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OZET

Amag: Deneysel olusturulan endometrial hiperplazi modelinde Survivin, Bcl-2, Kaspaz-
9, Bad ve Bax genleri ekspresyonlar1 izerine metformin ve progesteron tedavisinin

etkilerinin arastirilmasi

Yontem ve Gerecler: Calismada agirliklart 180-260 g olan 40 adet 8 haftalik disi
Wistar-Albino ratlar kullanildi. Ratlar toplam 3 gruba ayrildi. Medikasyon yapilmadan
once tlm ratlara bilateral ooferektomi yapildi. Tum ratlara 20 giin boyunca 4mg/kg 178
estradiol hemihydrate araliksiz vererek endometrial hiperplazi gelisimi induklendi(76).
Onceki galismalar ile 17B Estradiol hemihydrate ile 10 giinliik medikasyon sonrasi
endometrial hiperplazi gelistigi kanitlanmis oldugu i¢in, 178 Estradiol hemihydrate ile
medikasyonun 10. giniinde gruplara uygun ek diger medikasyonlar baslandi(76). 13
rattan olusan estradiol+ metformin(E+M) grubuna 4mg/kg 17 estradiol hemihydrate’a
ek olarak 50 mg/kg metformin, 13 rattan olusan estradiol+progesteron(E+P) grubuna
17B estradiol hemihydrate’a ek olarak 1mg/giin medroxiprogesteron asetat verildi. 12
rattan olusan estradiol(E) grubu ise 20 giin boyunca sadece 17p estradiol hemihydrate
alan grup oldu. Medikasyon sonras1 20. gunde ratlar yiiksek doz eter inhale ettirilerek
oldaraldu ve ikinci kez laparotomi ile histerektomileri yapildi. Endometrial dokudan gen

ekspresyon analizleri ve patolojik degerlendirmeleriyapildi.

Bulgular: Calismada her i¢ grupta medikasyon sonras1 endometrial hiperplazi ve gen
ekspresyon diizeyleri degerlendirildi. Metformin ve progesteronun endometrial
hiperplaziyi anlamli sekilde tedavi ettigi ve metforminin en az progesteron kadar tedavide
etkili oldugu tespit edildi. Gruplar arasinda Survivin, Kaspaz-9, Bad, Bax, Bcl- 2 gen
ekspresyonlar1 ve Bcl-2/Bax orani karsilastirildi. Gen ekspresyonlarinin  ortalama,
minimum ve maksimum degerleri belirlenerek istatistiksel analizleri yapildi. Gruplar
arasinda Survivin, Kaspaz-9, Bad, Bax, Bcl-2 gen ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamakla beraber Bcl-2/Bax oraninda estradiol ve
metfomin(E+M) ile estradiol ve medroksiprogesteron asetat(E+P) alan gruplar sadece
estradiol(E) alan grup ile kiyaslandiginda metformin ve medroksiprogesteron asetat alan
gruplarda Bcl-2/Bax oranmin anlamli sekilde azaldigi ve bu azalig ile beraber hiicre

apoptosisinin uyarilarak endometrial hiperplazinin geriletmis olabilecegi gosterildi.



Sonug: Caligmamizda, endometrial hiperplazi tedavisinde etkinligi kanitlanmis
progesteron ile metformini kiyasladigimizda metforminin de progesterona benzer sekilde
hiperplaziyi gerilettigini tespit ettik. Gen ekspresyonlar1 degerlendirildiginde
progesteronun endometrial dokuda Bcl-2/Bax oranini anlamli sekilde azalttigi,
metforminin de yine progesterona benzer sekilde Bcl-2/Bax oranini azaltalarak apoptosisi
uyardigi gosterdik. Metforminin literatlirde bilinen etkilerine ek olarak, apoptosisin
regilasyonunda 6nemli rol oynayan ve hicrenin apoptosise ugrayip ugramayacagini
belirleyen Bcl-2/Bax oranmi anlamli sekilde azaltarak hiicreyi olusabilecek anormal
cogalmaya karsi apoptosise yonlendirdigi tespit ettik. Diger gen ekspresyonlari
degerlendirildiginde endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteron ve
metforminin Survivin, Kaspaz-9 ve Bad gen ekspresyonlari iizerine etkili olmadigin

anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: endometrial hiperplazi, metformin, progesteron, apoptosis, Bcl-2,
Survivin, Kaspaz-9, Bad, Bax, Bcl-2/Bax



ABSTRACT

Objective: The aim of our study is Survivin, Bcl-2, Bad, Bax and Caspase- 9 gene
expression levels after treatment metformin and medroksiprogeseron asetat with created

endometrial hyperplasia rat model.

Materials and Methods: We use famale Winstar- Albino rats for our study. Before the
medication we performed bilateral oophorectomy all this rats. We given 4mg/kg 17
Estradiol hemihydrate all rats for 20 days after first surgery. The rats were divided into 3
groups. Within 10 days after started 4mg/kg 17 estradiol hemihydrate we add 50 mg/kg
metformin for E+M group and 1mg/day medroxiprogesteron asetat for E+P group. Only
4mg/kg 17p estradiol hemihydrate was used for 20 days in group E. The rats were
sacrificed after 20 days with high-dose inhalted ether and hysterectomies were performed
by second laparatomy. RNA isolation was performed from tissiue for genetic analysis.
cDNA was obtained using the reverse transcriptase enzyme. Real time PCR used for
detected Survivin, Bcl-2, Caspase-9, Bad and Bax gene mMRNA expressions.
Endometrial hystopathologic samples were stained with hematoxylin and eosin

evaluation for examination.

Results: Endometrial hyperplasia treatment and gene expression levels compared all
three groups. Between groups, we have shown that metformin and progesterone treatment
with endometrial hyperplasia to be effective and metformin treatment is smillar with
progesterone. Between groups, Survivin, Bcl-2, Caspase-9, Bad and Bax gene
expressions were not statistical significant after treatment. Bcl-2/Bax ratio was a
significant differance between E+P and E+M groups to E group (p:0,020).

Conclusions: We showed that metformin treatment with endometrial hyperplasia is
effective and smillar than progesterone treatment. After endometrial hyperplasia
treatment with progesterone, Bcl-2/Bax ratio is significantly decreased and we showed
that metformin is smillar to progesterone on the Bcl-2/Bax ratio. There were no
significant differences aceording to Survivin and Caspase-9 gene expression ratios

between treatment groups.



Key words: endometrial hiperplasia, metformin, medroksiprogesteron asetat, apoptosis,
Bcl-2, Survivin, Caspase-9 ,Bad, BaX, Bcl-2/Bax ratio



1. GIRIS VE AMAC

Endometrial hiperplazi progesteron ile karsilanmamis endojen veya ekzojen Ostrojenik
stimiilasyonuna bagli olarak endometrial gland ve stromada olusan morfolojik ve
biyolojik degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Endometrial hiperplazi endometriumun
persistan Ostrojenik stimulasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir ve en sik nedeni
anovulatuar sikluslardir(1). Endometrial hipeplazinin klinik 6nemi endometrium kanseri
ile olan iliskisidir. Ozellikle menopoz sonrasinda ve atipi igeren hiperplazilerde
endometrium kanseri gelisme riski artmaktadir(2,3). Tani, endometrial kaviteden alinan

ornegin histopatolojik incelenmesi ile konulmaktadir.

Endometrial hiperplazinin tedavisi hastanin yasina ve sitolojik atipinin varligina baghdir.
Oncelikle medikal tedavi tercih edilirken atipi varliginda cerrahi tedavi diger bir
secenek olmaktadir. Medikal tedavide progestinler, oral kontraseptifler, levonorgestrel
iceren rahim ici sistem, danazol ve GnRH analoglar1 kullanilmaktadir. Atipi olmayan
endometrial hiperplazide 3 ile 6 aylik disik doz progestin tedavisi kullanmak
giinlimiizde kabul goren en etkili tedavi yontemidir. Aylik 12 ile 14 gun sureyle gunlik
10 ile 20 mg dozda oral olarak verilen siklik medroksiprogesteron veya Megestrol 20-40
mg/g pratikte yaygin olarak kullanilmaktadir(8). Metformin ise biguanid grubu bir oral
antihiperglisemik ajandir ve tip 2 diabet tedavisinde kullanilmaktadir. Kadin hastaliklari
ve dogum kliniginde polikistik over sendromu olan hastalarda instlin direncini azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir(5). Metfrominin PCOS’un uzun dénem komplikasyonlari olan
endometrial patolojiler Uzerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir. Son yillarda
metforminin endometrium Uzerine antiproliferatif etkileri olduguna dair vaka sunumlari

ve hayvan deneyleri vardir(6,7).

Calismamizin amaci deneysel olusturulan endometrial hiperplazi modelinde Survivin,
Bcl-2, Kaspaz-9, Bad ve Bax genleri ekspresyonlari tizerine metformin ve progesteron
tedavisinin etkilerini degerlendirmektir. Gen ekspresyonu yiiksek olan hastalarda
medikal tedaviye ragmen gelisebilecek malignite riskinden dolayi, hastalarin takip ve
tedavilerinin planlanmasinda yol gosterici olabilmesi agisindan boyle bir ¢alisma
planlanmistir. Etik nedenlerden dolayr endometrial hiperplazi etiyolojisi ve tedavi

yontemlerinin arastirilmasi i¢in insan yerine tavsan ve rat modelleri kullanilmistir.(9)



2. GENEL BILGILER

2.1. ENDOMETRIAL HIiPERPLAZI

Endometrial hiperplazi, normal proliferatif endometriuma kiyasla artmis bez ve stroma
orani ile diizensiz sekil ve boyutlardaki bez proliferasyonu olarak tanimlanmaktadir(10).
Anormal kanama sikayeti ile bagvuran tiim kadinlarin yaklasik %1,5’unda endometrial
hiperplazi saptanmaktadir. Karsilanmamis 6strojen bilinen en 6énemli risk faktoridar.
Etiyolojik nedenler arasinda anovulatuar sikluslar (addlesan dénem, polikistik over,
perimenopozal donem), asir iiretilen endojen Gstrojen, eksojen Ostrojen alimi, Overyan
stromal hiperplazi ve tamoksifen kullanimi bulunmaktadir(Tablo-1). En  sik
premenopozal dénemde gorilse de anovulasyona bagli olarak daha geng yaslarda da
gorulebilmektedir(11).

