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OZET

BETULINIK ASITIN ENDOMETRIAL KANSER HUCRELERINDE mTOR
YOLAGI ARACILI OLASI ANTIKANSER ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Endometrial kanser diinya capinda en yaygin jinekolojik kanserlerden biridir
ve her yil diinya c¢apmnda tahminen 42.000 kadin bu kanserden hayatini
kaybetmektedir. Glinumizde endometrial kanser icin kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Su anda kemoterapi igin kullanilan
ilaglar, iyilesme oranini arttirmada simnirli bir basariya sahiptir. Bu nedenle endometrial
kanser tedavisinde kullanilabilecek dogal, zararsiz ve maliyeti diisiik bilesiklere acil
ithtiya¢ vardir. Lupan tipi triterpen olan ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan
betulinik asit tumdr buylmesini segici olarak inhibe edebilmesi ve hiicre apoptozunu
indiikleyebilmesi gibi O6zellikleriyle son yillarda kanser tedavisi igin dikkat
cekmektedir. Bu c¢alismanin amaci betiilinik asitin insan endometrial kanser
hlcrelerinde mTOR yolu aracili anti kanser etkilerinin arastirilmasidir. Betllinik asitin
Ishikawa hiicre canlilig1 {izerine etkisi CCK-8 yontemi ile, apoptoz ve mTOR
yolaginda gorevli olan genlerin ekspresyonu iizerine etkisi gercek zamanli PCR,
mTOR yolaginda gorevli proteinlerin ekspresyonu lizerine etkisi immiinohistokimya
ve Western blot ile apoptoz iizerine etkileri ise Annexin V ile belirlenmistir. Bettlinik
asitin Ishikawa hucrelerinde 1Csodozu 48. Saate 50 uM olarak belirlenmistir. Betiilinik
asit uygulamasi1 Ishikawa hicrelerinde Bcl2 (P=0.008) ekspresyonunun anlamli
azalmasma ve kaspaz 8 (P=0.001) ekspresyonunun artmasina neden olmustur.
Annexin V sonuclar ile betiilinik asit uygulamasmnin Ishikawa hiicrelerinde apoptozu
tetikledigi desteklenmistir. Betllinik asit uygulanan grupta apoptoza ugrayan
hiicrelerin orani ortalama %22+3.23 (P=0.02) iken kontrol grubunda %2.31+0.2"dir.
mTOR ile iliskili genlere bakildiginda betiilinik asit, AKT1 (P=0.0001)
ekspresyonunun anlamli azalmasmna RAPTOR (P=0.00002) ekspresyonunun ise
anlamli artmasina neden olmustur. Betllinik asit uygulamasi mTOR yolaginda gérevli
proteinlerinin ekspresyonunda da anlamli bir azalmaya yol ag¢mustir. Ishikawa
hicrelerinde p-PI3K, p-AKT ve p-mTOR pozitif hiicre yuzdesi kontrol grubunda
sirastyla, %89.39 £ 5.19, %74.84 = 5.07 ve %82.02 + 6.14°tiir. BA uygulanan grupta
bu degerler sirastyla %49.12 + 19.12 (P=0.002), %44.46 + 7.39 (P<0.001) ve %53.70
+ 8.94 (P<0.001)’tlr. Cahsma sonuglarimiza goére betiilinik asitin Ishikawa
hiicrelerinde mTOR sinyal yolagini hedef alarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve
apoptozu tetikledigi, ayrica betiilinik asit endometrial kanser tedavisinde potansiyel
bir anti-kanser ajan olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Betllinik asit, Ishikawa, mTOR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE mTOR PATHWAY MEDIATED
ANTICANCER EFFECTS OF BETULINIC ACID ON ENDOMETRIAL
CANCER CELLS

Endometrial cancer is one of the most common gynecological cancers
worldwide, and an average of 42,000 women die each year. Chemotherapy,
radiotherapy, and surgery are among the treatments available for endometrial cancer.
Currently, drugs used for chemotherapy have had limited success in increasing the
cure rate. Betulinic acid, a lupane-type triterpene widely found in the plant kingdom,
has attracted attention for cancer treatment in recent years due to its ability to inhibit
tumor growth and induce cell apoptosis selectively. The aim of this study is to
investigate the mTOR pathway-mediated anti-cancer effects of betulinic acid in human
endometrial cancer cells. The effect of betulinic acid on Ishikawa cell viability was
determined by the CCK-8 method, the effect on the expression of genes involved in
apoptosis and mTOR pathway, real-time PCR, the effect on the expression of proteins
in the mTOR pathway, immunohistochemistry, and Western blot, and the effects on
apoptosis with Annexin V. The IC50 dose of betulinic acid in Ishikawa cells was
determined as 50 UM at 48th hour. Betulinic acid administration caused a significant
decrease in Bcl2 (P=0.008) expression and increased caspase 8 (P=0.001) expression
in Ishikawa cells. The results of Annexin V supported that betulinic acid
administration triggered apoptosis in Ishikawa cells. The mean rate of apoptotic cells
in the betulinic acid group was 22+3.23% (P=0.02), while it was 2.31+0.2% in the
control group. Betulinic acid caused a significant decrease in the expression of AKT1
(P=0.0001) and a significant increase in the expression of RAPTOR (P=0.00002).
Betulinic acid administration also significantly decreased the expression of proteins
involved in the mTOR pathway. The percentage of p-PI3K, p-AKT, and p-mTOR
positive cells in Ishikawa cells was 89.39 £+ 5.19%, 74.84% + 5.07, and 82.02% + 6.14
in the control group, respectively. In the betulinic acid group, these values were 49.12
+ 19.12%(P=0.002), 44.46 + 7.39% (P<0.001), and 53.70 + 8.94% (P<0.001),
respectively. The results of this study showed that betulinic acid decreased cell
proliferation and triggered apoptosis by targeting mTOR signaling pathway in
Ishikawa cells, and betulinic acid may be a potential anti-cancer agent in the treatment
of endometrial cancer.

Keywords: Apoptosis, Betulinic acid, Ishikawa, mTOR
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BA : Betulinik Asit
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1. GIRIS

Endometrial kanser (EK) en yaygm jinekolojik malignitedir ve insidansi
giderek artmaktadir (Njoku ve ark., 2020). Endometrium kanseri gelismis tilkelerde
kadinlarda meme kanserinden sonra en ¢ok rastlanan ikinci kanser tiirtidiir. Kadinlarin
yaklasik %3’iinde yasamlarinin bir doneminde endometrial kanser gelisir ve insidansi
giderek artmaktadir (Zhang ve ark., 2021). Tumor histolojik 6zellik, grade ve hormon
reseptdr ekspresyonuna gore smiflara ayrilir. iki tipi vardir. Tip 1, endometrioid veya
Ostrojen bagimliyken tip 2, endometrioid ve Gstrojen reseptor bagimli degildir. Ek
olgularmin %75 ve 85’ini olusturan Tip 1 postmenopozal kadinlarda goriiliir ve insiilin
direnci, tip 2 diyabet ve polikistik over sendromu ile iligkili olup iyi prognozludur. Tip
Il siklikla metastaz ile iligkili olan ve agresif kanser tiiridiir (Meireles ve ark., 2017).
Kadmlarin ¢ogunda hastalik erken evredeyse tedavide ¢ok basarili sonuglar elde
edilmekte ancak hastalik ilerlemis ve metastaz yapmigsa prognozu ve tedavi segenegi
azalmaktadir (GOmez-Raposo ve ark., 2021). Endometrial kanserin tedavisinde
hastaligin evresine baglh olarak cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedavi
uygulanmaktadir. Su anda kemoterapi i¢cin kullanilan ilaglar, iyilesme oranini
arttirmada smirli bir basariya sahiptir (An ve ark., 2021). Bu nedenle endometrial
kanser tedavisinde kullanilabilecek dogal, zararsiz ve maliyeti diisiik bilesiklere acil

ihtiya¢ vardir.

Betiilinik asit (BA) genellikle hus agacindan ‘birch tree’ (Betula sp.
Betulaceae) izole edilen, fakat bircok botanik kaynakta da bulunabilen dogal olarak
olusan bir triterpenoiddir. BA antiviral, antitimér, antidiyabetik, antiinflamatuar,
antihiperlipidemik gibi ¢ok sayida biyolojik etkilere sahiptir (Rios ve Mafiez, 2018).
Geleneksel Cin tibb, ¢esitli hastaliklarda ilag gelisimi i¢in 6nemli katkilar saglamistir.
Geleneksel Cin tibbindan tiiretilen bazi maddelerin antikanser etkileri vardir ve
klinikte uygulamaya baglanmistir. BA’nin Stearoyl-CoA Desaturase'yi baskilayarak
safra kesesi kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (Wang ve ark.,
2020). Diger bir ¢alismada BA'nin, spesifik protein transkripsiyon faktorlerinin
hedeflenen degradasyonu yoluyla prostat kanseri biiylimesini inhibe ettigi
bildirilmistir (Chintharlapalli ve ark., 2007). Majeed ve ark. (2016) BA'nin PI3K

yolagini hedefleyerek kanser hiicresi oliimiinii indiikledigi bildirmistir. Ek olarak

1



BA'nin kardiyolipin modifikasyonunu diizenleyerek yeni bir hiicre 6liim yolagini

indiikledigi de gosterilmistir (Potze ve ark., 2016).

Literatiirde BA’nin endometrial kanser hiicrelerinde antikanser etkilerini ve
olast molekiiler etki mekanizmasini konu alan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu
calisgmada BA’nin endometrial kanser hicrelerinin proliferasyonu, apoptozu ve mTOR

sinyal yolagi lizerine etkilerine ilk kez bakilmistir ve 6zgilindiir.

Bu calismanin amaci, BA’nin endometrial kanser hiicrelerinin mTOR yolag:

aracili hiicre proliferasyon ve apoptozu iizerine etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Anatomisi

Uterus anatomik olarak disi pelvisinde mesanenin hemen arkasinda ve
rektumun 6nunde yer alan kalin kasli bir duvara ve dar bir limene sahip, 7,5 cm

uzunlugunda, armut sekilli bir organdir (Ameer ve ark., 2017; Harold, 2011).

Uterus korpus, fundus, isthmus ve serviks olmak Uzere dort ana anatomik
boliime ayrilir. Uterusun en biiyiik boliimii korpus (gévde) bolumudir. Gévdenin tuba
uterina baglantisinin iistiinde genisleyen konveks kismi fundus olarak adlandirilir.
Rahim govdesi, serviks olarak devam eden istmusa dogru daralr. Serviks uterusun
altinda bulunan silindir bigimindeki kisimdir. Istmus ile korpus kismindan
ayrilmaktadir. Serviksin servikal kanal olarak adlandirilan imeni her iki u¢ kisminda
da internel os ve eksternal os olarak adlandirilan dar agikliklara sahiptir. internal os
uterin kaviteye agilirken, eksternal os ise vajinaya agilir. Nullipar kadinlarda dis os

daireseldir, ancak dogumdan sonra 6n ve arka dudagi olan enine bir yarik haline gelir
(Harold, 2011).

Utero-ovaryan ligament, yuvarlak ligament, genis ligament, kardinal ligament
ve uterosakral ligamentler dahil olmak tizere ¢esitli ligamentler uterusu destekler.
Ayrica pelvik diyafram, tirogenital diyafram ve perineal cisim tarafindan (inferiorda)
desteklenir. Eriskin kadinlarda rahim, yaklasik 170°1ik bir a1 (rahmin antefleksiyonu)
olusturacak sekilde i¢ os seviyesinde kendi iizerinde 6ne dogru biikiiliir. Serviks,
vajina ekseni ile 90”lik bir a¢1 olusturacak sekilde geriye dogru egilir (uterusun
anteversiyonu). Boylece rahim neredeyse yatay bir diizlemde uzanir hale gelir (Harold,
2011; Ameer ve ark., 2017).

2.2. Uterus Embriyolojisi

Disilerde tireme organlar1 gonadlar, iireme kanallar1 ve dig genital organlar
olmak {izere {i¢ ana gruba ayrilir. Disi lireme sistemi embriyonik donemde mezoderm,
primordial germ hicreleri ve mezenkimden koken alirlar (Moncada-Madrazo ve
Valero, 2022).



Disi ve erkek embriyolarin her ikisi de mezonefrik ve paramezonefrik olmak
Uzere iki ¢ift genital duktusa sahiptir. Mezonefrik duktus erkek Ureme sisteminin
gelisiminde Onemli rol oynarken, paramezonefrik duktus disi iireme sistemi

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Sadler, 2017).

Disi embriyolarinda testesteron olmadigi i¢in mezonefrik duktuslar gerilerken
mullerian inhibitor madde (MIS) yoklugundan dolayr paramezonefrik duktuslar
gelisir. Embriyonik gelisim sirasinda Ostrojen varligi, testis ve anti miillarian hormon
(AMH) yoklugu disilerde paramezonefrik kanallarin ana genital kanallara
donlismesini saglar. Baslangicta paramezonefrik kanallar {i¢ boliimden olusur: karin
bosluguna acilan kranial vertikal parca, mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal
kistm ve karsi taraftaki esiyle birlesen kaudal vertikal kisim. Gelisimin ilerleyen
asamalarinda overlerin asag1 inisiyle birlikte kranial vertikal parca ve horizontal
kisimdan uterus tiipleri gelisir. Kaudal pargalar uterus kanalini olusturmak tizere
kaynasir. Paramezonefrik kanallarinin ikinci kisimlari mediokaudale dogru yer
degistirmeleriyle iirogenital sirtlar transvers bir diizleme otururlar. Kanallar orta hatta
birlestikten sonra pelvis i¢inde yatay bir katlant1 olusur. Birbiriyle kaynasmis
paramezonefrik kanallarin lateralinde, pelvis duvarma dogru uzanan bu katlanti
uterusun broad ligamentidir. Bu ligamentin iist sinirinda uterus tiipleri, arka yizeyinde
ise overler yer almaktadir. Kaynasan mezonefrik kanallardan uterusun korpusu,

serviksi ve vajenin list kismu gelisir (Sadler, 2017).

Mezonefrik kanallar disilerde testesteron olmadigindan dolay1 dejenere olurlar

(Sadler, 2017).

2.3. Uterus Histolojisi

Uterus histolojik olarak en dista perimetriyum, ortada kalin bir diiz kas

tabakasindan olusan miyometriyum ve en igte endometriyum olmak iizere UG

tabakadan olusur (Sekil 2.1) (Pawlina ve Ross, 2014).



Sekil 2.1. insan uterusunun boyuna kesiti (Pawlina ve Ross, 2014).

2.3.1. Perimetriyum

Uterusu en digtan saran yassi mezotelyal hiicrelerden olusan gevsek bag

dokusudur (Nergiz, 2022).



2.3.2. Miyometriyum

Uterusun orta tabakasinda bulunan ve en kalin tabakasi olan miyometriyum
tabakasi, esas olarak diiz kas hiicrelerinden olusur (Maxey ve ark., 2021). Dz kas
lifleri icte longitudinal, ortada sirkiiler ve dista longitudinal olacak sekilde dizilim
gosterirler (Nergiz, 2022). Miyometriyumun orta tabakasinda arkuat arter dallari

yayilmistir ve burast “stratum vaskiilare”olarak adlandirilmaktadir (Nergiz, 2022).

Menstruasyon doneminde miyometrium tabakasi kasilarak endometrium
tabakasinin disar1 atilmasina yardimei olur. Kasilmalar ayn1 zamanda yaygim olarak
adet kramplar1 olarak bilinen dismenore kaynagidir (Maxey ve ark., 2021). Gebelik
stirecinde ise miyometriyum, uterus duvarina dayaniklilik vermek i¢in asir1 derecede
blylme strecine girer. Bu sure¢ sonucunda kas hticrelerinin kollejen retimi artar.
Gebelik esnasinda iyi gelisen uterus miyometriyumu dogum esnasinda bebegi disar1
atmak i¢in ¢ok giiclii bir sekilde kasilir. Gebelik sonrasinda ise diiz kas hiicrelerinin
bircogu apoptoza ugrar. Boylece gebelik esnasinda iiretilen fazla kollejenin ortadan

kaldirilir ve uterus neredeyse gebelik 6ncesi boyutuna geri doner (Mescher, 2019).

2.3.3. Endometriyum

Endometriyum uterus duvarinin en i¢ tabakasidir ve uterus mukozasidir. Epitel,
uterus bezleri ve lamina propriyadan olugsmaktadir. Endometriyum salgi hiicreleri ve
silyumlu hicre iceren tek kath prizmatik epitel ile doselidir. Histolojik olarak
endometriyum stromasi fibroblastlar bakimindan zengindir ve ara madde ile beraber
demetler halinde bulunmayan tip 1l kollejen lifler icerir. Endometriyumu
miyometriyumdan ayiran bir submukoza tabakas1 bulunmaz (Mescher, 2019; Nergiz,
2022).

