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1. OZET

Endometriyum, reprodiiktif yasam siiresince proliferasyon, diferansiyasyon ve
dejenerasyon gibi periyodik olarak gerceklesen sikluslara ugrar. Regiilasyonu dstrojen ve
progesteron steroid hormonlarinin  kontrolii altinda gergeklesen endometriyum,
yenilenebilen bir dokudur. Ostrojen, endomeriyumun epitel ve stromal hiicrelerinin
proliferasyonunda 6nemli rol oynar. Proliferasyon evresinde en aktif olan &strojen
17-B-6stradioldiir. Progesteron ise proliferasyonu inhibe eder ve desidualizasyonun
diizenlenmesinde gorev alir.

Calismamizda in-vitro endometriyum modeli olarak Ishikawa hiicreleri kullanildi.
Deney gruplan kiiltiir medyumu igerisinde biiyiitiilen kontrol, 17-B-6stradiol, 17-f-
ostradiol ile birlikte N-asetil sistein (NAS) uygulanan ve yalmizca NAS’in farkh
konsantrasyonlarda uygulandig1 dért gruptan olusmaktadir. Ostradioliin proliferatif etkisi
ve NAS’in proliferasyon tizerindeki etkileri anti-bromodeoksiiiridin (BrdU) antikoruyla
immiinositokimyasal olarak degerlendirildi. 17-B-Ostradiol uygulanan grupta kontrol
grubuna gore S faz proliferasyon oraninda anlamli bir artis tespit edildi. NAS
uygulamasinin konsantrasyona bagl olarak hiicre proliferasyonunu azaltti1 ve/veya inhibe
ettigi gozlendi. 20 mM ve 50 mM NAS uygulanan deney gruplarinda anlamli diizeyde
proliferasyon inhibisyonu izlendi. Kontrol ve 0Ostradiol wuygulanan gruplarla
karsilagtirildiginda NAS’in, nukleus lokalizasyonlu niikleer faktor KB (NF-KB)
ekspresyonunu artirdigi tespit edildi.

Bu bulgular dogrultusunda NAS’in tanimlanmis olan antioksidan 6zelliginin yani
sira konsantrasyona bagl olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve NF-KB’nin iligkili
gen ekspresyon diizenlemesiyle NAS’in hiicresel etkinliginde rol oynadigi sonucuna

varilmigtir.



2. SUMMARY

Endometrium undergoes a periodic menstrual cycle including proliferation,
differentiation, and degeneration during the reproductive life cycle. Endometrium,
regulated by the steroid hormones estrogen and progesterone, is a tissue that can
regenerate. Estrogen plays an important role in the proliferation of the endometrial
epithelium and stromal cells. During the proliferation phase, 17-p-estradiol is the most
active estrogen. Progesterone inhibits the proliferation and helps in the regulation of
decidualization.

In our study, Ishikawa cells were used as in-vitro endometrium model. The
experimental groups consist of four different culture mediums; the control, 17-B-estradiol,
N-acetyl cysteine (NAC) along with 17-B-estradiol, and different concentrations of NAC.
Anti-BrdU antibody is used for immunocytochemical analysis of the proliferative effect of
estrogen and the effects of NAC on proliferation. A significant increase in the S phase
proliferation rate was in the group treated with 17-B-estradiol compared to the controls.
The NAC treatment either decreased and/or inhibited the cell proliferation depending on
the concentration. There was a significant inhibition of the proliferation in the
experimental groups treated with 20 mM and 50 mM of NAC. When compared to the
controls and estrogen treated groups, NAC has been found to increase the expression
nuclear factor- KB (NF- KB) in nucleus.

With these findings, it has been concluded that besides having the previously
identified antioxidant effects, NAC inhibits cell proliferation depending on the
concentration and the NF- KB plays a role in the cellular activities of NAC by the

regulation of related gene expression.



3. GIRIS VE AMAC

Endometriyum; bazal tabaka ve fonksiyonel tabaka olmak {izere iki islevsel
tabakadan olusmaktadir. Fonksiyonel tabaka, endometriyal siklus boyunca biiyilik
degisiklikler gecirirken, bazal tabaka hemen hemen hi¢ degismeden kalir. Endometriyal
siklus evrelerinin kontrolii dstrojen ve progesteron hormonlari tarafindan gergeklestirilir.
Ostrojen, endometriyum iizerine etki ederek hiicre ¢ogalmasina yol acar. Uterusun
damarlanmasini, kas kitlesinde artis1 saglayarak infantil uterusu erigkin tipe doniistiiriir.
Gebelikte uterustaki biiytime, Oncelikle Ostrojene baglidir. Ayrica dstrojen, menstruasyon
sirasinda  dokiilen endometriyumun yeniden olusmasini saglar. Progesteron ise;
endometriyal bezlerin salg1 yapmasini saglar ve endometriyumun, blastosist implantasyonu
icin hazirlanmasinda gorev alir. Yeterli miktardaki Ostrojen ve progesteron varliginda,
embriyonun endometriyuma implantasyonu gergeklesir (1, 2).

Hiicre siklusunda, proliferasyon hizim1 gostermede kullanilan prolifere hiicre
niikleer antijeni (PCNA); siklusun ge¢ G1 ve S fazlarinda sentezlenen bir DNA replikasyon
proteinidir. BrdU ise timidin analogudur. Sadece S fazindaki hiicreleri anti-BrdU
antikoruyla isaretleyerek gostermede kullanilir (3, 4).

Hiicre proliferasyonu, siklus boyunca kontrol edilir. Hiicre siklusunun kontrolii, iki
siif protein tarafindan yapilmaktadir. Bunlar, siklinler ve siklin bagimli kinazlar (cyclin-
dependent kinases-CDK)’dir. Siklin bagimli kinazlar siklus boyunca eksprese edilir ama
inaktiflerdir. Siklinlere baglanarak aktivite kazanirlar. Hiicre siklusunun ilerlemesi,
siklusun devamini saglayan siklinlerin, katalitik partneri olan siklin bagimli kinazlar
(CDK) tarafindan kontrol edilmektedir (5).

