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Baglik: Normal Endometriyum, Endometriyal Hiperplazi ve Endometriyum Kanserlerinde

EZH2 Proteininin Molekiiler Ydntemlerle Degerlendirilmesi

Ogrencinin adi: Oya KORKMAZ
Damisman: Prof. Dr. V. Seving INAN
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Bu calismada, malignite agisindan iki farkli insan endometriyum kanser hiicre
hatlar1 ile normal endometriyum, endometriyal hiperplazi ve endometriyum kanserlerinde
Enhancer of Zeste Homolog-2 (EZH2) nin roliiniin arastirilmasi: amaglanmuistir.

Gerec ve Yontem: Insan endometriyum kanseri hiicre hatlar1 Ishikawa ve MFE-319
(ACC-423) ile; normal endometriyum, endometriyal hiperplazi ve endometriyal
adenokarsinom orneklerinde EZH2 proteininin indirek immunohistokimyasal ve Western
blotting yontemleri ile degerlendirilmesi yapilmistir. TUNEL yontemi ile % apoptotik
indeksler belirlenmistir. EZH2 proteininin immunoreaktivite boyanmalari hafif (1), orta (2),
siddetli (3) ve ¢ok siddetli (4) olarak belirlenmistir. Boyanan hiicre sayilar1 % olarak sayilip,
boyanma siddetleri ile H—skor elde edilerek, sonuglar One-way ANOVA istatistiksel testi ile
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Calismada, malignite agisindan farkli iki insan endometriyum kanser hiicre
hattt EZH2 immunoreaktivitesi agisindan karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde; agresif
olan MFE-319 insan endometriyum hiicre hattinda ¢ok siddetli (4) gézlenirken, Ishikawa
hiicrelerinde hafif/orta (1/2) olarak izlenmistir (p<0,05). Histopatolojik degerlendirmenin
ardindan endometriyum &rneklerinde EZH2 immunoreaktivitesi degerlendirildiginde, normal
endometriyumdan hiperplaziye gec¢is ve endometriyal hiperplaziden karsinogeneze gegis
stireclerinde istatistiksel olarak anlamli artmis EZH2 immunoreaktivitesi izlenmistir. %
TUNEL indeksleri degerlendirildiginde kanser gelisiminin ileri evrelerinde TUNEL pozitif
hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu belirlenmistir. Western Blotting
yontemi ile EZH2 proteini varligi insan endometriyum kanser hiicre hatlarinda saptanmustir.

Sonug¢: Malignite yoniinden farkli iki farkli insan endometriyum kanser hattinda ve
normal endometriyumdan, endometriyal hiperplaziye ve karsinogenez siirecinde EZH2
proteininin prognostik faktér ve kanser tedavisinde hedef molekiil olarak 6nemi ortaya
konulmustur.

Anahtar Kelimeler: EZH2, endometriyum hiperplazisi, endometriyum kanseri,

immunohistokimya, western blotting, TUNEL



Title: Investigating of the EZH2 Protein in Normal Endometrium, Endometrial Hyperplasia
and Endometrium Cancers with the Molecular Methods.

Student name: Oya KORKMAZ

Supervisor: Professor Doctor V. Sevinc INAN

Department: Histology and Embryology Department

2. SUMMARY

Objective: The aim of this study, in terms of malignity, is to investigate the Enhancer of
Zeste Homolog-2 (EZH2)’s role in two different human endometrium cancer cell lines and
in the normal endometrium, endometrial hyperplasia and endometrium cancers.

Material and methods: On the human endometrium cancer cell lines Ishikawa and MFE-
319 (ACC-423); normal endometrium, endometrial hyperplasia and endometrial
adenocarcinoma samples, the evaluation of EZH2 protein was made with the indirect
immunohistochemical and Western blotting methods. With the TUNEL method, the
percentage of apoptotic indexes was evaluated. The immunoreactivity staining of the EZH2
protein was detected as light (1), medium (2), strong (3) and very strong (4). Stained cell
numbers were counted as percent rate, with the staining intensity, the H-score was obtained,
and then the results were evaluated by using the One-way ANOVA statistical test in a
comparative manner. P<0,05 was accepted as significant.

Results: In this study, the two different human endometrial cell lines were evaluated
comparatively with the EZH2 immunoreactivity in terms of malignity. The aggressive
MFE319 human endometrium cell line was strongly (4) stained, meanwhile the Ishikawa cells
were stained as light/medium (1/2) degrees (p<0,05). After the histopathologic evaluation,
when the EZH2 immunoreactivity was evaluated in the endometrium samples, at the transition
at normal endometrium to hyperplasia and at the transition of endometrial hyperplasia to
carcinogenesis process; statistically increased EZH2 immunoreactivity was observed. When
the percent of TUNEL indexes were evaluated, at the later stage of cancer progression,
TUNEL positive cell numbers increased in a statistically significant manner. With the Western
Blotting method, EZH2 protein presence was detected at the human cell lines.

Conclusion: In the two different human endometrium cancer cell lines that differ in the
way of malignity and from the normal endometrium to endometrial hyperplasia to the
carcinogenesis process; the significance of the EZH2 protein was revealed as a prognostic
factor and as a target molecule in cancer treatment.

Keywords: EZH2 protein, endometrial cancer, endometrial hyperplasia,

immunohistochemistry, Western Blotting, TUNEL
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3. GIRIS

Kanser; tip alanindaki biiytlik ilerlemelere ragmen, hala her toplum i¢in énemli bir saglik
sorunu olma 6zelliginde olup, insan saglik sistemi iizerinde sosyal ve ekonomik etkileri olan
onemli bir problemdir. Teshis, korunma yontemleri ve tedavilerdeki gelisimlere ragmen bu
hastalik diinyada ¢ogu hastay1 olumsuz yonde etkilemekte, yasam kalitesini diisiirmekte ve

diinyadaki 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir (Davoidi ve ark. 2013).

Endometriyum kanseri, gelismis iilkelerde en sik goriilen jinekolojik kanserler arasinda
dordiincii sirada yer almaktadir (Burke ve ark. 2014). En sik 55-65 yas arasinda goriiliir ve 40

yasin altinda nadirdir.

Endometriyum kanseri, etiyolojik ve klinik bulgularina gore Tip 1 ve Tip 2 olarak
siiflandirilmaktadir. Tip 1 endometriyum kanseri, dstrojen bagimli olup, olgularin % 80-
90’11 olusturmakta, menopoz dncesi ve peri-menopoz donemindeki kadinlarda daha siklikla
rastlanmaktadir. Tip 2 endometriyum kanseri ise ostrojenden bagimsiz olup, olgularin % 10-
20’sini olugturmakta, post-menapoz donemindeki kadinlarda ve atrofik endometriyum

zemininde gelismektedir (Zhou ve ark. 2013).
Endometriyum kanseri i¢in en 1iyi bilinen risk faktorleri asagida belirtilmistir:

Obezite

Adrenal veya over kokenli onciillerin yag depolarinda dstrojene doniismeleri
Diyabet

Hipertansiyon

<N S X

v Infertilite: dogum yapmamus ve siklikla anovulatuar siklus igeren kadinlar.
Bu risk faktorlerinden bazilar1 artmis dstrojen uyarisini isaret eder gercekten de siiresi ve
dozajina bagimli uzun siireli 6strojen replasman tedavisi ve Ostrojen salgilayan over tiimorleri

kanser gelisim riskini artirmaktadirlar (Robins ve ark. 2011).

Menstriiel siklus, 28 giinde dstrojen ve progesteron etkisi ile ger¢eklesmektedir. Siklusun
proliferasyon evresinde, ovaryumdan salgilanan Ostrojenin etkisi altinda endometriyumun
fonksiyonel tabakasi kalinlasir, uterus bezleri uzar ve yiizeye dogru diiz olarak ilerler.

Kivrintili (spiral) arterler endometriyumun derin bdlgelerinde goriiliir (Rosai 2004).



Menstriiel siklusun sekresyon evresi, olgun folikiiliin ovulasyonundan sonra baslar.
Endometriyumdaki ek degisiklikler, aktif korpus luteum tarafindan salgilanan ostrojen ve
progesteronun etkisi ile olmaktadir. Sonu¢ olarak, endometriyumun fonksiyonel ve bazal
tabakalari, lamina propriyadaki artmis salgi bezlerinin sekresyonlari ve 6dem nedeniyle
kalinlasir.

Progesteron diizeyine gore rolatif Ostrojen fazlaligi, belirgin olarak veya uzun siire
endometriyumu etkilerse endometriyumda pre-neoplastik olabilecek hiperplazi meydana
gelir.

Hiperplazinin siddetine gore, yapisal degisim ve sitolojik atipi bulgular1 géz Oniinde
bulundurularak basit hiperplazi, kompleks hiperplazi ve atipik hiperplazi olarak siniflandirilir.
Bu ii¢ kategori asir1 Ostrojenin seviyesi ve siiresine bagli olarak ardisik diizen gosterir.
Zamanla hiperplazi, 6strojen varligina gereksinim duymaksizin bagimsiz olarak ¢ogalmaya
devam eder (Robins ve ark. 2011).

Kanser gelisim riski hiperplastik degisikliklerin siddetine ve hiicresel atipiye baglidir. Her
asir1 Ostrojen seviyesi endometriyal hiperplaziye neden olabilir. Potansiyel katki yapan
etkenler arasinda, menopoz doneminde izlenen ovulasyon yetmezligi; progestin ile
dengelenmeyen uzamig 9strojenik steroid uygulanmasi; dstrojen lireten polikistik overler gibi
over lezyonlari; kortikal stromal hiperplazi; overin graniiloza-teka hiicreli tiimorii
bulunmaktadir. Atipik hiperplazi saptanmasi durumunda, olgu kanser varligi acisindan
dikkatle degerlendirilmeli ve yinelenen endometriyal biopsiler ile izlenmelidir.

Endometriyal hiperplazi ve kanser gelisiminde hormonal faktorlerin etkisiyle hiicre
cogalmasi, farklanmasi ve goclinde molekiiler hiicre sinyal yolaklar1 ve transkripsiyon
faktorleri 6nemli rol oynamaktadir. Hiicreye iletilen gesitli faktorlerin etkisi sonucunda
sitoplazmik sinyal kaskadi baglamakta ve bu etki hiicre ¢ekirdegine iletilerek transkripsiyon
etkilenmektedir.

Hiicre ¢ogalmasi tizerinde etkili sinyal faktorleri arasinda yer alan ve son yillarda kanser
gelisim siirecinde etkili olabilecegi belirtilen Enhancer of Zeste Homolog-2 (EZH2) proteini,
7935 tzerinde EZH2 gen lokusunda bulunan, policomb- (PcG) grubuna ait bir proteindir
(Yamaguchi ve Hung 2014). PcG ailesi iiyeleri, hiicre ¢ogalmasi siirecinde kromatin
diizenlenmesini kontrol ederek, baskilayici transkripsiyonel genlerden sorumlu multimerik

protein kompleksini olustururlar.



EZH2 proteini, Polycomb Repressive Complex-2 (PRC2)’nin bir enzimatik alt-birimidir.
Histon 3 lizin 27 metillenmesini (H3K27me3) indiikleyen ve spesifik gen transkripsiyonunu
susturan epigenetik bir diizenleyicidir. Boylece kromatin kondansasyonuna yol agmaktadir
(Yamaguchi ve Hung 2014; Xu ve ark. 2016).

EZH2’nin ekspresyonu cesitli onkojenik transkripsiyon faktorleri, tiimdr baskilayic
mikroRNA (miRNA)'lar ve kanserle iliskili kodlayici olmayan RNA’lar ile diizenlenir. Ayrica
EZH2 aktivitesi kanserde diizenlenmesi bozulan post-translasyonel modifikasyonlar
tarafindan kontrol edilir.

Normalde, EZH-2 proteini, miRNA-101, EZH2 i¢in kodlanan mRNA translasyonunu
inhibe etmektedir (Yamaguchi ve Hung 2014). Bu mikro RNA genin kaybi, EZH2 nin
iiretiminin artmasina yol agmaktadir.

EZH-2 proteini, embriyonik ektoderm gelisimi, VAV1 (VAV1 Guanine Nucleotide
Exchange Factor-VAV1 Guanin Niikleotid Degisim Faktoril) onkoproteini ve X’e baglh
niiklear protein (XNP) ile iliskili bir proteindir. Hematopoetik ve santral sinir sistemlerinin
gelisimleri lizerinde de 6nemli rol oynamaktadir. EZH2 gen mutasyonunun kafa kemik yapisi
ve farkli norolojik sistem bozukluklari ile seyreden Weaver sendromuna yol agtigi
gosterilmistir.

Histon metilasyonunun artisinin  tiimor baskilayic1  genlerin  ekspresyonlariin
susturulmasina neden olmasindan dolayi, EZH2’nin artmis ekspresyonunun kanser
gelisiminde onemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. EZH2’nin kanseri baslatmasi,
gelistirmesi, ilerletmesi, metastaz ve ila¢ direncinde onemli rol oynayabilecegine yonelik
caligmalar 6nem kazanmistir (Kim ve Robert 2016).

Prostat (YYang ve Yu 2013), deri (Collett ve ark. 2006; Ougolkov ve ark. 2008) ve meme
(Bachmann ve ark. 2006; Wang ve ark. 2012) karsinomalarinda, EZH2’nin artmis
ekspresyonu cesitli molekiiler yontemlerle gosterilmistir. EZH2-hedefleyen ilaglarin beyin ve
prostat kanserlerinde ilerlemeyi inhibe ettigine yonelik olarak pre-klinik ¢alismalar devam
etmektedir (Wang ve ark. 2012).

Bu ¢alismada, EZH2 proteininin malignite agisindan iki farkli insan endometriyum
kanseri hiicre hattinda ve proliferasyon ve sekresyon evrelerinde alinan normal
endometriyum, basit-atipisiz endometriyal hiperplazi, kompleks-atipili endometriyal
hiperplazi, Tip | endometriyal adenokarsinom, Tip Il endometriyal adenokarsinom

orneklerinde karsilastirmali olarak arastirilmasi amaglanmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Mir-101_microRNA_precursor_family
http://en.wikipedia.org/wiki/Ectoderm
http://en.wikipedia.org/wiki/ATRX

Formalin ile tespit edilerek parafine gomiilen patolojik doku drneklerinde histopatolojik
degerlendirmenin ardindan EZH2 proteininin indirek immunohistokimyasal ve western
blotting yontemleri ile degerlendirilmesi ve TUNEL yontemi ile apoptotik indekslerin
belirlenmesi yapilmistir. Sonuglar One-way ANOVA istatistiksel testi ile degerlendirilerek;
normal endometriyumdan hiperplaziye gecis ve endometriyal hiperplaziden karsinogeneze
gecis stireglerinde, EZH2 proteininin immunolokalizasyonu ve protein varligi belirlenerek, bu
stireglerde EZH2 proteininin prognostik ve terapotik olasi hedef molekiil olarak 6nemi ortaya

konmustur.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Uterus Gelisimi ve Histolojisi

4.1.1. Uterus Gelisimi

Kadin tireme sisteminde, primordiyal germ hiicreleri (PGH) ilk kez embriyonik gelisimin
2. haftas1 sonunda epiblast’tan farklanarak ortaya ¢ikmaktadir. PGH’leri daha sonra vitellus
kesesinin kaudal kisminda, allantoise yakin duvarinda sayilarini arttirarak, dorsal mezenter
boyunca ¢ogalarak ameboid hareketler ile go¢ ederler ve 5. hafta’da arka karin duvarindaki
gonad taslaklarina ulasirlar (McCluggage 2011; Moore 2008; Sadler 2011).

Gonad taslaklari, 5 haftalik insan embriyosunda orta ¢izginin her iki yaninda
mezonefrozla dorsal mezenter arasinda yer alan bir ¢ift ¢ikinti olarak ortaya cikarlar
(McCluggage 2011; Moore 2008; Sadler 2011).

Besinci haftanin basinda, primitif gonadlara ulasan PGH’lerinin indiikleyici etkileri ile
gonadlar gelisir. PGH’lerinin primitif gonadlara ulagmalarindan hemen 6nce genital sirttaki
epitel hiicreleri ¢ogalarak alttaki mezensim igine gomiiliirler. Bunlar burada da primitif
cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan diizensiz hiicre topluluklarini olustururlar. Yiizeyinde
oldukca kalin bir kdlom epiteli bulunmaktadir. Bu tabakanin altindaki mezensim igerisinde
kolom epiteli altinda ve cinsiyet kordonlar1 arasinda ¢ok sayida PGH bulunur. Gelisimin bu
doneminden 7. haftaya kadar erkek ve disi gonadlar birbirlerinden ayrilamadiklarindan bu
donem ““farklilasmamis gonad” olarak tanimlanir (McCluggage 2011; Moore 2008; Sadler
2011).

Embriyonun cinsiyetinin fertilizasyon sirasinda belirlendigi ve tiimiiyle spermatositin X
veya Y kromozomuna sahip olmamasina bagli oldugu sdylenebilir. XX cinsiyet
kromozomuna sahip bir embriyoda, primitif germ hiicresi gruplari igeren diizensiz kiimeler,
overin meduller bdlgesinde yerlesmiglerdir. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra, kaybolarak
yerlerini vaskiiler bir stromaya (ovarian medulla) birakirlar (16). Kadin lireme sisteminde
gonadin yiizey epiteli, gogalmaya devam eder. Yedinci haftada bu epitelden kortikal kordonlar
ad1 verilen ikinci nesil kordonlar gelisir. Kortikal kordonlar altlarindaki mezensimin igine
gomtliirler ancak, yiizeye yakin kalmaya devam ederler. Dordiincii ayda, bu kordonlar izole

hiicre kiimelerine ayrilirlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Primordiyal Germ Hiicrelerinin Farklanmamis Gonad Uzerine Etkileri

Bu kiimelerdeki hiicreler cogalmaya devam eder ve her oogoniumun etrafin1 follikiiler
hiicreler denilen bir epitel hiicresi tabakasiyla sararlar. Follikiiler hiicreler oogoniumlarla
birlikte primordiyal follikiilii meydana getirir.

Altinct haftada hem erkek hem disi embriyolarinda iki ¢ift genital kanal olugmaktadir
(Sekil 2).

1. Mezonefrik kanal (Wolff kanal1) : Mezonefrozdan kloakaya dogru uzanan kanaldir.

Erkek tireme sistemi ile ilgili genital kanallar (duktus epididimis, duktus deferens) bu

kanaldan gelismektedir.

Paramezonefrik kanal (Miiller kanal1) : K6lom epitelinin tirogenital 6n-dis yan yiizeyi
tizerinde ve Wolff kanalina paralel uzanir (McCluggage 2011; Moore 2008; Sadler 2011).

2. Kanal, karin bosluguna kranial ucundan huni benzeri bir yapiyla agilir.

Disilerde ana genital kanallar paramezonefrik kanallardan gelisir. Baslangigta her kanalda
tanimlanabilir ii¢ kisim vardir. Bunlar;

a) Karin bosluguna agilan kranial vertikal parga
b) Mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal kisim

c) Karsi taraftan gelen esiyle birlesen kaudal vertikal kisim
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Sekil 2. Embriyonik Gelisim Evrelerinde Over ve Genital Kanallar

A. Gelisimin 7. haftasindaki bir overden gecen ve primitif (medullar) cinsiyet
kordonlarinin dejenerasyonunu ve kortikal kordonlarin olusumunun gosterildigi transvers

kesit; B. Gelisimin 5. ayinda over ve genital kanallar.

