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OZET

Tim diinyada endometrium kanserleri en sik goriilen jinekoljik kanser
tirtidiir. Her y1l diinya capinda 287.100 kadin bu hastaligmnm tanismi almaktadir.
Endometrium kanseri kadmlar arasindaki kanserlerde dordiincii smrada, kanser
nedenli Oliimlerde sekizinci siradadir. Endometrium kanserinin  gelisiminde
endometrial hiperplaziler bilinen tek dogrudan sebeptir.

Artmis proliferasyon sonucu malign hiicrelerin transformasyonu, bozuk
farklilasma, 6liim yeteneginin bozulmasi anormal doku gelisiminin temel sebebidir.
Bunun sonucunda kontrolsiiz yayilim ve invazyon ortaya c¢ikabilmektedir.
Transformasyon siklikla iyon kanal ekspresyonundaki degisimlerle gerceklese
bilmektedir. Plazma membraninda yeralan iyon kanallar1 hiicresel elektrogenez ve
elektrik iletiminden sorumludur. Bu kanallar apoptoz, proliferasyon ve farklilagma
gibi doku homeostazinin korunmasi i¢in gerekli olan tiim temel hiicre davraniglarinin
yerine getirilmesinde gorev almaktadirlar. Iyon kanallarmin bu kritik siireglere
katkisinda birka¢ ana mekanizma vardir. Bunlar membran potansiyelinin korunmasi,
hiicre voliimiiniin diizenlenmesi ve temel sinyal iletimini saglayan iyonlarin girisidir.
Sonug, hiicresel cevaplarin anormal progresyonudur. Kanserin ortaya ¢ikmasini ve
ilerlemesini diizenleyen farkli ekspresyon ve iyon kanali aktiviteleri onerilmesine
ragmen, endometrium kanseri hiicrelerinde, iyon kanali bagimli mekanizmalari
incelemek oldukca kiymetli olacaktir. Calismamiza klinigimizde son 10 yilda tani
alan atipili endometrial hiperplaziden , atipisiz endometrial hiperplaziden, grade 1
endometrium adeno kanser(ca) den, grade 2 endometrium adeno ca dan, grade 3
endometrium adeno ca dan ve kontrol grubundan 20 ser hastanin FRC (fraksiyone
kiiretaj) materyalleri Patoloji Arsivinden segilerek calisilmistir. Bu dokulardan
TRPM2 ve TRPM7 immunohistokimyasal olarak ekspresyonlar1 ve ger¢ek zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile TRPM2, TRPM7°’nin mRNAekspresyonlar1
calisiimistir. Endometrium kanseri olusumunda TRPM iyon kanallarinin etkileri
incelenmis, oOzellikle TRPM2 ve TRPM7’nin terapotik bir hedef olup
olamayacagmin belirlenmesi yOniinde yol gosterici bir o6zelligi oldugu gibi,
sonuclarimiz da bu iyon kanallarinin endometrium kanseri tedavisinde yeni hedef

genler olabilecegini ve bdylece daha sonraki bir asamada in vivo kosullarda bu
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proteinler hedeflenerek deneysel anlamda endometrium kanseri tedavi yontemlerinin
denenebilmesine olanak saglayacagini diisliniiyoruz.

Sonu¢ olarak endometrial hiperplaziden endometrium adenokarsinoma
geciste TRPM7 mRNA ve TRPM2 mRNA anlamli olarak diisti. TRPM7
endometrium adenokarsinomunda immiinohistokimyasal olarak ta diiserken TRPM2
de immiinohistokimyasal bir degisiklik izlenmedi. TRPM7 ve TRPM2 iyon kanallar1
farkli kanser tiirlerinde farkli davranmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Endometrial hiperplazi, endometrium adenokanser, TRPM2,

TRPM?7



ABSTRACT

ROLE OF TRPM CATION CHANNELS IN THE PROCESS THAT
GOES FROM SIMPLE ENDOMETRIAL HYPERPLASIA TO
ENDOMETRIUM CANCER

Endometrium cancer is the most common type of gynecological cancer in the
world. Every year, 287. 100 women are diagnosed with this condition. Endometrium
cancer is the 4th most common cancer among women and 8th in deaths caused by
cancer. Endometrial hyperplasia is the only known direct cause of endometrium
cancer. Transformation of malignant cells due to increased proliferation, impaired
differentiation, losing the ability to suicide are the main ways of abnormal tissue
growth. As a result, uncontrolled expansion and invasion may occur. The
transformation may routinely happen via changes in ion channel expression. lon
channels located in the plasma membrane are in charge of cellular electrogenesis and
current flow. These channels are responsible for doing all basic behaviors of cells,
like; apoptosis, proliferation, and differentiation. Ion channels' contribution to these
essential tasks involves several main mechanisms. These are; protecting membrane
potential, modulating cell volume and influx of basic signal transporting ions. The
result is an abnormal progression of cellular response. Despite, the proposition of
differential expression and ion channel activities that modulate cancer's appearance
and progression; examining ion channel-dependent mechanisms in bladder cancer
would be valuable. In our study, we included 20 patients each, diagnosed with:
atypical endometrial hyperplasia, nonatypical endometrial hyperplasia, grade 1
endometrium adenocarcinoma, grade 2 endometrium adenocarcinoma, grade 3
endometrium adenocarcinoma in the last 10 years in our clinics by selecting
fractional curettage (FRC) materials from the pathology archive. Expressions of
those tissues are studied immunohistochemically and mRNA expressions of TRPM?2
and TRPM?7 were studied by a real-time polymerase chain reaction.

We studied the effects of TRPM ion channels on endometrial carcinoma
formation and our results not only shines light on whether TRPM2 and TRPM?7
could be therapautic targets but we also think that these ion channels could be the

new target genes in endometrial carcinoma and as a result, may enable further studies
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to target those proteins in vivo conditions in an effort to try experimental treatment
modalities for endometrial carcinoma.

In conclusion, TRPM7 miRNA and TRPM2 miRNA had lowered
significantly in the transformation of endometrial hyperplasia to endometrial
adenocarcinoma. While TRPM7 also lowered immunohistochemically in
endometrial  adenocarcinoma; = TRPM2  didn't show any  significant
immunohistochemical change. TRPM7 and TRPM2 ion channels behave differently
in different cancer types.

Key words: Endometrium hyperplasia, endometrium adenocancer, TRPM2,TRPM7
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1. GIRIS

1.1. Endometrial Hiperplazi

Endometrium kanserlerinin ¢ogu histolojik olarak ayirt edilebilen,
hiperplastik lezyonlarin ilerlemesinden sonra ortaya ¢ikar. Gergekte, endometrial
hiperplazi, invaziv hastaligim bilinen tek dogrudan oOnciilidiir. Endometrial
hiperplazi, diizensiz c¢ogalan glandlarm say1 ve biyilikligiindeki artis 1ile
endometriumdaki kalinlasma ve gland/stroma oranindaki artis olarak tanimlanir (1)
Kalmlagsmanin yoklugunda, lezyonlar en iyi diizensiz proliferatif endometrium ya da
fokal glandiiler toplanma olarak tanimlanmaktadir. Bu lezyonlar anovulatuar

endometriumdan, monoklonal prekanserdz yapilara kadar farklilik gosterir.

1.1.1. Simiflama

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Uluslararas: Jinekolojik Patoloji Dernegi’nin
kulland1g1 smiflama sistemi degisik malignite potansiyellerine sahip, dort farkl tipi
belirtir (2, 3). Hiperplaziler, glandiiler karmagiklik ve birikim varlig1 ya da yoklugu
gibi mimari yapiya dayanarak basit veya kompleks olarak smiflandirilirlar. En
onemlisi, hiperplaziler eger sitolojik atipi gdsteriyorsa atipik olarak tanimlanirlar.
Yalnizca atipik endometrial hiperplaziler, acik bir bigimde izleyen adenokanser
gelisimi ile iligkilidirler. Asagidaki tabloda hiperplazilerin kansere ilerleme oranlari
gosterilmistir.

