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1. OZET

Bu ¢alismada in-vitro endometriyum hiicre modeli kullanilarak, histon deasetilaz
inhibitorii valproik asidin (VAP), menstrual siklusun Ostrojen tarafindan stimiile edilen
proliferasyon evresindeki olasi etkileri immiinositokimyasal olarak incelendi.

VAP’m hiicre proliferasyonu iizerine olan etkilerinin incelenebilmesi ve
karsilagtirma yapilabilmesi amaciyla ilag, tek basina ya da 17-B-Ostradiol ile kombine
edilerek cesitli dozlarda deney gruplarina uygulandi. Hiicre canliligl tripan mavisi
kullanilarak degerlendirildi. Konsantrasyona bagli olarak canli hiicre yiizdesinin azaldigi
izlendi. S fazindaki Ishikawa hiicreleri, anti-BrdU antikoruyla isaretlendi. Deney
gruplarinda, hiicre siklusunun O6nemli diizenleyicileri olan p21 ve p53 proteinlerinin
ekspresyon diizeyleri incelendi. 17-B-Ostradioliin hiicre proliferasyonunu artirdigi
gozlemlendi. Konsantrasyona bagli olarak VAP uygulamasinin hiicre proliferasyonunu
azaltigi ve/veya inhibe ettigi gozlendi. 20 mM VAP uygulanan deney gruplarinda
proliferasyon inhibisyonu, p21 ve p53 ekspresyonlar iizerinden gerceklesti. Hiicrelerde
apopitotik hiicre dliimiine 6zgii morfolojik degisiklikler ve kaspaz-3 ekspresyonu izlendi.
50 mM VAP uygulanan deney gruplarinda ise hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu;
ancak p21 ve p53 protein ekspresyonlarinin gerceklesmedigi gozlendi. Yiiksek dozda,
morfolojik apopitotik degisiklikler ve kaspaz-3 aktivasyonu izlenmedi.

Yaptigimiz calismalarda histon deasetilaz inhibit6érii VAP’1n, endometriyum hiicre
proliferasyonunu engelledigi ve hiicre oliimiine yol agtig1 gosterildi. Elde edilen bulgular
dogrultusunda VAP’m, endometriyal kanserler ve endometriozis gibi endometriyum-
kaynakli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilme potansiyeline sahip terapotik bir ajan

olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

In this research, we investigated the possible effects of histone deacetylase inhibitor
valproic acid (VAP) during the proliferative phase of the mestrual cycle that is stimulated
by estrogen, on an in-vitro endometrium model, by using immunocytochemistry method.

In order to observe the effects of VAP on cell proliferation, we treated the cells
with different concentrations of VAP alone, or in combination with 17-B-estradiol. Cell
viability was determined by trypan blue dye exclusion. A decrease in cell viability
percentage was determined that it was due to different concentrations. The S-phased
Ishikawa cells were visualized by staining with anti-Bromodeoxyuridine (BrdU) antibody.
Significant cell cycle regulatory proteins p21 and p53 expressions were analyzed. It was
observed that 17-B-estradiol increased the cell proliferation. VAP treatment decreased
and/or inhibited the proliferation rates of the cells in a dose-dependent manner. 20 mM
VAP treatment inhibited the cell proliferation and induced p21 and p53 protein
expressions. The characteristic morphological changes and caspase-3 expression of
apoptotic cell death were also observed at this concentration. It was determined that 50
mM VAP treatment inhibited the cell proliferation but p21 and p53 protein expressions did
not occur. In addition, no morphological features of apoptosis or caspase-3 expression
were observed at high dose.

The present data has shown us that HDAC inhibitor VAP can inhibit the
endometrial cell proliferation and induce cell death. In the light of these findings, the
identification of VAP suggests a potential role to be used as a therapeutic agent in the
treatment of endometrium-derived diseases; such as endometrial neoplasms or

endometriosis.



3. GIRIS VE AMAC

Endometriyum, olasi bir embriyo implantasyonunu kabul edebilme ozelliklerini
kazanana kadar, Ostrojen ve progesteron kontrolii altinda her ay bircok morfolojik
degisiklige ugrar. Ostrojen, proliferatif fazin dominant hormonuyken progesteron, stromal
desidualizasyonun gerceklestigi sekretuar fazin belirleyici hormonudur (1).

Stromal hiicreler, endometriyumun 6nemli yapisal unsuru olmalarina ragmen; bir
diger temel yap1 olan luminal ve glandular epitel hiicreleri, endometriyumun en Oniinde
bulunmalari; dolayisiyla embriyo ile dogrudan temas kurmalari, implantasyon ve plasenta
olusumu i¢in O6nemli bir¢ok bioaktif maddeyi iliretmeleri nedeniyle Onemlidir. Bunun
yaninda bir¢ok endometriyal neoplazmlar epitelin luminal ve glandular yiizeyinden kdken
alirlar. Insan iyi diferansiye adenokarsinom hiicre soyu olan Ishikawa hiicreleri, dstrojen ve
progesteron reseptorii icerirler. Dolayisiyla Ishikawalar, insan normal endometriyal
glandular hiicrelerin ve iyi diferansiye endometriyal adenokarsinom hiicrelerinin fizyolojik
ve fizyopatolojik degerlendirilmesinde oldukga sik kullanilirlar (2).

Transkripsiyonel olarak aktif olmayan kromatin materyali, NH,-terminal kuyruk
bolgelerindeki lizin rezidiilerinde diisiik asetilasyon diizeyine sahip histonlar igeren
niikleozomlardan olusur. Histon proteinlerinin asetilasyonu, lizin rezidiilerindeki pozitif
yiikii notralize ederek niikkleozom yapisinin bozulmasma neden olur. Boylece DNA
coziilerek, gelen transkripsiyon faktorlerinin gecisine ve gen ekspresyonundaki
degisikliklere izin verir. Histon deasetilaz enzimleri (HDACS), lizin rezidiilerindeki asetil
gruplarinin ayrilmasini katalizler ve bu aktivite genellikle transkripsiyonel baskilanma ile
sonuclanir (3). HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunda artisa yol acarak
transkripsiyonu ve kromatin yapisini diizenleyen yeni bir smifin iiyeleridir (4). HDAC
inhibitorlerinin degisik transforme hiicre soylarinda farklilagsma, apopitoz ve hiicre
proliferasyonunun durdurulmasi iizerine etkilerinin oldugu gosterildi. Bu etkileri, HDAC
inhibitorlerinin kromatine acik bir yap1 kazandirarak; p21 gibi tiimor hiicre
proliferasyonunu  engelleyen  genlerin  transkripsiyonunu tetiklemesi  ozelligine
baglanmaktadir. Tiim bu nitelikler, HDAC inhibitérlerini kemoterapotik miidahaleler icin

umut verici hale getirmektedir (5).



Uzun siiredir epilepsi hastalarinda antikonviilsan olarak kullanilan valproik asit
(VAP), son zamanlarda histon deasetilaz inhibitorii olarak da kesfedilisi ile oldukca dikkat
cekmis ve iizerinde yapilan c¢alismalar artmistir. VAP, H3 ve H4 histonlarin
hiperasetilasyonuna yol agarak hem Tip I hem de Tip I HDAC enzimlerini inhibe edebilir
(6). Son zamanlarda yapilan calismalarda, VAP’ bircok transforme hiicre soyunda
proliferasyonu inhibe ettigi, diferansiyasyonu diizenledigi; ayrica tiimor yayilimi ve
anjiyojenez lizerine etkileri oldugu sonucuna varidmistir (7). Ancak, VAP’in HDAC
inhibitorii olarak endometriyal hiicreler {izerine etkileri heniiz tam olarak aciklik
kazanamamis ve bu konu hakkinda yapilan calismalar olduk¢a sinirh kalmistir.

Caligmamizda, bir HDAC inhibitorii olan VAP 1n reprodaktif donemde, hormonlar
kontroliinde siklik olarak hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii biyolojik olaylarinin
gelistigi endometriyum iizerine olast etkilerinin in-vitro hiicre modelinde incelenmesi

amaclanmstir.



4. GENEL BiLGIiLER

4.1. MENSTRUAL SiKLUS

Oositin olgunlastigl, uterin tiiplere atildigr ve fertilizasyonun gerceklesmemesi
durumunda dejenere oldugu donemi kapsayan menstrual siklus, olas1 bir gebelige karsi
endometriyumun hazirlanmasini saglar (8, 9). Uterusun en ic tabakasi olan endometriyum,
menstrual siklus sirasinda yogun bir hormon kontrolii icindedir. 17-B-0stradiol tarafindan
stimule edilen proliferasyon, ovulasyon sirasinda maksimum dereceye ¢ikar. Progesteron
ise ovulasyon sonrasi 17-B-6stradiol kontroliindeki endometriyal epitelin proliferasyonunu
inhibe ederek sekretuar hiicrelerin diferansiye edilmesini tetikler (10).