Overlerin asag1 inisiyle birlikte ilk iki kisimdan uterus tiipleri (fallop tiipleri) gelisir. Kaudal
yonde, once mezonefrik kanalin lateralinde seyreder, ardindan onu 6nden caprazladiktan
sonra kaudo-medial yonde biiylimeye devam eder. Orta hatta, karsi tarafin paramezonefrik
kanaliyla temasa geger. Baglangigta bir septumla birbirinden ayrilmis olan bu iki kanal, daha
sonra birleserek uterus kanalini olusturur. Kanallar orta hatta birlestikten sonra, pelvis iginde
transvers katlant1 olusur. Birbirleriyle kaynagsmis paramezonefrik kanallarin lateralinden,
pelvis duvarlarina dogru uzanan bu katlant1 uterusun broad ligamentidir. Bu ligamentin tist
smirinda uterus tiipleri, arka yiiziinde de overler yer alir. Uterus ve broad ligamentler, pelvisi
uterorektal pos ve uterovesikal pos seklinde ikiye boler. Kaynasan paramezonefrik
kanallardan uterusun korpusu ve serviksi gelisir. Bunlarin etrafi uterusun muskuler tabakasini
(miyometriyumu) ve peritoneal Ortiislinii (perimetriyum) meydana getiren bir mezensim
tabakasiyla sarilir (Sadler 2011).

Paramezonefrik kanal, lirogenital sirtin anterolateral ylizeyindeki epitelin uzunlamasina bir
invajinasyonu seklinde ortaya c¢ikar (Sekil 2). Kanal, karin bosluguna kranial ucundan huni

benzeri bir yapiyla agilir.



Birlesen kanallarin kaudal ucu, iirogenital sinusun arka duvarina dogru ilerleyerek

paramezonefrik veya miillerian tiiberkiil denilen kiiclik bir sislik olustururlar. Mezonefrik
kanallar, iiregenital sinusa miillerian tiiberkiiliin iki yanindan agilirlar (Moore 2008; Sadler
2011). WNT4 bir over belirleyici gendir. Bu gen, niikleer hormon reseptor ailesinin bir iiyesi
olan ve SOX9’un islevini inhibe etme 6zelligine sahip DAX1’1 aktive eder. Ayrica WNT4 de
overin diferansiyasyonundan sorumlu olan hedef genlerin ekspresyonunu kontrol eder. Hedef
genlerden biri TAFII105 geni olabilir. Overin follikiiler hiicrelerinde bu genin protein {iriinii,
RNA’nin TATA baglayan proteini i¢in bir alt tirindiir (Sadler 2011). Cinsiyet farklanmasinda
ostrojenlerin de rolii vardir. Paramezonefrik kanallardan dstrojenlerin etkisiyle fallop tiipleri,
uterus, serviks ve vajenin iist kistmlar1 meydana gelmektedir. Ostrojenler ayn1 zamanda dis
genital organlar lizerinde de etkili olarak labia major, labia mindér, klitoris ve vajenin alt
kisimlarinin gelismesine de katkida bulunmaktadir.
Sonug olarak; tuba uterinalar, uterus ve vajinanin list boliimii, uterusun sag ve sol diiz
ligamentleri, rekto-uterin kese ve veziko-uterin kese Miiller kanalindan gelisirken (Moore
2008), endometriyal stroma ve myometriyum ise splanknik mezenkimden (McCluggage
2011; Moore 2008; Sadler 2011). Gebeligin 20. haftasina kadar endometriyum, tek katl
prizmatik epitel ile doselidir ve epitel altinda kalin bir fibroz stroma ile desteklenir. 20.
haftadan sonra yiizey epiteli stromaya invajinasyon gostererek myometriyuma dogru yayilan
glandiiler yapilar1 olusturur, gelisim 24. haftada tamamlanir (McCluggage 2011; Moore 2008;
Sadler 2011).

4.1.2. Uterus anomalileri

Uterus duplikasyonlari, paramezonefrik kanallarin uzunluklar1 boyunca veya herhangi
bir bolgesinde kaynasamamalar1 sonucu olusur. En siddetli formu olan uterus didelfis’te iki
uterus vardir. En hafif formu ise, uterus arkuatus olarak bilinen uterus korpusunun
ortasindan liimen i¢ine dogru hafif bir ¢ikintinin oldugu durumudur (Sadler 2011).

Sik goriilen uterus anomalilerinden biri de, uterusun ortak bir vajene iki boynuz seklinde
acildig1 uterus bikornistir. Bu anomali primatlarin altinda yer alan memelilerin bir ¢ogunda
normal bir durumdur (Sadler 2011).

Paramezonefrik kanallardan birinin tam veya kismen atrezik oldugu durumlarda
rudimenter parca genellikle vajene acilmadigindan buna bagli komplikasyonlar goriilebilir.

Bir rudimenter boynuza sahip uterusa uterus bikornis unikollis denir (Sadler 2011).
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4.1.3. Uterus Anatomisi ve Histolojisi:

Pelviste mesane ile rektum arasinda bulunan uterus, kalin miiskiiler duvarl, i¢i bos, armut
seklinde bir organdir (McCluggage 2011; Ovale ve Nahirney 2009; Bentley ve ark 2009).
Pelvik peritonla sarilmis round ligament ve utero-ovarian ligament’ler ile desteklenir (14).
Dogum yapmamis kadinlarda yaklagik 30-40 gr agirliginda, 7,5 cm uzunlugundadir.

Uretkenlik caginda normal bir uterusun boyutlar1 ve agirligi gebelige gore oldukea
degiskenlik gosterir (McCluggage 2011). Liimeni tuba uterinalar ile devam eder (R0sS ve
Pawlina 2014).

Yapi ve fonksiyon bakimindan incelediginde korpus ve serviks olmak iizere iki ana kisima
ayrilmaktadir. ikisi arasindaki daralmis kisma isthmus ad1 verilmektedir (Rosai 2011; Bentley
ve ark 2009; Dere 1994). (Sekil 3).

Korpus, uterusun biiyiik ist kismidir. Anteriyor yilizeyi diiz, posteriyor yiizeyi konvekstir.
Govdenin tuba uterina baglantisinin istiinde genisleyen yuvarlak pargasi fundus olarak
adlandirilmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Serviks, uterusun alttaki silindir bi¢imli kismudir ve istmus tarafindan uterusun
govdesinden ayrilmaktadir. Serviksin liimeni olan servikal kanal, her iki ucunda dar
acikliklara sahiptir. Fibromiiskiiler bir bileske olan internal os, uterus bosluguna agilir ve
uterusun miiskiiler yapidaki korpusunu fibréz yapidaki serviksten ayirir (McCluggage 2011).
Eksternal os ise vajinaya agilir (Ovale ve Nahirney 2009; Ross ve Pawlina 2014). Bu alanda
yer alan endoservikal bezlerin salgilama etkinligi Ostrojenler tarafindan diizenlenir ve
ovulasyon zamani salgilama en yiiksek diizeyine ulasir. Bezlerin salgisi, cinsel iliski sirasinda
vajinay1 kayganlastirir ve bakterilerin uterus bosluguna gecmesini engelleyen koruyucu bir

bariyer olarak iglev goriir (Kierszenbaum 2006).
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Sekil 3. Uterus’un Anatomik Yapisi

Uterus, histolojik olarak endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum (adventisya,

seroza) olmak tizere li¢ tabakadan olusur (Sekil 4).

Endometriyum: Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum, tek sirali kinosilyali
prizmatik yiizey epiteli, basit tiibiiler yapidaki uterus bezleri ve hiicreden son derece zengin
stroma kismi1 olan lamina propriya’dan olusur. Endometriyum her ay fertilize bir ovumun
implantasyonu ve beslenmesi i¢in hazirlanir (Ovale ve Nahirney 2009; Ross ve Pawlina
2014). Endometriyum’un iist 2/3 kismui stratum fonksiyonalis ismini alir, pars kompakta ve
pars spongioza olarak iki kisimda incelenir (Sekil 5). Uretkenlik ddneminde endometriyumun
fonksiyonalis tabakas1 menstriiel siklus hormonlarin etkisi ile morfolojik degisikliklere ugrar.
Endometriyum’un alt 1/3 kismu ise stratum bazale olarak isimlendirilir ve endometriyal
bezlerin ve arterlerin kok kisimlarint igerir (McCluggage 2011). Bu bazal kismin 6zel
kanlanmasindan dolayr mensturasyonda dokiilmeden kalarak yiizeyel tabakanin
rejenerasyonunu saglar. Endometriyumu besleyen kan damarlari bu tabakanin biiyiik bir
boliimiiniin periyodik olarak dokiilmesinde 6zel bir 6neme sahiptir. Arkuat arterler dairesel

olarak miyometriyumun orta tabakalarinda yerlesmistir.
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Bu damarlardan endometriyumu kanlandiran iki grup damar c¢ikar. Stratum bazalisi
kanlandiran arterler diiz arterler, stratum fonksiyonelisi kanlandiran arterler spiral arterlerdir

(Rosai 2011; Ovale ve Nahimey 2009).
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Sekil 5. Uterus Endometriyumunun Histolojik Yapisi
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Miyometriyum, ortada yer alan ve en kalin tabakadir. Birbirine bagh diiz kas
demetlerinden olusmustur. Diiz kas demetleri uterusun islevi ile iligkili olarak sinirlar1 tam
ayirt edilemeyen {i¢ tabaka seklinde diizenlenmistir. I¢ ve dis tabakadaki hiicreler genellikle
longitudinal, orta tabakada yer alan hiicreler ise oblik ve sirkiiler seyirlidir. Uterus
kontraksiyonu siiresince miyometriyumun 3 diiz kas tabakasi liimen igerigini atmak i¢in dar
orifisin digina dogru birlikte c¢alisir (Ovale ve Nahimey 2009). Miyometriyumu
endometriyumdan ayiran submukoza bulunmaz (Ross ve Pawlina 2014).

Gebelik sirasinda, miyometriyal diiz kaslar biiyiir (hipertrofi) ve ayn1 zamanda sayica
artar (hiperplazi). Gebelik sirasinda miyometriyal kontraksiyonlarin baskilanmasi, ovaryum
ve plasentadan salgilanan bir peptit hormon olan relaksin’in kontrolii altindadir. Dogum
sirasindaki miyometriyal kasilmalar ise norohipofizden salgilanan bir peptit hormon olan
oksitosin’in kontrolii altindadir (Kierszenbaum 2006).

Perimetriyum, uterusu kaplayan dis ser6z tabaka olup, visseral periton’dan olusur.
Pelvik ve abdominal periton ile devam etmektedir. Tek sirali yass1 epitel olan mezotel ve ince
bir gevsek bag dokusu tabakasindan meydana gelmektedir. Perimetriyum uterusun arka
yiizeyini tamamen kaplarken 6n yiizlin yalnizca bir kismin1 kaplar, geri kalan kisim bag
dokusu veya adventisyadan olusur (Ross ve Pawlina 2014).

Uterus kanlanmasi menstriiel siklusun fizyolojisini diizenlemek tizere 6zellik gosterir.
Uterin arterler her iki tarafta internal iliak arterin anterior dallarindan kéken alirlar, korpo-
servikal bileske bolgesinde uterusa ulasirlar ve perimetriyumda uterus fundusuna dogru
seyrederler. Uterin arterler serozanin hemen altinda miyometriyum igerisine dogru uterusu
cepecevre kusatan 6-10 adet arkuat artere dallanarak kan destegi saglarlar. Arkuat arterlerden
ayrilan radiyal arterler, miyometriyumun i¢ kas tabakasinin i¢ine girerek bazal arterler ve
spiral arterler olarak bilinen iki ayr1 arter grubunu olustururlar. Kisa ve diiz olan bazal arterler
endometriyumun bazal kisminin, spiral arterler ise fonksiyonel kisminin kan destegini
saglarlar (Ovale ve Nahimey 2009; Dere 1994).

Uterusun lenfatikleri subserozal uterin pleksustan pelvik ve para-aortik lenf diigiimlerine
drene olurlar (Rosai 2011; McCluggage 2011; Dere 1994).
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4.1.4. Menstriiel Siklus

Endometriyum tabakasi1 menstriiel siklusun evrelerine gore degisiklik gosterir. Ureme
cagindaki kadinlarda yaklasik 28 giin siirer; ancak zamanla kiiclik degisiklikler olabilir.
Menstriiel siklus, birbirini izleyen 3 evreden olusur.

1. Menstriiel evre: Siklusun baslangici olan evredir. 4-5 giin siirer. Endometriyumun
cogalmis olan stratum fonksiyonalis tabakasi dokilir. Yaklasik 30-50 cc kan
kaybedilir.

2. Proliferasyon evresi (0strojenik ya da folikiiler) evre: Yaklasik 9 giin stirer. Bu evre
sirasinda, Follikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) etkisiyle olgunlasan ovaryum
folikiillerinde iiretilen Gstrojenin uyarict etkisiyle endometriyumun kalinligr artar.
Hem epitelde hem de lamina propriyadaki hiicrelerde mitoz goriiliir. Basit tiibiiler
bezlerin epitel hiicreleri yukariya dogru gog eder, bez giderek daralir ve kivrimli bir
sekil alir (Kierszenbaum 2006).

3. Sekresyon (progestasyonel) evre: Luteinlestirici Hormon (LH) etkisiyle
ovulasyonun oldugu 14. giinden sonra, endometriyum yaklasik 13 giin siirecek olan
sekresyon evresine girer. Bu evre sirasinda endometriyal bezler salgilama yapmaya
baglar. Tiibiiler bezlerin dis sinirlar1 diizensizlesmeye ve kivrilmaya, doseyici epitelde
glikojen birikmeye baslar ve bez liimenini glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgi
doldurur. Endometriyal bezlere paralel seyreden damarlarin boyu uzar ve lamina
propriyada ¢ok miktarda sivi birikir (6dem). Sekresyon evresi, korpus luteumda
tiretilen progesteron ve dstrojen tarafindan kontrol edilir (Kierszenbaum 2006).

Menstriiel siklusun sonunda, korpus luteumun gerilemesine bagli olarak kandaki steroid
hormonlarin azalmasi, iskemik evreyi tetikler. Normal kanlanmanin azalmasi aralikl iskemiyi
baslatir ve bunu izleyen hipoksi, endometriyumun fonksiyonel tabakasinda nekroza neden
olur. Nekroze doku, menstriiel evrede dokiiliir. Gebelik olmugsa, endometriyum lamina
propriyasindaki stromal hiicreler biiyiir ve artan progesteron diizeyine yanit olarak lipit ve
glikojen depolar. Bu endometriyal degisikliklere desidual reaksiyon denir

(Kierszenbaum 2006).
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4.2. Endometriyum Kanseri
4.2.1. Genel ozellikleri

Kadin iireme sistemindeki kanserlerin goriilme sikligi iilkeden {ilkeye degisiklik
gostermektedir. Ornegin; serviks kanseri Brezilya, Hindistan, Japonya gibi iilkelerde en sik
goriilen kanser tiiriidiir. Diger yandan ABD, Isvigre, Kanada gibi iilkelerde goriiliis siklig
yoniinden uterus ve korpus kanserleri daha 6n siralarda yer almaktadir. Kuzey Amerika ve
Avrupa’da ise over kanseri daha 6n siralardadir.

Endometriyum kanseri, kadinlarda tiim kanserler arasinda meme, akciger ve kolorektal
kanserlerden sonra 4. en sik goriilen kanserdir. Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 8. en sik
nedenidir. Gelismis tilkelerde ve iilkemizde endometriyum kanseri tiim kadin genital sistemi
kanserlerinin arasinda en sik goriilen kanserdir, bunu over kanseri ve serviks kanseri
izlemektedir (Bakkum-Gamez ve ark. 2008; Ferlay ve ark. 2012).

Endometriyum kanseri 40 yasindan once nadir goriiliir, 55-65 yas arasinda goriilme
sikliginda artis gdzlenir. Endometriyum kanserinin %10’u kalitsal, %90°1 sporadikdir (Onen
2009).

Endometriyum kanseri vakalarmin biiyiik ¢cogunlugu menopoz sonrast kadinlarda ve
genellikle yasl hastalarda goriilmektedir. Primer olarak postmenopozal kadinlarda goriilen ve
yas ilerledik¢e seyri kotiilesen bir hastaliktir. Tiim kadinlarin %2-3’i hayatlar1 boyunca
endometriyum kanserine yakalanabilir (Setiawan ve ark. 2011). Tan1 konuldugunda vakalarin
%751 erken evrede teshis edilmeleri nedeniyle genellikle prognozlari bu vakalarda daha iyidir
(Sorosky 2008; Cormier ve ark. 2015).

Endometriyum kanseri genel olarak postmenopozal bir hastalik olmasma ragmen
vakalarin yaklasik olarak %12’si premenopozal olarak goriiliir. Endometriyum kanserinde
yaygin olarak rastlanan semptom postmenopozal kanamalardir. Postmenopozal kanamalarda
endometriyum kanseri orani %5,7-11,5 olarak rapor edilmistir (Erenel 2012).

Endometriyum kanseri gelisiminde gesitli risk faktorlerinin oldugu bilinmektedir. Bu risk
faktorleri arasinda nulliparite, ge¢ menopoz, obezite, diyabet, polikistik over sendromu,
tamoksifen kullanimi, atipik endometriyum hiperplazisi gibi faktorler yer almaktadir
(Vanderstraeten ve ark. 2015).

Normal endometriyum, menstriiel siklus sirasinda 6stradiol ve progesteron hormonlarinin

surekli kontroli altindadir.
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Endometriyum kanseri i¢in, endometriyal dokunun artmis enflamasyonuyla baglantili
olabilen, artan dstrojene maruz kalmann iliskili oldugu gosterilmistir. Ostrojen ile iliskili
kanser gelisim, inflamatuar olaylarla iliskili olabilir. Kronik inflamasyon kanser gelisimi ile

baglantilidir (Hanahan ve Weinberg 2011).

4.2.2. Endometriyum Kanseri Tipleri

Endometrium kanserinin iki farkli tipi goriilmektedir (Ellenson 2011; Mutter 2009). En
sik rastlanan tipi olan Tip 1, endojen ya da eksojen karsilanmamis Ostrojene maruz kalma
Oykiisii olan geng, perimenapozal kadinlarda goriilmektedir. Bu kadinlarda tiimdr hiperplazik
endometriyum olarak baslamakta ve kansere ilerlemektedir. Bu 6strojen bagimli tiimoérler
daha iyi diferansiye olma egilimi gosterirler ve hiperdstrojenizm ile birlikte olmayan
tiimorlere oranla daha iyi prognoza sahiptirler. Ayrica vakalarin biiylik ¢ogunlugunu (%75-
85) olusturmaktadirlar (Setiawan ve ark. 2011; Siegel ve ark. 2011).

Tip 2 endometriyum kanseri, endometriyumu uyaracak ostrojen kaynagi bulunmayan
kadinlarda gelismektedirler ve endometriyum kanserlerinin %10-15"ini olusturmaktadirlar.
Ser6z veya berrak hiicreli tiimorler gibi histolojik alt tiplerden ibaret yiiksek dereceli
timorlerdir (Ellenson 2011; Silverberg 2003). Kendiliginden gelisen bu kanserler patolojik
olarak endometrial hiperplazi ile birlikte degillerdir ve ¢ogunlukla dstrojen bagimli tiimérlere
gore daha kotii prognozludurlar (Silverberg 2003). Bu 6strojen bagimli olmayan tiimorler
daha yasl, postmenopozal, zayif kadinlarda goriilme egilimini gosterirler (Setiawan ve ark.
2011; Siegel ve ark. 2011).