NAS, siilfiir iceren thiol grubu bir antioksidan olup asetaminofene bagli olusan
hepatotoksisite  tedavisinde, HIV tablosunda immiin sistem modiilasyonunda,
kardiovaskiiler hastaliklarda, kanser olusumunu Onlemek amaciyla medikal olarak
kullanilmaktadir. NAS 1, prekiirsor olarak glutatyon (GSH) olusumunda rol aldigi ve bu
yolla hiicreler ilizerine direkt antioksidan etki gdsterdigi belirlenmistir. NAS’in sitokin
ekspresyon ve salmimini baskiladigi, NF-KB ekspresyonunu inhibe ederek direkt
antiinflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Yapilan c¢aligmalar, NAS’in antioksidan

mekanizma tizerinden etkili oldugu kullanim alanlarinin disinda, hiicre siklusunu inhibe



edici 6zelligi oldugunu bildirmektedirler (6, 7).

Kullanmis oldugumuz, iyi diferansiye insan endometriyal adenokarsinoma
hiicreleri olan Ishikawa hiicreleri, in-vitro endometriyum arastirmalari i¢in tercih edilen bir
modeldir. Insan uterus epitel hiicre dizisi oldugundan dstrojen ve progesteron reseptdrii
tagimaktadir (8, 9).

Calismamizin amaci; NAS’1n, reprodiiktif yasam siiresince Ostrojen kontroliinde
gerceklesen proliferasyon evreleriyle diizenli olarak yenilenme gdsteren endometriyum

dokusu tizerine olasi etkilerini ve iligkili sinyal ileti mekanizmasini tanimlamaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. HUCRE SIKLUSU

Okaryotik canlilarda, iki yavru hiicre meydana getirmek iizere birbirini izleyen iki
mitoz boliinme arasindaki siire¢ hiicre siklusu olarak tanimlanir. Hiicre siklusu koordine,
ardisik ve senkronize gergeklesen olaylar serisinin tiimiidiir. Her bir siklusta tek bir DNA
sentezi gerceklesir (10).

Hiicre siklusu, geleneksel olarak Gi- S- G2 fazlarini igeren, mitoza hazirlik evresi
olan interfaz ve sitoplazmanin boliinmesi olarak bilinen sitokinezle sonuglanan mitoz
evresi olarak ikiye ayrilir (10, 11). Go fazi, dinlenme evresi olarak da bilinen Gi
asamasindaki hiicrelerin DNA c¢ogalmasi icin S fazina ge¢medigi fakat metabolik
faaliyetlerin devam ettigi evredir. Aktif olarak bdliinmeyen hiicreler, terminal
farklilasmaya ugramis olabilirler ve bu hiicrelerin yeniden hiicre dongiisiine girme yetenegi
ortadan kalkabilir ya da gecici olarak duraklayabilir. Bu hiicreler Go fazinda beklerler. Go
fazi1 hiicre dongiisiinde G1 fazina girmeden hemen Once yer alan sessiz evredir. Hiicreler bu
sekilde giinlerce, aylarca hatta yillarca bdliinmeden kalabilirler. Hiicre digindan uygun bir
sinyal gelmedikce de boliinme yeteneklerini geri kazanamazlar (12).

Hiicre siklusunu diizenleyen ve kontrol eden siklin ve siklin bagimli kinaz (CDK)
olarak adlandirilan, siklusun belli asamalarinda islev gdéren ve birbirleri ile olan
etkilesimleri yoluyla, pozitif ve/veya negatif diizenleyici etki gostererek, siklusun
ilerlemesini ya da kisitlanmasini saglayan proteinlerdir (13).

G1 ve G2 evrelerinde, varsa DNA hasarlarinin tespiti ve tamiri i¢in bulunan kontrol
noktalar1 vardir. Normal dokularda, ¢cogalan hiicre sayist organizmanin ihtiya¢larmin bir
fonksiyonudur. Azalmis hiicre ¢ogalmasi veya artmig 0liim hizi herhangi bir asir1 artisi

onler (14).

G1 Fazi: Spesifik hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken proteinler ve ge¢ Gi fazinda bol
miktarda RNA sentezlenir. Bu proteinler arasinda hiicre siklusunu kontrol eden, mitozdan
sonra yartya diigen hiicre hacmini normal biiylikliigiine ulastiran proteinler de vardir.

Ayrica, bu fazda DNA sentezi i¢gin gereken bir¢ok enzim de iiretilir. Yaklasik olarak 12



saat siirdiigii icin siklusun en uzun fazi olarak kabul edilir. G1’in sonuna dogru bir kontrol
noktast S fazina girisi kontrol eder. Biiylime faktorlerinin bulunmayisi hiicreyi Go fazina
girmeye zorlar. Hiicre S fazina girmeden 6nce varsa duplike olacak olan DNA’daki hasarin
tamir edilmesi saglanir. Eger herhangi bir lezyon saptanirsa, hiicreler ya hasari onarir ya da
apoptozise giderek oliirler. Bu kontrol noktasi p53 proteininin etki yerlerinden biri olarak

kabul edilir (10, 14).
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Sekil 1: Siklin ve siklin bagimli kinazlar (CDK)’in kontrolii altinda gergeklesen hiicre
siklusu G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur (15).

S Fazi: Yaklasik olarak 6-8 saat siiren S (sentez) fazinda replikasyon ile hiicre i¢indeki
DNA’nin miktar1 iki katina ¢ikarilir (10, 14). Boylece mitoz fazina girmeden Once ikiye

boliinecek olan hiicrede iki kat1 kromozom elde edilmis olur.

G2 Fazi: Bu faz boyunca DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder. Mitotik
iglerin mikrotiibiiler prekiirsorleri iiretilir. Mitoz sirasinda kullanilacak enerji biriktirilir ve

histon olmayan proteinler sentezlenir. Burada da G1 evresinde oldugu gibi hiicreler mitoz



fazina girmeden hemen Once hatali sentezlenmis DNA’larin diizeltilmesini saglayan bir
kontrol noktasi bulunur. Hiicre siklusu inhibitdrleri, hiicreyi yeni olusacak hiicrelerin dogru
genetik kopyaya sahip olacaklarindan emin oluncaya kadar durdurur. Bu faz yaklasik 6

saat siirer (10, 14).