Endometriyum genel olarak su yapilardan olusur: prizmatik bir yiizey epiteli, uterin
bezler, 6zellesmis bir bag doku olan stroma ve bazal tabakadan endometriyum yiizeyine
dogru uzanan spiral arterler. Tiim bu yapilar implantasyona ve embriyo gelisimine
katilirlar. Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusur: her menstrual periyot ya da
dogumdan sonra dokiilen bir fonksiyonel tabaka ve dokiilmeden kalan bazal tabaka (11).
Endometriyumu kanlandiran arkuat arterlerin diiz segmenti bazal tabakayi; kivriml
segmenti ise fonksiyonel tabakayr kanlandirir (12). Her siklusta, spiral arterlerin
kanlandirdig1r fonksiyonel tabakadaki hiicreler, menstrual kanama ile bazal tabakadan
ayrilir. Bazal tabaka ise menstruasyon sirasinda biitiiniiyle miyometriyuma yapisik halde
kalir ve endometriyal rejenerasyona temel olusturur (13).

Puberteden (11-13 yas) menapoza kadar (45-50 yas) endometriyum yaklasik her 28
giinde bir, overlerin hormonal kontrolii altinda periyodik degisiklikler gosterir. Menstrual
siklus sirasinda endometriyum ii¢ evreden gecer: folikiiler veya proliferatif evre, sekretuar

veya progestasyonel evre ve menstrual evre (14).

1. Proliferatif Evre ((")strojenik, Folikiller Evre): Uterusun proliferatif evresi,
menstruasyon bitiminden oositin overlerden atildigi ovulasyon olayina kadar yaklasik 9
giin siirer ve endometriyum duvari kalinlagsmaya baslar. Menstrual periyot sirasinda ve
hemen Oncesinde, on hipofiz bezinden salgilanan folikiil stimulan hormon (FSH) ve

luteinizan hormon (LH)’larina cevap olarak bir grup ikincil ovaryan folikiilii olgunlagmaya



ve 17-B-0stradiol salgilamaya baglar. Tiim bu folikiiller ovulasyon ile birlikte, bir tanesi
haricinde atreziye ugrar. Proliferatif periyodun sonuna dogru, gelismekte olan ovaryan
folikiilden salgilanan 6strojenin seviyesindeki belirgin artig, hipotalamo-hipofiziyal sistemi
etkiler. Bu da, hipotalamus tarafindan gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) saliminda
ani bir yiikselis yaratarak on hipofizin GnRH salimina karsi cevabini artirmasina sebep
olur. Bundan yaklasik 24 saat sonra, kandaki 17-B-0stradiol seviyesi doruk yapar ve
ovulasyon 6ncesi hipofizden bir LH ve FSH dalgasi kana verilir (11, 12). LH hormonunun
doruk yapmas1 iizerine oosit, overlerden uterus tiiplerine dogru atilir. Endometriyumun
proliferatif faz boyunca en belirgin 6zelligi; hiicrelerin aktif proliferasyonu, apopitotik
faktorlerin baskilanmasi ve yeni olusan dokunun beslenmesini saglayacak olan anjiyojenez
olayidir. Siklusun bu fazindaki yeterli endometriyal gelisim, sekretuar fazda olgunlagmig
bir endometriyumun implantasyon sirasinda eszamanl olarak saglanabilmesi bakimindan

¢ok onemlidir (1).

2. Sekretuar Evre (Progestasyonel, Luteal Evre): Ovulasyonun gerceklestigi 14. giinden
sonra endometriyum, yaklasgitk 13 giin siirecek olan sekresyon evresine girer (12).
Ovulasyondan sonra, folikiilden geriye kalan teka interna ve graniiloza hiicreleri, biiyiik
fiziksel ve kimyasal degisiklikler gecirerek “korpus luteum” adi verilen gecici bir endokrin
organ haline doniisiirler. Korpus luteumun baglica gorevi progesteron hormonu iiretmektir.
Uterusun sekretuar fazi sirasinda salgilanan progesteron, endometriyum hiicrelerinin daha
da gelisimini saglar. Progesteron ayrica, uterustaki bezleri uyararak endometriyumun
devamimi saglar ve dokiilmesini engeller. Kandaki Ostojen ve progesteron seviyeleri,
hipofiz bezinden FSH ve LH salimim baskilar (15, 16).

Proliferatif faz boyunca Ostrojenin etkisi altinda kalinlagmis olan endometriyum,
sekretuar evrede ileri degisiklige ugrar. Uterin bezler daha da kivrilmaya, epitel ise
glikojen ve diger salgi iriinlerini biriktirmeye baslar. Spiral arterler endometriyum
yiizeyine dogru daha fazla biiylirken endometriyal epitel hiicrelerinde mitotik aktivite
azalir. Bu evrede uterus endometriyumu, blastosisti kabul edecek kadar iyi hazirlanmis
duruma gelmistir (11, 12). Yeniden sekillenen endometriyum, sadece kisa bir siire igin
olas1 bir blastosisti “kabul edici endometriyum” halini alir. “Implantasyon penceresi” adi
verilen bu siire, ovulasyondan 6-8 giin sonra olusur ve yaklasik dort giin daha (menstrual

siklusun 20-24. giinleri aras1) agik durumda kalir (13).



Oositin  bir sperm tarafindan fertilize olmasinm1 takiben gelisen blastosist,
endometriyuma implante olmaya baslar. Koryondaki sinsityotrofoblastlardan koryonik
gonadotropin hormonu (HCG) salgilanmaya baglar. HCG, overdeki korpus luteumun
dejenere olmasim engelleyerek progesteron iiretiminin devam etmesini saglar. Gebelik
sirasinda salgilanan HCG hormonu, kandaki progesteron seviyelerinin yiiksek kalmasina
neden olur ve endometriyumu plasentanin olusumuna katilacak sekilde kalinlagtirmaya
devam eder. Endometriyum lamina propriasindaki stromal hiicreler biiylir ve artan
progesteron diizeyine yanit olarak lipit ve glikojen depolar. Bu endometriyal degisikliklere
“desidual reaksiyon” denir. Desidual hiicreler, gelismekte olan embriyoya besin saglarlar.
Fertilizasyon gerceklesmez ise korpus luteum dejenere olur, kandaki progesteron seviyesi

diismeye baglar ve menstruasyon gerceklesir (12, 9).

3. Menstrual Evre: Menstruasyon, seks hormonlarinin konsantrasyonuna baglh olarak,
spiral arterlerin kontraksiyonu sonucu gelisen; endometriyumun fonksiyonel tabakasinin
iskemik nekrozu seklinde tanimlanabilir (17). Gebelik olusmaz ise, bir sonraki siklusun
baslamasindan yaklagik dort giin once (24. giin) korpus luteum dejenere olmaya baglar ve
geride kalan skar dokusu “korpus albikans” adini alir. Bu zamana kadar endometriyumu
destekleyen progesteron hormonunun kandaki seviyesi ciddi oOlgiidde diiser. Korpus
luteumun gerilemesinin yarattigi en belirgin sonuglar; endometriyal stromaya lokositlerin
infiltirasyonu, interstisyel s1vida artma, spiral arterlerin ¢cokmesi ve lokal iskemidir. Iskemi,
hemorajiye ve endometriyum biitiinliigiiniin bozulmasina neden olur. Tiim bu degisiklikler
menstruasyonun baslamasina neden olur (1-5. giinler). Menstrual periyodun bitisiyle,
geride sadece endometriyumun bazal tabakasi kalmistir. Bazal tabaka endometriyumun
iyilesmesini ve bir sonraki proliferasyon evresinde tekrar yapilanmasim saglar (11, 12, 16).

Endometriyal siklusun her fazi, endokrin, parakrin ve otokrin faktorler tarafindan
diizenlenen bircok bilinen ve bilinmeyen gen tarafindan kontrol edilir. Ovaryan steroid
hormonlarin koordine ve diizenli bir sekilde iiretimi endometriyumun siklik degisiklikleri
icin gerekirken; bu hormonlarin anormal, yanlis bir bi¢imde iiretimi endometriyal kaynakli

hastaliklarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar (1, 2).



4.1.1. Ostrojen ve Endometriyum

C)strojen hormonu, sekonder seks karakterlerinin kazanilmasi, endometriyumun
kalinlasmas1 ve menstrual siklusun diizenlenmesi gibi ¢ok Onemli gorevler iistlenir.
Kadinlarda dogal olarak ti¢ temel tip Ostrojen tretilir: Ostron (E1), 6stradiol (E2) ve 6striol
(E3). Menarstan menapoza kadar primer olarak iiretilen, en ¢ok bulunan ve en etkin olan
ovaryum Ostrojeni 17-B-6stradioldiir. Daha az etkin bir 6strojen olan Ostriol ise gebelik
sirasinda iiretilen primer dstrojendir. Ostron, ii¢ dstrojenin en az etkin olanidir ve menopoz
sirasinda iiretilir. Ostrojen primer olarak ovaryumda gelismekte olan folikiillerde, korpus
luteum ve plasentada iiretilir. Ostrojenler karacigerde metabolize edilirler ve bir boliimii
safrayla, bir boliimii de idrarla viicut disina atilir.

Ostrojenler kimyasal yapr olarak steroid tiirevleridir ve n maddeleri asetat ile
kolesteroldiir. FSH ve LH, ostrojenin ovaryumlarda iiretimini kontrol eder. Kandaki 6n
hipofiz hormonlarinin seviyesine yanmit olarak; ovaryumda bulunan teka interna
hiicrelerinde, kolestrolden androstenedion sentezlenmesi ile Ostrojen sentezi baslar.
Sentezlenen androstenedion, ovaryan folikiillerin graniiloza hiicrelerine gecer ve burada
Ostrona ya da testosteron {iizerinden Ostradiole cevrilir. Androjenlerden (testosteron ve
androstenedion) Ostronun ve ondan 10 kat daha giiclii olan 17-B-6stradioliin sentezlenmesi,
aromataz enzimi tarafindan katalizlenir (12, 18).