Tablo 1. Endometrial Hiperplazide Diinya Saglik Orgiitii Smiflamasi

Tipler Kansere ilerleme (%)
Basit hiperplazi 1
Kompleks hiperplazi 3

Basit atipik hiperplazi 8
Kompleks atipik hiperplazi 29

1.1.2. Endometrial intraepitelyal Neoplazi

Son zamanlarda, endometrial intraepitelyal neoplazi (EIN) tanimu,
hiperplazinin klinik olarak iki ¢ok farkli grubunu kusursuz bir sekilde ayirt

edebilmek i¢in kullanilmaktadir. 1. anormal hormonal ¢evreye yanit olarakyaygin



normal poliklonal endometrium ve 2. Aslinda fokal ortaya ¢ikan ve artmis
endometrial adenokanser riskini veren proliferatif monoklonal lezyonlar (4).

Bu sistemi kullanarak, genellikle atipik olmayan anovulatuar yada uzun siire
Ostrojene maruz kalmis endometrium, endometrial hiperplazi olarak tanimlanmistir.
EIN siniflama sistemi, cok daha dogrudur ve kansere ilerlemeyi 6ngdren bir yoldur,

fakat diinya capinda uygulanmamaktadir (5, 6)

1.1.3. Klinik Ozellikler

Endometrial hiperplazi gelisimi i¢in risk faktorleri genellikle invaziv
kanserdekileri yansitmaktadir (7, 8). Olgularin {igte ikisi postmenapozal kanama ile
basvurur (9) Anormal vajinal kanamas1 olanlarda endometrial kalimlhigin transvajinal
sonografisi, endometrial hiperplaziyi dngormede giivenli bir yontemdir (10-12).
Endometrial kalmhigin 5 mm yada daha az olan postmenapozal kadmlarda
kanamanin daha ¢ok atrofiye bagli oldugu gosterilmistir. Daha kalin endometriumu
olanlarda, biyopsi gerekir.

Premenopozal kadmnlar i¢in transvajinal sonografi siklikla anormal vajinal
kanamanin yapisal nedenlerini diglama icin yapilir. Endometrial kalinlik
premenopozal kadinlarda 6nemli 6lglide degisir ve normal smirlar1 4-16 mm olarak
belirlenmistir (13-15). Bu nedenle bu grup icin endometrial kalinlik klavuzu
belirtilmemistir.

Sonografiye alternatif olarak, Pipelle ile ofis biyopsisi ya da ayaktan
dilatasyon ve kiiretaj ilk secenek olabilir (16). Hiperplastik endometrium,
makroskopik olarak ayirt edilemez ve bu nedenle, histeroskopi kullanarak dogrudan

gorsel tanimlama yanlistir (17).

1.1.4. Tedavi

Endometrial hiperplazili kadinlarin tedavisi, ¢ogunlukla hastanin yasmna ve
sitolojik atipinin ve cerrahi risk faktdriiniin olup olmadigina baghdir. Ozellikle ok
sayida ¢alisma, DSO’niin endometrial hiperplazi smiflandirmas1 igin diisiik

tekrarlanabilirlik ortaya koymustur (18-20).



1.1.4.1. Atipik Olmayan Endometrial Hiperplazi

Premenapozal Kadinlar: Atipik olmayan hiperplazili premenapozal
kadinlara tipik olarak 3 ile 6 aylik diisiik doz progestin tedavisi gerekir. Her ay, 12 ile
14 giin siireyle gilinlik 10 ile 20 mg dozda oral olarak verilen siklik
medroksiprogesteron asetat (MPA) yaygmn olarak kullanilmaktadir. Diger sik
kullanilan segenek ise, kullanim kontrendikasyonu olmayanlarda kombine oral
kontraseptif baslanmasidir. Kii¢iik olgu serilerinde progesteron igeren rahim ici
arac(RIA)’larin da etkili oldugu gosterilmistir (21-23).

Genel olarak hasta progestin kullanirken biyopsiden ka¢milmalidir, ¢linkii bu
hormon, endometrial morfolojideki degisiklife neden olarak patolojik taniy1
karistirir. Biyopsiden once 2 ile 6 hafta beklemek, bu sorunu ¢ozer. Levonergestrel
salinimli rahim i¢i ara¢ kullananlarda biyopsi RIA ¢ekilmeden yapilabilir.

Postmenapozal Kadinlar: Atipik olmayan basit endometrial hiperplazili
postmenapozal kadinlarda, diisiik doz siklik ya da devamli 2, 5 mg/giin MPA ile
tedavi edilebilir. Ancak, Ozellikle yasli kadinlarda sitolojik atipiyi dislamak icin
yeterli bir 6rnegin elde edildiginden emin olunmalidir.

Pratikte, basit hiperplazili postmenapozal kadinlar siklikla tedavisiz
izlenmektedir. Atipisiz kompleks hiperplazi, genellikle progestinlerle tedavi

edilmektedir. Bu kadinlarin izleminde, yillik endometrial biyopsi uygulanmalidir.

1.1.4.2 Atipik Endometrial Hiperplazi

Histerektomi, herhangi bir yasta atipik endometrial hiperplazisi olan
kadinlarda en 1iyi tedavidir, ¢iinkii eslik eden subklinik invaziv hastalik riski
yiiksektir (24, 25). Fertilitenin siddetle korunmasmi isteyen hastalar istisnadir. Bu
hastalara yiiksek doz progestin tedavisi uygun tedavidir (26). Bu hasta grubunda
tedaviye yanit gosterilene kadar, her 3 ayda bir seri endometrial biyopsilerle
hiperplazinin iyilesmesi dogrulanmalidir. Aksi halde histerektomi onerilmelidir (27).
Hiperplazinin iyilesmesinden sonra, er ge¢ kansere ilerleme potansiyeli nedeniyle

izlem uzun stire devam etmelidir (28).



1.2. Endometrium Kanseri

1.2.1. Patogenez

Endometrium kanseri, biyolojik ve histolojik olarak ikili patogenez modeli ile
karakterize, farkli bir neoplazi grubudur. Tip 1 endometrium kanseri, tiim olgularin
%75’ini olusturur. Ostrojene bagimli olup, diisiik gradeliler ve atipik endometrial
hiperplaziden koken alirlar. Tersine, tip 2 kanserler genellikle ser6z yada berrak
sitolojiye sahiptir, oncli lezyonlar1 yoktur ve daha agresif bir klinik siire¢ izlerler.

Morfolojik ve klinik farkliliklar, tip 1 ve tip 2 tliimorlerin tasidiklar1 gen
gruplarindaki bagimsiz mutasyonlardaki genetik ayirim ile paraleldir (29, 30).

Tablo 2. Tip 1 ve 2 Endometrium Kanseri Ayirict Ozellikler

Ozellikler Tip 1 Tip 2
Karsilanmamis Ostrojen Var Yok

Menapozal Durum Pre-peri menapozal Postmenapozal
Hiperplazi Var Yok

Irk Beyaz Siyah

Grade Diisiik Yiksek

Myometrial Invazyon Cok az Derin

Spesifik alt tipler Endometrioid Ser6z, berrak hiicreli
Davranig Stabil Agresif

1.2.2. Tam

1.2.2.1. Bulgular ve Semptomlar

Endometrium kanserinin erken tanisi, hemen hemen tamamiyla diizensiz
vajinal kanamanm hizla taninmasi ve degerlendirilmesine dayanir. Premenapozal
kadinlarda, klinisyen, uzamis agir menstrilasyon ya da ara kanamalar1 Oykiisi
nedeniyle yiiksek kusku indeksini devam ettirmelidir. Postmenapozal vajinal
kanama, %5 ile %10 endometrium kanseri olasilig1 nedeniyle kaygi vericidir (31,

32).