M Fazi: Yaklasik 1-2 saat siiren siklusun en kisa fazidir. Mitoz, S fazinda duplike olan
kromozomlarin iki yavru hiicreye esit olarak paylastirildigi kompleks bir olaydir. Profaz-
metafaz- anafaz- telofaz basamaklarma ayrilir ve sitokinezle sonuglanir. Sonrasinda G1 faz1

ile siklus devam eder (10, 11).

4.1.1. Hiicre Siklusunun Kontrolii

Hiicre proliferasyonu, siklus boyunca kontrol edilir. Hiicre siklusunun kontrolii, iki
simnif protein tarafindan yapilmaktadir. Birincisi, hiicre siklusunda gorev alan, siklin
bagimli kinazlar (cyclin-dependent kinases) olarak adlandirilan ve kisaca CDK ile
gosterilen protein kinazlar olarak bilinen enzimlerdir ve bu enzimler hedef proteinleri se¢ip
fosforile ederler. Fosforile olmamis durumdayken (sikline bagh veya degil) CDK'in kinaz
akvitesi yoktur. Ikinci grup proteinler ise siklinlerdir. Siklin bagimli kinazlar siklus
boyunca eksprese edilir ama inaktiflerdir. Siklinlere baglanarak aktivite kazanirlar. Hiicre
siklusunun ilerlemesi, siklusun devamini saglayan siklinlerin, katalitik partneri olan
CDK’lar tarafindan kontrol edilmektedir. Siklinler, hiicre siklusunun islerligini kontrol
ederler. Ancak sikline bagli olduklarinda aktif hale gecebilen protein kinazlar (CDK),
hedef protein yapisindaki serin ve threonin veya tirozin aminoasitlerine fosfat grubu
baglayarak aktivitesini degistirir. Bdylece siklin-CDK kompleksi hedef proteinleri
fosforlayarak hiicre siklusunun kontroliinii saglamaktadir (5). CDK aktivasyonundan sonra
siklin seviyeleri hizla diiser. DNA sentezinin Oncesinde uyarilmaya baslarlar ve artis
gosterirler. Hiicrenin diger faza geg¢mesini, hedef proteinleri fosforilize ederek
gergeklestirirler. Hiicre igerisinde ¢ok sayida farkli siklin ve CDK olmasina karsin,
bunlardan sadece birkacinin hiicre siklusunun kontroliinde gorev aldig1 bilinmektedir.

Hiicre siklusu donemlerine gore farkli CDK’lar iiretilmektedir. Gi fazinda
salgilanan CDK’lar; siklin bagimli kinaz 4 (CDK4), siklin bagiml kinaz 6 (CDK6) ve
siklin bagimli kinaz 2 (CDK2)’dir. G1 faz1 siklinleri D ve E tipi siklinlerdir (Siklin D1, D2,



D3 ve siklin E). S faz1 siklinleri siklin A ve E iken, mitotik fazi siklinleri A ve B’dir.
Siklinlerle CDK’lar birbirine baglanarak siklin-CDK kompleksini olusturur. Siklin-CDK
kompleksi; siklinlerin siklusun her asamasinda proteolizi ile inaktive edilir. Siklinlerin
yikimi “Ubikutin-bagimli mekanizma” ile gergeklesir (16, 17).

Hiicre siklusunun inhibisyonu ise Siklin Bagimli Kinaz Inhibitérleri (CDKI)
yardimiyla gerceklestirilir. 1993-1995 yillarinda tanimlanmis ve klonlanmiglardir. Siklusun
negatif kontroliinden sorumludurlar. Hiicre siklusunun ilerlemesi, siklusun devamini
saglayan siklinlerin, katalitik partneri olan CDK’lar tarafindan kontrol edilmektedir.
Diizenli olarak kontrol edilmeyen CDK aktivitesi, artmis hiicre ¢ogalmasina ve genomik
instabiliteye neden olmaktadir. Bu durum; hiicrenin Oliimsiizliik kazanmasi veya
kanserlesmesi ile sonuglanir. CDK’larin hiicre siklusundaki islevlerinin diizenlenmesi,
CDKT’leri tarafindan gergeklestirilmektedir (13).

Yapilan aragtirmalar sonucu daha pek ¢ok yeni siklin ve siklin bagimli kinaz tiyesi
tanimlanmaya devam etmektedir. Bu durum hiicre siklusunun pek ¢ok kontrol noktasi
oldugunu ya da bu siklin ve siklin bagiml kinazlarin birden ¢ok isleve sahip oldugunu
gostermektedir. Hiicre siklusu kontroliiniin herhangi bir basamakta bozulmasini saglayan

mutasyonlar kansere neden olan genlerin ¢calismasinda 6nemlidir.



4.2. ENDOMETRIYAL SIiKLUS

Insan endometriyumunda, menstrual siklus boyunca énemli histolojik degisiklikler
meydana gelir ve embriyonik implantasyon i¢in hazirlik yapilir. Ostrojen ve progesteron
kontrolii altinda her ay endometriyumda siklik degisiklikler gergeklesir. Endometriyum,
tek katli silyali prizmatik yiizey epiteli ile basit tiibiiler bezler igeren lamina propriadan
olusur (18,19). Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusur; menstruasyon sirasinda
dokiilen yiizeyel fonksiyonel tabaka ve menstruasyon sirasinda dokiilmeyen ve
menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan bazal
tabaka. Endometriyumu besleyen kan damarlar1 bu tabakanin biiylik bir bdliimiiniin
periyodik olarak dokiilmesinde 6zel bir 6neme sahiptir. Arkuat arterler endometriyumun
alt kisminda bulunan miyometriyumun orta tabakalarinda dairesel olarak yerlesmistir. Bu
damarlardan endometriyumu besleyen iki grup damar ¢ikar: Bazal tabakay1 besleyen diiz
arterler ve fonksiyonel tabakaya kan tasiyan kivrimli (spiral) arterler.