Tablo 1. Endometrial hiperplazinin etiyolojisi

Endometrial hiperplazinin etiyolojisi

Anovulatuar sikluslar (ad6lesan dénem, polikistik over, perimenopozal dénem)

Asir1 endojen olarak iiretilmis 6strojen ( graniloza hicreli tm, tekoma, obezite)

Eksojen dstrojen alimi

Overyan stromal hiperplazi

Tamoksifen kullanimi

Aile hikayesi

(Berek JS. Novak Jinekoloji. In: Lurain JR, ed. Uterus kanseri. Nobel Tip Kitabevleri,
2004; BOlum 1V:1144-5).

Endometrial hiperplazi agisindan degerlendirilmesi gereken hasta grubularina
bakildiginda;

40 yas Uzeri anormal uterin kanama

40 yas altinda anormal kanamalari olup yukaridaki risk faktorlerini tasiyan hastalar

Medikal tedaviye yanit vermeyen her tiirlii anormal kanamalar

Karsilanmamis postmenopozal dstrojen replasman tedavisi alanlar




e Pap smearde atipik glandiiler hiicrelerin saptandig1 hastalar

e 40 yas Ustiinde pap smearde endometrial hiicre saptanan hastalar

e Herediter non-polipozis kolorektal kanseri olan hastalardir.

Endometrial hiperplazinin en sik goriilen semptomlari, diizensiz uterin kanama ve
endometrial kavite i¢inde kan ve kan pihtilarinin birikmesine bagli kramp seklinde karin
agrisidir. Agrinin temel nedeni uterin kanama olsa da bu durum kadinlarda endise ve
huzursuzluga yol agmaktadir. Endometrial kavitenin kan ve kanin pihtilagmig Grtnlerini
disartya atmaya calismasi dar olan servikal kanaldan gegisi sirasinda kramplara neden
olmaktadir. Ozellikle geng yastaki hastalarda agr1 semptomlar1 daha fazla olsa da, orta ve

ileri yas perimenopozal kadinlarda da ayn1 semptomlar gorulebilmektedir(17,18)

Endometrial hiperplazilerin tanisinda altin standart yaklasim endometrial biyopsidir(
21,22). Bu hastaligin yonetiminde en dnemli nokta yeterli miktarda doku rneklemesi
yaparak, hiperplazik lezyonlar ile kanserin ayirimimi yapabilmektir. Gunimizde tani
amagli non-invaziv ve invaziv yontemler klinik yaklagimda kullanilmaktadir. Non-
invaziv yonteler degerlendirildiginde servikal sitoloji tanida nadiren faydali olmaktadir.
Endometrial sitolojik taramalarin (endocyte sampler) rutin kullanimda yeri yoktur ve
yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Klinik ¢alismalar transvajinal ultrasonografi (TVUSG)
lizerine yogunlagsmistir. Ortalama endometrial kalinlik gri skala USG’lerde, endometrial
hiperplazi i¢in 21 mm iken, endometrial kalinligin 5 mm az o6l¢iildiigi hastalarda
endometrium kanseri nadiren izlenmektedir(4,21). Son yillarda renkli doppler ve 3D
power doppler USG’lerle ilgili galismalar umut verici olsa da yine de yeterli diizeyde
calisma yoktur(23).

Endometrial hiperplazilerin standart ve kesin tani methodu endometrial biyopsidir.
Eksojen progesteron kullanimi patolojik degerlendirmeleri etkileyebileceginden
biyopsiler c¢ekilme kanamasindan sonra alimmalidir. Hangi teknik ile yapilan
orneklemenin daha optimal olduguna dair bir¢ok ¢alisma vardir. Maliyet zarar
hesaplarina gore kiyaslandiginda ofis endometrial biyopsiler, klasik dilatasyon ve kiiretaj

islemine gore daha uygulanabilirdir. Pipelle methodu ile yapilan 6rneklemelerde



endometrial hiperplazi saptama oran1 %66,7-82,3 olarak rapor edilmistir(24). Yetesiz
ornekleme ya da klinik siiphenin devam ettigi olgularda klasik dilatasyon ve kiiretaj ile
biyopsi yapilmasi gerekmektedir. Kiretaj islemi invaziv bir islem oldugundan uterus
perforasyonu, enfeksiyon, kanama ve yalanci pasaj olusmasi gibi komplikasyonlari

vardir.

Sonohisterografi klinikte kullanilan bir diger invaziv tam yontemidir. Islem
ultrasonografi esliginde uterin kavitenin salin infiizyonu ile doldurularak ultrasonografik

goriintlilerinin alinmasiyla yapilir. Lezyonun endometrial olup olmadiginin ayiriminda

siklikla kullanilmaktadir.

Ofis histereskopi kolay uygulanabilir ve artan oranda kullanilmaya bagslanan bir diger
tan1 yontemidir. Kavitenin direk izlenip diizensiz rejenerasyon alanlari, nekrotik alanlar,
asimetrik kalinlasma ve polipoid yapilar gibi slipheli goriilen bolgelerden biyopsi
alinmasini saglamaktadir. Ofis histereskopi ile degerlendirme yapmadan 6nce mutlaka
endometrial Ornekleme ile malignite ekarte edilmelidir. Kanser olgularinda ofis

histereskopinin peritoneal sitolojik yayilim yapma riski bilinmektedir.

Endometrial ~Hiperplazide Diinya Saghk Orgiitiiniin  belirledigi ~ simiflama
kullanilmaktadir (Tablo 2)(11).

Tablo 2. Endometrial Hiperplazide Diinya Saglik Orgiitii Siniflamasi

Endometrial Hiperplazide Diinya Saghk Orgiitii Simiflamasi

Hiperplazi Tipleri Kansere Ilerleme (%)
Basit hiperplazi 1

Kompleks hiperplazi 3

Basit atipili hiperplazi 8

Kompleks atipili hiperplazi 29




Basit hiperplazi en sik rastlanan hiperplazi tipidir. Selluler atipi olmaksizin sayilar1 artmis
ve sirt sirta vermis glandlar izlenir. Genislemis yuvarlak ya da hafif dizensiz
sekillerdeki kistik bezler ve glandiiler kalabaliklagma olmaksizin artmis bez stroma orani

ile karakterizedir. Burada glandlarda atipi yoktur(12).

Kompleks hiperplazide selluler atipi olmaksizin sirt sirta vermis kalabaliklagma, irreguler
konturlu, belirgin yapisal kompleksite gdsteren glandlar izlenir. Ddseyici epitelyum
hiperplastiktir ~ ve  limeni  g¢evreleyen epitelyumda siklikla  strafikasyona
rastlanmaktadir(13).

Basit atipili hiperplazide glandiiler degisiklikler basit endometrial hiperplazideki gibidir
ancak sitolojik atipi eslik etmektedir.

Kompleks atipili hiperplazide glandiiler degisiklikler kompleks endometrial
hiperplazideki gibidir ancak sitolojik atipi mevcuttur. Bezlerin kompleks yapisina ve
kalabalik gorunumiine ek olarak tan1 koydurucu sellller atipik 6zellikler sitomegali,
polarite kaybi, hiperkromazi, niikleolus belirginligi ve niive stoplazma orani
degisiklikleri vardir(14). Patolojik olarak atipi tek tuk hicrelerin aksine dikkatli bir
aragtirmaya gerek kalmadan fark ediliyorsa o zaman atipik hiperplaziden
bahsedilmektedir. Endometrial hiperplazinin 6nemi malignite ile olan iliskinden

kaynaklanmaktadir. Atipinin varlig1 malignite i¢in en 6nemli bulgudur.



Resim 2: Basit endometrial hiperplazi



Resim 4: Basit atipili endometrial hiperplazi
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Resim 5. Kompleks atipili endometrial hiperplazi

Endometrial hiperplazinin ayirici tanisinda hiperplastik endometrial polip, atipik polipoid
leiomyoma, endometrial metaplaziler, kronik non-spesifik endometrit, normal
proliferasyon ve kistik atrofi akla gelmektedir. Kronik nonspesifik endometritde plazma
hiicreleri, granulomlar, stromal hiicrelerde igsilesme ve stromal 6dem vardir. Poliplerde
polipoid olusum, dilate kalin duvarli damarlar ve stromal fibrozis ayirici tanida
onemlidir. Kistik atrofide bez epiteli atrofiktir, mitoz izlenmez. Prolifertif
endometriumun ayiriminda ise bezlerin yapi olarak proliferatif 6zellikte olmasi yeterlidir.
Atipili hiperplazi ayiric1 tanisinda ise karsinom, metaplaziler, mekanik travma sonrasi

gelisen atipi ve reaktif atipi yer almaktadir.

Endometrial hiperplazide tedavi, hiperplazinin tipi ve buna bagl malignite potansiyeline,
hastanin yas1 ve fertilite arzusuna, genel saglik durumuna ve over timdorleri gibi birlikte
olan diger jinekolojik problemlerin varligina baglidir. Genel olarak tedavi secenekleri
medikal ve cerrahi olarak iki grubaayrilabilir.



