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OZET

ENDOMETRiIYUM ADENOKARSINOMA HEC1A HUCRE HATTINDA STEROID RESEPTORLERI
UZERINDEN ETKi GOSTEREN BILESIKLERIN PROLIFERASYON VE MiGRASYONDAKI
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Endometriyum kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda altinci en yaygin kanser tirudir ve
gelismis tilkelerde en sik gortlen jinekolojik kanserdir. Endometriyum kanseri, tip I ve
tip Il olmak tizere iki alt tipe ayrilmaktadir. Tip Il endometriyum kanseri genel insidansin
sadece %10'unu olusturmasina ragmen, endometriyum kanserden %50 niiks ve 6liime
neden olmaktadir. Yiiksek endometriyum kanserin insidansi ve tip II'den kaynaklanan
yuksek 6liim orani, onu daha iyi anlama ve dolayisiyla giivenilir ve kisisellestirilmis bir
tedavi bulma ihtiyacim1 artirmistir. Tip II endometriyum kanserde bazi steroid
reseptorlerinin ekspresyonu belgelenmis olmasina ragmen, hastaligin ilerlemesindeki
rolleri tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismanin amaci, tip Il endometriyum kanser
HEC1A hiicrelerinde steroid reseptorleri tlizerinde etkili olan bilesiklerin rollint
incelemektir. Glukokortikoid ve progesteron reseptor blokeri mifepriston (10-¢ M),
androjen reseptor blokeri bikalutamid (10-¢ M), GPER 6strojen reseptor blokeri G15 (10-
7 M), 6strojen reseptortii 3 blokeri PHTPP (10-7 M), ve iki D vitaminin analogu alfakalsidol
ve kalsitriol (10-1© M) kullandik ve onlarin HEC1A hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonu tizerindeki etkilerini inceledik. Proliferasyon, gercek zamanli hiicre
analizi (xCELLigence sistemi) ile degerlendirilirken, migrasyon yara iyilesme modeli ile
degerlendirildi. Kullanilan konsantrasyonlarda ilaglarin hi¢biri HEC1A hiicrelerinin
proliferasyonunu etkilememistir. Ancak mifepriston uygulamasi ile hiicrelerin
migrasyonu 24. ve 48. saatte onemli Olciide artmistir (sirasiyla P < 0.05 ve P < 0.01).
Bikalutamid de 24. saatte hiicre migrasyonunu artirmis (P < 0.05), ancak bu etki 48.
saatte kaybolmustur. G15, PHTPP ve D vitamini ise HEC1A hiicrelerin migrasyonunu
degistirmemistir. Bu sonuclar, glukokortikoid ve /veya progesteron reseptorlerinin, diger
steroid reseptorlerinin aksine, tip II endometriyum kanserin migrasyonunun
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini ve bu tip kanserin metastazini azaltmak
icin bir hedef olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endometriyum adenokarsinom; steroid reseptorleri; D vitamini
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF COMPOUNDS ACTING ON STEROID RECEPTORS IN THE
PROLIFERATION AND MIGRATION OF ENDOMETRIAL ADENOCARCINOMA HEC1A CELL
LINE

Endometrial carcinoma is the sixth most common cancer in women in the world and the most
common gynecological cancer in developed countries. Endometrial cancer is divided into two
subtypes, type I and type II. Although type Il endometrial cancer accounts for only 10% of overall
incidence, it causes about 50% of the total recurrence and death from endometrial cancer. High
incidence of endometrial cancer and high mortality rate from its type Il have increased the urge
to understand it in a better way and therefore find a reliable and personalized treatment.
Although expression of some steroid receptors in type Il has been documented, their role in
disease progression has not been fully elucidated. The aim of this study was to examine the role
of compounds acting on steroid receptors in type Il endometrial cancer HEC1A cells. We used the
glucocorticoid and progesterone receptor blocker mifepristone (10-8 M), the androgen receptor
blocker bicalutamide (106 M), the GPER estrogen receptor blocker G15 (107 M), the estrogen
receptor-f3 blocker PHTPP (10-7 M), and two the vitamin D analogs alfacalcidol and calcitriol (10-
10 M) and studied their effects on migration and proliferation of HEC1A cells. Proliferation was
assessed by real-time cell analysis (XCELLigence system), while migration was assessed by
wound-healing model. None of the drugs, at the used concentrations, have affected the
proliferation of HEC1A cells. However, migration was significantly increased at the 24th and the
48t hour of mifepristone application (P<0.05 and P<0.01, respectively). Bicalutamide also
increased migration at the 24t hour (P<0.05), but this effect disappeared at the 48t hour. G15,
PHTPP and vitamin D did not change the migration of HEC1A cells. These results suggest that,
unlike other steroid receptors, glucocorticoid and/or progesterone receptors might play an
important role in reducing the migration of type Il endometrial cancer and can be used as a target
to reduce the metastasis of this type of cancer.

Keywords: Endometrial adenocarcinoma; steroid receptors; vitamin D
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1. GiRiS

Endometriyum kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen altinci kanser tiirtidiir ve
gelismis iilkelerde en sik teshis edilen jinekolojik kanserdir [1]. Tiirkiye’'de ise korpus uteri
kanseri kadinlarda dordiincii en yaygin kanser olup tiim kanser vakalarinin %6'in1
olusturmaktadir [2]. Histolojik ve molekiiler 6zelliklere dayanarak, iki farkli endometriyum
kanser tipi vardir. Endometriyum karsinomlarin %80-90'1n1 olusturan ve dstrojene bagimli olan
tip 1 endometriyum Kkanseri, genellikle premenopozal kadinlarda goriilmekte, yavas
biiylimektedir ve yayilma olasiligi daha diisiiktiir. Tip Il endometriyum kanser ise, endometriyum
kanserlerin %10-20'sini olusturmaktadir. Bu tip 0Ostrojene bagimh degildir, genellikle
postmenopozal kadinlarda goriilmekte, daha hizli biiylimektedir ve yayilma olasiliklar1 daha
yuksektir [3, 4]. Her ne kadar tip Il endometriyum kanser genel insidansin sadece %10'unu
olustursa da endometriyum kanserden %50 oraninda niiks ve 6liime neden olmaktadir [5].
Rahim papiller serdz karsinomlar: ve berrak hiicreli karsinomlar tip Il endometriyum kanserin
en agresif tipleridir ve en kotii prognoza sahiplerdir [6].

Tip II endometriyum kanserin dstrojen bagimsiz olarak kabul edilirse de, her iki
endometriyum kanser tipinin dolasimdaki Ostrojen seviyelerini artiran veya progesteron
seviyelerini azaltan risk faktorlerini paylastigi bulunmustur. Bu risk faktorleri arasinda obezite,
hormon replasman tedavisi (HRT), hi¢c dogum yapmama, dstrojen salgilayan yumurtalik
tiimorleri ve polikistik yumurtalik sendromu gibi yiiksek dstrojen seviyelerine neden olan tibbi
durumlar ve ilaclar yer almaktadir. Bu nedenle tip Il endometriyum kanser tamamen 6strojen
bagimsiz olmayabilmektedir [3, 4].

Steroid hormon reseptorleri, binlerce geni diizenleyen ligand bagimli hiicre ici
transkripsiyon faktorleridir. Steroid hormon reseptorleri tarafindan kontrol edilen genler,
hiicresel ¢ogalma, hayatta kalma, metabolizma ve farklilasma dahil olmak iizere birgok fizyolojik
slirecte onemli bir rol oynamaktadir [7, 8]. Bu nedenle, steroid reseptorlerin fizyolojik
fonksiyonlarindaki bozulma meme kanseri, l6semi ve lenfoma, prostat kanseri, yumurtalik
kanseri, akciger kanseri gibi cesitli malignitelere yol acabilmektedir [8-14].

Tip II endometriyum kanserin ostrojenden bagimsiz olmasina ragmen, bircok tip II
endometriyum kanser hiicrelerinde 6strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptoriiniin (PR)
ekspresyonunu belgelemistir [15-17]. Ek olarak, ER, GPER, PR ve androjen reseptorii (AR) gibi
diger steroid reseptorlerinin varlig1 da bir papiller endometrium adenokarsinom hiicre hattini
temsil eden insan Endometriyum Kanser HEC1A hiicrelerinde kanitlanmistir [18-20]. Bununla
birlikte, tip II endometriyum kanser hiicrelerinde steroid reseptodrlerinin rolii tam olarak
aydinlatilamamuistir.

Calismamizda tip II endometrium kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde steroid

reseptorlerinin rolii olup olmadigin1 arastirmayir amacladik. Bu amagla, glukokortikoid ve

1
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progesteron reseptor blokeri mifepriston, androjen reseptor bloker bikalutamid, GPER dstrojen
reseptor bloker G15, dstrojen reseptorii B bloker PHTPP (2-Phenyl-3-(4-hydroxyphenyl)-5,7-
bis(trifluoromethyl)-pyrazolo[1,5-a]pyrimidine) ve iki D vitaminin analogu alfacalcidol ve
kalsitriol kullandik ve onlarin HEC1A hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu tizerindeki
etkilerini inceledik. Bu bilesiklerin proliferasyon {izerindeki etkisi gercek zamanli hiicre
analizori ile gosterilirken migrasyon yara iyilesme modeli ile gosterilmistir. Bu calisma,
glukokortikoid ve/veya progesteron reseptorlerinin, diger steroid reseptdrlerinin aksine, tip II
endometriyum kanserin migrasyonunun azaltilmasinda énemli bir rol oynayabilecegini ve bu tip
kanserin metastazin1 azaltmak icin bir hedef olarak kullanilabilecegini 6ne siirdiigii icin

onemlidir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Kanser

2.1.1. Kanserin Tanimi

Kanser, belirli bir dokudaki hiicrelerin, hiicresel farklilasmayi, hayatta kalmayi, cogalmayi
ve Olimil diizenleyen doku icindeki sinyallere tam olarak yanit vermedigi karmasik bir
hastaliktir. Hiicre davranisini kontrol eden sinyallere uygun sekilde yanit vermek yerine, kanser
hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde boliinmektedir (sekil 2.1). Sonug olarak, bu hiicreler doku icinde
birikerek lokal hasara ve iltihaplanmaya neden olmaktadir ve diger dokulara ve organlara
yayllmaktadir. Kansere bagl oliimlerin neredeyse %901 tiimoriin yayilmasindan (metastaz

olarak bilinir) kaynaklanmaktadir [21].

Normal hicreler kanser hiicreleri

> X,

(@ @) =
oo 98
AW S . .

0 0® g 0

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz boliinmesi [22].

Kanser viicuttaki herhangi bir hiicrede gelisebilmektedir. Viicuttaki farkl hiicreleri veya
organlari etkileyen 200'den fazla kanser tiirii vardir. Kanser tiirleri, davranislarinda ve tedaviye
yanitlarinda onemli Ol¢lide degisiklik gosterebilmektedir. Kanserler, kaynaklandiklari hiicre
tliriine gore veya viicutta ilk gelistikleri yere gore simiflandirilmaktadir. Basladiklari hiicre tipine

gore kanserler alti1 ana gruba ayrilmaktadir:

e Karsinom: viicudun i¢ ve dis ylizeylerini kaplayan epitel hiicrelerinden
kaynaklanan kanserdir. Karsinom, insan kanserlerinin yaklasik %80 ila %90'in1
olusturan en yaygin kanser tiirtidiir.

e Sarkomlar: kas, kemik, kikirdak ve fibréz doku gibi bag dokularinin kati
tiimorleridir. Sarkom, insanlarda nadir goriilen bir kanser tiirtidiir.

e Loésemi: Kemik iliginin kan olusturan dokusunda baslayan kanserlerdir.

e Lenfoma: lenfositlerde (T hiicreleri veya B hiicreleri) baslayan kanserdir.
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e Multipl miyelom: bir tiir bagisiklik hiicresi olan plazma hiicrelerinde baslayan
kanserdir. Miyelom hiicreleri kemik iliginde birikir ve viicudun tiim kemiklerinde
tlimorler olusturur.

¢ Beyin ve omurilik kanserleri: merkezi sinir sistemi kanserleri olarak bilinirler

[23, 24].

2.1.2. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

Her kanser kendine 6zgii davranis ve biiylime 6zellikleri sergilemesine ragmen, insan
kanserinin ¢ogu ve belki de tiim tiirleri tarafindan paylasilan baz1 molekiiler, biyokimyasal ve
hiicresel 6zellikleri vardir. Kanserin ayirt edici 6zellikleri, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina,
¢ogalmasina ve yaylmasina izin veren Kkazanilmis fonksiyonel 0Ozellikler olarak

tanimlanmaktadir. Cogu kanser hiicresi asagidaki on ortak 6zelligi paylasmaktadir [25, 26]:

Kanserin 10 Temel ozelligi

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
strdirilmesi kagma

enerji bagisiklik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel
olimsizligin
etkinlestirilmesi

hiicresel
oliime
direng

genetik E 2 kanserlesmeyi
kararsizhik ve' destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.2. Kanserin ayirt edici dzellikleri [26].

1. Cogalma Sinyalinin Siirdiiriilmesi

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, cogalmalarini siirdiirme yetenekleridir. Normal
hiicreler, hiicre homeostazini korumak i¢in hiicre biliyiimesini ve boliinmesini kontrol ederken,
kanser hiicreleri kontrolstiz bir sekilde cogalmaktadir. Kanser hiicreleri, biiyiime faktorlerini
kendileri ilireterek veya komsu hiicrelerde iiretimlerini uyararak proliferatif sinyallemeyi

sturdiirebilmektedir. Ayrica kanser hiicreleri, biiylime faktorii reseptorlerinin sayisini da

4
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artirabilmektedir. Reseptor sayisinin artirilmasi, hiicrenin diisiik miktarda bliyiime faktoriiyle
bile cogalmasini saglamaktadir. Reseptorlerin yapisi da, hiicrenin biiylime faktorlerinden

bagimsiz olarak cogalmasini saglamak icin degistirilebilmektedir [25].

2. Biyiime Baskilayicilarindan Ka¢inma

Kanser hiicreleri, bliyiime uyarici sinyalleri indiikleme ve siirdiirme Kkabiliyetine ek
olarak, hiicre proliferasyonunu 6nleyen baskilayicilardan da kagmaktadir. Hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu inhibe eden TP53, PTEN ve RB dahil olmak iizere bircok baskilayici gen
kesfedilmistir. I¢c veya dis bir uyaran bu baskilayic1 genleri aktive ettiginde, normal hiicre
dongiisiiniin durmasina, yaslanmasina veya hiicrenin apoptozisine neden olabilmektedir. Kanser
hiicrelerinde bu baskilayici genler bastirilmaktadir. Bu durum, timér baskilayici genlerin

mutasyonlari ve/veya inaktivasyonlarindan kaynaklaniyor olabilecegi diistintilmektedir [25].

3. Hiicresel Oliime Direng

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimd, stirekli varligi tehdit edecek olan anormal ve
eski hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in dogal bir savunmadir. Apoptoz, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinleri dengeleyerek kontrol edilmektedir. Tiimo6r hiicreleri, TP53 tiimor
baskilayici fonksiyonunun énlenmesi, anti-apoptotik diizenleyicilerin (Bcl-2, Bcl-XL) artirilmasi,
hayatta kalma sinyallerinin (IGF1/2) ekspresyonunun artirilmasi veye proapoptotik faktorleri

(Bax, Bim, Puma) azaltmasi gibi farkli mekanizmalarla apoptozu 6nleyebilmektedir [25, 27, 28].

4. Hiicresel Replikatif Oliimsiizliigiin Etkinlestirilmesi

Normal hiicreler smnirli sayida hiicre biliyiimesi ve boélinme doéngiisiinden
gecebilmektedir. Hiicre sinirina ulastiktan sonra, hiicresel yaslanma ve kriz asamalarina
girmektedir. Yaslanma doneminde hiicre canlidir ancak ¢ogalamamaktadir; kriz ise hiicre
olimiini icermektedir [25].

Normal hiicrelerde, kromozomlarin uglarinda yer alan ve hiicre béliinme sinirini kontrol
eden telomerler, her hiicre béliinmesi ile kisalir ve bodylelikle hiicre bdliinme sayisini
sinirlamaktadir. Timor hitcreleri ise, telomerleri uzatan bir DNA (Deoksiribo Niikleik Asit)
polimeraz olan telomerazi eksprese etmektedir. Boylelikle kanser hiicreleri telomerlerin

kisalmasina kars1 koymaktadir ve hiicrelerin daha fazla béliinmesini saglamaktadir [25, 29].

5. Anjiyogenezin indiiklenmesi

Normal hiicreler gibi, kanser hiicrelerinin de besinler ve oksijenle beslenmesi ve

metabolik atiklar1 ve karbondioksiti ortadan kaldirmasi gerekmektedir. Normal hiicrelerde, yara

5
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iyilesmesinin bir parcasi olarak anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu) aktive
edilmektedir. Kanser hiicreleri ise, ihtiyac duyduklari besinleri ve oksijeni saglamak igin
anjiyogenezi siirekli aktif halde tutabilmektedir [25].

Anjiyogenez, anjiyogenezi indiikleyen veya inhibe eden faktdrlerle yonetilmektedir.
Anjiyogenez indiikleyicileri ve inhibitorlerinin iyi bilinen prototipleri, sirasiyla vaskiiler
endotelyal biiytime faktori-A (VEGF-A) ve trombospondin-1'dir (TSP-1). VEGF, temel fibroblast
biiylime faktéri ve trombositten tiiretilmis biiylime faktérii (PDGF) gibi indiikleyiciler,
anjiyogenezi indiiklemek icin vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki hiicre yiizeyi reseptorlerine
baglanmaktadir. Hizli tiimor biiylimesinden kaynaklanan hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir
faktor 1 a'nin aktivasyonu yoluyla proanjiyojenik faktorlerin liretiminin ana uyaricisidir. TSP-1 ve
diger inhibitorler de endotelyal hiicreler iizerindeki reseptorlere baglanarak pro-anjiyojenik

proteinlerin sinyallerini bastirabilmektedir [25, 30, 31].

6. Invazyon ve Metastazin Aktivasyonu

Kanser hiicreleri viicudun diger bolgelerine yayilabilmektedir ve yeni alanlarda daha
fazla tiimér olusturabilmektedir. invazyon ve metastaz, ¢cok asamali bir siirectir ve siklikla
invazyon-metastaz kaskadi olarak adlandirilmaktadir. Invazyon-metastaz kaskad: asagidaki

adimlari icermektedir:

e Invazyon: kanser hiicrelerinin orijinal tiimérden ayrilmasi ve ¢cevredeki dokulara
bulastirmasi.

e Intravazasyon: kanser hiicrelerinin yakindaki kan ve lenfatik damarlara girisi.

o Ekstravazasyon: kanser hiicrelerinin damardan yeni dokuya gegisi.

e Mikrometastaz: kiiciik kanser hiicresi kiimelerinin olusumu.

¢ Kolonizasyon: mikrometastatik kiimenin biiytimesi [25, 32].