Endometriyuma blastosist implantasyonu; basarili bir gebelik i¢in gerekli olan
hiicre farklilagmasi, apopitoz, invazyon ve ekstraselliiler matriksinde model degisikligi gibi
olaylar zincirinin ilk basamagidir. Apopitoz hem implantasyon hem de desidualizasyonda
rol oynar. Insanda implantasyon sirasinda, embriyonun epitele tutunmasini, endometriyal
stromal hiicreler tarafindan gergeklestirilen desidualizasyon takip eder (20).
Endometriyumun bag dokusu biiyiik degisiklikler gegirerek lamina proprianin fibroblastlar
genisler ve poligonal bir hal alarak protein sentezleyen hiicrelerin 6zelliklerini gdsterir. Bu
hiicreler artik desidua hiicreleri olarak adlandirilir, endometriyumun biitiinii de desidua
adin1 alir. Stromal hiicreler biiyiiyerek artan progesteron diizeyine yanit olarak lipit ve
glikojen depolar. Bu endometriyal degisikliklere desidual reaksiyon denir. Ciinki
endometriyumun fonksiyonel tabakasi dogum sirasinda desidua olarak dokiiliir (1, 2).

Endometriyal siklus yaklasik olarak 28 giin siirer ve menstrual, proliferatif ve

sekretuar olmak iizere birbirini izleyen 3 evreye ayrilir:

1. Menstrual Faz: Siklusun baslangici olarak kabul edilen bu faz yaklagik 4-5 giin siirer.
Ovulasyondan yaklasik 14 giin sonra oosit dollenmesi gerceklesmediyse kandaki dstrojen
ve progesteron diizeyleri hizla diiser. Bu diisiis, spiral arterlerde kasilmalara neden olur ve

gelisen diger olaylar sonucunda endometriyumun fonksiyonel tabakasi dokiiliir.



2. Proliferatif Faz: Yaklasik olarak 9 giin siiren bu evrede, olgunlasan ovaryum

folikiillerinde iiretilen 6strojenin uyarici etkisiyle endometriyum kalinlig artar.

3. Sekretuar Faz: Korpus luteumda {iretilen dstrojen ve progesteron tarafindan kontrol
edilen bu evre, yaklasik olarak 13 giin siirer. Uterus bezleri son derece kivrimli bir hale
gelir. Endometriyum, salgilarin birikmesi ve stromadaki 6dem sonucu maksimum kalinliga
ulagir. Uterus bezlerinin salgisinin, implantasyondan dnce embriyonun gereksinimleri igin

baslica beslenme kaynagini olusturdugu diisiiniilmektedir (1, 2).

4.3. OSTROJEN VE ENDOMETRIYUMDAKI ETKILERI

Disi lireme sisteminde, viicutta dogal olarak sentezlenen ii¢ ana dstrojen hormonu
bulunur. Bunlar; o6stron (El), Ostradiol (E2) ve 0striol (E3)’diir. Menarstan menopoza
kadar en ¢ok bulunan ve en etkin olan ovaryum Ostrojeni 17-B-Ostradioldiir; baslica
graniiloza ve graniiloza lutein hiicrelerinde tiretilir. Daha az etkin bir 6strojen olan &striol,
gebelik sirasinda karacigerde 6strondan 6nemli miktarda tretilir. En az etkin 6strojen olan
Ostron ise, menopoz sirasinda TUretilir. Periferik dokularda, Ostradiol ya da
androstenedionun doniistiiriilmesiyle yapilir. Ostrojen, endometriyumun geligsmesini saglar.
Endometriyal siklusun proliferasyon evresine, buradaki Ostrojenin aktivitesinden dolay1
Ostrojenik evre de denir. Bu evre sirasinda, olgunlasan ovaryum folikiillerinde {iretilen
Ostrojenin uyarici etkisiyle endometriyumun kalinlig1 artar. Hem epitelde ve hem lamina
propriyadaki hiicrelerde mitoz goriiliir. Tiibiiler bezlerin epitel hiicreleri yukariya dogru
goc¢ eder, bez giderek daralir ve kivrimli bir sekil alir. Bunlarin yaninda 6strojen; uterusun
damarlanmasini, kas kitlesinde artis1 saglayarak infantil uterusu erigkin tipe doniistiiriir.
Serviksin miiskiiler yapida olmayan dokulari da 0Ostrojenden etkilenir ve servikste
yumusama ile birlikte, epitelden mukus salgilanir. Ostrojen yoklugunda, endometriyum
atrofiklesir.  Ostrojen endometriyumun  gelismesini saglar, ancak sekresyonun
gergeklesmesi icin progesterona gereksinim vardir. Menopoz sonrasi, uterus boyutlarindaki

azalma Ostrojen yokluguna baghdir (1, 2).
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Hipotalamus-hipofiz aksi endometriyal siklus ve ovulasyonun diizenlenmesi
acisindan Onemlidir. Hipotalamustan pulsatil olarak salgilanan gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH), hipotalamo-hipofizer portal sistem araciligiyla hipofiz 6n lobuna tasinir.
GnRH etkisiyle hipofizin bazofilik gonadotrop hiicrelerinden glikoprotein yapisindaki
gonadotropinler folikiil stimiilan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) salgilanir.
Ostrojenin iiretimini, hipofizin 6n lobundan salgilanan FSH ve LH kontrol eder. LH,
ovulasyonun gerceklesmesini saglar, graniiloza tabakasi ve teka internay: aktif olarak
hormon sentezleyen bir bez olan korpus luteuma doniistiiriir. Ovaryumda {iretilen Ostrojen

ve progesteron hipotalamus iizerine etki ederek GnRH salinimini uyarir ya da baskilar

@1).

Luteinizan Hormon

Folikﬁll Stimilan Ho‘rmon (FSH)

Korpus Luteum
Gelisen Folikal TS

® @ ® (¥ T

| | g ®

Progesteron

_/_om
= I L
Menstral  Folkiler Cuteal =

L L L
o 5 10 15 el 25

Menstrual Siklus Glnleri

Sekil 2: Menstrual siklus siiresince endometriyumda olusan degisiklikler ii¢ ayr1 fazda

incelenir ve yaklasik olarak 14. giiniinde LH’1n pik yapmasiyla ovulasyon gerceklesir (22).