Medikal Tedavi Segenekleri

1. Progestinler

a. Diisiik doz (her ay 12-14 glin)
Medroksiprogesteron Asetat 10-20mg/gin
Norethindron Asetat 5mg/gin

Mikronize progesteron 200mg/giin
Megestrol Asetat 20-40 mg/gin

b. Yiksek doz (Her ay 21 gln)
Medroksiprogesteron Asetat 40-100mg/gin
Mikronize progesteron 300-400 mg/giin
Megestrol Asetat 80-160 mg/giin

2. Oral Kontraseptifler

3. Levonorgestrel iceren U sistem

4. Danazol (400mg/gin, 3ay)

5. GnRH analoglari( 3,75mg/ay, 3-6 ay)
Cerrahi Tedavi Segenekleri

+ Dilatasyon kiretaj (D&C)

» Endometrial ablasyon veya rezeksiyon
 Histerektomi

Medikal tedavide kullanilan bircok standart ajana ek olarak, gerek literatiirde gerekse
klinigimizde uygulanmis olan metformin tedavisinin hem endometrial odaklar Uzerine

hem de endometrial hiperplazi tizerine olan olumlu tedavi edici etkisi gosterilmistir.



Hiperplazi tedavisinde atipsiz olgularda ilk tercih diisiik doz progesteron tedavisidir(26).
Progestinlerin tedavi edici etkisi antidstrojenik etkisine (6strojen reseptorlerini down
regiile eder, selliiler 6strojen dehidrogenaz seviyelerini artirmasi) ,antimitotik 6zelligine
(G1 fazinda mitotik aktivite blokaji, DNA sentezi inhibisyonu) ve androjenik 6zelligine
baglidir(26). Atipi olmayan endometrial hiperplazide premenopozal kadinlar 3 ile 6 aylik
diisiik doz progestin ile tedavi edilmektedir. Aylik 12 ile 14 giin siireyle giinliikk 10 ile 20
mg dozda oral olarak verilen siklik medroksiprogesteron asetat veya Megestrol asetat
20-40 mg/g yaygmn olarak kullanilmaktadir. Atipisiz olgularda diisiik doz progestan
tedavisinde cevap orant %80, persistans %6, rekiirrens %14 olarak saptanmistir(27).
Medikal tedavilerde 3-6 ay ara ile endometrial biyopsi ile kontrol yapilmalidir.
Tekrarlanan biyopsilerde persistan hastaligi olan kadinlarda tedavi gunluk oral 40 ile
100 mg MPA vya da 160mg megestrol asetat gibi ylksek doz rejimleriyle
degistirilmelidir(28,29).

Atipili olgularda yiksek doz progesteron tedavisi ya da fertilite arzusu olmayan
hastalarda cerrahi tedaviler tercih edilebilir. Atipili olgularda yuksek doz progestan
tedavisine yanit oranlari degiskendir. Kullanilan progestanlarin tipine bagli olarak
tedavide belirgin ve anlamli farkliliklar bulunmamaktadir. Medikal tedaviye direng var
ise histerektomi segenek olarak diisiiniilmelidir(30,31). Over timoérleriyle birlikte olan

hiperplazilerin varliginda en az bir jinekolog onkolog isbirligi ile tedavi yapilmalidir.

Metformin, biguanid grubu bir oral antihiperglisemik ajandir ve tip 2 diabet tedavisinde
kullanilir. Metformin, molekiler seviyede adenozin monofosfatla aktive protein kinaz
aktivitesini artirir. Hepatik glukoz outputunu baskilar, glukozun intestinal emilimini
azaltir, periferal dokularda insiilin aracili glukoz kullanimimi artirir ve yag asit
konsantrasyonlarini diisiirerek glukoneogenezi azaltarak antilipolitik etki gosterir(25,32).
Oral olarak alindiktan sonra ince barsaklardan hizla emilir ve iki saat sonra plazma pik
konsantrasyonuna ulasir. Hedef dozu 1500 mg’dan 2550 mg’a kadar degisebilir. Giinlik

1000 mg’mn altinda diizenli bir klinik cevap gozlenmez.

En sik yan etkileri diyare, bulanti, kusma, siskinlik, hazimsizlik ve karinda rahatsizlik
hissidir. Gastrointestinal ~sistem(GIS) yan etkilerinin barsaklarda  metformin

konsantrasyonunun artmastyla barsak duvarinda laktik asit yapiminin artirmast  sonucu



ortaya ciktigi bilinmektedir. Metformin gastroinestinal yan etkilerinin azalmasi igin
yemeklerle birlikte alinmas: onerilmelidir. Bircok klinisyen GIS yan etkilerini azaltmak
icin yemeklerle birlikte ve 500mg/gin dozunda baslar, tedavi tolere edilebilirse dozu
oglen ve aksam yemeklerinde de 500’er mg alinacak sekilde artirilir. Maksimum doz
gunde Ug kere 850 mg’dir (2550 mg). Metformin FDA’ye gore kategori B bir ilagtir. Bazi
klinisyenler gebelerdeki diabetin tedavisinde rutin olarak metformin kullanmaktadir.
Ancak birgok klinik deneyim gebelikte kan sekeri regulasyonu ic¢in en uygun ajanin
instilin oldugu yénundedir(35,36).

Kadin hastaliklar1 ve dogum kliniginde PKOS’un patogenezinde insiilin direncinin roli
belirlendikten sonra metformin, instlin direncini tedavi etmek icin en sik kullanilan
medikal ajan olmustur. Hiperandrojenizm (zerine olan etkisini karaciger tarafindan
tiretilen SHBG yapimini arttirip, bunun sonucunda dolasimdaki serbest testosteron
seviyelerini azaltarak saglar(33,34). Ayn1 zamanda sitokrom P450c17X aktivitesinin
etkisini baskilayarak adrenal androjen iiretimini diizenledigi ve overyan androjen
Uretimini azalttigi gosterilmistir(37). Metformin bdylece SHBG seviyesinde artma,
menstruel siklusta diizelme, killanmada azalma, kilo kaybi1 ve neticede ovulasyonu
saglayarak gebeligin olusmasini kolaylastirict etki saglamaktadir. Gebelik boyunca
kullaniminda ise ilk trimesterde spontan diisiik ve gestasyonel diabet insidansinda azalma
saglamaktadir. Uzun ddnemde ise DM insidansinda azalma, trigliserit ve LDL
seviyesinde azalma, HDL seviyesinde artma, PAI-1 ve lipoprotein-a dizeyinde azalma
saglamistir(38). Calismalarda metforminin vaskiiler yapilar iizerine koruyucu etkisinin
26 aya kadar uzadigi tespit edilmistir(39). PKOS’daki kullanim dozu 2 veya 3 x 850

mg/gun’dar.

Metformin ile ilgili son yillarda yapilmis ¢aligsmalarda in vitro olarak endometrioziste
enflamatuar etkiyi azalttigi, aromataz enzim inhibisyonunu ve endometriotik stromal
hicrelerin  ¢cogalmasin1  Onledigi  gosterilmistir. Metformin, aromataz  enzim
inhibisyonuna bagli olarak bu enzim aktivasyonunun yiiksek oldugu alanlarda éstrojenin
etkisini azaltmaktadir. Metformin ayrica SHBG seviyelerini artirip dolasimdaki estradiol
seviyelerinin sistemik olarak da azalmasina neden olur(40). Metformin ile yapilan rat
modeli ¢alismalarinda endometrial hiperplaziyi gerilettigi ve endometrial hicrelerde

molekdler diizeyde proliferasyonu durdurdugu gosterilmistir(6,41). PKOS’lu hastalarda



yapilmis calismalarda metformin kullanan hastalarda endometrial proliferasyonun

azaldig1 ve dolagimdaki Ostrojenin normal seviyelere diistiigii tespit edilmistir(42).

2.2. APOPTOSIS (PROGLAMLANMIS HUCRE OLUMU)

2.2.1. Apopitosis

Apoptosis fizyolojik hiicre 6lumunt ifade eder. Teorik olarak ise genetik faktorlerle
aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla
hiicre Olimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihart olarak
tanimlanmaktadir(43,44). Fizyolojik bir islem olarak apoptosis, normal gelisim sirasinda
ve olgun mekanizmadaki cesitli hucre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin
kaybindan sorumludur. Hiicre blyumesi, farklilasmasi ve apoptozu arasindaki denge
viicutta bulunan net hiicre sayisini etkiler ve bu dengedeki hata tiimér olusmasina neden
olur. Apoptosis viicuttaki ana tiimor baskilama mekanizmasidir, ¢linkii yogun DNA hasari
gelisen ve kanser meydana gelme potansiyeline sahip olan hiicreleri yok edilmesinden
sorumludur. Apoptosis, hiicrenin biiziilmesi, tomurcuklanmasi, kromatin kondensasyonu
ve fragmentasyonu ile karakterizedir ve bu o6zellikleri ile patolojik hiicre 6lumu olan
nekrozdan farklidir(45,46,54).

Programli hiicre Oliimii, hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar
programinin ¢esitli sinyallerle aktive olmasiyla baslamaktadir(47,48). Apoptosis
mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar gostermektedir. Apopitosis
stirecinde Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1(Apoptotic protease activating
factor-1) proteinleri gorev almaktadir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu,
apopitosisde gozlenen mitokondiriyal hasar, ¢ekirdek zar1 kirilmasi, DNA
fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve apoptotik cisimlerin eklenmesi gibi

morfolojik degisikliklerden sorumludur(53).

Apoptosis siireci intrinsik ve ekstrinsik iki mekanizmayla saglanir. Intrinsik yolagin

dizenlenmesinde mitokondri dnemli bir rol oynamaktadir. Burada  mitokondrinin



aktivasyonunda rol oynayan en Onemli faktor Bcl-2 ailesidir. Bu ailenin dyelerinin
mitokondri Uzerinde hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik etkileri bulunmaktadir.
Bu aileden Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler mitokondri membraninin

disinda bulunurlar ve hiicrenin yagaminin devamliliginda gorev alirlar(49,50,51).