Normal hiicreler, bir epitel hiicre-hiicre yapismasi molekiilii olan E-cadherin eksprese
etmektedir. E-cadherin, epitel hiicrelerinin orijinal timor kitlesinden ilk ayrismasini 6nledigi
diistinilmektedir E-cadherin fonksiyonunun veya ekspresyonunun kaybi, kanser hiicrelerinin

cevre dokular1 invazyonlarina ve uzak bolgelere go¢ etmelerine izin vermektedir [25, 33].

7. Enerji Metabolizmasini Degistirme

Timore yeterli besin ve oksijen saglamak icin kanser hiicrelerinde enerji metabolizmasi
degistirilmektedir. Normal hiicreler enerjilerinin ¢ogunu mitokondriyal oksidatif

fosforilasyondan alirlar ve anaerobik kosullarin varliginda glikolitik yolu kullanmaktadir. Kanser
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hiicreleri, oksijen varliginda bile glikoliz metabolik yolunun kullanmay1 tercih etmektedir
(Warburg etkisi) [34].

Glikoliz hizinin arttirilmasi, niikleositleri ve amino asitleri olusturanlar dahil olmak tizere
cesitli biyosentetik yollarda glikolitik ara maddelerin kullanimina izin vermektedir. Boylelikle
yeni hiicreler olusturmak icin gerekli makromolekiillerin ve organellerin biyosentezini
kolaylastirmaktadir. Glikolizin Ras, MYC gibi aktiflestirilmis onkogen ve TP53 gibi mutant tiimor
baskilayicilar ile iliskili oldugu gosterilmistir [25, 35, 36].

Farklhilasmis doku Proéigﬁ[‘atif t{imér
X or: 7% a
+O/ \02 +/“02 .
Glikoz Glikoz Glikoz
* %
0O, Piruvat
Piruvat %
{AALe7.
Laktat ‘ [ i
- 1 Laktat
Laktat
co,
Oksidatif Anaerobik Aerobik
fosforilasyon glikoliz glikoliz
~ 36 mol ATP / 2 mol ATP / mol ~ 4 mol ATP
mol glikoz glikoz / mol glikoz

Sekil 2.3. Normal ve kanser hiicreleri arasindaki metabolik farkliliklar [37].

8. Bagisiklik Sisteminden Kagma

Normalde viicudun bagisiklik sistemi anormal ve hasar gérmiis hiicreleri kansere ve
tlimorlere dontismeden once yok etmektedir. CD8+ sitotoksik T hiicreleri (CTL) ve yardimc1 T1
hiicreleri (Th1), genellikle interferon (IFN)-y ve sitotoksin liretimini iceren mekanizmalar yoluyla
kanser gelisimini engellemektedir [38]. Kanserli hiicreler bagisiklik sisteminden kacabilirse,
hiicre biiyiimesi ve bagisiklik baskilanmasi arasinda bir denge olusmaktadir. Temel olarak,
kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalamasa da bagisiklik sistemi tarafindan da tamamen
cikarilamamaktadir. Bu denge asamasinda, kanser hiicreleri adaptasyonlar gelistirebilmektedir
ve bagisiklik sisteminden nasil kurtulacaklarini 6grenebilmektedir. Kanser hiicreleri bagisiklik
sistemine adapte olabilirlerse, her tiirlii bagisiklik baskilamasindan kagabilmektedir [26, 39].

Kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi bilesenlerini inhibe ederek bunlardan

kacabilmektedir. Ornegin, kanser hiicreleri, doniistiiriicii biiyiime faktérii beta (TGF-B) veya
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diger immiinosupresif faktorleri salgilayarak, CTL'leri ve dogal 6ldiiriicii hiicreleri (NK) inhibe

edebilmektedir [40, 41].

9.

10.

Etkinlestiren Bir Ozellik: Genetik Kararsizlik ve Mutasyonlar

Neredeyse her kanser hiicresi genomu, bir veya birkac¢ biliylimeyi diizenleyen genin
mutant alellerini tasimaktadir. Aslinda daha once bahsedilen kanser o6zelliklerinin
kazanilmasi, biiyiik 6lciide neoplastik hiicrelerin genomlarindaki degisikliklere baghdir [26].

Viicudun genetik materyali, fizyolojik metabolizma veya ¢evresel kaynakli genotoksik
maddeler tarafindan siirekli olarak maruz kalmaktadir. Ancak, genom bakim sistemi
DNA'daki kusurlar tespit edip onarabildigi icin, normal hiicrelerde mutasyon orani ¢ok
diisiiktiir. Genom bakim sistemi islevleri, DNA hasar tespiti ve onariminin etkinlestirilmesini,
hasarli DNA'nin onarilmasini ve DNA'ya zarar vermeden once mutajenik molekiillerin
inaktivasyonunu veya inhibisyonunu icermektedir. DNA onarim islevinde yer alan proteinleri
kodlayan genler, “bakici genler” olarak adlandirilmaktadir [26, 42, 43].

Cogu kanser hiicresinin genomu genomik degisikliklerle doludur [44]. Kanserin
baslamasinin ve ilerlemesinin, orijinal normal hiicrelerdeki genomik mutasyonlardan ve bu
hiicrelerden daha agresif alt klonlarin secilmesinden kaynaklandigina inanilmaktadir [45,
46]. Buna ek olarak, kanser hiicreleri, genom bakim sistemini zayiflatarak mutasyona ugramis
hiicrelerin sayisini artirabilmektedir. Pek cok kanser tiplerinde bakici genlerini etkileyen
cesitli kusurlar belgelenmistir [47]. Bu tiir genlerdeki mutasyon, hiicre hattinin genomunda

yuksek siklikta mutasyonlara neden olmaktadir (genetik kararsizlik)[26, 46] .

Etkinlestiren Bir Ozellik: Kanserlesmeyi Destekleyen inflamasyon

Kanser hiicrelerine gelen hiicreler arasinda cesitli inflamatuvar fonksiyonlara aracilik
eden cesitli bagisiklik sistemi hiicre tipleri bulunmaktadir. Neredeyse tiim neoplastik
lezyonlar, cesitli yogunluklarda bagisiklik hiicreleri icermektedir. Bu tiir bagisiklik etkilerinin
viicudun tiimori yok etmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Ancak daha sonra, bu tiir
bagisiklik etkilerinin kanserin ilerlemesini artirdigi kanitlanmistir [26, 48].

Enflamatuvar  hiicreler, bircok kanser ayirt edici 6zelligine Kkatkida
bulunabilmektedir. Ornegin, tiimér iliskili makrofajlar (TAM'ler) biiyiime faktorleri
salgilayarak kanser hiicresi ¢ogalmasini arttirmaktadir, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
(VGEF) salgilayarak anjiyogenezi artirmaktadir, matriks metaloproteinazlar (MMP'ler)
salgilayarak tiimor metastazini ve invazyonunu artirmaktadir ve farkli immiinosiipresif

sitokinleri salgilayarak adaptif bagisiklig1 baskilamaktadir [26, 49].
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2.1.3. lyi Huylu ve Kétii Huylu Tiimérler

TUmor, hiicrelerin asir1 ve anormal ¢ogalmasi ile karakterize olan patolojik bir durumdur.
Timorler iyi huylu (benign) veya kotii huylu (malign) olarak ikiye ayrilmaktadir. Timor
hiicrelerinin biiylimesi mense yeri ile sinirli oldugunda ve normal fiziksellige sahip olduklarinda,
iyi huylu tiimorler olarak degerlendirilmektedir. Hiicreler anormal oldugunda ve kontrolsiiz bir
sekilde biiytidiigii zaman kot huylu tiimorler olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2.4) [50].
Asagidaki tablo (Tablo 2.1), iki tip tiimoér arasindaki temel farkliliklar1 6zetlemektedir:

iyi huylu tiimor Koth huylu timér

NoErarae @ Q) @
e o

@
@ wr S| @ o= @

Sekil 2.4. Iyi huylu ve kétii huylu tiimérler [50].
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Tablo 2.1. Iyi huylu ve kétii huylu tiimérler arasindaki farkhiliklar [50, 51].

Ozellikler

Iyi Huylu Tiimérler

Kotii Huylu Timorler

Biyiime hiz1

Cogu yavas bliyiir

Yavas-Hizh biytir
(diizensiz buliytime hizi)

Kapsiil

Genellikle onlar: saran bir
kapsiil vardir

Yok

Yerel invazyon

Cevreleyen dokulari istila
etmez

Genellikle yakindaki saglikl
dokuyu ¢evreleyen bazal
membrani istila eder

Metastaz

Viicudun diger bolgelerine
yayilmaz
sadece orijinal yerinde biiyiir

Kan dolasimini/lenfatik
sistemi kullanarak viicudun
diger bolgelerine yayilir

Hiicre Morfolojisi

Normal ¢ekirdekler
Normal morfoloji
Mense hiicreye benzer
(iyi farklilasmais)

Cekirdekleri biiytik ve
karanlik
Anormal morfoloji
Mense hiicreye benzemez
(iyi farklilasmamis)

Hormon salgilamazlar

Yorgunluga ve kilo kaybina
neden olan maddeler

tedavi gerektirmeyebilir

Sistemik Etkiler (istisna: adrenal salelavabilir
feokromositomalar) sray
(paraneoplastik sendrom)
Tedavi edilirse tekrarlama Cllfar.l.ldlkt.an sonra bazen
Tekrarlama o e eski bolgenin disinda baska
olasiligi diistiktiir & >
bolgede tekrarlayabilir
Ameliyat, radyasyon,
Tedavi Saglig1 tehdit edici degilse kemoterapi ve

immiinoterapi ilaglar1 dahil
agresif tedavi gerektirebilir
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2.2. Endometriyum ve Endometriyum Kanseri

2.2.1. Uterusun Anatomisi ve Histolojisi

Uterus, kadinin pelvis boslugunda, mesanenin arkasinda, rektumun éniinde ve vajinanin
Uistiinde yer alan, agirlikli olarak kash bir organdir [52, 53]. Uterus boyutlar1 kadinin yasina ve
hormonal durumuna gore farklilik gosterir. Yenidogan kadinlarda, maternal ve plasental 6strojen
uyarimi nedeniyle uterus cocukluktan daha biiyiiktiir, kadin yenidoganda uterusun uzunlugu
yaklasik 4,5 cm olarak bildirilmistir [54, 55]. Cocukluk déneminde, iki ila alt1 yas aralifinda,
uterus uzunlugu 2,5 cm'ye regrese olmaktadir. Ergenligin baslangicindan itibaren uterusun
ilerleyen bir biiyiimesi vardir [56, 57]. Yetiskin kadinlarda uterusun uzunlugu 5 ila 8 cm arasinda
degisir, genisligi yaklasik 3,5 cm, kalinlig1 1,5 - 3 cm ve agirligi 30-40 gramdir. Uterus boslugunun
ortalama hacmi 80 ml ile 200 ml arasindadir [53]. Dogum yapmis olanlarda ise bu 6l¢iimlerde
artis goriilmektedir [58].

Uterus anatomik olarak tistten asagiya dort boliime ayrilmaktadir (sekil 2.5):

e Fundus: uterusu fallop tiipiine baglayan kavisli bir kisimdir.

e Korpus (rahim gévdesi): rahmin uterusun esas parcasidir, fallop tiiplerinin
seviyesinin hemen altinda baslar ve asagiya dogru devam eder.

e Isthmus: 0,5 cm uzunlukta olup serviks ile korpus arasinda kalan béliimdiir.

e Serviks (rahim agzi): isthmustan asagi dogru uzanir ve vajinaya agilir [59].

Uterotubal Uterine tube
junction

Ovary

Uterine cavity

J\ Isthmus

Cervix T _P_ .

Sekil 2.5. Uterusun anatomisi [60].
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Korpus uteri histolojik olarak i¢ yiiziinden disa dogru ii¢ ana tabakadan olusmaktadir
(sekil 2.6):
e Endometriyum: Uterus bezlerinin uzandigi basit kolumnar epitel hiicrelerinden
olusmaktadir.
e Miyometrium: Bag dokusu ile ayrilmis birbirine bagh diiz kas demetlerinden
olusmaktadir.

e Perimetrium: Seroza iceren peritoneal mezotelyum ile kapli bag dokusudur [61].

Endometriyum, gecici ylizeysel stratum fonksiyonel ve miyometriyuma bitisik olan kalic1
daha derin stratum bazal olmak iizere iki fonksiyonel tabakaya ayrilir [62]. Ylizeysel stratum
fonksiyonel luminal epitel ile kaplidir, ylizeysel glandiiler epitel ve stroma igerir ve aylik adet
dongiist sirasinda ve dogumdan sonra tamamen dokiiliir ve yenilenir [63]. Stratum basalis
endometriyum bezlerin terminal boélimiinii ve yogun organize edilmis stroma icerir ve adet
sirasinda veya dogum sirasinda dokiilmez; yumurtalik fonksiyonunun kesilmesinden sonra,
atrofik, inaktif bir postmenopozal endometriyum olarak kalir [62]. Kan damarlari1 ve bagisiklik

hiicreleri her iki tabakada da bulunmaktadir [64].

o

5 G
) h 8
Endometrium
&

‘-;

Sekil 2.6. Uterusun histolojisi [65].
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2.2.2. Endometriyum Kanseri

Rahim goévdesinin kanserleri, rahim korpusu kanseri olarak adlandirilir. Ancak, rahim
agz1 kanseri ayr bir kanser tiirii oldugu icin bazen 'uterus kanserleri' genel terimi uterus
korpusunun kanserlerini belirtmek i¢in kullanilir. Uterus korpusunun kanserinin iki tiirii vardir:

¢ Endometriyum karsinomlari, epitelden olusmaktadir ve toplam uterus korpusu
kanseri vakalarinin yaklasik %95'ini olusturmaktadir.

e Uterus sarkomlar, uterusun kaslari ve bag dokusundan (miyometriyum)
kaynaklanmaktadir ve tiim uterus korpusu kanserleinin %5'ini olusturmaktadir

[66].

2.2.3. Endometriyum Kanserinin Epidemiyolojisi

Uterus kanseri (rahim kanseri, uterus korpusunun kanseri), gelismis iilkelerde kadinlari
etkileyen en yaygin jinekolojik kanserdir ve gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek rahim agzi
kanseri oranlar1 nedeniyle, diinya c¢apinda ikinci siklikta goriilen jinekolojik kanserdir [67].
Rahim kanserlerinin %90'indan fazlas1 endometriyum kanserdir; diger %10’u uterus kasinda
(miyometriyum) veya endometriyumu destekleyen bag dokusunda (stroma) gelisen uterus
sarkomlaridir [68].

Son yillarda tiim diinyada endometriyum kanseri teshisi konulan vaka sayisi artmistir.
Kiiresel kanser veri tabant GLOBOCAN kanser istatistiklerine gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda
yaklasik 382.069 yeni uterus korpus kanseri vakasi teshis edilmistir ve 89.929 kadin bu hastalik
yluziinden olmiistiir. Uterus korpusunun kanseri, tiim kadin kanser vakalarinin %4,4'iinli ve
kanser oOlimlerinin %2,2'ini olusturmaktadir. Hastaligin oranlar iilkeler arasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Oranlar Kuzey Amerika ve Avrupa'da en yliksek, Hindistan ve Giiney
Afrika gibi orta gelirli lilkelerde en diistiktiir [67].

Tiirkiye'deki jinekolojik kanserlerin epidemiyolojik verileri Avrupa ve gelismis
lilkelerdeki verilere benzemektedir. Ulkemizde uterus korpusu kanseri kadinlarda besinci en
yaygin kanser olup tiim kanser vakalarinin %6,1'ini olusturmaktadir [2, 69]. Uterus korpusu
kanserinin ortalama insidans1 100.000'de 10,36'dir. Yillik yaklasik 3850 yeni ahim kanseri vakasi
bildirilmekte ve ona bagl yaklasik 520 o6lim goriilmektedir. Ortalama tani yasi 58'dir.
Endometriyum tiimorler arasinda en yaygin histolojik alt tip endometrioid adenokarsinom
(%67,2), ardindan seroz (%2,0), skuaméz (%1,9), karisik (%1,86), miisin (%1,6), berrak hiicre

(%1,5) ve diger endometriyum kanser tipleri rahim kanserlerinin %13'"iinii olusturur [69].
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2.2.5. Endometriyum Kanserinin Siniflandirilmasi

Endometriyum kanser tipleri biyolojik, klinik, morfolojik ve genetik olarak farklilik
gosterir. Son on yilda hastaligin prognozu iyilestirmeyi ve fonksiyonu 6ngérmeyi amacglayan

cesitli siniflandirmalar 6nerilmistir:

Bokhman Dualistik Siniflamasi

Yakin zamana kadar, Bokhman'in 1983'te kurulan dualist siniflandirma modeli, hem
patologlar hem de klinisyenler tarafindan yaygin olarak kullanilmistir. Bokhman'in sistemine
gore, endometriyum kanserler klinik, demografik ve endokrin 6zelliklerine gore tip I veya tip Il
olarak siniflandirilmaktadir [3, 70]:

e Tip I endometriyum kanserler; endometriyum kanserlerin yaklasik %80 - 90'in1
olusturmaktadir. Viicuttaki asir1 6strojene baghdir ve nispeten geng ve
premenopozal kadinlarda ortaya ¢cikmaktadir. Cogunlukla endometrioid
adenokarsinomlardir. Genellikle yavas biiyiirler ve yayilma olasiliklar1 daha azdir.

e Tip Il endometriyum kanserler; endometriyum kanserlerin %10 - 20'sini
olusturmakta ve genellikle menopoz sonrasi kadinlarin atrofik endometriyumunda
ortaya ¢ikmaktadir. Uterin serdz karsinomlari ve berrak hiicreli karsinomlari
icermektedir. Bu kategorideki kanserlerin hormonal olarak bagimsiz oldugu
diistiniilmektedir; ancak, son kanitlar iki alt tip arasinda ortak risk faktorlerini
gostermistir [4]. Bu kanserler genellikle daha hizl biiytir ve yayilma olasiigi daha

ytiksektir [3, 70].

Bununla birlikte, bu iki tip endometriyum kanser arasinda ayrim yapmak morfolojik veya
genetik olarak her zaman mimkiin degildir. Endometrioid karsinomlarin %10 ila %19'unun
histopatolojik ve molekiiler 6zelliklerinin ne tip 1 ne de tip 2 kategorilerine uymadigi

gosterilmistir [71-73].