Ostradioliin uterus iizerine kronik uygulamalarinda uterus dokusunda medyana
gelen degisiklikler ve viicut uterus agirligi arastiricilarin - dikkatini  ¢ekmistir.
Miyometriyum 0strojenin etkisinde ¢cok gelisir. Bu gelisme hem kas hiicrelerinin biiyiimesi

hem de béliiniip ¢ogalmalari ile saglanir. Ostrojen kullanimina bagl olarak, bir¢ok diiz kas
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hiicresi protein sekreti yapan hiicrelerin ultrastruktural ozelliklerine sahip olur ve aktif
olarak kollagen sentez ederler. Bdylelikle uterus kollagen muhtevasinin énemli derecede

artigina sebep olur (23).
4.4. N-ASETIL SISTEIN (NAS)

NAS, L-sistein amino asidinin asetillenmis varyantidir. Siilfidril gruplarinin
miikemmel bir kaynagi olmakla beraber, hiicre i¢i GSH prekiirsorii olarak, detoksifikasyon
ve serbest radikalleri yakalama konusunda basrol oynamaktadir. GSH azalmasi ya da
oksidatif stres gibi olaylarla karakterize edilen HIV enfeksiyonu, kanser, kalp hastaliklar
ve sigara kullanimi gibi kosullarda yararli etkileri goriilmiistiir. NAS’1in akut agir metal
zehirlenmelerinde tedavi edici ajan olarak kullanilmasi da diger bir klinik kullanim alanidir
(7, 24).

NAS’1n hiicre siklusunun ilerlemesi iizerindeki etkisi heniiz tamamlanmamis olup,
farklt hiicre serilerinde Gi/S fazlar1 gegisinde siklusu durdurdugu goézlenmistir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar bir antioksidan olan NAS’mn, ayn1 zamanda protein kinaz
aktivasyonunu ve mitojenik cevapla iliskili gen ekspresyonunu bloke ettigini
gostermektedir (25). T lenfositleriyle yapilan bir ¢alismada, NAS’1n interlokin (IL) 2 ve
IL-12 ile uyarilmis T hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri arastirilmistir. NAS 1, 2D6
(T hiicresi klonu) hiicrelerinde IL-12 aracili proliferasyona ket vurdugu gozlenmistir (26).
Pankreatik karsinoma hiicre soylariyla yapilan bir ¢calismada ise, NAS’1n konsantrasyona
bagl olarak hiicre proliferasyonunu suprese ettigi ve intraseliiler glutatyon iceriginde
belirgin artis yarattii bildirilmistir. NAS uygulamasi sonrasinda Gi1 fazindaki hiicrelerin
yiizdesi, kontrol grubunda goriilen ylizdeden belirgin olarak daha yiiksek bulunmus, NAS
ile muamele edilen karsinoma hiicrelerinin siklin D1 ekspresyonu, NAS ile muamele
edilmeyen hiicrelere gore belirgin olarak azalmistir (24).

Klomifene dayanikli polikistik over sendromlu hastalarin infertilite tedavisinde
kullanilmakta olan NAS ile ilgili yapilmis ilk caligmalar, kanser Onleyici bir ilag
olabilecegini ve bobrek yetmezligi hastalarinda gentamisinle uyarilmis isitme kaybi
profilaksisinde  kullanilabilecegini  Onermistir  (27). NAS’in  antimutajenik  ve
antikarsinojenik Ozellikleri; antioksidan aktivitesi, intraseliiller rediikte edilmis GSH

prekiirsorii gibi davranma 6zelligi, detoksifikasyon modiilasyonu, DNA tamir iglemleri
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gibi birden ¢ok koruyucu mekanizmayla iligkilendirilmektedir (28).

4.5. NUKLEER FAKTOR-KB (NF-KB) SINYAL ILETi YOLU

NF-KB, ilk kez B lenfositlerinde tanimlanmig bir transkripsiyon faktorii olup tiim
hiicrelerde bulunur. Immiin sistem, inflamatuar yolak ve apoptoziste 6nemli rol
oynamaktadir. NF-KB regiilasyonunda bozulma; graft versus host hastaligi, kanser ve akut
inflamatuar hastaliklar gibi bir¢ok patolojide rol oynar. NF-KB, rel mutajen ailesine baglh
bir transkripsiyon faktoriidiir. Bes alt tipi tanimlanmis olup, hepsi rel-homoloji domain
denen amino-terminal bir alan igerirler. Bu terminal alan; DNA baglanma bdlgesi,
dimerizasyon alani ve niikleer lokalizasyon sinyal bdlgesi igerir (29).

Protein kinaz C ile stimiile edilen immiin yanitlarla iliskili bir transkripsiyon
faktorii olan NF-KB proteini, sitoplazmada inhibitdr bir alt iinite (I-KB) ile kompleks
olusturur. Uyarilan hiicrede, I- KB kinaz ile inhibitdr iinite fosforile olur, sonrasinda
inhibitdr {inite 26S proteozom araciligi ile yikilir ve NF-KB sitoplazmada serbest kalir.
Serbest NF-KB, nukleusa transloke olur ve transkripsiyon genlerini aktive eder (1, 30).

Sitoplazmada inaktif olarak bulunan NF-KB proteinleri, bakteriyel yap: taslari,
oksidatif stres ve protein sentez inhibitorleri ile aktive olmaktadir. NF-KB, IL-1, IL-6 ve
IL-8 gibi sitokinleri, interseliiller adhezyon molekiillerini, antijen sunucu hiicreleri ve

siklooksijenaz enzim genlerini kontrol eder (31).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiIMYASALLAR

—

. 17-B-Ostradiol, Sigma

. NACI, Atabay AT091-950

. Na2HPO4, Riedel-de Hien 81890

. NaH2PO4, Riedel-de Haen 8210A

. HCI, Merck K23226314 632

. DMEM, Sigma D5546

. Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

. L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C

O 0 I N Nk~ W DN

. Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-IC

—_
=)

. Fetal S1g1ir Serumu, Seromed S0115

. Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058
. Anti-NF-KB antikoru, Santa Cruz, Sc-109

. Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

. Aminoetilkarbazol (AEC), Zymed -00-2007
. Metanol, Riedel-de Hiaen 24229

. Tripsin EDTA, Biological Industries 243338
. DMSO, Sigma D 2650

. Borik Asit, Sigma B0252

19. Sodyum tetra borat, Sigma B0127

20. N-asetil sistein, Bilim la¢ A.S.

e e e e e
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Ishikawa hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotik ( 100 U/ml
penisilin G, 100 pg/ml streptomisin) iceren DMEM-F12 (Dulbecco’s modified
Eagle’s/F12) medyumunda flasklar icerisinde 37°C’de 9%5CO2 ve %95 hava iceren
inkiibatorde biiyiitiildii. Calismada dort deney grubu olusturuldu; kontrol grubu, Ostrojen
uygulanan grup, NAS ve dstrojen grubu ve yalnizca NAS uygulanan grup.