1.2.2.2. Papanicolaou Testi

Tarihsel olarak, Pap smear, endometrium kanseri tanist i¢in duyarliliga sahip

bir ara¢ degildir ve endometrium kanseri olan kadmnlarin %50’sinde normal bulgular



olacaktir (33). Siv1 bazli sitoloji, glandiiler anormalliklerin saptanmasini artirdigi

goriilmektedir, fakat klinik uygulamayi degistirmek icin yeterli degildir (34, 35).

1.2.2.3. Endometrial Ornekleme

Malignite i¢in kuskulu kanamasi olan kadinlarin baslangic degerlendirmesi
icin, daima Pipelle biyopsi tercih edilmektedir (36). Ancak, 6rnekleme teknikleri,
uygun tanisal degerlendirme saglamada basarisiz olursa ya da anormal kanama
devam ederse, taniy1 kesinlestirmek icin dilatasyon ve kiiretaj(D/C) gerekebilir (37)

Ayaktan histeroskopi, bolgesel endometrial lezyon tanisi i¢in daha duyarhdir
ve bu nedenle hiperplazi tanisinda daha az yarar saglamaktadir (38). Ayrica, anormal
kanamay1 degerlendirmek icin histereskopi kullanilan hastalarda pozitif peritoneal
swvi sikligr artmistir (39-41). Ancak hastalarin genel prognozunun kotiilesmedigi

goriinmektedir (42, 43).

1.2.2.4. Laboratuar Testleri

Endometrium kanserinin yonetiminde klinik olarak yararli tek belirte¢ serum
CA125 diizeyinin Olglimiidiir. Operasyon oncesi ylikseklik oldukga ilerlemis bir
hastalik oldugunu gosterir (44). Ancak, bu durumda bile, diger klinik bulgularin
yoklugunda kullanimi siirhdir (45).

1.2.2.5. Goriintiileme Cahsmalan

Bilgisayarli Tomografi (BT) ya da Manyetik Rezonans (MR) goriintiileme,
genellikle gerekli degildir. Ancak MR goriintiileme bazen servikse uzanan bir
endometrium kanserinin, primer serviks kanserinden ayirt edilmesinde yardimci

olabilir (46)

1.2.3. Patoloji

Diinya Saglik Orgiitii endometrium kanserini asagidaki gibi smiflamustir.
1. Endometrioid Adenokanser

a. Squamoz farklilagmali tip

b. Villoglandiiler tip

c. Sekretuar tip

d. Silya hiicreli tip



. Miisin6z kanser

. Ser6z kanser

. Berrak hiicreli kanser

. Skuamoz hiicreli kanser
. Mikst hiicreli kanser

. Farklilagmamis kanser

0 I O W B~ W

. Digerleri

1.2.3.1. Histolojik Tip

a.Endometrioid Adenokanser

Endometrium kanserinin en yaygm histolojik tipidir. Olgularin %75’ini
olusturur. Bu tiimdr, karakteristik olarak normal endometriumu animsatan glandlar
icerir. Eslik eden hiperplastik endometrium, tipik olarak diisiik grade’li timor ve
myometrial invazyonun olmamasi ile iliskilidir. Ancak, glandiiler bilesen azaldiginda
ve solid kiimeler arttiginda, tliimor yiiksek grade olarak smiflandirilir (3). Ayrica,
atrofik bir endometrium, ¢cogunlukla metastatik olan yiiksek grade’li lezyonlar ile ¢ok
daha fazla iligkilidir (47).

Adenokanserler degisik sekiller gosterebilir. Bunlar, skuaméz farklilagma,
villoglandiiler, sekretuar ve silyali hiicreli varyantlaridir.

b.Seroz Kanser

Endometrial kanserlerin yaklasik %5 ile 10’unu olustururlar. Yash kadmnlarin
atrofik endometriumlarindan kaynaklanan, oldukca agresif tip 2 tiimorleri simgeler
(48). Tipik olarak, belirgin niikleer atipi gosteren hiicreleri olan kompleks bir papiller
biiylime sekli vardir ve hastalarin %30’unda Psammoma cisimcikleri goriiliir (3).

c.Berrak Hiicreli Kanser

Endometrial kanserlerin %5’inden daha azi1 berrak hiicreli kanserlerdir. Bu tip
yiiksek grade’li ve derin invazyon yapan tiimorler olma egilimindedirler. Hastalar
genellikle ilerlemis hastalikta tan1 alirlar ve kotii bir prognoza sahiptirler (49).

d.Miisinoz Kanser

Endometrial kanserlerin %1-2’sini olusturan bu kanser, tiimdriin yarisindan
fazlasmi kapsayan miisindz bir goriiniime sahiptir. Hemen hemen hepsi, 1yi prognozu

olan evre 1, grade 1 lezyonlardir (50).



e.Mikst Kanser

Bu kanser tip 1 ve tip 2 kanserin bir karigimidir (3).

f.Farkhlasmamis (Andiferansiye) Kanser

Bu tiimorler, belirli bir paterni olmayan solid tabakada tek diize biiyiiyen
epitel hiicrelerinin, orta boylu proliferasyonu ile karakterizedir (51). Sonugta

prognoz, kotii farklilasmis adenokanserden daha kotidiir (52).

1.2.4. Histolojik Grade

Endometrial kanser i¢in en yaygm kullanilan derecelendirme sistemi, li¢
basamakli Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) sistemidir. Grade
1 lezyonlar, tipik olarak iyi bir prognoza sahiptir. Grade 2 lezyonlar, orta derecede
bir prognoza sahiptir. Grade 3 kanserler, siklikla kotii bir prognoza sahiptir ve
myometrial invazyon ve lenf nodu metastazi potansiyelinde artis ile iligkilidir.

Tablo 3. Endometrium Kanseri i¢in FIGO Evrelemesi

EVRE KARAKTERI

1 Tiimor korpusta sinirh

1A Miyometrial invazyon yok veya 1/2 den az

1B Esit invazyon veya % den daha fazla

2 Tiimor servikal stromayi invaze etmis, fakat uterusun disina yayilmamstir
3 Lokal ve/veya bolgesel tiimor yayilim

3A Tumor korpus uterinin serozasini ve/veya adneksi invaze etmis

3B Vajinal ve/veya parametrial tutulum

3C Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu tutlumu

3C1 Pozitif pelvik lenf nodu

3C2 Pozitif paraaortik lenf nodu, pelvik lenf nodu pozitif veya negatif

4 Tiimor mesane ve/veya barsak mukozasina yayllmis ve/veya uzak metastaz
4A Tiumor mesane ve/veya barsak mukozasina yayilmis

4B Uzak metastaz, intraabdominal metastaz ve/veya inguinal lenf nodu metastazi dahil

1.2.5. Tedavi

1.2.5.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi temel yaklasim seklidir. Cerrahide yapilmas1 gereken islemler;
TAH-BSO; Adneksler mikroskobik metastaz yeri oldugundan ve es zamanli

veya daha sonra olusabilecek over kanseri riski artmis oldugundan ¢ikartimalidir.



Ancak overler gross olarak normal goriildiigiinde adneksial kanser riski %1’in altia
inmektedir. Premenapozal hastada overlerin korunmasi durumunda dikkatli bir
inspeksiyon zorunludur. Servikse yakin vajenin ¢ikartilmasina gerek yoktur.

Sitoloji; Subdiyafragmatik, parakolik ve pelvisten 50 cc yikama sivisi 6rnegi
almmalidir.