Bad ve Bax gibi pro-apoptotik proteinler ise mitokondri membrani ile dogrudan iliski
kurarak mitokondri (zerinden etkilerini gosterirler. Bax proteini mitokondri dis
membraninda bir transmembran por olusturur ve membranin yapisini bozarak sitokrom-
c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasimi saglar. Sitokrom-c sitoplazmada
prokaspaz-9, Apaf-1 ve ATP ile kompleks olusturarak apoptozom kompleksi meydana
getirir. Bu durumda aktif hale gelen kaspaz-9, kaspaz kaskadinin uyarilmasina yol acarak

apoptosisin son basamagini tamamlar(52,53).

Ekstrinsik yolak ise hiicre 61im reseptorleri olan Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve
timor nekroz faktor reseptori-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesme sonucu
apoptozu uyaran diger mekanizmadir. Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantis1 6lim
alanimi icermektedir. Fas’in sitoplazmik boliimii FADD (Fas Associating protein with a
Death Domain protein) ve RIP (Receptdr Interacting Protein) ile etkilesimdedir. Olim
alanlarini iceren bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozu
dogrudan uyarirlar. Aktive olan kaspaz—8 daha sonra diger kaspazlar1 aktive ederek

apoptotik mekanizmayi olusturur.
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Sekil 1. Apoptozis mekanizmasi

Nekroz apoptosisden farkli olarak patolojik hiicre Olimiidiir. Nekrozun nedenleri

arasinda hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs siklusu ya da glikolizisin inhibisyonu,
otolizis, hipoksi ve gesitli toksinler yer almaktadir(54,55,56). Hiicre tarafindan genlerle
programlanmayan ve ¢esitli dis etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre 6liimiinde, enerji
depolarinda ani azalma ile birlikte hiicre zarmin gecirgenligi bozulur ve sodyum ile su
iceri girerek hiicresel sismeye neden olmaktadir. Organeller plazma iginde dagilmakta,
hiicre zarinin bozulmasiyla hiicre biitinliigli bozulmakta, proteolitik enzimler plazma
hiicreler aras1 bosluga sizmakta ve doku gevresinde inflamasyon ile birlikte zedelenme
olusmaktadir(57,58,59).
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Sekil 2. Apoptosis ve nekrozun farki

2.2.2. Apoptosisin regulasyonunda rol oynayan genler

Apoptosisin dizenlenmesi p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir slrectir.
Bir timor stpresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigi zaman hicre yasami
uzamaktadir. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, transkripsiyon regulator gen olan
p53'U aktive etmektedir. p53 DNA’ya dogrudan baglanarak hasari tamdiktan sonra, ya
G1’de hiicre siklusunun durmasini indtkleyerek tamir icin gerekli zamani kazandirmakta
ya da hasar fazlaysa hiicreyi apoptosise yonlendirmektedir. Ayrica p53’in Bcl-2/Bax

gruplarinin oranlarini diizenledigide bilinmektedir(61,62).

Apoptosis regulasyonu bir diger gen ailesi olan Bcl-2/Bax ailesiyle de saglanmaktadir(63).
Bu ailenin yaklasik 20 Uyesi tanimlanmistir(64,65). Bcl-2 proteinlerinin bir grubu
apoptosisi inhibe (anti-apoptotik) eder, digeri ise aktive eder (pro-apoptotik). Pro-
apoptotik molekiillerden olusan grup icinde BH3 only proteinleri olarak isimlendirilen alt

grup vardir.



Tablo 3. Pro-apopitotik ve anti-apopitotik Bcl-2 ailesi Uyeleri

Anti-apopitotik Pro- BH3-only pro-apopitotik

dyeler apopitotik genler
Bcl-2 Bax Bid

Bcel-xL Bak Bad
Bcl-w Bok Bim
Mcl-1 Bcl-G Bik

Bcl2110 Bcl-rambo Noxa
Bfl-1 Bfk Puma

Bcl2112

Apoptosis programinin merkez bileseni kaspazlardir(65,66). Kaspazlar, proteinleri sadece
aspartik asit bulunan bolgelerden keserler, bu nedenle c-asp-ases adini almiglardir.
Kaspazlar TNF reseptor gen ailesindendir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik
bolimleri, 6lim alani1 (Death Domain) adi verilen bir aminoasit dizisini igermektedir.
Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF- Related Apoptosis-
Inducing Ligand)-R1, TRAIL- R2, TNF-R1, DR3 ve DR6 vardir(67,68). Adaptor
proteinler reseptdrle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari aktive ederler.
Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptori-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) dir. Fas'in
etkisiyle kaspaz kaskadi aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspase- activated
DNase; CAD) araciligi ile DNA yikimi baslar. Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin
aktif merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif prekrisorler olarak bulunur.
Sitokrom c nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan sorumlu
enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Gunumizde sitozolde bulunan 14 kaspaz
tanimlanmistir(69,70). Inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan
prokaspaz-1dir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlar1 aktive ederler.
(Kaspaz 1,4,5,13) Proteolizisin baglaticilar1 (Kaspaz 2,8,

10) ya da uygulayicilari (Kaspaz 3,6,7) olarak siniflandirilirlar(51,53).

Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zgudir ve kaspaz inhibitorlerinin efektor kaspazlari inhibe
ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir. Ayrica IAP ailesinin kaspazlardan ayri olarak

transkripsiyon faktorlerin modulasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak




apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitérler malign hiicrelerde asir1 olarak

g6zlenmektedirler.

Survivin, apoptosis inhibitor protein ailesinin bir Gyesi olup 27925 kromozomunda
kodlanan 142 aminoasitten olusur. Apoptosis diizenlemesinde ana rol oynayan bir diger
gendir. Normal prolifere olan hicrelerde cok az dizeyde bulunmakla beraber asiri
¢ogalan hiicrelerde ekspresyonu artmaktadir. Endometrial dokuda hiperplazi ve malignite
gelisen olgularda asir1 eksprese oldugu gosterilmistir. Survivin hiicre 6limiind etkileyen
proteazlardan kaspaz-3 ve kaspaz-7‘yi dogrudan veya dolayli olarak inhibe ederek
apoptozisin regiilasyonuna katilir(45). Intrinsek ve ekstrinsek iki etki mekanizmasi
vardir. Intrinsek olarak programlanmus hiicre 6liim uyaran1 alindiktan sonra mitakondride
sitokrom c sentezlenmeye baslar ve membran gecirgenligi artarak kaspaz-9 uyarimi
gerceklesir. Ekstrinsek etki olarak hicre 6limu icin hicre ylizey reseptorleri uyari
geldikten sonra TNF alfa reseptorleri uyarilmasini ve kaspaz aktivasyonu ile hiicre 61imii
gerceklesmesini saglamaktadir. Diger IAP proteinlerin aksine, survivin embriyonik ve
fetal gelisim sirasinda bulunmaktadir. Normal yetiskin dokularda saptanamayacak kadar

az bulunmakta ve malignitelerin timunde belirgin olarak exprese olmaktadir.

Tablo 4. Apoptosisi baskilayan ve indiikleyen genler

Apoptosisi baskilayan genler Apoptosisi indukleyen genler

Bcl-2 grubundan BHRL-1 bcl-xL bel-w | Bel-2 grubundan Bad, Bax, Bak, Bcl-xS,

brag-1, mcl-1 Bid

c-abl geni c-myc

Ras onkogeni P53, p21

Survivin Fas( CD95/APO1)

P35 Interlokin ~ doniistiiriicii  enzim  benzeri
proteinler(ICE)

A20




3. YONTEM VE GERECLER

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinkaya Klinik ve Deneysel Arastirma
Merkezi'nde yapildi. Arastirmada agirliklart 180-260 g olan 8 haftalik disi Wistar-Albino ratlar
kullanildi. Yapilan bu ¢alisma Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi etik kuruluna ve diinya hayvan
haklar1 bildirgesine uygun olarak yapildi. Denekler 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi
olan, 1s1s1 24+20C ve nemi %55+5 olarak ayarlanmig ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta 6nce kafeslere konularak ortam kosullarina adaptasyonlart saglandi. Su ve
besin ihtiyaglar1 gunlik olarak saglandi ve saglik durumlar1 kontrol edildi. Tim ratlar,
intraperitoneal olarak 50 mg/kg dozda ketamin hidroklorit (Ketalar flakon, Eczacibasi), 7
mg/kg xylazine hidroklorit (Rompun, Bayer) kullanilarak anestezi verildikten sonra abdomen
tragi yapildi. Saha temizligi povidon iyot ile saglandi. Steril kompreslerle abdomen 6rttldi,
laparotomi orta hat insizyon ile yapildi. Uterin hornlar eksplore edildi, bilateral ooferektomi
gerceklestirildi(Sekil 3, 4).