Endometriyum, basarili implantasyon sonucu doguma kadar olan siiregte
fetiistin bliylimesi ve hayatta kalmasi i¢in tek yer olmasmm yani sira plasentanin
gelistigi ve menstrual dongii ile ilgili bez ve damar degisimlerinin gdzlemlendigi

yerdir (Vilella ve ark., 2021; Nergiz, 2022).



Ureme cagindaki endometriyum yapisal ve fonsksiyonel olarak iki farkli
tabaka icermektedir. Bazal tabaka miyometriyuma komsu olan tabakadir ve lamina
propiyayast daha fazla sayida hiicre igerir. Bazal tabakada ayrica uterus bezlerinin
derin bazal uglar1 yer almaktadir (Mescher, 2019). Bu tabaka duz arterle ile
kanlanmaktadir. Islevsel tabaka olarakta adlandirilan fonksiyonel tabaka ara
maddeden zengin siingerimsi bir yapiya sahiptir. Bazal tabakanin aksine bu tabaka

spiral arterler ile kanlanir (Sekil 2.2) (Mescher, 2019).

Sekil 2.2. Uterusun endometriyum tabakasi
(https://mww. pathologyoutlines.com/topic/uterusnormal.html).

Gebe olmayan bir kadinda fonksiyonel tabaka menstriiasyon sirasinda dokiiliir,
bir miktar kanla beraber disar1 atilir. Geride kalan bazal tabaka fonksiyonel tabakanin
yenilenmesi i¢in gerekli olan hiicreleri icerir ve fonksiyonel tabakanin yenilenmesinde
gorev alir (Nergiz, 2022; Mescher, 2019).

2.3.3.1. Menstrual Siklus

Ureme ¢aginda endometriyum her ay kendisini olas1 bir gebelik durumu igin
embriyo implantasyonuna ve sonrasindaki embriyonik ve fetal gelisim olaylarmna
hazirlayan menstrual siklus olarak adlandirilan siklik bir degisime ugrar. Menstrual
siklus srrasinda endometriyumun salgi aktivitesindeki degisimler ovaryum
folikiillerinin olgunlagmasi ile iliskilidir. Ureme ¢agindaki endometriyum yapisal ve

fonsksiyonel olarak iki farkli tabaka icermektedir. Stratum fonksiyonale ya da



fonksiyonel tabaka endometriyumun kalin tabakasidir siklus sirasinda prolifere ve
dejenere olan tabakasidir. Menstrual siklusta bir miktar kanla beraber disar1 atilir.
Stratum bazale ya da bazal tabaka ise menstrual siklus sirasinda korunur yani disar1
atilmaz. Fonksiyonel tabakanin rejenerasyonunda goérev alir (Pawlina ve Ross, 2014;
Mescher, 2019).

Menstrual siklus gerceklesirken endometriyum kalnligr 1-6 mm degisiklik
gOsterir. Menstrula siklus sirasinda endometriyumda meydana gelen degisiklikler sekil

2.3’ te gosterilmistir.

Menstrul siklus pitiiiter bezin pars distalisinden salgilanan gonodotropinler
tarafindan kontrol edilir. Siklus 28 giinde bir tekrar eder ve bu sirada endometriyumda
fonksiyonel morfolojik degisimler meydana gelir. Siklus proliferasyon fazi, sekretuar
fazi ve menstrual faz olmak tizere li¢ fazdan olusur (Pawlina ve Ross, 2014; Mescher,
2019).

1. Proliferasyon fazi: Ovaryumda meydana gelen folikiiler matiirasyon
ile es zamanlh gergeklesir. Bu faz ovaryan Gstrojen salgilanmasimdan
etkilenir. Artan Gstrojen ile proliferasyon fazi baslar. Stratum bazalede
bulunan stromal, endotelyal ve epitelyal hiicreler hizli bir sekilde
prolifere olurlar. Stromal hiicreler kollejen ve ara madde salgilarlar.
Proliferasyon fazimin sonunda endometriyum yaklasik 3 mm kalinliga
ulagir. Epitelyal hiicrelerin bazal kisimlarinda glikojen birikimi
g6zlemlenir. Salg1 bezleri dar bir liimeni vardir (Pawlina ve RoOssS,
2014; Mescher, 2019).

2. Sekretuar faz: Korpus Iuteumun fonksiyonel aktivitesi ile es
zamanlidir. Progesteron salgisindan etkilenir. Salg1 bezlerinin
limenleri salgi tiriinleri ile doludur (Pawlina ve Ross, 2014; Mescher,
2019).

Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkileri ile stromal hiicreler
desidual hiicrelere doniisiirler. Bu hiicreler biiyiik, soluk boyanan ve
glikojen bakimindan zengin hiicrelerdir ve embriyonun beslenmesi

icin gerekli ortami saglarlar (Pawlina ve Ross, 2014; Mescher, 2019).



3. Menstrual faz: Fertilizasyon ger¢eklesmezse korpus luteum yaklagik
10 glin boyunca hormon tretmeye devam eder ve daha sonra dejenere
olmaya baslar. Korpus luteumun dejenere olmasi ile ovaryumun
hormon iretimi azalir. Ovaryumda Ostrojen ve progesteron

seviyelerinin azalmasi sonucunda endometriyumda menstrual faz

gerceklesmeye baslar. Menstrual kanama yaklasik olarak 5 glin strer
(Pawlina ve Ross, 2014; Mescher, 2019).

Sekil 2.3. Menstrual siklusun proliferasyon fazi, sekretuar faz ve menstrual fazindaki

uterus fotomikrografi (Pawlina ve Ross, 2014).

2.4. Endometrial Hiperplazi

Gelismis tlilkelerde endometrial kanser, kadin {ireme sisteminin en yaygin

malignitelerinden  biridir. Endometrial ~ kanserlerin  ¢ogunlugunu olusturan
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endometriyumun endometrioid adenokarsinomu igcin Oncl lezyon endometrial
hiperplazidir. Endometrial hiperplazi, tek basma kadmnlar icin bir saglik riski
olusturmamaktadir. Ancak endometrial hiperplazi, 6zellikle atipi varliginda, es
zamanlt endometrial kanser i¢cin hem bir oncli hem de bir belirteg oldugu icin
onemlidir. Endometrial hiperplazi tedavi edilmezse endometrial kansere doniisme
egilimi gostermektedir (Sobczuk ve Sobczuk, 2017; Ring ve ark., 2022; Mills 2010 ).

2.5. Endometrial Polipler

Endometrial polipler endometrial stroma, bezler ve kan damarlarindan olusan
lokalize endometrial biiyiimelerdir. Bu polipler igin prevalansi ¢aligilan toplumlara
gore degisiklik gostersede yapilan calismalarda %7.8 ile %34.9 arasinda oldugu
bildirilmistir. Endometrial poliplerin ¢ogu asemptomatik olmasina ragmen bazi
hastalarda semptomatik olarak anormal uterin kanama en sik goriilen semptomdur.
Endometrial polipler histolojik olarak, fibroz bir stromada iyi huylu sesil veya sapli
hiperplastik ve Kistik dilate endometrial bez kitleleri olarak karakterizedir. Bu polipler
icerisinde bliyiik damarlar mevcuttur. Hormon durumuna bagh olarak polipler farkli
sekillere sahip olabilirler. Endometrial poliplerin kansere doniisme risk insidansi ise

degiskendir (Davis, 2012; Namazov ve ark., 2019).

2.6. Endometrial Kanser

Endometrial kanser diinya ¢apmda en yaygin jinekolojik kanserlerden
biridir. Her y1l diinya ¢apinda yaklasik 142.000 kadina endometrial kanser teshisi
konmaktadir ve tahminen 42.000 kadin bu kanserden hayatin1 kaybetmektedir
(Sorosky, 2008 ; Guleria ve ark., 2021). Endometrial kanser genellikle 50-65 yas
aras1 kadmnlarda daha sik teshis edilirken vakalarin %90°1 50 yasindan biiyiik
kadinlarda gorilmektedir. Endometrial kansere yakalanan kadmnlarm %90°1
anormal uterin kanamasi ile doktora basvururken yaklasik %75’i ise endometrial
kanserin erken asamalarinda doktora gitmektedirler. Endometrial adenokarsinom
icin ortalama yas 61'dir. Kadinlarin yaklasik %20'sinde menopozdan 6nce tani
konuldugu ve kadmlarin yaklasik %5'inde 40 yasindan once hastalik gelistigi
bildirilmistir. Endometrial kanserlerin yaklasik % 72'si evre I, % 12'si evre 1l, %
13'U0 evre 111 ve % 3'U evre 1V'tur (Sorosky, 2008 ).
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2.6.1. Endometrial Kanser insidansi

Endometrial kanser insidansi1 bolgeler arasinda farklilik gostermektedir. Daha
az geligsmis iilkelerde risk faktorleri daha az yaygindir ve spesifik mortalite daha
yiiksek olmasina ragmen endometrial kanser nadir gortlmektedir. Kuzey Amerika ve
Avrupa'da endometrial kanserin goriilme siklig1 az geligmis tilkelere gore on kat daha
fazladir ve bu bolgelerde endometrial kanser kadin genital sisteminde en sik goriilen
kanser tirtdir ayrica meme, akciger ve kolorektal kanserlerden sonra en sik goriilen
dordiincii kanser ¢esitidir. 3 milyondan fazla kadin niifusuna sahip Belgika'nin Flaman
bolgesinde 2000 yilinda 743 kadina endometrial kanser teshisi konmustur. Flanders'da
ise endometrial kanser kadin popiilasyonunda meme ve kolon kanserlerinden sonra en
stk goriilen tglincli kanser tiirlidlir. Kuzey Amerika'da kadin popiilasyonunda
kanserden oOlumlerin sekizinci en yaygin nedeni endometrial kanser olarak
bildirilmistir. Avrupa'da ise her yil yaklasik 9000 kadina endometrial kanserden
hayatin1 kaybetmektedir. Erken teshis ve tedavi yontemleri mortalite {izerinde 6nemli
bir etkisi olmadigi i¢in, Oniimiizdeki birka¢ yil i¢inde endometrium kanseri
insidansinda ve mortalitesinde 6nemli diistisler beklenmemektedir (Amant ve ark.,
2005; Guleria ve ark., 2021; Sorosky, 2008; Makker ve ark., 2021).

2.6.2. Endometrial Kanserin Histolojik Derecelendirmesi

Endometrial kanser, rahim i¢ zarindan (endometriyumdan) kaynaklanan bir
adenokarsinomdur ve tip 1 ve tip 2 olmak (zere iki ana histolojik tipe ayrilir. Bu iki
gruplandirma, epidemiyoloji, histopatoloji, prognoz ve tedaviye gore farklilik
goOstermektedir. Tip 1 tumorler tum endometrial kanserlerin ~%90'in1 olusturan
endometrioid tipte olan karsinomlardir. Tip 2 timorler ise tum endometrial kanserlerin
~%]10'unu olusturan yiiksek dereceli serdz veya berrak hiicreli tipte olan
karsinomlardir (Sekil 2.5) (Guleria ve ark., 2021).
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Sekil 2.4. Endometrial kanserin histolojik olarak derecelendirilmesi

A) Endometrioid karsinoma B) Karsinosarkoma C) Ser6z karsinoma D) Berrak

hiicreli karsinoma (Yen ve ark.,2019).

Prognoz agisindan, tip 1 timorler tip 2 timorlerden daha iyi bir prognoza
sahiptir, ¢cunku endometrial kanserlere bagh tiim olimlerin yaklasik %40°1 tip 11

tumorli vakalarda gorilmektedir (Guleria ve ark., 2021).

Tip 1 endometrial kanserin Gstrojene bagimli oldugu, nispeten daha geng
kadinlarda ortaya ¢iktigi ve genellikle endometrial hiperplaziden dnce gelistigi 6ne
srilirken, tip 2 endometrial kanserin strojene daha az bagimli oldugu, daha yasli
kadmnlarda ortaya ¢iktig1 ve genellikle endometriyumdaki prekanserdz bir insitu

lezyondan gelistigi belirtilmektedir (Guleria ve ark., 2021).

2.6.2.1. Tip 1 Karsinom

Tip 1 endometrial karsinomlar birincil olarak derece | veya derece Il
endometrioid adenokarsinomlardan olusan endometrioid histolojiye sahiptir (Makker
ve ark., 2021). "Tip 1" karsinomlar veya endometrioid endometrial kanserler,
endometrial kanserlerin %70 ila %80'ini olustururlar. Tip 1 karsinomlar % 5’den daha

az solid bilesene sahiptirler. Iyi farklilasma gosterirler, normal dokuya daha ¢ok
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benzerler ve tipik olarak iyi bir prognoza sahiptirler (Amant ve ark., 2005; Amant ve
ark., 2007; Passarello ve ark., 2019).

Tip 1 tumdrler, genellikle peri-menopozal kadinlarda gelisen ve kompleks ve
atipik endometrial hiperplazi ile birlikte goriilen veya Oncesinde goriilen diisiik
dereceli dstrojenle iligkili endometrioid karsinomlardir. Tip | karsinomlar genel olarak
K-ras, b-katenin, mikrosatellit instabilitesi ve mutasyonlari, PTEN kayb1 ve PIK3CA

mutasyonlari ile karakterizedir (Slomovitz ve Coleman, 2012).

Endometrial intraepitelyal neoplazi (ayrica bilinen kompleks atipik
endometrial hiperplazi), tip I tiimorlerin 6ncii lezyonlar1 olarak kabul edilir ve siklikla

kalinlagmis bir endometrium ile iligkilidir (Sorosky, 2012).

Tip 1 karsinomlar geng, obez ve perimenopozal kadinlarda daha sik
gorilmektedir (Passarello ve ark., 2019). Endometrioid karsinomlar orta derecede
farklilagsma gosterirler yani diisiik dereceye sahip olan timarlerdir ve endometrial
hiperplazinin arka planinda ortaya ¢ikarlar. Bu timorler, erken teshis edildiginde, tip
1 endometrium kanseri olumlu bir prognoz gosterir ve %20 gibi diisiik niiks oranlarina
sahiptirler. 5 yillik sagkalim oranlar1 evre I ve evre II'de sirasiyla %97 ve %80'den
fazladir (Slomovitz ve Coleman, 2012; Amant ve ark., 2005; Amant ve ark., 2007;

Passarello ve ark., 2019).

2.6.2.2. Tip 2 Karsinom

Endometrial kanserlerin yaklagik %10'n ise tip 2 yani yuksek dereceli
lezyonlardir. Tip 2 karsinom, atrofik endometriyum veya endometrial poliplerden
kaynaklanan “ser6z endometrial intraepitelyal karsinom” ile birlikte ortaya ¢ikabilir.
Tip Il karsinomlar ser6z karsinomlar1 (%10) ve berrak hiicreli karsinomlar1 (<%?3)

icerirler (Slomovitz ve Coleman, 2012).

Ostrojenden bagimsizdirlar ve siklikla p53, HER2/neu, p16 ve E-cadherin'de
genetik degisikliklerle karakterize edilirler (Slomovitz ve Coleman, 2012). Tip 2
endometrial kanserler genellikle tip 1 endometrial kanserlerden daha koétl prognoza

sahiptirler ve daha az yaygin olmasina ragmen, endometrial kansere bagl ¢liimlerin
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%44'ini olusturmaktadirlar. Tip 2 tumdorler agresif olarak kabul edilirler (Slomovitz
ve Coleman, 2012).

Tip 1 karsinoma kiyasla daha diisiik 5 yillik genel sag kalim (%55) ile daha
yiikksek niiks oranlarina (yaklasik %50) sahiptir. Cogu durumda miyometriyal
invazyon belirgindir ve vaskuler invazyon yaygmdir (Amant ve ark., 2005; Amant ve
ark., 2007; Passarello ve ark., 2019). Tip 2 tiimorler genellikle yash kadinlari
etkilemektedir ve ince, atrofik bir endometriyumda gelisebilen Afrikali-Amerikali
kadmnlarda daha sik rastlanmaktadir (Amant ve ark., 2005; Amant ve ark., 2007;
Passarello ve ark., 2019). Tip Il endometrial kanser hastaligi olan kadinlarin
epidemiyolojik profili kesin degildir (Amant ve ark., 2005; Amant ve ark., 2007;
Passarello ve ark., 2019).