4.2 3. Risk faktorleri

Endometriyum kanserinin risk faktorleri olarak obezite, erken menars, ge¢ menopoz,
Diabetes Mellitus (DM), nulliparite, sadece 0strojen igeren hormon replasman tedavisi (HRT),
progesteron ile karsilanmamig Ostrojene maruz kalma (kronik ovulasyon, polikistik over
sendromu), ailede endometriyum kanseri hikayesi, meme kanseri, herediter nonpolipozis
kolorektal kanser, atipili endometriyal hiperplazi gibi pek¢ok sebep gosterilebilir (Erenel
2012). (Sekil 6)
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Sekil 6. Endometriyum Kanserine iliskin Belirlenen Risk Faktorleri

RISK FAKTORLERI

Kisisel risk faktorleri
Postmenopozal donem
Erken menarj (<12y)

Geg¢ menopoz ( >50 y)

Gecmis tibbi oykiiye ait riskler
Anormal kanama ya da lekelenme
Postmenopozal kanama
Siirekli anormal akinti
Endometriyum hiperplazisi
Hipertansiyon(>140/90 mmHg)
Abdominal ya da pelvik agr
Tamoksifen kullanma
Kronik anovulasyon/polikistik over

Ailesel Riskler
Endometriyum kanseri dykiisii
Kolon kanseri dykiisii
Meme kanseri oykiisii
Over kanseri oykiisii

Yasam Bicimi ve cevresel faktorler
Nulliparite
Diistik parite (bir gebelik)
Yiiksek sosyoekonomik diizey
Yiiksek hayvansal yag iceren diyet
Obesite (BKI>29; sisman)
Karsilanmamis 6strojen hormon replasman tedavisi (5> yil)
Gecmiste oral kontraseptif kullanma

Infertilite
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4.2.4. Evrelendirme

Evre, tlimoriin nerede oldugu ve ne 6l¢lide yayildigin1 gésteren bir kavramdir ve tedavi
seceneklerini belirlemedeki en 6nemli etkendir. Endometriyum kanserinin evrelendirmesinde

Uluslararasi Jinekoloji ve Onkoloji Federasyonu (FIGO) evreleme sistemi kullanilmaktadir.

FIGO evreleme sistemine gore endometriyum kanseri evrelemesi asagida belirtilmistir.

Bu gruplara ait sekiller sirasiyla Resim 7 A-D’de sematik olarak gosterilmistir.

IA: Timor uterusa sinirli, < %2 miyometriyal invazyon

IB: Tiimor uterusa sinirli, < %2 miyometriyal invazyon

I1: Tiimor uterusa siirl servikal stromal invazyon vardir

I11A: Timor seroza veya adnekslere yayilmistir

I11B: Vajinal ve/veya parametrial tutulum vardir

I11C1: Pelvik lenf nodu tutulumu

111C2: Para-aortik lenf nodu tutulumu, pelvik lenf nodu tutulumu olan veya olmayan

IVA: Mesane mukozasi ve/veya barsak mukozasinin tutulumu

IVB: Uzak metastaz, karin metastaz1 ve ve/veya kasik lenf diigiimleri de dahildir (FIGO
2014).

Ayni tip ve ayn1 evrede kanseri olan ve ayni tedaviyi alan kadinlarda bile hastaligin seyri
farkli olabilir. Endometriyum kanseri yayilirken ilk olarak uterus yakinindaki tuba uterinalar,
ovaryumlar, ve lenf nodlar1 gibi organlara gider. Serviks, vajina ve akcigerlere de yayilabilir.
Ilerlemis kanser mesane ve kalin barsagi da tutabilir. Viicudun baska bolgelerine yayilmis

kansere metastatik kanser ve bu olaya metastaz denir (Robins ve ark.2011).
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Sekil 7. FIGO Evreleme Sistemine Gore Endometriyum Kanseri Evrelemesine Ait
Sematik Goriintiiler

4.2.5. Tam kriterleri

Hastalarin gerek operasyon oOncesinde, gerekse operasyon sonrasinda yapilan
degerlendirilmesinde uzun stireli sag kalim1 belirlemede etkili olan bir grup faktor vardir. Bu
prognostik faktorler asagida 6zetlenmistir (Maneschi ve ark. 2011; Hétu ve ark. 2009).

Histopatolojik tip: Timoriin grade’inden bagimsiz olarak adenoskuamoz tip, uterin
papiller adenokarsinom ve seffaf hiicreli adenokarsinom, endometroid tipe gére daha kot
prognozludur.

Grade: Endometriyum kanserinde histolojik grade prognozu belirlemede onemli bir
faktordiir. Timoriin diferansiyasyon derecesi azaldikc¢a derin myometriyal invazyon, servikal
tutulum, lenf nodu tutulumu, lokal niiks ve uzak metastaz orani artmaktadir.

Myometriyal invazyon: Myometriyal invazyon tiimoriin agresif davranigini gosteren bir
kriterdir. Myometriyal invazyonda myometriyumdaki tiimoriin infiltrasyon derinligi kadar

seroza ile olan iligkisi de prognozu belirleyicidir.
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Lenf nodu tutulumu: Lenf nodu tutulumu erken evre endometriyum kanserinde en 6nemli
prognostik faktordiir. Pelvik lenf nodu tutulumu paraaortik lenf nodlarinin tutulumu igin iyi
bir gostergedir. Klinigi evre 1 olan hastalarin yaklasik %11 inde paraaortik metastaz vardir.

Adneksiyal metastaz: Adneksiyal yayilim kotii prognozu gosterir ve bu hastalarda
rekiirrensler siktir. Evre 1 hastalarin % 10’da over metastaz1 vardir.

Serviks tutulumu: Ekstrauterin hastalik, rekiirrens riskindeki artisla birliktedir.
Ekstrauterin hastalik tutulumu yok ve servikal tutulum varsa rekiirrens hiz1 %16°dur.

Tiimor boyutu: Tiimo6r boyutu, lenf nodu metastazi ve hastalarin sag kalim siiresini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Timor ¢capt < 2 cm ise lenf nodu metastazi %4; timor ¢api
>2 cm ise lenf nodu metastazi %15; tliimor kaviteyi dolduruyorsa lenf nodu metastazi %35’tir.

Lenfovaskiiler bosluk tutulumu: Rekiirrens ve sag kalim siirelerini belirleyen bagimsiz
bir faktordiir. Erken evre endometrium karsinomunda LVI %15 olup tiimdriin myometriyal

invazyonu ve grade’i arttikga LVI artar (Maneschi ve ark. 2011; Hétu ve ark. 2009).

4.3. EZH-2 proteini

4.3.1. Genel ozellikleri

Enhancer of zeste ilk olarak Drosophila melanogaster de tanimlanmistir ve daha sonra da
EZH1(Enhancer of zeste homolog 1) ve EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) ad1 verilen
memeli homologlarina tanimlanmistir (Laible ve ark. 1997). EZH2 ve homologlari bitkilerde,
boceklerde, baliklarda ve memelilerde gelismede, hiicre farklilasmasinda ve hiicre
boliinmesinde temel rol oynamaktadir (Tan ark. 2014; O’meara ve Simon 2012 ). EZH2
(Enhancer of Zeste Homolog 2), bir Histon-lisin N-metiltransferaz enzimi olup EZH2 geni
tarafindan kodlanmaktadir. DNA metilasyonuna ve transkripsiyonel baskilamaya
katilmaktadir. Ayrica EZH2, kofaktor S-adenosil-L-methionin kullanimiyla Histon H3 lisin
27 metil grubunun eklenmesini Kkatalizlemektedir. EZH2 metilasyonu aktivitesi
heterokromatin olusumunu kolaylastirir, bdylece gen fonksiyonunu susturur. EZH2 ile
kromozomal heterokromatin modellemesi hiicrenin mitoz siirecinde de gereklidir (Vire ve ark.

2006).
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PcG (Polykomb Grup) protein ailesinin bir iiyesidir ve 7. kromozom iizerinde bulunur.
PcG ailesi proteinler, epigenetik transkripsiyonal repressor proteinlerdir. Bu proteinler hedef
genin inaktivasyonu veya silinmesinde aktif gérev alirlar. S6z konusu hedef genler, hiicre
Oliimii, hiicre siklus regiilasyonu, hiicre yaglanmasi, differansiyasyonu ve kanser gelisimi ile
ilgilidirler (He ve ark. 2012; Lee ve Choe 2012). EZH2 ayni zamanda histon lizin metil
transferaz olarakta bilinir ve hiicre gelisiminin embriyonik gen ekspresyonlar1 ve ¢esitlenmesi
evresinde yliksek bir ekspresyon paternine sahiptir. Dokularin  matiirasyonu ve
differansiyasyonu ile birlikte ekspresyonu azalmaktadir (Chang ve Hung 2012).

Karsinoma, lenfoma, malign melanoma ve yumusak doku sarkomlari gibi pek ¢ok
kanserde EZH2 nin asir1 eksprese edildigi bilinmektedir. EZH2 nin asir1 ekspresyonu timor
progresyonu ve agresif timor davranisi ile iligkilidir (Chang ve Hung 2012; Varambally ve
ark. 2008; Ahsen 2012).

EZH2, gelisme ve farklilasmay1 diizenleyen sorumlu genlerin epigenetik bakimi boyunca
saglikli embriyo gelisiminden sorumlu olan polikomb baskilayici kompleks 2 (PRC2)’nin
fonksiyonel enzimatik bilesenidir (Morey ve Helin 2010 ). Ayrica PRC2’nin metilasyon
aktivitesinden sorumludur (Margueron ve Reinberg 2011 ).

PRC2 bitkilerden sineklere kadar organizmalar ve insanlar arasinda korunan 6nemli bir
kromatin degistiricidir (O’Meara ve Simon 2012). Bu kompleks histon 3 (H3K27me3)
izerindeki lizin 27 ve trimetilasyon yoluyla hedef genlerin transkripsiyonunu baskilamaktadir
ve bu 6zellik onun in vivo baskin fonksiyonu olarak goriilmektedir.
PRC?2 Kkatalitik alt birim olarak EZH2 ya da homologu olan EZH1’i kullanir. Insan PRC2
kompleksi bes alt birim igerir. Bunlar; EZH2, EED (End-to-end distance), SUZ12 (Supressor
of Zeste Homolog 12), RbAp46/48 ve AEBP2 (Adipocyte Enhancer-Binding Protein)’dir
(Tan ve ark. 2014) (Sekil 8).

PRC2’nin yaygin biyolojik fonksiyonu, farklilasmada rol oynayan genlerin

transkripsiyonel bastirilmasidir.
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Sekil 8. PRC2 Kompleksinin Bilesenleri (Tan ve ark. 2014).

A. Insan ve sinekte PRC2 kompleksinin modelleri
B. Insan PRC2 kompleksinde her bir alt birimin organizasyon alanlari.

kompleksinde her bir alt birimin organizasyon alanlari.

EZH2 inhibitdr genleri timor gelisimini baskilamadan sorumludurlar ve EZH2
aktivitesini engelleyerek tlimor biiylimesini yavaglatabilirler. Gogiis, prostat, melanoma ve
mesane dahil olmak tizere pek ¢ok kanser tiiriinde inhibisyonu kontrol altindadir.

Ciinkii EZH2’nin bu tip kanserler de artmis ifadesi s6z konusudur (Yoo ve Hennighausen
2012; Varambally ve ark. 2002; Zingg ve ark. 2015; Arisan ve ark. 2005 ).

Ayrica EZH2 genindeki mutasyonlar nadir goriilen bir konjenital bozukluk olan Weaver
sendromu ile iliskilidir. EZH2 sinir sistemi bozuklugunda nérodejeneratif belirtilere neden
olan ve pek yaygin goriilmeyen genetik bir ndrolojik bozukluk olan ataxia telangiectasia da

rastlanmistir (Gibson ve ark. 2012; Li ve ark. 2013).
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4.3.2. Kanserde EZH-2 proteini

EZH2, policomb represif kompleks 2 (PRC2)’nin katalitik alt birimidir ve histon 3’{in
lisin 27 ile metillenmesi(H3K27) gen ekspresyonunu baskilar. EZH2 aracili metilasyon
kanserde tiimor siipresdr genlerinin epigenetik suskunlugu i¢in bir potansiyel bagimsiz
mekanizmadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar EZH2 nin prostat, meme ve mesane gibi
kanser ¢esitlerinde asir1 eksprese edildigini gostermistir (Tan ve ark. 2014) (Sekil 9).

EZH2’nin hiperaktivasyonu ya da asir1 ekspresyonu ya da mutasyonlar1 araciligiyla
prostat, meme, uterus, gastrik, renal hiicre kanserleri ve ek olarak da melanoma dahil olmak
tizere ¢esitli maligniteler de bulunmaktadir (Simon ve Lange 2008).

EZH2 ekspresyonu bu kanserlerin ¢ogunda agresiflik, metastaz ve kotii prognoz ile
iligkilidir. Giincel bir ¢alismada EZH2’nin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserleri ve
lenfoma da asir1 eksprese edildigi bulunmustur. Kanserli dokular da artmis EZH2’nin
fonksiyonel sonucu genlerin susturulmasi bu farklilagsmay: destelemek ve proliferasyonu

sinirlandirmayi igerir (Tan ve ark. 2014).

Kanser Tipi Kanserle Iliskisi Muhtemel iliskili
Mekanizmalar
Prostat Asiriekspresyonu p130 / RB-bagimli yollar
Meme Asirekspresyonu ve pRB-E2F, PI3K / Akt ve
Y 641F mutanti Ostrojen reseptdr yollari
B-hiicre lenfomasi Asirekspresyonu ve Myc sinyal yolagi
Y 641F mutanti
Kiigtik hiicreli olmayan Asir ekspresyonu pRB-E2F/Hiicre dongiisii

akciger kanserleri

Sekil 9. EZH2 Hiperaktivasyonu ve Kanserler (Tan ve ark. 2014).

Bir gen profilleme calismasinda, EZH2 nin metastatik prostat kanserinde onkogenlerin
upregiile edildigini ve EZH2’nin kaybi prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelledigi
gosterilmistir (Tan ve ark. 2014).

Meme kanseri en yaygin goriilen malignitedir ve kadinlarda kansere bagli 6liimlerin ikinci
onde gelen nedenidir. Anormal derecede yiikselen EZH2 seviyeleri meme karsinomlarinin

invazyonlari ve artan proliferasyon oranlari ile iliskili oldugu bulunmustur (Backmann ve ark.
2012).
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EZH2’nin asir1 ekspresyonu pRB-E2F, PI3K / Akt ve Ostrojen reseptor sinyal yolaklar
gibi pek ¢cok meme kanseri sinyal yolaklar ile iliskilidir (Hervouet ve ark. 2013; Bracken ve
ark. 2003). Ornegin Gonzales ve ark. meme kanseri hiicrelerinde EZH2 asir1 ekspresyonunun
ozellikle Akt izoformunun aktivasyonu boyunca PI3K/Akt sinyal yolagi ile aktive olabildigini
gostermistir (Gonzalez ve ark. 2014).

Deneysel kanitlara dayanarak malignensi siiresince EZH2 nin asir1 ekspresyon oldugunda
bir ko-aktivatér olarak islev gorebilecegini ve Ostrojen sinyal yolagini gelistirmek ve

cogalmasini tesvik etmek i¢in dstrojen sinyal yolunu kuvvetlendirebilir (Deb ve ark. 2013).

4.3.3. Endometriyum kanserinde EZH-2

Endometriyum kanseri, kadin genital sisteminin en sik goriilen kanseridir (Ferlay ve ark.
2012). Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) 2012 yilinda 47130 yeni vaka ve 8010 6lim
meydana gelmistir (Sorosky 2012). Erken evre agsamasinda olan kadinlarin ¢ogunlugu (% 80-
85) histerektomi ve bilateral salpingo-oforektomi ile cerrahi tedavi uygulamalar sonucunda
iyilesmistir. Ancak, kotii yasam ile iliskilendirilen vakalarda ilerlemis hastalik, tekrar gelisen
hastalik ya da metastazlar gozlenmektedir (Singh ve ark. 2013). Daha 6nceden yapilmis olan
caligmalar EZH2 nin serviks kanseri ile iliskili oldugunu gosterilmistir.

EZH2 ekspresyonu ve klinikopatolojik 6zellikleri korelasyon analiziyle, EZH2
ekspresyonunun miyometriyum invazyonu ve endometriyal kanserin lenf vaskiiler alan
invazyonu ile iliskili oldugu kanitlanmistir.

Ayrica small interferons RNA endometriyal karsinoma hiicre proliferasyonundaki EZH2
roliinii aragtirmak i¢in kullanilmistir ve EZH2 knockdownun in vitro endometriyal karsinoma
hiicrelerinin ¢ogalmasini bastirdig1 gosterilmistir.

Bu nedenle bu tiir bulgular EZH2 ekspresyonunun endometriyum kanserlerinde daha
agresif biyolojik davraniglardan sorumlu olabilecegi ve EZH2’nin endometriyum kanseri

tedavisi igin potansiyel terapotik hedefler iginde yer alabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jia ve ark.
2014).
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4.3.4. Ishikawa Hiicre Hatti

Insan endometriyum kanser hiicre hatti olan Ishikawa hiicre hatti 39 yasindaki bir
kadindan iretilmistir. Biyolojik kaynagi insan uterusu olup Ostrojen ve progesteron
reseptorlerini igerir. Atimik farelere uygulandiginda iyi diferansiye tiimor olusturmaktadir.
Diisik malign potansiyeli olan Ishikawa hiicreleri inverted mikroskop altinda
degerlendirildiklerinde epitel- benzeri yapida ve mekik bi¢imli goriintii sergilemektedirler ve
hiicre kiiltiir kabina yapisarak ¢ogalmaktadirlar. Laboratuvar ortaminda Ishikawa hiicrelerinin
ikilenme zamanlar1 30 saat olarak belirlenmistir.

Bu hiicre hattinda kullanilacak medium igerigi; MEM + 2mM Glutamine + %1 Non
Essential Amino Acids (NEAA) + %5 Foetal Bovine Serum (FBS)’dir.

4.3.5. MFE-319 (ACC423) Hiicre Hatti

MFE-319 (ACC423- DSMZ) hiicre hattt endometriyum adenokarsinoma hiicre hattidir.
Orta diizeyde farklilasmis endometriyal adenokarsinoma ilk olarak 81 yasindaki bir kadinin
primer tiimoriinden iretilmistir. Nude farelere uygulandiginda kotii diferansiye timor
olusturmaktadir. Ostrojen ve progesteron reseptdrleri negatif MFE-319 hiicrelerinin inverted
mikroskop altinda degerlendirildiklerinde hiicrelerin epitel benzeri-mekik bi¢imli olduklari,
kiiltiir kabina yapisarak ¢ogaldiklar1 ve kiimelenme yaparak diizenlenme gostermektedirler.
Yuvarlak biiyiik ¢ekirdek ve belirgin niikleolus icermektedirler. MFE-319 hiicrelerinin
ikilenme zamanlar1 100 saat olarak tespit edilmistir.