Deneylerde, kontrol grubu hiicreler normal medyumlar1 igerisinde tutuldu.
Ostrojenin etkilerini belirlemek amaciyla olusturulan deney grubunda medyum icerisine
17-B-6stradiol (2,5 uM) eklendi. NAS; 10, 20, 50 mM konsantrasyonlarda uygulandi.
Hiicre proliferasyonunun degerlendirilecegi gruplarda belirtilen dozlarda 24 saatlik
inklibasyon yapildi. NF-KB sinyal yoluyla iliskisini incelemek tiizere 24 saatlik
inkiibasyonu takiben anti-NF-KB primer antikoru uygulanarak immiinositokimyasal olarak

ekspresyon diizeyleri incelendi.

5.2.2. Immiinositokimya

5.2.2.1. BrdU Immiinositokimyasi

Diizenlenen deney gruplarina ait hiicreler fiksasyon oncesi BrdU (1mM) ile 1 saat
37°C’de inkiibe edildi. Metanolle fiksasyon sonrasi hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCl
ile 37°C°de 30 dakika denatiire edildi ve takiben borat tampon (pH:8) ile nétralize edildi.
PBS ile yikandiktan sonra spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in non-immiin
serumla 20 dakika bloklama isleminin ardindan anti-BrdU primer antikoru (NeoMarkers)
ile 0.5/100 diliisyonda, oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikamalar sonrasi
sirastyla; biyotin-bagl ve streptavidin peroksidaz sekonder antikorlar1 (Histostain Plus Kit,
Zymed) 20’ser dakika siireyle uygulandi. Spesifik renk reaksiyonunu goriintiilemek
amaciyla AEC kromojeni uygulandi. Son olarak kapatma isleminden 6nce zit boya olarak

hematoksilen boyamasi yapildi.
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5.2.2.2. NF-KB immiinositokimyasi

Yapilan konsantrasyon ¢aligmalarinda en etkin doz belirlendi ve 50 mM NAS
uygulanan gruplarda NF-KB sinyal yolu aktivasyonu degerlendirildi. Lameller iizerine
ekilmis olan hiicreler -20°C’de metanol ile fikse edildi. Spesifik olmayan boyanmalarin
engellenebilmesi i¢in non-immiin serumla (Histostain Plus Kit, Zymed) 20 dakika siireyle
bloklama islemi yapildi. Bu islem sonrasinda anti-NF-KB monoklonal primer antikoruyla
inkiibe edildi. Takiben biyotinle isaretli sekonder antikor uygulandi. PBS yikamalarim
takiben streptavidin enzim konjugatiyla 20 dakika inkiibasyon yapildi. Tekrar edilen PBS
yikamalarinin ardindan AEC kromojeni uygulandi. Kromojen asamasinda, invert
mikroskopta yapilan incelemede spesifik renk reaksiyonu izlendikten sonra reaksiyon

durduruldu. Su bazli kapatma soliisyonuyla 6rnekler kapatildi.

5.2.2.3. istatistiksel inceleme

BrdU isaretli S fazindaki hiicreler {i¢ kez tekrarlanan deney sonuclarinin
degerlendirilmesiyle hesaplandi. Proliferasyon indeksi, mikroskop alanindaki pozitif
isaretli hiicrelerin/toplam hiicre sayisina orani alinarak bulundu.

Istatistiksel inceleme, SPSS 10.0 ile ¢oklu grup karsilastirmalari icin Krusker
Wallis, ikili grup karsilagtirmalart i¢in Mann Whitney-U testleri uygulanarak
degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. BROMODEOKSIURIDIN ISARETLI HUCRE ORANLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Tiim deney gruplarinda S fazindaki hiicreler anti-BrdU antikoruyla isaretlendi,
immiinpozitif hiicrelerin yiizdesi hesaplanarak S faz hiicre oranlar1 belirlendi (Sekil 3).
Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinin S faz hiicre oraniyla (50.15+4.35) (Resim 1la)
17-B-6stradiol uygulanan hiicre orani (56.82+6.22) (Resim 1b) karsilastirildiginda bu
oranin istatistiksel olarak anlamli artig gosterdigi tespit edildi (p <0.05).

el
3
ila*‘“@ iiap ©

Resim 1a,b: Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde BrdU isaretli S fazi hiicreleri (a), 17-p-

Ostradiol uygulanan hiicrelerde artmis BrdU inkorporasyonu ve hiicre proliferasyonu (b).

Hematoksilen-X600

10 mM NAS uygulanan hiicrelerdeki S faz hiicre oran1 (50.40+6.38) (Resim Ic)
ve 10 mM NAS ile birlikte 17-B-Ostradiol uygulanan gruba ait S faz hiicre orani
(54.28+7.25) (Resim 1d) kontrol grubu degeriyle karsilastirildiginda istatistiksel bir fark
izlenmemistir (p>0.05).
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Resim 1c¢,d: Yalnizca NAS (c¢) ve 17-B-6stradiol ile NAS (10 mM)’n birlikte uygulandigi
(d) deney gruplarinda hiicre proliferasyonu. Hematoksilen-X600

Yalnizca 20 mM NAS uygulanan Ishikawa hiicrelerinde S faz hiicre orani
(42.08+8.68) (Resim 1le) kontrol grubu degerleriyle karsilastirildiginda aradaki fark
anlaml1 bulundu (p<0.05). 20 mM NAS ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan gruba ait S
faz hiicre (46.16+8.87) (Resim 1f) oraninin ise azaldigi ancak kontrol grubu degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi saptandi (p>0.05).