2.6.3. FIGO Derecelendirme

Endometrial kanserin cerrahi evrelemesi ilk olarak 1988 yilinda 6nerilmis ve
Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) sistemine gore
evrelendirilmistir. Evreleme 2009 yilinda giincellenmistir. Bu evreleme sistemine gore
Evre 1, uterus korpusu ile sinirli olan endometrial kanser i¢in kullanilir. Evre I ayrica
evre 1A (miyometrial invazyon yok veya %50'den az) ve IB (%50'den fazla
miyometrial invazyon) olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu derecelendirme sisteme gore
servikal stromay1 invaze eden ancak uterus ile sinirli kalan tiimorler evre II olarak
tanimlanir. Evre III, uterus ile smirli kalmayan, uterus 6tesine yayilan ancak gergek
pelvisin disina ¢ikmayan tiimori temsil etmektedir. Evre 11 timdrler ayrica evre I11IA
(uterus serozasini invaze eden), evre IIIB (parametrium ve/veya vajinal tutulum
sergileyen) ve evre IIIC1 (pozitif pelvik nodlar) ve 11IC2 (pozitif paraaortik lenf
nodlar1) olarak alt siniflara ayrilmaktadir. Evre 1V ise iki alt sinifa ayrilir: Evre IVA
mesane veya bagirsak mukozasini invaze eden tiimorleri ve Evre 1VB uzak metastazli

tumorleri icermektedir (Faria ve ark.,, 2019).
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Tablo 2.1. Endometrial Kanser Cerrahi Evrelemesi (Faria ve ark., 2019).

Evre |

Evre 1A Miyometriyal invazyon yok veya %50 den az
Evre IB %50'den fazla miyometrial invazyon

Evre 1l Servikal stromay1 invaze eden ancak uterus ile sinirl kalan
Evre 111

Evre IHIA Uterus serozasini invaze eden

Evre 11IB Parametrium ve/veya vajinal tutulum

Evre 11IC1 Pozitif pelvik nodlar

Evre I11C2 Pozitif paraaortik lenf nodlar1

Evre IV

Evre IVA Mesane veya bagirsaga mukozasini invaze eden
Evre IVB Uzak metastazli timorleri

Stage 1A
(endometrium)
Stage 2
Stage 1B (cervix)

(myometrium)

Stage 3A
(ovary)

Stage4B — @

. Stage 4A v
Stage 3B Stage 3C
age tgﬁ (lymph nodes) (bladder or bowel)

(vagina)
5 o

»
A
0

Sekil 2.5. Endometrial kanserin FIGO derecelendirilmesinin sematik resmi

(https:/iteachmeobgyn.com/gynaecology/uterine/endometrial-cancer/).
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2.6.4. Endometrial Kanserin Molekuler Patolojisi

Endometriyum, adet donglisii sirasinda Ostrojen ve  progesteron
dalgalanmalarina yanit olarak yapisal modifikasyona ve 6zel hiicrelerde degisikliklere
ugrar. Endometriumun uzun sireli asir1 Ostrojene maruz kalmasi endometrial
hiperplaziye yol agar, bu da atipik hiperplazi ve sonunda tip-1 endometrial kansere
yakalanma riskini artirir (Amant ve ark., 2007; Matias-Guiu ve Prat, 2013).

Tip 1 karsinomlarinin gelisiminde rol oynayan molekiiler degisiklikler tip 2
karsinomlarindan farklidir. Tip 1 karsinomlarda mikrosatellit instabilitesi (MI) ve
PTEN, K-RAS, PIK3CA ve CTNNB1 (beta-katenin) genlerinde mutasyonlar
gordlirken, tip 2 karsinomlar p53 degisiklikleri, birkag kromozomda heterozigotluk
kayb1 (LOH) ve diger molekiiler degisiklikler (STK15, p16, E-cadherin ve c-erb-B2)
gorilmektedir (Matias-Guiu ve Prat, 2013).

Mikrosatellit instabilitesi, kalitsal polipozis dis1 kolon kanseri (HNPCC) ile
iliskili endometrial kanserin %75'inde ve ayn1 zamanda sporadik endometrial kanserin
%25-30'unda gosterilmistir. Sporadik endometrial kanserde mikrosatellit instabilitesi,
tip 1 karsinomlarda tip 2 karsinomlara gore daha sik goriilmektedir (Matias-Guiu ve
Prat, 2013).

Kromozomun 10qg23.3 iizerinde bulunan PTEN, 6strojen agisindan zengin bir
ortamda en ylksek oranda eksprese edilen bir tiimor baskilayici gendir. Progestajanler
PTEN ekspresyonunu etkiler ve ¢esitli histopatolojik ortamlarda PTEN'le mutasyona
ugramis endometrial hicrelerin invollisyonunu tesvik eder. PTEN, tip 1 endometrial
kanserde en sik degisime ugrayan gendir, tip 2 endometrial kanserde siklikla
mutasyona ugrar ve atipili veya atipisiz endometrial hiperplazilerde de yaygin olarak
gorulir. PTEN bolgesindeki heterezigotluk kaybi (LOH), endometrial kanser
vakalarmin %40'mda goriilmektedir. Somatik PTEN mutasyonlar1 agirlikli olarak tip
1 karsinomda bulunur ve vakalarin %37-61'inde gortlmektedir. Tip 1 endometrial
kanserlerde tipik olarak gorilen PTEN mutasyonlarinin yani sira, tip 1 ve tip 2
kanserlerine 6zgi, ikili bir endometrial karsinogenez modelini destekleyen bagka gen
degisiklikleri de vardir (Amant ve ark., 2005; Amant ve ark., 2007; Matias-Guiu ve
Prat,2013).
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2.6.4.1. Endometrial Kanser PI3K/AKT Sinyal Yolag

Kromozomda 3q26.32 iizerinde bulunan PIK3CA geni, PI3K'nin p110 Kkatalitik
alt birimini kodlar. PIK3CA'daki mutasyonlar endometrial kanserde PI3K-AKT sinyal
yolunun degismesine yol agmaktadir. Son zamanlarda yaymlanan makalelerde
endometrial kanserde PIK3CA geninde mutasyon goriilme sikliginin arttigi
bildirilmistir. Mutasyonlar agirlikli olarak helikal (ekzon 9) ve kinaz (ekzon 20)
alanlarinda yer alir, ancak ekzon 1-7'de de gorulebilir. PIK3CA mutasyonlar1 vakalarin
%24-39'unda ve siklikla PTEN mutasyonlar1 ile birlikte gorilmektedir. PIK3CA
mutasyonlari, Ozellikle ekzon 20'de ve miyometriyal invazyon gibi olumsuz
prognostik faktorlerle iligkilendirilmistir. PIK3CA mutasyonlar1 ilk olarak tip 1
karsinomlarda tanimlanmasina ragmen, tip 2 karsinom ve mix endometrial

karsinomlarda da gorilmektedir (Matias-Guiu ve Prat, 2013).

PI13K (phos-phatidylinositol 3-kinase) katalitik alt birim (p110) ve dlzenleyici
alt birimden (p85) olusan heterodimerik bir enzimdir. Farkli yapiya, substrat
Ozgiilliigiine ve lipid iirtinlerine sahip 3 tane PI3K smifi vardir. Smif IA PI3K'ler en
cok calisilanlardir ve genis ¢apta kanserle iliskilendirilirler. Sinif IA PI3K, reseptor
tirozin kinazlar (RTK), G proteinine bagl reseptorler ve RAS gibi baz1 onkogenler
tarafindan aktive edilir. Aktive edilmis PI3K, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat1
[P1(4,5)P2] fosforile eder ve onu fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfata [P1(3,4,5) P3]
dontstiiriir. PI1(3,4,5)P3, PDK1 ve AKT gibi proteinlerin plekstrin homoloji alanina
baglanir ve onlar1 plazma zarma alir. Bu siireg, PI(3,4,5)P3'i tekrar PI(4,5)P2'ye ve
P1(3,4)P2'yi tekrar PI(3)P'ye doniistiiren timor baskilayicilar PTEN ve INPP4B
tarafindan negatif olarak diizenlenir. AKT, plazma zarmna geldiginde, sirasiyla 308 ve
473 pozisyonlarindaki serin ve treonin kalintilarinin fosforilasyonu yoluyla aktive
edilir. Aktive edilmis AKT, hiicresel biiyiimeyi, metabolizmay1, proliferasyonu, gocii,
apoptozu ve anjiyogenezi destekleyen bir asagi akis sinyal olaylar1 dizisini baglatir.
PI3K/ AKT/ mTOR artisina yol agan genetik degisiklikler sinyali hem tip 1 hem de tip
Il endometrial kanserde yaygindir. AKT mutasyonlar1 da, tip I endometrial kanserin
yalnizca %2'sinde tanimlanmistir. RTK'lardaki degisiklikler de endometrial kanserde
siktir ve HER2'nin amplifikasyonunu, fibroblast biiyiime faktorl reseptori 2'nin

(FGFR2) mutasyonunu, EGF reseptoriiniin asir1 ekspresyonunu ve kompleks, atipik
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hiperplazi ve tip | endometrial kanserde instilin benzeri blyume faktori reseptord 1'in

asir1 ekspresyonunu igerir (Matias-Guiu ve Prat, 2013).

KRAS'taki aktive edici mutasyonlar da agirlikli olarak tip 1 endometrial
kanserde tanimlanmistir ve dogrudan PI3K'nin p110 alt birimini aktive eder (Matias-
Guiu ve Prat, 2013).

2.6.5. Risk Faktorleri

Risk faktorli, bir hastalifa yakalanma olasiligini artiran nitelikler ve
ozelliklerdir. Endometrial kanser soz konusu oldugunda, en 6nemli risk faktorleri
arasinda yas, irk, metabolik sendrom, asir1 6strojen maruziyeti ve endometrial kansere

genetik yatkinlik yer almaktadir (Guleria ve ark., 2021; Makker ve ark., 2021).

2.6.5.1. Yas

Endometrial kanser, siklikla menopoz sonrasi kadinlar1 etkileyen, tan1 aninda
ortalama yas 60 olan bir hastaliktir. En yiiksek yasa 6zgii insidans 75 ila 79 yas
arasindadir ve vakalarm %85'1 50 yasindan sonra ve sadece %5'1 40 yasindan dnce

meydana gelmektedir (Guleria ve ark., 2021; Makker ve ark., 2021).

2.6.5.2. Irk

Endometrial kanserin iilkelere gore oranlar1 Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupa'da en yiliksek, Dogu Avrupa ve Latin Amerika'da daha diisiik ve Asya ve
Afrika'da en diisiik oldugu i¢in, kadin irklarmin endometrial kanser gelisiminde 6nemli
bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu oranlara katkida bulunabilecek faktorler arasinda
niifusun genel yaslanmasina ek olarak obezite prevalansi, metabolik sendromlar ve
hormon replasman tedavisi sayilabilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, beyaz
kadmlarin yasam boyu endometrial kanser gelistirme riski Afrikali ve Amerikal
kadinlardan daha yiiksektir (sirasiyla %2.88 ve %1.69). Bununla birlikte, Afrikali ve
Amerikali kadinlarin, beyaz kadinlara kiyasla tan1 aninda tip 2 tumorlere ve ileri
evreye sahip olma olasilig1 daha yiiksektir (Guleria ve ark., 2021; Makker ve ark.,
2021).
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2.6.5.3. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom ig¢in risk faktorleri arasinda yiliksek tansiyon, yiiksek
trigliseritler, diisik HDL kolesterol, merkezi obezite yani karin ¢evresinde asiri
yaglanma ve yiiksek kan sekeri yer almaktadir. Tip 2 diyabet ve hipertansiyon,
epidemiyolojik olarak artan endometrial kanser riski ile iligkilendirilmistir; ancak bu
riskin eszamanli obezite ile iliskili oldugu disiiniilmektedir (Raglan ve ark., 2019;
Setiawan, 2013; Makker ve ark., 2021).

2.6.5.4. Asint Ostrojene Maruz Kalma

Uzun sire asir1 Ostrojene maruz kalma (6strojen replasman tedavisi, kronik
anoviilasyon veya tamoksifen tedavisi gibi) ve > 55 yas endometrial kanser vakalar1
icin cok iyi bilinen risk faktoridir (Makker ve ark., 2021). Ostrojene maruz kalma
hem eksojen hem de endojen formlardan gelebilir. Hormon replasman tedavisi
Ostrojene eksojen maruz kalma iken endojen Ostrojene maruz kalma, kronik
anoviilasyon, 6strojen Ureten timdorler ve obezite ile ortaya ¢ikabilir (Dossus ve ark.,
2010; Raglan ve ark., 2019; Setiawan, 2013; Makker ve ark., 2021).

Hormon Replasman Tedavisi

Menopoz semptomlarmi kontrol etmek icin ila¢ yoluyla 6strojenin yerine
konmasi, eksojen Ostrojen maruziyetine 6rnekler arasinda yer almaktadir. Karsiliksiz
Ostrojen replasmani endometrial kanser gelisme riskini 20 kata kadar artirabilir. Bu

risk, progestinlerin es zamanl kullanimiyla 6nemli 6l¢iide azalmaktadir (Guleria ve

ark., 2021; Passarello ve ark., 2019; Makker ve ark., 2021).

2.6.5.5. Genetik yatkinhk

Bazi1 germ hatti mutasyonlar1 EK riskini artirir ve bunlar arasinda en giiclii
iliski Lynch sendromunda goriilmektedir. Bu otozomal dominant sendrom, yanlis
eslesme onarimi (MMR) genlerinden birinde germ hatti mutasyonu ile
karakterizedir. Germ hatt1 mutasyonlarinin meydana geldigi MMR genleri ise;
MLH1 (MutL homologue 1'i kodlayan), MSH2 (MutS homolog 2'yi kodlayan),
MSH6 (MutS homolog 6'yi kodlayan) veya PMS2 (postmeiotic segregation
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increased 2'yi kodlayan)’ dir. EK'lerin yaklasik %3'i Lynch sendromuna baglidir.
44 ve 70 yasina kadar tahmini yasam boyu EK riski MLH1 mutasyonu olan
kadmlar i¢cin ~%46-54, MSH2 mutasyonu olan kadinlar i¢cin %21-51, MSH6
mutasyonu olan kadmlar i¢in %16-49 ve PMS2 mutasyonu olan kadinlar igin %13-
24'tur (Dossus ve ark., 2010; Raglan ve ark., 2019; Setiawan, 2013; Makker ve
ark., 2021).

Endometrial kanser hastalarinda siklikla goriilen bir diger mutasyon ise
PTEN geninde meydana gelen mutasyonlardir. PTEN'deki somatik mutasyonlar
sporadik EK'de yayginken, germline PTEN mutasyonlar1 nadirdir ve Cowden
sendromu ile iligkilidir. Cowden sendromu, diger hastaliklarin yani sira meme
kanseri, tiroid kanseri ve EK riskinde artis ile karakterizedir. Cowden sendrom’lu
kadmlarda yasam boyu EK riski ise 28'e kadar yiikselmistir (Dossus ve ark., 2010;
Raglan ve ark., 2019; Setiawan, 2013; Makker ve ark., 2021).

BRCA germline mutasyonlar1 ile EK riski arasindaki iligki, 6zellikle serdz
karsinomlar igin tartismali olmaya devam etmektedir. KigUk, retrospektif
calismalarda BRCA1 mutasyonlari ile uterus serdz kanseri arasinda bir baglanti
oldugu 6ne siiriiliirken, diger ¢aligmalarda boyle bir risk tespit edilmemistir. Buna
ek olarak, bir¢ok calisma yalnizca Askenaz Yahudi popiilasyonunu igerdiginden
veya tamoksifen maruziyeti ile karistirildigindan, sonuglarin yorumlanmasi
zordur. Yapilan baska bir c¢alismada, histerektomi olmaksizin risk azaltici
salpingo-ooforektomi uygulanan BRCA1-pozitif hastalarda serdz ve ser6z benzeri
EK riskinde artig saptanmigtir. BRCA1 mutasyonu olan 627 hastanin 4'linde ser6z
veya serdz benzeri EK gelismistir (70 yasina kadar bu karsinomlarm gelisme riski
%2,6-4,7'dir). Ancak, bu veriler yalnizca dort vakaya dayandigindan, BRCA
mutasyonu tastyicilarinda risk azaltici histerektominin kullanimma iligkin kesin
onerilerde bulunmak miimkiin degildir. EK'l1 1.170 kadin iizerinde germline panel
testi yapilan bagka bir calisgmada ise, dort kadinda BRCA1 mutasyonu (biri serdz
karsinomlu ve biri Kkarsinosarkomlu) ve Uclinde BRCA2 mutasyonu (hepsi
endometrioid histolojili) saptanmistir. Bu bulgular, EK’l1 se¢ilmemis hastalardan
olusan bu kohortta germline BRCA mutasyonlarinin diisiik insidansina isaret

etmekte ve BRCA mutasyonlar1 olan hastalarda profilaktik histerektomileri hakl
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¢ikarmak i¢in yeterli veri saglamamaktadir (Dossus ve ark., 2010; Raglan ve ark.,
2019; Setiawan, 2013; Makker ve ark., 2021).

2.6.5.6. Obezite

Obezite, endometriumun malign karsinomuna doniisen hiperplazi i¢in en
belirgin risk faktoriidiir. Obezitenin, adipoz hiicrelerde androjenlerin Ostrona asiri
periferik doniisiimii nedeniyle endometrial kanser riskine katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Bu ek dstrojen, endometrial astarin artmis proliferasyonuna neden
olur ve siklikla karsinogenezise yol agmaktadir. Ayrica, obez, premenopozal
kadmlarim endometrial kanser i¢in baska bir risk faktorii olan kronik anovilasyondan

muzdarip olma olasilig1 daha yiiksektir (Passarella ve ark., 2019).