Resim 6: Uterin hornlar



Resim 7: Bilateral dverler

Resim 8: Bilateral Ooforektomi ve Insizyonun Kapatilmasi

Abdomen iki tabaka halinde kapatildi. Birinci tabakada 3.0 polyglactin, ikinci tabakada 4.0
polypropylene sutiir kullanildi. Tiim operasyon siiresince mikro cerrahi prensiplerine ve
steriliteye azami dikkat gosterildi. 1 hafta siire ile bakim1 ve takibi yapilan ratlara higbir ilave
medikasyon yapilmadi. ilk operasyonu takiben iki rat bu stre icerinde 6ldi. Tim ratlara 20
gin boyunca 4mg/kg 17 estradiol hemihydrate araliksiz vererek endometrial hiperplazi
gelisimi indiiklendi(76). Onceki caligmalar ile 17B Estradiol hemihydrate ile 10 ginlik
medikasyon sonras1 endometrial hiperplazi gelistigi kanitlanmis oldugu igin, 17 Estradiol
hemihydrate ile medikasyonun 10. glninde gruplara uygun ek diger medikasyonlar
baslandi(76). Medikasyonun 10. giiniinde 13 rattan olusan estradiol+ metformin(E+M) grubuna
4mg/kg 17 Estradiol hemihydrate’a ek olarak 50 mg/kg metformin, 13 rattan olusan
estradiol+progesteron(E+P) grubuna 17p Estradiol hemihydrate’a ek olarak 1mg/gin
Medroxiprogesteron verildi. 12 rattan olusan estradiol (E) grubu ise 20 giin boyunca sadece
178 Estradiol hemihydrate alan grup oldu. Ratlar toplam 3 gruba ayrildi. Ratlara ilaclar ginliik



bir kez beslenme tiipu ile verildi. E grubundan bir rat bu siire i¢erisinde 61diigii i¢in ¢alismadan
cikarildi. 20 glin sonra yiksek doz eter inhale ettirilerek ratlarin hepsi 6lduruldi ve ikinci kez
laparotomi ile histerektomileri yapildi. Uterin hornlarin 1 tanesi 1ml trizol solusyonuna
konularak genetik inceleme igin -80 dereceye ayrildi. RNA kalitesi ve miktarlart
spektrofotometride Olculdu. Her ornekten en az 1000 ng RNA elde edilecegi 6ngoéruldu.
Calisma yapilana kadar alinan 6rnekler —80°C’de saklandi. Her rata gruplarina gore birer
numara verildi. Genetik analiz i¢in Trizol igerisine alinan dokular homojenizat6ér yardimi ile
pargalandi. Par¢alanmis dokularin her birinin trizol ile RNA’lar1 izole edildi. RNA’lardan Ters
Transkriptaz enzimi kullanilarak ¢cDNA elde edildi ve Real Time PCR yontemi ile cDNA
‘lardan Survivin, Bcl-2, , kaspaz-9 ve Bad ve Bax genlerinin mMRNA ekspresyonlari tespit
edildi. Ekspresyon degerleri birbirleriyle ve grublar arasinda karsilastirilarak degerlendirme

yapidi.

Diger uterin horn formol icerisine konulup uterus uzun ekseni boyunca kesitler yapilarak
formolin tesbiti sonrasi parafin bloklardan hazirlanan dokulardan 5’er mikrometrelik kesitler
alindi hematoksilen eosin ile boyandi. Alinan kesitlerde 1s1ik mikroskobunda endometrium
kalinligi(um) ile endometrial gland sayilari ve dansiteleri (her bir alana diisen bez yogunulugu)
incelendi. Endometrial kalinlik ve endometrial gland sayis1 400x biyitmede 10 sahada 100

hiicre igeren alandan sayilip 6lgiildii ve gruplara gorekarsilastirildi.

Calismanin sonunda istatistiksel analiz igin SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
15.0 yazilim1 kullanildi. Nicel veriler ortalama + standart deviasyon (x£s.d.) olarak tanimland.
Gruplara arasindaki gen ekspresyonlari farkliliklar: ve hiperplazi tedavisi one-way ANOVA
kullanilarak gosterildi. Gruplar arasinda ikili gen ekspresyonlart simple T-Test kullanilarak
karsilastirildi. Istatistiksel analizlerde p<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Chi

Square test kullanilarak ¢alismanin %99 giiven araliginda oldugu tespit edildi.



4. BULGULAR

Calisma toplam 40 rattan ve 3 gruptan olusturuldu. Gruplarda estradiol alan kontrol grubunda

14 diger iki grupta 13 rat bulunmaktaydi. Cerrahi sonrasinda kontrol grubundan 2 ve

medikasyon sirasinda yine kontrol grubundan 1 rat daha 6ldii. Patolojik inceleme sonucunda

estrodiol ve medroksiprogesteron alan grupta (E+P)1 preparatinin tubal epitelyum gelmesi

lizerine ¢alismadan ¢ikarildi.

Sadece ostradiol (E), oOstrodiol ile metformin(E+M) ve 6strodiol ile medroksiprogesteron

asetat(E+P) alan gruplarda endometrial hiperplazi gelisimi degerlendirildi. Metformin ve

medroksiprogesteron asetatin endometrial hiperplaziyi anlamli sekilde tedavi ededilecegi

gosterildi(Tablo 5).

Tablo 5. Tedavi sonuglarinin ve ¢aligma gruplarinin endometrial hiperplazi agisindan

kiyaslanmast
Grup Toplam
E E+M E+P p<0.05
Hiperplazi bulunan grup 6 4 1 11
% 54,6 % 36,1 % 9,1 % 29,7
Hiperplazi bulunmayan 5a gb 11°¢ 25
grup % 46,4 % 63,9 % 90,9 % 70,3
Toplam 11 13 12 36
%100 %100 %100 %100

(Istatistiksel degerlendirmede a ile b karsilastirildiginda p<0.048, a ile ¢ karsilastirildiginda

p<0.006, b ile c karsilastirildiginda p<0,580 olarak tespit edilmistir. Degerlendirmede b ile ¢

grubu ararsinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmaz iken a ile b ve a ile ¢ gruplan

arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir).




Tablo 6. Tedavi sonuglarin ve ¢alisma gruplarinin gen ekspresyonlari agisindan

kiyaslanmasi
dC;\r/tiaals;g?] (Min- Max) + Standart 0<0,05
Survivin E 5,20 (1,12-13,61) + 3,49
E+M 4,15 (2,12-6,09) + 1,43 0,56
E+P 4,64 ( 1,46- 8,99) +2,18
Kaspaz-9 E 1,09 (0,09- 3,16) + 1,01
E+M 1,18(0,01- 10,79+2,87 0,767
E+P 0,64 0,02-1,18) £0,47
Bad E 1,82 (0,17-5,54) + 1,58
E+M 3,69 (0,16-16,6) + 5,73 0,625
E+P 1,65 (0,37-6,81) + 1,75
Bax E 1,54 (0,36-3,48) + 1,21
E+M 1,51 (0,09-10,9) £3,00 0,383
E+P 2,04 (0,10-4,71) + 1,27
Bcl- 2 E 0,68 (0,07-1,73) = 0,51
E+M 0,61 (0,01- 5,51) +1,48 0,816
E+P 0,31 (0,02- 0,82) 0,25
Bcl2/Bax E 0,52 (0,16-1,10) £ 0,352
E+M 0,39 (0,05-1,51) +£0,38° 0,02
E+P 0,14 ( 0,04- 0,26) +0,06°¢

(Istatistiksel degerlendirmede a ile b karsilastirildiginda p<0.032, a ile ¢ karsilastirildiginda
p<0.001, b ile c karsilagtirildiginda p<0,074 olarak tespit edilmistir. Degerlendirmede b ile
grubu ararsinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmaz iken a ile b ve a ile ¢ gruplar

arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir).



Calismada her ii¢ grupta da belirlenen pro-apopitotik ve anti-apopitotik gen ekspresyon
diizeyleri degerlendirildi. Survivin, Kaspaz-9, Bad, Bax, Bcl-2 ve Bcl-2/Bax oranlari
karsilastirildi. Gen ekspresyonlarinin ortalama, minimum ve maksimum degerleri belirlenerek
istatistiksel analizleri yapildi. Gruplar arasinda Survivin, Kaspaz-9, Bad, Bax, Bcl-2 gen
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Bcl-2/Bax orani estradiol
ve metfomin(E+M) ile estradiol ve medroksiprogesteron asetat(E+P) alan gruplar sadece
estradiol(E) alan grup ile kiyaslandiginda metformin ve medroksiprogesteron asetat alan
gruplarda oraninin anlamli sekilde azaldigi ve bu azalis ile beraber hiicre apoptosisinin

uyarilarak endometrial hiperplazinin geriletmis olabilecegi gosterildi.

Menstual siklus sirasinda Bcl-2 ve Bax genlerinin endometrial dokuda aktif olduklari
bilinmektedir. Ozellikle Bcl-2/Bax orani ile hiicre siklusu kontrol altinda tutulmaktadir. Oranin
yiiksek olmasi ile apopitozise karsi direng gelismekte olup Bcl-2 geninin asir1 eksprese olmasi
ile endometrial hiperplazi ve malignite gelismektedir(56). Calismamizda endometrial dokuda
apoptosis regulasyonunun en onemli belirleyicisi olan Bcl-2/Bax oraninin progesteron ve
metformin tedavisiyle azaldig1 boylelikle molekiiler diizeyde endometrial hiperplazin geriledigi

tespit edildi.



5. TARTISMA

Endometrium, hipofiz gonadal aksi tarafindan regiile edilen endokrin bir son yanit bolgesidir.
Bu regiilasyon gonadlardan salinan hormonlarin reseptorleri ile etkilesmesyle saglanmaktadir.
Endometrium epiteli ve stromasi 0strojen ile progesteron reseptorlerini eksprese etmektedir.
Hormonal etkinin olusmasinda Ostrojen ve progesteron seviyelerine ek olarak reseptor
ekspresyon seviyeleri de onemlidir. Ostrojen reseptorleri, proliferatif fazda en yiiksek
konsantrasyonda gorilir ancak luteal faz sirasinda yiikselen progesteron duizeyleri dstrojen
reseptor ekspresyonunu azaltir. Endometrial progesteron reseptor diizeyleri, artan 0strojen
diizeyine yanit olarak siklusun ortasinda pik yapar ve progesteron uyarisina cevabin artmasi
saglanir. Progesteron erken embriyonik gelisim, implantasyon, plasentasyon ve fetal gelisim

icin gerekli olan uterin fonksiyonlarin devamini saglamaktadir.

