken evre
endometrium adenokarsinomunda ACTG ekspresyonunun arttig1, bu proteinin tiimdoriin
baslangi¢ asamasinda eksprese oldugu diisiiniilmektedir. Ilerleyen evrelerde bu proteinin
tiretiminin azalmasindan tiimoriin differensiyasyonunun ilerlemesi sorumlu olabilecegi

distiniilmektedir.

Immiin yanitin kontroliinde aktivatdr rolii olan PSME1 proteini ekspresyonunun,
serviks karsinomu ve hepatoselliiler karsinomlarinda azaldigi rapor edilmistir*?®. Ancak
bunun aksine normal 6zefagus dokusuyla karsilastirildiginda kanser grubunda PSME1

ekspresyon diizeyinde artis oldugu bildirilmistir*®. Benzer sekilde PSME1
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ekspresyonunun prostat kanserinde tiimoral hiicrelerin membraninda arttig1 gosterilmis, bu
nedenle prostat kanserinde tiimor belirteci olabilecegi ve hem primer hem de metastatik
prostat kanserinde anti-PSME] antikoruyla tedavi edilebilecegi hipotezi ortaya

125 Bizim ¢alismamizda endometrial karsinom gruplarinin protein analizleri

atilmistir
kompleks atipili hiperplazi grubuyla karsilagtirildiginda, PSME1 ekspresyon diizeyi tim
evrelerdeki karsinom gruplarinda yiiksek olarak tespit edildi. Bununla birlikte normal
endometrium dokusu ile karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik olmadig1 sonucuna
ulasildi. Ileri ki donem ¢alismalarda tiimér biyolojisinde immiinmodiilasyonunun ve

PSMEI proteinin rolii anlasildik¢a, anti-PSME1 antikorunun rekiirren ve metastatik

endometrium kanseri tedavisinde kullanilip kullanilamayacagi tartisma konusu olacaktir.

Saglikli dokular ile karsilastirildiginda, meme kanserli hastalarda, CAH1 ekspresyon
diizeylerinin hem meme kanseri dokusunda hem de hasta kan serumunda artt1g1 tespit
edilmistir. Ilging sekilde, meme dokusunda kalsifikasyon diizeyinin CAH1 diizeyiyle
iliskili oldugu ve asetazolamid uygulanmasi ile CAH1 ekspresyonunun baskilanabildigi

181 CAH ailesinden CAH 9’un yiiksek miktarda ekspresyonu, birgok kanser

belirtilmistir
tipinde metastaz ve kotli prognoz ile iliskili oldugu goriilmiis, CAH izoenzimlerinden CAH
2, CAH 9 ve CAH 12 ekspresyonlarinin endometrial karsinom gelisimiyle iliskisi tizerinde
calismalar yapilmistir*?%% 1% Bununla birlikte endometrial karsinom ile CAH1
ekspresyonu arasindaki iligskiyi inceleyen ¢ok az yayin mevcuttur. Calismamizda kompleks
atipili hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda, CAH]1 ekspresyon diizeyinin evre A harig¢
diger tiim kanser gruplarinda yiiksek oldugu izlendi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
anlamli bir degisiklik olmadig1 sonucuna ulasildi. Bu sonuglar myometrial invazyon, uterus

dis1 yayilim, lenf nodu tutulumlar1 gibi hastayi ileri evreye tasiyan 6zellikler ile CAHI

ekspresyon diizeyleri arasinda iligki olabilecegini diistindiirmektedir.

Punnonen ve ark. endometrial kanser dokusu ile normal endometrium dokusundaki
SOD1 aktivitesini karsilastirdiklarinda, kanser dokusunda SOD1 aktivitesinin normal
endometrium dokusuna gore gok diisiik oldugunu tespit ettiler'®. Benzer sekilde Peji¢ ve
ark.'®® da normal endometrium, endometrial polip, myoma uteri, endometrial hiperplazi ve
endometrial adenokarsinom dokularinda antioksidan enzim diizeylerini