Ostrojenler islevlerini hedef hiicre niikleusunda bulunan spesifik niikleer reseptorler
aracilig1 ile gerceklestirirler. Ostrojenler, progesteron ve Ostrojen reseptorlerini uyarirlar.
Memelilerde eksprese edilen iki farkli Gstrojen reseptorii (ER) vardir: ERa ve ERf. Bu
reseptorler, ovaryumda farkli dagilim alanlar1 gosterirler: ERa, teka hiicreleri, interstisyel
bezler, stromal hiicreler ve germinal epitelde bulunurken; ERp, graniiloza hiicrelerinde
bulunur (19, 20).

Ostrojenler, tuba uterinay1 orten silyali epitel hiicrelerinin silya hareketlerini
cogaltir ve buradaki kas kontraksiyonlarimi artirarak oosit ve spermin birlesme olasiligini
artirirlar. ~ Ostrojenlerin -~ viicudun ~ ovulasyona  hazirlanmasi,  endometriyumun
kalinlastirllmasi, menstruasyon sonrast endometriyum fonksiyonel tabakasinin yeniden

yapilandirilmast gibi cok dnemli gorevleri vardir (11).



4.2. HUCRE SiKLUSU

Cogu okaryotik hiicre, genetik materyalini dublike ederek mitoz sirasinda iki yavru
hiicreye paylastirdig1 ve bir dizi ardisik fazdan olusan i¢sel bir biyolojik saate gore yasar.
Hiicre siklusu olarak bilinen bu olaylar serisi; Gj, S ve G, fazlarim kapsayan bir I (interfaz)

evresi ile M (mitoz) evresini kapsayan ¢cok énemli bir siiregtir (21).

Mitotik ig

Hiicre Sikiusu

DINA senter

. Restriksivon

Noktas1

Sekil 1: Hiicre siklusu ve kontrol noktalarinin gematik goriiniimii; k.n: kontrol noktasi (22).

Normal doku homeostazisi icin siklusun ilerleyisi sirasinda yapilan siki kontroller,
hiicre icin biiyiilk 6nem tagir. Bunu saglamak icin hiicre, siklusun onemli fazlarinda, bir
sonraki faza ge¢isi saglayan kontrol mekanizmalar1 gelistirmistir (23). DNA’nin radyasyon
ve cesitli kimyasallar gibi nedenlerle herhangi bir hasar ile karsilasmas1 durumunda, hiicre
siklusu durdurma noktalart aktive edilir ve hiicre siklusunun ilerlemesi degisik fazlarda
geciktirilerek veya durdurularak DNA’nin kendini tamir etmesi i¢in hiicreye zaman taninir.
Genellikle, programli hiicre 6liimii olan apoptozis mekanizmalar1 da, tamir edilemeyecek
olan anormal hiicrelerin elimine edilmesi i¢in bu mekanizmalara paralel olarak aktive edilir

(24, 25).



G faz1: Hiicre’nin DNA replikasyonu icin hazirlandigi, biyiidiigi ve gelistigi evre
olan G fazinda yogun bir sekilde protein ve RNA sentezi olur. Tipik bir okaryotik hiicrede
bu faz yaklagik 12 saat siirer ve siklusun en uzun fazidir. Bu evrede, restriksiyon (R,
sinirlama) noktasi olarak da bilinen 6nemli bir kontrol noktasi bulunur. G;/S kontrol
noktasi, hiicrede DNA hasart olup olmadigini kontrol eder. G; fazinda DNA hasart
gergeklesirse; bu kontrol noktasi hiicre proliferasyonunu geciktirir veya hiicreyi apopitoza
siiriikler. Bu noktadaki durdurmanin, ¢ogunlukla p53 geni iizerinden gergeklestigi
gosterilmistir.

S fazi: DNA sentezinin gerceklestigi fazdir. Yaklagik olarak 6-8 saat siirer. Hiicre
genomunun dogru olarak replike edildiginden emin olmak i¢in bu fazda da bir kontrol
noktasi bulunur.

G, fazi: G, fazinda hiicre, mitoz i¢in hazirlanir. Mitozda kullanilacak enerji igin
ATP depolanir ve mitoz mekigi i¢in tubulin yapimi olur. G, faz1 genellikle 3-6 saat siirer.
DNA hasan gibi bir genotoksik stres ile karsilasma durumunda replikasyonun ilerlemesini
engelleyen veya geciktiren bir kontrol noktast bulunur. G,/M kontrol noktasi, hiicre
siklusunun ilerleyisini p53-bagiml ve bagimsiz yollar ile engelleyebilir.

M fazi: Replike olmus kromozomlarin iki hiicreye esit bir bicimde paylastirilig
fazdir. Mitoz sonunda hiicreler, G; fazi ile hiicre siklusuna devam eder. En kisa faz olan
mitoz fazi yaklasik 30 dakika i¢inde tamamlanir. Bu fazdaki durdurma noktasi “ig ipligi
durdurma noktas1” olarak da bilinir ve metafaz ile anafaz arasinda tiim kardes
kromatidlerin ig ipliklerine dogru bir bicimde paylastirilip paylastiriimadiklart ve ig ipligi
mikrotiibiil yapisi kontrol edilir (26, 27). Mitoz ve sitokinezi tamamlayan hiicre, interfaz
evresine girerek yasamini devam ettirir (28).

Hiicre siklusunun siiresi hiicre tipine gore farkliliklar gostersede; bir ¢cok memeli
hiicresinde siklus, 10-30 saat arasinda bir siireci kapsar. Noronlar veya ¢izgili kas hiicreleri
gibi bazi hiicreler, hiicre siklusunu G,; fazinda terk ederek; giinler, haftalar hatta bazi
durumlarda tiim yasamlar1 boyunca daha fazla prolifere olmazlar. Gy (sessizlik, dinlenme)
olarak bilinen bu evredeki hiicreler, metabolik olarak aktif olmalarina Kkarsin; hiicre
disindan uygun bir sinyal almadiklar siirece boliinme yeteneklerini kaybetmislerdir (12,

21, 29).
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4.2.1. Hiicre Siklusu Diizenleyicileri: p21 ve pS3 Proteinleri

Hiicre siklusunun ilerleyisi, hiicre siklusu regiilatorleri olan siklin-bagimli
kinazlarin (CDKs) aktivasyonu ya da inhibisyonu araciligi ile diizenlenir (30). p21Cip“W art
proteini, CDK-2, -3, -4, -6 kinaz komplekslerini inhibe edebilir ve hiicre siklusu, apopitoz
ve farklilagmada Onemli rol oynar (31). p2l, hiicre siklusunu Gj, S ve/veya G,/M
fazlarinda bloke edebilir (27). p21 aktivitesi, p53-bagiml (hiicre siklusu ve durdurulmasi)
veya p53-bagimsiz (hiicre farklilagmasi) mekanizmalar ile diizenlenir (32).

53 kDa’luk bir niikleer fosfoprotein olan p53 ise bir timor siipresor olarak hiicre
siklusunun diizenlenmesinde ¢ok onemli gorevler iistlenir. insanlarda goriilen tiimorlerin
yaklasik %50’sinde p53 gen mutasyonu gozlemlenmesi ile bu genin, kanser olusumunu
engellemede kritik bir rol iistlendigi sonucuna varilmis ve p53, “genomun bekg¢isi” olarak
adlandirilmistir. p53; DNA hasar1 ve onkogenik uyaranlar gibi cesitli stres sinyallerine
cevap olarak bazi genlerin transkripsiyonunu uyarir, hiicre siklusunu durdurur ve gerekli
durumlarda hiicreyi apopitoza siiriikler (29, 33). p53-bagimli gelisen apopitoz
mekanizmalar1 heniiz tam olarak aciklik kazanmis degildir; ancak bu proteine bagli olarak
gelisen hiicre siklusu inhibisyonunun temel olarak CDK inhibitorii p21 tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. Herhangi bir DNA hasarina yanit olarak hiicrenin, siklusu
durdurma ya da apopitoza gitme yollarindan hangisini segecegine nasil karar verdigi heniiz
tam olarak acgiklik kazanmis olmasada; p21’in yiiksek miktarlardaki transkripsiyonunun,
pS53-bagimhi apopitozu inhibe ettigi bircok calismada gosterilmistir (34).

Hiicrenin bir DNA hasan ile karsilagsmasi durumunda p53 proteini, transkripsiyon
faktorii olarak aktive edilir ve hiicre igcinde artmaya baglar. p53 proteini, p21 gen
promotoriiniin tasidigi p53-baglayic1 bolgesine baglanarak p21 geninin transkripsiyonel
olarak aktive olmasimi saglar. p21 proteininin iki ana fonksiyonel parcasi vardir: C-
terminal pargasi, DNA replikasyonu ve onarmminda rol alan bir protein olan PCNA
(prolifere hiicre niikleer antijeni) ile iliskiye girerken; N-terminal parcasi, CDK-siklin
kompleksi ile baglanti kurar. p21, hiicre siklusunu, cesitli siklin kompleksleriyle veya

PCNA ile baglanti kurarak durdurur (26, 35).
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Sekil 2: DNA uyaric1 ajanlara yanit olarak artan p53 seviyesi, p21 genini uyararak ve
hiicre siklusunu durdurarak DNA replikasyonunu inhibe eder. p21, siklin-CDK’lar ile
bagimsiz kompleksler kurarak aktivitelerini inhibe eder ve PCNA ile birlikte DNA
sentezini in-vitro olarak durdurur. Buna karsin p21, PCNA’nin hiicre onarimindaki

gorevini inhibe etmez (36).