.

3 g
e ‘x‘y

Resim 1le,f: 20 mM NAS uygulanan Ishikawa hiicrelerinde (e) ve 17-B-Ostradiol ile
birlikte 20 mM NAS uygulanan deney grubunda S faz hiicre orani (f). Hematoksilen-X600

50 mM NAS uygulanan Ishikawa hiicrelerinde BrdU isaretli S faz hiicre orani
(13.06+£3.57) (Resim 1g) ve 50 mM NAS ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan deney
grubundaki S faz hiicre oram1 (16.72+4.74) (Resim 1h) kontrol grubu degeriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma gdsterdigi tespit edildi (p <0.05).
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Resim 1g,h: 50 mM NAS uygulanan (g) ve 17-B-0stradiol ile birlikte 50 mM NAS

uygulanan (h) deney gruplarinda azalmis S faz hiicre oranlari. Hematoksilen-X600

S fazi hiicre oranlari

60
50 -

O Kontrol
40 - | 17-B-ostradiol

0 NAC(10mM)

@ NAC(10mM)+17-B-ostradiol
30 1 B NAC(20mM)

@ NAC(20mM)+17-B-6stradiol
20 - m NAC(50mM)

o NAC(50mM)+17-B-ostradiol

10 -

0,

Sekil 3: Tiim Deney Gruplarina Ait BrdU Pozitif S Faz Hiicre Oranlar1 Yiizdesi.
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6.2. IMMUNOSITOKIMYASAL NF- KB EKSPRESYONU

Yapilan konsantrasyon ¢alismalar1 sonrasinda NAS’in proliferasyonda maksimum
inhibisyon olusturan 50 mM dozu en etkin konsantrasyon orani olarak kabul edildi. Bu
konsantrasyon kullanilarak olusturulan deney gruplarinda NF-KB sinyal yolu aktivasyonu
degerlendirildi. Kontrol (Resim 2a), 17-B-0stradiol (Resim 2b) uygulanan gruplarda benzer
NF-KB ekspresyonu izlendi. Ancak 50 mM NAS uygulanan grupta (Resim 2c¢) sitoplazmik
NF-KB’nin nukleusa transfer oldugu gozlendi. NAS ve 17-B-Ostradioliin birlikte
uygulandig1 grupta ise NAS i nukleus ekspresyonunun azaldigi ve kontrole yakin bir

immiinreaktivite gosterdigi saptandi.

2a . 2b

2C - 2d

Resim 2a-d: NF-KB ekspresyon diizeyleri. Kontrol grubu (2a), 17-B-6stradiol (2b), 50 mM
NAS (2¢) ve NAS ile 17-B-0stradiol uygulanan (2d) deney gruplari. Hematoksilen-X600
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7. TARTISMA

Insan endometriyumunun regiilasyonu &strojen ve progesteron hormonlar
tarafindan gergeklestirilir. Endometriyumun proliferasyonu baslica 6strojen, ozellikle de
17-B-6stradiol tarafindan kontrol edilmektedir. Progesteron ise Ostrojenin etkilerini
antagonize eder. Progesteron etkisini, hedef hiicrede Ostrojen tarafindan indiiklenmis
progesteron reseptorii  aracilifiyla gosterir.  Bu etki {i¢ ana mekanizma ile
gerceklesmektedir; Ostrojen reseptor sentezini inhibe ederek, Ostradiolii daha az potent
Ostrojen olan Ostrona ¢eviren Ostradiol dehidrogenaz enzim aktivitesini arttirarak, dstrojeni
sulfurilasyon ile inaktive ederek (32, 33).

Embriyo implantasyonu icin gerekli endometriyal degisiklikler Ostrojen ve
progesteron hormonlarinin kontrolii altinda gergeklesir. Blastosist implantasyonu igin
gerceklesen ilk olay desidualizasyondur. Bu siire¢, stromal hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilasmasi sonucunda desidual hiicrelere donlismesi ile karakterizedir (2).
Proliferasyonun gerceklesebilmesi i¢in hiicre belirli sikluslardan gecerek cogalmaya gider.
Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi (replikasyonu) hem dis hem de i¢ biiylime
faktorleri tarafindan diizenlenir. Baz1 onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgii proteinler hiicre
siklusu boyunca aktiflestirilir ve ardindan inaktiflestirilirler. Hiicre siklusunu olusturan G,
S, G2, M fazlarindan Gi-S ve G,-M fazlarinda bulunan kontrol noktalar1 sayesinde siklus
sikica denetlenmektedir (14). Hiicre dongiisliniin denetim noktalarini olusturan sistemler,
kromozomlarin dogru  diizenlenme-ayrilmalarindan ve genomun  biitiinliigliniin
siirdliriilmesinden sorumlu oldugundan bu sistemlerdeki hatalar kanser hiicrelerindeki
aneuploidilerin ve genomik kararsizlifin asil nedeni olabilmektedir. Bu nedenle de
tedavide ilag hedefleri arasinda yer almaktadir (34). Menstrual kanama sonrasinda
ovulasyondan onceki LH pikine kadar olan donem proliferatif evredir ve bu evrede en aktif
olan hormon deney gruplarimizda uyguladigimiz 17-B-6stradioldiir (35).