karsilastirdiklarinda SOD1 diizeyinin 6zellikle endometrial adenokarsinom grubunda
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diisiik oldugunu buldular. Beklendigi gibi, SOD izoformlarinin fonksiyonundaki
bozukluklar serbest oksijen radikallerinin temizlenmesini azaltarak potansiyel
karsinojenlerin DNA iizerindeki hasarinin engelenememesine ve sonugta tiimor gelisimi
dahil sayisi1z patolojik degisikliklere neden olur. Tiimor hiicreleri 6zellikle oksidatif stresin
yiiksek seviyelerine maruz kaldiklart i¢in, SOD’un bu hiicrelerde genisletilmis bir etkisinin
olmas1 beklenmektedir'?’. Bizim ¢alismamizda da endometrial karsinom gruplarinin
protein analizleri kompleks atipili hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda, SOD1’in
ekspresyon diizeyi tiim karsinom gruplarinda diisiik olarak izlendi. Elbette bu durumun
kansere yol agan olaylar zincirinde sebep mi sonu¢ mu oldugunu agik¢a ortaya koymak
zordur. Bu durum ROS'un artmis endojen iiretimine bagli SOD1’in tiiketimine ve/veya

SOD1’in mutasyonuna bagli olarak islev gorememesine bagli olabilir.

Yapilan bir ¢ok calismada; esansiyel trombositopeni, primer myelofibrosis hastalarinda
CALR mutasyonu izlenmistir*?®, Ostrojene maruz kalan endometriumda, progesteron
maruziyetine kiyas ile CALR ekspresyonunun daha fazla arttig1 bilinmek ile beraber
endometrial adenokarsinom olgularinda normal endometrium ile kiyaslandiginda, CALR

ekspresyon diizeyinin azaldig1 bildirilmistir*®®

. Calismamizda kompleks atipili
hiperplazi grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek CALR ekspresyonu evre IB’de goriildii.
Ancak ilerleyen evrelerde CALR ekspresyon diizeyinde azalma oldugunu tespit ettik.
CALR proteininin apoptoz gibi immiinojenik hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynayan
yiiksek olgiide korunmus endoplazmik retikulum proteini oldugu goz dniinde
bulunduruldugunda, apoptoza direngli kanser hiicrelerinde diizeyinin diismesi beklenebilir.
Ileride CALR aktivitesinin indiiklenmesi kanser hiicrelerinde apoptozu ilerleten bir faktor

olarak kullaniminin 6niinii acabilecektir.

Prostat, meme, 6zefagus, B hiicreli non-Hodgkin’s lenfomada ANXA1 ekspresyon
diizeyinin diistiigii, hepatik kanserde, hairy cell l6semide, 6zefagogastrik bileske

adenokarsinomlarinda ANXA1 ekspresyon diizeyinin arttig bildirilmistir*?

. Wang ve
ark.'® servikal neoplazi ve malignite olgularindan elde edilen 234 tane serviks dokusunu
degerlendirdikleri ¢alismalarinda en yiikksek ANXA1 ekspresyonunu normal serviks epiteli

dokusunda tespit ettiler. Bu galismada ANXAL ekspresyonu, CIN 1 grubunda normal
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serviks grubuna oranla azalmaktaydi. Bunun 6tesinde CIN 1 ile CIN 3 arasinda ve CIN 3
ile skuamoz hiicreli serviks kanseri arasinda ANXA1 ekspresyonu agisindan anlamli
azalma mevcuttu. Bizim ¢alismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda Evre 1B
endometrium kanserli olgularda ANXA1 ekspresyon diizeyinin artig1 tespit edildi. Fakat
diger gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark yoktu. Ilging sekilde kompleks
atipili hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda, ANXA1 ekspresyon diizeyi tiim karsinom
gruplarinda yiiksekti. Fakat uterus dis1 timoral yayilim durumunda ANXA1 ekspresyon
diizeyinde azalma tespit ettik. Bu sonuclar ile ANXA1 ekspresyon diizeyindeki degisimleri
anlamlandirmak miimkiin olmamak ile birlikte bu durumun g¢alismamizda grup basina

diisen olgu sayisinin az olmasindan kaynakli olabilecegini diigiinmekteyiz.