Stipheli alanlardan biyopsi almmali, uterus agilarak, tiimoriin biiytkligi,
myometrial invazyon derinligi ve servikal yayilima bakilmalidir. Omentektomi veya
omental biyopsi yapilmalidir. Non-endometrioid tiimorlerde apendektomi ve
peritoneal biyopsi yapilabilir.

Cerrahi evrelemede artan tecriibeler diisiik riskli olgularda (grade 1 veya 2
endometrioid tiimdrler, myometrium i¢ '2’sinde sinirli) sistematik lenfadenektominin
sart olmadigin1 gostermistir. Bu hastalarda sadece siipheli pelvik ve paraaortik lenf
nodlar1 patolojik inceleme i¢in ¢ikarilmahidir. Yiiksek riskli olgularda (grade 3, ser6z
veya berrak hiicreli histoloji, evre 1b veya 2, timor>2 cm) ise sistemik pelvik
lenfadenektomi yapilmalidir. Paraaortik lenf nodlarindanda klinik olarak siipheli
olanlar ¢ikarilmalidir.

Parsiyel omentektomi yiiksek riskli hastalarda, papiller ser6z ve mikst

miillerian tiimor olgularinda operasyona eklenmelidir.

1.2.5.2. Postoperatif (Adjuvan) Radyoterapi

Evre 1A ve Grade 1-2 tiimorlerde postoperatif radyoterapiye gerek yoktur.
Uterusta smirl timorlerde postoperatif vajinal cuffa radyoterapi uygulanir. Grade 3
histolojisi ve lenfovaskiiler alan invazyonu olan evre 1 tiimorlerde vajinal rekiirrensi
azaltmak i¢in postoperatif vajinal cuffa radyoterapi uygulanir. Paraaortik lenf nodu
tutulumu olan ancak bagka pelvis dis1 yayilimi olmayan olgularda genisletilmis alan

radyoterapisiuygulanir.

1.2.5.3. Postoperatif (Adjuvan) Kemoterapi

Ileri evre tiimorlerde standart tedavi kemoterapidir. Doksorubicin + sisplatin
kullanilabilir.

Tedavi sonrast ilk 3 y1l 3-4 ayda bir, daha sonra 6 ayda bir takip yapilmalidir.



1.3. Endometrium Kanseri ve Iyon Kanallar

Plazma membraninda yer alan iyon kanallar1 hiicresel elektrogenez veelektrik
iletiminden sorumludur. Bu kanallar apoptoz, proliferasyon ve farklilagma gibi doku
homeostazinin korunmasi i¢in gerekli olan tiim temel hiicredavranislarinin yerine
getirilmesinde gorev almaktadirlar. Iyon kanallarmin bukritik siireglere katkisinda
birka¢ ana mekanizma vardir. Bunlar membran potansiyelinin korunmasi, hiicre
voliimiiniin diizenlenmesi ve temel sinyaliletimini saglayan iyonlarin girisidir.
Artmis proliferasyon sonucu malignhiicrelerin transformasyonu, bozuk farklilagsma,
Olim yeteneginin bozulmasi anormal doku gelisiminin temel sebebidir. Bunun
sonucunda kontrolsiiz yayilimve invazyon gerceklesebilmektedir (53).

Timor progresyonu, hiicre proliferasyonu, apopitoz, migrasyon, invazyonve
anjiogenez gibi fizyolojik siireclerin degisimi sonucunda olusur. Bu siirecler,
kalsiyum homeostaz1 ve transient reseptor potansiyel (TRP) katyon kanallari
kontrolii altindadir (54). Iyon kanallari, énemli 6lciide de TRP kanallari, birgok
fizyolojik siiregte yer almaktadir. Bu kanallarin, kanser gibi bazi ciddihastaliklarla da
iligkili oldugu gosterilmistir. Kanser baslangic1 ve progresyonu siirecinde, bir veya
daha fazla TRP proteininin degismis ekspresyonu dnemarzetmektedir (55).

Transient reseptdr potansiyel (TRP) kanallar1 ilk defa Drosophila’da
tanimlanmistir (56). TRP geni iirtinii 1989°da klonlanmistir ve TRP ailesininkurucu
iiyesi olan ve Ca2+’a gecirgen olan bir katyon kanalin1 kodlar. TRPkanallarinin bazi
ortak ozellikleri vardir. Hepsi katyon selektif kanallardir. Genelolarak, homo- ve
heterotetramerler olarak fonksiyonel kanallar1 olusturan 4subunitten olustugu
diistiniilmektedir. Hiicresel seviyede, multifonksiyonel algilayicilar olarak fonksiyon
gortrler. Fiziksel veya kimyasal uyarilar ve spesifikligandlarin baglanmasiyla aktive
olurlar. TRP gen mutasyonuna sahip olan fotoreseptorler siirekli 151ga maruz
brrakildiklarinda fazik olarak (transient) voltaj degisikligine yol agmalar1 nedeniyle
bu isim verilmistir. Farkli tiirlerde, 50°denfazla TRP kanali tanimlanmistir (57).
Memelilerde 20’den fazla TRP kanal tipitanimlanmistir (55). Bu kanal ailesinin iyon
kanallar1 1s1 ve/veya mekanik gibi ¢okdegisik formdaki uyarilarla aktive edilirler.
Sekans homolojisine bagli olarak 28memeli TRP’si, 6 alt gruba ayrilir. 1) vanilloid
reseptor ailesi (TRPV), 2)Kanonikal (TRPC), 3) melastatin (veya uzun) TRPM, 4)
polisitin (TRPP), 5)mukolipin (TRPML), 6) Ankirin (TRPA) (58, 59).



Transient Reseptor Potansiyel (TRP) kanallari, yiiksek derecede degisken
aktivasyon mekanizmalariyla karakterize olan seliiler algilayicilardir. Farkli TRP
genlerindeki mutasyonlar, ¢esitli hastaliklarla iligkilidir.

Transient Reseptor Potansiyel kanallar1 ayrica hiicre farklilagsmasi, biiylimesi ve
apoptozda da yer alir. Bildigimiz gibi Ca2+ artis1 hiicrelerde apoptozu indiikler. Bu
ylizden, timor hiicresi membraninda lokalize olan TRP kanallar1 ilag terapisi,
immunoterapi ve hatta gen terapisinde yeni hedefler olacakir. Bu kanallarin
farklilagsma ve karsinogenez esnasindaki ekspresyon degisiklikleri hakkinda c¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Bu kanallarin ekspresyon yolaklari, karsinogeneze katkilar1 ve
kanser tedavisinde TRP agonistlerinin uygulamaya konmastyla ilgili aragtirmalara
ithtiya¢ vardir (57).