Hormonal etkinin belirleyicileri endometrial dstrojen ve progesteron reseptdrleridir. ER’niin a
ve B alt gruplar1 PR’niin ise A ve B olarak iki major izoformu bulunmaktadir. ERa ve ER[
ekspresyon orani ile PR-A ve PR-B oranlart normal bir mestural siklus icin belirli bir diizen
icinde tutulmaktadir. ERa ve ERP 6stradiol ile yiksek baglanma egilimindedir. Son yillarda
bu reseptorlerin gen bagimli transkripsiyon ile uyarildigr ve etkilerinin bu gen bagimlh
transkripsiyon ile diizenlendigi gosterilmistir(77). PR geninde fonksiyonel polimorfizm ve
buna bagli artmig PR-B transkripsiyonu ve PR-B ile PR-A dengesindeki degisiklik ile
endometrium kanseri iliskisi bilinmektedir. ERa ve PR-A’nin evre, histolojik derece ve survey
ile korelsyon gosterdigi ayrica ER ve PR’niin bagimsiz prognostik faktorler olabilecekleri tespit
edilmistir(78). ERB/ERac mRNA oranlar1 invaziv karsinomda yiiksek oldugunu. ERB’nin
myometrial invazyon ile ilistili oldugu ve azalmig PR-B ekspresyonunun kot diferansiye

endometrium kanser ile birliktelik gosterdigini ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir.

Endometrial hiperplazi i¢in bilinen en 6nemli risk faktorii karsilanmamis 6strojendir. Persiste
Ostrojenik etki endometrial bezlerde ve stroma hucrelerinde kanserojenik etkiye neden
olmaktadir. Bu nedenle karsilanmamis hiperostrojenik tiim durumlar endometrial hiperplazi ve
endometrium kanseri ile iligkilidir. Endometrial hiperplazilerin kansere doniisme potansiyeli
ve hangi oranda doniisebilecegi yapilacak tedavi yontemini belirleyeceginden konu ile ilgili

birgok ¢aligma yapilmistir. Kurman ve ark. tedavi edilmemis endometrial hiperplazisi



olan ve ortalama 13.4 yil takip edilen 170 hastanin endometrial kiretaj sonuglar1 Uzerinde
calismiglardir. Bu calismanin bulgularina gore kansere ilerleme riski basit hiperplazili
hastalarda % 1, kompleks hiperplazili hastalarda % 3, atipik basit hiperplazili hastalarda % 8,
atipik kompleks hiperplazili hastalarda % 29 olarak tespit edilmistir. Hiperplazilerin ¢ogunun
degismeden kaldig1 (% 74) ya da diizeldigi (% 18) gozlenmistir(15). Endometrial hiperplazide
Diinya Saglik Orgitil bu smiflamayr kullanilmaktadir. Yapilan birgok calisma endometrial
hiperplazinin prognozunu saptamada en 6nemli kriterin atipinin varlig1 veya yoklugu oldugunu

goOstermektedir.

Endometrial hiperplazinin tedavisi standarttir. Tedavi planlanirken hiperplazinin tipi 6zellikle
atipi olup olmadigi, hastanin yasi, ¢cocuk istemi olup olmadigi, genel saglik durumu gibi
parametreleri degerlendirmek gerekir. Tedavi semasina bakildiginda kabul goren birgok
medikal ve cerrahi tedavi secenegi vardir. Burada dnemli olan dogru hastaya dogru tedavi
secenegini sunabilmektir(26). Tedavi planlanirken atipisiz endometrial hiperplazi varliginda ilk
tercih diisiik doz progesteron tedavisi olmalidir. Progesteron ile yapilan tedavi ginumizde
halen en ucuz ve en etkin tedavidir. Atipili olgularda fertilitenin korunmasi isteniliyorsa yuksek
doz progesteron tedavisi tercih edilmeli, cocuk istemi olmayan atipili olgularda ise cerrahi
tedavi segenek olarak sunulmalidir. Medikal tedavilerde 3-6 ay ara ile endometrial biyopsi
ile kontrol yapilmalidir. Progesteron kullanilirken alinacak biyopsi karigikliga neden
olacagindan islem ¢ekilme kanamasindan sonra yapilmalidir. Cerrahi Onerilecek hastalarin
dogru secilmesi gerekmektedir. Atipinin varligi burada en énemli belirleyicidir. Basit veya
kompleks atipisiz hiperplazilerde progesteron ilk tercih edilecek tedavi olmali ve bu hastalara
yapilacak gereksiz histerektomilerin beraberinde cerrahi morbidite riskini artiracagi

unutulmamalidir.

Endometrial hiperplazinin kansere doniisiimii degerlendirildiginde hiicre dongiisii, gen
polimorfizmi, proonkogen ve onkogenler ile apopitotik slire¢ 6onem kazanmaktadir. Hucre
dongusiinu dizenleyen birgok bilesenin kanserle iliskisi gosterildiginden, kanseri bir hicre
dongust bozuklugu olarak tanimlamak dogru olacaktir. G1, S, G2 ve M evrelerinden olusan
hiicre dongusunin bir evresinden digerine gegisi dongiiye 6zel olan siklin proteinleri ile
denetlenir. G1/S fazinin denetlenmesi siklinlere baglanan ve dongi boyunca aktivasyondan
sorumlu olan siklin-bagimli kinaz kompleksi ve bu kompleksin inhibitérleri ile saglanir.

Endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteronun antimitotik 6zelligi yani G1



fazinda mitotik aktiviteyi bloke etmesi bilinen en 6nemli tedavi mekanizmalarindan biridir.
G1 in ilerleyisinden sorumlu en dnemli timor baskilayici gen Retinoblastoma(Rb) genidir.
Aktif hale gelmesiyle birlikte G1 evresinden S evresine gegis igin gerekli siklin A, siklin E,
siklin- bagimli kinaz, dihidrofolat rediiktaz ve timidin kinaz gibi enzimlerin kontrolunu

saglamaktadir.

Hicre dongisunin diger bir dizenleyicisi timor stpresor p53 genidir. DNA hasarina yanit
olarak p53 aktive olarak hiicre dongisund durdurarak DNA onarimini saglar. DNA hasari
onarilamayacak kadar fazlaysa apoptosis siireci baslatilir. p53 DNA hasarina yanit olarak
siklin-bagimli kinaz inhibitorlerinden olan p21 proteini ile etkisini saglar. Programli hiicre
6limu olan apoptosis hem huicresel devamliligin ve hiicre eleminasyonunun saglanmasi igin
gerekli fizyolojik bir olaydir. Bu suiregte ki pro- apoptotik ve anti-apoptotik genlerin bircok
kanserle iliskisi bilinmekle beraber, bu genlerin ekspresyonlar1 ile kanser prognozunun
belirlenmesine dair giincel ¢alismalar yapilmaktadir. Apoptosisin azalmasi tiimér olusumu ile
sonuglanacagindan apoptosisi negatif diizenleyen genlere onkogen, pozitif diizenleyici genlere
de tlmor stpresor genler denilmektedir. Apopitosisin sureci intrinsik ve ekstrinsik iki
mekanizmayla saglamir. Intrinsik yolagin diizenlenmesinde mitokondri &nemli  rol
oynamaktadir. Burada mitokondrinin aktivasyonunda rol oynayan en 6nemli faktor Bcl-2
ailesidir(49,50). Ekstirnsik yolak ise hiicre 6liim reseptorleri olan Fas (diger isimleriyle APO-
1, CD95) ve timor nekroz faktor reseptori-1(TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime girerek

apoptosisi uyarmasi ile saglanmaktadir(51).

Apoptosisin intrinsik yol regllasyonu Bcl-2/Bax ailesiyle saglanmaktadir(63). Bu ailenin
yaklagik 20 (yesi tanimlanmus tir(64,65). Bcl-2 proteinlerinin bir grubu apoptosisi inhibe (anti-
apoptotik) eder, digeri ise aktive eder (pro-apoptotik). Pro-apoptotik molekillerden olusan grup

icinde BH3 only proteinleri olarak isimlendirilen alt grup vardir.

Bcl-2, Bad ve Bax gibi pro-apoptotik proteinler mitokondri membrani ile dogrudan iligki
kurarak mitokondri tizerinden etkilerini gosterirler. Mitokondri dis membran1 Uzerinde biraraya
gelen Bcl-2 ailesinden Bax ve Bad molekilleri mitokondri dis membraninda bir
transmembran por olusturur. Bax ve Bad proteinleri sitoplazmada bulunur. Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax ve Bad proteinleri mitokondiri zarinin permeabilite gecis poruna dogru

yonelip burada transmembran por olustururlar. Bu olay BH3 only proteinlerinden Bid ve



Bim tarafindan indiiklenir. Transmembran porun yapisini bozarak sitokrom-c’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasimi saglar. Sitoplazmaya serbestlenen Sitokrom c¢
sitoplazmada prokaspaz-9, Apaf-1 ve ATP ile kompleks olusturarak apoptozom kompleksini
meydana getirir. Halkasal kompleks icerisinde CARD ad1 verilen bir domain bulunur. Apaf-1
bir kofaktor proteindir ve prokaspaz-9 aktivasyonu igin gereklidir. Kaspaz-9 intrinsik yolagin
anahtaridir ve baslatic1 kaspazidir. Kaspaz-9 aktivasyonundan sonra kaspaz 3,6 ve 7 aktive

olur ve apopitosis sureci baslar(52,53).