Hiicre siklusunun onemli komponentleri olan p21 ve p53 proteinlerinin, hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde cok 6nemli gorevleri vardir. Normal boliinmekte olan
hiicrelerde, p21 diisiik seviyede eksprese edilir. p21 transkripsiyonu p53-bagimhi ya da
pS53-bagimsiz yollar ile uyarilabilir. p53 proteininin hiicre siklusu kontroliindeki kritik rolii
genelde p21 tarafindan diizenlensede p21, bir¢ok sinyal yolu ve transkripsiyon faktorleri

araciligi ile p53’den bagimsiz bir sekilde de aktive edilebilir (37).
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4.2.2. Apopitoz ve Kaspazlar

Apopitozis, gereksinim duyulmayan veya fonksiyonu bozulmus hiicrelerin
organizmaya zarar vermeden ortadan kaldirilmasim saglayan “programlanmis hiicre
olumii”diir. Apopitoza giden hiicrede bircok morfolojik degisiklik gozlenir: plazma
membraninda blepler olusur, sitoplazma biiziisiir ve hacim kaybeder, DNA kondensasyonu
ve fragmantasyonu meydana gelir. Apopitozis ilerledikce olusan sitoplazmik blepler,
Olmekte olan hiicreden ayrilarak apopitotik cisimleri meydana getirirler. Apopitoz sirasinda
hiicredeki intraseliller maddeler disar1 salinmaz ve inflamatuar yanit olusmaz. Apopitozis,
hiicrenin gelisiminde, hiicresel homeostasisin saglanmasinda ve immiin sistemde cok
onemli gorevler iistlenen bir hiicre 6liim seklidir. Apopitozun diizenlenmesinde meydana
gelecek bir bozukluk; kanserden otoimmiin ve ndrodejeneratif bozukluklara kadar bir¢ok
hastaligin gelismesini tetikleyebilir. Apopitoz, hiicre iginden veya disindan gelen
uyaranlarin alinmasi ile tetiklenir ve proteazlar (kaspazlar) aktif hale getirilir. Aktiflesen
kaspazlar ile hedef proteinler yikilir ve olusan apopitotik cisimler fagositoz yolu ile ortadan
kaldirilirlar (38, 39).

Kaspazlar; sistein proteazlardir ve apopitozun diizenlenmesinde oldukca
onemlidirler. Kaspazlar, ii¢ ana parcadan olusan proenzimler (30-50 kDa) olarak eksprese
edilirler: NH,-terminal parca, bilyiik parca (~20 kDa) ve kiigiik parga (~10 kDa). Inaktif
olan prokiirsor enzimler, apoptitoza gidecek olan hiicrede aktif forma doniisiirler. Kaspaz
aktivasyonu, kendi proteolizisleri sonucu veya baska kaspazlarin veya diizenleyici
proteinlerin uyarimi sonucu gelisir. Giiniimiize kadar insanlarda, apopitotik yol iizerinde 14
farkli kaspaz tiiri tamimlanmigtir. Kaspazlar ii¢ gruba ayrlabilir: Baglatici Kaspazlar
(kaspaz-2, 8, 9, 10), Efektor Kaspazlar (kaspaz-3, 6, 7), Inflamatuar Kaspazlar (kaspaz-1,
4, 5, 11-14). Tim bunlarn icinde kaspaz-3, en etkin proteazdir. Kaspazlar hem
proapopitotik sinyaller uyarimiyla apopitozun baslatilmasinda (baglaticilar) hem de
hiicrenin parcalanmasinda (efektorler) gorev alirlar (40, 41, 42).

Baslatici ve efektor kaspazlar, hiicrelerdeki apoptozisin belirlenmesinde siklikla
kullanilan hedeflerdir. Spesifik antikorlar veya fluoresan ile konjuge edilmis antikorlarla

kaspazlarin aktif formlar1 belirlenebilmektedir.
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4.2.3. Hiicre Proliferasyon isaretleyicileri

4.2.3.1. BrdU ile isaretleme

Hiicre siklusunun 6zellikle S fazinda, basit mikroskobik gozlemleme ile hiicrelerin,
siklusun hangi asamasinda olduklarimi belirlemek zordur. S fazindaki hiicreleri
belirleyebilmenin bir yolu; yeni sentezlenmis olan DNA’min yapisina katilabilen ve
gdzlemlenebilen molekiiller ile DNA’y1 desteklemektir. *H-timidin ile isaretlenmis hiicre
niikleusu otoradyografi ile goriiniir hale getirilebilirken; yapay bir timidin analogu olan
bromo-deoksiuridin (BrdU) ile isaretlenmis olanlar, anti-BrdU monoklonal antikorlari ile
goriiniir hale getirilir (43).

Immiinositokimyasal yontemlerde siklikla kullanilan bir isaretleyici olan BrdU,
yeni hiicreler ortaya cikartmak {iizere hiicrenin girdigi siklusun replikasyon fazinda,
DNA’nin yapisina katilan bir timidin anologudur (44). S fazindaki hiicrelerin BrdU ile
biitiinlesmesi, anti-BrdU spesifik antikorlar1 ile membran permeabilizasyonu sonrasi
kolayca belirlenebilir. BrdU pozitif hiicreler, daha sonra flow sitometre veya
immiinositokimya gibi rutin hiicre analizinde kullanilan metodlar ile tespit edilebilir.

BrdU ile immiinositokimyasal isaretlemenin, H-timidin ile isaretleme ve takiben
yapilan otoradyografi metoduna gore bir avantaji, daha az zamanda daha yiiksek
¢Oziiniirliik saglamasidir. BrdU ile immiinositokimyasal isaretleme, normal ve kanserojen
dokularda hiicre popiilasyonlarinin isaretlenme indekslerini Olgerek; proliferasyon

seviyeleri ve hiicre siklusu kinetigini belirlemede kullanilir (45).
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4.3. HISTON MODIFIKASYONU VE GEN EKSPRESYONUNUN
DUZENLENMESI

Niikleozomlar, okaryotik kromatini meydana getiren temel tekrarlayan birimlerdir.
Tipik bir niikleozom; 6zdek histonlar olan H2A, H2B, H3 ve H4’den birer ¢ift olmak iizere
sekiz histon molekiiliinden olusan bir oktomer ve bunlarin etrafina sarilmis yaklasik 146
DNA baz ciftinden olugsmustur (46). Kromatinin yeniden sekillenmesi ve DNA’nin
nilkleozomal  paketlenmesindeki ~ dinamik  degisiklikler, gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki anahtar basamaklar olup; hiicre fonksiyonunun diizgiin isleyisini,
diferansiyasyonu ve proliferasyonu etkiler (3). Normal kosullarda, niikleozomda pozitif
yiiklii ve diisiik asetilasyon seviyesine sahip histonlar, DNA’nin negatif yiiklii fosfat
omurgasina sikica baglanmiglardir. Bu baglanma transkripsiyon faktorlerinin,
transkripsiyon diizenleyici komplekslerin ve RNA polimerazlarin DNA’ya geg¢islerini
engelleyerek transkripsiyonel olarak aktif olmayan bir kromatin olusmasin saglar (47).

Asetilasyon, ©zdek histonlarin N-terminal kuyruk bolgeleri arasindaki lizin
rezidiilerinde olusur. Histon asetiltransferazlar (HATSs), asetil gruplarin1 (CH3CO), asetil
koenzim A (acetyl-CoA)’dan 6zdek histonlar arasinda korunmakta olan lizin rezidiilerinin
g-amino gruplar tizerine transfer ederler. Asetilasyon, histonlarin pozitif yiikiinii notralize
ederek; DNA’nin negatif yiiklii yapisi ile olan iligkilerini kopartir. Boylece, aktif gen
transkripsiyonu i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasina izin
veren daha “acik” bir kromatin yapisi olugsmasini saglar. Tam tersine, histon deasetilaz
enzimleri (HDACsS) ile katalize edilen 6zdek histonlarin amino-terminal uclarimin tekrar
pozitif yiikk kazanmalari, histonlar ile DNA’nin etkilesimini artinir. Boylece, promotor
tizerindeki baglant1 bolgeleri bloke edilerek gen transkripsiyonu inhibe edilir. Normal
fizyolojik kosullarda, kromatin asetilasyonunun durumu, HAT ve HDAC enzimleri
arasindaki denge ile saglanir. Aralarindaki denge, normal hiicre ¢ogalmasi icin oldukca
onem tasirken; bu dengenin bozulmasi karsinogeneze yol acabilir. Genom agirlikli bir cok
kanser tiiriiniin, histon asetilasyon seviyesinin diismesinden kaynaklandigi kesfedilmistir

(48, 49).
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Sekil 3: HDAC inhibitorleri etki mekanizmalarinin sematik gosterimi. HAT enzimleri
asetil gruplarimi lizin rezidiilerine aktararak agik ve transkripsiyonel olarak aktif bir
kromatin yapisi meydana getirirler. Sagda, transkripsiyonel olarak aktif olmayan histon

yapis1 goriilmektedir (50).