Transient Reseptér Potansiyel Melastanin (TRPM) alt grubu, potansiyel bir
tiimOr supresor olarak tanimlanan bir proteinden olan melastatinden adini almaktadir.
Bu gruba ait 8 protein tanimlanmistir. TRPM alt grubunun birgok iiyesi kalsiyuma
gecirgendir ve kalsiyumla aktive olan proteinlerdir (60, 61). TRPM iyon
kanallarindaki degisiklikler fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyerek, patolojik siire¢lerin

olusumuna zemin hazirlar (62).
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Sekil 1. TRP kanallarinin hiicre zarinda yerlesimi ve gecirgenligi

1.3.1. TRPM 2 Iyon Kanah

Transient Reseptor Potansiyel Melastanin 2 geni kromozom 21q22. 3
iizerinde lokalizedir. TRP kanallarmin ¢ogunda oldugu gibi TRPM2 kanallar1 voltaj
kapili olmayan katyon kanallaridir ve 6nemli bir ikinci haberci olan Ca2+’a 6nemli

gecirgenlikleri vardir (63).
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Transient Reseptor Potansiyel Melastanin 2 kanali intraselliler N ve C
uclarma sahip olan 6 transmembran alani icermektedir. TRPM?2 kanallar1 en fazla
hipokampiis, serebral korteks, talamus ve orta beyin bdlgeleri olmak ilizere merkezi
sinir sisteminde yogun olarak eksprese edilmektedir (58, 64). Kemik iligi, dalak,
kalp, lokosit, karaciger, akciger ve pankreas gibi ¢ok sayida insan dokusunda

eksprese edildigi belirlenmistir (65).
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Sekil 2. TRPM?2 Kanallarinin Sematik Gosterimi

Transient Reseptor Potansiyel Melastanin 2 ve TRPMS8 diisiik sekans
homolojisine sahiptir ve herhangi bir altgruba dahil edilmemislerdir. Kanser
hiicrelerindeki fazla TRPM2 diizeyleri, hiicre proliferasyonuyla ilgili olarak
enzimatik bir fonksiyona sahip olabilir (66). Zeng ve ark. (67) eksik TRPM2 nin bir
endoplazmikretikulum kalsiyum kanal1 olarak rol oynayabilecegini ifade etmistir.
Intraselliiler kalsiyum regiilasyonu hiicre replikasyonu ve apoptozu diizenleyen temel
mekanizmalardan biri olup tiimdr olusumunda temel bir role sahiptir. TRPM2’nin
inhibisyonu bu reseptoriin eksprese oldugu beyin ve periferik kan hiicreleri gibi
hiicrelerde yasamin devam etmesinde faydali olabilir (68). Bu proteinlerin niikleusa
transmigrasyonun veya ekspresyonunun segici olarak baskilanmasi normal hiicreler
iizerinde herhangi bir etki olusturmazken kanser hiicrelerinin apoptozunu
saglayabileceginden kanser icin Onemli bir terapotik hedef konumundadir (68).
Ancak TRPM2 inhibitorlerinin kanser hiicrelerinde nasil bir etki gosterecegi

bilinmemektedir ve bu alanda yapilacak ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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1.3.2.TRPM 7 iyon Kanal

Transient Reseptor Potansiyel Melastanin 7 ilk olarak Nadler ve arkadaslar1
tarafindan klonlanmistir (69). TRPM2 kanali ile heterodimer yaptigi bilinmektedir.
Kanal, 15q21. 2 iizerindelokalizedir. Fare ve insanda TRPM7 kanali %95 oraninda
yiiksek bir homolojiye sahiptir. 39 ekzona sahip olan 85kb’lik bir DNA bélgesini
kapsamaktadir. Insanda 1864 aminoasitlik ve farede 1863 aminoasitlik biiyiik bir
protein kodlamaktadir.

Protein yaklagik 212 KDa’dur. 6 transmembran alanina sahiptir.
Fosfatidilinositol4, 5-fosfat (PIP2), ile etkilesen TRPM7 diger bazi kanallarin pozitif
diizenleyicisidir. Kanalin C ucu atipik serin/threonin protein kinaz alanina sahiptir.
Ancak bu kinaz alan1 direkt kanalin aktivitesi ile iligkili degildir (70).

Transient Reseptor Potansiyel Melastanin 7, endotelyal hiicreler (71), monosit
(72), noron (73-75), osteoblastlar (76, 77), mezenkimel kok hiicreleri (78) ve
vaskiiler diiz kas hiicreleri (79) gibi, hemen hemen tiim dokularda eksprese
olmaktadir. Diger TRPMkanallar1 ile karsilastirildiginda dokulardaki ekspresyon
diizeyi daha yiiksektir.

Ozellikle hipokampus ve kolinerjik vezikiillerde ekspresyonu tespit
edilmistir. Segici olmayan bir katyon kanalidir. Ozellikle kalsiyum ve magnezyum
gibi divalent katyonlara gecirgendir. Kanal aktivitesi ektraselliiller Ph tarafindan
diizenlenmektedir. TRPM7°nin hiicre proliferasyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir (70). TRPM7 kanallari, yeni Ca+2 gecirgen non-selektif katyon
kanallaridir. TRPM?7 kanallarinin aktivasyonu, hiicresel Mg2+ homeostazinda,
anormal magnezyum absorbsiyonunun neden oldugu hastaliklarda ve
iskemikkosullar altinda Ca2+ iligkili néronal hasarlarda yer aldigi gosterilmistir.
TRPM?7 kanallari, ayrica hiicresel ¢inko (Zn2+) homeostazi ve Zn2+ iliskili noronal
hasarlarda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Transient reseptor potansiyel melastatin 7
(TRPM?7), hemen her doku ve hiicre tipinde eksprese olan bliylik TRP kanali ailesinin
bir tyesidir. TRPM7 kanallarinin artan aktivasyonunun g¢esitli fizyolojik ve
patofizyolojik siireglere katkida bulunduguna dair ¢esitlibilgiler bulunmaktadir (80).
TRPM?7 kanallar1, Zn toksisitesinin dnemli bir yeraldig1 ndrolojik hastaliklarda yeni

bir hedef olabilir (81).
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2. GEREC VE YONTEMLER
2.1. Genetik Gerec ve Yontemler

2.1.1.Vakalarin Secimi
Bu c¢alisma, Firat Universitesi Etik Kurulu tarafindan 01.04.2017 tarih ve
0701 sayili karar ile bilimsel ve etik agidan uygun goriiliip kabul edilmistir.

Hastalarimiz Firat Universitesi Hastanesi’nde son 10 yilda yapilan kiiretaj
materyallerinden se¢ilmistir. Kontrol grubu, atipisiz hiperplazi, atipili hiperplazi,
grade 1 endometrium adeno ca, grade 2 endometrium adeno ca, grade 3 endometrium

adeno ca olmak {izere her gruptan 20’ser hasta secilmistir.
2.1.2. fyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Aletler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Ttrkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuawre, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri fiige Tube, Meksika

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Switzerland, Isvicre

e PZR ve Qubit tiipleri (0,6ml): Neptune, Katalog: 3737. S. X, Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

e Plate Yapistirici: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive
Film, ABD

e Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0, 1 mL), Singapur

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

e Qubit® 2, 0 Fluormeter: Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya

e Real Time- PCR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real Time
PCR Instrument, Foster City, CA

e Santrifiij: Sigma, Almanya

e Spin: Labnet International, Katalog No: C1031B-230V, Kore

e Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye
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2.1.3. iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Kimyasal Maddeler

e cDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse
Trancription Kits, Part No: 437522 REVB, Foster City, CA

e 5 x HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX): Solis Biodyne, Riia
185a, 51014 Tartu, Estonia

e Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500 mL), Kanada

e Tri Reagent, Molecular Research Center, Cat No: TR 118, Montgomery Road
Cincinnati, OH, USA

2.1.4. iyon Kanallarim Tespit Etmede Kulllanilan Yéntemler
2.1.4.1. Parafin Blok Kesitlerden RNA izolasyonu

Temin edilen parafin bloklardan 0, 2mm kalinhgmda kesitler alinarak
epondorflarda istiflenip izolasyon i¢in -80 C’de saklandi. Parafin bloktan RNA
izolasyonu Trizol kullanilarak gercgeklestirildi. Yontem Sharma ve arkadaslarindan
modifiye edilerek uygunlugu test edilmistir.

1. Parafin erimesi i¢in 20 um 5 adet kesit ependorf tiiplere konularak 65°C 1s1
blogunda 1 saat bekletildi.

2. Parafinin uzaklastirilmasi i¢in ependorflara 1000 pl ksilol (65°C etiivde
1sitilacaktir) konup 65°C’de 5 dk. inkiibasyonu takiben 14. 000 rpm’de 2 dk. santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atilacaktir. Ksilol eklendikten sonraki iglemler 3
kez tekrar edildi.