2.6.6. Endometrial Kanser Prognostik Parametreler

2.6.6.1. Yas

Endometrial kanserli geng¢ hastalarda siklikla over disfonksiyonu, kronik
anoviilasyon, infertilite, obezite ve polikistik over sendromu gibi 6strojen veya
hormonla iligkili bozukluklar goériilmesinden dolay1r yaslh kadmnlara gore daha iyi
prognoza sahip olma egilimi gosterirler. Yas > 63 olan endometrial kanserli hastalarda
genel sagkalim orami daha diistiktiir. Yash hastalarda koétu prognoz, derece 3
timorlerin veya elverissiz histolojik alt tiplerin daha yiiksek oranda gorilmesiyle
iligkilidir (Uharcek, 2008).

2.6.6.2. Parite

Obezite, dogum yapmama ve ge¢ menopoz klasik olarak endometrial kanser
ile iliskilidir. Bir hasta nullipar ve obez ise ve 52 yasinda veya daha sonra menopoza
girerse, endometrial kanser gelisme riskinin bes kat arttigi goriilmektedir. Dogum
yapmamis kadinlarda 5 yillik sagkalimda %57'lik bir azalma bildirilmistir, bu oran bir
veya daha fazla dogum yapmis hastalarda %81'dir, ancak bu verileri destekleyen bagka

bir ¢aligsma bulunmamaktadir (Uharcek, 2008).
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2.6.6.3. Histolojik Tip

Endometrial kanser temelde iki grup olacak sekilde tanimlanmustir. Ik grup
olan tip 1, yaklasik %80'1 iyi sinirli olan ve iyi, farklilasmis tiimorlerle karakterizedir.
Bu hastalar genellikle olumlu sonuglara sahiptir; evre 1 hastalik i¢in 5 yillik sagkalim
oran1 %86'dir. Buna karsilik, ikinci grup yani tip 2 endometrial kanserler daha agresif
tumorlerdir ve erken dénemde myometriyum ve vaskiiler bosluklara invazyon ve buna
bagli olarak ileri evre hastalik ve yiiksek tiimor dereceli nonendometrioid histoloji; ve

yiiksek mortalite orani tagirlar (Uharéek, 2008).

Skuamd@z diferansiyasyonlu adenokarsinom (endometrial kanserlerin yaklasik
%25'1) endometrioid karsinomun bir varyantidir ve glandiiler komponentin derecesi bu
tiimorler i¢in prognostik bir gostergedir. Villoglandiiler adenokarsinomlar, davranista
onemli bir fark olmaksizin endometrioid adenokarsinomun bagka bir varyantini temsil
eder. Miisinoz karsinomlar genellikle diisiik dereceli ve minimal invazivdir ve iyi bir

prognoza sahiptirler (Uharcéek, 2008).

2.6.6.4. Histolojik Derece

Endometrial kanserin histolojik olarak derecesi, prognoz, evre, lenf diiglimii
metastaz1 ve miyometrial invazivite ile giiclii bir sekilde iliskilidir. Endometrioid
olmayan karsinomlar ylksek dereceli tumorler olarak kabul edilir ve bu nedenle
derecelendirilmeleri gerekmez. Derece, tedaviye yonelik klinik kararlarda uygulanan
prognostik faktorlerden biridir. En sik kullanilan derecelendirme kriterleri FIGO ve
Diinya Saglik Orgiitii'niin kriterleridir. 1. derece tiimérlii hastalarda %94, 2. derece
timorli hastalarda %84 ve 3. derece tiimorlii hastalarda %72 bes yillik sagkalim

oranlar1 bildirilmistir (Uharéek, 2008).

2.6.6.5. Myometrial Invazyon

Myometrial invazyon, sonucun bagimsiz bir belirleyicisidir ve derin

myometrial invazyon kotli sagkalim orani ile iliskilidir (Uharéek, 2008).

Klinik evre | endometrioid karsinomlu 400' den fazla hasta tizerinde yapilan

bir caligmada, tlimor endometriumla smirli oldugunda 5 yillik sagkalim %94, tiGmor
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miyometriyumun ig¢ ligte birine yayildiginda %91, timdr miyometriyumun orta lgte
birine yayildiginda %84’ tiir. Tiimdr miyometriyumun dis tigte birine yayildiginda ise

5 yillik sagkalim %59 olarak bulunmustur (Uharcek, 2008).

2.6.6.6. Vaskiiler invazyon

Uterusun lenfatik veya vaskiiler bosluklarinda metastaz varligi, lenfovaskiiler
bosluk tutulumu (LVSI), hastaligin niiksetmesi ve kotii sagkalim i¢in 6nemli bir
prognostik faktordiir ve histolojik derece veya miyometriyal invazyon derinliginden
bagimsizdir. LVSI'nin endometrium kanserli hastalarda pelvik lenf nodu metastazlar1
icin de 6dnemli bir prognostik faktor oldugu gosterilmistir. LVSI varligi, tim FIGO
dereceleri ve myometrial invazyon derinlikleri icin LVSI olmayan kanserlere kiyasla

pelvik lenf nodu metastazi oranini 6nemli dlgiide artirmaktadir (Uharcek, 2008).

2.6.7. Endometrial Kanser Teshis ve Tedavisi

Endometrial kanser stiphesi olan kadinlarda iki tetkik zorunludur: transvajinal
ultrason taramasi ve endometrial biyopsi. Transvajinal ultrason taramasi endometrial
kanser igin dogru ve kesin bir tarama yontemidir. Transvajinal ultrason ile
endometrium kalinligin hesaplanmasinin transabdominal ultrasona gore daha kolay
oldugu 339 hasta iizerinde yapilan retrospektif bir ¢alismada ortaya konmustur.
Anormal endometrium kalinlagsmasini tanimlamak i¢in 5 mm esik degerini kullanan
35 ¢alismanin meta-analizi, kanserli kadinlarin %96'sinda endometrium kalinlig1 5
mm'den blyiiktiir; calismada negatif olasilik orani 0,08 olarak bildirilmistir.
Transvajinal ultrason, karsinomatéz hastaligt olmasi muhtemel olmayan
(endometrium kalinhigr <5 mm) vajinal kanamasi olan postmenopozal kadinlari
belirlemede de oldukca guvenilir bir yontemdir. Bu da gereksiz endometrial
orneklemeden kagmilabilecegi anlamina gelir. Endometrial patoloji varliginda 4-5
mm’ den az endometrial kalinligin ¢ok diisiik ancak ihmal edilemeyecek bir malignite
riski olusturdugu sonucuna varilmis olsa da, 9031 hastadan elde edilen verilerin meta-
analizi, bu durumun meme karsinomu nedeniyle dizenli HRT veya tamoksifen
kullanan hastalar i¢gin gegerli olmadigi sonucuna varmustir. Yakin zamanda yapilan bir
meta-analiz, HRT kullanan hastalarda anormal transvajinal ultrason sonucunun
ozgiilliigliniin  %92'den %77'ye distiigiinii gostermistir. Bu hastalar i¢in st

endometrial kalinlik sinir1 asemptomatikse 8 mm'dir, ancak hastada vajinal kanama
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varsa ve endometrium kalinligi1 5 mm'den fazlaysa hastadan biyopsi 6rnegi alinmalidir
(Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

Endometrial kanserin kesin tanisi histolojik olarak yapilmaktadir. Endometrial
doku 6rnegi ya jinekoloji polikliniginde Pipelle kiireti kullanilarak ya da genel anestezi
altinda histeroskopi ve dilatasyon ve kiiretaj ile elde edilebilir. 13 tanisal
degerlendirmenin sistematik bir incelemesi, yeterli 6rnek elde edildiginde Pipelle
biyopsisinin genel olarak ylksek tanisal dogruluga yol ac¢tigin1 gostermistir (test
sonrast endometrial kanser olasiligi; pozitif bir test icin %81.7 ve negatif bir test igin
%0.9). Bu bulgular, biyopsi sonucunun negatif olmasina ragmen semptomlarin devam
ettigi anormal uterin kanama vakalarinda ileri degerlendirmeyi tesvik etmektedir.
Anormal uterin kanamas1 olan kadmlarda endometrial kanser ve hiperplazi tanisinda
histeroskopinin dogrulugu, 26.346 kadina ait verilerin sistematik olarak godzden
gecirilmesiyle belirlenmistir. Pozitif histeroskopi sonucu (olabilirlik oran1 %60.9), test
oncesi %3.9 olan kanser olasiligin1 %71.8'e ylkseltirken, negatif histeroskopi sonucu
(olabilirlik oran1 %0.15) kanser olasiligmi %0.6'ya diisiirmiistiir. Ilging bir sekilde,
postmenopozal kadinlar arasinda ve ayakta tedavi ortaminda endometrial kanser igin
tanisal dogruluk daha yiiksek olma egilimindedir (Amant ve ark., 2007; Braun ve
Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

Kilavuzlarda belirtildigi iizere, endometriyum kanseri teyit edilen hastalarin
derhal uzmanlasmis bir jinekolojik onkoloji merkezine sevk edilmesi gerekmektedir.
Bu merkezlerde, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gorintileme (MRG)
gibi ileri goriintiileme yontemleri uygulanarak hastaligin boyutu degerlendirilir ve
evrelemeye gore en uygun yonetim planlanir. Uzman bir ekip tedavi tiirlinii (cerrahi
veya cerrahi olmayan yaklasim) segecek ve goriintiileme sonuglarma dayanarak
adjuvan tedavinin uygunluguna karar verecektir. MRG, myometrial invazyonun
derinligini, pelvik lenf nodu biiylimesini ve servikal invazyon varhgini
degerlendirebilir. Endometrial kanserin evrelendirilmesinde bilgisayarli tomografi,
ultrason ve MRG'in kullamishhigini karsilastiran 47 ¢aligmanin meta-analizi,
kontrastll dinamik MRG'nin timdr metastaz1 riski yiiksek hastalar1 ve lokal
lenfadenopati varligini belirlemede en giivenilir yontem oldugunu ortaya koymustur.
Bilgisayarli tomografi esas olarak pelvis disindaki hastaligi tespit etmek i¢in kullanilir

(Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).
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2.6.7.1. FIGO evre | Tedavi

Hastalarin yaklagik %80'i evre I hastalikla basvurur ve cerrahi olarak total
abdominal histerektomi ve bilateral salpingo-ooforektomi ile tedavi edilebilir. Para-
aortik ve pelvik lenf nodlarinin palpasyonu ve goriintiilenmesi timor yayilimini
degerlendirebilir. Jinekolojik onkoloji grubu tarafindan yapilan bir ¢aliymada 621
hastanin histopatolojisi incelenmis ve klinik olarak endometrial kanseri rahimle sinirl
olan kadinlarin yaklasik %10' unda lenf nodu metastazi bulunmustur (Amant ve ark.,
2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

Birlesik Krallik'ta, evre I hastaligi olan kadinlarda total abdominal histerektomi
ve bilateral salpingo-ooforektomi ile birlikte pelvik lenfadenektomi rutin olarak
uygulanmamaktadir. Bu durumu, iki randomize kontrollii ¢alismadan elde edilen
verileri bir araya getiren ve evre I hastaligi olan kadinlarda lenfadenektominin degerini
daha derinlemesine inceleyen Cochrane Collaboration incelemesi tarafindan
desteklenmektedir. Lenfadencktomi yapilmamasi sonucunda sagkalim faydasi veya
hastaligin niiksetme riskinde azalma oldugunu destekleyen bir kanit bulanamamistir
(Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021). Ancak Amerika
Birlesik Devletlerinde bunun tam tersi gegerlidir ve pelvik lenfadenektomi rutin
olarak total abdominal histerektomi ve bilateral salpingo-ooforektomi ile birlikte
uygulanmaktadir. 1988-2001 yillar1 arasindan yapilan, 39.396 hastay1 kapsayan genis
bir retrospektif gozlemsel ¢alismada lenfadenektomi yapilan hastalarla yapilmayanlar
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler lenfadenektominin evre |
derece 3 hastalik ve daha ileri endometrioid uterus kanserleri igin tavsiye edilebilir
oldugunu gostermektedir (Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve
ark., 2021).

Birlesik Krallik yaklagimini iki randomize kontrollii calismadan elde edilen
ancak toplamda sadece 1945 hastayr kapsayan verilere dayandirirken, ABD'nin
arglimani daha zayif bir tasarima sahip olan ancak ¢ok daha fazla sayida hastanin
sonuglarini igeren bir ¢alismadan elde edilen bulgulara dayanmaktadir. Cochrane
Collaboration derlemesinin sonuglarina gore, lenfadenektomi énemli dlciide kisa ve
uzun vadeli morbidite ile iliskilidir. Intraoperatif siireyi uzatir, dolayistyla derin venoz

tromboz ve pulmoner emboli riskini artirir ve lenfédem ve pelvik lenfokist olusumu
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riskini artirir. Bununla birlikte, faydali prognostik bilgiler saglar ve lenf nodu
orneklemesinin varsa faydalarini degerlendirmek i¢in daha fazla randomize ¢caligmaya

ihtiya¢ vardir (Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

2.6.7.2. FIGO evre I1-1V Tedavi

Evre II hastaligin tedavisi genisletilmis veya modifiye radikal histerektomi,
bilateralalpingo-oferektomi ve lenf nodu diseksiyonu ile yonetilir. Maksimal cerrahi
sitorediiksiyon, sagkalim avantaji sagladig1 i¢in cerrahi i¢in uygun aday olan hastalara
onerilmektedir. ESMO (Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi)' ya gore, yalnizca pozitif
peritoneal sitoloji temelinde evre III hastalig1 olan hastalar, diger klinikopatolojik
verilere dayanarak evre I veya II hastaligi olan hastalar gibi tedavi edilir, ¢ilinkii pozitif
sitolojinin bagimsiz bir prognostik gosterge oldugu bulunmamistir (Amant ve ark.,
2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

2.6.7.3. Endometrial Kanserde Cerrahi Tedavi

Endometrial kanserin cerrahi tedavisi total abdominal histerektomi,
bilateralalpingo ooferektomi ve periton yikamalarini igermektedir. Bazi durumlarda
pelvik ve para-aortik lenfadenektomi ve omentektomi yapilabilir. Cerrahi agik,
laparotomi (transvers veya orta hat insizyonu ile giris) veya laparoskopik (normal veya
robot yardimli) olabilir. Iki kapsamli meta-analiz ve bir nicel inceleme, bu iki cerrahi
secenek arasinda niiks ve sagkalim agisindan anlamli bir fark olmadigmi gostermistir

(Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

2.6.7.4. Endometrial Kanserde Radyoterapi ve Kemoterapi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen verilere gore genel fikir birligi,
radyoterapinin erken evre diisiik riskli hastalik i¢in etkin bir rolii olmadig1 yoniindedir.
Geleneksel olarak, eksternal pelvik radyoterapi, genellikle vajinal brakiterapi ile
birlikte, erken evre yiiksek riskli hastaligi olan hastalar igin tercih edilen adjuvan
tedavi olmugtur. ASTEC/EN tarafindan yapilan 5 ¢alisma grubu tarafindan yapilan ve
GOG (392 hasta) ve PORTEC (714 hasta) ¢alismalar1 olmak iizere iki randomize
kontrollii galismadan elde edilen verileri analiz eden bir meta-analiz, adjuvan eksternal

151n radyoterapisi alan erken endometrium kanserli (FIGO evre IA-C, herhangi bir
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derece ve histolojik alt tip) hastalar icin genel, hastalifa 6zgii ve hastalia 6zgi
niikssiiz sagkalim agisindan hicbir fayda saglamadigini bildirmistir. Bu bulgular, evre
IC ve evre 3 hastalik gibi birden fazla yiiksek risk 6zelligi olan hastalarda radyoterapi
kullanimmi destekleyen meta-analizlerden ve kantitatif analizlerden elde edilen
sonuclara dayanan 6nceki egilimleri kesin olarak ¢urttmektedir (Amant ve ark., 2007;
Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

Evre | hastalikta kemoterapinin etkisi heniiz net degildir. Evre I veya II
hastaligi olan hastalarla yapilan farkli ¢alismalardan (prospektif, retrospektif ve
randomize kontrolli ¢alisma) elde edilen son veriler, kemoterapinin yiiksek dereceli
hastalik, lenfovaskiiler alan tutulumu veya %50'den fazla miyometriyal invazyon gibi
yiiksek risk ozellikleri olanlarda sagkalimi artirabilecegini diisiindiirmektedir. Erken
evre ylksek riskli hastalik i¢in radyoterapi ve kemoterapi arasinda fark olmadigi 345
hastay1r kapsayan randomize kontrollii bir ¢alismada bildirilmistir, ancak g¢aligma
hastalarinin sadece iigte birinde erken evre hastalik oldugu i¢in bu tartigmali bir

bulgudur (Amant ve ark., 2007; Braun ve Grumbo, 2016; Guleria ve ark., 2021).