DSO'niin Siniflamasi

Diinya Saghk Orgiitii (DSO), endometriyum kanserini neoplastik hiicrenin kékeni ve
histolojik morfolojiye dayanarak 7 kategoriye ayirmistir:
1. Epitelyal tiilmérler
¢ Endometrioid adenokarsinom
¢ Villoglandular karsinom

e Sekretuvar endometrioid karsinomu
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e Skuamoz diferansiyasyon gosteren karsinom
e Siliyali karsinom
e Seroz karsinom
e Berrak hiicreli karsinom
e Miisindz karsinom
e Noroendokrin karsinom
o Diisiik dereceli noroendokrin tiimorler (karsinoidler)
o Yiiksek dereceli néroendokrin karsinomlar
= Biiytik hiicreli néroendokrin karsinomlar
= Kiiciik hiicreli néroendokrin karsinomlar
o Skuaméz karsinom
e Karnsik tip karsinom
e Farklilasmamis karsinom
e Geri farklilasmis karsinomlar; ayni timorde diisiik dereceli endometrioid
karsinom ve farklilasmamis bir karsinom kombinasyonu.
Mezenkimal tiimoérler; 6rnegin, endometriyum stromal ve diiz kas tiimorleri.
Karisik epitelyal ve mezenkimal tiilmérler; 6rn., karsinosarkomlar.
Gestasyonel trofoblastik hastaliklar ve diger malign tiimorler.
Cesitli tiimorler; 6rnegin néroektodermal tiimorler.

Lenfoid ve miyeloid tiimérler; 6rnegin Lenfomalar.

N o e WD

ikincil tiimérler; baska bir organdan endometriyuma yayilmistir.

Bu siniflandirmanin kisithhigl, karsinosarkomun karisik bir epitelyal mezenkimal timor
oldugu dusiiniiliirken, arastirmalar bu bifazik tlimorlerin doniistiiriilmis bir epitelyal hiicreden
klonal olarak tiiretildigini gostermistir. Bu nedenle, bu kisithliklarin tlistesinden gelmek igin

alternatif siniflandirmalar 6nerilmistir [65, 74].

2.2.5. Endometriyum Adenokarsinomlarinin Histolojik Tipleri
Endometrioid Adenokarsinom

Endometriyum karsinomun en sik goriilen tipidir ve tiim vakalarin %85’inden fazlasini
olusturmaktadir. Proliferatif fazdaki endometriuma benzedigi icin endometrioid olarak
adlandirilmaktadir. Endometrioid adenokarsinomun iyi farklilasmis formlari, stroma icermeyen

kiiclik, yuvarlak sirt sirta bezlerden olusmaktadir.
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Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) tarafindan gelistirilen
endometriyum karsinom evreleme sistemi, endometrioid karsinomlu hastalar i¢in en gii¢lii
prognostik parametre olarak kabul edilmistiru sisteme gore, endometrioid
adenokarsinomlar, timor paterni ve niikleer morfoloji degerlendirilerek derecelendirilir.
(Tablo 2.2). Serdz, berrak hiicre, farklilasmamis karsinom ve karsinosarkom
derecelendirilmez ve yliksek dereceli (grade 3) karsinom olarak kabul edilmektedir [75-

77].

Tablo 2.2. Endometrioid adenokarsinomun FIGO evreleme sistemi. Derece dncelikle timor
paternine baghdir, ancak 6nemli niikleer atipi, derece 1 tiimorti, derece 2'ye ve derece 2 timort,
derece 3'e degistirmektedir [65].

Tiimoériin Paterni Niikleer Morfolojisi

%>5'ten az nonskuamoz Oval/uzamis ¢ekirdekler,

G1 nonmorular bliyliime paterni gt ince kromatin, kiigiik
niikleoller, az mitoz

g .
G2 g5 1a %20 ?oPskuamoz . yada G1 ve G3 dereceler
nonmorular biiyiime paterni .
arasindaki 6zellikler

% 50'den fazla nonskuamoz Bu.yutulmus / pleomorflk
G3 lar biiviime paterni ya da cekirdekler, kalin kromatin,
nonmoriar bty P belirgin niikleoller, bircok

mitoz
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Nuclear grade

FIGO grade 1

Sekil 2.7. Endometrioid adenokarsinomun FIGO derecelendirmesi [78].

Seréz Endomteryal Karsinom

Seroz karsinom, tiim vakalarin yaklasik %5 ila %10'unu olusturan nispeten nadir bir
endometriyum karsinom tiiriidiir. Ozellikle agresif bir tiimérdiir ve hastalarin %40-50'si derin
miyometriyal invazyon ve vaskiiler invazyon ile goriilmektedir [79]. Ser6z karsinomda papiller
patern baskindir, ancak glandiiler ve kati1 paternler de goriilebilmektedir. Tiimoriin serdz
karsinom olarak nitelendirilebilmesi icin belirgin niikleer atipi gereklidir. Ser6z karsinomun
yayilmasi genellikle karin icine olmaktadir. Karin i¢i metastazlar erken dénemde ortaya ¢ikar ve
siklikla miyometriyal invazyon yoklugunda tanida bulunmaktadir bu ciimle tam anlagilmiyor

[75-77].

Berrak Hiicreli Endometriyum Kanser

Berrak hiicreli karsinom, endometriyum karsinomlarin yaklasik %1 ila %5'ini
olusturmaktadir. Kotii bir prognoza sahiptir ve neredeyse sadece menopoz sonrasi kadinlarda
gorilmektedir [80]. Histolojik olarak, genellikle papiller, tiibiilokistik, glandiiler veya solid alt
tiplerin karisik konfigiirasyonlarini icermektedir. Bol glikojen birikimi nedeniyle, neoplastik

hiicrelerin sitoplazmasi genellikle histolojik olarak berrak goriinmektedir [75-77].

Karsinosarkom

Karsinosarkomlar, hem malign epitelyal hiicreleri (karsinom) hem de malign stromal
hiicreleri (sarkom) iceren nadir endometriyum karsinomlardir (<%5). Genellikle yash
postmenopozal kadinlarda goriilmektedir, son derece agresiftir ve ¢ok kotii bir prognoza

sahiptirler [75-77].
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Uterus karsinosarkomlar: baslangi¢ta sarkomlar olarak siniflandirilmistir, ancak simdi
immiinohistokimyasal ve molekiiler calismalarina gére metaplastik karsinom olarak kabul
edilmektedir [75]. Epitel kismi1 genellikle yiliksek dereceli endometriyum adenokarsinom,
genellikle serdz veya berrak hiicreli karsinom 6zelliklerine sahiptir. Sarkomat6éz kismi,
karsinomdan veya farkli farklilasmaya ugrayan bir kok hiicreden olusur. Sarkomat6z kismi ya
homologdur (normalde uterusta bulunan dokulardan olusur) ya da heterologdur (malign

kikirdak veya iskelet kasi gibi normalde uterusta bulunmayan dokulardan olusur) [75-77].

Nadir Tipler

Endometriyumda noéroendokrin karsinomlar (diisiik dereceli ve yiliksek dereceli) ve

farklilasmamis endometriyum kasinomalar olusabilmektedir.

Karisik Timérler

Endometrioid tiimor, ser6z veya berrak hiicre tipi odaklar gosterebilmektedir. Yiiksek
dereceli bir alt tip, tlimorin en az %10'unu olusturdugunda, buna karisik tiimor adi
verilmektedir. %25'ten fazla veya buna esit ser6z veya berrak bilesen iceren karisik endometrioid

tlimor, sirasiyla saf seréz veya berrak karsinom gibi davranmaktadir [65].

2.2.6. Endometriyum Kanserinin Risk Faktorleri

Her iki endometriyum kanser tiri de ayn risk faktorlerini paylasir. Bu faktorler
genellikle 6strojene maruz kalma ile iligkilidir. Bu nedenle tip II tiimoérlerin etiyolojisi, daha 6nce
diisiintldiigii gibi tamamen o6strojenden bagimsiz olmayabilmektedir [4]. Risk faktorleri

asagidaki sekilde kategorize edilebilmektedir:

Endometriyum kanser riskini artiran faktérler

e Yas: Endometriyum kanser riski yasla birlikte artmaktadir. Ornegin, 40 yasin altindaki bir
kadinin hastaligi gelistirme riski 1:1423 iken, 70 yasindan biiyiik bir kadinin 1:81 riski
vardir [81]. Endometriyum kanser vakalarinin %90'indan fazlasi 50 yasindan biiyiik
kadinlarda goériilmektedir [82]. Tip I ve tip II'nin ortalama tani yasi sirasiyla 62,2 ve
65,6'dir [83].

e Irk: Endometriyum kanser insidansinin irk ve etnik kokene gore degistigi gosterilmistir.
En yliksek oranlar Hispanik olmayan Beyaz kadinlar arasinda, en diisiik oranlar ise Asyali

kadinlar arasindadir [84].
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e Obezite: Endometriyum kanseri, obezite ile iliskili olarak taninan ilk kanserdir [85].
Endometriyum kanser insidansinin yaklasik %39'inin asir1 viicut agirligina baglh oldugu
tahmin edilmektedir [86]. Obezitenin endometriyum kanser gelisme riskini 2,6 ila 4,7 kat
arttirdig1 gosterilmistir [87]. Tip I tlimorii olan hastalarin tip II tlimérii olanlara gore daha
obez oldugu gosterilmistir (ortalama viicut kitle indeksleri sirasiyla 34,3 ve 32,2'dir) [83].
Obezite ile endometriyum kanser arasindaki iliskinin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak anlasilamamistir, ancak muhtemelen postmenopozal kadinlarda daha yiiksek
Ostrojen seviyeleri, hiperinsiilinemi ve kronik inflamatuvar durum icermektedir [88-92].
Ostrojenler ve obezite arasindaki baglanti, yag dokusunun &strojen sentezleme
yeteneginden kaynaklanmaktadir [93]. Yag dokusunda, hem adipositler hem de stromal
hiicreler, androjenleri dstrojenlere dontstiirmekten sorumlu olan aromataz enzimini
eksprese etmektedir [94, 95]. Yag dokusu tarafindan iiretilen asir1 0Ostrojenler,

endometriyuma progesteron tarafindan karsilanmayan bir biiyiime sinyali saglamaktadir.

e Menstriiel sikluslarin sayisinin artmasi: Menars ve menopoz arasinda gebelik harig¢
yillarin sayisindaki artis, endometriyum risk artisiyla iliskilendirilmistir [96]. 12 yasinda
veya daha erken yaslarda menars olan kadinlarda endometriyum kanser insidansinin
daha ytiksek oldugu bildirilmistir [96, 97]. Aksine, 52 yasinda veya daha sonra menopoza
girenlerin 50 yasin altindaki menopoza giren kadinlara kiyasla endometriyum kanser

gelisme riski iki kat daha fazladir [98].

¢ Polikistik Over Sendromu (PCOS): PCOS'lu kadinlarda endometriyum kanser gelisme
riski PCOS'u olmayan kadinlardan 3,8 ila 17 kat daha yiiksektir [99-102]. Riski artirmanin
ana nedeni, endometriyumun 0strojene uzun siire maruz kalmasidir. Bununla birlikte,
PCOS kadinlarinda instilin direncinin de endometriyum kanserin gelisiminde rol oynadigi
diistintilmektedir [102, 103].
Bu riskin bir kismi muhtemelen anoviilasyon ile ilgilidir. Anovulatuar kadinlarda,
yumurtlama ve corpus luteum iretimi eksikligi progesteron diizeylerini dusiik
tutmaktadir. Azalmis progesteron, Ostrojen ile uyarilan endometriyumda belirgin bir

biiytime baskilamasi uygulayamamaktadir. [104, 105].

e Endometriyum Polipler: Endometriyum polip, endometriyum yiizeyinden ¢ikinti1 yapan
endometriyum bezlerin ve stromalarin asir1 biiylimesidir. Endometriyum polipli
kadinlarda endometriyum kanser riski yaklasik %1,3'tlir [106]. Anormal vajinal kanama
veya menopoz durumunun varliginda da endometriyum kanserin riski artmaktadir.
Endometriyum kanseri, endometriyum polipli menopoz sonrasi kadinlarin yaklasik

%>5,42'sinde ve semptomatik kanamasi olan kadinlarin %4,15'inde bulunmaktadir [107].
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Estradiol ve tamoksifenin endometriyum polip olusumunun nedenlerinden oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, endometriyum poliplerin tam patogenezi ve

onkogeneze yol acan faktorler heniiz aydinlatilamamistir [106, 108-110].

e Hormon Replasman Tedavisi (HRT): Yalnizca dstrojen iceren HRT ve tibolon (dstrojen,
progesteron ve androjen reseptorlerinin bir agonistidir) kullaniminin, tedavi 5 yildan az
siirdiigiinde bile endometriyum kanser riskini arttirdig1 belirtilmistir [111-113]. Ancak,
obez kadinlar arasinda, tibolon ve yalnizca 6strojen iceren HRT kullaniminin insidans
tizerinde cok az ek etkisi olmustur. Bunun nedeni muhtemelen zaten yliksek seviyelerde
endojen 0strojen bulunmasidir, boylece eksojen 6strojen cok az ek etkiye neden
olabilmektedir [114, 115]. Obez kadinlar arasinda, hem siirekli hem de déngiisel kombine
HRT kullanimi1 endometriyum kanser insidansini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Kanser
insidansindaki azalma, progestajenlerin glinliik kullanimi ile en fazladir. Bu nedenle,
kombine HRT'deki progestajenler, hem endojen hem de ekzojen 6strojenlerin
endometriyum tizerindeki kanserojen etkilerine karsi ciktig1 goriilmektedir. Aksine, fazla
kilolu olmayan arasinda, dongiisel kombine HRT kullanim1 hi¢ kullanmayanlara kiyasla
endometriyum kanseri insidansini 6nemli 6lciide artirmaktadir ve siirekli kombine HRT

kullanimi hi¢bir fayda saglamamaktadir [115].

o Tamoksifen: Uluslararasi kanser arastirma ajansi, tamoksifeni endomterial kanserin bir
nedeni olarak siniflandirmistir. Meme kanseri hiicrelerinde, tamoksifen 6strojen
reseptori antagonisti olarak ¢alismaktadir. Ancak, endometriyum kanser hiicrelerinde,
tamoksifen 0strojenik 6zelliklere sahiptir ve parsiyal agonist olarak islev gormektedir
[116]. Endometriyum kanser riski glinliik tamoksifen dozu ile iliskili degilken, ancak daha
uzun siire ve birikimli kullanim ile iliskili olarak bulunmustur [117]. Bes y1l veya daha
uzun siire tamoksifen kullanan kadinlarin, tamoksifen kullanmayanlara gore %59 daha

fazla endometriyum kanser riskine sahip oldugu bulunmustur [118].

o Diyabet: Diyabet hastalarinda endometriyum kanser riski diyabetli olmayanlara gore
daha ytiksektir [119, 120]. Ancak, arastirmalarin sonuglarini viicut kitle indeksine gore
ayarlandiginda, diyabet ile endometriyum kanser riski arasindaki iliski 6nemsiz hale
gelmektedir. Bu nedenle, diyabet ve endometriyum kanser insidansi arasindaki iliskinin
biiytik 6l¢lide viicut agirhigi ile karistirilabilecegi 6ne siiriilmektedir. Yine de viicut

agirhgindan bagimsiz olarak hafif derecede yiiksek bir risk olabilmektedir [121].
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Diisiik endometriyum kanser riski ile iliskili faktorler

Kontraseptifler: Kombine oral kontraseptiflerin her iki endometriyum kanser tipine
kars1 koruyucu etkisi iyi belgelenmistir. Bir meta-analiz calismasi, endometriyum kanser
riski ile kombine oral kontraseptiflerin tiiketim siiresi arasinda ters bir iliski oldugunu
bildirmistir [4, 122]. Her 5 yillik kullanimda 0,76'lik nispi bir risk azalmasi ile
iliskilendirilmistir ve kalici1 olumlu sonug kombine oral kontraseptiflerin kesilmesinden
sonra 30 yila kadar devam edebilecegi bildirilmistir [122, 123]. Levonorgestrel salan

intrauterin sistemin kullanimi da endometriyum kanser riski ile ters iliskilidir [124, 125].

Gebelik: Hic dogum yapmamis kadinlar, parus kadinlara kiyasla endometriyum kanser
gelisme riskinin %35 ila 42 daha fazladir [4]. Son gebelikte kadinlarin yasi, endometriyum
kanser riskinin azalmasi ile iliskilendirilmistir. En son 40 yasinda veya daha 6nce dogum
yapan kadinlar, son dogumlarini 25 yasin altinda olan kadinlara gore %44 azalmis bir risk
tasimaktadir [126]. Ayrica, calismalar dogum sayisinin daha dusiik endometriyum kanser
riski ile iligkili oldugunu gostermektedir [127]. Bu muhtemelen hamilelik sirasinda
progesterona uzun siire maruz kalmaktan ve dogum sirasinda premalign ve malign

hiicrelerin dokiilmesinden kaynaklanmaktadir [128, 129]

Sigara kullanimi: Epidemiyolojik calismalar, mevcut veya eski sigara icmenin
endometriyum kanser riskini hafif ila orta derecede azalmis bir risk ile iliskili oldugunu
gostermektedir [130, 131]. Sigara igmenin ¢esitli anti-6strojenik mekanizmalar
araciligiyla endometriyum karsinom riskini azalttig1 diisiiniilmektedir. Birincisi, sigara
icenler sigara icmeyenlerden daha zayif olma egilimindedir. Ayrica sigara icmek dstrojen
metabolizmasinin zayif 2-hidroksidstrojenlere doniismesine, dolasimdaki progesteronun
artmasina ve erken menopoza neden olmaktadir [132-135]. Ancak, sigara icmek meme

kanseri gibi dstrojene bagl diger kanserler i¢in koruyucu degildir [136].

Diger faktorler: Fiziksel aktivite, turpgillerden sebzeler tiiketimi, kahve ve yesil cay
icmek gibi baz1 yasam tarzi ve beslenme faktorlerinin endometriyum kanser riskini
azalttig1 gosterilmistir [137-140]. Ancak, kahve ve cay ile endometriyum kanser

arasindaki iligki tartismalidir [141].
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2.3. Steroid Hormonlari

Steroid hormonlari, hiicresel metabolizma, gelisme ve fizyoloji dahil olmak {lizere cesitli

biyolojik islevlerin diizenleyicileri olarak iyi bilinmektedir. Tiim steroid hormonlari ortak 6nci

olan kolesterolden sentezlenmekte ve yapisal olarak yalnizca halkalardaki kimyasal baglarin ve

yan zincirdeki modifikasyonlarin modelinde farklilik gostermektedir [142].

2.3.1. Steroid Hormonlarinin Siniflandirmasi

Steroid hormonlarinin ana bilesenleri Kkortikosteroidler (mineralokortikoidler ve

glukokortikoidler), seks steroidler (androjenler, 6strojen ve progesteron), ve sekosteroidler (D

vitamini ve metabolitleri). Kimyasal yapilarina ve biyolojik aktivitelerine gore, steroid

hormonlari alt1 ana gruba ayrilmaktadir (sekil 2.8):

1.

Mineralokortikoidler: Su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol

oynamaktadir. Mineralokortikoid aktiviteye sahip ana steroid aldosteron'dur.

. Glukokortikoidler: Glukokortikoidler yasam icin gereklidir ve bir¢cok 6nemli

kardiyovaskiiler, metabolik, immiinolojik ve homeostatik fonksiyonlari

diizenlemektedir. Kortizol (hidrokortizon) insandaki en 6nemli glukokortikoiddir.