3. Ependorflara 1000 pl %100’lik etanol konup vorteks yapilacaktir. Etiivde
37°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 14. 000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilip
siipernatant uzaklastirildi. Ependorflara 1000 pl %70’lik etanol konup vorteks
yapildi. Etiivde 37°C’de 15 dakika bekletildi. 14. 000 rpm’de 2 dk. antrifiij yapilip ve
siipernatant atildi. Ependorflara 1000 pul %350’lik etanol konulup ve vorteks yapildi.
Etiivde 37°C’de 15 dakika bekletilip 14. 000 rpm 2 dk. santrifiij yapildi ve
siipernatant kisim atild1.

4. Ependorflara; 750 pl Trizol, 60 pul Proteinaz K ve 2 pl RNase inhibitor

ilave edilerek 60°C’de ayarlanmig ¢alkalamali su banyosunda 1 gece bekletildi.
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5. Orneklerin oda 1si1smna diismesi beklendi. Ependorflara 300 pl kloroform
eklenip ve 15 saniye vorteks yapildi. 20. 000 rpm’de 20 dk. +4 °C’de santrifiij edilip
iistte kalan faz yeni tiiplere aktarildi.

6. Uzerlerine 800 pl izopropil alkol eklendi ve oda sicakliginda tiipler alt {ist
edilip -20°C’de 1 gece beklemeye alindi.

7. 13. 500 rpm’de 10 dk. +4°C’de santrifiij edilip iist faz atildi. %75’1ik etil
alkol ile yikama yapildi. Tipler altiist edilip 7500 rpm’de 5 dk. +4°C’de santrifiij
edilip 10 dk. Etanoliin u¢masi i¢in tiipler kapaklar1 agik sekilde bekletildi.

8. Dipte kalan beyaz RNA pelletinin biiylikliigline gore DNase, RNase ve

pirojen icermeyen su eklendi (121).
2.1.4.2.Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

RNA 6lgiimii icin Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2. 0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. . Isleme gegmeden o6nce
DNAaz-RNAaz icermeyen steril su ile kor 6l¢iim yapildi. BioSpec-nano (Shimadzu)
cthazinin 6l¢iim alanina 1 pl RNA konularak RNA miktar1 ng/ul olarak 6l¢iildii. Bu
islem her bir ornek icin tekrarlandi. ¢DNA sentezi i¢cin RNA miktarlarinin

esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alind1.
2.1.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
2.1.5.1. Kullanilan Cozeltiler ve Gerecler

High- Capacity cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit icinde 10X RT Buffer,
25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse Transcriptase hazir
halde bulunmaktadir.

PCR Cihazi

500/1500 pl Ependorf Tiip

Niikleaz Igcermeyen Steril Su
2.1.5.2. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢gin RNA oOrneklerinden 10 pl kullanilarak ¢cDNA sentezi
toplam 20ul hacim iizerinden gerceklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 pl
10XRT bufter, 2 pl 10XRT random primer, 0. 8 pul 25XdNTP mix, 4. 2 pul niikleaz

icermeyen su ve en son olarak 1yl MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi
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kullanild1. Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C°de 10 dk, 37°C’de 120
dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA
ornekleri -80°C’de sakland1.

Tablo 4. cDNA karigim miktari

Bilesik Hacim (pl) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisim (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,0 4.2

Reaksiyon toplamm 10.0

Tablo 5. CDNA sentezi i¢in uygulanan pzr programi

PZR 1.Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Sicakhk 25°C 37°C 85°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk ©

2.1.5.3. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile c¢DNA
Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliinda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile amplifiye edildi.
Genlerin ifadelerinin belirlenmesi i¢in tabloda verilen primerler kullanildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH (Qiagen (Kat. No: OT00079247)),
Realtimeprimers Gen Panelinde yer alanTRPM2 ve TRPM7 genlerinin
ekspresyonlar1  belirlendi.  Gen  ekspresyonlar1  arasindaki  farklhiliklarin

AACT hetodu kullanilda,

hesaplanmasinda 2

Real Time PCR 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. RT-PCR Plate hazirlanirken
cDNA orneklerinde her bir kuyucuga 0, 5ul kondu. Her bir 6rnek i¢in 1 pl gPCR
mix, 0, 5 pul primer ve 3 ul DNAaz ve RNAaz icermeyen steril su olacak sekilde
ornek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara kondu ve
vortekslendi. Plate’deki cDNA Orneklerinin iizerine 4, 5 pl hazirlanan karisimdan
birakilarak plate’in tizeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate 6rneklerin tamamen

dibe cokmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla Mini plate spin

cthazinda 1 dakika santrifiij edildi.
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Tablo 6. RT-PCR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim (ul)X Ornek Sayisi
cDNA 0,5

Primer 0,5

qPCR Mix 1

Niikleaz icermeyen H,O 3

Toplam 5

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi
ile 6lciildi. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1
kosullar1 1 kez 95 °C'de, 15 dk ve 40 kez 95 °Cde 15 sn, 60 °C'de 30 sn, 72 °C'de 30
sn olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 7. Uygulanan RT-PCR programi

Dongii Basamag Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ aktivasyonu 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15 sn

Annealing 60°C 30 sn 40
Uzama 2°C 30 dk

2.1.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez calismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansli
(193. 255. 124. 131) IBM SPSS 22. 0 paket program kullanilarak yapilmistir. Hasta
ve timor oOzellikleriyle, ilgili gen ekpresyon pozitifligi arasindaki korelasyonun
belirlenmesi i¢in ¢ift yonlii “Fisher testi” kullanilmistir. Normal ve tiimorli
dokulardaki ilgili gen ekpresyonlarmin belirlenmesi i¢in “Spearman Korelasyon
testi’, normal ve tiimoOrli dokulardaki ilgili gen ekpresyon pozitifliklerinin
karsilagtirilmasi i¢in “ki kare analizleri” kullanilacaktir. p<0, 05 degeri istatistiksel

acidan anlamli kabul edilmistir.

2.2. Iimmunohistokimyasal Gere¢ ve Yontemler

Parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden geg¢irilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak icin
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)
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ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek i¢in
hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
primer antikorlar( (Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738 ve Goat Anti-TRPM7
antibody, ab729, Abcam, Cambridge, UK )ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra sekonder antikorlar (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse / rabbitlgG), TP—125-BN, Lab Vision Corporation, USA ve Donkey anti-goat,
sc-2042, Santa Cruz Biotechnology, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC
Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alimdiktan sonra es zamanl olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen
ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek uygun kapatma
solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginhgi (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6:
%51-75, 0.9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3:
siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet

2.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama * standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0. 05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

Transient Reseptdr Potansiyel Melastanin 2Immiinreaktivitesi icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu;
Kontrol grubu (Sekil 1, 7) ile karsilastirildiginda TRPM2Immiinreaktivitesi Atipisiz
endometrial hiperplazi (Sekil 2, 8) , Atipili endometrial hiperplazi (Sekil 3, 9),
Grade 1 endometrial adenocarcinoma (Sekil 4, 10), Grade II endometrial
adenocarcinoma (Sekil 5, 11) ve Grade III endometrial adenocarcinoma (Sekil 6, 12)
gruplarinda benzer sekilde izlenmekte olup gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik izlenmedi.