Bu hiicre hatt1 i¢in 6nerilen medyum igerigi; %40 RPMI 1640 + %40 MEM (with Earle's
salts) + %20 1s1 ile inaktive edilmis Foetal Bovine Serum (FBS)’dir.
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calismada, malignite yoniinden farkli iki insan endometriyum kanser hiicre hatlarinda

ve formalin ile tespit edilmis, parafine gomiilmiis normal endometriyum, endometriyal

hiperplazi ve endometriyum kanser &rneklerinde histopatolojik degerlendirme sonrasinda

EZH2’nin rolliniin indirek immunohistokimyasal, Western Blotting ve TUNEL yontemleri ile

degerlendirilmesi amacglanmustir.

Bu amagla ¢aligsma, iki asamali olarak yiiriitilm{istir.

A) Invitro hiicre kiiltiir ¢alismas1 olarak insan endometriyum kanseri hiicre hatlari’nin

B)

TUNEL, indirek immunohistokimyasal ve Western Blotting yontemleri ile
degerlendirilmesi yapilmistir.

Ishikawa hiicre hatti: Ostrojen ve progesteron reseptorleri pozitif insan
endometriyum adenokanser hiicre hatti,

MFE-319 (ACC-423): Invaziv, dstrojen ve progesteron reseptdrleri negatif insan
endometriyum adenokanser hiicre hatti,

Patolojik endometriyum doku 6rneklerinin histopatolojik degerlendirmesi sonrasinda
indirek immunohistokimyasal ve TUNEL yontemleri ile degerlendirilmesi
yaptlmistir. Calisma ic¢in Etik kurul onayr alindiktan sonra; T.C. Saglik Bakanlig
Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu, izmir Kuzey Kamu Hastaneleri Birligi, Tepecik
Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde (Izmir Ege Dogumevi ve Kadin Hastaliklari
Egitim ve Arastirma Hastanesi) opere edilen hastalardan alinan ve patoloji
laboratuvarinda incelenerek tanisi1 konulan formalin ile tespit edilmis ve parafine

gomiilmiis doku ornekleri kullanilmistir (n: 60).

Grup 1: Normal proliferasyon evresi endometriyum (n:10),

Grup 2: Normal sekresyon evresi endometriyum (n:10),

Grup 3: Basit atipisiz endometriyal hiperplazi (n:10),

Grup 4: Kompleks atipili endometriyal hiperplazi (n:10),

Grup 5: Tip I endometriyal adenokanser (n:10),

Grup 6: Tip 1l endometriyal adenokanser (n:10) olmak iizere 6 grup altinda yiiriitiilmiistiir.

Calismada kullanilan histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme ve Western blotting

degerlendirme igin gerekli kimyasal malzemeler ve cihazlar Celal Bayar Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2014-169 nolu proje ile desteklenmistir. Calismamiz,

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’nun 19/11/2014 tarih, 20478486-

370 protokol numarali onayi ile yapilmistir.
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5.1. In vitro insan Endometriyum Adenokanser Hiicre Hatlarimin Hiicre Kiiltiirii

Calismada, diferansiyasyon, invaziv 6zellikleri ve malignite yonlerinden farkli Ishikawa
hiicre hatti ve MFE-319 (ACC-423) hiicre hatt1 olmak tizere 2 farkli insan endometriyum
kanseri hiicre hattt kullanilmistir. Endometriyum kanseri hiicrelerinin gog, ¢ogalma ve
invazyon gibi 6zelliklerini modelleyen bu hiicre hatlari, in vitro kosullarda calisilmak igin

uygun modellerdir.

1. Ishikawa hiicre hatti: 39 yasindaki bir kadindan iiretilmistir. Biyolojik kaynag1 insan
uterusu olup Ostrojen ve progesteron reseptorlerini igerir. Atimik farelere
uygulandiginda iyi diferansiye tiimor olusturmaktadir. Bu hiicre hatti i¢in 6nerilen
medyum igerigi; MEM + 2mM Glutamine + %1 Non Essential Amino Asit (NEAA)
+ %5 Fotal Bovine Serum (FBS)’dir.

2. MFE-319 (ACC-423) hiicre hatti: Endometriyum adenokarsinoma hiicre hattidir.
Orta diizeyde farklilasmis endometriyal adenokarsinoma ilk olarak 81 yasindaki bir
kadmin primer timoériinden {iretilmistir. Nude farelere uygulandiginda kot
diferansiye tiimdr olusturmaktadir. Bu hiicre hatt1 i¢in 6nerilen medyum igerigi; %40

RPMI 1640 + %40 MEM (with Earle's salts) + %20 1s1 ile inaktive edilmis FBS’dir.

Endometriyum adenokanser hiicre hatlar1 alindiktan sonra, hiicre kiiltiirii laboratuvarimizda,
uygun medyumlar hazirlanarak, %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) iceren medyum ile
diliie edilerek 4 kiltir kabma esit olarak paylastirllmistir. Kiiltiir kaplarinda, %5
karbondioksit i¢eren, 37°C nemli inkiibatdrde ¢ogaltilmaya birakilan hiicrelerin 2 giinde bir
medyumlar1 degistirilerek, konfluent olunca Tripsin-EDTA solusyonu ile 37°C ile 5 dakika
birakilarak hiicreler alinip, 1000 rp’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra pasajlanmistir. 4. pasaja
kadar yeterli miktarda ¢ogaltilan hiicrelerin bir kism1 azot tanki icerisinde, bir kismi1 -80°C’de
dondurma medyumu ile yedeklenmistir. Ishikawa insan endometriyum hiicre hattinin
ikilenme zaman1 30 saat, MFE-319 insan endometriyum hiicre hattinin ikilenme zamani 100
saat olarak tespit edilmistir. Deney asamasinda, Endometriyum adenokanser hiicre hatlarinin
acilmasi, Hiicrelerin dondurulmasi, Hiicrelerin ikilenme zamaninin belirlenmesi, Hiicrelerin
pasajlanmasi ve Immunohistokimyasi ve Western Blotting uygulamalar1 sirasiyla

gerceklestirilmistir.
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5.2. Hiicreler icin Indirekt immiinohistokimya Protokolii

Dondurulan Ishikawa hiicreleri steril edilen yuvarlak lamel yerlestirilmis olan 24 go6zli
hiicre kiiltiir kaplarina ekildikten 24 saat sonra %4’liikk paraformaldehid ile tespit edildikten
sonra hiilre kiiltiirii i¢in indirek immunohistokimyasal protokol uygulanmistir.
MFE-319 insan endometriyum kanseri hiicreleri ise 8 gézlii chamber slide igine ekilerek 72
saat ¢ogaltildiktan sonra %4’liikk paraformaldehid ile tespit edildikten sonra hiilre kiiltiirii i¢in
indirek immunohistokimyasal protokol uygulanmistir. Anti-EZH2 primer antikoru
kullanilarak uygulanan avidin-biyotin peroksidaz yontemi ile indirekt immiinohistokimya
protokolii Tablo 1°da, kullanilan malzemeler Tablo 2’de belirtilmistir. Boyanan preperatlar,
Olympus Bx-40 1s1k mikroskobu altinda incelenerek, Nikon kamera aracilig ile fotograflari

cekilmistir.
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Tablo 1. Hiicre Kiiltiirii Icin Uygulanan indirekt immiinohistokimya Protokolii

ISLEM MADDE SURE

FiKSASYON %4’ LUK 30 DAKIKA
PARAFORMALDEHIT ODA SICAKLIGINDA

YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
%3°’LUK HIDROJEN 5 DAKIKA
PEROKSIT

YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA

PERMEABILIiZASYON  TRITON X-100 BUZ 15 DAKIKA
UZERINDE

BLOKLAMA BLOKLAMA 60 DAKIKA
SOLUSYONU
PRIMER ANTIKOR 18 SAAT +4°C’DE NEMLI
EZH2 ORTAMDA

YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BIOTINLENMIS 30 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR

YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA

YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA

BOYAMA DAB 15-60 SANIYE

YIKAMA PBS 1X5 DAKIKA

YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA

ARTALAN BOYAMA MAYER’S 1 DAKIKA
HEMATOKSILEN

YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA

KAPAMA MOUNTING MEDIUM

30



Tablo 2. indirekt Immiinohistokimyasal inceleme I¢in Kullanilan Malzemeler

MALZEME FIRMA KAT.NO ULKE

ALKOL Sigma- St. Louis, USA.
Aldrich

KSILEN Sigma- Lot no: St. Louis, USA.
Aldrich SZBB0910V

FOSFAT BUFFER Invitrogen® Lot no: Cambridgeshire, UK.

SOLUSYONU (PBS) 72922024A

HIDROJEN PEROKSIT  Surgipath Lot no: 071108  Cambridgeshire, UK.

TRITON X-100 Surgipath Cambridgeshire, UK.

SEKONDER ANTIiKOR Invitrogen 85-9043 Camarillo, CA, USA
TM Broad Histostain Plus
spectrum Bulk Kit

DAB KIT Surgipath Lot no: Cambridgeshire, UK.

KNO00000009156

MAYER’S Invitrogen® 00-3008 Paisley, UK.

HEMATOKSILEN

ENTELLAN Sigma- Sigma-Aldrich St. Louis, USA.
Aldrich

Anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immunoreaktivite boyanma
siddetleri yar1 kantitatif yontemle minimal (-/+), hafif (1), orta (2), siddetli (3) ve ¢ok siddetli
(4) olarak belirlenmistir. Daha sonra her bir hiicre i¢in yedi farkli alanda pozitif boyanan

hiicrelerin  %’leri belirlenerek immunoraktivite siddetleri asagida belirtilen formiile

uygulanarak ortalama H-skorlar hesaplanmstir.

H-Skor : Y P X (i+1)

> P: pozitif boyanan hiicre sayist %,

i: Immunoreaktivite siddeti

EZH 2 immiinoreaktivite H-skor sonuglar1 One Way-ANOVA istatistik testiyle

karsilagtirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5.3. Western Blotting Yontemi

Calismada proje kapsaminda alinan MFE-319 ve Ishikawa olmak tizere iki farkli insan
endometriyum adenokanser hiicre hatlar1 Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
Embriyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri laboratuvarinda uygun kosullarda ¢ogaltilmistir.
Hiicreler yeteri kadar ¢ogaldiktan sonra ¢ogalan hiicrelerin, protein ekstraksiyonu iglemi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 6nce flask icerisinde bulunan ortam uzaklastirilarak 1 ml PBS
ekleyip kazima islemi yapilmistir. Ardindan hiicreler ependorflara alinmustir.
Homojenizatérde 12.000 rpm’de 15 dakika homojenize edildikten sonra proteaz ve fosfataz
inhibitorii iceren RIPA bufferda ¢ozdiiriilmiistiir. Ependorflar icinde RIPA buffer ile karigim
halinde olan doku homejanatlar1 12000 rpm’de +4°C’de 20 dk santrifiij edildi. Siipernatant
kisim ayrilarak yeni ependorflara konulmustur ve doku artigi kalmamasi i¢in 12000 rpm’de
+4°C’de 20 dk santrifiij tekrarlanmigtir. Hazir hale gelen protein ekstraktlar1 Western blotting
sirasinda kullanilmak {izere -80°C’deki derin dondurucuya kaldirilmstir.

-80°C’de hazir halde ependorflarda bulunan protein ekstraktlari, kuru buz iizerinde
calisilmistir. i1k olarak 1 pl.’deki protein miktar1 Qubit fluorometer ile tespit edilmis ve standartlar
jele yiiklemek lizere hazirlanmistir. Ardindan jele yiiklemek tizere Orneklerin hazirlanmasi
sirasinda saptanan miktarlarda protein ekstraktlar1 iizerine her 6rnekte esit miktarlarda olmak
tizere, 5 ul. NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X), 2 ul. NuPAGE® Reducing Agent (10X) ve
protein ekstrakt miktari ile ters orantili olarak belirlenen miktarda, deiyonize su eklenmistir. 10000
rpm.’de 10 sn. karistirilan 6rnekler, 70°C’de 15 dk. denatiire edilmistir. Denatlirasyonun ardindan
buz lizerinde sogumaya birakilmistir. Tiim 6rnekler bu haliyle dikey elektroforez i¢in hazir hale
getirilmistir.

Dikey elektroforez islemi i¢in hazir halde bulunan % 4-12 Bis-Tris Gradient jel tankin igerisine
yerlestirilmistir. Birinci kuyucuga standart isaretleyici olarak, 10 pl. Invitrogen® NOVEX
SeeBlue® Plus2 Prestained Standard kullanilmistir. Daha sonra belirlenen siraya gore kuyucuklara
esit miktarda (30 pg.) protein lizat karigimi yiiklenmistir. Jelin yiiriimesi i¢in 200 Volt’ta 50 dk.
ornekler yiirimeye birakilmistir. Jelin yiirimesinin bitmesinin ardindan, membrana transfer etmek
tizere jeller dikkatli bir sekilde ¢ikarilip yikanirken, i-blot cihazina ilk 6nce katot membran daha
sonra jel, ardindan transfer membran ve iizerine anot membran gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Membranlar arasinda baloncuk kalmamasi i¢in rulo ile iizerinden gecilmistir. Kapaga da stingerin
yerlestirilmesinin ardindan cihaza daha onceden kurulmus olan P:3 programi secildi ve 9 dk.

membrana transfer isleminin bitmesi beklenmistir.
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Transfer islemi diizgiin bir sekilde bittikten sonra blotlama islemi i¢in hazir hale gelen PVDF
membran, ilk olarak 3 kez 5’er dk. olmak iizere hazirlanan yikama soliisyonu (10 ml. wash
solution+150 ml. distile su) ile karigtiricida muamele edilmistir. Bloking islemi i¢in hazirlanan
soliisyonda (Bloker/Diluent Part A’dan 2 ml., Bloker/Diluent Part B’den 3 ml. ve ultra filtre
edilmis sudan 5 ml.) membran 30 dk. karistiricida ¢alkalanmistir. Tekrar yikama soliisyonu ile 3
kez 5’er dk. yikanan membran 1/250 diliie edilmis primer antikor karisimi icerisinde 1 saat oda
sicakliginda karistiricida bekletilmistir. (Primer antikor karisimi: 7 ml. ultra filtre edilmis su, 2 ml.
bloker/diluent part A, 1 ml. bloker/diluent part A ve belirlenen diliisyon oranina gore antikor
ilavesi seklinde hazirlanmistir) Primer antikor muamelesinin ardindan 3 kez 5’er dk. yikama
soliisyonu ile yikanan membran, iyice siiziildiikten sonra kurumasina izin verilmeden kromojenik
substrat ilave edilmistir. Bantlar 30 dk. bir siirede belirmistir. Bantlar belirdikten sonra distile su
ile yikanan membranlar elle sallayarak kurutulmustur ve fotograf makinasiyla goriintiilenmistir.

Western blotting uygulama protokolii i¢in kullanilan malzemeler Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Western Blotting inceleme icin Kullanilan Malzemeler

MALZEME FIRMA KAT.NO ULKE
iBLOT Transfer Invitrogen® Camarillo, CA, USA
System
RIPA LYSIS Santa-Cruz SC-24948 Camarillo, CA, USA
BUFFER SYSTEM Biotechnology
QUBIT Invitrogen® Camarillo, CA, USA
FLUOROMETER
NuPAGE® LDS Invitrogen® Lot no: 1105342  Camarillo, CA, USA
Sample Buffer (4X)
NuPAGE® Sample Invitrogen® Lot no: 1085151 Camarillo, CA, USA
Reducing Agent
Invitrogen® Invitrogen® Lot no: 1089578 Camarillo, CA, USA
NOVEX SeeBlue®
Plus2 Prestained
NuPAGE® 4-12%  Invitrogen® Lot no: Camarillo, CA, USA
Tris-Acetate Mim 12042671
NuPAGE® Invitrogen® NPOO05 Camarillo, CA, USA
Antioxidant
iBLOT® Gel Invitrogen® 1B4010-01 Camarillo, CA, USA
Transfer Stacks
PVDF, Regular
Sekonder Kit, Invitrogen® WB7103, Camarillo, CA, USA
WesternBreeze® Chromogenic Western wg%g?’

Blot Immunodetection
Anti-EZH2 Thermo scientific 144CT2.1.15
Pierce™ Enhancer (Lot No:
Zest Homolog 2 QH2067281A,

Antibody-
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5.4. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Calismada, Etik kurul onayr alindiktan sonra T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Kamu
Hastaneleri Kurumu, Izmir Kuzey Kamu Hastaneleri Birligi, Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde (izmir Ege Dogumevi ve Kadin Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi)
opere edilen hastalardan alinan ve patoloji laboratuvarinda incelenerek tanisi konulan doku
ornekleri kullanilmstir.

Endometriyum doku o6rnekleri %10’luk formalin soliisyonu ile 24 - 48 saat siireyle oda
sicakliginda tespit edilmistir.

Doku 6rnekleri, rutin 151k mikroskobu parafin doku takibi yontemi ile takip edilerek;
bir gece akarsu altinda yikandiktan sonra, derecesi giderek artan alkol serileri ile
dehidratasyon islemini takiben, ksilen ile seffaflastirilarak, parafine infiltrasyon sonrasi
parafine gomiilmiistiir. Parafin doku takibi protokolii Tablo 4’de gésterilmistir. Elde edilen
parafin bloklardan Leica mikrotom ile 5 pym kesitler alinmistir.

Calisma; Bloklarin Hematoksilen & Eozin ile boyanmasi ve Olympus mikroskop altinda
patolog tarafindan histopatolojik olarak incelenmesi ve tan1 konmas1 sonrasinda 6 grup altinda
yuritilmistiir:

Grup 1: Normal proliferasyon evresi endometriyum (n:10),
Grup 2: Normal sekresyon evresi endometriyum (n:10),
Grup 3: Basit atipisiz endometriyal hiperplazi (n:10),

Grup 4: Kompleks atipili endometriyal hiperplazi (n:10),
Grup 5: Tip | endometriyum adenokarsinom (n:10),

Grup 6: Tip Il endometriyum adenokarsinom (n:10)
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Tablo 4. Parafin Doku Takibi Protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A. TESPIT % 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKARSU 16 SAAT
B. DEHIDRATASYON % 60 ALKOL Y4 SAAT
% 70 ALKOL Y5 SAAT
% 80 ALKOL Y4 SAAT
% 95 ALKOL 5 SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL: KSILEN(1:1) 5 SAAT
KSILEN I 1 SAAT
KSILEN II 1 SAAT
D. INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) s SAAT
PARAFIN I 1 SAAT
PARAFIN II 1 SAAT
E. GOMME PARAFIN
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5.5. Histokimyasal Degerlendirme

5.5.1. Hematoksilen & Eozin Boyama

5 um kalinlikta alinan doku 6rnekleri bir gece 60°C etiivde deparafinize edildikten sonra,
1 saat ksilen ile kimyasal deparafinizasyon islemi uygulanmistir. Derecesi giderek azalan
alkol serilerinden gegirilerek suya getirilen kesitler 6nce Hematoksilen soliisyonu ile 6 dakika
boyanmistir. Akar su altinda yikanan kesitler asit-alkol soliisyonu ile diferansiye edildikten
sonra Eozin boyasi ile 2 dakika boyanmuistir. Kesitler alkol serilerinden gecirilerek ksilen igine
alinmistir. Hematoksilen — Eosin boyama Protokolii Tablo 5’de gosterilmistir. Ksilen iginde
30 dakika bekletilen kesitler entellan kullanilarak lamel ile kapatilmistir ve Olympus BX40
151k mikroskop altinda incelenerek ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

Tablo 5. Hematoksilen-Eosin Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON  ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
%80 ALKOL 1 DAKIKA
%95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN
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5.6. Avidin- Biotin Peroksidaz Yéntemi ile Indirek Immunohistokimya (IHK)

Ayni dokulardan yapilan ek kesitler indirek immiinohistokimyasal boyama ig¢in
hazirlanmistir. Deparafinizasyon islemi yapilan kesitler nce tripsinize edilip dakopen ile
cevrelenerek, dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in %3’liikk hidrojen
peroksidaz uygulanmistir. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler spesifik boyanma
saglamak i¢in bloklama sollisyonu uygulanmigtir. Kesitler yikanmadan bloklama
soliisyonu uzaklastirilarak anti-EZH2 (Pierce™ Enhancer Zest Homolog 2 Antibody-
144CT2.1.1.5) (Lot No: QH2067281A, Thermo scientific) primer antikoru 1:50
diliisyonunda kullanilmistir. 18 saat +4°C’de nemli ortamda inkiibe edilmistir. Sekonder
kit olarak avidin-biyotin-peroksidaz sistemi (Invitrogen®-Histostain Plus Bulk Kit,
Invitrogen® 2nd Generation LAB-SA Detection System, Cat no: 85-9043, Broad
spectrum, Camarillo, CA) kullanilmistir. PBS ile yikanan kesitler biyotinle isaretlenmis
hidrojen peroksidaz sekonder antikoru ile 30 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikanan
kesitlere 30 dakika. streptavidin uygulanmistir. Immunoreaktivitenin goriiniir hale
gelebilmesi i¢in kromojen olarak Diaminobenzidine (DAB) uygulanan kesitler, Mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi yapilarak alkolden gecirilip, ksilen ile seffaflastirma
yapilarak entellan ile kapatilmigtir.