. Ostrojenler: Ostrojen, kadin iireme fonksiyonunun ve ikincil cinsel ézelliklerin

gelistirilmesinden ve diizenlenmesinden sorumlu olan temel kadin cinsiyet
hormonudur. Endojen dstrojenlerin {li¢ ana tipi vardir; Birincisi ve en gii¢liisii tireme
yasaminda baskin olan 6stradioldiir (E2), ikincisi menopozdan sonra baskin olan
ostrondur (E1) ve licilinciisii plasenta tarafindan tretilen en zayif olan Ostrioldiir

(E3).

. Progestinler: Progestinlerin islevi esas olarak uterusu hamilelife ve memeleri

emzirmeye hazirlamaktir. Progesteron viicuttaki en 6nemli progestojendir.

. Androjenler: Androjenler, erkek cinsel ve iireme islevleri icin gereklidir. Erkeklerde

ikincil cinsel 6zelliklerin gelismesinden de sorumludurlar. Ek olarak, bu hormonlarin
lireme sistemi, kemik, ve kas dahil bircok organin islevini diizenledigine

inanilmaktadir. En 6nemli androjenler testosteron ve androstenediondur.

. D vitamini: D vitamini teknik olarak bir vitamin degildir, yani temel bir diyet faktorii

degildir; aksina, ciltte 7-dehidrokolesterolden fotokimyasal olarak iiretilen bir
prohormondur. Arastirmacilar, 1a-25-dihidroksivitamin D3'iin bir steroid hormonu
oldugunu diisiinmektedir ve diger steroid hormonlarla ayni sekilde ¢alistifina
inanmaktadir. D vitamini, kalsiyum ve fosfor seviyelerinin diizenlenmesinde,
bagisiklik fonksiyonunda ve kemik, kas ve kalp saglhiginin korunmasinda rol

oynamaktadir [143, 144].
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Bunlara ek olarak, safra asitleri yapisal olarak kolesterol ile iliskilidir ve bu nedenle

steroid ailesinin yedinci liyesini olusturmaktadir [142, 145].
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Sekil 2.8. Steroid hormonlarin kimyasal yapilar: [146].

Tim steroidler bir siklopentanoperhidrofenantren (steran) ¢ekirdege sahiptir. Steroid
cekirdek yapisi, dort "birlestirilmis" halka halinde baglanmis on yedi karbon atomundan olusur:
li¢ alt1 iiyeli sikloheksan halkasi (ilk resimde A, B ve C halkalar1) ve bir bes {iyeli siklopentan
halkasi (D halkasi) [142].

a) Steroidlerin temel yapisal ¢ekirdegi b) Kolesteroliin Yapist

Sekil 2.9. Steroidlerin temel yapisal cekirdegi ve kolesteroliin yapisi [147].

2.3.2. Steroid Hormonlarinin Sentez Yerleri

Adrenal korteks, iki ana kortikosteroidin (mineralokortikoidler ve glukokortikoidler)
salgilanmasindan sorumludur. Ayni zamanda az miktarda seks steroid hormonlar1 (6zellikle
androjenik hormonlar) da salgilanmaktadir. Adrenal korteksin {i¢ ayr1 katmani vardir (Sekil
2.10):

e Zona glomerulosa: kapsiiliin hemen altinda yer alan ince bir hiicre tabakasi, adrenal

korteksin yaklasik yiizde 15'ini olusturur. Bu hiicreler, aldosteron sentezi i¢in gerekli
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olan aldosteron sentaz enzimini icerdikleri icin 6nemli miktarda aldosteron
salgilayabilen bobrek listii bezindeki tek hiicrelerdir.

e Zona fasciculata: orta ve en genis katmandir, adrenal korteksin yaklasik ytlizde
75'ini olusturmaktadir. Glukokortikoidleri (kortizol ve kortikosteron) ve az miktarda
adrenal androjen ve dstrojen salgilamaktadir.

e Zona retikiilaris: korteksin en derin tabakasidir. Adrenal androjenleri
(dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion) salgillamaktadir. Bu hiicreler

tarafindan az miktarda 6strojen ve bazi glukokortikoidler de salgilanmaktadir [144].

Zona glomerulosa
Aldosteron

——— Zona fasciculata
‘ Kortizol
ve
androjenler

Zona reticularis

Medulla
(katekolaminler) ~ Kortek

>
»

{
5
{

"9

Biyuttlmis gorinti

Sekil 2.10. Adrenal korteksin farkli bolgeleri tarafindan adrenokortikal hormonlarin
salgilanmasi [144].

Kadinlarda, 6strojenler, yumurtaliklarin graniiloza hiicreleri ve korpus luteum tarafindan
sentezlenmektedir. Ayrica, 6strojenler, androjenlerin estron’a periferik aromatizasyonu ile yag
dokusu ve kemik gibi gonadal olmayan boélgelerde de sentezlenmektedir. Progesteron, korpus
luteum ve hamilelik sirasinda plasenta tarafindan sentezlenmektedir. Ayrica, progesteron,
adrenal kortekste androjen ve mineralokortikoid sentezinde bir adim olarak tiretilmektedir.
Erkeklerde ise, baz1 periferik dokularda aromataz dolasimdaki testosteronu estradiol’e ve
androstenedionu estron’a doniistiirmektedir. Ana androjen hormonu olan testosteron,
testislerdeki Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir [144].

Prohormon D3 vitamini ve metabolitlerinin sentez bolgeleri deri, karaciger ve bobrektir.
Steroidlerin yedinci 6nemli sinifi olan safra asitlerinin bilinen hi¢bir hormonal aktivitesi yoktur;
esas olarak karacigerde sentezlenmekte ve yagin sindirimine ve emilimine yardimci olmak igin

safra kesesinden salgilanmaktadir [145].
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Bununla birlikte, 6nemli sayida ¢alisma, beyin, yag dokusu ve bagirsak dahil olmak iizere
bir¢ok organin steroid hormonlar: liretebildigini gostermistir. Bunlara steroid olmayan veya
intrakrin dokular denir. intrakrin dokular, kolesterolii aktif steroid hormonlara doniistiirme
kabiliyetine sahip degildir, ancak dokularda bulunan enzimlere bagh olarak cesitli steroid

onciilerinden aktif steroidler tiretilmektedir [148].

2.3.3. Steroid Hormonlarinin Biyosentezi

Steroid hormonlarin biyosentezi, farkli dokularda bulunan ¢oklu enzim sistemlerini
icermektedir. Steroid hormonlar, hidroksilasyon ve dehidroksilasyon-oksidasyon reaksiyonlarini
katalize eden dehidrojenazlar ve sitokrom P450 enzimleri tarafindan sentezlenmektedir.
Okaryotik sitokromlar P450, steroid sentezleyen dokularin i¢ mitokondriyal veya endoplazmik
retikulum membranlarinda eksprese edilen membrana bagh enzimlerdir.

Sekil 2.11, kolesterolden alti ana steroid hormonunun biyosentez yollarini
ozetlemektedir. Steroidojenezde ilk ve hiz sinirlayici adim, kolesteroliin zincir béliinme enzimi
(P450scc, CYP11A1 geni) tarafindan pregnenolona dontistiiriilmesidir. Pregnenolon iiretildikten
sonra, 17-o-hidroksilaz tarafindan 170H-pregnenolona doniistiiriilebilmektedir. 170H-
pregnenolon, sonucta adrenal kortekste aldosteron ve kortizol sentezine, yumurtalik teka ve
graniiloza hiicrelerinde 6strogen sentezine ve testislerde testosteron sentezine yol agmaktadir.
Pregnenolon 3(-hidroksisteroid dehidrojenaz (3BHSD) ile progesterona doniistiiriilebilmektedir

[149, 150].

25(0H)D3-
lahydroxylase 10,25(0H) =Dz

Cholesterol ———— 7-dehydrocholesterol ———= Vitamin D; ———— 25-OH-D,-

. l Vitamin D25-

side-chain hydroxylase 25(0H|D3-24- 24.25|0H1203

Cleavage l hydroxylase
(CYPaS0scc) Deoksikortikosteron

Pregnenolone —— — Progesterone ———— (DOC) — Corticosterone — 180H-Corticosterone — Aldosterone
l 3p-hydroxysteroid l 21-Hydroxylase 11B-hydroxylase 18-hydroxylase 18-oxidase

17s- dehydrogenase (CYPas0c21) (CYPas0c1l) CYP1182 CYP11B2

Hydroxylase I l

(CYP450c17)

170H-Pregnenolone —* —* 170H-Progesterone — 11-Deoxycortisol —— Cortisol

{ 3p-hydroxysteroid 1 21-Hydroxylase 11B-hydroxylase
l dehydrogenase l (CYP450c21) (CYPA50c11)
CYP17AL | CYP17AL |
Dehydroepiandrosterons —— Androstenedinne — Tastosterone — Estradiol
(DHEA) 3p-hydroxysteroid 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase dehydrogenase Aromatase

Sekil 2.11. insan steroid hormonlarinin sentezinin temel yollar1 [142].
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Ostrojen ve Progesteron Sentezi

Yetiskin kadinlarda en o©nemli iki steroid hormonu 17f-estradiol (estradiol) ve
progesterondur. Ek olarak, iki estradiol metaboliti (estron (E1) ve estriol (E3)) adet dongiisliniin
belirli asamalarinda ve hamilelik sirasinda ytiksek seviyelerde dolasmaktadir. Yumurtaliklar,
kadinlarda 6strojen biyosentezinin baslica bolgeleridir ve sistemik estradioliin yaklasik %95'ini
olusturmaktadir. Ekstragonadal bolgeler arasinda menopozdan sonra ana 0strojen kaynaklari
olarak gorev yapan yag dokusu, kemik ve beyin bulunmaktadir. Hamilelik sirasinda plasenta
ostrojen sentezine de katkida bulunmaktadir [151-153]

Dogal olarak olusan 6strojenler, bir fenolik hidroksil ile aromatik bir A halkasina sahip
olan 18 karbonlu steroidlerdir; dogal olarak olusan progestin (progesteron) 21 karbona sahiptir
ve hem C-3 hem de C-20 iizerinde ek oksijenasyon (okso) vardir. Yumurtalik dstrojen sentezi,
normal bir kadinin yasami boyunca ve adet donglslniin farkli asamalarinda farklilik
gostermektedir. Ostrojen sentezinin asamalari, yumurtalik folikiiliiniin graniiloza ve teka
hiicreleri arasinda boliinmektedir. Pregnenolon, teka hiicreleri tarafindan androstenedion ve
testosterona doniistiiriilmektedir. Androstenedion ve testosteron bazal membrandan gegip
graniiloza hiicreleri tarafindan sirasiyla estron ve estradiole aromatize edilmektedir.

Pregnenolon, 3B-hidroksisteroid dehidrojenaz (3B-HSD) tarafindan progesterona
doniistiirilmektedir. Yumurtalikta progesteron, androjen ve dstrojen sentezi i¢in bir ara {iriin
olarak folikiiler gelisimin tiim asamalarinda tiretilmekte, ancak peri ve postoviilatér (luteal)
asamalarda birincil salgl Uriinii haline gelmektedir. Korpus luteum tarafindan progesteron
sentezi, hamileligin erken doéneminde koryonik gonadotropin diizeylerini artirarak
uyarilmaktadir. Plasenta, hamilelik sirasinda da yiliksek diizeyde progesteron salgilmaktadir

[145, 154].

Androjen Sentezi

Androjenler oncelikle testislerin Leydig hiicreleri, yumurtaliktaki tekal hiicreler ve
adrenallerin retikiilaris bolgesindeki hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Erkeklerde
testosteron tretiminin yaklasik %95'i testislerin Leydig hiicrelerinde ve geri kalan %5'i adrenal
bezlerde gerceklesmektedir. Kan dolasimindaki androstenedionun yaklasik %85'i testislerden ve
adrenallerden gelirken, geri kalani DHEA'nin diger dokularinda (yag, deri, karaciger)
tretilmektedir [155].

Testislerde testosteronun sentezi, 17a-hidroksilaz miktarini artiran luteinlestirici
hormonu (LH) tarafindan uyarilmaktadir. Hedef dokular tarafindan alindiktan sonra, testosteron
S5a-rediiktaz ile genomik etkiler acisindan daha aktif bir androjen metaboliti olan 5a-

dihidrotestosterona (5a-DHT) doniistiiriilebilmektedir. Ayrica, testosteron ve androstenedion,
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aromatizasyon adi verilen bir islemle 173-estradiol (E2) veya estron gibi Ostrojenlere
doniistiriilebilmektedir. Aromatizasyon, yumurtaliktaki graniiloza hiicrelerinde, testislerin
Leydig hiicrelerinde ve plasenta, beyin, hipofiz, karaciger ve yag dokusu dahil diger bir¢ok dokuda
eksprese edilen bir sitokrom P450 aromataz enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir [142, 145,

154].

Glukokortikoid ve Mineralokortikoid Sentezi

Dogal olarak olusan kortizol, glukokortikoid ailesinin en yaygin {yesidir ve
glukokortikoid reseptoriine sikica baglanmaktadir. Kortizoliin en 6nemli etkisi, kas hiicrelerinde,
yag hiicrelerinde ve karaciger hiicrelerinde glikoneogenez yoluyla kan glikoz seviyelerini
artirmak ve korumaktir. Mineralokortikoidler, tuz ve su dengelerini diizenleyen bir steroid
hormon sinifidir. Aldosteron, mineralokortikoid aktiviteye sahip ana steroiddir. Glukoerikoidler
ve mineralkortikoidler sirasiyla drenal zona fasciculata hiicreleri ve zona glomerulosa hiicreleri
tarafindan tretilmektedir.

Bu adrenal bolgelerde progesteron, 21-hidroksilaz (P450c21) tarafindan 11-
deoksikortikosteron'a dontsturiilmektedir. Hem glukokortikoidlerin hem de
mineralokortikoidlerin sentezindeki son adimlar iki protein 11(3--hidroksilaz (P450c11p,
CYP11B1) ve aldosteron sentazin (P450c11AS, CYP11B2) bulundugu mitokondride
gerceklesmektedir [145].

D Vitaminin Sentezi

Kimyasal olarak, D vitamini ve metabolitleri, kolesteroliin B halkasi acildig1 igin
sekosteroid olarak kabul edilmektedir (seco “Latince”: kesmek). insanlarda, D vitamininin sadece
%10 ila %20'si diyetten elde edilmekte ve kalan1 (%80'1) endojen olarak sentezlenmektedir. Az
sayida gida dogal olarak onemli miktarda D vitamini igerir. D3 vitamini yagl baliklarda, balik
yaglarinda ve yumurta sarisinda bulunurken, D2 vitamini yabani mantarlarda, bitkilerde ve
mayada bulunmaktadir. Bazi gida triinleri yapay olarak D vitamini ile takviye edilmektedir [156].

Endojen D vitamini sentezi, epidermisin derin katmanlarinda baglamaktadir. Hiicre
zarinin ¢ift lipit tabakasinda depolanan éncii 7-dehidrokolesterol (7-DHC), ultraviyole B (UV-B,
270-290nm) radyasyonunun etkisiyle D3 vitaminin 06ncesine (pre-kolekalsiferol)
donistiirilmektedir. Termal olarak instabil olan previtamin D3, 1s1 ile indiiklenen bir
izomerizasyon reaksiyonuna ugrayip D3 vitaminine (kolekalsiferol) dontstiiriilmektedir.
Kolekalsiferol, biyolojik olarak inaktif prohormondur.

D vitamininin metabolik aktivasyonundaki ilk ve hiz sinirlayici asama, 25 numaral

karbonun hepatik hidroksilasyonudur. D vitamini biyoaktivasyonundaki ikinci asama, 25-
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hidroksivitamin D'den 1a, 25-dihidroksivitamin D [1,25- (OH) 2D] olusumudur ve esas olarak
bobrek proksimal tiibiiliinde gerceklesmektedir. Deride yeterli miktarda D vitamini
sentezlendiginde (orijinal 7-dehidrokolesterol iceriginin yaklasik% 7-10'unda), D3 vitamini

oncesi biyolojik olarak inaktif olan tasisterol ve lumisterol'e doniistiirtilmektedir [145, 157].
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Sekil 2.12. Insanlarda D vitamini biyosentezi [158][1].

2.3.4. Steroid Hormonlarin Sentezinin ve Saliverilmesinin Kontrolii

Cogu hormonun sentezi ve/veya salgilanmasi, olduk¢a spesifik homeostatik
mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Hormonun salgilanmasi veya saliverilmesi, spesifik
hormon tarafindan iiretilen biyolojik yanitlarin gerekliligi ile ilgilidir. Steroid hormonlarin
hidrofobik dogasi nedeniyle, steroidojenik hiicreyi kolayca gecebilmektedirler. Bu nedenle

steroid hormonlar depolanmamakta ve gerektiginde sentezlenmektedirler [159].

Hipotalamik-Hipofiz-Adrenal (HPA) Ekseni

Kortizol sentezini kontrol eden endokrin eksen, hipotalamik néronlardan kortikotropin
salgilayan hormonun (CRH) saliverilmesiyle baslamaktadir. 41 amino asitlik peptit olan CRH,
kortikotrop hiicrelerindeki reseptorlerine hipofiz bezine baglanip adrenokortikotropin

hormonunun (ACTH) saliverilmesine neden olmaktadir. 39 amino asit peptidi olan ACTH, adrenal
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korteksin zona fasikiilatasindaki hiicrelerde bulunan melanokortin-2 reseptoriine (MC2R)

baglanmaktadir [160].

ACTH'nin MC2R'ye baglanmasindan sonra, hiicresel kolesterol hizla mitokondriye
tasinmaktadir. Ayrica ACTH, kortizol {iretimi icin 6nemli olan steroidojenik enzimleri (6rnegin,
P450scc ve 11B-hidroksilaz) kodlayan genin transkripsiyonunu arttirmaktadir. Kan dolasimina
saliverilen, kortizol, hem hipotalamik néronlardan CRH salinimini hem de hipofiz kortikotrop

hiicrelerinden ACTH salgilanmasini inhibe etmektedir [150].

Hipotalamik-Hipofiz-Gonad (HPG) Ekseni

Hipotalamik gonadotropin salgilatici hormon (GnRH), hipotalamik néronlarin salgi
graniilleri tarafindan sentezlenmektedir. GnRH sentezlendikten sonra, hipofiz portal sistemi
araciligiyla anterior hipofize aralikh (pulsatil) bir sekilde salgilanmaktadir. Yanit olarak, 6n
hipofizdeki gonadotroplar gonadotropinleri folikiil uyarici hormonu (FSH) ve luteinize edici
hormonu (LH) sentezlemekte ve salgilamaktadir. GnRH'nin hizli darbeleri LH olusumunu ve
salgilanmasini uyarirken, yavas darbeleri FSH olusumunu ve salgilanmasini uyarmaktadir.

Erkeklerde LH, testikiiler Leydig hiicrelerine etki ederek androjen sentezini
baslatmaktadir. FSH ise sertoli hiicreleri lizerindeki yiizey reseptorlerine baglanarak testislerde
spermatogenezi dliizenlemektedir.