3.1.2. TRPM7 immiinreaktivitesi

TRPM7 Immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k
mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu; TRPM7 Immiinreaktivitesi, Kontrol
(Sekil 13), Atipisiz endometrial hiperplazi (Sekil 14) ve Atipili endometrial
hiperplazi (Sekil 15) gruplarinda benzer sekilde izlendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda TRPM7 Immiinreaktivitesi; Grade I endometrial adenocarcinoma
(Sekil 16), Grade II endometrial adenocarcinoma (Sekil 17) ve Grade III
endometrial adenocarcinoma (Sekil 18) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmist1 (p<0. 05).

Tablo 8. TRPM2 ve TRPM7Immiinreaktivitesi

TRPM2 TRPM7

Kontrol 0,35+0,12 0,66+0,16
Atipisiz endometrial hiperplazi 0,32+0,11 0,64+0,17
Atipili endometrial hiperplazi 0,33+0,10 0,65+0,15
Grade I endometrial 0,3120,12 0,25+0,14°
adenocarcinoma

Grade II epdometrlal 0.37+0,20 0314025
adenocarcinoma

Grade III gndometrlal 0.36:0,14 0.2340,17°
adenocarcinoma

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Bu calismada biz basit atipisiz endometriyal hiperplaziden Grade3
endometriyum adeno kansere kadar olan endometriyal neoplazilerde TRPM2 mRNA,
TRPM7 mRNA gen ekspresyonlar1 ve immiinohistokimyasal olarak boyanma
skorlarin1  degerlendirdik.  Calismamizin  sonucunda  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda TRPM2 mRNA expresyonu tiim gruplarda azalmis iken, TRPM?2
immiinreaktivitesinde ise kontrol grubu ile atipisiz endometrial hiperplazi, atipili
endometrial hiperplazi, Grade LII ve III endometrial adenokarsinom arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik izlenmedi. TRPM7 mRNA expresyonu tiim
gruplarda kontrole gore azalmis iken, immiinreaktivitesi sadece Grade LII ve III
endometrial adenokarsinom gruplarinda anlamli olarak azalmis izlendi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda TRPM7 mRNA gen expresyonu ve immiinreaktivitesi
Grade LII ve III endometrial adenocarcinoma gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmis izlendi. Endometriyal hiperplaziden kansere dogru ilerleyiste
ozellikle TRPM7 mRNA down-regiilasyonu énemli bir progresyon markiri olabilir.
Yaptigimiz caligma bu bakimdan literatiirde ilk ¢alisma olma 6zelligindedir.

TRP kanalllar: hiicre differansiasyonu, hiicre biiylimesi ve apoptosis ile 1lgili
olup, Ca2+’ u yiikselterek apoptiosisi indiiklerler. Bu nedenle, tiimor hiicre zarinda
lokalize TRP kanallarinin, ilag tedavisi, immiinoterapi ve gen tedavisi i¢in yeni
hedefler olacag1 ongoriilmektedir. Hiicre farklilagsmasi ve karsinogenez sirasinda bu
kanallarin ekspresyonundaki degisikliklerle ilgili az miktarda bilgi mevcuttur. Kanser
tedavisinde kanserogenezin anlasilmasina ve TRP agonistlerinin uygulanmasina
katkida bulunmak icin bu kanallarin ekspresyon yolaklar1 hakkinda daha ileri
arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (82). Ana TRP ailesinin alt ailesinden biri olan
melastatin sub-ailesi (TRPM) essiz yapisal 6zelliklere sahip olup ortak ozellikler
paylastigr bildirilmistir (83). Biiyiiyen kanitlar TRPM?7 iiyesinin hiicresel siireglerde,
embriyonik gelisimde ve insan hastaliklarinda, &zellikle kanserde onemli rol oynadigini
gostermistir. Biriken veriler, insan malignitelerinde molekiiler biyolojik belirte¢ ve terapotik
hedef olarak TRPM7'nin potansiyel 6nemini vurgulamaktadir (84-87). TRPM?7 bir¢ok solid
timor tipinde degisik hiicresel prosesleri regiile eden hem bir iyon kanali hem de bir kinaz

proteinidir. Bununla beraber endometrium adenokarsinomda degerlendirilmemistir.
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Bildiklerimize gore bu calisma TRPM7 ve TRPM2’yi endometrium adenokarsinomlarda
arastiran ilk ¢caligmadir.

Cesitli kanser tiirlerinde TRPM7 nin patofizyolojik rolii ile ilgili calismalar
mevcut (88-90) olmasina ragmen sonuglar yetersiz kalmaktadir. Dhenin-Duthille I ve
ark. (88) meme duktal adenokarsinomlarinda TRPM7’ nin 6zellikle yiiksek gradeli
biiyiik ¢apli (>2 cm) karsinomlarda yiiksek exprese oldugunu bildirmislerdir.

Yee ve ark. (89) pankreatik adenokarsinomlarda tiimdr ¢ap1 ve timor derecesi
ille TRPM7 immun boyanma skorunun pozitif korelasyon gosterdigini ileri
sirmiislerdir. Wang ve ark. (90) TRPM’ nin pelvik metastaz ile ilskili oldugunu
gostermislerdir.

Bu c¢aligmlarin aksine biz TRPM7 mRNA ve immiinohistokimyasal olarak
TRPM7’ nin normal endometrial doku ile endometrium adeno Ca grade I, 11 ve III
arasinda negatif korelasyon oldugunu gordiik. Bu ¢alismamizi Nakashima ve ark.
larinin yaptigi ¢alisma da desteklemektedir (91).

Nakashima ve ark. (91) TRPM7’nin immunohistokimyasal olarak ve TRPM7
siRNA supresyonunun Ozafajial skuamoz hiicreli karsinomda proliferasyon,
migrasyon ve invazyonu arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica 5 yillik surveyin TRPM7
seviyesi yliksek olanlarda diisiik olanlara gore daha yiiksek oldugunu ve TRPM7 nin
Ozafagial skuamoz hiicreli karsinomda bagimsiz bir 1yi prognoz belirteci
olabilecegini bildirmislerdir.

Buna ters olarak Rybarczk ve ark. (92) ise yiiksek TRPM?7 seviyelerinin
pankrasin  duktal adenokarsinomunda kotii prognozla iligkili  oldugunu
bildirmislerdir. Wang ve ark. (90) TRPM7’nin ovarian kanserde asir1
ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir. Middelbeek ve
ark. (93) meme kanserinin progresyon ve metastazinda TRPM7’nin giiclii bir kotii
prognostik faktor oldugunu bildirmislerdir. Bu yayinlara ters olarak Nakashima ve
ark. (91) TRPM7 down-regulasyonunun hiicre proliferasyon, migrasyon ve
invazyonunu anlamli olarak arttigmni bulmuglardir. Mizuno ve ark. (94) de TRPM7'yi
asir1 eksprese eden fare mesane kanseri hiicrelerinin, sahte-transfeksiyona ugramis
hiicrelere kiyasla daha yavas proliferasyon gosterdigini bildirmistir. Bu ¢alismada
bulgularimiza benzer sekilde TRPM7’ nin mesane kanseri hiicrelerini negatif olarak

regiile ettigini gostermektedir.
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Biz de calismamizda kontrol grubuna ve atipili, atipisiz endometrial
hiperplazi gruplarma gore grade I, 1I ve III endometrium adenokarsinomunda hem
TRPM7 mRNA ekspresyonu hem de immunohistokimyasal olarak TRPM7’ de
gordiiglimiiz  anlamli  azalmanmn  endometrial  hiperplaziden = endometrial
adenokarsinoma gegiste bir belirtec olabilecegini ve diisik TRPM7 seviyelerinin
endometrial hiicrelerde proliferasyona ve invazyona yol actigmi diistinmekteyiz.
Bununla beraber grade 1, II ve III endometrial adenokanserlerde gradeler arasinda ise
anlaml bir fark bulamadik. Bu da bize diisiik TRPM7 seviyelerinin endometrial
hiicrelerde proliferasyona ve invazyona yol actigmi diisiindiirmektedir. Biz eger
gradeleme yerine endometrium adenokanserlerini evrelerine gore inceleseydik ve tip
I ile Tip II endometrium kanserlerini kiyaslamis olsaydik evreler arasindaki TRPM7
seviyeleri arasinda da fark bulabilecektik. Leng ve ark. (95) TRPM7 siRNA ve
TRPM7’ nin supresyonunun glioma hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve
invazyonu dramatik sekilde azalttigini bildirmislerdir. Meng ve ark. (96) azalan
TRPM7 ‘nin meme kanseri hiicrelerinde migrasyon ve invazyon kapasitesinde
azalmaya yol actigini gostermislerdir.