Son yillardaki ¢alismalarda PPIB’nin meme, karaciger, kolon ve pankreas kanserinde
timdriin malign progresyonunda énemli rol aldig: belirtilmistir'®. Meng ve ark.}® PPIB
ekspresyon diizeyinin mide kanserinde prognostik dnemini arastirdiklar1 calismalarinda,
kanserli dokularin %84.2’sinde ve prekanserdz dokularin %56’sinda PPIB ekspresyon
diizeyinde artis izlendigini bildirdiler. Li Z ve ark.™® ¢alismalarinda endometrial karsinom
dokularinda tespit ettikleri PPIA’nin endometrial karsinogenezin olusumunda 6nemli bir
protein olabilecegini, bir diger ¢calismalarinda ise endometrial karsinom dokularinda
terapGtik olarak PPIA ekspresyonunun baskilanmasiyla tiimériin myometrial
invazyonunun ve metastazinin baskilanabilecegini rapor ettiler'*. Bu sonuglar PPI
proteinlerinin terapotik tedavi hedefi olabilecegini gostermektedir. Zaten hali hazirda
Paklitaksel direnci olan dokularda PPIA diizeyinin yliksek oldugu, PPIA n1 gorev aldig1
MAPK kinaz yolunun baskilanmasiyla paklitaksel direncinin kirilabilecegi bildirilmistir*%.
Ayrica PPIB’nin siklosporin A’y1 baglayarak immiinsiipresyonu kolaylastirici etkisi de
gelecekte tedavi planlari arasinda géz 6niinde bulundurulmalidir. Calismamizda kompleks
atipili hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda, PPIB ekspresyon diizeyi evre 1A hari¢ diger
tiim gruplarda yiiksek olarak izlendi. PPIA ekspresyon diizeyleri ise tiim karsinom
gruplarinda yiiksek olarak bulundu. Bu sonuglar literatiirde bulunmus olan sonuglar ile
birlestirildiginde PPI proteinlerinin endometrial malignitenin aktivitesinde roli oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Literatiirde endometrium kanseri olgularinda 40S ribozomal RNA nin biyobelirteg
veya terapotik hedef olarak kulanilip kullanilamayacagina dair veri olmamak ile birlikte,
calismamizda kompleks atipili hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda, RSSA ekspresyon
diizeyinin tiim karsinom gruplarinda yiiksek oldugunu gordiik. Ttiimoral hiicrelerde
proliferasyon ¢ok hizli oldugu i¢in beklenilebilecegi gibi gen ekspresyonu ve buna bagl
protein sentezi de ¢ok yiiksek diizeydedir. Ribozomal proteinlerde olusacak bir defekt
hiicrenin hiicresel fonksiyonlarini ger¢eklestirmesi i¢in gerekli olan protein sentezinde bir
defekt olusmasina neden olur. Mutant bir genin ekspresyonu sonucunda anormal diizeyde

iiretilen ribozomal proteinler kanser tiplerine 6zgii olabilir"*%,

EF-Tu’nu ekspresyon diizeyleri bir¢ok kanser tipinde degisiklik gdstermektedir. Bu
proteinin ekspresyonu pankreatik ve kolorektal adenokarsinomlarinda, akciger ve 6zefagus
skuamoz karsinomlarinda yiiksek, hepatoselliiler karsinomlarda ise diisiik diizeylerde
bulunmustur™® 3. Chaoyang ve ark."*® 104 tane gastrik adenokarsinom dokusunu, 104
tane normal gastrik mukoza dokusu ile karsilastirdiklar1 calismada, kontrol dokularinin
%62.5’inde, gastrik adenokarsinom olgularinin %47.1’inde ytiksek diizeyde EF-Tu
ekspresyonu tespit ettiler. Ancak serozal invazyon ve nodal tutulumun oldugu ileri
evrelerde EF-Tu ekspresyonunun daha da diisiik diizeyde bulundugunu bildirdiler. Bunun
aksine Lim ve ark.™ over kanseri olgularinda grade ilerledikge EF-Tu ekspresyonunun
arttigini rapor ettiler. Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda, malign
olgularda EF-Tu ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik saptanmazken, sadece
kompleks atipili hiperplazi olgularinda EF-Tu ekspresyon diizeyinde anlamli bir yiikselme

izlendi.