Kadinlarda ise adet dongiisiiniin folikiiler ve luteal olmak tizere iki fazi vardir. Déngiiniin
ilk yarisinda (folikiiler faz1), LH teka hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak androjen sentezini
baslatmaktadir. Bu androjenler, FSH'nin graniiloza hiicreleri tizerindeki etkisiyle 6strojenlere
aromatize edilmektedir. Bu nedenle, kadinlarda Ostrojen sentezini saglamak icin her iki
gonadotropinin (FSH ve LH) uygun miktarlarda salgilanmasi gerekmektedir. Oviilasyonu takiben
folikiiliin teka ve graniiloza hiicreleri korpus luteuma doniistiiglinde, yiiksek LH seviyeleri
progesteron sentezini uyarmaktadir.

Gonadlar tarafindan salgilanan seks steroidleri, GnRH'nin ve gonadotropinlerin
salgilanmasi tlizerine negatif feed-back dongii olusturmaktadir. Ayrica gonadlar, FSH'nin
salgilanmasini engelleyen inhibin adi verilen bir polipeptid hormonu salgilayabilmektedir.
Inhibin, erkeklerde seminifer tiibiillerin Sertoli hiicreleri tarafindan ve kadinlarda yumurtalik

folikiillerinin grantiloza hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (Sekil 2.13) [145, 161].
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Sekil 2.13. Hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseninin regiilasyonu [161]. GnRH: gonadotropin

salgilatict hormon; FSH: folikiil uyaricit hormon; LH: liiteinlestirici hormon.

D Vitaminin Sentezinin Regiilasyonu

Kalsitrioliin diizenlenmesi la-hidroksilaz ve 24-hidroksilaz aktiviteleri arasindaki
dengeye baghdir. Her iki enzim de serum kalsiyum, Kkalsitriol ve fosfat seviyeleri ile
diizenlenmektedir. Diisiik serum kalsiyumu veya diisiik D vitamini seviyeleri kosullar altinda
paratiroid hormonu, 1a-hidroksilaz sentezini uyararak 1,25(0OH)2D aktivasyonunun artmasina
neden olmaktadir. Yiiksek serum kalsiyumunun, D vitaminin veya fosfatin seviyeleri, D
vitamininin C-1'de hidroksilasyonunu inhibe ederek ve C-24'te hidroksilasyonu uyararak inaktif

D vitamini metabolitinin (24,25 (OH) 2D) sentezine yol agmaktadir [162].

2.3.5. Steroid Hormonlarin Tasinmasi

Steroid hormonlarin hidrofobik dogas1 nedeniyle, tasiyic1 proteinlere baglanarak kan
dolasiminda tasinmaktadir. Tiim steroid hormonlar, diisiik afinite ve o6zgiilliikle albiimine
baglanir. Albiimine ek olarak, her steroid sinifi icin spesifik bir protein vardir:

o Kortikosteroid baglayici globulin (CBG): Glukokortikoidleri ve progesteronu baglar.

e Seks hormonu baglayici globulin (SHBG): Androjenleri ve 6strojenleri baglar.

e D vitamini baglayici protein (DBP): D3 vitamini ve metabolitlerini baglar.
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Aldosteron, kendisine 6zgii bir protein olmadigindan yalnizca albiimine baglanmaktadir
[145, 163]. Tablo 2.3, saglikh kadinlarda steroid hormonlarin baglanma dagilimini
gostermektedir. Her hormonun sadece kii¢iik bir yiizdesi serbesttir. Hormonun serbest
fraksiyonu, hedef hiicrelerle etkilesime girebilmekte ve fizyolojik olarak aktif hormon gorevi

gorebilmektedir [164].

Tablo 2.3. Saglikh kadinlarda klasik endojen steroid hormonlarin proteine baglanma dagilimi
(Folikiiler ve luteal degerlerin ortalamasi alinmistir) [164].

Steroid Hormonu | SHBG'ye bagh (%)| CBG'ye bagh (%) |Albiimine bagh (%) Serbest (%)
Progesterone .63 17.4 79.5 2.37
Estradiol 371 <0.1 60.4 1.81
Estrone 16.2 <0.1 80.1 3.58
Testosterone 65.8 2.23 30.5 1.36
Androstenedione 6.59 1.34 84.5 7.54
Dihydrotestosterone 78.2 12 21.1 0.47
DHEA 7.83 <0.1 88.1 3.93
Cortisol .18 89.6 6.4 3.83
Corticosterone .22 77.8 18.6 3.33
Aldosterone .23 21.6 41.3 36.9
Deoxycorticosterone 1.91 36.4 59.0 2.63

2.3.6. Steroid Hormonlarin inaktivasyonu ve Katabolizmasi

Serbest steroid fraksiyonu metabolik inaktivasyona ugrayabilmektedir. Inaktivasyon,
hidroksil gruplarinin keto gruplarina dénistiirilmesi, ¢ift baglarin azaltilmasi ve steroidlerin
glukuronid ve siilfat gruplar1 ile konjuge edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Bu strecler
karacigerde faz I ve faz Il biyotransformasyon reaksiyonlari yoluyla gerceklesmektedir. 50'den
fazla farkl steroid metaboliti tanimlanmistir. Bu metabolitlerin yaklasik %20-30'u safra icine
salgilanip diskiyla atilmaktadir, kalan kismi kana ve idrara salinmaktadir. Bu konjuge
metabolitler, suda oldukca ¢oziinlirdiir ve baglayici proteinlere ihtiyagc duymamaktadir [145,

165].

2.3.7. Steroid Reseptoérleri

Steroid hormonlari hedef dokulara ve hiicrelere tasindiktan sonra hormon reseptorlerine
baglanmaktadir. Bu steroid reseptorleri esas olarak hiicrenin icinde bulunmaktadir. Ligand
tarafindan aktive edildikten sonra, ¢ekirdege girip hedef gen ekspresyonunu diizenlemek igin
ligandla aktive edilmis transkripsiyon faktorleri olarak islev gormektedir. Bu reseptorlerin kii¢iik

bir kismyi, yaklasik %5-10, plazma zarinda bulunmaktadir. Ligand baglanmasi, G proteinine bagh
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reseptorleri (GPCR'ler) ve hiicre ici sinyal yolaklarini aktive ederek gen transkripsiyonunun ve
fizyolojik etkilerin aktivasyonu veya baskilanmasiyla sonuglanmaktadir.

Steroid hormon reseptorleri, oldukca korunmus bir yapi ve gen transkripsiyonunu
etkileyen ortak mekanizmalar1 paylasan niikleer reseptorler adi verilen bir reseptor ailesine
aittir. Reseptor proteinleri, alt1 alana boéliinmiis tek bir polipeptit zincirinden olusmaktadir. N
terminalinden baslayarak, alanlar sirasiyla sunlardir:

(1, 2) A/B veya degisken alani

(3) iki ¢cinko parmak iceren C veya DNA baglama alani
(4) D veya degisken mentese (hinge) bolgesi

(5) E veya ligand baglama alani

(6) F veya degisken alani

Steroid reseptorlerinin molekiiler agirligi 50 ile 94 kDa arasinda degismektedir. DNA
baglanma alanlar kisadir ve yaklasik 70 amino asit icermektedir. Niikleer reseptorlerin DNA
baglanma bolgesindeki amino asit dizisine dayanarak, iki alt aileye siniflandirilabilmektedir:

e Glukokortikoid reseptorti, progesteron, androjenler ve mineralokortikoid
reseptorleri iceren kii¢iik alt ailenin prototipidir.
e Ostrojen reseptérii, D vitamini reseptorlerini, tiroid hormonu reseptorlerini ve

retinoik asit reseptorlerini iceren daha biiytik alt ailenin prototipidir [142].

2.3.8. Steroid Hormonlarin Etki Mekanizmalari

Hormonun yoklugunda, ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve 1,25
(OH) 2D3 reseptorleri (VDR) esas olarak ¢ekirdekte bulunurken, glukokortikoid reseptort (GR)
ve androjen reseptorii (AR) sitoplazmada bulunmaktadir [166]. Aktive edilmemis glukokortikoid
ve androjen reseptorleri, 1s1 sok proteini (HSP-90) ile kompleks olusturarak sitoplazmada
tutulmaktadir. HSP, hormon yoklugunda reseptorlerin ¢ekirdege girmesini 6nlemektedir.

Ilk olarak, hormon plazma tagiyici proteinden ayrilmakta ve dis hiicre zarindan gecerek
hedef hiicreye girmektedir. Ondan sonra, reseptoriin yerine bagl olarak, hormon ya
sitoplazmadaki reseptore baglanmakta ya da perintikleer zar1 gegerek c¢ekirdekteki reseptore
baglanmaktadir. Reseptor, HSP-90'1n serbest birakilmasinin ve ligandinin baglanmasinin bir
sonucu olarak aktive edilmektedir.

Sitoplazmik aktive edilmis reseptdr-ligand kompleksi, niikleo gozenek yoluyla ¢ekirdege
girmektedir. Reseptor-ligand kompleksi, hormon yanit elemanlar1 (HRE) adi1 verilen promoter
bolgelerinin spesifik bir DNA dizisine baglanmaktadir. HRE ile baglanma, o genin indiiksiyonu
veya baskilanmasiyla sonug¢lanmaktadir ve bu gen tarafindan kodlanan mRNA'nin az veya ¢ok
olmasina yol agmaktadir [142, 154].
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Sekil 2.14. Steroid hormonlarin etki mekanizmasi [142].

2.3.9. Steroid Hormonlarin Non-genomik Mekanizmalari

Steroid hormonlarinin en belirgin etkilerine genomik yollarla aracilik edilmesine ragmen,
yeni kanitlar steroidlerin non-genomik mekanizmalar yoluyla saniyeler ila dakikalar icinde hizl
biyolojik etkiler ortaya cikarabildigini gostermektedir. Plazma zan ile iliskili reseptorlerin,
hormonun genomik olmayan etkisinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Hizli biyolojik eylemler, ¢ok cesitli hiicresel ikinci haberci sistemleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Steroid hormonlarin su sinyal iletim yolaklarim aktive ettigi gosterilmistir:
mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3k), sinyal transduseri ve
transkripsiyon aktivatorii (STAT), tirozin kinazlar ve fosfatazlar, nitrik oksit sentaz, proteinazlar,
epidermal bliylime faktorii reseptori, protein kinaz C (PKC), adenilil siklaz ve guanozin trifosfat

proteinleri [167, 168].

2.3.10. Steroid Respetorleri ve Endometriyel Kanseri
Glukokortikoid Reseptoérleri (GR)

Glukokortikoid reseptort, ilk kez 1966 yilinda glukokortikoidin fizyolojik ve farmakolojik

etkilerinden sorumlu ana reseptér olarak tanimlanmistir [169]. Insandaki GR geni (NR3C1), 5
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numarali kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir [170]. GR, viicuttaki hemen hemen tiim
hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir ve transkripsiyonu indiikleyerek (transaktivasyon) veya
inhibe ederek (transrepresyon) bircok genin ekspresyonunu diizenlemektedir. GR hedef genleri,
metabolik, gelisimsel, bilissel ve bagisiklik siirecleri dahil olmak {izere 6nemli fizyolojik
slireclerde rol oynamaktadir ve dogumdan sonraki yasam i¢in gereklidir [171, 172].

GR'nin ¢ok sayida transkripsiyonel ve translasyonel izoformlar1 vardir. Bu nedenle,
GR'nin transkripsiyonel aktivitesi, hiicre tipleri arasinda biiyiik dlciide degismektedir ve farkl
dokularda glukokortikoidin c¢esitli ve bazen zit fizyolojik etkilerine sahip olabilmektedir. GR
transkriptinin 3' terminaline yakin alternatif birlestirme, C terminallerinde farklilik gosteren iki
izoform (GRa ve GRp) iiretmektedir. GRa, tiim GR'lerin %90'1n1 olusturan en bol izoformdur ve
in vivo olarak glukokortikoid etkisinin birincil medyatdrii olarak kabul edilmektedir. GRS, kisa bir
ligand baglama alanina (LBD) sahiptir ve glukokortikoidlere baglanamamaktadir. Bununla
birlikte, GR, transkripsiyonel olarak aktiftir. GR antagonisti mifepriston ona baglanabilmektedir,
ancak endojen ligand su anda bilinmemektedir. Son zamanlarda, GRy, GR-A, GR-P, GRS, GR-51,
GR-NS1, GR-DL1 gibi alternatif birlestirmeden kaynaklanan GR izoformlar1 da tanimlanmistir
[173,174].

Uterusta, GR esas olarak stromal fibroblastlarda, lenfositlerde ve endotelyal hiicrelerde
bulunmaktadir. Uterusun glandiiler epitelindeki GR miktarinin ¢ok az olduguna inanilmaktadir
[175, 176]. Endometriyum kanserde, GR ekspresyonunun agresif hastalik ve kotii prognoz ile
iligkilidir. Ayrica, son ¢alismalar GR ve seks steroid reseptorii aracili sinyallesme arasinda 6nemli
etkilesimler oldugunu gdstermistir [177]. Vahrenkamp ve arkadaslari, ER eksprese eden
endometriyum tiimoériin, ayn1 zamanda ylksek miktarda glukokortikoid reseptoriine sahip

olmasi durumunda daha koétii bir prognoza sahip oldugunu géstermistir [178].

Ostrojen Reseptorleri (ER)

Bilinen ilk ER alt tipi olan ERa, 1966'da sican rahminde tanimlanmistir [179]. Bundan
yirmi yi1l sonra insan 6strojen reseptorii a klonlanmistir [180]. ERa klonlandiktan on y1l sonra,
benzer bir gen yapisina sahip, Ostrojen reseptorii f olarak adlandirilan ikinci bir éstrojen
reseptorii kesfedilmistir [181]. 1997 yilinda, meme kanseri dokusunda GPER veya GPR30 olarak
bilinen baska bir dstrojen reseptorii kesfedilmistir [182].

Ostrojenler hem kadinlarda hem de erkeklerde bircok fizyolojik fonksiyondan sorumlu
olsa da, ERa, ER cift nakavt farelerinden elde edilen kanitlar, E2 eylemi olmadan yasamin
miimkin oldugunu dogrulamaktadir [183-185]. Ayrica, E2 kadinlarda iireme fonksiyonu igin
gereklidir, ancak dogurganligin korunmasinda sadece ERa gerekli oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle ERB'nin ana fonksiyonunun, ERa'nin aracilik ettigi estradioliin istenmeyen etkilerini

onlemek oldugu disiintilmektedir [186]. ERB muhtemelen transkripsiyon faktorlerinin
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aktivasyonunun degistirilmesi ve ERa bozulmasinin artmasiyla ERa'nin etkisini inhibe
edebilmektedir [187]. Aksine, ERB ekspresyonu ERa'nin estradiol tarafindan aktivasyonu ile
indiiklenmektedir ve ER promotoriiniin hipermetilasyonu ile bastirilabilmektedir (Rody ve ark.,
2005).

Bu reseptorlerin seviyesi endometriyum karsinomda normal endometriyumdan daha
diistiktiir [188]. Endometriyum kanserinde hem endometriyum bezlerde hem de stromada ERa
ekspresyonu azalmaktadir [189, 190]. Timoér derecesi ilerledikce, ERa'nin stromal
ekspresyonunda daha fazla azalma goriilmektedir [191, 192]. Ancak bu bulgular tartismalhdir.
2018'de yapilan bir ¢alisma, EC dokularinda ERRa ekspresyonunun neoplastik olmayan normal
dokulardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu gostermistir. Ek olarak, lenf nodu metastazlari
olan endometriyal kanser dokularinda ERa ekspresyonunun daha da yiiksek oldugunu
gostermistir [193].

Endometriyum kanserinde ERB'nin ekspresyonu ve rolii iizerine gesitli calismalar
yapilmistir. Ancak, Kanser Genom Atlasi verilerinin analizi, endometriyum tiimoérlerde ERa'nin
ERB'den ¢ok daha yiiksek seviyelerde eksprese oldugunu (2,9 kat) gostermektedir [194].
Tamoksifen ile iliskili endometriyum kanserde ERP ekspresyonu spontan endometriyum
kanserlerden daha yliksektir [195].

GPER, endoplazmik retikulumda yer alan G proteinine bagh bir reseptérdir [196].
Estradiol’e (E2) yliksek afinitesi, ancak diger dstrojenlere (estron (E1) ve estriol (E3)) diisiik
afinitesi vardir [197]. GPER, endometriyum kanser hiicrelerinde normal endometriyum
hiicrelere gore 3 kat daha diisiik ekspresyon sergilemektedir [194]. GPER gen ekspresyonu,
meme, endometriyum ve yumurtalik kanseri dahil olmak tizere ¢esitli hormona bagh kanserlerde
tespit edilmistir [198-200]. GPER ekspresyonu, endometriyum kanserde normal dokuya gore
yaklasik 6 kat daha diisiiktiir. [201].

Progesteron Reseptorleri (PR)

Progesteron reseptorii PR ilk olarak 1975 yilinda klonlanmistir [202]. PR-A ve PR-B
olmak iizere iki izoform tanimlanmistir. Her ikisi de tek bir genden ama farkli promotoérlerden
transkripsiyonla iiretilmistir [203]. PR-B, N-terminalinde ek 164 amino asit ile PR-A
izoformundan daha biytktir [204]. Her iki izoform insan endometriyumunda eksprese
edilmektedir ve seviyeleri adet donglisii boyunca degismektedir [205]. PR-B progesterona yanit
olarak gticlii bir transaktivatordiir, oysa PR-A transkripsiyonel olarak inaktiftir ve ¢ogu durumda,
ozellikle seviyesi PR-B'yi astiginda PR-B'yi inhibe etmektedir. PR-A/PR-B oranindaki dengesizlik
siklikla karsinogenez ile iliskilendirilmektedir [206]. In vitro ¢ahismalar, PRA'nin progesteron

yoklugunda bile endometriyum kanser hiicrelerinin ¢ekirdeginde lokalize oldugunu, ancak PR-B
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sitoplazmada daha bol oldugunu ve niikleer translokasyon icin ligand gerektirdigini gostermistir
[207].

Normal endometriyumda, Ostrojen baskin proliferatif faz sirasinda PR ekspresyonu
indiiklenmektedir. Luteal faz1 boyunca, dolasimdaki progesteron konsantrasyonlari maksimum
oldugunda, PR'nin aktivasyonu, endometriyum epitelin proliferasyonunun azalmasina ve salgi
fenotipine farklilasmasina neden olmaktadir.

Progesteronun etkileri bozulursa, epitel, karsilanmamis Ostrojene yanit olarak
hiperplastik hale gelebilmektedir [206]. PR ekspresyonunun endometriyal tliimér dokusunda
normal dokuya gore daha diisiik oldugu kanitlanmistir [208]. Ayrica, endometriyum kanserde PR
kaybinin artmis proliferasyon, artmis meastaz ve kotli prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir
[209]. Endometriyum kanser, progesteronun anti-proliferatif ve immiinsiipresif etkilerine
aracillik eden forkhead box protein 01 (FOXO1) gibi progesteron/PR'ye duyarli gendeki
mutasyonlarla iliskilidir [206, 210].