Apoptosis siirecinin  merkezi bileseni kaspazlardir ve kaspas aktivasyonu hucreye
0zgudur(65,66). Kaspazlar, proteinleri sadece aspartik asit bulunan bolgelerden keserler, bu
nedenle c-asp-ases adimi almisglardir. TNF(Tumour Necrosis Factor) reseptor gen
ailesindendirler. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri 6liim alani (Death Domain)
ad1 verilen bir aminoasit dizisini igermektedir. Adaptor proteinler reseptorle gelen sinyal
sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederler. Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi)
aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspase- activated DNase; CAD) araciligi ile DNA
yikimi baglar. Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve
sitoplazmada inaktif prekirsorler olarak bulunur. Sitokrom c nin sitoplazma icine salinmasi ile
apoptozun son basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Ginimuizde
sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmus tir(69,70). Inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz
olarak tanimlanan prokaspaz-1dir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive
ederler(Kaspaz 1,4,5,13). Proteolizisin baslaticilari(Kaspaz2,8,10) ya da
uygulayicilari(Kaspaz3,6,7) olarak siniflandirilirlar(51,53).

Calismamizda endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan metformin ve progesteronun
kaspaz-9 ekspresyonunu fiizere olan etkisini degerlendirildik. Calismamiz endometrial
hiperplazi tedavisinde hem progesteronun hem de metforminin kaspaz-9 ekspresyonu tzerine
etkisini degerlendiren literatiirdeki ilk ¢alismadir. Gruplar arasinda kaspaz-9 ekspresyonu
tizerine anlamli istatistiksel farklilik saptanmamis olsa da c¢alismamizin gelecekteki bu

apoptotik yolak ile yapilacak diger ¢alismalara yol gosterebilecegini diistinmekteyiz.

Endometrium, meme ve kolorektal kanserler degerlendirildigide fizyolojik olarak benzer

reseptorler tagimalari, ailesel kanserlere bakildiginda birliktelik gdstermeleri ve  benzer



genlerin aktivasyonuyla malignitelerinin gelismesinden dolayi, literatiirdeki meme Ve

koleraktal kanser i¢in yapilan ¢alismalar endometrium kanseri i¢inde yol gosterici olmaktadir.

Bcl-2 ve Bax oraninin hiicre siklusunun diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi yapilan birgok
guncel c¢aligmada gosterilmistir. Oranlamada Bcl-2 gen ekspresyonunun artmasi hticrenin
yasamini sUrdirmesini saglarken, Bax gen ekspresyonunun artmasiyla siklus hiicre apopitozisi ile
sonug¢lanmaktadir(56). Literattirde bu genler ile ilgili olarak endometrium, meme ve kolorektal
kanserler ile ilgili calismalar mevcuttur. Kolorektal adenokarsinom tanisi alan 22 hastada Bcl-
2 ve Bax gen ekspresyonlari ve Bcl-2/Bax oranlari degerlendirilmistir. Bcl-2/Bax oraninin
kolorektal adenokarsinomda anlamli oldugu, oranin yiksek oldugu hatalarda daha agresif
timor gelistigi, hepatik metestazi olan kolorektal kanserli hastalarda Bax gen ekspresyonunun
azalmis oldugu ve yiksek Bax gen ekspresyonun daha iyi prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir(79). Kolorektal adenokarsinom tanist alan ve kolon kanserinde kemoperoptik
olarak kullanilan Triphala ekstrakti adi verilen kemoperopatik ajanin Bcl-2/Bax ve c-
myc/siklin D1 oranlar1 Uzerine olan etkisinin degerlendirildigi bir calismada Bax gen
ekspresyonunun anlamli sekilde arttig1, Bcl-2 gen ekspresyonun azaldigi ve Bcl-2/Bax oraninin
anlaml sekilde azaldig: gosterilmistir(80). Ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri tanist alan
hastalarin degerlendirildigi ¢aligmada hastalarin %85’inde Bcl-2 geninin asir1 eksprese oldugu
ve Ostrojen reseptor pozitifligi ile Bcl-2 gen ekspresyonun korelasyon gosterdigi, tedavide yeni
hedef olarak Bcl-2 geni iizeinde durulmasi gerektigi savunulmustur(81). Endometrium iizerine
yapilan ¢alismalarda endometrial kanser tanis1 alan 1028 hastada Bcl-2, Bad ve Bax gen
ekspresyonlar1 ile kanserin progresyonu ve prognozu karsilagtirilmistir. Daha agresif ve hizli
progresyon gosteren hastalarda Bcl-2 gen ekspresyonun fazla oldugu saptanmistir(82). Tommi
E. ve ark. calismalarinda normal endometrium, endometrial hiperplazi ve endometrial
karsinomu olan hastalarda Bcl-2, Bax ve Bad genlerinin ekspresyonlari degerlendirmislerdir.
Calismada Bcl-2, Bax ve Bad genlerinin normal ve hiperplazi gelisen endometrial dokuda da
eksprese oldugunu, endometrial kanser gelisen durumlarda ise Bcl-2 ekspresyonunun artip Bax

ve Bad gen ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir(74).

Endometrium kanseri tanisi alan 98 hasta degerlendirildiginde Bcl-2 gen ekspresyonunun klinik
stage ve survey ile iligkili oldugu, Tip 2 endometrium kanserinde Tip 1 endometrium

kanserine oranla daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir. Farkli bir ¢alismada P53 ve Bcl-2



gen ekspresyonlarinin histolojik tip, timor grade’i, myometrial invazyon derinligi ve lenf
nodu pozitifligi iliskisi degerlendirilmistir. 48 endometrial kanser tanisi alan hasta primer
cerrahi tedavileri sirasinda degerlendirmis P53 ekspresyonu %39,6, Bcl-2 ekspresyonu %58,3
olarak hesaplanmistir. P53 ekspresyonu ile undiferansiye tiimor ve lenf nodu pozitifligi
arasinda anlamli iliski tespit edilirken Bcl-2 ekspresyonu ile belirtilen parametreler arasinda
iliski saptanmamustir(83). Vereide ve ark. yaptiklar1 ¢alismada endometrial hiperplazi tanisi
alan 57 hastanin 26’sina intrauterin levonorgestrel igeren rahim igi araglar ile tedavi
planlanirken diger 31 hastaya yiiksek doz medroksiprogesteron asetat ile tedavi baglanmstir.
Tedavi Oncesi ve sonrasi Bcl-2, Bax ve Bad genlerinin ekspresyonlari degerlendirilmis ve
progesteron tedavisi sonrast Bcl-2 gen ekspresyonunda anlamli oranda down regiilasyon, Bax

ve Bad genlerinde upregulasyon izlenmistir(75).

Literatiirdeki ¢aligmalarda, endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteronun Bcl-2,
Bad ve Bax gen ekspresyonlart ile Bcl-2/Bax oranina etkisi kanitlanmistir. Biz ise
caligmamizda progesteronun gen ekpresyonu Uzerine bilinen bu etkisi ile metforminin bu
genlerin ekspresyonu iizerine olan etkisini kargilagtirmayr amagladik. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteronun
endometrial dokuda Bcl-2/Bax oranini anlamli sekilde azaltigini, metforminin ise progesterona
benzer sekilde Bcl-2/Bax oranini azaltarak apoptosisi uyardigini gosterdik. Calismamiz
endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan metforminin progesteron ile kiyaslanarak Bcl-2,
Bad ve Bax ekspresyonlari ile Bel-2/Bax orani lizerine etkisini degerlendiren literatiirdeki ilk

calismadir.

Genetik ¢alismalar sonucunda kisa sure dnce bulunan ve BIRC5 olarakta bilinen Survivin,
apoptoz inhibe edici proteinler ailesindendir. 17925 kromozomda yer alan Survivin geni, 3
intron ve 4 ekzondan meydana gelen 142 aminoasitlik bir proteini kodlar. Bu giine kadar 8
(BIRC1-8) adet rapor edilen bu anti-apoptotik proteinler, baslatic1 kaspaz-9 ve efektor kaspaz
3 ve kaspaz 7’yi inhibe ederek apoptozisi inhibe ederler. Survivin geni yapisinda sadece
BIR(bacolovirus IAP repeat) domaini icermesi, RING ve CARD(caspase activation recruiment)
domainini igermemesi sebebi ile diger anti-apoptotik genlere gore farklilik arz eder. Hiicre
dongiisiiniin G2/M fazina etki ederek hiicrenin mitoz boliinmesini uyarir. Survivin geninin en

onemli Ozelliklerinden biri kanser dokusunda normal dokuya gore ¢ok daha fazla



eksprese olmasidir. Genellikle embriyonik dokuda ve fetal dokuda eksprese edilen survivinin

normal dokuda ekspresyonu tayin edilemeyecek kadarazdir.