2.7. Betulinik Asit

Betilinik asit, molekiil agirligi 456.3603 olan C30H1s03 molekiler formuliine

sahip triterpen grubunun bir Gyesidir (Cichewicz ve Samir, 2004).

Lupan tipi triterpen olan betulinik asit, bitkiler aleminde yaygin olarak
bulunmaktadir. Dogada hem betiilinik asidin hem de betulinin en yaygin olarak
bildirilen kaynaklarindan biri beyaz hus agacidir. Hus agaci disinda bilinen diger
betilinik asit kaynaklar1 arasinda Ziziphus spp. (Rhamnaceae), Syzygium spp.
(Myrtaceae), Diospyros spp. (Ebenaceae) ve Paeonia spp. (Paeoniaceae) yer

almaktadir (Cichewicz ve Samir, 2004).
2.7.1. Betiilinik Asit izolasyonu
Betilinik asit (BA) ve diger ilgili triterpenoidlerin elde edilmesi i¢in ¢ok sayida

ekstraksiyon ve izolasyon semasi kullanilmaktadir. Genel olarak ekstraksiyon igin,

kuru bitki materyali CHCI3 (aglikonlar igcin), MeOH (hem aglikonlar hem de glikosile
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tirevler icin) veya H-0 ile ekstrakte edilir. Polar olmayan maddeleri uzaklastirmak
icin ekstraksiyondan once bitki hekzan ile yagdan arindirilmalidir. Elde edilen
ekstraktlar kurutulabilir ve diger ¢oziiciilerle daha fazla ekstrakte edilebilir veya

dogrudan kolon kromatografisine tabi tutulabilir (Cichewicz ve Samir, 2004).

Diger BA kaynaklarina kiyasla bitki kabugunda diisiik miktarda BA igerigi
nedeniyle, BA'nin bitkilerden ekstraksiyon orani sadece %2'dir (Jiang ve ark., 2021).

2.7.2. Betulinik Asit Cozuculeri

BA, metanol, etanol, kloroform ve eter gibi organik alkollerde sinirl
¢ozunurliik gosteren beyaz kristalli yapida bir katidir (Sekil 2.4). BA; H2O, petrol eteri,
DMF, DMSO ve benzende diisiik ¢oziiniirlige sahiptir. BA piridin ve asetik asitte
yuksek oranda ¢ozinir (Cichewicz ve Samir, 2004).

)

%,

Sekil 2.6. Betllinik asit kimyasal yapis1 (Fulda 2008).

2.7.3. Betulinik Asit Kanser Iliskisi

BA timor blylmesini secici olarak inhibe edebilmesi ve hiicre apoptozunu
indiikleyebilmesi gibi Ozellikleriyle son yillarda dikkat ¢ekmektedir. Daha Once
yapilan ¢aliymalarda BA’nin kolorektal kanser hiicrelerinde otofajinin bir diizenleme
faktori olan AKT-mTOR'un fosforilasyonunu inhibe ettigi ve kolorektal kanser hiicre
Olimiinii indiikledigi gosterilmistir. Safra kesesi kanseri NOZ hiicre hattina BA

eklendiginde, stearil CoA desatiirasyon enzimi 1'in mRNA ve protein seviyelerinin
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doza baglh bir sekilde asagi regiile edildigi gosterilmistir. Arastrmacilar HelLa
hiicrelerini taramak igin ubikitin dizileri kullanmig ve BA'nin 49 farkli proteinin
dokuzunda ubikitinasyon seviyelerini azaltabildigini ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), glukoz tastyici 1 ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii gibi hipoksi
ile indiklenebilir faktor-1'in  hedef genlerinin ekspresyonunu baskiladigmi
bulmuslardir (Fulda, 2008; Jiang ve ark., 2021; Mullauer ve ark., 2011).

Zhang ve ark. (2016) BA’nin kanser tedavisinde umut verici bir antitimaor
reaktifi oldugunu gostermislerdir. Ayrica normal hiicrelere ve dokulara karsi

sitotoksisite olmaksizin se¢ici huicre 6limune aracilik ettigini gostermislerdir.

Mullauer ve ark. (2011) BA’y1 denek hayvanina lipozomlar iginde vermisler
ve BA’nin sistemik toksisiteye neden olmadan insan akciger ve kolon kanserlerinin

blylimesini azalttigin1 gdstermislerdir.

Yapilan bir arastirmaya gore, asir1 ostrojen seviyesi meme kanserinin birincil
etiyolojisidir ve dstrojen sinyali meme kanseri hucrelerinin buytimesi i¢in dnemlidir.
ER (Gstrojen resoptorll), meme kanserinin erken evrelerinde siklikla asir1 eksprese
edilir. Luo ve ark. (2016) yaptiklari calismada, BA’nin ER-pozitif meme kanseri MCF-
7 hiicre hattinda 6strojen sinyalini bloke etmek icin dstrojen reseptoriinu inhibe ettigini

gostermiglerdir.

2.7.4. Betiilinik Asit’in Apoptoz Uzerindeki Etkileri

Mitokondri, hiicre proliferasyonu ve apoptoz ile yakindan iliskili olan 6nemli
bir hiicre ici reaktif oksijen turt (ROS) kaynagidir. Asirt ROS tiretimi oksidatif strese
yol acarak DNA'ya, proteinlere veya lipitlere zarar verebilir ve apoptotik veya nekrotik
hiicre 6limine yol agabilir. Giincel ¢aligmalar ROS'un kanser, norodejeneratif
hastaliklar ve inflamasyon gibi bir¢ok hastalikla iligkili oldugunu gdstermistir. BA,
ROS iiretir ve mitokondriyal membran potansiyelini azaltir; mitokondriyal membranin
mitokondriyal ge¢irgenlik geg¢is gdzenegi, ROS'un apoptoz sinyal iletiminde 6nemli
rol oynar. Mitokondriyal membran depolarizasyonu sonunda apoptotik sinyal yolunu
aktive edebilir (Jiang ve ark. 2021).
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2.8. Apoptoz

Apoptoz, embriyogenez ve yetiskin doku homeostazi gibi fizyolojik streclerde
kilit bir rol iistlenen, ayni zamanda tiimor baskilayict bir mekanizma roliiyle de
taninan, siki bir sekilde diizenlenmis ve evrimsel olarak korunmus bir hiicre 6liim
programini temsil etmektedir (Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Séez,
2018).

Apoptoz mekanizmasi hiicrede membran kanamasi, hiicre boyutunda azalma,
niikleer pargalanma, kromatin yogunlagmasi, hiicre yiizeyinde fosfatidilserin agiga
cikmas1 ve apoptotik cisim olusumu gibi morfolojik degisikliklere neden olmaktadir.
Apoptozun baslamasindan hiicrenin tamamen yok olmasina kadar gegen siire saatler
(16-24 saat) hatta giinler alabilir. Indiikleme mekanizmasindaki uyaranin
konsantrasyonundaki ve hiicre tipindeki farkliliklar apoptotik zaman dilimini

kisaltabilir (Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018).

Apoptoz hem fizyolojik hem de patojen kaynakli ¢esitli uyaranlar ve kosullar
tarafindan indiiklense bile genel olarak ya intrinsik ya da ekstrinsik bir yolla baslatilir

(Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Séaez, 2018).

2.8.1 Apoptozda intrinsik Yol

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen intrinsik yolda, hiicre blytme
faktorii veya besin yoksunlugu, DNA hasar1 ve endoplazmik retikulum stresi gibi
hiicre i¢i stres faktorlerini algilar ve mitokondriyal dis membran permeabilizasyonunu
(MOMP) igeren bir siiregle kendini 6ldiiriir. Bu siire¢ omurgalilarda Bcl-2 protein
ailesi tarafindan kontrol edilir ve diizenlenir (Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve
Garcia-Séaez, 2018).

MOMP, kaspaz kaskadini aktive etmek amaciyla sitokrom ve SMAC/DIABLO
gibi proapoptotik faktorlerin mitokondriden sitozole salinmasma izin verir. MOMP
genellikle apoptotik yolakta geri doniisii olmayan nokta olarak kabul edilmektedir
(Biermann ve ark., 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018). MOMP'den sonra,

kaspaz aktivasyonu genellikle dakikalar i¢inde gergeklesir ve bdylece hiicre 6limine
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yol acar (Biermann ve ark., 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Séez, 2018). Mitokondriden
sitozole salman sitokrom C apoptotik proteaz aktive edici faktdr 1'in (APAF-1)
heptamerik bir forma oligomerizasyonunu tesvik eder. APAF-1, sitokrom ¢, APAF-1
ve prokaspaz-9'dan olusan biiyiik bir kompleks olan apoptozomu olusturmak igin
prokaspaz-9'un CARD" ile etkilesime giren bir kaspaz giiglendirme alan1 (CARD)
icerir. Apoptozom iginde, apoptoz baslaticis1 pro-kaspaz-9, kaspaz-9' a aktive olur ve
apoptotik yiirlitiicli islevlerini serbest birakarak prokaspaz-3 ve pro-kaspaz-7'yi keser.
Sonug olarak apoptotik hiicre 6limine yol acan kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktive olur
(Kaczanowski, 2016; Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018).

2.8.2. Apoptozda Ekstrinsik Yol

Apoptozu baslatan ekstrinsik sinyal yollari, transmembran reseptor aracili
etkilesimleri icermektedir. Bunlar, timor nekroz faktori (TNF) reseptor gen siiper
ailesinin tyeleri olan 6ltim reseptorlerini icerir. TNF reseptor ailesinin Uyeleri benzer
sitin bakimindan zengin hiicre dis1 alanlar1 paylasir ve "6liim alami" olarak adlandirilan
yaklasik 80 amino asitlik bir sitoplazmik alana sahiptir. Bu 6liim alani, 6liim sinyalinin
hiicre ylizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarma iletilmesinde kritik bir rol oynar. Bugiine
kadar en iyi karakterize edilen ligandlar ve bunlara karsilik gelen 6liim reseptorleri
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5'tir (Elmore,
2007).

Apoptozun ekstrinsik fazini tanimlayan olaylar dizisi en iyi FasL/FasR ve
TNF-o/TNFR1 modelleri ile karakterize edilir. Bu modellerde reseptorlerin
kiimelenmesi ve homolog trimerik ligand ile baglanmasi s6z konusudur. Fas ligandinin
Fas reseptoriine baglanmasi adaptor protein FADD' nin baglanmasiyla sonuglanir ve
TNF ligandinin  TNF reseptoriine baglanmasi1 adaptor protein  TRADD'nin
baglanmasina neden olur. Sonu¢ olarak FADD ve RIP baglanir. FADD daha sonra
Olim efektor alaninin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz-8 ile birlesir. Bu noktada,
prokaspaz-8'in oto-katalitik aktivasyonuyla sonuclanan bir 6lim indikleyici sinyal
kompleksi (DISC) olusur. Kaspaz-8 aktive oldugunda, apoptoz tetiklenir (Elmore,
2007).
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BA’nin endometrial kanser hiicrelerinin apoptozu {izerine etkilerini konu alan
bir calismaya rastlanmamigtir. Bu calismanin temel amaglarindan biri de BA’nin

Ishikawa hiicrelerinde apoptoz iizerine etkilerini arastirmaktur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kultiri

Bu caligmada, Ishikawa hiicre hatti (ATCC, ABD) kullanilmistir. Hiicreler
penisilin (20 units/mL), streptomisin (20pug/mL), 2 mM L-glutamin ve %10 fetal sigir
serumu (FBS) iceren DMEMF12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 75 cm?’lik
flask kiiltiir ortamina ekilerek %95 O ve %5 CO: basmci altinda 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. BA ticari olarak elde edilmistir (Sigma-Aldrich, ABD) ve
DMSO (Dimetil Suilfoksit) icerisinde ¢oziilmistiir. Endometrial kanser huicreleri; 25
UM, 50 pM, 75 uM, 100 uM BA ile 24, 48 ve 72. saatler i¢in doz ve zaman-bagimli
olarak inkiibe edilmistir.

3.1.1. Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

Tam besiyeri hazirlanmadan 6nce 37 °C’ye ayarlanan su banyosunda; glutamin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), fetal sigir serumu (FBS) ve
Penisilin/Streptomisin uygun sicakliga gelene kadar bekletilmistir. Siseler flow kabin
icerisine alinmadan 6nce %70’lik etanol ile sterilize edilmis ve kabine konulmustur.
500 ml DMEM icerisinden 50 ml ayr1 bir falkona alinmis daha sonra kalan 450 ml
DMEM igerisine inaktive edilmis %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin eklenerek
besiyeri homojen hale getirilmistir. Hazirlanan tam besiyeri +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.1.2. FBS inaktivasyonu

-20 °C’de muhafaza edilen serumlarin kullanilmadan 6nce inaktive edilmesi ve
50 ml ‘lik falkonlara aliquotlanmasi1 gerekmektedir. Serum inaktivasyonu i¢in -20
°C’de muhafaza edilen serumlar bir gece Onceden +4 °C’ye alinarak buzunun
¢Oziilmesi saglanmugtir. Ertesi glin su banyosu 56-57 °C’ye ayarlanmistir. Su banyosu
uygun sicakliga geldiginde buzu eriyen FBS su banyosuna konulmus ve 30 dakika
bekletilerek serum inaktif hale getirilmistir. Inaktif hale gelen serumlar daha sonraki
kullanilacak miktarlara gore aliquotlanmistir. Uzun siireli kullanimlar i¢in -20 °C’de

muhafaza edilmistir.
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3.1.3. Dondurulmus Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekimi

Uzun siire muhafaza edilmek i¢in dondurulan ve donmus halde bulununan
hiicre hatlar1 dondurma materyali icerisinde -80 veya -196 °C’deki ortamlarda uzun
slire saklanabilirler. Hiicre hatlarin1 kullanmadan 6nce ¢6zdiirme islemi yapilmalidir.
Cryo tiip icerisinde dondurulmus olarak bulunan hiicre hatlar1 37 °C’ye ayarlanan su
banyosu kullanilarak hizlica ¢6zdiiriilmiistiir. Cryo tiip %70’lik etanol ile silinerek
sterilize edilmis ve daha sonra kabine almmustir. Cryo tiip igerigi mikropipet
kullanilarak 15 ml falkon tiipline alinmis ve iizerine 4 ml besiyeri eklenmistir.
Hiicreleri dondurmada kriyoprotektan ajan olarak kullanilan dimetilstlfoksitin
(DMSO) uzaklastirilmasi amaciyla 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak hiicreler
cOktiiriilmiistiir. Coktiirme isleminin ardindan Ust kisimda kalan siipernatant
uzaklastrmustir. Kalan pelletin tizerine 2 ml besiyeri eklenerek hiicrelerin besiyeri ile
homojen bir sekilde dagilmasi icin pipetaj yapilmustir. Igerisinde 3-4 ml besiyeri
bulunan 25 cm? flasklara serolojik pipet yardimiyla hiicreler birakilmustir. Flasklar
hafifce sallanarak besiyerinin flasklara esit sekilde dagilmasi saglanmustir.
Flasklardaki toplam hacim 25 cm? flasklar icin 5-7 ml, 75 cm? flasklar icin ise 12-14
ml olacak sekilde ayarlanmistir. Flasklarin iizerine hiicre hattinin ads, hiicre ekim tarihi
ve pasaj numarasi yazilarak etiketleme islemi yapilmistir. Inkiibatore kaldirilmadan
once flasklardaki hiicre yogunlugu stereo mikroskopla incelendikten sonra inkiibatore
kaldirilmistir. Hiicrelerin canlilii, morfolojik goriintiileri ve ¢ogalma hizlar1 her giin

duzenli olarak kontrol edilmistir.