Androjen Reseptorleri (AR)

Androjen reseptorii (AR), 919 amino asitten olusan ve X kromozomu tizerinde bulunan
AR geni tarafindan kodlanan bir proteindir [211]. AR, endometriyum dahil olmak tizere kadin
ireme dokularinda yaygin olarak eksprese edilmektedir [212]. insan endometriyumundaki ilk
AR expresyonu Horie tarafindan 1992'de gosterilmistir [213]. AR'nin iki izoformu vardir; AR-A
ve AR-B. En yliksek AR seviyesinin proliferatif fazda, en diisiik AR sekretuar (luteal) fazinda
oldugu gozlenmistir [212].

Endometriyum kanseri MFE-296 hiicre hattinda, AR seviyesinin dstrojen reseptéri (ER)
veya progesteron reseptorii (PR)'den daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu hiicrelerin
¢ogalmasinin androjenler tarafindan inhibe edildigi fark edilmistir [214] AR'nin endometriyum
kanser timor hiicrelerinin %54'iinde ekprese edildigi gosterilmistir. Bununla birlikte, daha

ylksek dereceli endometrioid kanseri, daha diisiik AR seviyeleri eksprese etmektedir [215, 216].

D Vitaminin Reseptoérii (VDR)

D vitaminin reseptorii (VDR), 427 amino asitten olusmaktadir ve kromozom 12'nin uzun
kolunda bulunmaktadir. VDR'nin varliginin kaniti ilk olarak 1969'da Haussler ve Norman
tarafindan saglanmistir. Bugiine kadar D vitamini reseptoriin tek bir formu tanimlanmistir [217].

VDR, bobrekler, kemik, iskelet kaslar1 ve jinekolojik organlar dahil olmak tizere 30 farkh
dokuda bulunmaktadir. VDR'nin roliiniin sadece kalsiyum ve fosfatin metabolizmasi ile sinirl
olmadig1 gosterilmistir. Birgok in vivo ve in vitro ¢alisma, inflamasyonda, insiilin benzeri biiyiime

faktori sinyalizasyonunda ve ostrojene bagh yolaklarda VDR'nin bir araci olarak énemini
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gostermistir [218]. Ayrica VDR'nin 6nemli sayida tiimor dokusunda eksprese edildigi ve bu
reseptoriin kanser etiyolojisinde rol oynayabilecegi gosterilmistir [219].

Insan endometriyum kanser dokusunda VDR protein ekspresyonu ilk kez Yabushita ve
arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda immiinohistokimya ile tespit edilmistir [220]. Agic ve
arkadaslar1 endometriyum kanser dokularinda VDR mRNA diizeylerinin normal endometriyum
dokuya gére anlamh olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir [221]. Ote yandan, insan
dokularinin daha yeni bir immiino boyama analizi, niikleer VDR protein ekspresyon diizeylerinin
tlimor orneklerinde normal endometriyum 6rneklerine kiyasla daha diistik oldugunu bulmustur
[222].

D vitamini sentezi ve metabolizmasinda yer alan farkli bilesenler endometriyum kanser
dokusunda degerlendirilmistir. 1 -hidroksilaz enziminin, saglikli ve kanserli doku arasinda
benzer bir miktarda eksprese edildigi gosterilmistir [223]. Agik ve meslektaslari, endometriyum
kanser dokusunda saglikli kontrol hastalarindan alinan dokulara kiyasla 6nemli 6l¢iide artmis
24-hidroksilaz mRNA duzeyleri gostermistir.  24-hidroksilaz  enzimi D  vitamini
katabolizmasindan sorumludur ve muhtemelen onun artisi kalsitrioliin hiicresel etkilerini

azaltabilmektedir [221].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.3. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

* %0,9 Serum Fizyolojik (Eczacibasi)

o Alfakalsidol (Sigma 17946)

e Bicalutamide (Sigma B9061)

e Etanol (Alko-kim)

o Fetal bovin serum (Biowest S181T)

e (15 (Calbiochem 371703)

e Kalsitriol (Sigma D1530)

e L-glutamin (Thermo 25030149)

e McCoy’s 5A Medium (Thermo 16600082)
e Mifepristone (Sigma M8046)

e Penisilin/streptomisin (Thermo 15140122)
e PHTPP (Sigma SML1355)

e Tripsin-EDTA (Biowest L0930-100)

e Trypan blue (Thermo 15250061)

3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Gerecleri

e 24-Well Cell Culture Plate (Costar)
e Buzdolabi (+4, -20°C ve -80°C)
¢ CO:inkiibatori

e E-plate (Acea)

e Falkon tiip

e Flask (15-75lik)

e Hiicre sayim cihazi (Roche)

e Inverted mikroskop

e Laminar akiml kabin

e Pastor pipeti

e Santrifiij

e Serolojik pipet ve mikropipet
e Smart Slides

e xCELLingence Cihazi
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4.1. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, kontrollii kosullar altinda canli organizmalarin disinda 6karyotik veya
prokaryotik hiicrelerin yetistirilmesini saglayan bir laboratuvar teknigi olarak tanimlanmaktadir
[224, 225]. Birincil hiicre kiltiirii, dogrudan dokudan izole edilen hiicrelerin kiiltiiriidiir; hiicre
hatt1 ise, hiicre popililasyonunu genisletmek ve yasam siiresini uzatmak icin birincil hiicre
kiiltiiriinden alinan hiicrelerin kiiltiiriidiir. Hiicre hatlari, sonlu veya stirekli hiicre hattlari olarak
kategorize edilebilmektedir. Sonlu hiicre hatlari sinirli sayida hiicre bdliinmesine ugrayabilirken,
strekli hiicre hatlar1 sinirsiz sayida hiicre boliinmesine ugrayabilmektedir (6liimsiiz hiicre
kiltliri). Strekli hiicre hatlari, genetik mutasyonlar veya yapay modifikasyon yoluyla 6liimsiiz
olma yetenegi kazanmaktadir [226, 227].

Temel olarak hiicre kiiltiiriiniin amaci, hiicrenin in vivo ortamina benzer bir ortam
saglamaktir. Hicre kultird inkiibatoéri, kap ve bsiyeri birlikte bu ortami in vitro olarak
olusturmaktadir. Kiiltiir kosullari, her hiicre tipine gore biiyiik dlciide degismektedir. inkiibator
uygun sicaklik, nem, O, ve CO; seviyelerini korumaktadir. Besiyeri besinler (karbonhidratlar,
vitaminler, amino asitler, mineraller, bliyiime faktorleri ve hormonlar gibi) ve fizikokimyasal
ozellikleri (pH ve hiicresel ozmotik basing gibi) kontrol eden bilesenler icermektedir. Hiicrelerin
¢ogunun plastik veya cam gibi kat1 bir “substrata” yapismasi gerekmektedir (yapiskan kiiltiirii).
Bazi hiicreler ise, siv1 icinde ylizerken ¢ogalabilmektedir (siispansiyon kiiltiirii) [225-227].

Endometriyum adenokarsinomu ile ilgili ¢alismalar, birincil hiicre izolasyonunun
zorlugundan dolayi, hiicre hatlar1 kullanilarak yapilmaktadir. Bu nedenle, HEC1A, HEC1B,
Ishikawa, RL95-2 ve KLE gibi bircok endometriyum kanser hiicre hattlar1 kurulmustur.
Calismamizda kullanilan HEC1A (Human Endometriyum CancerlA) hiicre hatti, insan
endometriyum adenokarsinomdan tiretilen ilk hiicre hattidir. Orijinal HEC1A hiicresi 71
yasindaki Japon bir kadinin rahminden 1968 yilinda elde edilmistir. HEC1A hiicre hatt, tip Il
papiller endometryium adenokarsinomunun basitlestirmis modelini saglamaktadir [228-230].

Hazir endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicreleri (ATCC), %10 Fetal sigir serumu
(FBS), %2.5 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenen McCoy’s bazal besiyerinde
kiltirlendi. Deney boyunca HEC1A endometriyum adenokarsinom hiicrelerinin ekimi,
¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, dondurulmasi, hiicre sayimi ve canlilik kontrolii gibi prosediirler

uygulanarak hiicre kiiltiirtiniin ana teknikleri yapildu.
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Dondurulmus HEC1A hiicrelerinin ¢odzdiiriilmesi asagidaki lretici protokoliine gore

gerceklestirildi:

1.

o 1ok W

N

HEC1A hiicrelerini iceren dondurulmus vial, -80°C'lik dondurucudan c¢ikarildi ve
hemen buz lizerine yerlestirildi.

Dondurulmus vial énceden hazirlanmis 37°C’lik su banyosuna kapagini tutularak
kondu ve 1-2 dakika beklendi.

Vial su banyosundan alinip ¢evresi kurulandi, ve alkollenerek steril kabine alindi.
Vial icindeki hiicre karisimi ¢ekilip 7-9 ml besi yeri iceren falkon tiipline aktarild.
Hiicreleri iceren falkon tiipii 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiijlenmis tiipiin list kismindaki siipernatan pastor pipet kullanarak ¢ekilip
atildi.

Tiipiin alt kismindaki pellet lizerine besi yeri eklenerek pipetaj yapildi.

Tiipteki hiicre ve besi yeri karisimi bir pipet kullanilarak flask i¢ine aktarildi.

Flask mikroskop altinda incelendi ve alkollenerek inkiibatore yerlestirildi.

Flask icine ekilen endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinin besiyeri, haftada 2-

3 kez degistirildi. Hiicreler neredeyse tiim siseyi kapladiktan sonra (%80-90 konfluent), 1:3 ya da

1:4 oraninda pasajlanarak yeni kiiltiir flasklarina aktarildi ve 37°C’lik %5 CO; inkiibatdriine

yerlestirildi. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinin pasajlama prosediirii asagidaki

protokole gore gerceklestirildi:

1.

2.
3.
4

7.
8.
9.

80% ila 90% konfluent olan flasklar alkol ile temizlenip steril kabine kondu.
Flasktaki tiikenmis besi yeri pipet ile ¢ekilip atildi.

Flasktaki hticreler serum fizyolojik (%0,9 NaCl) kullanilarak 2 kere yikand.
Yikanmis hiicre tizerine 3 ml tripsin-EDTA eklendi ve inkiibatore yerlestirilip 10
dakika beklendi.

Mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin kalktigindan emin olunup flask steril
kabine geri alind1.

Flask icindeki karisim bir pipet kullanilarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve
tizerine 3 ml besi yeri kondu.

Falkon tiipii 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

Tipin tist kismindaki stipernatan atildi.

Tiipiin alt kismindaki pellet tizerine besi yeri eklenerek pipetaj yapildi.

10. Ayni anda, canlilik trypan blue kullanilarak kontrol edildi.

11. Pipet yardimui ile tiipteki hiicre ve besi yeri karisimi yeni flasklara aktarild.

12. Flask, mikroskop altinda incelendi ve alkollenerek inkiibatore yerlestirildi.
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Pasajlama yaparken, hiicrelerin bir kisim1 gelecekteki ¢alismalarda yeniden kullanilmak

icin dondurularak saklandi. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinin dondurulmasi

asagidaki protokole gore gerceklestirildi:

1
2
3.
4

10.
11.
12.

80% ila 90% konfluent olan flasklar, alkol ile temizlenip steril kabine kondu.

Flasktaki tiikenmis besi yeri pipet ile ¢ekilip atild.

Flastaki hiicreler serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) kullanilarak 2 kere yikandu.

Yikanmis hiicre tizerine 3 ml tripsin-EDTA eklendi ve inkiibatoére yerlestirilip 10 dakika
beklendi.

Mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin kalktigindan emin olunduktan sonra flask
steril kabine geri alindu.

Flask icindeki karisim bir pipet kullanilarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve onun
lizerine 3 ml besi yeri kondu.

Falkon tiipii 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

Tipiin tist kismindaki siipernatan atildi.

Pellet, yaklasik 5 x 10¢ - 2 x 107 hiicre/ml nihai konsantrasyona ulasacak sekilde
dondurma ¢ozeltisinde (%10 DMSO) siispanse edildi.

Ayni anda canlilik trypan blue kullanilarak kontrol edildi.

Hiicre/dondurma soliisyonu karisimindan 1 ml'lik viallere kondu.

Vialler 3 saat buzdolabinda (+4°C) bekletildikten sonra -20°C dondurucuya aktarilip 12

saat bekletildi. Son olarak vialler -80°C dondurucuya yerlestirildi.

Deney sirasinda hiicre sayisinin belirlenmesi gerektiginde hiicre sayimi yapildi. Hiicre

sayma prosediirii asagidaki protokole gore gerceklestirildi:

1.

o~ N

© © N o

Hiicreler tutunduklari ylizeyden tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi ve 15 ml’lik falkon
tiipiine aktarildi.

800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

Tupin tist kismindaki stipernatan atildi.

Tiipiin alt kismindaki pellet izerine 1 ml besi yeri eklenerek pipetaj yapildi.

Bu karisimdan 20 pl alinip eppendorf tiipiine kondu ve lizerine 20 pl trypan blue
eklendi (hiicreler 1:1 oraninda diliie edildi).

Karisim, pipetaj yapilarak homojen hale getirildi.

Karisimdan 20 pl Smart Slides ad1 verilen 6zel bir slayta kondu.

Hiicre sayim cihazi acild1.

Slayt cihaza yerlestirilip hiicre konsantrasyonu ve canliligi belirlendi.
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3.2.2. Gerg¢ek Zamanlh Hiicre Analiz Sistemi

Gercek zamanli hiicre analiz (RTCA) xCELLigence sistemi, elektriksel empedansi 6lgerek
hiicresel biyolojik stireclerin siirekli ve kantitatif olarak izlenmesini saglayan bir teknolojidir.
RTCA sistemi, hiicrelerin yapismasini, ¢cogalmasini, biiyiimesini ve morfoloji durumlarini izlemek
icin etiketsiz, invazif olmayan ve gercek zamanl bir ydontem sunmaktadir [231, 232].

RTCA sistemi, diizenli araliklarla 6zel kuyu-plakalarinin (E-plate) altina yerlestirilmis
altin mikroelektronik sensérlerden bir akim gecirerek elektronik empedansi 6l¢gmektedir. Tek bir
kuyudaki elektrotlar arasinda olgiilen empedans, elektrot sekline, kuyudaki iyonik
konsantrasyona ve hiicrelerin elektrotlara baglanmasina baghdir. Hiicrelerin yoklugunda,
elektrot empedansi temel olarak hem elektrot/¢ozelti arayiiziindeki hem de ¢cozeltideki iyonik
ortama baghdir. Hiicrelerin varliginda, elektrot sensor yiizeylerine baglanan hiicreler,
elektrot/cozelti arayliziindeki iyonik ortami degistirerek empedans: arttirmaktadir. Boylece
elektrotlarda ne kadar cok hiicre varsa, elektrot empedansindaki degisim o kadar biyiik
olmaktadir (Sekil 3.1). Ayrica, empedans degisikligi, hiicrenin elektrotlara baglanma derecesine
de baghdir. Ornegin, bilyiikk hiicreler daha genis bir hiicre/elektrot alaniyla temas ederek

empedansta biiyiik bir degisiklige neden olmaktadir [231-233].

Het4t4444
Z= ZQ
electrode baseline
without cell
4 - 4
» EE——————— Vel Z=Zenq
electrodes with one impedance
cell attached
Mo oM
[ dd Z=2Z¢2
electrode with two impedance
cells attached doubled
e =4
£ — B d@ Z=Z.3
electrode with two impedance
strongly-attached cells further increased

Sekil 3.1. RTCA sisteminin empedans 6l¢iim prensibi [232].
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Hiicrelerin baglanmasinin neden oldugu empedanstaki degisiklik, Hiicre indeksi (CI) ad
verilen birimsiz bir deger olarak ifade edilmektedir. Hiicre indeksini hesaplama i¢in formiil 1
kullanilmaktadir. Zo: arka plan empedansidir (sadece ortam ile 6l¢iilen kuyunun empedansi). Z;:
herhangi bir zamanda 6l¢iilen kuyunun empedansidir.

Cl=(Zi-Z0) /15 (1)

Gercek zamanli hiicre analizi cift-plakali (RTCA DP) Analizoéri, RTCA Yazilimini
kullanarak sensor elektrotlarinin empedansini 6l¢en elektronik bir cihazdir. RTCA DP cihazi, ayni
veya farkli zamanlarda c¢alistirilabilen ii¢ plaka kizagina sahiptir (sekil 3.2). RTCA DP cihazi
standart bir CO2 inkiibatériine yerlestirilmektedir ve bir kablo aracihigiyla RTCA Kontrol Unitesi
ile baglant1 kurmaktadir. RTCA DP analizort, sensor elektrotlari iceren tek kullanimlik 16 kuyulu
elektronik plakalar kullanmaktadir. E-plate 16, hiicre proliferasyon deneyleri i¢cin, ve CIM-plate

16 hiicre invazyton/migrasyon deneyleri i¢in kullanilmaktadir [232].

Sekil 3.2. RTCA DP cihazi ve kontrol tnitesi [232].

RTCA DP cihazi, %80 alkol kullanilarak kendi temizleme Kiti ile temizlendi ve 45 dakika
laminar kabinde ultra viyole 1s181na maruz birakilarak steril edildi. inkiibatore yerlestirildi.
Cihazin gli¢ diigmesi acilip, yazilim acildiktan sonra, E-plate’ler cihaz kizaklarina yerlestirildi ve
“Message” kismindan kontrol edildi. Deney bilgileri “Experiment Notes” sekmesine ve plate
diizeninin girisi “Layout” sekmesine girildi. Deney asamalari, “Schedule” sekmesinde “Sweeps x
Interval” olarak tasarlanmistir. Sweep x 1 interval, arka plan 6l¢iimii icin bir dakika olarak
ayarlandi. Sweep x 2 interval olciimii, 15 dakikalik araliklarla alinacak sekilde manuel olarak
ayarlandi. “Plot” sekmesinden ¢alisilacak olan kuyular eklendi ve 6l¢lim baslatildiktan sonra

hiicre titrasyon egrisine “Hiicre indeksi (CI)” sekmesinde izlendi.
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3.2.2.1. Deney Gruplarinin Tasarlanmasi ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde steroid reseptorleri lizerinden etki
gosteren bilesiklerin proliferasyon tizerine etkisi; mifepriston (10-8 M), bikalutamit (10-8 M), G15
(107 M), PHTPP (107 M), alfakalsidol (10-1® M) ve Kkalsitriol (10-1© M) olmak iizere ii¢ farkl
deneyde gerceklestirildi. Deney gruplarinin platelere yerlestirme diizeni ayni olacak sekilde
tasarlandi. Mifepriston (10-8 M), bikalutamit (10-8 M), G15 (107 M), PHTPP (10-7 M), alfakalsidol
(10-10 M) ve kalsitriol (10-10 M), E-plate diizenegi tablo 3.1’deki gibidir. Cihazin sinirh kapasitesi
ve baska bir deneyin yiiritiilmesi nedeniyle proliferasyon parametrelerinin analizi farkl

plate’lerde ve zamanlarda yapildi.