Epigenetik degisiklikler; fenotipte meydana gelen, geri doniisiimlii, genlerin
niikleotid dizilimindeki degisikliklerden kaynaklanmayan ve hiicre boliinmesi sirasinda
degismeden  kalan  farklilagmalardir.  Epigenetik  degisiklikler, transkripsiyon
diizenlenmesinde rolii olan DNA ve/veya ilgili proteinlerin modifikasyonlaridir ve
transkripsiyonu etkiledigi en iyi bilinen degisiklikler DNA’nin metilasyonu ve histonlarin
deasetilasyonlaridir (46). Hiicrenin fizyolojik durumu, cevresel sinyaller gibi hiicrenin
icinde bulundugu cevre, histon kodlarmin gegici olarak degismesine neden olur. Kalitsal
bir histon kodu “epigenetik kod” olarak ifade edilir (51).

Endometriozis, endometriyum-benzeri dokularin uterus disindaki ektopik
bolgelerde bulunmasi ile karakterize, dstrojen-bagimli yaygimn bir jinekolojik hastaliktir.
Endometriozise bagl agrilar1 tedavi etmeye yonelik uygulanan terapilerin en biiyiik etki
sekli; implantlardaki proliferasyonu baskilama ve adezyon formasyonunu diisiirmekten
gecer. Bu nedenle endometriozis tedavisine yonelik in-vivo ya da in-vitro arastirmalarda,
proliferasyon  inhibisyonuna yonelik yeni terapotik ajanlar incelenmektedir.
Endometriozisin epigenetik bir hastalik oldugu ve bu nedenle de HDAC’lara yo&nelik
tedavilerle iyilestirilebilecegine dair kanitlar artmaktadir (52).

Ostrojen hormonlarinin hedef dokulardaki histon asetilasyon seviyesini etkiledigi
rapor edilmistir. Histon asetilasyonu, proliferasyon ve hiicre farklilagsmasi gibi Ostrojen

tarafindan regiile edilen olusumlara katilir (53).
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Histonlarin yan1 sira histon-olmayan proteinler de HATs/HDACs tarafindan
diizenlenen asetilasyon/deasetilasyona katilirlar (54). HAT lar DNA iizerine direkt olarak
baglanmazlar; promotor bolgelerde transkripsiyon faktorlerince desteklenirler.
Transkripsiyon faktorleri, hiicre siklusu regiilatorleri ve proapopitotik proteinler; HDAC ve

HAT’larin substratlaridir (55).

4.3.1. Histon Deasetilaz Enzimleri (HDACs)

HDAC enzimleri, genellikle transkripsiyonel baskilamada gorev alarak kromatinin
yeniden sekillendirilmesinde ©nemli rol oynayan enzimlerdir. Memelilerde histon
deasetilazlar, Saccharomyces cerevisiae mayasi’nin HDAC enzimleri (Rpd3, Hdal ve
Sir2) ile gosterdikleri primer homolojiye gore ii¢ sinifa ayrilirlar ve 18 genden olusan bir
aileyi kapsarlar. Bu ailenin 11 iiyesini bulunduran Tip I ve Tip II HDAC’lar “klasik
HDAC’lar” olarak adlandirilirken; kalan 7 iiyeyi iceren Tip III HDAC’ lar “sirtuinler”
olarak bilinmektedir (5, 56) (Tablo 1 ).

Tip I deasetilazlar, HDAC-1, -2, -3, -8, -11 gruplarin1 igerirler ve maya
transkripsiyon diizenleyici geni Rpd3 ile homoloji gosterirler. Bu enzimler genellikle
niikleusta bulunurlar, ¢ogu hiicre tipinde eksprese edilebilirler ve hiicre siklusu
progresyonunun diizenlenmesine katilirlar.

Tip I HDAC’lar, HDAC-4, -5, -6, -7, -9, -10 gruplarini igerirler ve maya Hdal
geninin homologlaridir. Tip II HDAC’lar sitoplazma ve niikleus arasinda gidip gelirler ve
daha sinirli bir dagilim alanlar1 vardir. Hiicre proliferasyonunun yanisira 6zel olarak hiicre
farklilagmasina katilarak ikinci tip deasetilazlar sinifina girerler (23, 47, 57).

Tip III HDAC’lar sirtuinlerdir. Yapisal olarak insan Tip I ve Tip II HDAC
enzimleri ile bir iliskisi olmayip maya Sir2 proteinleri’'nin homologlarini tasirlar.
Sirtuinler, deasetilaz aktivitesi i¢in Tip I ve Tip II HDAC’lar tarafindan kullanilan Zn-
bagimli mekanizmanin aksine; nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) kullanirlar. Tip I ve
Tip I HDAC enzimleri kisa zincirli yag asitleri ve hidroksiamid asitler ile inhibe

edilebilirken; Tip Il HDAC enzimleri bu tiir ajanlar ile inhibe edilemezler (4, 47).
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Deasetilaz

Katalitik
Tip Enzim Homoloji Aktivasyon Lokalizasyonu
Parca
Mekanizmasi
1 HDAC1, 2,8 RPD3 1 Zn-bagiml Niikleus
HDAC 3 1 Zn-bagiml Niikleo-sitoplazmik
HDAC 11 1 Zn-bagimsiz  Niikleo-sitoplazmik
1I HDACA4,5,7,9, 10 HDAI1 1 Zn-bagiml Niikleo-sitoplazmik
HDAC 6 2 Zn-bagiml Sitoplazma
I SIRT 1-7 SIR2 1 NAD-bagimh Sitoplazma

Tablo 1: HDAC enzimleri.

4.3.2. Histon Deasetilaz inhibitorleri

HDAC inhibitorleri, histon ve histon-olmayan proteinlerin fonksiyonlarim ve
dolayisiyla gen transkripsiyonunu diizenleyerek histon asetilasyonunu artirirlar ve
kromatin yapisinin daha agik bir form kazanmasina neden olurlar (6, 58).

HDAC inhibitorleri’nin yapisal farkliliklar1 dolayisiyla bloke edici potansiyelleri
birbirinden farklidir (55). Giiniimiizde bir cok HDAC inhibitorii tanimlanmigtir. Bunlar:
Kisa-Zincirli Yag Asitleri: Butirat, fenilbutirat ve valproik asit
Hidroksamik Asitler: TSA, SAHA, Oksamflatin, ABHA, Skriptaid (SB-556629),
Piroksiamid, Propenamidler, Aroyl pyrrolyl hidroksiamidler
Amidler: MS-275 (MS-27-275), MethylGene, CI-994
Epoksiketon-Tasiyan Siklik Tetrapeptidler: Trapoksinler, HC-toksin, Chlamydocin,
Diheteropeptid , WF-3161, Cyl-1 ve Cyl-2
Epoksiketon-Tasimayan Siklik Tetrapeptidler: FR901228, CHAPs ve diger yapilar olan
Depudecin, Tubacin, Organosiilfiir bilesikler (59).

HDAC inhibitorleri, bir ¢cok transforme ya da kanser hiicre tipinde apopitozu ve
differensiyasyonu tetikleyerek hiicre siklusunun G; veya G, fazinda durmasina neden
olurlar ve proliferasyonu inhibe ederler (49). HDAC inhibitorlerinin antitimor

aktivitesinde ilging bir yapi1 da, histon asetilasyonunun sadece belli genlerin
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transkripsiyonunu (eksprese edilmis genlerin ~ %2’si) aktive etmesi ve ekspresyonun
tiimor biiyiimesini inhibe etmesidir. En ¢ok uyarilmis genlerden biri hiicre siklusu kinaz
inhibitorii olan p21™*F' genidir (60). HDAC inhibitérleri ile muamele sonrast p21
promotor bolgesindeki H3 ve H4 histonlarin asetilasyonu sonucu p21 geninin ekspresyonu
artar (55, 61). Normal hiicreler, DNA hasar1 veya DNA tamir hatalar1 gibi apopitotik
sinyallere kars1 duyarlidirlar. HDAC inhibitorleri, kanserde bloke edilmis veya suprese

edilmis apopitotik yollarn tekrar kazanilmasini saglayabilirler (72).

4.4. VALPROIK ASIT (VAP)

Valproik asit (VAP; 2-propyl-pentanoic acid), antikonviilsan olarak kesfedilisinin
ardindan ilk olarak 1964 yilinda Fransa’da klinik kullamima gegirilmis ve tiim epilepsi
nobet tiplerine kars1 genis spektrumlu etkisiyle diinyada en ¢ok kullanilan anti-epileptik
ilaglar (AEDs) arasina girmeyi bagsarmistir (63). Daha sonraki yillarda, HDAC’lar1 inhibe
edebildigi anlagilan VAP, bu o6zelligi ile oldukca ilgi ¢ekmis ve farkli alanlarda da
kullanilmaya baglanmaistir.