Transient Reseptor Potansiyel ailesi liyelerinin ekspresyon seviyeleri, ¢esitli
kanser tiplerinde progresyon ile iligkilidir (97). Bununla birlikte TRP kanallarinin
fizyolojik rolii kanser tipine gore degismektedir (94). Bu da bize TRPM7
seviyelerinde gordiigiimiiz  diisisin  endometrium grade I, II ve III
adenokanserlerinin diger kanser tiirlerine gore farkli davrandigini diistindiirmektedir.

Bizim endometrial hiperplazili olgularda TRPM7 mRNA down regiile oldugu
halde immiinohistokimyasal boyanmada hiperplaziler ile kontrol grubu arasinda fark
tespit edemedik. Bu durum gen expresyonu sonucu iiretimi baskilanan protein
miktarmin immiinohistokimyasal farklilik olusturabilecek diizeyde olmamasindan
kaynaklanabilir (98). Endometriyal hiperplazi zemininde gelisen endometrioid adeno
kanserler progresyon ve survival bakimindan atrofik endometriyum zemininde
gelisen kanserlerden daha 1yi oldugu gosterilmistir (99). Ayrica hipoksik kosullarda
TRPM?7 ve TRPM2’ nin artt1g1 gdsterilmistir (100). Ostrojenin ise hipoksik kosullar:
tyilestirerek TRPM7 yi1 down-regiile ettigi gosterilmistir (101). Calismamizda
kanserlerdeki TRPM7 mRNA down-regiilasyonunu ve immiinreaktivitesindeki

azalmayr bu mekanizmayla agiklayabiliriz. Bir c¢alismada estrojen reseptor
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aktivitesinin TRPM6’y1 anlamli sekilde inhibe ettigi ancak TRPM6’ nin en yakin
homologu olan TRPM7 gen expresyonunu etkilemedigi bildirilmistir(102).
Dolayisiyla calismamizdaki TRPM7 down regiilasyonunu tek bir mekanizma ile
aciklamak gii¢ goriinmektedir. Bagka calismalarla bu konu aydinlatilabilir.

Transient Reseptor Potansiyel Melastanin -2 TRPM ailesinin ikinci subailesi
olup bir¢ok hiicrede klonlanip eksprese edilmektedir (103). TRPM2’ nin mesane,
meme, akciger, karaciger, bas ve boyun kanserleri gibi bircok kanserde eksprese
oldugu bildirilmistir (104). Ekspresyonu regiile eden mekanizmalar net bilinmemekle
beraber TRPM2 de malignensiyi modiile edebilecek bircok metilasyon bdlgesinin
mevcut oldugu bildirilmistir (105). TRP kanallarinin farkli kanser tiirlerinde farkli
sekilde eksprese oldugu bildirilmistir. TRPV8’in serviks kanserinde asir1 eksprese
oldugu bildirilmisken, buna ters olarak karaciger kanserinde dustiigii bildirilmistir.
TRPAI1 ekspresyonun bobrek kanserinde arttigi, prostat kanserinde ise azaldigi
bildirilmistir. Bu bulgular TRP kanallarmni kanser tipine gore zit rolleri oldugunu
gostermektedir. Bununla beraber TRPV1’in degisik kanser tiirlerinde anlamli
degismedigi bildirilmistir. TRPM2 yiiksek ekspresyonunun mesane, bas- boyun,
karaciger ve akcigeri igeren 4 kanser tipinde risk artist ile ilskili oldugu bildirlmisti.
Buna zit olarak ise yiiksek TRPM3 ekspresyonunun meme, mesane ve tiroid
kanserlerinde azalmis bir riskle iliskili oldugu bildirilmistir. Yine ilging olarak
yiliksek TRPC6 ekspresyonu azalmis meme, kolon ve prostat kanseri ile iliskili iken,
bas ve boyun kanserlerinde ise artmis bir risk ile iligkili bulunmustur (104). Biz
yaptigimiz ¢alismada bildigimiz kadar literatiirde ilk olarak TRPM2 miRNA ve
TRPM2’ yi immunohistokimyasal olarak atipisiz, atipili ve grade I, II, III
endometrium adenokarsinomunda arastirdik. TRPM2 miRNA’ nin kontrole gore
atipisiz, atipili endometrial hiperplazi ve grade 1, II, III endometrium
adenokarsinomunda anlamli diistiiglini ama immiinohistokimyasal olarak kontrol
grubu, hiperplaziler ve kanser gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulmadik.
Bulgularimiz bu ag¢idan Park ve ark.(104)’nin yaptig1 metaanalizde belirttigi gibi
TRP kanallarmin ekspresyonunun farkli kanser tiplerinde farkli olabilecegi
bulgulariyla uyusmaktadir. TRPM2 miRNA daki azalmanin immunohistokimyasal
olarak gosterilememe nedeni ise gen expresyonu sonucu iiretimi baskilanan protein

miktarmin immiinohistokimyasal farklilik olusturabilecek diizeyde olmamasindan
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kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Yine Hiro1 ve ark. (105) yaptiklar1 bir
calismada kiiltiire edilmis endometrial stromal hiicrelerde TRPM2 geninin estrojene
bagimli bir gen oldugunu bulmussalar da estrojenin en yiiksek oldugu orta ve gec
endometrial proliferatif fazda TRPM2 mRNA eksperesyonunda bir artis olmadigini
bulmuslardir. Insan endometriumunda invivo mRNA transkripsiyonunda proliferatif
endometrial fazda baska regiilator faktorlerin etkili olabilecegini diistinmiislerdir.
TRPM2 mRNA ekspresyonunun ge¢ sekretuar fazda anlaml arttigmi bulmuslardir.
Kiiltiire edilmis endometrial stromal hiicrelerde estrojen ve progesteron tedavisinin
TRPM2 mRNA ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir. Ahn ve ark. (106) ratlarda
yaptiklar1 bir calismada TRPM2 mRNA seviyelerinin prodstrusta anlamli arttigini,
metedstrusta basal seviyelerine dondiiglinii ve diestrusta eski seviyelerine dondiigiinii
bulmuslardir.

Bizim endometrium adenokarsinom ve hiperplazi gruplarinda TRPM?2
mRNA seviyelerindeki diisiisiin diger bir nedeni de yukaridaki g¢aligmalarda
belirtildigi gibi estrojenin farkli donemlerde endometrium {izerine etkilerinin farkli
olmasindan ve karsinom etyopatogenezinde invivo olarak bir¢ok faktdriin birarada
etki etmesinden kaynaklanmis olabilir. Bu konuda daha genis ¢apli arastirmalara
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak endometrial hiperplaziden endometrium adenokarsinoma
geciste TRPM7 miRNA ve TRPM2 miRNA anlamli olarak diisti. TRPM7
endometrium adenokarsinomunda immiinohistokimyasal olarak ta diiserken TRPM?2
de immiinohistokimyasal bir degisiklik izlenmedi. TRPM7 ve TRPM2 iyon kanallar1

farkli kanser tiirlerinde farkli davranmaktadir.
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