Tablo 3.1. Ger¢ek zamanli hiicre analiz modelinde prolifersyon icin E-plate diizeni. (mifepriston,
bikalutamit, alfakalsidol ve Kkalsitriol %0,05 etanolde; G15 ve PHTPP %0,05 DMSO’da
¢Oziilmiistiir)

1

2

saline

90,05 etanol

%0,05 DMSO

(Bozuk)

10-8 M mifepriston

10-8 M mifepriston

10-¢ M bikalutamit 10-¢ M bikalutamit
107 M G15 107 M G15
107 M PHTPP 107 M PHTPP
10-8 M alfakalsidol 10-8 M alfakalsidol
10-8 M kalsitriol 10-8 M kalsitriol

Mifepriston (GR ve PR blokeri), bikalutamit (AR blokeri), alfakalsidol ve kalsitriol
¢0ziiciisl olan etanol icerisinde ¢oziintimustiir. G15 (GPER blokeri) ve PHTPP (ER-f3 blokeri) ise
dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozlinmistiir. Biitiin bilesikler %0,05 etanol veya DMSO
iceren serum fizyolojik ¢6ziiclsii icinde hazirlanmistir, bu durum tiim dozlarda ¢oziiciiniin
konsantrasyonunu esitlemek i¢indir. Alfakalsidol, kalsitriol ve G15 doz konsantrasyonlar1 buz

tizerinde ve 1s1ktan korunarak hazirlandi.
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3.2.2.2. HEC1A Hiicrelerinde Steroid Reseptérleri Uzerinden Etki Gosteren Bilesiklerin

Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde, steroid reseptorleri tizerinden etki
gosteren bilesiklerin proliferasyon tizerine etkisi, mifepriston (10-8 M), bikalutamit (10-¢ M), G15
(107 M), PHTPP (107 M), alfakalsidol (10-1®¢ M) ve kalsitriol (10-19 M) olmak iizere ii¢ farkl
deneyde gerceklestirildi. Deney her tekrarlandiginda tiim ilaclarin 2'lik bir numune
biiytikliigiindeki etkisine bakilarak, 6 civarinda bir nihai numune boyutu elde edildi. Deney

gruplar1 deney baslamadan 6nce tasarlandi ve plate diizeni tablo 3.2’deki gibidir.

Tablo 3.2. Proliferasyon i¢in mifepriston, bikalutamit, G15, PHTPP, alfakalsidol ve kalsitriol
orneklerinin E-plate’lerde diizeni (her grup icin n=6)

A B C D E H G H
%0,05 10-8M 10-M 107M 10’M 10-1°M 10-1oM
saline DMSO mifepriston  bikalutamit G15 PHTPP alfakalsidol kalsitriol
+ + + + + + + +
1 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri
%0,05 108M 10-°M 10-"M 10-"M 10-’M 10-10M
etanol mifepriston  bikalutamit G15 PHTPP alfakalsidol kalsitriol
+ (bozuk) + + + + + +
2 hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
+ + + + + + +
besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri besi yeri

RTCA DP programi acild1 ve 3 kizak kapasiteli cihaza sadece 1 adet E-plate yiiklenecegi
ayarland (birinci kizak arizaly, digeri baska bir deneyde kullanildig icin). Deney ad1 ve E-plate’in
seri numara bilgileri “Experiment Notes” sekmesine ve plate diizeni “Layout” sekmesine girildi.
“Schedule” sekmesine planlanan deney asamalari: “Background” 6l¢iim siiresi otomatik olarak bir
dakika olarak ayarlandi (hiicresiz besi yerinin empedansini 6l¢gmek igin). Aralik 6lgtimii ilk 24
saat ve 24 saat sonrasi 15 dakikalik araliklarla manuel olarak ayarlandi.

E-plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besi yeri yiiklendikten sonra E-plate cihaza
yerlestirilip “Back ground” dl¢iimii alindi. %70-80 konfluent olan flasklardaki hiicreler tripsin ile
muamele edilip santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki pellet tizertine 1 ml serumsuz (FBS icermeyen)
besi yeri ekelenerek resiispanse edildi ve canli hiicreler sayildi. Her kuyucuga, hava kabarcigi ve
asir1 kopiirtme yapilmamasina dikkat ederek 10000 HEC1A hiicresi 90 ul besi yeri icerisinde

eklendi. Hiicrelerin tabana ¢6kmesi ve tutunmasi icin oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten
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sonra, E-plate’ler cihaza yerlestirildi. Empedans ol¢iimii 24 saat boyunca 15 dakika araliklarla
alinacak sekilde ayarlanip baslatild.

Inkiibasyon siiresi (yaklasik 24 saat) sonunda mifepriston, bikalutamid, G15, PHTPP,
alfakalsidol ve kalsitriol uygulandi. 10 pl hacim iginde ila¢ uygulanarak E-plate kuyucuklarinin
nihai hacmi 200 pl olarak ayarlandu. Ilaclar, kuyucuga tutunan hiicreleri kaldirmamak icin pipetaj
yapmadan ve hava kabarcig olusturmadan dikkatli bir sekilde eklendi. Kontrol grubu olan Al
kuyucuguna 10 pl salin konuldu. Etanol ¢6ziicii A2 kuyucuguna ve DMSO B1 kuyucuguna, 10 pl
hacim icerisinde verilerek nihai konsantrasyonlari1 %0,05 olmasi saglandi. C1 ve C2
kuyucuklarina 10 pl 10-8 M mifepriston; D1 ve D2 kuyucuklarina 10 pl 10-¢ M bikalutamit; E1 ve
E2 kuyucuklarina 10 pl 107 M G15; F1 ve F2 kuyucuklarina 10 pl 107 M PHTPP konuldu. Ayni
zamanda G1 ve G2 kuyucuklarina 10 pl 10-10M alfakalsidol; Hlve H2 kuyucuklarina 10 pl 10-10M
kalsitriol konuldu. Steroid reseptorleri lizerinden etki gosteren bilesiklerinin E-plate’lerin ilag
yuklenmis hali tablo 3.2’de gosterilmistir. Tiim ilaclar yiiklendikten sonra E-plate inkiibatér
icindeki RTCA cihazina yerlestirilip empedans 6l¢iimii her 15 dakikada bir alinacak sekilde
ayarlandi. Logaritmik faz1 takiben hiicrelerin proliferasyonu plato fazina ulastifinda deney

sonlandirildi.

3.2.3. Yara lyilesme Modeli

Cizilme deneyi olarak da bilinen yara iyilesme modeli, in vitro iki boyutlu hiicre
migrasyonu arastirmak icin kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde, birlesen hiicrelerin tek
tabakasinda yapay bir bosluk olusturulup hiicrelerin hareketi mikroskop ile izlenmektedir. Yara
iyilesme deneyi, farkli deneysel kosullar altinda toplu hiicre goglint degerlendirmek ve 6lgmek
icin uygun, kolay ve ekonomik bir yontemdir. Ancak diger yontemlerle karsilastirildiginda, deney
sliresi uzudur. Ayrica, buyiik miktarlarda hiicre ve kimyasal madde gerektirdigi icin, hiicre ve
kimyasal miktarinin sinirli oldugu durumlarda pek tercih edilen bir yontem degildir. Sekil 3.3,

yara iyilesme modelinin prosediirii 6zetlemektedir [234, 235].
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1. Kaltar hazirlama ve hiicre ekimi

Pipet ucu

well plate

2. Yara olusturulma

4. Veri analizi

3. Mikroskobik gortintii yakalama ve veri toplama

Sekil 3.3. Yara iyilesme testinin prosediiri. Testin temel adimlar1: 1) hiicre hazirlmasi ve well-
plate'lere ekilme; 2) konfluent olan hiicrelerde yara olusturulma; 3) belirli zaman noktalarinda
mikroskobik goriintii yakalama ve bosluk 6l¢iimii yoluyla veri toplama; ve 4) veri analizi [234].

3.2.3.1. HEC1A Hiicrelerinde Steroid Reseptorleri Uzerinden Etki Gésteren Bilesiklerin

Migrasyon Uzerine Etkisinin Yara Iyilesme Modeli ile Belirlenmesi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde, steroid reseptorleri tizerinden etki
gosteren bilesiklerin migrasyon tizerine etkisi, , mifepriston (10-8 M), bikalutamit (10-6¢ M), G15
(10-7 M), PHTPP (10-7 M), alfakalsidol (10-1° M) ve kalsitriol (10-1° M) olmak tizere yara iyilesme
modeli ile bakilarak gerceklestirildi. Tiim deney 2 tane 24 well-plate kullanilarak ayni1 anda

gerceklestirildi. 24 well plate sekil 3.4’te, ve deney gruplari tablo 3.3 ve 3.4’te gosterilmistir.

\\
>
=
7 3 N
//v/ A~ \\v( \
S (>
Qs ; /
R kg = : ) J ¥ - B Z >
S N7\
g S : / A

Sekil 3.4. 24 well-plate [236].
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Tablo 3.3. Yara iyilesme modeli, etanol, DMSO, mifepriston ve bikalutamit 24 well plate diizeni
(her grup icin n=4 - 6)

1 2 3 4 5 6
A saline saline etanol etanol etanol etanol
B saline Saline DMSO DMSO DMSO DMSO
C 108 M 108 M 108 M 108 M 108 M 108 M
Mifepriston | Mifepriston | Mifepriston | Mifepriston | Mifepriston | Mifepriston
D 106 M 106 M 106 M 106 M 106 M 106 M
Bikalutamit | Bikalutamit | Bikalutamit Bikalutamit Bikalutamit Bikalutamit

Tablo 3.4. Yara iyilesme modeli, G15, PHTPP, alfakalsidol ve kalsitriol 24 well plate diizenegi (her

bir grup icin n= 6)

1 2 3 4 5 6
A 107 M 107 M 107 M 107" M 107" M 107 M
G15 G15 G15 G15 G15 G15
B 107 M 107 M 107 M 10-7M 107 M 107 M
PHTPP PHTPP PHTPP PHTPP PHTPP PHTPP
C 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M
Alfakalsidol | Alfakalsidol | Alfakalsidol Alfakalsidol Alfakalsidol Alfakalsidol
D 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M 10-10 M
Kalsitriol Kalsitriol Kalsitriol Kalsitriol Kalsitriol Kalsitriol

Onceden pasajlanimis %70-80 konfluent olan endometriyum adenokarsinom HEC1A
hiicrelerin flasklarina yeterli miktarda tripsin-EDTA eklendi. Hiicreler kalktiginda flaska aym
miktarda FBS eklenip 800 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlenmis tiipiin iist kismindaki
slipernatan pastor pipeti yardimi ile ¢ekilip atildi. Tiiptlin alt kismindaki pellet tizerine 1 ml besi
yeri ile restispanse edilip hiicrelerin sayimi gergeklestirildi.

24-well plate’lerin her kuyusuna 400 pl besi yeri konup tizerine 50000 hiicre/well iceren
100 pl besi yeri eklenerek, her kuyunun son hacmi 500 pl olarak belirlendi. Well-plate’ler,
kuyulardaki hiicreler konfluent olana kadar, yaklasik 48 saat inkiibatérde bekletildi. Inkiibasyon
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sonrasl, konfluent olan hiicrelerin besi yerini c¢ekilip atildi ve DPBS (Dulbecco'nun fosfat-
tamponlu tuz) ile ii¢ kez yikandi. Kuyulara 500 pl serumsuz (FBS icermeyen) besi yeri eklendi ve
well-plate’ler yeniden 24 saat inkiibe edildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra, kuyulardaki serumsuz besi yeri cekilip atildi. Kuyularda
20 pl pipet ucu kullanilarak ayni yonde diiz ¢izgi yapildi. Pipet ucunun yaklasik 45 derece egilmesi
ve esit bir kuvvet uygulanmasiyla yaralar olusturuldu. Yaralar acildiktan sonra, kuyular 3 kez
DPBS ile yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra, kuyulara 475 pl %1 FBS’li besi yeri
eklendi ve kuyunun 0. saat goriintiisi alindi. Kuyulara dnceden tasarlanmis deney grubuna gore
25ul hacim igerisinde ila¢ dozlar1 eklendi. Sifirinci saatten itibaren 48. saate kadar her 24 saatte
kuyularin gorintiisii alinip kayit edildi. Sifirinci dakikada alinan yara goériintiisiiniin yeri
isaretlenip sonraki goriintiiler hep ayn1 bolgeden alindi. Yara acikligi mesafesi um olarak 6l¢iildii.
Yara iyilesme modelinde hiicre migrasyonu kuyulardaki 0. saatteki yara agikligindan, 24. saatteki
veya 48. saatteki yara acikligl ¢ikarilmasiyla hesaplanarak rolatif hiicre motilitesi olarak ifade

edildi.

3.3. Istatistik Analizleri

Calismada mifepriston, bikalutamit, G15, PHTPP, alfakalsidol ve kalsitriol kullanildiginda
endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinin proliferasyonundaki degisimler, RTCA
sisteminde elektronik empadans olusturup hiicre indeksi olarak elde edildi. Yara iyilesme
modelinde hiicre migrasyonu kuyulardaki 0. saatteki yara ac¢ikligindan, 24. saatteki veya 48.
saatteki yara acikligl ¢ikarilmasiyla hesaplanarak rolatif hiicre motilitesi olarak ifade edildi.
HEC1A hiicrelerinde mifepriston, bikalutamit, G15, PHTPP, alfakalsidol ve Kkalsitriol'in
proliferasyon ve migrasyon deneylerde elde edilen verilerin egrileri kontrol grubunun standart
egri ile karsilagtirildi. Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. statistiksel
degerlendirilmek icin ANOVA ve t-testi kullanildi ve P<0,05 olan degerler anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hicrelerinde Steroid Reseptoérleri
Uzerinden Etki Gésteren Bilesiklerin Proliferasyon Uzerine Etkisinin Gercek Zamanh
Hiicre Analizi
4.1.1. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Etanol ve DMSO’nun

Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanlh Hiicre Analizi

Etanol ve DMSO'nun endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkisi arastirildi ve kontrol grubu ile karsilastirildi (Sekil 4.1). Endometriyum
adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde etanol (n=3) ve kontrol (n=3) gruplar1 arasinda

proliferasyon acisindan anlaml bir fark bulunmadi (p> 0,05).

—— Saline
—— Etanol
- DMSO

Hiicre indeksi

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.1. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde kontrol, etanol ve DMSO
grubunun proliferasyon tzerine etkisi (n=3) (p>0,05).

4.1.2. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Mifepriston’iin (108 M)

Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde mifepriston’in (108 M)
proliferasyon iizerine etkisi arastirildi (sekil 4.2). Mifepriston’iin bu ¢alismada inceledigimiz 156.

saate kadar proliferasyon iizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (n=6; p>0,05).
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—— Etanol
—— Mifepriston

Hiicre indeksi

0 1 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.2. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-8 M mifepriston’iin ve 10-¢ M
bikalutamid’in proliferasyon tizerine etkisi (n=6) (p>0,05).

4.1.3. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Bikalutamid’'in (10-¢ M)

Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde bikalutamid’in (106 M)
proliferasyon lizerine etkisi arastirildi (sekil 4.3). Bikalutamid’in 156. saate kadar proliferasyon

lizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (n=5; p>0,05).

—— Etanol
—— Bikalutamit

Hiicre indeksi

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.3. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10¢ M bikalutamid’in
proliferasyon iizerine etkisi (n=5) (p>0,05).
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4.1.4. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde G15’in (10-7? M) Proliferasyon

Uzerine Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde G15'in (107 M) proliferasyon
lizerine etkisi arastirildi (sekil 4.4). G15'in 156. saate kadar proliferasyon iizerine etkisi

istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (n=6; p>0,05).

—— DMSO
—+— G-15

Hiicre indeksi

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.4. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 107 M G15’in proliferasyon
lizerine etkisi (n=6) (p>0,05).

4.1.5. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde PHTPP'nin (107 M)

Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde PHTPP’nin (10-¢ M) proliferasyon
lizerine etkisi arastirildi (sekil 4.5). PHTPP'nin 156. saate kadar proliferasyon {izerine etkisi

istatistiksel olarak anlamlh bulunmadi (n=6; p>0,05).
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—— DMSO
67 — PHTPP

Hiicre indeksi

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.5. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-? M PHTPP’nin proliferasyon
lizerine etkisi (n=6) (p>0,05).

4.1.6. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Alfakalsidol (10-1° M) ve

Kalsitriol’iin (10-10 M) Proliferasyon Uzerine Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi

Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde alfakalsidol'iin (10-1¢ M) ile
kalsitriol’iin (10-10 M) proliferasyon iizerine etkisi arastirildi (sekil 4.6). Her iki ilacin 156. saate

kadar proliferasyon {izerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (n=4,6; p>0,05).

—— Etanol
—— Alfakalsidol
—= Kalsitriol

Hiicre indeksi

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156

Zaman (saat)

Sekil 4.6. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-1° M alfakalsidol'in ve 10-1°M
kalsitriol'iin proliferasyon iizerine etkisi (n=4-6) (p>0,05).
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4.2. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Steroid Reseptorleri
Uzerinden Etki Gosteren bilesiklerin Migrasyon Uzerine Etkisinin Yara Iyilesme Modeli ile
Gosterilmesi

4.2.1. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Etanol ve DMSO’'nun Yara

Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

Etanol’'lin ve DMSO’'nun HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkileri, yara iyilesme
modeli kullanilarak arastirildi ve kontrol grubu ile karsilagtirildi. Bu gruplarda yara agikliginin

ornek goriintileri sekil 4.7'de gosterilmistir.

Saline Etanol DMSO
Q . .
y . . .
::.&[,..
o -\;: : - .

Sekil 4.7. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde etanol ve DMSO’nun 0. saatten
48. saat arasindaki yara a¢iklig1 6rnek gorintiileri.

24.ve 48. saatlerde bu gruplarda rolatif hiicre motilitesinin 6lciimlerini sirasiyla sekil 4.8
ve 4.9’da gosterilmistir. Etanol ve DMSO'nun HEC1A hiicrelerinde migrasyon tlizerine etkileri, her

iki zaman noktasinda, istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (n=5) (p>0,05).
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24. saat
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Sekil 4.8. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde etanol ve DMSO’nun 24. saatteki
yara aciklig1 iizerine etkisi (n=3-5) (p>0,05).

48. saat

800=-
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Sekil 4.9. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde etanol ve DMSO’nun 48. saatteki
yara a¢iklig1 iizerine etkisi (n=3-5) (p>0,05).
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4.2.2. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Mifepriston’iin (10-8 M) Yara

Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

Mifepriston’iin (108 M) HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkisi, yara iyilesme
modeli kullanilarak arastirildi ve ciiziiciisii olan etanol ile karsilastirildi. Bu gruptaki yara

acikliginin 6rnek goriintiileri sekil 4.10'da gosterilmigtir.