Literatirde survivin ekspresyonu ile birgok malignitenin iligkisi gosterilmistir. Akciger,
mesane, kolorektal, endometrial, meme, Gsefagial, mide, hepatoselller, pankreas ve renal
hlcreli karsinomda survivinin ekspresyonu ve survivin gen polmorfizmi tespit edilmistir(84).
Meme kanseri ve survivin gen ekspresyonu iliskisi degerlendirildiginde HER-2 ve survivin
ekspresyonun yiksek oldugu meme kanseri olgularinda kemo/endokrin tedaviye ve iyonize
radyosyon tedavisine diren¢ gelistigi, survivin ekspresyonunun meme kanseri i¢in Kotl
prognozla iliskili oldugu gosterilmistir(85). Survivinin meme kanserinde kotii prognoz Kriteri
olan HER-2 ve VEGF ile benzerlik gosterdigi ve gelecekte bu kriterlerle beraber
siniflandirilmasi gerektigi savunulmaktadir. Kolerektal kanserlerde Survivin ve anjiyotensin-
converting enzim(ACE) polimorfizmi ile kolerektal kanser iliskisi degerlendirilmistir. Meta-
analizde 2000-2014 yillar1 arasinda yayinlanan toplam 11 ¢alisma gbzden gegirilmis ve 1840
hasta analiz edilmistir. Survivinin -31G/C ve ACE I/D polimorfizmi ile kolerektal kanser
gelisimi iligkili bulunmustur. Aymi sekilde -31G/C promotor bolgesindeki polimorfizm ile
mide kanseri ve hepatik kanser gelisimi iligkili bulunmustur(86). 2695 mide kanseri tanisi
alan hastada hem immdinohistokimyasal hemde real time PCR ile survinin gen ekspresyonu
degerlendirilmis olup survivinin mide kanserinde anlamli olarak eksprese oldugu ve mide
kanseri igin prognostik faktdr olabilecegi savunulmustur. Benzer sekilde 1997-2013 yillar
arasinda toplam 14 makale analiz edildiginde mesane kanseri ile iliskili olarak survivinin
mesane kanserin progresyonu, tiimor rekiirrensi ve mortalite ile iliskili oldugu kabul edilmistir.
Endometrial hiperplazide ve endometrium kanserinde survivin ile ilgili az sayida ¢alisma
bulunsa da meme, kolerektal ve mide kanserindeki sonuglar endometrum kanseri Uzerine
yapilacak caligmalar i¢in yol gostericidir. Xiaojun ve ark. endometrial hiperplazi tanisi alan 23
hastaya 4 ay silire ile progesteron tedavisi verip tedavi sonrasi hiperplaziyi Yyeniden
degerlendirmislerdir. Tedavi sonrast 8 hastada endometrial degisiklikler persiste etmistir.
Persiste degisiklikleri olan 8 hasta i¢in immunohistokimyasal olaral survivin ekspresyonu
degerlendirilmis ve survivin gen ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 gosterilmistir(71). A.
Brunner ve ark. 106 endometrial kanser tanis1 alan (81 hasta tip 1 endometrium kanseri, 18
hasta tip 2 endometrium kanseri) hastada survivin gen ekspresyonunu degerlendirmislerdir.
Tip 2 endometrium kanseri olan ve yiiksek grade tiimor tanist olan hastalarda survivin gen

ekspresyonunun daha fazla oldugu gosterilmistir(73). Bilinen bu bilgiler  dogrultusunda



survivin geninin kanser tedavisinde yeni hedef olacagi ve gen ekspresyonu azaltmaya

amaclayan yeni ilaglarin kanser tedavisine yeni bir boyut katacagi diisiincesi kabul gérmektedir.

Survivinin normal hiicrelerde bulunmadigi, endometrial hiperplazi ve endometrium kanserinde
asir1  eksprese oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda 4mg/kg 17B Estradiol
hemihydrate(E), 4mg/kg 17p Estradiol hemihydrate ile 50 mg/kg metformin (E+M) ve 17p
Estradiol hemihydrateile ile 1mg/gin Medroxiprogesteron asetat(E+P) verilen gruplarda
survivin ekspresyonunu degerlendirdik. Survivin ekspresyonu ag¢isindan gruplar arasinda
anlamli farklilik izlenmedi. Literatlirde progesteron tedavisi ile survivinin ekspresyonunu
degerlendiren az sayida c¢alisma bulunmakla beraber c¢alismamiz endometrial hiperplazide
metformin tedavisinin survivin gen ekspresyonu uzerine etkisini degerlendiren literattirdeki
ilk calismadir. Ozellikle metforminin Bcl-2/Bax orani (izerine olan olumlu etkisi goz éniine
alinacak olur ise hiperplaziye ek olarak atipisi olan ve olmayan gruplar ile hiperplazinin
persiste ettigi ve etmedigi hastalarin karsilagtirilacagi calismalar metformin tedavisinin

survivin gen ekspresyonu lzerine olan etkisini daha net ortayakoyacaktir.

Metforminin hepatik glukoz outputunu baskilamasi, glukozun intestinal emilimini azaltmasi,
periferal dokularda insilin aracili glukoz kullanimini artirmasi, yag asit konsantrasyonlarini
diistirerek glukoneogenezi azaltarak antilipolitik etki gostermesi, karaciger tarafindan Uretilen
SHBG yapimini arttirip, bunun sonucunda dolasimdaki serbest testosteron seviyelerini
azaltmasi giiniimiizde bilinen tedavi mekanizmalaridir. Metformin ile ilgili son yillarda
yapilmis c¢alismalarda metforminin aromataz enzim inhibisyonuna bagli olarak bu enzim
aktivasyonunun yiiksek oldugu alanlarda strojenin etkisini azaltigi gosterilmistir. Metformin
ayrica SHBG seviyelerini arttirtp dolasimdaki estradiol seviyelerinin sistemik olarak da
azalmasina neden olmaktadir(40). Metformin ile yapilan bir rat modeli ¢alismasinda
endometrial hiperplaziyi regrese ettigi gosterilmistir(41). Ayrica PKOS’lu hastalarda yapilmis
bir calismada metformin kullanan hastalarda endometrial proliferasyonun azaldigi ve
dolasimdaki Ostrojenin normal seviyelere diistiigii tespit edilmistir(42). Baska bir ¢alismada
ise metforminin PKOS’lu hastalarda hiperinsulineminin neden oldugu aromataz enzim ve
lokal 6strojen artisina bagl olusan endometrial hiperplazileri ve kanseri 6nleyebilecegini ortaya

koymustur.



Calismamizda metforminin tim bu bilinen etkilerine ek olarak, apoptosisin regiilasyonunda
onemli rol oynayan ve hiicrenin apoptosise ugrayip ugramayacagini belirleyen Bcl-2/Bax
oranin1 anlamli sekilde azaltarak hiicreyi olusabilecek anormal hiicre ¢ogalmasina karsi

apoptosise yonlendirdigini tespit ettik.

Bu bilgiler 1s1gindaprogesterona goére benzer histopatolojik regresyon sonuglart saglayan
metformin tedavisinin molekiiler diizeyde deprogesterona esdeger bigcimde apoptosisi
indiikledigi gortlmektedir. Ozellikle hiperplazi ve malignite riskinin yiiksek oldugu gerek
premenopozal gerekse menopoz donemi kadinlarinda progesterona altarnatif olabilecegi
gosterilmistir. Boylece ek medikal problemler nedeniyle hormon tedavisi kontraendike olan ya
da eslik eden obezitesi nedeniyle malignite riski yiiksek olan kadin gruplarinda gerek tedavi
gerekse de idamede metforminin metforminin glcu bir alternatif olarak gdz ©ninde

bulundurulabilir.



6. SONUCLAR

Calismanin sonuglar1 su sekilde 6zetlenebilir:

1.Endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteronun histopatolojik duzeyde

hiperplaziyi regrese ettigini gosterdik.

2. Tedavide kullanilan metforminin etkinligi kanmitlanmis progesteron tedavisine benzer
sekilde histopatolojik diizeyde hiperplaziyi gerilettigini boylelikle ek medikal problemler
nedeni ile hormon tedavisinin kullanilamadig1 ve ya obezite nedeniyle hiperplazi ve malignite

riski yuksek olankadinlarda progesterona altarnatif olarak kullanilabilecegini gosterdik.

3.Endometrial hiperplazi tedavisinde kullanilan progesteronun endometrial dokuda Bcl-2 gen
ekspresyonunu azaltip Bax gen ekspresyonunu artirarak hiicre gogalmasinin belirleyicisi olan
Bcl-2/Bax oranini anlamli sekilde azaltigini bdylelikle apoptosisi uyarark hiperplaziyi
molekiiler diizeyde regrese ettigini tespit ettik. Tedavide kullanilan metforminin ise
progesterona benzer sekilde Bel-2/Bax oranini azaltarak bilinen etkilerine ek olarak molekiler

diizeyde apoptosisi uyararak hiperplaziyi regrese ettigini gosterdik.

4. Calismamiz endometrial hiperplazide metformin tedavisinin survivin gen ekspresyonu
tizerine etkisini degerlendiren literatiirdeki ilk calismadir. Metformin ve progesteron
tedavisinin survivin gen ekspresyonunu iizerine etkisi degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli farklilik tespit edilmedi. Metformin ve progesteronun Bcl-2 ve Bax genleri tizerine olan
olumlu etkisi diistiniiliirse atipisi olan ve olmayan, hiperplazinin persiste ettigi ve etmedigi
hastalarin karsilastirilacagi c¢alismalar metformin ve progesteron tedavisinin survivin gen

ekspresyonu lzerine olan etkisini daha net ortaya koyacaktir.

5. Calismamiz endometrial hiperplazi tedavisinde kaspaz-9’un degerlendirildigi literattrdeki
oncii ¢aligmalardan olup metformin ve progesteron tedavisinin endometrial dokuda ki kaspaz-
9 gen ckspresyonuna etkisi degerlendirildiginde, hiperplazinin regrese oldugu gruplarda

kaspaz-9 gen ekspresyonunda degisiklik izlenmemistir.



6- Calisamamizda Bcl-2 gen ailesinin iiyesi olan Bad gen ekspresyonlar1 degerlendirildiginde
hem metformin hemde progesteron ile hiperplazi regresyonu saglanan gruplarda Bad gen

ekspresyon seviyelerinde anlamli degisiklik tespit edilmemistir.
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PROJE SONUC RAPORU YAZIMINDA
UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Proje sonug raporu yaziminda A4 ebadinda kagit alan1 kullanilmali, sayfalardaki sag, sol vealt
bosluk 2.5 cm, iist bosluk ise 3 cm olmalidir.

Proje sonu¢ raporunun tam metni, tek bir pdf dosyas: olarak elektronik ortamda ERU-
PRODIS sistemi lizerinden birime sunulmalidir. Dosya isimleri agagidaki formata uygun olmali
ve isim verilirken Turkge karakter kullanilmamalidir:

projeno.pdf (6rnek: FBA_09_1236.pdf)