Indirek immunohistokimya protokolii Tablo 6°’de Immiinohistokimya i¢in kullanilan
malzemelerin katolog numaralar1 Tablo 7°de verilmistir.

Immiinoreaktivitelerin spesifik olup olmadigmi test etmek amaci ile bir kesit kontrol
boyamasi i¢in ayrilmis ve antikor uygulanmadan boyama gergeklestirilmistir.

EZH2 boyanmasimin immiinoreaktivite siddetine gore minimal (-/+), hafif (1), orta (2),
siddetli (3) ve ¢ok siddetli (4) olarak skorlanmistir. Gruplardan elde edilen endometriyum
doku orneklerinden elde edilen EZH 2 immiinoreaktivite sonuglari One Way-ANOVA

istatistik testiyle karsilastirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 6. indirekt Immunohistokimya Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILENII 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT TAMPON 10 DAKIKA
SOLUSYONU (PBS)
HAVUZCUK DAKO PEN
TRIPSIN 37°C ETUVDE 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BLOKLAMA NON-IMMUN BLOKLAMA 1 SAAT
_ . SOLUSYONU
PRIMER ANTIKOR ANTI-EZH2 (+4°C nemli ortamda) 18 SAAT
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR BiYOTINLE iSARETLI 30 DAKIKA
SEKONDER '
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA  MAYER’S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME OLYMPUS MARKA ISIK

MIKROSKOPU
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Tablo 7. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Inceleme I¢in Kullanilan Malzemeler

MALZEME FIRMA KAT.NO ULKE
ALKOL Sigma- St. Louis, USA.
Aldrich
KSILEN Sigma- Lot no: St. Louis, USA.
Aldrich SZBB0910V
HARRIS Invitrogen® Lot no: Cambridgeshire, UK.
HEMATOKSILEN 72922024A
EOZIN SOLUSYONU Surgipath Lot no: 071108  Cambridgeshire, UK.
BONCUK PARAFIN Surgipath Cambridgeshire, UK.
MIiKROTOM BICAGI Lieca
LiZINLI LAM Surgipath Lot no: Cambridgeshire, UK.
KNO00000009156
DAKO PEN Invitrogen® 00-8877 Paisley, UK.
TRIiPSIN Invitrogen® 00-3008 Paisley, UK.
PBS Sigma- Sigma-Aldrich St. Louis, USA.
Aldrich
H202 Merck Lot no: Darmstadt, Germany.
K40391897 935
ANTI-EZH2 Pierce™ Thermo 144CT2.1.15
Enhancer Zest Homolog 2 scientific (Lot No:
Antibody- QH2067281A,
SEKONDER ANTIKOR Invitrogen® Histostain Plus Camarillo, CA
Bulk Kit
2nd Generation
LAB-SA
Detection
System, Cat no:
85-9043,
Broad spectrum,
DAB KIiT, Kromojen, Invitrogen® DAB-Plus Paisley, UK.
Diaminobenzidine Substrate Kit Lot
no: 896320A
MAYER’S ScyTek Lot no: 12081 Logan, Utah, USA.
HEMATOKSILEN Laboratories
ENTELLAN Merck 10-20/21 Logan, Utah, USA.
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5.7. TUNEL Y ontemi

Apoptotik hiicreler olduklari diistiniilen DNA kiriklari olan hiicreleri tespit etmek amaciyla
endometriyum doku Ornekleri ve kontrol grubundan alinan kesitler, ‘“Terminal
deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling” (TUNEL) Kiti (Millipore)
kullanilarak boyanmistir. Boyama igin ilk 6nce kesitler kit protokoliine uygun olarak
deparafinize edilmistir. Bunun i¢in 6nce 5’er dakikalik 3 degisim ksilen uygulanmis, ardindan
5’er dakikalik 2 degisim absolii alkol, 5 dakika %90 alkol, 5 dakika %80 alkol uygulanarak,
bundan sonra 2 dakika akarsuda yikanmistir ve distile suya getirilmistir. Bu asamadan sonra
her bir kesitin {lizerine kit tarafindan saglanan Proteinaz K, 20 pg/ul olarak uygulanmistir ve
kesitler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra PBS ile 3 defa 5’er dakika
yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in 12 ml %30 H202, 54 ml metanol
ve 54 ml distile su karistirilarak elde edilen ve i¢inde %3 H20, bulunan ¢6zelti ile dokular 5
dakika inkiibe edilmis ve sonrasinda 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanmistir. Ardindan kit
tarafindan saglanan “TdT Enzim”den 5 pul ve “Isaretleme Tamponu”ndan 45 pl karistirilarak
elde edilen “isaretleme reaksiyon karigimindan her bir lamin {izerine 50 pl konulmus ve
onceden 37 dereceye kadar 1sitilmis etliv i¢cinde nemlendirilmis kutuda 90 dakika inkiibe
edilmistir. Enzim ¢6zeltisinin dokular tizerinden uzaklagmasinin onlemesi i¢in dokularin
cevresi son PBS uygulamasinda hidrofobik kalemle ¢evrilmis ve enzim uygulamasindan sonra
iizerlerine birer lamel kapatilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda dokular PBS ile 3 defa 5’er
dakika yikanmak suretiyle reaksiyon sona erdirilmistir. Takiben her bir doku kesiti tizerine kit
tarafindan saglanan “Anti-FITC HRP-bagl antikordan 70 ul konulmustur.

Antikorun {izeri, alt taraflarinin iki ucundan ince bir serit halinde kalin bant yapistirilarak
lama yapigmasi onlenmis 25x32 mm’lik bir lamelle kapatilarak ve yine 37 derecede 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanmustir.
Yikandiktan sonra iizerlerine kit tarafindan saglanan “DAB kromojeni” konularak ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmis; inkiibasyon siiresi sonunda distile su ile yikanarak
boyama reaksiyonu sonlandirtlmistir. TUNEL yontemi protokolii Tablo 8’da belirtilmistir.
Ug farkli alanda yiiz hiicre iginde pozitif boyanan TUNEL hiicreleri sayilarak ortalama
TUNEL % indeksi hesaplanmistir.

Sonuglar One-way ANOVA istatistsel testi ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 8. TUNEL Yontemi Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILENII 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %90 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT TAMPON 10 DAKIKA
SOLUSYONU(PBS)
PROTEINAZ K 15 DAKIKA
YIKAMA PBS 2X5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
EQUILIBRAHITION BUFFER 5 DAKIKA
TDT ENZIM (37°C etiivde) 90 DAKIKA
STOP-WASH BUFFER 10 DAKIKA
(+4°C nemli ortamda)
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN CONJUGATE 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 4X5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) 5 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA  MAYER’S HEMATOKSILEN 1 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 15 DAKIKA
REHIDRATASYON %80 ALKOL 1 DAKIKA
%90 ALKOL 1 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME OLYMPUS MARKA ISIK

MIKROSKOPU
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6. BULGULAR

Bu c¢alismada, EZH2 proteininin endometriyum kanser gelisimindeki Onemi indirek
immunohistokimyasal, Western blotting ve TUNEL yéntemleri ile degerlendirilmistir. Iyi
diferansiye, diisiik malign potansiyeli olan Ishikawa ve kotli diferansiye, yiiksek malign
potansiyeli olan MFE-319 insan adenokanser hiicre hatlarinda anti-EZH2 primer antikoru
kullanilarak immunoreaktiviteleri ve protein varligi saptanmaistir.

Histopatolojik olarak incelenen formalin ile tespit edilmis ve parafine gomiilmiis normal
endometriyum (proliferasyon ve sekresyon evresi), endometriyal hiperplazi (basit-atipisiz ve
kompleks—atipili) ve endometriyum kanserlerinden (Tip | ve Tip Il endometriyal
adenokanserler) alinan doku 6rneklerinde EZH2 immunolokalizasyonlari, pozitif boyanan %
hiicre sayilar1 ve immunoreaktivite siddetleri belirlenerek H-Skor hesaplanmistir. Apoptotik
% indeksi TUNEL yontemi ile belirlenerek, gruplardan elde edilen tiim sonuglar One-way
ANOVA istatistik testi ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

6.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Ishikawa insan endometriyum adenokanser hiicre hattt MEM, 2mM L-Glutamine, %1
Non Essential Amino Asit (NEAA), %5 Fotal Bovine Serum (FBS) ve %l
Penisilin/Streptomisin i¢eren hiicre medyumunda, %5 CO2 ve 37°C sartlarini saglayan nemli
inkiibatorde ¢ogaltilmistir.

39 yasindaki endometriyal karsinomali kadindan elde edilen, atimik farelere verildiginde
1yi diferansiye kanser olusturan, dstrojen ve progesteron reseptorleri iceren ve diisiik malign
potansiyeli olan Ishikawa hiicrelerinin inverted mikroskop altinda degerlendirilmesinde
epitel- benzeri yapida ve mekik bi¢imli olduklari, hiicre kiiltiir kabina yapisarak ¢ogaldiklar
izlenmistir (Resim 1). Ishikawa hiicrelerinin ikilenme zamanlari 30 saat olarak belirlenmistir.

Ishikawa hiicrelerinin laboratuvara alindiklari ilk gorintiileri, semi-konfluent ve

konfluent goriintiileri sirasiyla Resim 1 (A-C)’de gosterilmistir.
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MFE-319 (ACC-423) insan endometriyum adenokanser hiicre hatt1 %40 RPMI, %40
MEM (with Earle's salts), %20 1s1 ile inaktive edilmis FBS, 2 mM L-Glutamin, %1
Penisilin/Streptomisin igeren hiicre medyumunda, %5 CO; ve 37°C sartlarin1 saglayan nemli
inkiibatorde ¢ogaltilmustir.

81 yasindaki primer adenoskuamoz endometriyum karsinomali kadindan elde edilen,
nude farelere verildiginde kotii diferansiye tiimor gelistiren, Ostrojen ve progesteron
reseptorleri negatif MFE-319 hiicrelerinin inverted mikroskop altinda degerlendirilmesinde
hiicrelerin epitel benzeri-mekik bigimli olduklari, kiiltiir kabina yapisarak ¢ogaldiklar1 ve
kiimelenme yaparak diizenlenme gosterdikleri izlenmistir. Yuvarlak biiyiik cekirdek ve
belirgin niikleolus icerdikleri gozlenmistir (Resim 1). MFE-319 hiicrelerinin ikilenme
zamanlar1 100 saat olarak tespit edilmistir.

MFE-319 hiicrelerinin laboratuvara alindiklari ilk gorintileri, semi-konfluent ve

konfluent goriintiileri sirasiyla Resim 1 (D-F) ’de gésterilmistir.
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ISHIKAWA MFE-319 (ACC423)
Insan Endometriyum Adenokanser Insan Endometriyum Adenokanser
Hiicre Hatti Hiicre Hatt1

Hiicrelerin semi-konfluent goriintiileri

( Vi

Resim 1. Ishikawa (A-C) Ve MFE-319 (ACC423) (D-F) insan Endometriyum
Adenokanser Hiicre Hatlarimin inverted Mikroskop Géoriintiileri.

(Orijinal Biiyiitme: X200)
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6.1.1. Endometriyum Adenokanser Hiicre Hatlarinin indirek Iimmunohistokimya
Boyamalar:

Atimik farelere verildiginde iyi diferansiye endometriyum adenokanseri olusturan
Ishikawa hiicreleri, steril yuvarlak lameller yerlestirilen 24 gozlii kiiltiir kaplari igerisinde 24
saat siire ile ¢cogaltildiktan sonra, %4 liik paraformaldehid ile tespit edilerek avidin-biyotin
peroksidaz yontemi ile anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak indirek immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir.

Ishikawa hiicrelerinin EZH2 immunoreaktivite yogunluklar1 hafif (1) ve orta (2) olarak
belirlenmistir (Resim 2, Tablo 9). Ozellikle béliinen hiicrelerde pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri izlenmistir. Yedi farkli alanda hiicreler immunoreaktivite yogunluklari
yoniinden sayilmis ve toplam pozitif boyanan hiicre sayilari ile immunoreaktivite siddetlerinin
1 ile toplanmasi ile elde edilen saymnin ¢arpilmasi ile H-Skor’lar hesaplanmistir.

Ishikawa hiicrelerinin anti-EZH2 primer antikoru ile indirek immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmesi sonucunda H-Skor ortalamasi 137,57 + 31,45 olarak belirlenmistir.
Sonuglar karsilastirmali olarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Grafik 1).

Nude farelere verildiginde kotii diferansiye endometriyum kanseri olusturan MFE-319
(ACC-423) insan endometriyum adenokanser hiicre hatlar1 8 gozlii chamber slide igerisinde
72 saat siire ile gogaltildiktan sonra %4’liik paraformaldehid ile tespit edilerek avidin-biyotin
peroksidaz yontemi ile anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak indirek immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir.

MFE-319 hiicrelerinin EZH2 immunoreaktivite yogunluklari siddetli (3) ve ¢ok siddetli
(4) olarak belirlenmistir (Resim 2, Tablo 10,). Yedi farkli alanda hiicreler immunoreaktivite
yogunluklar1 yoniinden sayillmis ve toplam pozitif boyanan hiicre sayilar ile
immunoreaktivite siddetlerinin 1 ile toplanmasi ile elde edilen saymin ¢arpilmasi ile H-
Skor’lar hesaplanmuistir.

MFE-319 (ACC-423) hiicrelerinin anti-EZH2 primer antikoru ile indirek
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi sonucunda H-Skor ortalamas1 352,85 + 78,94
olarak belirlenmistir. Sonuglar karsilastirmali olarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir
(Grafik 1).
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ISHIKAWA MFE-319 (ACC423)
Insan Endometriyum Adenokanser Insan Endometriyum Adenokanser
Hiicre Hatt1 Hiicre Hatt1

Resim 2. Ishikawa Ve MFE-319 (ACC423) insan Endometriyum Adenokanser
Hiicrelerinin Anti-EZH2 Primer Antikoru ile indirek Immunohistokimyasal Yontemle
Elde Edilen immunoreaktivite Boyanma Géoriintiileri

Kiiltlir kabina yapisarak ¢ogalan, epitel-benzeri Ishikawa hiicrelerinde hafif/orta; MFE-319
(ACC 423) hiicrelerinde siddetli/cok siddetli EZH2 immunoreaktiviteleri kahverengi olarak
izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Orijinal biiyiitme: X 200, Bar: 20 ym
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Tablo 9. Ishikawa insan endometriyum adenokanser hiicrelerinin anti-EZH2 primer
antikoru ile elde edilen H-Skor Sonuglar:

ISHIKAWA Boyanma Siddeti Toplam pozitif H-Skor
boyanan hiicre %
1 2 3 4
1. Alan X 60 120
2. Alan X 65 130
3. Alan X 50 100
4. Alan X 57 171
5. Alan X 56 112
6. Alan X 48 144
7. Alan X 93 186
ORT 137,57 +£ 31,45

Tablo 10. MFE-319 (ACC423) insan endometriyum adenokanser hiicrelerinin anti-
EZH2 primer antikoru ile elde edilen H-Skor Sonuglar:

MFE-319 Boyanma Siddeti Toplam pozitif H-Skor
(ACC423) boyanan hiicre %
1 2 3 4
1. Alan X 90 450
2. Alan X 75 300
3. Alan X 60 300
4. Alan X 57 285
5. Alan X 95 475
6. Alan X 90 360
7. Alan X 75 300
ORT 352,85 + 78,94
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Grafik 1. Ishikawa ve MFE-319 (ACC423) insan Endometriyum Adenokanser
Hiicrelerinin Anti-EZH2 Primer Antikoru ile Elde Edilen H-Skor Sonuclarinin
Istatistiksel Karsilastirmalari

HUCRELERIN EZH2 iHK H-Skor SONUCLARI

500

400 T
o 300
v
+
ke
O 200 Fk %

100

O ,
ISHIKAWA MFE-319

*** |shikawa EZH2 vs MFE-319 EZH2 p <0.0001

Iyi diferansiye Ishikawa ve kotii diferansiye MFE-319 insan endometriyum adenokanseri
hiicre hatlarinda anti-EZH2 primer antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarin
H-Skor ile degerlendirilmesinde, MFE-319 insan endometriyum adenokanseri hiicre hattinda

istatistiksel olarak anlamli artis oldugu izlenmektedir.
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6.2. Western Blotting Bulgular:
6.2.1. Ishikawa ve MFE-319 (ACC423) insan Endometriyum Adenokanser Hiicre

Hatlarinda EZH2 Protein Tayini

Western Blotting ¢alismasi i¢in uygun kosullarda hiicrelerin ¢ogaltilmast islemi
gerceklestirildikten sonra c¢ogalan hiicrelerin, protein ekstraksiyonu oOl¢iimii iglemleri
gergeklestirilmistir. Oubit cihazi ile protein miktarlar1 6l¢limii yapilmustir.

Ishikawa hiicrelerinin protein miktar1 3,72 ug/ ul; MFE-319 hiicrelerinin protein miktari
ise 3,86 ng/ ul olarak belirlenmistir.

Hiicre ekstraksiyonlar1 anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak Western Blotting yontemi
ile molekiiler agirligi 83kDa olan EZH2 protein varligi saptanmistir. Kontrol olarak 45kDa
molekiiler agirligi olan B Aktin kullanilmistir (Resim 3). Her iki endometriyal adenokanser

hiicre hatlarinda EZH2 proteininin saptanmis olmasi, immunohistokimyasal olarak belirlenen

EZH2 varliginin dogrulanmasini saglamistir.

MFE-319 Hiicreleri
Ishikawa Hiicreleri

EZH2 (83 kDa)

-

B-Actin (45 kDa) -—

Resim 3. Ishikawa Ve MFE-319 (ACC423) insan Endometriyal Adenokanser Hiicre
Hatlarinda Western Blotting Yontemi Sonuclari.