Kisa zincirli bir yag asidi olan VAP; hem tip I hem de tip II (HDAC-6 ve HDAC-
10 hari¢) HDAC’lar inhibe eder ve histonlarin (H3 ve H4) hiperasetilasyonuna neden olur.
VAP’ c¢esitli kanser tiirlerinde giiclii antiproliferatif etkisi oldugu, in-vitro ve in-vivo
olarak gosterilmistir (52). Servikal kanserler ve l6semi icin faz I asamasinda epigenetik bir
ila¢ olan VAP iizerinde yapilan hiicre siklusu analizleri, VAP’1n antitiiméral aktivitesinin
p21 proteini aktivasyonu ile birlikte gerceklestigini ve G; fazinda durmaya yol actigini

ortaya koymustur (64, 65).
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASALLAR
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17-B-Ostradiol, Sigma

Valproik Asit, Gerot PharmazeutikaGmbH
NaCl, Atabay AT(091-950

Na,HPO,, Riedel-de Hien 81890

NaH,PO,, Riedel-de Hien 8210A

HCI, Merck K23226314 632

DMEM, Sigma D5546

Nutrient mixture F-12, Sigma N6658
L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C

. Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
. Fetal S1g1ir Serumu, Seromed SO115

. Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058

. Anti-p53 antikoru, Santa Cruz, sc-126

. Anti-p21 antikoru, Santa Cruz, sc-393

. Anti-Kaspaz-3 antikoru, NeoMarkers, RB-1197-P
. Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

. Aminoetilkarbazol (AEC), Zymed -00-2007

. Metanol, Riedel-de Hien 24229

. Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

. DMSO, Sigma D 2650

. Borik Asit, Sigma B0252

. Sodyum tetra borat, Sigma B0127

. Tripan mavisi, Sigma T8154

20



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
medium/F12) medyumunda, flasklar igerisine ekildi. Kiiltiire edilen hiicreler, 37°C de, %5
CO; ve %95 hava iceren inkiibatorde biiyiitiildii. Deneylerde, kontrol grubu hiicreler
normal medyumlar1 igerisinde tutuldu. Ostrojenin etkilerini belirlemek amaciyla
olusturulan deney grubunda medyum icerisine 17-B-0stradiol (0.5 pm) eklendi. VAP 1n
farkli konsantrasyonlardaki etkilerinin gozlemlenecegi gruplara ise sirasiyla 2, 5, 10, 20,
50 mM VAP eklenerek 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Siklusun 6strojen kontroliinde
gerceklesen proliferasyon evresinde, VAP’1n olasi etkileri ise 17-B-0stradiol iceren deney

gruplarinda test edildi.

5.2.2. immiinositokimya

5.2.2.1. BrdU immiinositokimyasi

Diizenlenen deney gruplarina ait hiicrelerin proliferasyon indekslerinin
belirlenebilmesi i¢in hiicrelere; hiicre siklusunun S fazina 6zgii bir isaretleyici olan BrdU
(ImM) eklenerek 37°C de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra, metanol ile fikse edilen
hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCI ile 37°C de 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve
takiben borat tampon ile (pH:8) notralize edildi. PBS ile yapilan yikamalar sonrasi, spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in non-immiin serumla 20 dakika bloklama islemi
uygulandi. Hiicreler, anti-BrdU primer antikoru (NeoMarkers) ile 0.5/100 diliisyonda, oda
1sisinda 1 saat boyunca bekletildi. Ardindan PBS ile yikanan hiicrelere, sirasiyla; biyotin-
bagh ve streptavidin peroksidaz sekonder antikorlar1 (Histostain Plus Kit, Zymed) 20’ser
dakika siireyle uygulandi. Spesifik renk reaksiyonunu goriintiileyebilmek amaciyla AEC
kromojeni uygulandi. Kapatma isleminden once zit boya olarak hematoksilen boyamasi

yapildi.
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5.2.2.2. p21, p53 ve Kaspaz-3 Immiinositokimyasi

Immiinositokimyasal olarak p21, p53 ve kaspaz-3 ekspresyon diizeylerinin
incelenebilmesi amaciyla lameller {izerine ekili olan hiicreler, -20°C de, metanol ile fikse
edildi. Spesifik olmayan boyanmalarin engellenebilmesi icin non-immiin serum (Histostain
Plus Kit, Zymed) hiicrelere 20 dakika boyunca uygulandi. Bloklama islemi sonrasi anti-
pS53, anti-p21 (Santa Cruz) ve anti-kaspaz-3 (NeoMarkers) primer antikorlar ile 3 pm/ml
diliisyonda oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben biyotin isaretli
sekonder antikor 20 dakika uygulandi. PBS yikamalarinin ardindan streptavidin enzim
konjugati kullanmilarak 20 dakika inkiibasyon yapildi. Tekrar yapilan PBS yikamalarinin
ardindan AEC kromojeni uygulandi. Kromojen asamasinda, invert mikroskopta incelenen
hiicrelerde spesifik renk reaksiyonu gozlemlendikten sonra reaksiyon durdurularak su bazli

kapatma soliisyonu ile 6rnekler kapatildi.

5.2.3. Hiicre Canliiginin Olciilmesi

Ishikawa hiicrelerinin yiizdesel canlilik orami tayini icin tripan mavisi boyama
yontemi kullanildi. Hiicreler tripsinize edildikten sonra PBS (9.1 mM Na,HPO,, 1.7 mM
NaH,PO, ve 150 mM NaCl, pH 7.4) i¢inde % 0.04 tripan mavisi iceren soliisyonda inkiibe
edildi.

5.2.4. Mikroskobik Degerlendirme

Calismalarda, kiiltiire edilen hiicrelerin inceleme ve degerlendirmeleri Olympus
X70 invert mikroskopta gerceklestirildi. iImmiinositokimyasal olarak boyanan hiicrelerin
inceleme, degerlendirme ve fotograflandirma islemleri ise Olympus BX 50 151k
mikroskobu yardimiyla gerceklestirildi.

5.2.5. istatistiksel inceleme

BrdU isaretli S fazindaki hiicreler ii¢ kez tekrarlanan deney sonuglarinin
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degerlendirilmesiyle hesaplandi. Proliferasyon indeksi, pozitif isaretli hiicrelerin/toplam
hiicre sayisina orani alinarak bulundu.

Istatistiksel inceleme, SPSS 10.0 ile coklu grup karsilastirmalar1 icin Krusker
Wallis, ikili grup karsilastirmalar1i icin Mann Whitney-U testleri uygulanarak
degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. PROLIFERASYON ORANLARININ DEGERLENDIRILMESIi

Deney gruplarn arasinda BrdU ile isaretlenmis S fazi hiicrelerin proliferasyon
oranlart karsilagtirildiginda, gruplar arasindaki degerlerin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bulundu.

BrdU ile isaretlenen kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinin S fazindaki hiicre oraniyla
(51,50+4,03) (Resim 1a), 17-B-6stradiol uygulandiktan sonraki hiicre orani (64,83+5,70)

(Resim 1b) karsilagtirildiginda bu oranin istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi

tespit edildi.

Resim 1a, b: Kontrol grubu S faz Ishikawa hiicreleri (a) ve 17-B-0stradiol uygulanan
Ishikawa hiicrelerinde artmis BrdU inkorporasyonu ve hiicre proliferasyonu (b).

Hematoksilen-X600

2 ve 5 mM VAP konsantrasyonlarinda proliferasyon oranlarinda anlaml bir azalma
izlenmedi. 17-B-0stradiol ile 10 mM VAP’in birlikte uygulandigi Ishikawa hiicrelerinde
proliferasyon oranmin (27,58+5,35) (Resim 1c), sadece 17-B-6stradiol uygulanan gruba
gore azaldigi tespit edildi (p<0,005). Yalmzca VAP (10 mM) uygulanan grupta BrdU ile
isaretli S faz hiicre oram (16,58+3,57) (Resim 1d), 17-B-0stradiol ile birlikte uygulanan
gruba (Resim Ic) gore anlamli derecede azaldi (p<0,005).
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Resim 1c¢, d: 17-B-6stradiol ile VAP (10 mM)’1n birlikte uygulandigi (c) ve yalnizca VAP

uygulanan (d) Ishikawa hiicrelerinde azalmis hiicre proliferasyonu. Hematoksilen-X600

17-B-6stradiol ile birlikte 20 mM VAP uygulanan Ishikawa hiicrelerinde, S fazi
hiicrelerin tamamen inhibe oldugu izlendi. Total hiicre sayisinda belirgin bir azalma

izlendi.
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Resim 1le, f: 17-B-0stradiol ile VAP (20 mM)’in birlikte uygulandigi Ishikawa
hiicrelerinde azalmis hiicre sayisi1 ve inhibe olmus hiicre proliferasyonu. Hematoksilen-

X100 (e), X600 (f)
Yalnizca VAP (20 mM) uygulanan deney grubunda BrdU isaretli S fazinda hiicre

izlenmedi. Proliferasyon inhibisyonunun yani sira 151k mikroskobik olarak apopitotik hiicre

6limii morfolojisinin karakteristik bulgulari izlendi.
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Resim 1g, h: 20 mM VAP uygulanan Ishikawa hiicrelerinde azalmis hiicre sayis1 ve

apopitotik degisiklikler. Hematoksilen-X100 (g), X600 (h)

17-B-0stradiol ile birlikte 50 mM VAP uygulanan deney grubunda S faz hiicrelerinin
tamamen inhibe oldugu, total hiicre sayisinin 20 mM VAP+06stradiol uygulanan gruba gore
daha yiiksek gozlendigi; ancak tripan mavisi ile test edildiginde tiim hiicrelerin boyandigi

ve canliligin korunmadigi izlendi.
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Resim 1i, j: 17-B-6stradiol ile VAP (50 mM)’1n birlikte uygulandigi Ishikawa hiicrelerinde
inhibe edilmis proliferasyon. Hematoksilen-X100 (i), X600 (j)
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Resim 1k, m: 50 mM VAP uygulanmis deney grubunda prolifere hiicre izlenmedi ve

hiicre morfolojisinde apopitozdan farkli degisiklikler izlendi. Hematoksilen-X100 (k) ve
X600 (m)

6.2. p21 PROTEIN EKSPRESYONU

17-B-6stradiol inkiibasyonu uygulanmis Ishikawa hiicrelerinde kontrol grubuna

gore niikleer p21 protein ekspresyonunda hafif bir artis izlendi (Resim 2a, b).