HSP’ler oldiiriicii 1s1 soku, UV 1sinlar, cesitli kimyasallara karsi korunmada hiicreyi
aktive eden ve ayn1 zamanda Ostrojen reseptorleriyle (ER) iliskili oldugu bilinen hiicresel
proteinlerdir. Primer meme kanserinde ER(+) olan hastalarda ER(-) olan hastalara gore
HSPBI1 ekspresyon diizeyinin daha yiiksek oldugu ve meme kanseri ile endometrium

174

kanserinde ER varligiyla HSPB1 varlig1 arasinda iliski oldugu gosterilmistir'". Koya ve

ark.'® normal, hiperplazili ve kanserli 92 endometrial doku 6rneginde; HSPB1 ekspresyon
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diizeyinin 6zellikle endometrial hiperplazi grubunda daha yiiksek oldugu, ayn1 zamanda
hiperplazi zemininden gelisen endometrium kanserinde de eksprese oldugunu bildirdiler.
Benzer sekilde Zagorianakou ve ark."*® 122 endometrial doku érneginde; endometrium
karsinomu olan grupta HSPB1 ekspresyon diizeyinin normal endometrium ve endometrial
hiperplazi grubuna gore ¢ok daha diisiik diizeyde oldugunu tespit ettiler. Bu ¢alismada
endometrial kanserli olgularda, postmenopozal gruba kiyasla premenopozal grupta, ayrica
ER ve PR negatif olan olgulara kiyasla pozitif olan olgularda HSPB1 ekspresyon diizeyi
daha yiiksekti. Fakat HSPB1 ekspresyon diizeyi timdriin grade’i ve evresiyle anlamli
sekilde degismemekteydi. Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece
kompleks atipili hiperplazi grubunda HSPBI1 ekspresyon diizeyinde anlamli olarak artig
izlendi. Endometrial kanser gruplarinda ise anlamli HSPB1 ekspresyon degisimi
goriilmedi. Bu durum hiperplazi tanili olgularin, kanser tanili olgulara oranla nispeten daha
geng yasta olmalari, daha yiiksek estrojen iiretme kapasiteleri ile iliskili olabilir. Bu 6zellik
HSP proteinlerinin endometrium kanserinin prognoz prediksiyonu ve tedavi

planlanlamasinda kullanisli olmayabilecegini gostermektedir.

Kanser gelisiminde ve yaslanmada serbest oksijen radikalleri etkin bir rol oynar.
Glutatiyon hiicrede serbest oksijen radikallerinin etkilerini minimalize eden
antioksidanlardan biridir. IDHc ise glutatiyon rejenerasyonunda rol oynar™>’. IDHc
mutasyonunun analizleri yapilmis; diffiiz glial tiimorlerde 6nemli bir prognostik faktor
oldugu, melanomlarda IDHc mutasyonunun varliginin metastazla iligkili oldugu
goriilmiistiir. IDHc mutasyonunun timér gelisimi ile ilgili iki hipotez 6ne siiriilmektedir; a.
Mutant IDHc tastyan hiicre oksidatif strese karsi daha duyarli hale gelir, b. Mutant IDHc
tastyan hiicre anti kanser ilaglarin serbest oksijen radikallerine karsi daha savunmasiz hale

gelir’

. Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece kompleks atipili
hiperplazi grubunda IDHc ekspresyon diizeyinde anlamli olarak artis izlendigi, endometrial
kanserli gruplarin higbirinde IDHc ekspresyon diizeyinin anlamli olarak yiikselmedigi
goriildii. Fakat endometrial karsinom gruplarinin protein analizleri kompleks atipili
hiperplazi grubuyla karsilastirildiginda IDHc ekspresyon diizeyinin tiim karsinom

gruplarinda yiiksek oldugu goriildii.
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10.  SONUC

Calismamizda normal endometrium dokusunun hangi degisimleri gostererek kansere
doniistiigiinii proteom seviyesinde ortaya koymak ve potansiyel biyobelirte¢ veya
molekiiler terapotik hedef olarak kullanilabilecek yeni protein/protein yolaklar
tanimlamak amaci ile 2D-DIGE tabanlt MALDI TOF/TOF-MS yontemini kullandik. Farkli
ekspresyon gosteren protein spotlari bu yontem ile tanimlanirken, her deney grubu igin
tanimlanan proteinlerin hiicredeki goérevleri PANTHER analiziyle ve proteinlerin birbiriyle

iliskileri STRING analiziyle ortaya konuldu.