Molekiiler agirhigi 83kDa olan EZH2 protein varligi her iki endometriyal kanser hiicre
hattinda goriilmektedir. Kontrol olarak 45kDa molekiiler agirligr olan B Aktin kullanilmistir.
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6.3. Histopatolojik Degerlendirme Bulgulari

Bu ¢alismada; formalin ile tespit edilmis ve parafine gdmiilmiis proliferasyon ve sekresyon
evrelerinde alinan normal endometriyum; basit- atipisiz ve kompleks atipili endometriyal
hiperplazi; tip | ve tip 11 endometriyum adenokanser drnekleri Hematoksilen&Eozin (H&E)
boyamasi ile 151k mikroskop altinda degerlendirilmistir.

Proliferasyon evresinde alinan doku orneklerinde; Kinosilya igeren tek katli prizmatik
yiizey epitelinin, endometriyal stroma igerisine invagine olarak, ¢ok sayida tiibiiler tipte uterus
bezlerini olusturdugu ve hiicrelerin gogaldiklari gozlenmistir (Resim 4 A-B). Sekresyon
evresinde alinan doku 6rneklerinde; endometriyum bezlerinin fazla kivrintili, spiral bigimde
olduklari, epitel hiicrelerinin nukleuslarinin iistiinde salgi vakuollerinin olustugu ve salgi

tirtinlerinin bezlerin liimenlerini genislettikleri izlenmistir (Resim 4 C-D).

PROLIFERASYON EVRESI SEKRESYON EVRESI
ENDOMETRIYUM ENDOMETRIYUM

Resim 4. Proliferasyon (A-B) ve Sekresyon (C-D) Evrelerinde Alnan Endometriyum
Orneklerinin H&E Boyal Preperatlarinin Isik Mikroskobik Goriintiileri

Orijinal biiyiitme: X 200 (A-C) X100 (B-D)
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Histopatolojik olarak basit-atipisiz endometriyal hiperplazi olarak tani konulan doku
orneklerinde; hiicreden zengin stroma i¢inde kistik genislemis, yer yer dallanma gdsteren bez
yapilariin varligi izlenmistir. Bezleri doseyen hiicrelerin yalanci ¢ok katli ve prizmatik
oldugu izlenirken, sitolojik atipi gozlenmemistir. Mitozun degisken oldugu ve proliferasyon
evresindeki endometriyumdan farkli olarak stromal hiicrelerin daha yogun oldugu izlenmistir
(Resim 5 A-B)

Histopatolojik olarak kompleks-atipili endometriyal hiperplazi olarak belirlenen doku
orneklerinde; hiicrelerde mitoz, bezlerin sayica artmis oldugu, sirtsirta dizilim, diizensiz
dallanmalar ve hiicresel atipi oldugu gozlenmistir. Bezlerin artmis olmasia bagli olarak
stromanin azalmig oldugu izlenmistir. Atipik hiicrelerin nukleuslarinin biiylimiis oldugu,

daginik, ince kromatin igerdigi gézlenmistir (Resim 5 C-D).

BASIT -ATiPiSizZ KOMPLEKS -ATIiPiLi
ENDOMETRIYAL HiPERPLAZI ENDOMETRIYAL HiPERPLAZI
H&E H&E
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Resim 5. Basit- Atipisiz (A-B) ve Kompleks-Atipili (C-D) Endometriyal Hiperplazi
Tanis1 Alan Endometriyum Orneklerinin H&E Boyali Preperatlarinin Isik
Mikroskobik Goriintiileri.

Orijinal biiyiitme: X 200 (A-C), X 400 (B-D)
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Histopatolojik olarak Tip 1 endometriyal adenokanseri olarak tan1 konulan
endometriyum doku Orneklerinde; mitozun degisken oldugu izlenmistir. Endometriyum
bezlerinin diizensiz, kripriform ve intra glandiiler koprilesmeler igerdikleri, boyutlarinin
degisken oldugu, stromanin daralmis oldugu gézlenmistir (Resim 6 A-B).

Histopatolojik olarak Tip Il endometriyal adenokanseri olarak tani konulan
endometriyum doku Orneklerinde;  hiicrelerde mitozun artmis oldugu, hiicrelerin
sitoplazmalarinin soluk ve niikleuslarin biiyiik ve diizensiz goriiniimlii oldugu izlenmistir.
Bezlerin diizensiz ve sayica artmis oldugu, hiicresel atipi ve stroma invazyonu oldugu
gozlenmistir. Bezlerin artmig olmasina bagli olarak stromanin azalmis oldugu izlenmistir.
Atipik hiicrelerin pleimorfik, belirgin nukleolus ve diizensiz kaba kromatin icerdigi

gozlenmistir (Resim 6 C-D).

TiP I ENDOMETRIYAL TiP I1 ENDOMETRIYAL
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Resim 6. Tip I Endometriyal Adenokanser (A-B) ve Tip 11 Endometriyal Adenokanser
(C-D) Tamis1 Alan Endometriyum Orneklerinin H&E Boyali Preperatlarimin Isik
Mikroskobik Goriintiileri.

Orijinal biiytitme: X 200 (A-C), X 400 (B-D)
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6.4. Immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgulari

Anti-EZH2 Primer Antikoru Bulgular:

Bu ¢alismada, normal endometriyum (proliferasyon ve sekresyon evreleri), endometriyal
hiperplazi (basit-atipisiz ve kompleks-atipili) ve endometriyum kanseri (Tip | ve Tip Il
endometriyal adenokanserler) doku orneklerinden alinan kesitlerde anti-EZH2 primer
antikoru kullanilarak avidin-biotin peroksidaz yontemi ile indirek immunohistokimyasal
degerlendirme yapilmistir (n: 10, herbir grup).

Kesitlerde pozitif boyanan hiicre sayilari, immunoreaktivite siddetleri ve
immunolokalizasyonlar1 belirlenerek degerlendirme yapilmistir. Immiinoreaktivite siddetleri
1 (hafif), 2 (orta), 3 (siddetli) ve 4 (¢ok siddetli) olarak yari-kantitatif yontemle belirlenmistir.
Gruplardan 3 farkli alandan elde edilen sonuglar ile H-Skorlar hesaplanmistir ve sonuglar
One-Way ANOVA istatistik testi ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Normal endometriyumun proliferasyon evresinden elde edilen 10 6rnegin, anti-EZH2
primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde; sitoplazmik ve
niikleer immunolokalizasyonlarda orta, siddetli ve ¢ok siddetli immunoreaktivite boyanmalar1
izlenmistir. 4 6rnekte sitoplazmik orta immunoreaktivite; 2 6rnekte niikleer, 2 6rnekte
sitoplazmik siddetli immunoreaktivite; 1 6rnekte niikleer, 1 drnekte sitoplazmik ¢ok siddetli
immunoreaktivite izlenmistir (Tablo 11, Resim 7).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 231,50 + 59,26 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari
Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 11. Normal Proliferasyon Evresi Endometriyum Orneklerinde anti-EZH2
Primer Antikoru Immunoreaktivite Siddeti ve Immunolokalizasyon Sonuclar1 (n:10)

Proliferasyon Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu

Evresi

1 2 3 4

Preperat No  Niikler  Sitoplazmk  Niikleer Sitoplazmk  Niikleer Sitoplazmik Niikleer  Sitoplazmik
3665-15 X
3739-15 X
3828-15 X
3831-15 X
3852-15 X
3855-4/15 X
4005-15 X
4009-2/15 X
4117-15 X
4023-15 X
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Resim 7. Proliferasyon Evresinde Alinan Normal Endometriyum Orneklerinde Anti-
EZH2 Primer Antikoru ile indirek Iimmunohistokimyasal Yontemle Boyal
Preperatlariin Isik Mikroskobik Goriintiileri.

Endometriyum Yiizey Epiteli Ve Endometriyal Bezlerde Sitoplazmik Ve Niikleerpozitif
EZH2 Immunoreaktiviteleri Kahverengi Olarak izlenmektedir.
Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiyiitme: X 200
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Normal endometriyumun sekresyon evresinden elde edilen 10 6rnegin, anti-EZH2
primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde; sitoplazmik ve
niikkleer immunolokalizasyonlarda hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli immunoreaktivite
boyanmalar1 izlenmistir. 4 Ornekte sitoplazmik hafif immunoreaktivite; 3 06rnekte
sitoplazmik orta immunoreaktivite; 1 ornekte niikleer, 1 Ornekte sitoplazmik siddetli
immunoreaktivite; 1 6rnekte sitoplazmik ¢ok siddetli immunoreaktivite izlenmistir (Tablo
12, Resim 8).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 190,50 + 52,41 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari

Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 12. Normal Sekresyon Evresi Endometriyum Orneklerinde anti-EZH2 Primer
Antikoru Iimmunoreaktivite Siddeti ve Iimmunolokalizasyon Sonuclar1 (n:10)

Sekresyon Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu

Evresi 1 > 3 1

Preperat Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik
No

3951-15 X

3953-15 X

3974-2/15 X

4006-15 X

4060-1/15 X
4068-2/15 X

4109/15 X

4119/15 X

4338-15 X

4546-15 X
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Resim 8. Sekresyon Evresinde Alinan Normal Endometriyum Orneklerinde Anti-
EZH2 Primer Antikoru ile indirek Iimmunohistokimyasal Yontemle Boyal
Preperatlariin Isik Mikroskobik Goriintiileri.

Endometriyum yiizey epiteli ve endometriyal bezlerde sitoplazmik ve niikleer pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri kahverengi olarak izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiyiitme: X 200
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Histopatolojik olarak basit-atipisiz endometriyal hiperplazi olarak tani konulan 10
ornegin, anti-EZH2 primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde;
sitoplazmik ve niikleer immunolokalizasyonlarda orta, siddetli ve ¢ok siddetli
immunoreaktivite boyanmalari izlenmistir. 4 6rnekte sitoplazmik orta immunoreaktivite; 2
ornekte niikleer, 3 6rnekte sitoplazmik siddetli immunoreaktivite; 1 6rnekte sitoplazmik ¢ok
siddetli immunoreaktivite izlenmistir (Tablo 13, Resim 9).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 261,00 + 56,85 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari

Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 13. Basit-Atipisiz Endometriyal Hiperplazi Orneklerinde anti-EZH2 Primer
Antikoru Immunoreaktivite Siddeti ve Immunolokalizasyon Sonugclar1 (n:10)

Basit Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu

Atipisiz EH 1 > 3 1

Preperat Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik
No

3694-3/14 X

3703/15

3704-1/15 X

3813-2/15 X

3845-2/15 X X

4001-15

4066-3/15 X X
4203-15 X

4228-15 X

4255-3/15 X
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Resim 9. Basit-Atipisiz Endometriyal Hiperplazi Orneklerinde Anti-EZH2 Primer
Antikoru Ile Indirek Immunohistokimyasal Yontemle Boyali Preperatlarinin Isik
Mikroskobik Goriintiileri.

Endometriyum yiizey epiteli ve endometriyal bezlerde sitoplazmik ve niikleer pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri kahverengi olarak izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiyiitme: X 200
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Histopatolojik olarak kompleks-atipili endometriyal hiperplazi olarak tani konulan 10
ornegin, anti-EZH2 primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde;
sitoplazmik ve niikleer immunolokalizasyonlarda orta, siddetli ve ¢ok siddetli
immunoreaktivite boyanmalar1 izlenmistir. 2 rnekte sitoplazmik orta immunoreaktivite; 3
ornekte niikleer, 2 ornekte sitoplazmik siddetli immunoreaktivite; 2 6rnekte niikleer, 1
ornekte sitoplazmik ¢ok siddetli immunoreaktivite izlenmistir. Bu grupta niikleer boyanan
hiicrelerin artmis oldugu gézlenmistir (Tablo 14, Resim 10).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 270,50 + 70,73 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari

Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 14. Kompleks-Atipili Endometriyal Hiperplazi Orneklerinde anti-EZH2 Primer
Antikoru Immunoreaktivite Siddeti ve immunolokalizasyon Sonuglar1 (n:10)

Kompleks Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu
Atipili EH

1 2 3 4

Preperat Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik
No

2649-2/15 X

2889-8/15 X

3394-1/15 X
3524-3/15 X

3569-10/15 X

3623-3/15 X

3805-12/15 X

4199-1/15 X

5201-12 X

5307-23 X
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Resim 10. Kompleks-Atipili Endometriyal Hiperplazi Orneklerinde Anti-EZH2 Primer
Antikoru Ile Indirek Immunohistokimyasal Yontemle Boyali Preperatlarinin Isik
Mikroskobik Goriintiileri.

Endometriyum yiizey epiteli ve endometriyal bezlerde sitoplazmik ve niikleer pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri kahverengi olarak izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiylitme: X 200
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Histopatolojik olarak Tip I endometriyal adenokanser olarak tani konulan 10 6rnegin,
anti-EZH2 primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde;
sitoplazmik ve niikleer immunolokalizasyonlarda orta, siddetli ve ¢ok siddetli
immunoreaktivite boyanmalari izlenmistir. 3 6rnekte sitoplazmik orta immunoreaktivite; 2
ornekte niikleer, 2 ornekte sitoplazmik siddetli immunoreaktivite; 2 6rnekte niikleer, 1
ornekte sitoplazmik ¢ok siddetli immunoreaktivite izlenmistir. Bu grupta niikleer boyanan
hiicrelerin artmis oldugu gézlenmistir (Tablo 15, Resim 11).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 270,50 + 70,73 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari

Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 15. Tip I Endometriyal Adenokanser Orneklerinde anti-EZH2 Primer Antikoru
Immunoreaktivite Siddeti ve immunolokalizasyon Sonuclarr (n:10)

Tipl Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu
Endometriyal
Adenokanser 1 2 3 4

Preperat No  Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik

1934-5/15 X
2137-15 X
2219-11/15 X

2275-15 X

2844-3/15 X
3421-3/15 X

3478-15 X

4028-7/15 X

4463-7/15 X
4771-4/15 X
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Resim 11. Resim 11. Tip | Endometriyal Adenokanser Orneklerinde Anti-EZH?2
Primer Antikoru ile indirek immunohistokimyasal Yontemle Boyali Preperatlarinin
Isik Mikroskobik Goriintiileri.

Endometriyum yiizey epiteli ve endometriyal bezlerde sitoplazmik ve niikleer pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri kahverengi olarak izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiyiitme: X 200

63



Histopatolojik olarak Tip 11 endometriyal adenokanser olarak tani konulan 10 6rnegin,
anti-EZH2 primer antikoru ile immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde;
sitoplazmik ve niikleer immunolokalizasyonlarda orta, siddetli ve ¢ok siddetli
immunoreaktivite boyanmalari izlenmistir. 1 6rnekte sitoplazmik orta immunoreaktivite; 2
ornekte niikleer, 2 Ornekte sitoplazmik siddetli immunoreaktivite; 3 ornekte niikleer, 2
ornekte sitoplazmik ¢ok siddetli immunoreaktivite izlenmistir. Bu grupta niikleer boyanan
hiicrelerin artmis oldugu gézlenmistir (Tablo 16, Resim 12).

Bu gruptan elde edilen H-Skoru 366,00 + 63,67 (Ortalama = SD) olarak bulunmustur.
One-way ANOVA istatistik testi ile gruplarin karsilastirmali olarak degerlendirilme sonuglari

Grafik 2’de sunulmustur.

Tablo 16. Tip II Endometriyal Adenokanser Orneklerinde anti-EZH2 Primer
Antikoru Immunoreaktivite Siddeti ve Immunolokalizasyon Sonuclar1 (n:10)

Tip 11 Immunoreaktivite siddeti ve immunolokalizasyonu
Endometriyal
Adenokanser 1 2 3 4

Preperat No  Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik

3325-15 X

3384-15 X
3466-15 X
3730-4/15 X

3777-15 X
4100-17/15 X

4105-9/15 X

4301-29/15 X
4301-38/15 X
4362-15 X
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Resim 12. Tip II endometriyal adenokanser érneklerinde anti-EZH2 primer antikoru
ile indirek immunohistokimyasal yontemle boyal preperatlarimin 151k mikroskobik
goriintiileri.

Endometriyum yiizey epiteli ve endometriyal bezlerde sitoplazmik ve niikleer pozitif EZH2
immunoreaktiviteleri kahverengi olarak izlenmektedir.

Kromojen: DAB, Artalan boyamasi: Mayer’s Hematoksilen, Orijinal biiylitme: X 200
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Grafik 2. Normal Endometriyum, Endometriyal Hiperplazi ve Endometriyum Kanser
Orneklerinde Anti-EZH2 Primer Antikkoru ile Edlde Edilen immunoreaktivitelerin
H-Skor Sonuclar

ENDOMETRIYUM ORNEKLERINDE
EZH2 H-Skor SONUCLARI
500
400 % T
k% w*% g ot -[
2 300 T I
. %%k
& [
o 200
100
0
PE SE BAEH KAEH ECAI ECAII
PE vs ECAII *** P<0.001 BAEH vs ECAII ** P<0.01
SE vs ECAI ** P<0.01 KAEH vs ECAII * P<0.05
SE vs ECAII *** P<0.001 ECAIl vs ECAII P>0.05
Endometriyum Orneklerinde EZH2 H-Skor Sonuclar
PE SE BAEH KAEH ECAI ECAII
1 300 140 180 400 400 400
2 240 160 260 375 375 450
3 180 130 210 300 320 375
4 320 150 240 280 300 425
5 300 240 240 240 320 450
6 160 225 200 260 240 320
7 180 180 300 220 220 330
8 170 200 350 180 240 300
9 225 180 320 210 270 340
10 240 300 310 240 225 270
ORT 231,50 190,50 261,00 |270,50 291,00 | 366,00
SD 59,26 52,41 56,85 70,73 63,02 63,67
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Sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirildiginde gruplarda normalden endometriyal
hiperplazi ve kanser siirecine gegiste niikleer ve sitoplazmik EZH2 immunoreaktivitesinde
artis oldugu belirlenmistir. Kotii diferansiye olan Tip II endometriyal kanser 6rneklerinde
istatistiksel olarak anlamli EZH2 artis1 oldugu izlenmistir.

6.5. TUNEL Yontemi Bulgular:

Apoptotik hiicreler olduklar1 diistiniillen DNA hasar1 ve kiriklar1 olan hiicreleri tespit
etmek amaciyla; formalin ile tespit edilmis ve parafine gomiilmiis normal ve patolojik
endometriyum doku orneklerinden alinan kesitler, “Terminal deoxynucleotidyl Transferase
Biotin-dUTP Nick End Labeling” (TUNEL) Kiti kullanilarak boyanmistir. Apoptoz
programlanmis hiicre Olimii olup, viicutta ihtiyag duyulmayan veya anormallesmis
hiicrelerden kurtulmanin normal yoludur. Apoptotik hiicreler TUNEL pozitif olarak
kromatinleri yogunlagsmis ve kiiclilmiis hiicreler olarak kahverengi alanlar olarak
belirlenmislerdir.

TUNEL boyamasi yapilan proliferasyon ve sekresyon evrelerindeki normal
endometriyum, basit-atipisiz ve kompleks-atipili endometriyal hiperplazi ve Tip | ve Tip 1l
endometriyal adenokanser preperatlarinda her grup i¢in rastgele secilmis 3 alanda her 100
hiicre i¢inde TUNEL pozitif hiicreler sayilarak % TUNEL indeksi belirlenmistir.