3.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlama i¢in kullanilacak olan besiyeri ve Tripsin-EDTA 37 °C’ye ayarlanan
su banyosunda uygun sicakliga gelene kadar isitilmis ve %70’lik etanol ile silinerek
sterilize edildikten sonra kabin igerisine alinmigtir. Hiicrelerin buytimesi, morfolojik
gorintuleri ve canliliklar1 diizenli olarak stereo mikroskop altinda takip edilmistir.
Flasklar igindeki htcreler %80-90 oraninda yogunluga ulastiklarinda hiicreler
pasajlanmistir. Kabin icerisinde yapilan islemlerde flask dik konuma getirilmis ve
flasklarin tabanina serolojik pipet degdirilmeden alt kdsesinden serolojik pipet ile
besiyeri yavasca aspire edilmistir. Flask yine dik konumdayken yeni ve steril serolojik

pipet ile flasklara 4 ml PBS eklenmistir. Flasklar yatay konuma getirilmis, hafif
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hareketlerle sallanarak flask yiizeyinin yikanmasi saglanmis ve daha sonra serolojik
pipet ile PBS geri ¢ekilmistir. Yeni ve steril bir serolojik pipet kullanilarak hiicreler
uzerine 2 ml Tripsin-EDTA eklenmistir. Flasklarin kapaklar1 kapatilip 5 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyon siiresi dolunca inkiibatérden alnan flasklar
icindeki hucrelerin durumu mikroskop altinda incelenmistir. Flask igindeki hicrelerin
serbestlesip serbestlesmedigi kontrol edilerek tekrar kabin igerisine alinmustir. Tripsin-
EDTA’nin etkisini inhibe etmek amaciyla 4-6 ml besiyeri (eklenen Tripsin-EDTA
hacminin yaklasik 2 kat1 kadar) eklenmis ve flask igerigi serolojik pipet yardimiyla 15
ml’lik falkon tiipline aktarilmistir. Denge durumu gozetilerek santrifiije yerlestirilen
falkon tlpleri 1300-1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. SUpernatant pipet ile
dikkatlice alinarak, kalan pelet {izerine 2-4 ml taze besiyeri eklenmistir. Hucrelerin
homojen bir sekilde dagilmasi igin 1000 ml’lik otomatik pipet ile pipetaj yapilmastir.
Pipetaj sonrasinda herbir flaska belirli oranda hiicre ekimi yapilmasi i¢in hiicre sayimi
yapilmis ve belirlenen hiicre yogunluguna gore hiicre siispansiyonu belirli oranda ve
esit bir sekilde yeni flasklara aktarilmistir. Flasklarin {izerine yapilan etiketlemede
hiicre hattiin adi, hiicre pasaj tarihi ve pasaj numarasi yazilmistir. Pasajlama
sonrasinda flask igerisindeki hiicreler mikroskop altinda tekrar kontrol edilmis ve

hicreler CO; inkiibatore yerlestirilmistir.

3.1.5. Hiicre Hatlarinin Dondurularak Stoklanmasi

Hucreler ekildikten sonra morfolojilerini toparlamalari i¢in yaklasik bir hafta
bekletilmis ve daha sonra hiicre hatlar1 stoklanmistir. Hicreleri dondurmak igin tam
besiyeri icerisinde %10 DMSO taze olarak hazirlanmistir. Flasklara tutunarak
blytyen hucreler 1-2 ml tripsin enzimi kullanilarak kaldmrilmistir. Flasklara daha sonra
FBS iceren besiyeri konulmus ve flask icerigi steril ve yeni serolojik pipet ile
toplanarak 15 mI’lik falkon tiiplere alimmistir. Flask i¢erigi 1500 rpm’ de 5 dk santrifiij
edilmistir. Santriftjlenen falkon tup icerisindeki siipernatant kismi serolojik pipet ile
dikkatli bir gekilde peletten uzaklastirilmig ve kalan pelet iizerine 9:1 oraninda besiyeri
ve DMSO igeren karigim eklenmistir. Hicre slispansiyonu pipetaj yapilarak homojen
hale getirilmis ve her bir cryo tlpe yaklasik 2 ml konulmustur. Cryo tiip Gizerine hiicre
adi, dondurma tarihi ve son pasaj numarasi yazilarak etiketleme yapilmistir.

Hazirlanan cryo tiip igerisindeki hiicreler -80 °C’de dondurucuya kaldirilmustir.
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3.1.6. Hiicre Sayimi

Hucreler kiltir flasklarinda tripsinizasyon iglemi ile kaldirilmig ve 1500
rpm’de 5 dakika santriflij edilmistir. Stipernatant kismi1 atilmig ve huicrelerin Gzerine
1-5 ml tam besiyeri eklenerek mikropipet ile homejen hale getirilmistir. Steril bir
ependorf igerisine 100 pl hiicre siispansiyonundan, 100 pl tripan mavisi boyasi
eklenerek mikropipet ile homojen haline getirilmistir. Boya-hiicre homejanatindan
mikropipet ile 10 pl ¢cekilmis ve hiicre sayim lamina yiiklenmistir. Mikroskop altinda
hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in 4 farkli bolge icindeki canli hiicreler
sayillmustir. Karelerin Uizerinde bulunan ve tamamen mavi ile boyanan hiicreler sayima
dahil edilmemistir. Karelerin ortasinda bulunan ve mavi ile boyanmayan yani boya
almamis hiicreler sayilmistir. Dort farkli alandan sayilan hiicreler toplanip 4’e
bolunerek ortalama hiicre sayisi hesaplanmustir. Hicre konsantrasyonu asagidaki

formiile 6re hesaplanmustir.

Hiicre Konsantrasyonu = Ortalama Hiicre Sayis1 x Diliisyon Faktorii x 10*

/ml

3.2. CCK8 Test

BA’nm Ishikawa hticreleri tzerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek, zamana
ve doza bagimli olarak hiicre canliligimi nasil etkiledigini 6grenmek i¢in kalorimetrik
bir yontem olan CCK-8 (Cell Counting Kit-8) kiti kullanilmistir. CCK8 (Abbkine,
Cin) Kiti ticari olarak elde edilmis ve deneyler ilgili firmanin 6nerdigi protokole gore

gerceklestirilmistir.

Deney asamasinda, Ishikawa hucreleri 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucuga 100 pL'lik bir hacimde 1 x 10* yogunlukta ve 3 tekrarli olacak sekilde
ekilmistir. Hicreler plakalarin tabanina yapistiktan sonra kuyucuklardaki besiyeri
uzaklastirilmistir. Kuyucuklara tam besiyeri eklenerek kontrol grubu, 25 uM, 50 pM,
75 UM, 100 uM BA ile doz gruplari olusturulmustur. 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere
hiicreler inkiibasyona birakilmigtir. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda karanlik
ortamda kuyucuklar icerisindeki s1vi kisim uzaklastirilmadan her bir kuyucuga 10 pl

CCKS soliisyonu eklenmistir. Plakalar, 4 saat inkiibasyona birakilmis ve mikroplaka
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okuyucuda 450 nm’de okutulmustur. Elde edilen sonuclar ile yizde 6lim ve ICso

degeri hesaplanmastir.

% Hiicre Canhhig = Doz grubu optik dansite degeri/Kontrol optik dansite
degeri X 100

3.3.Western blot

BA’nin Ishikawa hiicrelerinde mTOR/PI3K/AKT sinyal yolag: tizerine etkileri

protein diizeyinde western blot ile degerlendirildi.

3.3.1. Total Protein izolasyonu

Total protein hesabi yapmak igin hiicreler 75 cm?lik kiiltiir flasklarmna
ekilmistir. Hucreler %80 yogunluga ulastiklarinda kontrol ve doz grubu
olusturulmustur. Kontrol grubu tam besiyeri ile doz grubu ise BA (ICso degeri)
eklenerek olusturulmustur. Hicreler 48 saat boyunca %95 Oz ve %5 CO; basinci

altinda 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon
yapilarak 15 ml’lik falkon tiiplere alimmistir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Dikkatli bir sekilde stipernatant atilmistir. Pellet Gizerine 5-7 ml PBS eklenerek dikkatli
bir sekilde pipetaj yapilmistir. 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tekrardan
dikkatli bir sekilde siipernatant kismu atilmis ve pellet Gzerine 5-7 ml PBS eklenerek
1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

Son santrifiij isleminden sonra cihazin sogumasi i¢in cihaz bosken 1400

rpm’de +4 °C ‘de 15 dakikaya ayarlanip cihaz ¢alistirilmistir.

Kontrol ve doz grubu i¢in her bir falkona 500 ul RIPA eklenecek sekilde RIPA
soliisyonu tripsinizasyon oncesi hazirlanmig ve +4 °C ‘de bekletilmistir. Hazirlanan
RIPA solusyonu her 500 ul RIPA icin 445 ul RIPA buffer (ABT, Turkiye), 50 ul
proteaz ve 5 pul fosfataz eklenerek hazirlanmistir. PBS ile santriflj edilen hucrelerin
Uzerinden siipernatant kismi atilmis ve falkonlar buz igerisine yerlestirilerek her bir
falkona 500 pl RIPA eklenmistir. 30 dakika boyunca her 10 dakikada pipetaj islemi
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yapilmigtir. Stire bitiminde falkon tiipler 1400 rpm’de +4 °C ‘de 15 dakika santrifij
edilmistir. Stipernatant kismui pellete degmeyecek sekilde dikkatlice toplanmig ve steril

ependorflara aktarilmistir. Proteinler kullanilana kadar -80 °C *de saklanmustir.

Kontrol ve doz gruplarinin protein konstrasyonlarmi 6l¢gmek i¢in “BCA Protein
Assay Kit”” (ABP Biosciences, ABD) kullanilmis, deneyler ilgili firmanin 6nerdigi
protokole gore gerceklestirilmistir. Protokole gore 96 kuyucuklu plakalara 20 pl BCA
standartlar1 ve kontrol ve doz gruplarindan elde edilen protein 6rnekleri 3 tekrarl
olacak sekilde kuyucuklara konulmustur. Her bir kuyucugun tstiine BCA Reaktif A
ve BCA Reaktif B soliisyonlar1 50:1 oraninda olacak sekilde kullanilmadan hemen
Once taze olarak hazirlanarak 200 pl her kuyucugun fiizerine eklenmistir. Plaka
karanlik ortamda ve 37 °C ‘de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
bitiminde plaka mikroplaka okuyucuda 562 nm’de okutulmustur.

3.3.2. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot

Analizi

Jel elektroforezi, protein analizi i¢in kullanilan 6nemli bir metottur. Sodyum
dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), %12 ‘lik ve %4’liik jeller

kullanilarak yapilmastir.

Jeller dokilmeden dnce ilk olarak jel aparati hazirlanmistir. Camlardan diiz
cam arka tarafa gelecek sekilde, diger cam ise On tarafa gelecek sekilde list iiste
getirilmis ve jel dokme aparatina yerlestirilmistir. Aparat sikistirilmigtir. Camlar
aparata takildiktan sonra camlarm arasindan sizint1 olup olmadigini kontrol etmek igin
serolojik pipet ile camlarin arasina bir miktar su konulmus ve bir siire beklenilmistir.
Eger camlardan sizdirma olmuyorsa cihazin 6zel taragi camlar arasina yerlestirilmis

ve %4’liik jelin dokiilecegi kisim kalem yardimiyla isaretle islemi yapilmistir.

Iki ayr1 falkon tiip almarak tablo 3.1°de verilen protokol izlenerek %12 ve

%4°liik jeller hazirlanmustur.
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Tablo 3.1. Western blot %12 ve %4’liik jel protokolii.

16 ml %12 Seperating Jel 10 ml %4 Stacking Jel
5.3 ml ddH20 6 ml ddH-0
6.4 ml %30 Acrylamide/bis 1.33 ml %30 Acrylamide/bis
4 ml1.5M Tris Ph:8.8 2.5ml 0.5 M Tris Ph:6.8
160 pl %10 SDS 100 pl %10 SDS
160 pl %10 APS 100 pl %10 APS
16 Wl TEMED 10 Wl TEMED

APS (aliminyum persilfat), jelleri hazirlamadan 6nce taze olarak ependorf
tiipte hazirlanmistir. Cam aparatlara hazirlanan jeller alta %12 ‘lik, st tarafa %4 lik
jel olacak sekilde iki katmanl dokiilmiistiir. Ik olarak %12 ‘lik jel hazirlanmistir.
%12°1ik jel icin ddH20, %30 Acrylamide/bis, 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 10 % SDS
uygun miktarlarda 15 ml’lik falkon tiipe konulmustur. Taze olarak hazirlanan APS
eklenmis ve en son olarak TEMED (tetrametilendiamin) eklenip falkon yavasca alt Gist
edilerek karistirilmistir. TEMED eklendikten sonra jelin falkon tip icerisinde
donmamasi i¢in hizli bir sekilde serolojik pipet jel aparatina dokiilmiistiir. Daha
onceden belirlenen hizaya kadar jel dokiildiikten sonra jelin {izerinde hava kabarcigi
kalmamasi i¢in ve jelin diiz bir sekilde donmasi i¢in jelin lizerine %100’liik etanol
pipet ile gezdirilmistir. 30 dakika jelin donmasi beklenmistir. %12’lik jel iyice
donduktan sonra %4’lik jel hazirlanmistir. %4’lik jel ig¢in ddH20, %30
Acrylamide/bis, 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 10 % SDS uygun miktarlarda 15 ml’lik
falkon tiipe konulmustur. Taze olarak hazirlanan APS eklenmis ve en son olarak
TEMED eklenip falkon yavasga alt st edilerek karistirilmistir. TEMED eklendikten
sonra jelin falkon tiip igerisinde donmamasi igin hizli bir sekilde serolojik pipet
donmus olan %12’lik jelin {izerine dokiilmiis ve tarak takilarak 30 dakika jelin

donmasi beklenmistir.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilecek proteinler 4X laemmli
buffer ile 3:1 oraninda (3 protein ve 1 tampon) seyreltilmis ve hazirlanan karigim 95

°C’ de kaynar suda 5 dakika kaynatilmis ve proteinler denatiire edilmistir.
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Proteinler jele yiiklenmeden oOnce elektroforez tankmin igine tablo 3.2°de
aciklanan protokole gore 10X seklinde running buffer hazirlanmis daha sonra 10x
running buffer distile su kullanilarak 1X’e seyreltilmis ve jellerin kurumamasi igin

running buffer tanka dokiilmiistiir.

Tablo 3.2. Running buffer hazirlama protokoli.

10X Running Buffer 1X Running Buffer
30 gr TrisBase 100 ml 10X Running Buffer
144 gr Glisin 900 ml dH20
10 gr SDS

dH:0 ile 1 It’ye tamamlanir

Jel aparatindan taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildiktan sonra aparat tanka
yerlestirilmis ve jellerin Uzerini gececek sekilde running buffer dokilmiistiir.
Kuyucuklarin i¢inde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilmistir. Eger hava
kabarcigr kalmissa pipet ile dikkatli bir sekilde hava kabarciklar1 ortamdan

uzaklastirilmistir.

Marker ve proteinler %4’liik jele yiiklenme islemi yapilmistir. Marker 5 pl
olacak sekilde ilk kuyucuga yiiklendikten sonra diger kuyucuklara kontrol ve doz
gruplarinin protein &rnekleri belirlenen miktarlarda yiiklenmistir. Ornekler SDS-
PAGE’e yiiklendikten sonra cihaz 175 V’a ayarlanmis ve yiklenen 6rnekler 60 dakika

boyunca yiirtitiilmiistiir.

Ydirltme bitiminde proteinler poliviniliden florir (PVDF) membrana (EMD
Millipore) aktarilmas1 gerekir. PVDF membrana aktarilmadan once, PVDF
membranlar jele gore uygun boyutlarda kesilerek 5-10 dk metanolde aktive edilmistir.

Aktive olduktan sonra membranlar TBS-t’ ye alinmustir.

Yiiriitme bitiminde tanktan c¢ikartilan cam aparatlar dikkatli bir sekilde
acimustir. %4 ‘litkk jel kismi kesilerek atilmistir. Proteinlerin bulundugu %12 ‘lik jel
tablo 3.3’te verilen protokole gore transfer buffer hazirlanmistir. Jel hazirlanan transfer
buffer icerisine alinarak 15 dakika bekletilmistir. Bu sirada tranfer i¢in kullanilacak

stinger ve kurutma kagitlar1 bagka bir kaba alimmustir ve transfer buffer ile siinger ve
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kurutma kagitlarinda kuru bir yer kalmayacak sekilde iyice 1slatilmistir. Siinger ve

kurutma kagitlar1 transfer islemine kadar transfer buffer icinde bekletilmistir.

Tablo 3.3. Transfer buffer hazirlama protokolii.

10X Transfer Buffer 1X Transfer Buffer
30.2 gr TrisBase 100 ml 10X Transfer Buffer
144 gr Glisin 100 ml metanol
dH20 ile 1 It’ye tamamlanir 800 ml dH.0

15 dakika dolunca transfer buffer konulan bir kabin icerisinde sirasiyla siyah
plaka, iki adet stinger, kurutma kagidi, jel, PVDF membran, tekrardan kurutma kagidi,
2 suinger ve son olarak en Ustte kirmizi plaka yerlestirilerek bir sandwich hazirlanmistir
(Sekil 3.1).

Blot sponge

<§\ Blot connector
N

Blot frame with
electrodes

Filter paper /

Membrane /
Gel sandwich

FastGene® Gel/Blot chamber lid ];]//

with electrodes (and power cable) FastGene® Gel/Blot

chamber tank

Sekil 3.1. Western blot transfer agsamasi temsili sekli (https://www.bulldog-
bio.com/product/fastgene-western-blot-system/).

Hazirlanan sandwichler transfer tankina yerlestirilmis ve tank transfer buffer

ile doldurulmustur. Tank buzlu su dolu baska bir kap icerisine alinarak transfer islemi
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gerceklestirilmistir. Cihaz 400 A’e ayarlanarak 60 dakika boyunca transfer islemi

yapilmustir.