NAS’in endometriyal hiicre proliferasyonu {iizerine etkilerini aragtirdigimiz
calismamizda kullanmig oldugumuz, iyi diferansiye insan endometriyal adenokarsinoma
hiicreleri olan Ishikawa hiicreleri, Ostrojen ve progesteron reseptorii pozitif olup in-vitro

endometriyum arastirmalari i¢in tercih edilen bir modeldir (36).
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Fibroblastlarda yapilan bir ¢alismada, NAS’in hiicreleri G1 fazinda bloke ettigi
bildirilmistir. NAS’1n bu etkisini siklin D1 protein diizeylerini azaltarak gerceklestirdigi
saptanmistir. NAS 5, 10 ve 20 mMol/L konsantrasyonlarda uygulanmig ve NAS’1n artan
doza paralel olarak siklin D1 protein diizeylerini azalttigi gosterilmistir (37). Biz de
calismamizda doza bagli olarak S faz hiicre oranlarinin azaldigin1 ve istatistiksel olarak
anlamli azalmanin 20 mMol/L konsantrasyonda gerceklestigini tespit ettik. Ancak
17-B-6stradiol ekledigimiz grupta dstrojenin NAS’1n bu etkisini kismen bloke ettigini ve
hiicre proliferasyonundaki azalmanin yalnizca NAS uygulanan gruba gore daha yiiksek
oldugu izlendi. Ostrojen uygulanan gruplarda, NAS’in proliferasyon inhibisyonu
tizerindeki etkisinin sadece NAS uygulanan gruba gore azalmis olmasi endometriyumdaki
etkilerini farkli hiicre ve organlarda yapilmis mevcut ¢alismalardan ayirmaktadir. Bu
sonucumuzun literatlire yeni bir katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Ayrica NAS’1n
etkilerinin zamanla iligkili olarak farklilik gosterdigi ileri siiriilmiistir. 24 saatlik bir
siirecte antioksidan etkisinin 6n planda oldugu ve yine zamana bagli olarak belli dozlarda
NF-KB ve MAPK sinyal yollart iizerinden etki gosterdigi ancak ilk 1 saatlik siirecte
saptanan etkisinin prooksidan 6zellikte oldugu ileri siiriilmiistiir (38).

Tiimor, hiicre siklusu, apopitoz ve inflamasyon gibi siireglerde rol oynayan sinyal
yolu son yillarda pek ¢ok arastirmaya konu olmustur (39, 40). Yapilan ¢alismalar sitokinler
ve kemokinler gibi proinflamatuar mediatorlerin gen ekspresyonunda NF-KB’nin rol
oynadigimi gostermektedir. TNF-o ve IL-1 gibi prooksidan sitokinler spesifik IkB-kinase
kompleksini aktive ederek IxB’nin fosforile olmasina yol agmakta ve ubikinasyonunu
takiben IxkB’nin proteozom aracili yikimma yol agmaktadir. IxB’nin yikimiyla
sitoplazmada serbest kalan NF-KB nukleusa transfer olmakta ve iliskili DNA bdlgesine
baglanarak gen ekspresyonunu diizenlemektedir (41). Antioksidan Ozellikteki NAS’1in
dogal bir NF-KB inhibitorii olarak nukleus translokasyonunu engelledigi bildirilmistir (42).
Ancak c¢alismamizda maksimum hiicre proliferasyon inhibisyonu saglayan yiiksek
konsantrasyonda 50 mMol/L NAS’mn bir antioksidan gibi davranmadigint NF-KB’nin
nukleusa transferine yol actigin1 gordiik. NAS’in NF-KB inhibisyonuna yol ac¢tigini1 kabul
eden genel goriisiin yani sira ¢alismamizda tanimladigimiz NF-KB aktivasyonunun daha
once konsantrasyona ve zamana bagli olarak bildirilen farkli prooksidan etkileriyle paralel

gelisen bir sonug¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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8. SONUC

e (Calismamizda, endometriyum epitel hiicreleri icin model teskil eden Ishikawa
hiicrelerinde 17-B-6stradiol, NAS ve her ikisinin birlikte endometriyum hiicreleri iizerine
olan etkisi ve bu etkinin NF-KB sinyal yoluyla iliskisi degerlendirildi.

e 17-B-6stradioliin endometriyum epitel hiicrelerinde kontrol grubuna gore, hiicre
proliferasyonunu anlamli olarak artirdig1 goriildii.

e Ishikawa hiicrelerine 10-50 mM aras1 degisen konsantrasyonlarda uygulanan NAS’1n,
hiicre proliferasyonu iizerine en belirgin etkilerinin 20 mM ve iizeri konsantrasyonda
gerceklestigi izlendi.

e 17-B-0stradiol ile birlikte uygulanan 20 mM NAS’m, S faz hiicre sayisinda anlamli
olmayan bir azalmaya, NAS’in tek basina uygulandigi deney grubunda ise istatistiksel
olarak anlamli bir azalmaya yol ac¢tig1 goriildii.

e Hiicrelerde en fazla S faz inhibisyon oraninin 50 mM konsantrasyon grubunda olustugu
tespit edildi.

e En yiiksek proliferasyon inhibisyonunun tespit edildigi 50 mM NAS konsantrasyonunda
NF-KB’nin nukleusa transloke oldugu goézlendi. 17-B-Ostradiol ve NAS’in birlikte
uygulandigi deney grubunda niikleer NF-KB ekspresyonunun azaldigt ve kontrol

immiinpozitifligine yakin diizeyde eksprese oldugu izlendi.
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9. TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca her tiirlii destek ve yardimlarim1 benden
esirgemeyen, her zaman yanimda olup bana yol gdsteren ve bu caligmanin ortaya
cikarilmasinda biiylik emegi gecen tez danigmanim degerli hocam sayimn Dog. Dr. Meral
KOYUTURK ’e,

Bilgi ve deneyimlerini paylasmaktan kaginmayan sayin Prof. Dr. Vildan KARPUZ a,
deneysel caligmalarin gerceklesmesinde emegi gegen ve biiyiikk yardimlarii gordigiim
arkadaslarim Melike ERSOZ’e ve Tiirkan SARIOGLU’na, sadece tezin ortaya ¢ikmasi igin
gerekli kosullar1 saglamada degil arkadas olarak da manen verdigi destek igin Ilknur
KARAOSMANOGLU’na, Yiiksek Lisans egitimim boyunca beraber ¢alistigim ve birgok
seyi paylastigim sevgili donem arkadaslarima,

Ayrica hayatimin her asamasinda karsiliksiz olarak sagladiklar1 maddi ve manevi
imkanlarla bana destek olup hep giivenen canim aileme, gosterdigi sabir ve anlayis igin
sevgili esime,

EN ICTEN TESEKKURLERIMI SUNARIM.

Handan USTA
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