F
e
b
4

Resim 2a, b: Kontrol grubu (a) ve 17-p-6stradiol (b) uygulanan Ishikawa hiicrelerinde p21

protein ekspresyonu. X600

20 mM VAP ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan deney grubunda VAP

uygulamasinin p21 protein ekspresyonunda belirgin bir degisiklik olusturmadig gozlendi
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(Resim 2c). Tek basina 20 mM VAP uygulanan grupta ise p21 ekspresyon diizeyinin
kontrol grubuna gore arttig1 izlendi (Resim 2d).
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Resim 2¢, d: 20 mM VAP ile birlikte 17-B-6stradiol (c¢) ve sadece VAP (20 mM) (d)
uygulanan hiicrelerde p21 protein ekspresyonlari. X600

50 mM VAP ve 17-B-0stradiol ile inkiibe edilen Ishikawa hiicrelerinde

proliferasyon azalmis ancak p21 protein ekspresyonuna rastlanmamistir (Resim 2e, f).

2e 2f

Resim 2e, f: VAP (50 mM) ve 17-B-0stradiol ile inkiibe edilen (e) ve sadece 50 mM VAP
(f) uygulanan Ishikawa hiicrelerinde p21°den bagimsiz olarak gerceklesen proliferasyon

inhibisyonu. X600
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6.3. p53 PROTEIN EKSPRESYONU

17-B-0stradiol ile birlikte ve sadece 20 mM VAP uygulanan hiicrelerde, kontrol ve
ostradiol grubu hiicrelere gore pS53 protein ekspresyonunda artis izlendi (Resim 3a-d).

Ancak 50 mM VAP uygulanan deney gruplarinda p53 ekspresyonu gozlenmedi (Resim 3e,

3

Resim 3a, b: Kontrol grubu (a) ve 17-p-6stradiol uygulanan (b) Ishikawa hiicrelerinde p53
ekspresyonu. X600

-

3c

Resim 3¢, d: 17-B-6stradiol ve 20 mM VAP uygulanmis (c¢) ve sadece 20 mM VAP
uygulanmis (d) Ishikawa hiicrelerinde p53 ekspresyon diizeyleri. X600
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3e 3f

Resim 3e, f: 17-B-0stradiol ve 50 mM VAP uygulanmis (e) ve yalnizca VAP uygulanmis
(f) Ishikawa hiicrelerinde p53 ekspresyonu. X600

6.4. KASPAZ-3 EKSPRESYONU

Ishikawa hiicrelerinde, HDAC inhibitorii VAP 1n yiiksek konsantrasyonlarda 6liime
yol actign goriildii. 17-B-0stradiol ile birlikte ya da tek basina uygulanan 20 mM VAP’1n,
151k mikroskobik olarak morfolojik apopitoz bulgulart olusturdugu izlendi. Hiicre
voliimiiniin azaldig1, apopitotik cisimciklerin olustugu izlendi (Resim 4). Apopitotik hiicre
Olumii ile kaspaz-3 aktivasyonu iliskisi immiinositokimyasal olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu ve 17-B-0stradiol uygulanan Ishikawa hiicrelerinde kaspaz-3
ekspresyonuna rastlanmadi (Resim 4a, b). 17-B-0stradiol ile birlikte ya da tek basia 20
mM konsantrasyonda VAP’1n kaspaz-3 ekspresyonuna yol actigi izlendi (Resim 4c, d).

Ancak 50 mM VAP uygulanan deney gruplarinda kaspaz-3 aktivasyonu goriilmedi (Resim
4e, f).
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4a 4b

4e 4f

Resim 4 a, f: Kontrol grubu (a) ve 17-B-0stradiol uygulanmis (b) hiicrelerde kaspaz-3
aktivasyonu. 17-B-0stradiol ile VAP (20 mM)’1n birlikte uygulandigi (c) ve yalnizca VAP
(20 mM) uygulanan hiicreler (d), 17-B-0stradiol ile VAP (50 mM)’1n birlikte uygulandigi
(e) ve yalmizca VAP (50 mM) uygulanan (f) Ishikawa hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu.
X600
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7. TARTISMA

Kadinlarda reprodiiktif organlar, menarstan menapoza kadar olan siirecte;
hipotalamus, hipofiz ve ovaryumlarin koordine bir sekilde etkilesime girmesiyle ortalama
28 giinde bir, bir dizi degisiklige ugrar. Bu degisikliklerin gerceklestigi donem “menstrual
siklus” olarak adlandirilir. Menstrual siklus sirasinda basta Ostrojen ve progesteron olmak
izere steroid hormonlar gorev alir ve endometriyum histolojisinde bircok degisiklik
gergeklesir (66). Menstrual siklusun proliferatif fazi sirasinda endometriyum epiteli tekrar
olusturulur ve hiicreler hizla boliinmeye baslarlar. Proliferasyon, baslica ovaryum kaynakli
steroid bir hormon olan 17-B-0stradiol tarafindan saglanir. Ovaryum folikiillerinde
graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan 6stradiol, hiicrelerdeki mitotik aktiviteyi uyararak
DNA sentezini artirir ve endometriyumun kalinlagmasini saglar (67, 68). Giiniimiizde
bircok endometriyal kanser hiicre soyu tanimlanmais olsa da; insan adenokarsinom hiicreleri
olan Ishikawa hiicre soyu, icerdigi Ostrojen ve progesteron reseptorleri ile insan
endometriyumunu oldukca 1iyi temsil etmektedir ve endometriyumla ilgili olan
arastirmalarda kullanilmaktadir (69). Calismamizda tercih ettigimiz Ishikawa hiicre
soyunda, 17-B-6stradioliin hiicre proliferasyon oranlarimi artirdigin1 BrdU inkorporasyonu
ile gozlemledik.

Molekiiler genetigin yeni teknolojileri; 6zellikle de gencip teknolojisi (microarray),
menstrual siklus sirasinda ¢ok sayida genin eksprese edildigini gostermektedir (1).
Niikleozomal histonlarin  asetilasyonu ve deasetilasyonu, gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde oldukca onemlidir. Asetilasyonda rol oynayan iki temel enzim vardir:
HAT ve HDAC. HDAC, histonlarin amino kuyruk bdlgelerinde bulunan lizin
rezidiilerindeki e-amino gruplarindan asetil gruplarin1 kopardigi zaman, lizin rezidiileri
pozitif yiik ile yiiklenerek DNA’ya sikica baglanir ve niikleozom yapis1 yogunlasir.
Hipoasetile durumdaki niikleozomlara transkripsiyon faktorleri, diizenleyici kompleksler
ve RNA polimeraz baglanamadigi icin transkripsiyon gerceklesmez. Histon asetilasyonu
ile niikleozomlardaki yiik nétralize olur. Boylece DNA’nin transkripsiyonu gergeklesir
(70). HDAC inhibitorleri, HDAC enzimlerini inhibe ederek histon asetilasyonunu
saglarlar. HDAC inhibitorlerinin histon modifikasyonu ile gen regiilasyonunu saglama
ozelligi son yillarda oldukca dikkat ¢cekmis ve antikanser ajanlar icinde yerini almaya

baslamistir. HDAC inhibitorleri in vitro transforme hiicrelerinde diferansiyasyonu,
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bityiimenin durdurulmasini ve apopitozu tetikler ve in vivo da tiimor biiyiimesini inhibe
eder (60). Baz1 HDAC inhibitorlerinin in vivo olarak zor elde edilmeleri, yar1 omiirlerinin
kisa olusu ve ciddi yan etkiler olusturmasi nedeniyle klinik kullanimlar1 sinirhdir.

Calismalarimiz sirasinda uzun siiredir anti-epileptik 6zelligi ile taninan ve sonradan
bir HDAC inhibitorii oldugu anlasilan VAP’1 kullandik. Ishikawa hiicrelerine degisik
konsantrasyonlarda (2, 5, 10, 20, 50 mM) VAP tek basina ve/veya 17-B-0stradiol ile
birlikte uygulandi. Proliferasyon oranindaki en belirgin degisiklikler, 10 mM VAP ve iizeri
konsantrasyonlarda gozlendi. 17-B-0stradiol ile birlikte uygulanan 10 mM VAP, Ishikawa
hiicrelerinde proliferasyon oraninin azalmasina neden oldu. Hiicrelere tek bagina
uygulanan 10 mM VAP ise proliferasyon oraninin, stradiol ile birlikte uygulanan gruba
gore daha da diismesinde sebep oldu. Yalnizca VAP uygulanan deney gruplarinda
proliferasyon orami ve hiicre sayisindaki diisiis, dstradioliin VAP ile birlikte uygulandig:
deney gruplarina kiyasla daha yiiksekti. Ostradiol uygulamasinin premenopozal,
Ostradiolden yoksun ortamin ise postmenopozal endometriyum yapisini temsil ettigini
disiiniirsek; VAP kullanan postmenopozal kadinlarda endometriyum iizerindeki ilag
etkinliginin, premenopozal kadinlara kiyasla daha yiiksek olabilecegi sdylenebilir.