Etanol Mifepriston

0. saat

- .

48. saat

Sekil 4.10. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde mifepriston’tin (10-8 M) ) 0.
saatten 48. saat arasindaki yara aciklig1 6rnek goriintiileri.

24. ve 48. saatlerde mifepriston grubundaki roélatif hiicre motilitesinin 6l¢ciimlerini
sirasiyla sekil 4.11 ve 4.12’de gosterilmistir. Mifepriston (10-8 M) endometriyum adenokarsinom
HEC1A hiicrelerinde 24. ve 48. saatte yara acikligin1 azaltmistir (hiicre motilitesini artirmistir).

Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (n=6) (P<0,01).
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24. saat

800+
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**
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Rolatif hiicre motilitesi

Etanol Mifepriston

Sekil 4.11. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 108 M mifepriston’in 24.

saatteki yara acikligi lizerine etkisi (n=6) (**: P<0,01).

48. saat

800+

600

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

Etanol Mifepriston

Sekil 4.12. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 108 M mifepriston’in 48.

saatteki yara acikligi lizerine etkisi (n=6) (**: P<0,01).
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4.2.3. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Bikalutamid’in (10-¢ M) Yara

Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

Bikalutamid’'in (10-¢ M) HEC1A hiicrelerinde migrasyon lizerine etkisi, yara iyilesme
modeli kullanilarak arastirildi ve ciiziiclisii olan etanol ile karsilastirildi. Bu gruptaki yara

acikliginin 6rnek goriintiileri sekil 4.13'te gosterilmistir.

Etanol Bikalutamit
o - .
@ - -
o -

Sekil 4.13. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde bikalutamid’in (10-¢ M) 0.

saatten 48. saat arasindaki yara aciklig1 6rnek goriintiileri.

24. ve 48. saatlerde bikalutamid grubundaki rolatif hiicre motilitesinin 6l¢iimlerini
sirasiyla sekil 4.14 ve 4.15'te gosterilmistir. Bikalutamid (10-6 M) endometriyum adenokarsinom
HEC1A hiicrelerinde 24. saatte anlaml bir sekilde yara agikligini azaltmistir (n=4; P<0,05). Ancak,
bu etki 48. saatte istatistiksel olarak anlamsiz hale geldi (P>0,05).
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24. saat
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Sekil 4.14. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10¢ M bikalutamid’'in 24.
saatteki yara acikligi lizerine etkisi (n=4) (*: P<0,05).

48. saat

800+

600= R

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

Etanol Bikalutamit

Sekil 4.15. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10¢ M bikalutamid’'in 48.
saatteki yara acikligi izerine etkisi (n=4) (P>0,05).
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4.2.4. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde G15’in (107 M) Yara Iyilesme

Modeli Uzerine EtKisi

G15’in (107 M) HEC1A hiicrelerinde migrasyon lzerine etkisi, yara iyilesme modeli
kullanilarak arastirildi ve ¢liziiciisii olan DMSO ile karsilastirildi. Bu gruptaki yara acikliginin

ornek goriintileri sekil 4.16'da gosterilmistir.

DMSO

0. saat

24, saat

48. saat

Sekil 4.16. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde G15’in (10-7 M) 0. saatten 48.
saat arasindaki yara a¢iklig1 6rnek gortntiileri.

24.ve 48. saatlerde G15 grubundaki rolatif hiicre motilitesinin 6lgiimlerini sirasiyla sekil
4.17 ve 4.18'de gosterilmistir. G15’in endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde
migrasyon tizerine etkisi, her iki zaman noktasinda, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (n=4)

(p>0,05).
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24. saat
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Sekil 4.17. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 107 M G15’in 24. saatteki yara
aciklig iizerine etkisi (n=4) (P>0,05).

48. saat

800+

600

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

DMSO G-15

Sekil 4.18. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-7 M G15’in 48. saatteki yara
aciklig tizerine etkisi (n=4) (P>0,05).
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4.2.5. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde PHTPP'nin (10-7 M) Yara

Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

PHTPP’nin (107 M) HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkisi, yara iyilesme modeli
kullanilarak arastirildi ve ¢lziiciisii olan DMSO ile karsilastirildi. Bu gruptaki yara acikliginin

ornek goriintileri sekil 4.19'da gosterilmistir.

DMSO PHTPP
- .
\J .
o -

Sekil 4.19. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde PHTPP’'nin (10-7 M) 0. saatten
48. saat arasindaki yara a¢iklig1 6rnek gorintiileri.

24. ve 48. saatlerde PHTPP grubundaki rdlatif hiicre motilitesinin 6l¢iimlerini sirasiyla
sekil 4.20 ve 4.21'de gosterilmistir. PHTPP'nin endometriyum adenokarsinom HEC1A
hiicrelerinde migrasyon lizerine etkisi, her iki zaman noktasinda, istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (n=3) (p>0,05).
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24. saat

800+

600

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

DMSO PHTPP

Sekil 4.20. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 107 M PHTPP’nin 24. saatteki
yara acikligi iizerine etkisi (n=3) (P>0,05).

48. saat

800+

600+

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

DMSO PHTPP

Sekil 4.21. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 107 M PHTPP’nin 48. saatteki
yara ac¢ikligi tizerine etkisi (n=3) (P>0,05).
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4.2.6. Endometriyum Adenokarsinom HEC1A Hiicrelerinde Alfakalsidol (10-10 M)

Iyilesme Modeli Uzerine Etkisi

Alfakalsidol’'iin (10-1© M) HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkisi, yara iyilesme
modeli kullanilarak arastirildi ve D vitaminin ciiziiclisii olan etanol ile karsilastirildi. Bu gruptaki

yara acikliginin 6rnek goriintiileri sekil 4.22'de gosterilmistir.

Etanol Alfakalsidol

0. saat

24.saat

48. saat

Sekil 4.22. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde alfakalsidol’iin (10-10 M) 0.
saatten 48. saat arasindaki yara a¢ikligi 6rnek goriintiileri.

24. ve 48. saatlerde alfakalsidol grubundaki rolatif hiicre motilitesinin 6l¢iimlerini
sirasiyla sekil 4.23 ve 4.24’te gosterilmistir. Alfakalsidol’iin endometriyum adenokarsinom
HEC1A hiicrelerinde migrasyon iizerine etkisi, her iki zaman noktasinda, istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (n=3) (p>0,05).
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24. saat
800=-

600+

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

||
Etanol Alfakalsidol

Sekil 4.23. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-1© M alfakalsidol’'iin 24.
saatteki yara acikligi izerine etkisi (n=4) (P>0,05).

48. saat
800=-

600+

400+

200+

Rolatif hiicre motilitesi

||
Etanol Alfakalsidol

Sekil 4.24. Endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde 10-10 M alfakalsidol’iin 48.
saatteki yara acikligi izerine etkisi (n=4) (P>0,05).
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada steroid reseptorleri lizerinden etki gosteren bilesiklerin endometrium
adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde kanserde Onemli parametreler olan proliferasyon ve
migrasyon luizerinedeki roliinii sirasiyla gercek zamanl hiicre ve yara modeli ile arastirildi. Bu
amagla dort farkl setroid reseptor blokerleri; progesteron ve glukokortikoid reseptor blokeri
olan mifepriston (10-8 M), androjen reseptor blokeri olan bikalutamid (10-6 M), G-proteinine bagh
ostrojen reseptor (GPER) blokeri olan G15 (10-7 M) ve 6strojen reseptorii § blokeri olan PHTPP
(10-7 M); ve D vitaminin iki formu olan alfakalsidol ve kalistriol (10-10 M) uygulandi. Mifepriston
ve bikalutamid, endometriyum adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde migrasyonu arttirmisken,
proliferasyon lizerinde hig¢bir etki gostermemislerdir. Bununla birlikte, bikalutamidin migrasyon
lizerindeki etkisi 48. saatte ortadan kalkmistir. Kullanilan diger ilaclar ise proliferasyon ve
migrasyonu degistirmemistir.

Mifepristonun endometriyum kanseri dahil olmak iizere farkli insan kanser hiicreleri
lizerindeKi etkisini arastiran bircok calisma bulunmaktadir. Aimin ve arkadaslar1 mifepristonun
10 uM ve 100 pM konsantrasyonlarda tip I endometriyum karsinom Ishikawa hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttigin1 gostermislerdir [237]. Benzer bir calisma, 50 ila 100 puM
mifepristonun HUUA endometriyum kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve yara iyilesme
hizim1 azalttigin1 géstermistir [238]. Ancak bu c¢alismalarda kullanilan konsantrasyonlar ¢ok
yluksektir ve insan kanser dokusunda elde edilememektedir. Mifepristonun doku
konsantrasyonunun, serum konsantrasyonuna esit veya daha diisiik oldugu ve mifepriston
dozunun artirilmasiyla serum konsantrasyonunun artmadigl ve 2,5 pM degerini gecmedigi
kanitlanmistir [239-242]. Sonuglarimizla uyumlu olarak, bir in vitro ¢galisma klinik olarak makul
dozlarda (0,1 - 5 uM) mifepristonun yumurtalik kanseri KK-1 hiicrelerinin proliferasyonunu
onemli 6lciide arttirdigini ve sadece ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarin (7,5 - 25 pM) in vitro
antitimor etkisini sagladigini gostermistir [239]. Ek olarak, insanlar iizerinde yapilan klinik
deneylerde, bir¢cok kanserin tedavisinde mifepriston kullanimi basarisiz olmustur [243-246]. Bir
faz Il klinik calisma mifepriston ile tedavinin PR-pozitif endometriyum kanser hastalarinin sadece
%?25'inde stabil hastalik ile sonuglandigini ve hastalarin %75'inde hastalik ilerlemesini yasadigini
gostermistir [243].

Bikalutamid, metastatik prostat kanserini tedavi etmek icin klinik olarak diger ilaglarla
kombinasyon halinde kullanilan bir androjen reseptér antagonistidir [247]. Bikalutamidin
konsantrasyona bagh bir sekilde prostat kanseri LNCaP hiicrelerinin biiylimesini engelledigi,
proliferasyonunu ve migrasyonunu azalttig1 ve apoptozunu indiikledigi gosterilmistir [248-253].
Kullanilan konsantrasyonlar1 0,1 pM ila 100 uM arasinda degismektedir [248-253]. Ek olarak,
calismalar bikalutamidin diger kanser tipleri iizerindeki etkisini in vitro olarak incelemistir.

Robinson ve arkadaglari, ticlii negatif meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinin biiyiimesinin 1
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UM bikalutamid ile dnemli dl¢iide azaldigini gostermistir [254]. Yeni bir calisma da, bikalutamidin
(25 pM ve 100 pM konsantrasyonlarda), MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunu,
invazyonunu ve migrasyonunu doza bagh bir sekilde azalttigim1 gostermistir [255]. Hao ve
arkadaslar1 2017 yilinda bikalutamidi (50 uM) mesane kanseri UM-UC-3 hiicreleri lizerinde test
edip hiicrenin apoptozunu indiikledigini gostermistir [256]. 2021 Bu yilinda yayinlanan bir
calisma, 40 pM bikalutamidin mide kanseri hiicrelerinin apoptoz ve biliyiime inhibisyonu ile
sonuglandigini gostermistir [257]. Hashimoto ve arkadaslari, dihidrotestosteronun estradiol
kaynakli endometriyum kanser HEC1B hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini ve bu
inhibitor etkinin 1 pM bikalutamidin birlikte uygulanmasiyla 6énemli 6l¢iide Onlendigini
gostermistir [19]. Calismamizda dihidrotestosteron veya estradiol uygulamadan tek basina 1 uM
uygulandiginda endometriyum kanser HEC1A hiicrelerinin proliferasyonu veya migrasyonu
etkilenmemistir. Bu sonuglar, diisiik bikalutamid konsantrasyonunun yalmizca AR'yi bloke
edebilecegi ve endometriyum kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu
etkilemedigi anlamina gelebilmektedir.

GPER antagonisti olan G15 yakin zamanda tanimlandigi i¢in, kanser hiicreleri tizerindeki
etkisini inceleyen az sayida calisma bulunmaktadir [258, 259]. 2012 yilinda yayinlanan bir
arastirma, G15'in tek basina seminom testis kanseri JKT-1 hiicre proliferasyonu tizerinde hic¢bir
etkisinin olmadigini, ancak estradiol kaynakl proliferasyonu tamamen ortadan kaldirdigini
kanitlamistir [260]. Lio ve arkadaslari, G15'in (0,1, 1, ve 10 pM konsantrasyonlarda) Kiiciik
Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri H1793 hiicrelerinin estradiol ile uyarilan proliferasyonunu
inhibe ettigini gostermistir. Bu c¢alismada saf etkisine bakmak icin G15 tek basina
uygulanmamistir [261]. Ayrica, G15'in meme kanseri MCF-7, MDA-MB-231 ve Bcap-37
hiicrelerinde 0,625 uM'den diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gdstermedigi ve daha
yliksek konsantrasyonlarda (1,25, 2,5 ve 5 pM) hiicrelerin canliligin1 6nemli 6lgtide azalttig
gosterilmistir [262]. Luo ve arkadaslari da, G15'in (1 pM) 6n uygulamasinin, estradioliin meme
kanseri ile iliskili fibroblastlar {izerindeki proliferatif etkisini ortadan kaldirdigini géstermistir
[263]. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin invazyonunun da, Bustos ve arkadaslari tarafindan
G15'in 6n uygulamasiyla 6nemli dlciide azaldig1 gozlemlenmistir [264]. Calismamizda estradiol
ile G15'in etkisini inceleme imkanimiz olmadig: icin G15'i tek basina uygulanildi. Literatiirle
uyumlu olarak, G15 tek basina HEC1A hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu etkilememistir.

PHTPP (2-Phenyl-3-(4-hydroxyphenyl)-5,7-bis(trifluoromethyl)-pyrazolo[1,5-
a]pyrimidine), 2005 yilinda ERB antagonistik aktiviteye sahip oldugu ve ERB'ya ERa'dan 36 kat
daha segici oldugu tespit edilmistir [265]. O zamandan beri PHTPP, normal ve kanser
hiicrelerinde ERB'nin roliint incelemek i¢in kullanilmistir [266-269]. 2013 yilinda Hsu ve
arkadaslari, 10 ve 20 uM PHTPP ile tedavi edilen grupta meme kanseri ]82, 647v ve T24

hiicrelerinin biliyiimesinin inhibisyonunu ve invazyonun azaldigini gézlemlemistir [267]. Baska
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bir calisma, artan ERP ekspresyonu ile meme kanseri MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin
proliferasyonunun 1 uM PHTPP uygulanarak 6nemli 6l¢lide azaldigini gostermistir [270]. Mendes
ve arkadaslari da, 50 uM PHTPP'nin meme kanseri MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin 6liimiinde
onemli bir artisa neden oldugunu tespit etmistir [271]. Ozofagus kanseri hiicreleri tizerinde
yapilan bir ¢calisma, PHTPP'nin doza bagl olarak 6zofagus kanseri OE33 hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini gdstermistir [272]. Buna karsilik, PHTPP'yi daha diisiik konsantrasyonlarda
kullanan calismalar zit sonuclari ortaya koymustur. Yumurtalik kanseri hiicreleri iizerinde
yapilan bir c¢alismada 100 ve 1000 pM PHTPP uygulamasinin SCOV3 hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdigi ve ER[P agonisti uygulamasinin proliferasyonunu énemli 6lciide
azalttigi1 bulunmustur [273]. Benzer bir sekilde, 1 ve 10 nM PHTTP'nin tip [ endometriyum kanser
RL95/2 hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi ve uygulamanin iiclinci giiniinde HEC1A
hiicrelerinin proliferasyonunu gecici olarak arttirdigini gosterilmistir [274]. Calismamizda 10-7 M
PHTPP'nin (100 nM) tip Il endometriyum kanser HEC1A hiicreleri {izerinde herhangi bir etki
gostermedi. Bulgularimizdaki bu farklilik kanser tiriindeki farklilik, uygulanan doz ve diger
deneysel farkliliklara baglh olabilmektedir.

Kalsitrioliin kultiir hiicrelerinde antikanser etkisini gosteren ilk ¢alisma 1981 yilinda
yapimistir; Kalsitrioliin malign melanom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermistir [275]. Aym1 yilda Abe ve arkadaslar1 kalsitrioliin HL60 l6semi hiicrelerinin
makrofajlara farklilasmasina neden oldugunu bildirmistir [276]. O zamandan beri kalsitrioliin
antineoplastik etkileri ¢esitli kanser tiplerinde gosterilmistir. Thill ve arkadaslari, farkl kalsitriol
konsantrasyonlarinin (0,001 ila 10 pM) meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
proliferasyonu Uzerindeki etkisini incelemistir. Kalsitrioliin 0,1 pM  ve daha yiiksek
konsantrasyonda MCF hiicrelerinin ve 10 pM konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttigim1 gostermistir [277]. Ma ve arkadaslari, kalsitrioliin (0-1000 nM)
mesane kanseri 253]-BV, TCCSUP, 253] ve T24 hiicre hatlarinin proliferasyonunu etkilemedigini
ancak 500 nM knosantrasyonda 253]-BV ve TCCSUP hiicrelerinin invazyonunu ve migrasyonunu
azalttigin1 gostermistir [278]. Ji ve arkadaslari, 10-7 M kalsitrioliin, yumurtalik kanseri SKOV3
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve migrasyonunu 6nemli 6l¢lide inhibe ettigini gostermistir [279].
Ayrica Duman ve arkadaslari, farkli kalsitriol ve alfakalsidiol konsantrasyonlarinin
endometriyum kanser HEC1A hiicreleri lizerindeki etkisini incelemistir; HEC1A hiicrelerinin
proliferasyonunun ve migrasyonunun diisiik kalsitriol ve alfakalsidioliin konsantrasyonlar1 (10-
11 - 10° M) ile azaldigini, ve yiiksek konsantrasyonlar1 (108 - 106 M) ile ise arttigini
gostermislerdir [280]. Calismamizda 10-1© M alfacalcidiol ve kalsitrioliin endometriyum kanser
HEC1A hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu lizerine etkisi gosterilememistir. Ancak bu
ilaclar iki yildan fazla bir stiredir laboratuvardaki dondurucuda saklanmistir ve muhtemelen

etkinliklerini kaybetmislerdir.
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Calismamizda, steroid reseptorlerin etkilerini incelemek icin her ilacin tek bir
konsantrasyonunu kullandik. Bu sonuclarin her ilacin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak
yinelenen deneylerle dogrulanmasi gerekmektedir. Ancak biitce yetersizligi, siire kisithlig1 ve
pandemi sartlari gibi nedenlerle deneylerin yinelenme ve farkli konsantrasyonu kullanma imkani
bulunamamustir.

Bu ¢alismanin sonuclarina gore progesteron, glukokortikoid ve androjen reseptorleri
endometrium adenokarsinom HEC1A hiicrelerinde migrasyonu engellmek i¢cin 6nemli hedefler
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte bu reseptorleri konu alan daha detayli calismalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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