Transfer iglemi bitince PVDF membranlar TBS-T’ ye alinarak 3 tekrarli olacak
sekilde 5’er dakika boyunca yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama islemi
bitiminde primer antikorlar ile muamele edilirken istenmeyen baglanmalarm Oniine
gecmek i¢cin PVDF membranlar 30 dakika boyunca %5°lik yagsiz siit tozuna aliarak

blocking islemi uygulanmstir.

Blocking islemi bitince bloklama tamponu dokilmistiir. PVDF membranlar
belirlenen oranlarda TBS-T ile diliie edilerek hazirlanan primer antikor iceren kaplara
almmis ve +4 °C‘de bir gece calkalayici lizerinde inkiibe edilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan primer antikorlar; mTOR (1:2000, kat. no. BT-AP05644, BTLab), p-Mtor
(1:2000, kat. no. BT-PHS00176, BTLab), PI3K (1:2000, kat. no. BT-PHS00765,
BTLab), p-PI13K (1:2000, kat. no. BT-PHS00765, BTLab), AKT (1:2000, kat. no. BT-
AP00334, BTLab), p-AKT (1:2000, kat. no. BT-PHS00006, BTLab).

Ertesi gin PVDF membranlar TBS-T” ye alinarak 3 tekrarli olacak sekilde 5’er
dakika boyunca yikama islemi gergeklestirilmistir. Yikama isleminin hemen ardindan
PVDF membranlar anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated sekonder antikorlar
(1:20000; BTLab) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Proteinler,
dijital tarayic1 (C-Digit Blot Scan-ner; Licor Biosciences, Lincoln, NE, USA) da
gorindr hale gelmesi icin WesternBright ECL HRP substrate kit (Advansta, ABD)
kullanilmistir. Isik gormeyen ortamda PVDF membranlar 10 sn boyunca
WesternBright ECL HRP substrate kit soliisyonu igerisinde bekletilmistir. Daha sonra

dijital tarayiciya alinarak goriintiileme islemi yapilmastir.

3.4. Gergek-Zamanh PCR Analizi

3.4.1. Total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon analizi yapabilmek i¢in kontrol ve doz gruplarinda

RNA izolasyonu Trizol Reagent kullanilarak yapilmistir.
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Ishikawa hiicre hatt1 ekim islemi i¢in 6 kuyucuklu steril hiicre kiltiirii kaplar
kullanilmistir. Kontrol ve doz grubu ii¢ tekrarli olacak sekilde ve her bir kuyucuga 10°
yogunlugunda ekim islemi yapilmistir. Hiicreler belirli yogunluga ulastiklar1 zaman
hiicre kiiltiirii kaplarinda bulunan hiicrelerin besiyeri ¢ekilmis kontrol ve doz gruplari
(50 pM BA) olusturulmustur. 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre kadltiirt kaplarinda bulunan hiicrelerin besiyeri dikkatli bir sekilde
cekilmistir. Kuyucuk basmma 500 pL Trizol eklenmis ve kiiltiir kaplar1 hafifce
sallanarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kaziyict kullanilarak hiicrelerin tamamen kalkmasi saglanmis ve mikropipet
ile steril ependorf tiiplerine alimmistir. Daha sonra her bir ependorf tupune 200 ul
kloroform eklenmis ve iyice pipetaj islemi yapildiktan sonra tekrar oda sicakliginda
15 dk inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi bitiminde ependorflar sogutmali
santriflij cihazi ile +4 °C’de 15.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve renksiz olan st
faz toplanarak temiz ependorf tiiplere aktarilmistir. Aktarilan iist fazin izerine 500 pl
izopropanol eklenmis ve dikkatli bir sekilde pipetaj yapilmistir. 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi bitiminde ependorf tiipler santrifiij
cihazina yerlestirilmis ve +4 °C’de 15.000 rpm’de 30 dk santrifij edilmistir.
Ependorftaki sivi kisim dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir. Dipte kalan pelletin
iizerine %70’lik etanol konulmus ve +4 °C’de 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminin sonunda siipernatant atilmis ve pellet kisa bir siire hava ile
kurutulmustur. Son olarak pellete 40 pul RNase-DNase free su eklenmis ve pelletin
tekrardan ¢oziinmesi saglanmustir. izole edilen RNA’nm konstrasyonu ve safligi

Nanodrop cihazi (Termo) ile 6l¢iilmiistiir.

Nanodrop cihazi ile RNA o6rneklerinin 6lgiilebilmesi i¢in kontrol ve doz
gruplart sulandirilarak cihazin Olcebilecegi RNA konstrasyon araligina (cihazin
Olcebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000 48 ng/pl'dir) getirilmistir. Hazirlanan
RNA drnekleri 230, 260, 280 nm'de okutulmustur.

3.4.2. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi ise ‘Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (ABD, Cat. No: 4368814) ile Ureticinin talimatlarina gore

gerceklestirilmistir (Tablo 3.4). Kit protokoliine gore cDNA sentez karisim proseduri

43



total RNA son konsantrasyon 2 pg olacak sekilde ayarlanmistir. Karisim
hazirlandiktan sonra kit protokolii dogrultusunda, cDNA sentezi i¢in 25 °C’de 10
dakika, 37 °C’de 120 dakika inkiibe edilmis ve sure sonunda, enzimi inhibe etmek igin
85 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar hiicre hattindaki gruplar
arasindaki mRNA ekspresyon degisimini tespit etmek amaciyla Real-Time PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.4. cDNA sentez karsimu.

Hacim
Total RNA Degisken
10X Random Primers 2 ul
25X dNTP karigimi 0.8 ul
10X RT tamponu 2 ul
RNAaz icermeyen su Degisken

MultiScribe TM Reverse Transcritase 1l

Toplam Hacim 20 pl

3.4.3. Gen Ekspresyonu Analizi

Apoptoz ve mTOR yolaginda gorevli olan genlerin mRNA diizeyindeki
ekspresyon seviyeleri Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile

belirlenmistir.

RT-PCR hassas bir metottur ve ayrica niikleik asitlerin spesifik ve
tekrarlanabilir miktar tayinine izin vermektedir. RT-PCR ile PCR sirecinin her
dongiisii sirasinda tiretilen iriinler giivenilir sekilde saptanabilir ve Olgulebilmektedir
(Arya ve ark., 2014). Ayn1 zamanda RT-PCR kullanilarak trtinlerin analizi reaksiyon
esnasinda yapilabilmektedir. Bu ¢aligmada da 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen
RT-PCR sistemi kullanilmistir.

RT-PCR icin reaksiyon kosullar1 her bir kuyucukta 5.5 pl syber green (ABT
2X qPCR-SYBBR Green-Master Mix (Cat No: Q03-02*05), 6.5 pl niikleaz icermeyen
su, 2 ul (1Reverse+1 forward) primer ve 1ul cDNA olacak sekilde 96-kuyucuklu
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plakada kurulmustur (Tablo 3.5). Daha sonra plakanin yiizeyi seffaf yapiskan etiketle

(Applied Biosystems™ 96-Well Reaction Plate seal) kapatilmistir. Plaka yerlesimi

tablo 3.6’da sematik olarak gdsterilmistir. StepOne Plus gergek-zamanli PCR cihazina
yuklenen plaka, 1 dongl 95 °C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 40 dongtl 95 °C’de 15 sn ve
60 °C’de 1 dk olacak sekilde, amplifiye edilmistir.

Tablo 3.5. RT-PCR karisimi.

Sybr Green Master Mix

CDNA

Niikleaz Icermeyen Su

Primer

Son Hacim

RT-PCR i¢in hazirlanan karisim (96 kuyucuklu plaka i¢in; bir reaksiyon)

528 ul

96 pl

624 pl

192 ul

1440 pl

Tablo 3.6. RT-PCR 96’11 plaka yerlesimi (pembe kutucuklar kontrol grubuna, yesil kutucuklar

BA grubuna aittir).

1

A 13
aktin

B Casp3
C Casp8
D Casp9
E Casp7
F Bax
G Bcl2
H AKT1

2

R-
aktin

Casp3

Casp8

Casp9

Casp7

Bax

Bcl2

AKT1

R-
aktin

Casp3

Casp8

Casp9

Casp7

Bax

Bcl2

AKT1

R-
aktin

Casp3

Casp8

Casp9

Casp7

Bax

Bcl2

AKT1

R-
aktin

Casp3

Casp8

Casp9

Casp7

Bax

Bcl2

AKT1

R-
aktin

Casp3

Casp8

Casp9

Casp7

Bax

Bcl2

AKT1
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3.5. Apoptozun Belirlenmesi

Ishikawa hiicre hatt1 ekim islemi i¢in 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii kaplar1
kullanilmis ve kontrol ve doz grubu ii¢ tekrarh olacak sekilde her bir kuyucuga 10°
yogunlugunda ekim islemi yapilmistir. Pozitif kontrol icin wellerden bir tanesi H20>
grubu olarak planlanmistir. Hiicrelerin kiiltiir plakasinin yiizeyine tutunmasi igin 24
saat inkubasyon birakilmistir. Hiicreler kiiltiir plakasmin yiizeyine tutunduklari zaman
kuyucuklardaki besiyeri dikkatli bir sekilde aspire edilmistir. Kontrol, doz ( BA 50
HUM) ve pozitif kontrol grubu olusturulmustur. 48 saat boyunca %95 O ve %5 CO;
basinci altinda 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Deneye baslamadan 24 saat dnce

pozitif kontrol grubuna H20z eklenmistir.

Hucrelerin apoptotik hiicre 6liminin belirlenmesi Luminex Anneksin V-
Dead Cell kit protokoliine gore yapilmistir. Deney protokoltine gore; kuyucuklardaki
besiyeri aspire edilmis ve 15 ml’lik falkonlara toplanmistir (Sekil 3.2). Wellerin
tabanina yapisan hiicreleri toplamak ig¢in her bir welle 400 pl Tripsin-EDTA
eklenmistir. Plakalar1 inkiibatore koymadan Once oda sicakliginda 5 dakika boyunca
plakalar hafifce sallanarak inkiibasyon islemi yapilmistir. Tripsin-EDTA ile hiicreler
tutunduklar1 ylizeyden kaldirildiktan sonra kiiltiir kaplarinda bulunan Tripsin-
EDTA’nin etkisini inhibe etmek amaciyla 800 pl tam besiyeri eklenmistir. Her
kuyucukta bulunan kuyucuk igerigi kendine ait falkon tiipiine aktarilmistir. Hazirlanan
tupler 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santriflij edilmistir. Santrif(ij sonras1 siipernatatn

kismi atilmamis, temiz ve steril ayr1 bir falkona alinmistir.
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Sekil 3.2. Apoptotik hiicre orani deneyi i¢in olusturulan kontrol, doz (BA 50 uM ) ve
pozitif kontrol grubu.

Santrifiij sonras1 dibe ¢oken pellet tizerine 200 pnl %3 FBS iceren PBS eklenmis
ve hicrelerin homajen bir sekilde dagilmasi i¢in pipetaj yapilmistir. Pipetaj isleminden
sonra mikroskop altinda hiicre yogunluguna bakilmistir. Hiicre sayisinin cihazin
okuyabilecegi aralikta (cihaz 70-100 hiicreyi sorunsuz bir sekilde okumaktadir) olup

olmadigma bakilmistir.

Her bir falkondan 100 ul drnek alinarak temiz ve steril ependorf tupelerine
aktarilmistir. Daha sonra santrifiij tiiplerinin tizerine 100 pl “Luminex Annexin V”
soliisyonundan eklenmistir (hiicre soliisyon orani 1:1 olacak sekilde ayarlandi).
Santrifiij tlipleri folyoya sarilarak 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona

brrakilmaistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda analizler 3 tekrarli olacak sekilde Muse Cell
Analyzer cihazi kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.3). Muse Cell Analyzer cihazi analiz
dncesinde tamamen temizlenmis ve analizler arasinda ise kisa siireli olarak temizleme

suyu ile temizlenmistir.
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Sekil 3.3. Apoptotik hiicre 6liimiinii 6l¢mek i¢in kullanilan Muse Cell Analyzer
cthaz1.

3.6. Iimmunohistokimyasal Analiz

Immunohistokimyasal boyama icin hiicreler 8 kuyucuklu plakalara 5x10*
yogunlukta olacak sekilde ekilmistir (Sekil 3.4). Hiicrelerin plaka yiizeyine tutunmasi
icin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde plakalar doz (BA
50 uM) ve kontrol grubu olacak sekilde iki gruba ayrilmistir. Hlcreler 48 saat boyunca
%95 O2 ve %5 CO2 basinci altinda 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir.
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Sekil 3.4. Immiinohistokimyasal boyama igin hiicrelerin ekildigi 8 kuyucuklu
plakalar.

Inkiibasyon siiresi bitiminde asagida belirtilen immunohistokimyasal boyama

prosediirii izlenmistir:

1. Kuyucuklardaki besiyeri dikkatli bir sekilde aspire edilerek ortamdan
uzaklastirilmasi

Hava ile kuyucuklarin kurutulmasi

Huicreler %4 PFA ile 1 saat fikse edilmesi

PBS ile yikama (2 x 5dk )

o~ W

Kiiltiirdeki endojen peroksidaz aktivitesi taze olarak hazirlanan % 30’luk
H20:Metanol (1:9) ile 10 dakika bekletilerek ortadan kaldirilmasi

PBS ile yikama (2 x 5dk )

7. Large V Block (Thermo Scientific, UK) ile 5 dakika oda sicakliginda

inkiibasyon

o

8. Hicreler Gzerine belirlenen primer antikorlar ilave edilerek 1 gece +4 °C  de
bekletimesi (Bu ¢alismada p-mTOR, p-PI3K ve p-AKT primer antikorlar1
1:200 oraninda diliie edilerek kullanilmistir)

9. PBSile yikama (2 x 5dk )

10. Her bir kuyucuga 2-3 damla “Biyotinli Goat-Anti Polyvalent (Thermo
Scientific, UK)” eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmesi
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11. PBS ile yikama (2 x 5dk )

12. Her bir kuyucuga 2-3 damla “Streptavidin Peroxidase (Thermo Scientific,
UK)” eklenerek 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmesi

13. PBS ile yikama (2 x 5dk )

14. DAB ile boyama

15. PBS ile yikama (2 x 5dKk )

Bu calismada DAB boyamasi ile birlikte zit boyama yapilmistir ve zit

boyama i¢in asagidaki boyama protokolii izlenmistir.

Lamlarn distile suda yikanmasi

Hematoksilen 1 dips

Su berraklagincaya kadar akan musluk suyunda yikama
Asit-alkol 1 dips

Musluk suyu 1 dips

Amanyakli su 1 dips

Musluk suyu 1 dips

%70 - %90 ve % 96’lik alkol serilerinden gecirme
Kurutma

10. Ksilol I 10 dakika

11. Ksilol 11 10 dakika

12. DPX ile kapama

© o N o g B~ w DN E

DAB yontemi ile isaretlenen kesitlerin incelemesi Olympus BX-FLA
Reflected Light Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus BXS50
mikroskopla 40X objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD renkli
kamera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina aliman goriintiiler zerinde
gerceklestirilmistir. Her gruptan, 151k mikroskobu ile 200x blyitmede rastgele bes
farkli alan fotograflanmis ve p-mTOR, p-PI3K ve p-AKT pozitif Ishikawa

hucrelerininin yiizdesi hesaplanmustir.
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3.7. istatistiksel Analizler

RT-PCR analizi igin AACT yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kat
degisiklikleri ve kat diizenlemeleri “GeneGlobe RT? Profiler™ PCR Dizi Veri
Analizi” program ile degerlendirilmistir. Diger deneyler i¢in SPSS 23 istatistiksel
yazilimi kullanilmistir. Tkili veri seti karsilastirilmasinda Independent t-testi, coklu
veri seti karsilastrmalarinda ise  ANOVA, Tukey veya Tamhane post-hoc
karsilastirma testleri ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi fark degerlendirilirken p <

0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BA’nin Endometrial Kanser Hiicre Canhhg Uzerine Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Betiilinik asidin endometrial kanser hiicre canlilig1 {izerine etkileri 24, 48 ve 72
saatlerde doz ve zaman bagh olarak CCK8 (cell counting kit 8) yontemi ile
degerlendirilmistir. BA 24, 48 ve 72 saatlerde Ishikawa hiicre canliligini doz ve zaman
bagimli azaltmstir. Ishikawa hiicrelerinde BA’ nin 1Cso degeri 48 saattle S0 uM olarak
hesaplanmistir. 25, 50, 75 ve 100 uM BA 24 saatte hiicre canliligini sirasiyla %96
(P=0.934), 68 (P<0.001), 47 (P<0.001), ve 34 (P<0.001),’e kadar diistirmiistiir (Sekil
4.1). 48 saatte 25 uM BA hiicre canliligin1 %81°e 50 uM %50’e 75 uM %35’e 100
uM ise %32’ye diisiirmiistiir (P<0.001) (Sekil 4.1). 72 saatte 50 ve 100 uM arasinda
BA dozlar1 hiicre canliligini %50°nin altina distirmiistiir. 50, 75 ve 100 uM BA hiicre
canliligini sirastyla, %31, 25 ve 25°e kadar azaltmistir (P<0.001) (Sekil 4.1).