Proliferasyon ve Sekresyon evrelerindeki orneklerden alinan alinan endometriyum
kesitlerinin TUNEL boyali preperatlarinin 1g1k mikroskobik goriintiileri sirasiyla Resim 13 A-
B ve Resim 13 C-D’de ;

Basit-atipisiz ve kompleks—atipili endometriyal hiperplazi o6rneklerinden alinan
endometriyum kesitlerinin TUNEL boyali preperatlarinin 151k mikroskobik goriintiileri
sirastyla Resim 14 A-B ve Resim 14 C-D’de;

Tip I ve Tip Il endometriyal adenokanser drneklerinden alinan endometriyum kesitlerinin
TUNEL boyali preperatlarinin 11k mikroskobik goriintiileri sirasiyla Resim 15 A-B ve Resim
15 C-D’de;

Gruplardan elde edilen TUNEL pozitif % hiicre indeksleri ve istsatistiksel analizleri

Grafik 3’de gosterilmistir.
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Proliferasyon evresinde alinan doku 6rneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinini oldukca
az sayida olduklar1 ve epitel i¢cinde lokalizasyon gdsterdikleri izlendi. Bu gruptan elde edilen
TUNEI pozitif hiicrelerin % indeksi 2,31 £ 0,55 olarak belirlenmistir (Resim 13 A-B).

Sekresyon evresinde alinan doku 6rneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinini olduk¢a az
sayida olduklar1 ve epitel icinde lokalizasyon gdsterdikleri izlendi. Bu gruptan elde edilen

TUNEI pozitif hiicrelerin % indeksi 1,56 + 0,73 olarak belirlenmistir (Resim 13 C-D).

PROLIFERASYON EVRESI SEKRESYON EVRESI
ENDOMETRiIYUM ENDOMETRIYUM

H&E

Resim 13. Proliferasyon (A-B) ve Sekresyon (C-D) Evrelerinde Alman Endometriyum
Orneklerinin TUNEL Yontemi Ile Boyal Preperatlarimin Isik Mikroskobik
Goriintiileri.

TUNEL pozitif hiicreler kahverengi olarak izlenmektedir. Orijinal biiyiitme: X 200 (A-C)
X100 (B-D)
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Histopatolojik olarak basit-atipisiz endometriyal hiperplazi olarak tani konulan doku
orneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinin olduk¢a az sayida olduklart ve epitel iginde
lokalizasyon gosterdikleri izlendi. Bu gruptan elde edilen TUNEL pozitif hiicrelerin %
indeksi 1,75 + 0,53 olarak belirlenmistir (Resim 14 A-B).

Histopatolojik olarak kompleks-atipili endometriyal hiperplazi olarak belirlenen doku
orneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinini kontrol ve basit-atipisiz endometriyal hiperplazi
gruplarina gore bir miktar artmis oldugu epitel i¢inde lokalizasyon gosterdikleri izlendi.

Bu gruptan elde edilen TUNEL pozitif hiicrelerin % indeksi 3,54 + 1,46 olarak belirlenmistir
(Resim 14 C-D).
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Resim 14. Basit- Atipisiz (A-B) ve Kompleks-Atipili (C-D) Endometriyal Hiperplazi
Tamis1 Alan Endometriyum Orneklerinin TUNEL Yoéntemi fle Boyah Preperatlarinin
Isik Mikroskobik Goriintiileri.

TUNEL pozitif hiicreler kahverengi olarak izlenmektedir.
Orijinal biiyiitme: X 200 (A-C), X 400 (B-D)



Histopatolojik olarak Tip 1 endometriyal adenokanseri olarak tan1 konulan
endometriyum doku orneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinin artmis olduklar1 ve epitel
icinde lokalizasyon gosterdikleri izlendi. Bu gruptan elde edilen TUNEL pozitif hiicrelerin %
indeksi 7,81 +1,55 olarak gozlenmistir (Resim 15 A-B).

Histopatolojik olarak Tip 1l endometriyal adenokanseri olarak tani konulan
endometriyum doku 6rneklerinde; TUNEL pozitif hiicrelerinin artmis olduklar1 ve epitel
icinde ve stromada lokalizasyon gosterdikleri izlendi. Bu gruptan elde edilen TUNEL pozitif
hiicrelerin % indeksi 8,04 = 2,10 olarak belirlenmistir (Resim 15 C-D).
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Resim 15. Tip | Endometriyal Adenokanser (A-B) ve Tip Il Endometriyal Adenokanser
(C-D) Tams1 Alan Endometriyum Orneklerinin TUNEL Boyali Preperatlarimin Isik
Mikroskobik Goriintiileri. TUNEL pozitif hiicreler kahverengi olarak izlenmektedir.

Orijinal biiyiitme: X 200 (A-C), X 400 (B-D)
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Grafik 3. Normal Endometriyum, Endometriyal Hiperplazi ve Endometriyum Kanser
Orneklerinde TUNEL % INDEKSI Sonuclar

ENDOMETRIYUM ORNEKLERINDE
TUNEL % iNDEKS SONUCLARI
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PE vs ECAI, ECAIl *** P<0.001 BAEH vs ECAI, ECAIl *** P<0.001
SE vs ECAI, ECAIl  *** P<0.001 KAEH vs ECAI, ECAIl *** P<0.001
Endometriyum Orneklerinde TUNEL % INDEKS Sonuclari

Ornek PE SE BAEH KAEH ECAI ECAII
1 2,68 0,623 1,09 6,77 9,65 7,18
2 2,4 0,61 2,42 5,03 7,77 10,1
3 2,13 2,66 1,94 2,28 9,19 7,69
4 3,19 1,78 1,46 2,67 8,82 12,31
5 1,23 2,35 1,81 2,39 8,87 6,03
6 1,74 0,98 1,6 2,43 7,38 5,58
7 2,69 1,19 2,8 2,69 8,92 10,02
8 2,38 2,25 1,62 4,33 5,9 7,31
9 2,52 1,26 1,54 3,09 5,11 7,01
10 2,11 1,88 1,2 3,68 6,5 7,18
ORT 2,31 1,56 1,75 3,54 7,81 8,04
SD 0,55 0,73 0,53 1,46 1,55 2,10

Endometriyum  Orneklerinde TUNEL %  indeksinin  karsilastirmali  olarak
degerlendirilmesinde Tip I ve Tip Il endometriyal adenokanser 6rneklerinde istatistiksel

olarak artmis TUNEL pozitif hiicreler oldugu belirlenmistir.

71



7. TARTISMA

Bu c¢alismada malignite yoniinden iki farkli insan endometriyal adenokanser hiicre
hattinda ve normal endometriyum (proliferasyon ve sekresyon evresi), endometriyal
hiperplazi (basit-atipisiz ve kompleks-atipili) ve endometriyum kanserlerinde (Tip | ve Tip Il
endometriyal adenokanser) anti-EZH2  primer antikoru kullanilarak  proteinin
immunolokalizasyonu, dagilimlart ve varligi indirek immunohistokimyasal ve Western
Blotting yontemleri ile degerlendirilmistir. Apoptotik olabilecegi diisiiniilen hiicrelerin
belirlenmesi amaciyla TUNEL boyamasi yapilarak, pozitif hiicreler sayilarak TUNEL indeksi
belirlenmistir. EZH2 proteini endometriyum doku Orneklerinde karsilastirmali olarak
degerlendirilmis ve normal endometriyumdan, endometriyal hiperplaziye gecis ve
endometriyum kanser gelisiminde 6nemli rolii bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Endometriyum kanseri, gelismis tilkelerde en sik goriilen jinekolojik kanserler arasinda
dordiincti sirada (Allen ve ark. 2008) kadinlar arasinda kansere bagli 6liimler arasinda ise
sekizinci sirada yer almaktadir. Bu nedenle, endometriyum kanserinin erken tanisi igin
prognostik ve tedavide hedeflenecek yeni molekiillerin tanimlanmasina gereksinim
bulunmaktadir. Bu kanserin epidemiyoloji, patofizyoloji ve yonetim stratejilerinin anlagilmasi
riskleri azaltma yoniinde katkida bulunmayi ve erken taniyr kolaylastirmay: saglamaktadir.
(Jemal ve ark. 2009). Jinekolojik Onkoloji Klinik Uygulama Komitesi Dernegi endometriyum
kanseri tan1 ve tedavileri i¢in literatlir ve olusturulan kanita dayali uygulama Onerilerini
belirlemislerdir.

Burke ve ark. endometriyum kanserinde genetik egilim, risk faktorleri, tan1 ve metastatik
degerlendirme, erken tani1 ile kanserin erken ve ileri kanser cerrahi tedavisini
degerlendirmislerdir (Burke ve ark. 2014). Bu ¢alismalarinda, giincel tedavi se¢eneklerinin
risklerini, avantaj ve dezavantajlarini belirlemisler ve endometriyum kanseri olan kadinlar i¢in
tedavi seceneklerinin optimize edilmesini saglamiglardir (Burke ve ark. 2014).

Endometriyum kanseri, etiyolojik ve klinik bulgulara gore Tip 1 ve Tip 2 olarak
siiflandirilmaktadir. En yaygini Tip 1 olup, endometriyum kanserine menopoz Oncesi ve
peri-menopozal kadinlarda siklikla rastlanir ve 6strojene bagimlidir. Tip 2 endometriyum
kanseri ise vakalarin % 10-20 kadarmi olusturmaktadir. Ileri yasta gdzlenen bu kanser tipi

ostrojenden bagimsizdir ve atrofik zeminde gelismektedir (Setiawan ve ark. 2013).
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Kanser hiicrelerindeki genetik mutasyonlar, hiicrelerde protein kayiplart veya
birikimleriyle sonu¢lanabilmektedir. Hiicrelerde biriken veya kayba ugrayan bu proteinler
hiicre ¢ogalmasinda artisa veya neoplastik hiicrelerin yayilmasi gibi istenmeyen etkilere neden
olabilmektedir (Liu ve Crawford 2009).

Epigenetik transkripsiyonal baskilayici proteinler olan, Polykomb Grup (PcG) protein
ailesinin bir iiyesi olan Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2), insanlarda EZH2 geni
tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen i¢in tanimlanmus olan iki farkli izoform bulunmaktadir. Ik
kez Drosophila proteini homologu olarak tanimlanmis olup, kromatin diizenlenmesini kontrol
ederek homeotik gen baskilanmasi yapmaktadir. 7q35 tizerinde EZH2 gen lokusunda
bulunmaktadir. EZH2 proteini, hiicre ¢ogalmasi, hiicre Oliimii, hiicre siklusu, hiicre
yaslanmasi ve farklilagmasi ile ilgili hedef genlerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (He
ve ark. 2012; Lee ve Choe 2012). EZH2, 6zel bir Histon 3 Lizin 27 metiltransferaz (H3K27)
icerir ve kromatinin yeniden diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.

EZH?2 ayni1 zamanda histon lizin metil transferaz olarak da bilinir ve hiicre gelisiminin
embriyonik gen ekspresyonlari ve ¢esitlenmesi evresinde yliksek bir ekspresyon paternine
sahiptir. Dokularin matiirasyonu ve differansiyasyonu ile birlikte ekspresyonu azalmaktadir
(Chang ve Hung 2012). Son yillarda kanser arastirmalarinda ve kanserlerin biyolojik
davraniglarinin belirlenmesinde EZH2 proteini olduk¢a Onem kazanan bir proteindir.
EZH2’nin asir1 ekspresyonu tiimor baskilayici genlerin baskilanmasi ve gen yerlerinin
yeniden diizenlenmesiyle iligkilidir (Simon ve Lange 2008).

Mimori ve ark. ilk kez kolorektal kanserler iizerinde yaptiklari ¢alismada EZH2’nin
kolorektal kanserlerde bir onkogen ve kotii prognozu isaret eden bir marker oldugunu ileri
stirmiigler ve klinik 6nemini belirtmislerdir (Mimori ve ark. 2005). Daha sonra karsinoma,
lenfoma, malign melanoma ve yumusak doku sarkomlar1 gibi pek cok solid kanserde
EZH2’nin asir1 eksprese edildigi bildirilmistir (Bachmann ve ark. 2006; Chai ve ark. 2010).
EZH2’nin asir1 ekspresyonunun timor ilerlemesi ve agresif tiimor davramisi ile iliskili
olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Varambally ve ark. 2008; Chang ve Hung 2012; Ahsen 2012;
Bachmann ve ark. 2006).

Wang ve ark. yaptiklar1 119 kolorektal karsinom olgusundan olusan arastirmalarinda
kolorektal tiimdr lokalizasyonu ile EZH2 ekspresyonu arasinda bir iliski bulamasalar da,
EZH2’nin artmis ekspresyonunun malign fenotip ve kotlii prognoza isaret ettigini

saptamiglardir (Wang ve ark. 2010).

73



Wang ve ark. 2012 yilinda yaptiklar bir diger ¢alismada, polikomb grup proteini olan
EZH2 ekspresyonunun artmasini, degisik evrelerdeki mesane kanserlerinin invaziv ve
metastatik ilerlemesi ile iliskilendirmislerdir. Uroteliyal karsinoma, hastalaridan alinan
mesane dokusu Orneklerinde EZH2 protein ekspresyonu seviyeleri incelenmis olup, EZH2
protein ekspresyonunun ve klinik sonuglar arasindaki baglanti arastirilmistir (Wang ve ark.
2012).

Doku microarray’leri, 1994-2002 yillar1 arasinda firoteliyal karsinoma igin
gergeklestirilen radikal mesane operasyonu ile elde edilen mesane dokusu hiicreleri
kullanilarak olusturulmustur. Artmis EZH2 protein ekspresyonlari, invaziv yiiksek grade’li
iiroteliyal karsinomalarda komsu benign iiroteliyumlara, non-invasiv diisiik grade’li lireteliyal
karsinomlara gore artmis olarak bulunmustur. Ayni1 zamanda diisiik grade’li iireteliyal
karsinomalardan elde edilen sonucglar da benign iiroteliyumlardan fazla olarak izlenmistir.
Mesane kanserlerinde EZH2 nin biyolojik marker olarak kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir
(Wang ve ark. 2012).

EZH2 proteininin asir1 ekspresyonu, oral skuaméz hiicre karsinomu’nda da (OSCC)
gosterilmigtir OSCC  olusumu ve gelisimi, birgok genin aktivasyonunu ve sinyal
yolaklarminin aktivasyonunu igerir ve gelisiminin mekanizmasi belirsizdir. Zhao ve ark.
yaptiklar bir ¢aligmalarinda OSCC’da EZH2 nin biyolojik fonksiyonunun hiicre ¢ogalmasi,
apoptoz, metastaz iile iliskisini agik¢a ortaya koymuslardir (Zhao ve ark. 2014).

Vries ve ark. 2014 yilinda yaptiklar bir ¢aligmada glioblastomalarda uzun siireli EZH2
yoklugunun hiicre ¢ogalmasindaki bazi anahtar molekiilleri giiclii bir sekilde degistirerek
tlimoriin ilerlemesine sebep oldugunu gostermislerdir (Vries ve ark. 2014).

Ayakannu ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada Ishikawa hiicre hatlarinda,  bir
endokannabinoid olan anandamid (AEA)’in artan konsantrasyonlarda endometrial karsinoma
dokularinda ve kanser hiicresi sayisini azaltmay1 bildirmislerdir. Bu etkinin hiicre 6liimiinden
¢ok hiicre ¢cogalmasinin inhibisyonu sebebiyle oldugu bildirilmistir (Ayakannu ve ark. 2015).

Cai ve ark. yapmis olduklar1 calismada ise servikal karsinoma dokularinda yiiksek oranda
EZH2 ekspresyonuna rastlamis ve bu dokularda EZH2 ekspresyon miktari arttik¢a da servikal
kansere kars1 en iyi kemoterapi ajani olan cisplatin’e kars1 hiicrelerde direncin de bununla
dogru orantili olarak arttigin1 bulmustur. Dokulardan elde edilen primer kiiltiirlerde EZH2 nin
knockdown edilmesi ise hiicrelerde Cisplatin’e kars1 ila¢ direncinin azalmasina sebep oldugu,
yapilan metastaz analizlerinde de EZH2 knockdown hiicrelerin metastaz yeteneginin azaldigi

gozlemlenmistir.
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Ayrica yine Cai ve ark. yaptiklar1 calismada EZH2’nin Dicer ekspresyonunda rol
alabilecegi ve bunun da servikal kanserlerde kemoterapi resistanslarini arttirabilecegi
saptanmustir (Cai ve ark. 2015).

Eskander ve ark. yapmis olduklar1 calismada malign olmayan endometriyal kanser hiicre
hatlarinda T-HESC, ECC-1, RL95-2 ve HEC 1-A’ da EZH2’nin ekspresyon seviyesini
aragtirmiglardir. Endometriyal kanser doku Orneklerinde EZH2 ekspresyonunu
immiinohistokimyasal ve Western Blotting yontemleri ile belirlemislerdir.

Kararli EZH2 knockdown hiicre hatlar1 olusturulmus ve hiicresel proliferasyon, gé¢ ve
isgali lizerine etkisini tespit etmislerdir. Floresan aktif hiicre ayristirmayi hiicre dongiisii
ilerlemesi iizerinde susturulmus EZH2 nin etkilerini arastirmak i¢in kullanmislardir. EZH2
protein ekspresyonu kanser hiicre hatlarinda ve insan endometriyal kanser dokusu
orneklerinde kontrol gruplarina gore artig gosterdigini gézlemlemislerdir. ECC-1, RL95-2 ve
HEC1-A’ da EZH2 ekspresyonunun RNA interferansinin onemli bir sekilde hiicre
proliferasyonunda, migrasyonunda ve invazyonunda diistiigiinii tespit etmislerdir. EZH2
ekspresyonunun down regiilasyonunda G2/M de tutuklanan hiicrelerin oraninda dnemli bir
artis oldugunu gozlemlemislerdir. EZH2 ekspresyonunun RNA interferansini Wnt sinyal yolu
inhibitorleri sSFRP1 ve DKK3’iin ekspresyon artisi ile ve beta katenininde azalmasi ile
iliskilendirmislerdir (Eskander ve ark. 2013).

Jia ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada Hec-1a ve Ishikawa insan endometrial kanser
hiicre hatlarinda EZH2 ekspresyonunu ve klinopatolojik 6zellikleri arasindaki iligkiyi in vitro
hiicre proliferasyon deneyi ile arastirmislardir. EZH2 ekspresyonunun miyometriyal invazyon
ve endometriyal kanserin lenf vaskiiler bosluk invazyonu ile iliskilendirmislerdir ve siRNA’y1
endometriyal karsinoma hiicre proliferasyonunda EZH2’nin roliinii arastirmak ig¢in
kullanmiglardir. EZH2 knockdownunun in vitro endometriyal karsinoma proliferasyonunu
onledigini tespit etmiglerdir (Jia ve ark. 2014).