Calismamizda endometrium kanseri olgularinin protein ekspresyonlarinin saglikli ve
kompleks atipili hiperplazi olgularinin protein ekspresyonlariyla karsilastiriimasi
sonucunda K2C8, UAP56, ENOA, ACTB, GRP78, GSTP1, PSMEL, CALR, PPIA,
PDIA3, IDHc proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli yiikselmeler izlendi.
SOD1’in ekspresyon diizeyi kanserin evresi arttik¢a diisme egiliminde izlendi. Bu sonuglar
protein asir1 ekspresyonunun oldugu kadar, zayif ekspresyonunun da kanserin evresinin
tanimlanmasi ve tedavi plani olusturulmasinda degerli olabilecegini diisiindiirmektedir.
CALR aktivitesinin indiiklenmesiyle kanser hiicrelerinde apoptozu ilerleten bir faktor
olabilecegini boylece postoperatif yeni kemoterapi tedavi yontemlerine umut olabilecigini
tespit ettik. Bununla beraber K2C8 ve UAP56 proteinlerinin ekspresyonlart kompleks
atipili hiperplazi ile karsilastirildiklarinda; adenokarsinom gruplarinin evresinin artmasiyla
K2C8 ve UAP56 diizeyinin arttigini tespit ettik. Bununla beraber CAH1 ve PPIB
proteinlerinin ekspresyonlar1 kompleks atipili hiperplazi ve endometrial adenokarsinom
evreleri arasinda kargilagtirildiklarinda; CAH1 ve PPIB diizeyinin evre 1A grubunda
azaldigin fakat daha ileri evrelerde diizeyinin arttigini tespit ettik. Bu belirtecler arasinda
ileri evre kanser ile en yakindan iliskili proteinler K2C8, UAP56 ve GRP78 olarak

bulundu.

Endometrium kanserinde gozlenen dliimler; siklikla hastaligin prognozunu dnceden
tahmin etmedeki yetersizlik ve buna bagli uygun tedavi planinin olusturulamamasi ve
ilerleyen zamanda goriilen niiks ve rekiirrens ile iliskilidir. Ozellikle ileri evre kanserler

kemoterapiye ve hormonoterapiye daha az cevap verir. Calisma amacimiz her ne kadar
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terapotik hedef olabilecek belirte¢ bulmak olmasa da asir1 eksprese olan K2C8, UAPS56,
GRP78, proteinlerin terapotik hedef olarak ileri aragtirmalar ile degerlendirilmesine katki

saglayacaktir.

Gliniimiize kadar endometrial kanser olgularinda gergeklestirilen proteomik ¢alismalari
her ne kadar bazi proteinlerin hastalikla iligkisini kurmay1 basarsa da deneysel
yaklasimlardaki eksiklikler, etnik grup farkliliklar1 ve kiitle spektrometredeki verilerinin
yorumlanmasindaki varyasyonlar sonucu halen hastalik ile molekiiler patofizyolojisi

arasindaki iliskisi acik¢a ortaya konulamamuistir.
Calismamizda 6n plana ¢ikan K2C8, UAP56, GRP78 ve CALR proteinlerinin diagnoz,

prognoz tahmini ve terapdtik hedef belirlemek i¢in ileride yapilacak arastirmalarda, daha

genis serilerde tekrar degerlendirilmesinin yararli olacagini diisiiniiyoruz.
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11. OZET

Amagc:

Kompleks atipili endometrial hiperplazi ve endometrial karsinom dokularinin protein
ekspresyonunu, saglikli endometrium dokusunun protein ekspresyonuyla karsilastirmak,
bu sayede diagnoz, prognoz ve molekiiler terapotik hedef amaciyla kullanilabilecek

proteinleri tanimlamak.

Materyal Metod:

Calismaya dilatasyon ve kiiretaj materyalinin histopatolojik incelemesinde “benign
endometrial degisiklikler”, “kompleks atipili endometrial hiperplazi” ve “endometrioid tip
adenokarsinom” rapor edilmis ve bu tanilar ile opere edilen 30 olgu alindi. Hastalarin nihai
patoloji raporlarina gore 6 grupta degerlendirildiler (a. Benign endometrial degisiklikler
(n=7), b. Kompleks atipili endometrial hiperplazi (n=5), c. Evre 1A (n=5), d. Evre IB (n=5),
e. Evre 1l (n=3), f. Evre |1l (n=5)).

Calisma gruplarinin protein profilleri 2D-DIGE teknigi kullanilarak tespit edildi ve
kontrol grubuyla karsilastirildi. Farkli ekspresyon gosteren protein spotlart MALDI
TOF/TOF-MS yontemi ile tanimlandi. Her deney grubu i¢in tanimlanan proteinlerin

PANTHER ve STRING analiziyle hiicredeki gorevleri ve birbiriyle iliskileri belirlendi.