Betiilinik Asit - Ishikawa

100 =
saE
75 it BEE
30 I I*‘"““e rux
E5E == FEE pag
li Iii ifi

Kontrol 25 nM 50 nM 75 nM 100 nM
Doz

% Hiicre canhhg:
|

=

ul4H w430 =7IH

Sekil 4.1. Betiilinik asidin Ishikawa hiicre canlilig1 iizerine etkileri. Farkli dozlarda BA ile
muamele edilen Ishikawa hiicre canlilig1 yiizdesi CKK8 metodu ile belirlenmistir. Ishikawa
hiicrelerinde BA’nin ICso degeri 48 saattle 50 uM olarak hesaplanmistir. Data ortalama+SD

olarak sunulur. ***, kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda p<0.001'lik istatistiksel

farkliliklar1 gosterir.
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4.2. BA’nin Endometrial Kanser Hucrelerinde Apoptoz ve mTOR
Yolaginda Gérevli Genlerin Ekspresyonu Uzerine Olan Etkisinin Kantitatif
Gercek-Zamanh PCR Yontemi ile Belirlenmesi

BA’nin Ishikawa hiicrelerinde apoptoz ve mTOR yolaginda genlerin
ekspresyonu uzerindeki etkileri ve kat degisimleri RT-PCR ile belirlenmistir. Analiz
edilen genler, kat degisimleri ve P degerleri Tablo 4.1’de verilmistir. Apoptoz ile
iliskili Bax, Bcl2, kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10; mTOR yolagi ile iliskili
olarak ise Aktl, PIK3C3, RAPTOR ve RICTOR genlerinin ekspresyon profili
degerlendirilmistir. BA apoptoz ve mTOR 1iligkili genlerin ekspresyonunda degisiklige
neden olmustur. BA uygulamas: Ishikawa hiicrelerinde Bcl2 (P=0.008)
ekspresyonunun anlamli azalmasina ve kaspaz 8 (P=0.001) ekspresyonunun artmasina
neden olmustur. mTOR ile iliskili genlere bakildiginda BA, AKT1 (P=0.0001)
ekspresyonunun anlamli azalmasina RAPTOR (P=0.00002) ekspresyonunun ise

anlamli artmasima neden olmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Ishikawa hicrelerinde apoptoz ve mTOR iliskili genlerin mRNA
degisiklikleri.

Gen Kat degisimi P-degeri
CASPASE-3 1.27 021
CASPASE-§ 2330 0.001
CASPASE-9 -1.02 0.61
CASPASEID 1.82 098
BAX -1.01 093
ECL? -1.60 0.008
AKTI -61.54 0.0001
RAPTOR 38.19 0.00002
RICTOR 1.89 027
PIK3C3 3.35 0.126
GAPDH 1

BAX (Bcl-2-iliskili X proteini), Bcl-2 (B-hiicreli lenfoma 2), GAPDH (gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz), RICTOR (MTOR kompleksi 2'min RPTOR bagimsiz

tamamlayicisi), P<0,05 istatistiksel farkililiklar: gosterir.
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4.3. BA’min Endometrial

Etkilerinin Annexin V ile Belirlenmesi

Kanser Hucrelerinde Apoptoz Uzerine

BA’nin Ishikawa hicrelerinde apoptoz Uzerine etkileri Annexin V ile

degerlendirilmistir. Annexin V sonuglari ile BA uygulamasmin Ishikawa hicrelerinde

apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Annexin V uygulamasi ile 6lii, erken ve geg

apoptoza giren Ishikawa hiicreleri belirlenmistir. BA ile muamele edilen grupta

kontrol grubuyla kiyaslandiginda apoptotik hiicrelerin oraninda anlamli artis

gOzlenmistir. BA uygulanan grupta apoptoza ugrayan hiicrelerin orani ortalama
%22+3.23 (P=0.02) iken kontrol grubunda %2.31+0.2, pozitif kontrol grubunda ise
%49+1.00 (P=0.001) bulunmustur (Sekil 4.2). Ishikawa hiicrelerinde 48 saat BA ile

inklibasyon apoptotik hiicrelerin oraninda anlamli bir artiga neden olurken canli

hiicrelerin oranmin da azalmasina yol agmistir (Sekil 4.2).

VIABILITY
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0.00 % 0.00 %
34
24
225%
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APOPTOSIS PROFILE
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0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop.
0 2 3 4 o 1 2 3 4
Lve  ANNEXINV Apoptotic Lve  ANNEXINV Apoptoti
Apoptoz
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Sekil 4.2. BA’nin Ishikawa hiicrelerinde apoptoz tizerine etkilerinin Annexin V

boyama ile degerlendirilmesi. A) kontrol B) BA ile muamele edilen grup C) H20>

uygulanan pozitif kontrol grubu. D) Ishikawa hiicrelerinde total apoptotik hiicrelerin

istatistiksel karsilagtirilmasi. (*p<0.05 ve ***p<0.001).
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4.4. BA’min Endometrial Kanser Hiicrelerinde mTOR Yolaginda Gorevli

Proteinler Uzerine Etkilerinin Immiinohistokimya ile Belirlenmesi

BA’nin Ishikawa hiicrerinde mTOR yolaginda gorevli proteinler {izerine etkisi
immiinohistokimya ile incelenmistir. BA uygulamast mTOR yolaginda gorevli
proteinlerinin ekspresyonunda anlamli bir azalmaya yol agmustir. p-mTOR, p-PI3K ve
p-AKT Ishikawa hiicrelerinin sitoplazmasinda yogun bir sekilde eksprese edilmistir
(Sekil 4.3). Ishikawa hiicrelerinde p-PI3K, p-AKT ve p-mTOR pozitif hiicre yizdesi
kontrol grubunda sirasiyla, %89.39 + 5.19, %74.84 £ 5.07 ve %82.02 £+ 6.14’tiir. BA
uygulanan grupta bu degerler swrasiyla 49.12 £ 19.12 (P=0.002), 44.46 + 7.39
(P<0.001), ve 53.70 + 8.94 (P<0.001)’tiir (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Ishikawa hiicrelerinde BA’nin PI3K, AKT ve mTOR ekspresyonu iizerine
etkilerinin immuinohistokimya ile arastirilmasi. PI3K, AKT ve mTOR Ishikawa hiicrelerinin

sitoplazma, mebran ve sitoplazmik uzantilarinda eksprese edilmektedir. Bar: 50pum.
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Sekil 4.4. BA nin Ishikawa hucrelerinde PI13K, AKT ve mTOR ekspresyonlari
Uzerine etkilerinin istatistiksel analizi. Kontrol ve BA gruplar1 arasinda anlaml

farkliliklar bulunmustur. Data ortalama + SD olarak sunulur, n=3. **p < 0.01, *** p <

0.001.

4.5. BA’min Endometrial Kanser Hiicrelerinde mTOR Yolaginda Gorevli

Proteinler Uzerine Etkilerinin Western Blot ile Belirlenmesi

BA’nin Ishikawa hucrelerinde mTOR yolaginda goérevli proteinler iizerine
etkisini desteklemek igin Western blot yapilmistir. BA Ishikawa hucrelerinde mTOR

yolaginda gorevli protein ekspresyonlarinda azalisa neden olmus ve
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immiinohistokimya sonuglar1 desteklenmistir (Sekil 4.5). BA uygulan grupta kontrol
grubuyla kiyaslandiginda PI3K/AKT/mTOR ekspresyonlar1 azalmigtir.
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Sekil 4.5. BA uygulamasinin Ishikawa hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR ekspresyonu
uzerine etkisinin Western Blot ile gosterilmesi.
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5. TARTISMA

BA, Betula platyphylla nin kabugundan izole edilen dogal bir pentasiklik
terpendir. BA’nin prostat, meme, kolon, cilt ve akciger kanseri gibi g¢esitli
malignitelerde hiicre proliferayonunu inhibe ettigi ve apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (Jiao ve ark., 2019). Ancak, BA’nin endometrial kanser hiicrelerinde
antikanser etkilerini ve olast molekiiler mekanizmalarint konu alan bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Biz bu g¢alismada BA’nin Ishikawa hiicrelerinde mTOR sinyal
yolagini hedef alarak hiicre proliferasyonunu azalttigini ve apoptozu tetikledigini ilk

kez gosterdik.

Hiicre canlilig1 bir 6rnekteki canli hiicrelerin sayisi olarak tanimlanir. Hiicre
canliligini gostermek i¢in kullanilan yontemler, hiicre proliferasyonunu gostermek
icinde kullanilirlar. Hiicre sitotoksisitesi ve proliferasyon deneyleri genellikle, test
molekiillerinin hiicre proliferasyonu iizerinde etkisinin olup olmadigini veya dogrudan
sitotoksik etkiler gosterip gostermedigini tespit etmek i¢in ila¢ taramasi i¢in kullanilir
(Adan ve ark., 2016). Bizim ¢alismamizda BA’nin Ishikawa hiicre canliligi {izerine
etkilerini test etmek igin CCK8 degerlendirilmesi yapilmistir. BA’nin 24, 48 ve 72
saatlerde hiicre canliligini doz ve zaman baglh diisiirdiigii belirlenmis ve ICso dozu 48
saatte 50 uM bulunmustur. Zhao ve ark. (2020) 10 uM BA nanopartikiillerinin akciger
kanser hiicre proliferasyonunu %33’e diislirdiigiinii gostermislerdir. Wang ve ark.
(2020) BA’nin safra kesesi kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir. Diger bir ¢alismada BA’nin insan kolorektal kanser hiicrelerinde doz
ve zaman bagiml anti-proliferasyon etkisi gosterilmistir (Zeng ve ark., 2019). Bizim
calismamizin sonuglar1 kanser hiicrelerinde BA’nm anti-proliferasyon etkisini
desteklemekte ve Ishikawa hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigin1 ilk kez

gostermektedir.

Apoptoz 1970’lerde kesfedilen ve piknotik ¢ekirdek, kromatin pargalanmasi,
sitoplazmik yogunlagma gibi hiicre morfolojisindeki degisiklikler ile karakterize olan
bir hiicre 6liim yolagidir (Kinloch ve ark., 1999). Apoptoz bir kez aktiflestiginde
baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) effektor kaspazlar: (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive

eder. Bunlarin arasinda kaspaz 3, apoptozun ana yiruticusudur (Jiao ve ark., 2019).
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BA’nin mesane kanserinde kaspaz bagimli apoptozu aktive ettigi gosterilmistir (Zhang
ve ark., 2021). Diger bir ¢alismada BA’nin ovaryan kanser hiicrelerinde kaspaz-3,-8,-
9 ve Bax ekspresyonunu arttirarak ve Bcl2 ekspresyonunu azaltarak apoptoza neden
oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2019). Guo ve ark. (2020) pankreas kanserinde
BA’nin Bax, kaspaz-3, -8 ekspresyonunu arttirarak ve Bcl2 ekspresyonunu azaltarak
apoptozu tetikledigini bildirmislerdir. Yurasakpong ve ark. (2021) kolorektal kanserde
pro-apoptotik faktorler olan Bax, kaspaz-3,-9 ekspresyonunu artirarak anti-apoptotik
faktor Bcl2 ekspresyonunu azaltarak apoptozu aktive ettigini gostermislerdir. Biz
BA’nin endometrial kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyip tetiklemedigini arastirdik.
Bu amagcla BA ile muamele edilen Ishikawa hiicreleri Annexin V ile boyanmis ve
apoptoz oranlar1 flow sitometrik olarak degerlendirilmistir. Bu analiz, BA’nin
apoptozu anlaml olarak yaklagik 11 kat arttirdigini gostermistir. RT-PCR analizi ile
ise anti-apoptotik faktor Bcl2’nin ekspresyonunun anlamli azaldigi pro-apoptotik
faktor olan kaspaz 8’in ise ekspresyonunun anlamli arttig1 gosterilmis ve apoptoz gen
ekspresyonu seviyesinde desteklenmistir. Kaspaz 3 ve kaspaz 10 ekspresyon
seviyelerinde ise smrasiyla, 1.27 ve 1.82 kathik artis olmus, fakat anlamh
bulunmamistir. Bu durum yalnizca gen seviyesinde ekspresyona bakilmasindan
kaynakli olabilir. Transkripsiyonel ve translasyonel degisikliklerden dolay1 protein
seviyesinde bu genlerin ekspresyonlarinda anlamli  bir artis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Kanser hiicrelerinde reseptor tirozin kinazlar aktive olduklarinda sitoplazmik
kinazlar1 tetikleyen sinyal iletim mekanizmasini igerir. mTOR hiicre sinyal iletim
mekanizmasinda merkezde yer alan sitoplazmik bir protein kinazdir (serin/tirozin
kinaz). Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT/mTOR sinyal yolu ¢esitli kanser
tiirlerinde yiiksek derecede eksprese olur ve canlilik, proliferasyon, biiyiime,
anjiyogenez, metobolizma, metastaz gibi hiicresel olaylar1 diizenler (Ersahin ve ark.,
2015). Hucresel blylime ve hayatta kalmada ©&nemli bir rol oynayan
PI3BK/AKT/mTOR yolunun asir1 aktivasyonu, son zamanlarda endometrial kanser
patogenezinde yer alr ve bu nedenle, PI3K/AKT/mTOR yolunun inhibisyonu
terapotik agidan Onemlidir (Slomovitz ve Coleman, 2012). PI3K/AKT/mTOR
aktivasyonu, endometriyum kanseri de dahil olmak Uzere bir¢cok kanserde
bildirilmistir. Akt, proapoptotik genlerin 6nlenmesiyle diizenlenen hiicre sagkalimini

arttirr (Qu ve ark., 2022). Uyarillan Akt, hiicre dongiisii, metabolizma, ¢ogalma,
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anjiyogenez, apoptoz ve go¢ gibi zorunlu hiicresel olaylar1 diizenleyen mTOR
proteinlerini tetikler. Endometrial kanser, kat1 tlimorler arasinda en fazla tekrarlayan
PI3K/AKT/mTOR mutasyon oranina sahiptir. PI3K/AKT/mTOR inhibitorleri,
mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak timor hiicrelerinin apoptozunu
tetikleyebilir (Qu ve ark., 2022).

Atas ve ark. (2022) BA’nin renal hiicreli kanserde AKT1 gen ekspresyonunu
azalttigim1 ve mTOR/AKT yolaginin renal hiicreli kanser tedavisinde umut edici bir
antikanser ajani olabilecegini gostermislerdir. Guo ve ark. (2020) BA’nin mTOR
yolagint hedef alarak pankraeas kanserini inhibe ettigini bildirmislerdir. Bizim
caligmamizda ise BA’nin mTOR yolagida gorevli olan p-mTOR, p-PI3K ve p-AKT

proteinlerinin ekspresyonunda anlamli bir azalmaya yol agtig1 gosterilmistir.

Elde etmis oldugumuz tiim verilere dayanak, BA’nin endometrial kanserde
apoptozu tetikleyetek mTOR sinyal yolagmi inhibe etmis olabilecegi
disiiniilmektedir. Sonug¢ olarak ¢alismamiz BA’nin endometrial kanserde apoptozu
tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Ek olarak BA
uygulamas1t mTOR/PI3K/AKT ekspresyonunun azalmasina neden olmustur. Sonug
olarak BA uygulamasi kaspaz/Bcl2 apoptoz yolagini hedef alarak mTOR yolagini

inhibe etmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda betiilinik asitin endometrial kanser hiicre hatti olan
Ishikawa hiicre hatt1 {izerindeki mTOR yolag1 aracili olas1 antikanser etkilerini

incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 ve 6neriler asagida siralanmustir.

BA Ishikawa hiicre proliferasyonunu doz ve zaman bagimli olarak azaltir.

BA’nin IC50 dozu 48 saatte 50 pM’dur.

BA uygulamasi Ishikawa hiicrelerinde Bcl2 ekspresyonunu azaltarak ve kaspaz

8 ekspreyonunun arttirarak apoptozu tetikler.

BA mTOR iliskili genlerden, AKT1 ekspresyonunun anlamli azalmasina

RAPTOR ekspresyonunun ise anlamli artmasina neden olmustur.

BA uygulamast mTOR yolaginda gérevli olan p-mTOR, p-PI3K ve p-AKT

proteinlerinin ekspresyonunda anlamli bir azalmaya yol agmustir.

Sonuglarimiz BA’nin endometrial kanserde apoptozu tetikleyetek mTOR
sinyal yolagini inhibe etmis olabilecegi diisiindiirmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular betilinik asitin endometrial kanser tedavisinde de umut verici bir terap6tik
ajan olabilecegini gostermistir. Yapilan bu ¢alisma sadece in vitro deneyler ile smirh
kalmigtir. Daha giivenilir sonuglar i¢in betiilinik asitin in vivo ve klinik etkilerinin

incelendigi ileri diizey ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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