Son ¢alismalarda, benzer sekilde EZH2 nin asir1 ekspresyonunun endometriyum, prostat,
mesane ve meme karsinomlar1 gibi birgok genito-liriner sistem ile iliskili kanserde onemli
prognostik parametrelerle iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Yamaguchi ve Hung 2014, Jia
ve ark. 2014). Bu konuda son yillarda yapilan bir ¢caligmada yiiksek grade’li endometriyal
karsinoma orneklerinde EZH?2 ile hiicre sinyal yolaklariyla diizenlenen bir protein tirozin
kinaz olan, Fokal adhezyon kinaz (FAK) ve pFAK’in ekspresyonlar1 degerlendirilmistir.
EZH2’nin artmis ekspresyonu Tip I endometriyal adenokanserlerin %7,6’sinda, Tipll

endometriyal adenokanserlerin %63’tinde pozitif bulunmustur (Zhou ve ark. 2013).
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EZH2, FAK, pFAK ve PTEN ekspresyonlar1 arasinda korelasyon oldugu gézlenmistir.
EZH2, FAK ve pFAK’in birlikte artmis oldugu Orneklerde yiiksek histolojik grade,
anjiyolenfatik invazyon, lenf nodu metastazi, miyometriyal invazyon ve servikal tutuluim ile
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Zhou ve ark. 2013).

Polikomb grubu proteinleri, kromatin modifikasyonu ile genlerin susturulmasini baslatip
devam ettirebilen ve bu sayede kok hiicrelerde kendi-kendini yenileyen &zelligin
korunmasinda yardimci olabilen proteinlerdir. Polycomb repressive complex 2
(PRC2) histon H3 lizin 27 metillenmesini (H3K27me3) indiikleyen ve spesifik gen
transkripsiyonunu susturan epigenetik bir regiilatérdiir. EZH2, PRC2’nin bir enzimatik alt-
birimidir ve bunun sonucunda EZH2’nin kanseri baslatmasi, gelistirmesi, ilerletmesi,
metastaz ve ila¢ direnci 6nemli bir rol oynamaktadir.

EZH2’nin ekspresyonu cesitli onkojenik transkripsiyon faktorleri, tiimor bastirict
miRNA'larin ve kanserle iliskili kodlayic1 olmayan RNA ile diizenlenir. Ayrica EZH2
aktivitesi kanserde diizenlenimleri bozulan post-translasyonel modifikasyonlar tarafindan
kontrol edilir. EZH2’ nin kanonik rolii, H3K27me3 araciligiyla gen susturmaktir.

PRC2 metilleyen histon h3 lizin 27 araciligiyla gen susturmasini baglatabilmekte ve PRC1
gen susturmasini histon H2A lizin 119’un mono-ubikitinasyonu ile devam ettirebilmektedir.
PRC1’in bir ¢ekirdek komponenti olan Bmil’in hepatik kok/progenitor hiicrelerini kontrol
ettikleri gosterilmistir. Aoki ve ark. yaptiklari bir ¢caligmada, miirin hepatik kok/progenitor
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinin EZH?2 ile kontrol edildigini bildirmislerdir
(Aoki ve ark. 2010). PRC2’nin major bir komponenti olan EZH2’nin fonksiyonlarini
belirlemek amaciyla, EZH2’nin lentiviriis-aracili knockdown’1 uygulamiglardir (Aoki ve ark.
2010). EZH2’nin embriyonik miirin hepatik kok/progenitor hiicrelerindeki iglev kaybinin, bu
hiicrelerde ¢ogalma ve kendi-kendini yenileme kapasitesini belirgin olarak bozdugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alismada EZH2’nin hepatosit kok/progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasi,
farklilasmasi ve kendi-kendini yenilemesinde anahtar rol oynadigi bildirilmistir (Aoki ve ark.
2010).

Yamaguchi ve Hung yaptiklar1 derlemede, EZH2 nin hormonlara bagli olarak hiicre
cogalmasi, goc, invazyonu, ila¢ direncinde dnemli rol oynadig1 ve malignite, invazyon ve
metastatik siireglerde artmis ekspresyonu oldugunu bildirmislerdir (Yamaguchi ve Hung
2014).
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EZH2 proteini, embriyonik ektoderm gelisimi, VAV 1 onkoprotein ve X’e bagli niiklear
protein (XNP) ile iliskili bir proteindir. Ayn1 zamanda, hematopoetik ve santral sinir sistemleri
iizerinde de 6nemli rol oynamaktadir. EZH2 gen mutasyonlar1t Weaver sendromuna neden
olmaktadir.

Normalde, mikroRNA miR-101, EZH2 i¢in kodlanan mRNA translasyonunu inhibe
etmektedir. Bu mikroRNA genin kaybi, EZH2 nin {iretiminin artmasina yol agmaktadir.
Histon metilasyonunun artisinin tiimor baskilayici genlerin ekspresyonlariin susturulmasina
neden olmasindan dolayi, EZH2 fazla ekspresyonu kanser gelisiminde 6nemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.

EZH2-hedefleyen ilaglarin beyin ve prostat kanserlerinde progresyonu inhibe ettigine
yonelik olarak pre-klinik ¢aligmalar devam etmektedir.

Yapilan calismada in invitro hiicre kiiltliriinde dstrojen ve progesteron reseptorleri pozitif
olan, iyi diferansiye Ishikawa insan endometriyal adeonokanser hiicre hatti ile Ostrojen ve
progesteron reseptorleri negatif olan, kot diferansiye, agresif MFE-319 (ACC-423)
hiicrelerinde anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak indirek immunohistokimyasal ve
Western Blotting yontemleri ile proteinin immunolokalizasyonu, immunoreaktivitesi ve
varlig1 karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Ishikawa hiicrelerinde hafif/orta olarak belirlenen EZH2 immunoreaktivite siddetinin,
MFE-319 (ACC-423) siddetli/gok siddetli oldugu belirlenmis ve istatistiksel anlamli olarak
farklilik oldugu belirlenmistir.

EZH2 proteininin agresif MFE-319 (ACC-423) insan endometriyal adenokanser timor
hiicrelerinde artmis olarak bulunmasi karsinogenez siirecinde invazyon ve metastazda 6nemli
rol oynayabilecegini diistindiirmiistiir.

Secilen iki insan endometriyal adenokanser hiicrelerinde Western Blotting yontemi ile
83kDA molekiiler agirliktaki EZH2 proteinini varligi gosterilmistir.

Bu yontemle de proteinin her iki kanser hiicre hattinda gosterilmis olmasi indirek
immunohistokimya sonuglarinde elde edilen veriler ile birlikte bu proteininin kanser
gelisiminde, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi siireglerinde etkili oldugunu gostermektedir.

Invitro hiicre kiiltiiriinde ¢alisilan Ishikawa ve MFE-319 (ACC-423) insan endometriyal

hiicre hatlar1 sirastyla Tip I ve Tip II endometriyal adenokarsinomlarini temsil etmektedir.
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Farkli invazyon, diferansiyasyon ve malignite Ozellikleri olan kanser hiicrelerinden
Ishikawa hiicreleri daha geng yaslarda gozlenen, kanser hiicrelerinin ¢cogalmasinin dstrojen ile
iliskili oldugu, iyi differansiye ve daha yavas yayilan tip I endometriyal kanserlere benzerlik
gostermektedir. MFE-319 (ACC-423) ise daha nadir goriilen, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi
Ostrojen hormonuna bagimli olmayan, agresif, kotii diferansiye ve hizli yayilan 6zellikleri ile
Tip II endometriyal adenokanserlere benzerlik gostermektedir.

Endometriyal adenokanser hiicrelerinde pozitif EZH2 immunoreaktivitenin gézlenmesi ve
agresif MFE-319 (ACC423) kanser hiicre hattinda artmis olarak immunoreaktivitenin
belirlenmesinden sonra calismada, normal proliferasyon ve sekresyon evresinden alinan
endometriyum Orneklerinde, basit-atipisiz endometriyal hiperplazi, kompleks—atipili
endometriyal hiperplazi, Tip I ve Tipll endometriyal adenokanser 6rneklerinde (n:10, herbiri)
anti-EZH2 primer antikoru kullanilarak indirek immunohistokimyasal analiz yapilmustir.
Pozitif boyanan hiicrelerin % sayilar1 ve immunoreaktivite siddetleri kullanilarak H-Skorlar
belirlenmis ve istatistiksel olarak karsilastirmali olarak degerlendirmeleri yapilmistir.

Calismanin sonuglarina gore proliferasyon evresinde alinan endometriyum O6rneklerinde
menstriie]l siklusta dokiilmiis olan fonksiyonel tabakanin Ostrojen hormonu etkisinde
yenilenmesinin saglandig1 diisiiniilen bazal hiicrelerde mitotik aktivitenin oldugu ve ¢ogalan
epitelyal hiicrelerde pozitif EZH2 immunoreaktivitesinin niikleer ve sitoplazmik
lokalizasyonlarda bulunduklar1 gozlenmistir. Gruplar arasinda en diisiik diizeyde
immunoreaktivitelerin izlendigi evre sekresyon evresi olarak belirlenmistir. Bu donemde
proliferasyon evresinde cogalmis olan hiicrelerin progesteron hormonu etkisinde salgi ile dolu
olduklar1 ve hiicrelerin implantasyon i¢in hazirlik i¢inde olduklari diisiintilmiistiir. Ancak
proliferasyon ve sekresyon evrelerinde istatistiksel olarak farklilik gézlenmemistir.

Basit-atipisiz endometriyal hiperplazi ve kompleks-atipili endometriyal hiperplazi
orneklerinde immunoraktivite siddetleri ve H-Skorlarin birbirine yakin olmasmna ve
istatistiksel farklilik ¢ikmamasina karsin kompleks-atipili 6rneklerde niikleer boyanmanin
dikkat ¢ekici oldugu belirlenmistir.

Bu orneklerde, EZH2 proteininin niikleer boyanmis olmasinin, hiicrelerde, basit-atipisiz
endometriyal hiperplazden, kompleks-atipili endometriyal hiperplaziye gecis siirecinde EZH2
proteinin atipik hiicrelerin gelisimini saglayan gen transkripsiyonu etkiledigi ve hiicre
cogalmast  ile  kanserlesme  yolunda  post-transkripsiyonel = modifikasyonlarin

gerceklestirilmesinde EZH2 proteininin 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.
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EZH2 immunoreaktiviteleri ve pozitif boyanan hiicrelerin istatistiksel degerlendirilmesi
yapildiginda sekresyon evresi ile Tip I endometriyal kanser arasinda anlamli farklilik
gozlenirken, proliferasyon, sekresyon, basit-atipisiz hiperplazi ve kompleks-atipili hiperplazi
orneklerinden elde edilen H-Skorlarin karsilastirmali olarak degerlendirilmesinde Tip II
endometriyal adenokanserden EZH2 immunoraktiviteleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farkli olduklar1 saptanmustir. Tip I ve Tip Il endometriyal adenokanserlerin H-Skorlar1
arasinda istatistiksel anlamli farklilik izlenmemekle beraber Tip II endometriyal adenokanser
orneklerinde daha yiiksek H-Skor elde edilmistir.

Bu sonuglar kanser gelisiminde EZH?2 proteinini 6énemli rol oynadigini gostermektedir.
Agresif ve kot diferansiye hiicrelerde daha fazla immunoraeaktivitenin ve niikleer
immunolokalizasyonlarin izlenmesi kanser gelisiminde tetikleyici faktor olarak gorev
alabilecegini diistindiirmiistiir.

Tip I ve Tip II endometriyal adeonkanserler arasinda EZH2 immunoreaktivite sonuglari
arasinda farklilik olmamasi invitro hiicre kiiltiirii sonuc¢larindan Ishikawa ve MFE-319
(ACC423) arasinda gozlenenen istatistiksel olarak farklilik ile uyumlu olmasa da, Western
Blotting sonuclarinda elde edilen protein konsantrasyonlari agisindan uyumlu olarak
gozlenmistir. Hiicrelerde protein olarak Western Blotting ile tespit edilen EZH?2 proteininin
kanser gelisiminde Onemli oldugu, genetik mutasyon ve gen transkripsiyonlarinin
etkilendigini diisiindiirmiistiir. Invitro olarak Tip I endometriyal kanser benzeri olarak
kullanilan Ishikawa hiicre hattinda immunoreaktivite siddetinin az ¢ikmasi, bu hiicrelerinin
invazivligi az olan bir timor hatti olmasi ile iligkilendirilmistir. Ancak bu hiicrelerde de,
Western Blotting yontemi ile protein varligimin goézlenmesi EZH2 proteininin kanser
gelisiminde, hiicre c¢ogalmasinda rol oynadigini, MFE-319 hiicrelerinde artmis
immunoreaktivitesinin ise go¢, invazyon ve agresifligi etkiledigini diisiindiirmiistiir.

Yapilan c¢alismada, apoptotik olabilecegi diislinlilen TUNEL pozitif hiicreler
degerlendirilerek TUNEL % indeksi belirlenmistir. Apoptoz, belirli bir molekiiler islemler
serisinin sonunda, kontrollii hiicre 6liimii olup, hiicre membranlarinin biitiinligiinde bozulma
olmaksizin hiicrenin 6liimiinii saglar. Normal sartlarda organizmanin yasam dongiisii i¢in

gerekli ve yararlidir.
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Apoptoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini yogunlagmaya baslar, sitoplazma da
yogunlagir ve hiicrenin boyutlari kiigiilmeye baslar. Bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcik
olarak adlandirilan pargalara boliiniir. Apoptotik cisimler yiizeylerindeki sinyal molekiilleri
aracihigiyla yakinlarindaki hiicreler tarafindan ortadan kaldirilirlar. Apoptotik siirec,
kadinlarda, menstriiel siklusta endometriyal hiicrelerin yikimi, DNA hasar1 olan hiicrelerin
yikimi, tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasindan sorumludur.

Bu calismada TUNEL boyamasi ile degerlendirilen apoptotik olduklari diisiiniilen
kahverengi boyali hiicrelerin % indeksleri belirlenmis ve normal endometriyum 6rneklerinde
oldukca az gozlenen TUNEL pozitif hiicrelerin, endometriyal hiperplazi orneklerinde az
olarak arttiklari, kanser orneklerinde ise hem Tip I hem de Tip Il endometriyal kanser
orneklerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde sayica TUNEL pozitif hiicrelerin artmis
olduklar belirlenmistir.

TUNEL pozitif hiicrelerin artisinin atipik, kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi ve
stromaya yayilan timor hiicreleri i¢in yer agilmasi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
EZH2’nin tiimor saldirganligini belirlemede yeni bir marker ve molekiil olarak hedef alinmasi
icin tedavide aday olabilecegi ve bu proteinin potansiyel terapétik olarak diizenlenmesinin

endometriyal kanserin tedavisi i¢in uygun olacagi diisiiniilmiistiir.
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8. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada, EZH2 proteininin invazyon, malignite ve diferansiyasyon yonlerinden
farkli iki endometriyum kanseri hiicre hattinda ve normal endometriyum, endometriyal
hiperplazi ve endometriyum kanserlerinden  alman  doku  Orneklerinde
immunolokalizasyonlari, immunoreaktivite siddetleri ve varligi avidin-biyotin peroksidaz
yontemi ile immunohistokimyasal olarak ve Western blotting yontemleri ile belirlenmistir.

EZH2 proteininin, Ostrojen ve progesteron reseptorleri pozitif, Tip I endometriyal
adenokanser benzeri, iyi diferansiye Ishikawa insan endometriyal adenokanser hiicreleri ile
karsilastirildiginda; Gstrojen ve progesteron reseptorleri negatif, agresif, Tip Il endometriyal
adenokanser benzeri, kotii diferansiye MFE-319 (ACC-423) insan endometriyal adenokanser
hiicrelerinde istatistiksel anlamli olarak artmis immunoreaktiviteleri izlenmistir.

EZH2 proteininin proliferasyon ile sekresyon evrelerinde alinan normal endometriyum
ornekleri ile, Dbasit-atipisiz ve kompleks-atipili endometriyal hiperplaziler ile
karsilastirildiginda; Tip II endometriyal adenokanser’de istatistiksel olarak anlamli olarak
artmig olarak bulunmustur.

Tip | ve Tip Il endometriyal adenokanser orneklerinde normal endometriyum ve
endometriyal hiperplazi Ornekleri ile karsilastirildiginda apoptotik olabilecegi diisiiniilen
TUNEL pozitif hiicre % indeksinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu izlenmistir. EZH2
proteinini artis1 ile apoptoza giren artisinin korelasyon gostermesi kanser gelisiminde ¢ogalan
kanser hiicreleri yan1 sira kontrollii hiicre 6liimiiniin korelasyon gosterdigi diisiintilmiistiir.

Tim bu bulgular degerlendirildiginde, EZH2 proteininin endometriyal kanser gelisim
stirecinde, malignite, hiicre cogalmasi, farklilagsmasi, invazyon, metastaz ve hiicre gogiinde
onemli anahtar rolii oynayabilecegi sonucuna varilmistir. Kanser gelisimnde 6enmli bir
prognostik bir faktor olarak kanser belirteci olarak kullanilabilecegi ve kanser tedavisinde
olasi terapotik yaklagimlar icin EZH?2 proteinini hedef alan yeni stratejilerin gelistirilmesinin
onemli oldugu disiiniilmistiir. Bu proteine karst gelistirilecek olan inhibitor ilaglarin
endometriyum kanserlerinde kullanilmas1 bu hastalar i¢in bir umut 15181 olacaktir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile; EZH2 proteininin normal endometriyumdan, endometriyal
hiperplazi ve kansere gecis siireclerindeki rolii molekiiler yontemler ile aydinlatilmigtir.

Diinya’da ve Tirkiye’de en sik goriilen ve dldiiriicii olan jinekolojik kanserlerinden
endometrium kanserlerinin molekiiler mekanizmalarin1 agiklayict ve dolayisiyla tedavi
olanaklar1 ile invazyon ve metaztazlarin Onlenmesine yonelik caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Endometriyum kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda yer almaktadir.
Gelisim siirecinde, kanser hiicrelerinin biiylime faktorlerinde kendine yeterlilik, hiicre
dongiisii kontroliinii kaybetme, apoptozdan kagma, sinirsiz ve kontrolsiiz ¢ogalma ve
anjiyogenez destegini saglamalar1 ¢esitli molekiiler yolaklar ve faktorler araciligi ile
desteklenir. Kanser ortaya ¢iktiktan sonra, hiicrelerin invazyon ve metastaz yapmalari igin
mikrogevrede bulanan stromal hiicrelerin aktivasyonlari, epitelyal-mezensimal gegis,
anjiyogenezin desteklenmesi ve otofajinin aktivasyonu ile kanserin ilerlemesi gergeklesir.

EZH2 gibi transkripsiyon faktorlerinde olusan mutasyonlar, timor supresor genlerin
aktivasyonu ve hiicre cogalmasina yol acan genlerin susturulmasinda rol oynayan molekiiler
faktorlerin fazla salinmalarinin ve metilasyon siireglerine etki ederek hiicre ¢ogalmasinda
susturucu roliindeki islev kayiplarinin kanser gelisim siireglerinde dnemli rol oynayabilecegi

diistinilmiistir.
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10.EKLER/ YEREL ETIK KURULLAR

28.10.2014
lgili Makama;

CBUTF Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan yapiimas: planlanan "normal
endometrium, endometriyal hiperplazi ve endometrium kanserlerinde EZH2 proteininin
molekiiler ydntemlerle degerlendirilmesi” baslikh bilimsel galismada kullanilacak uterus
doku kesitleri, bilimiimiizden Uz. Dr. Sevil Sayhan ve Dog¢ Dr. Giilden Diniz'in de
projeye ve projeden cikacak bilimsel yayin veya yaymnlara katilmasi kosuluyla
bislimiimilz argiv bloklarindan temin edilecektir.

Saygilarimla bilgilerinize sunarim.
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