Bulgular:

Calismamizda endometrium kanseri olgularinin protein ekspresyonlarinin saglikli ve
kompleks atipili endometrial hiperplazi olgularinin protein ekspresyonlartyla
karsilastirilmasi sonucunda K2C8, UAP56, ENOA, ACTB, GRP78, GSTP1, PSMEL1,
CALR, PPIA, PDIA3, IDHc proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde anlaml1 yiikselmeler
izlendi. SOD1’in ekspresyon diizeyi kanserin evresi arttik¢a azalma egilimindeydi. CALR
aktivitesinin indiiklenmesiyle kanser hiicrelerinde apoptozu ilerleten bir faktor
olabilecegini boylece postoperatif yeni kemoterapi tedavi yontemlerine umut olabilecegini
tespit ettik. Bununla beraber CAH1 ve PPIB proteinlerinin ekspresyonlar1 kompleks atipili
endometrial hiperplazi ile karsinom evreleri arasinda karsilastirildiklarinda, CAH1 ve PPIB
diizeyinin ileri evrelerde arttig1 gozlendi. Bu belirtecler arasinda ileri evre kanser ile en

yakindan iliskili proteinler K2C8, UAP56 ve GRP78 olarak bulundu.
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Sonug:

Calismamizda 6n plana ¢ikan K2C8, UAP56, GRP78 ve CALR proteinlerinin
endometrium kanserinde diagnoz, prognoz tahmini ve terapotik hedef belirlemek igin
ileride yapilacak arastirmalar ve daha genis serilerde tekrar degerlendirilmesinin yararli

olacagini diisiliniiyoruz.
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12. SUMMARY

Aim :

To compare the protein expression of complex atypical endometrial hyperplasia and
endometrial carcinoma tissues with the protein expression of healthy endometrial tissue,
and by this way, to identify proteins that can be used for diagnosis, prognosis and
molecular therapeutic targets.

Material Method:

After local ethical committee approval, we made dilatation and curettage (D & C) to
the patients who had an abnormal uterine bleeding and postmenopausal bleeding
symptoms. Histopathological examination of the D & C material had reported "benign
endometrial changes”, "complex atypical endometrial hyperplasia™ and "endometrioid
adenocarcinoma” and 30 patients ,who underwent surgery with these diagnosis, were
studied.

Six study groups were determined according to the patients final pathology report: a.
Benign endometrial changes (group 1, n = 7, the control group) b. Complex atypical
endometrial hyperplasia (group 2, n = 5), c. Stage 1A endometrioid adenocarcinoma (group
3, n =5), d. Stage IB endometrioid adenocarcinoma (group 4, n = 5), e. Stage 1l
endometrioid adenocarcinoma (group 5, n = 3), f. Stage 111 endometrioid adenocarcinoma
(group 6, n =5).

Protein profiles of the study groups were detected using 2D-DIGE technique and
compared to the control group. Protein spots which showing different expression, were
defined by MALDI TOF / TOF-MS method. For each test groups, the functions and the
relations of the defined proteins in the cell were determined by PANTHER and STRING

analysis, respectively.

Results:

In our study, comprasion of the results of protein expression of endometrial cancer
cases with protein expression of healthy and complex atypical hyperplasia cases revealed
significant elevations in the expression levels of K2C8, UAP56, ENOA, ACTB, GRP78,
GSTP1, PSMEL, CALR, PPIA, PDIA3 and IDHc proteins. The expression of SOD1 levels

had a tendency to decline with the increase of the stage of the cancer. We identified a factor
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that may promote apoptosis in cancer cells by inducing the activity of CALR so that it
might be a hope for the new postoperative chemotherapy treatments. However, when the
expression of the CAH1 and PPIB proteins were compared between complex atypical
endometrial hyperplasia and carsinoma stages, it has been observed that CAH1 and PPIB
levels were increased in advanced stages. Among these markers, the most closely related
proteins with advanced stage cancer were found to be as K2C8, UAP56 and GRP78

proteins.

Conclusion:

We think that it would be useful to make researches in the future to determine the
diagnosis, prediction of prognosis and identifying therapeutic targets of the highlighted
proteins of our study that are K2C8, UAP56, GRP78 and CALR in endometrial cancer and

also recurrent investigations in larger study series would be useful.
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