20 mM VAP uygulanan deney gruplarinda S fazindaki hiicrelerin tamaminin inhibe
oldugu goriildii. Bu durum; Ishikawa hiicrelerinde hiicre siklusunun, G; veya G, fazinda
durdurulmus oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun yanisira, 20 mM VAP’in apopitotik
hiicre Olumiine yol actigi, hiicre morfolojisinde izlenen degisiklikler ve kaspaz-3
ekspresyonundaki artis ile tespit edilmistir. VAP konsantrasyonu 50 mM’a ¢ikartildiginda;
hiicrelerin tamaminda yine S faz inhibisyonunun gergeklestigi ancak tiim hiicrelerin
canliliklarim yitirdikleri goriildii. Bu konsantrasyonda ise apopitoza 6zgii 151k mikroskobik
bulgular ve kaspaz-3 ekspresyonu izlenmedi. Ishikawa hiicrelerinde daha once yapilmis
olan bir ¢calismada, 2 mM’a kadar olan diisiik konsantrasyonlarda VAP’1n anlamh diizeyde
bir proliferasyon inhibisyonu olusturmadigi bildirilmistir (71). Elde ettigimiz bulgular
dogrultusunda VAP’1n, Ishikawa hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak, c¢esitli hiicre
soylarinda proliferasyon inhibisyonu ve apopitoz olusturdugu sdylenebilir.

Hiicrenin DNA hasar1 veya herhangi bir genotoksik stres ile karsilasmasi
durumunda; hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde onemli role sahip olan p53 geninin
hiicre icindeki sayis1 artar ve p21 proteininin ekspresyonu uyarilir (36). p21 proteini, hiicre

siklusunun negatif regiilatoriidiir ve bircok protein ile etkilesime girebilir. p21, CDK’lara
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ve PCNA’ya baglanarak hiicre siklusunu inhibe edebilir. Hiicrede p21 ekspresyonunun
artmasi, hiicre siklusunun Gj, G, ya da S fazinda durmasina neden olur. Proliferasyonu
engelleyici etkilerinin yanisira p21 proteini, apopitozu da tetikleyebilir (72). 20 mM VAP
uygulanan Ishikawa hiicrelerinde hiicre proliferasyonu durmus, apopitotik hiicre 6liimii
gerceklesmis ayrica p21 ve p53 ekspresyonlarinda belirgin bir artis izlenmistir. VAP 1n
servikal epitel kaynakli HeLa, SiHa ve CaSki karsinom hiicre soylarinda proliferasyonu
inhibe ettigi, p53 ekspresyonu ve apopitozu tetikledigi son yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (73, 74). Sonuglar VAP’1n konsantrasyona bagh olarak, epitel kaynakh
Ishikawa hiicrelerinde de benzer etki gosterdigi; histonlarin hiperasetilasyonu sonucunda
p21 ve p53 ekspresyonlarimi tetikleyerek hiicrelerde proliferasyon inhibisyonu ve
apopitoza neden oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, 50 mM VAP uygulanan
hiicrelerde p21 ve p53 ekspresyonu izlenmemesi; VAP 1 bir HDAC inhibitorii olarak
etkilerinin doza-bagl1 bir bicimde degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Giintimiizde, iki farkli programli hiicre 6liimii tanimlanmistir: otofajik hiicre 6liimii
ve apopitotik hiicre Oliimii. Apopitotik hiicre oliimiinde morfolojik olarak niikleer
yogunlasma ve fragmantasyon gerceklesirken; sitoplazmik organellerde biiyiikk yapisal
degisiklikler olmamaktadir. Otofajik hiicre 6liimiinde ise; sitoplazmik organellerde cift zar
yapisi ve sitoplazmada otofajik vakuoller izlenmektedir (75). HDAC inhibitorlerinin,
kaspaz-bagimli apopitozu ve kaspazdan bagimsiz olarak gelisen otofajik Oliimii
tetikleyebildikleri cesitli hiicre soylarinda yapilan calismalar ile gosterilmistir (76).
Hiicrenin apopitotik ya da otofajik 6liim yollarindan hangisini tercih edecegini ve bunu
nasil belirledigi hala merak konusu olmakla birlikte; sitotoksik ilaglara maruz birakilan
timor hiicre soylarinda otofajinin, apopitoz ve G; fazindaki durdurmayi engelledigi
gosterilmistir (77). Apopitozun tersine nekroz; pasif bir hiicre oliimiidiir ve genellikle
fiziksel veya toksik etkiler sonucu hiicrenin hasar gdormesi sonucu gerceklesir. Nekrozda
sitoplazmik vakuolizasyon, plazma zarmin yikilmasi ve genellikle Slen hiicre igeriginin
disar1 cikmasi sonucu inflamasyon gozlemlenir. Apopitozda gozlemlenen kromatin
yogunlagsmasit ve DNA fragmantasyonlar1 nekrotik hiicrede goriilmez. Son birka¢ yildir
yapilan calismalar, hiicrenin apopitoz disindaki diger programli hiicre Olimii
mekanizmalarina ivme kazandirdi ve programli nekroz ve otofaji terimleri siniflandirmaya
dahil edildi. “Programli nekroz”da hiicreden gelen i¢ sinyaller nekrozu baslatir ve burada

nekroz bir “kaza” sonucu olugmaz. Programli nekroz ile otofajik 6liim morfolojik olarak
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cok benzemekle birlikte otofaji; genellikle ortamdaki besin stresi sonucu olusur ve hiicreler
katabolik bir metabolizma programi icine girerler. Programli nekroz sadece apopitozun
kimyasal ya da genetik olarak baskilanmasi sonucu olusur. Ozellikle DNA hasar1 olusan ve
prolifere olan hiicrelerde apopitoz baskilandiginda; prolifere hiicrelerin eliminasyonu i¢in
programli nekroz gelistigi tanimlanmistir (78, 79). 50 mM VAP uygulanan Ishikawa
hiicrelerinde vakuolizasyon benzeri degisiklikler ve voliimlerinde artis gozlemlendi ve
kaspaz-3 aktivitesi izlenmedi. HDAC inhibitorlerinin ¢esitli hiicre soylarinda apopitozu ve
otofajiyi tetikleyebildikleri bilinmektedir (80). Hiicre morfolojisinde gozlemledigimiz bu
degisikliklerin otofaji mi yoksa programli nekroz mu oldugunu mevcut imkanlar dahilinde
tanimlamamiz miimkiin olmadi. Ancak bu degisikliklerin apopitotik hiicre oliimiini
gostermedigini soyleyebiliriz.

HDAC inhibitorleri, antikanser ilaclar arasina girmis ve klinik kullanimi gitgide
genigletilerek bu anlamda olduk¢a umut verici hale gelmistir. Hem sentetik hem dogal
yollardan elde edilebilen HDAC inhibitorleri, birbirlerinden yapisal olarak farkli
olmalarina ragmen; apopitozu ve hiicre diferansiyasyonunu tetiklemeleri ve tiimor
hiicrelerinde biiyiimeyi durdurmalan ile ortak bir payda da bulusurlar (3). Anti-epileptik
olarak genis bir kullanim alan1 bulunan VAP; kolay elde edilmesi, klinik olarak kolay
calisilabilen yapisi ve uzun bir yar1 6mre sahip olmasi nedeniyle diger HDAC inhibitérleri
arasinda avantajli bir konuma sahiptir. VAP, insanlarda iyi tolere edilmesine ragmen,
birtakim teratojenik etkileride g6zoniinde tutulmalidir. Gebeligin ilk trimesterinde VAP
kullanan kadinlarin ¢ocuklarinin %1-2’sinde, spina bifida aperta ve diger noral tiip
kapanma defektleri meydana geldigi bildirilmistir (53, 81). Isojdrvi ve arkadaslarina gore;
uzun siire VAP ile tadavi edilen epilepsi hastasi kadinlarda, mestrual diizensizlikler,
polikistik overler ve hiperandrojenizim gibi endokrin bozukluklar daha sik goriilmektedir
(82). Erkeklerde kullanilan yiiksek dozlarda VAP’1n ise semene gecerek sperm sayisinda
disiise yol agtigt ancak ilacin birakilmasiyla degerlerin tekrar normale dondiigi
bildirilmistir (83). Tiim bu yan etkiler, uzun siire VAP kullanan kadin ve erkeklerde
infetilite sorunlarina yol acgabilir. HDAC inhibitorii olarak kesfedilisinin ardindan klinik
kullanim1 yayginlasmaya baslayan VAP {izerinde yapilan calismalarin daha ileri
gotiiriilerek, daha uzun zaman da daha c¢ok hasta sayisi ile tekrarlanmasi, epilepsi
hastalarinda ve gebelerde olusabilecek yan etkilerin agiklik kazanmasina Kkatki

saglayacaktir.
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HDAC inhibitorleri, histon deasetilazlar1 inhibe ederek kromatinin yeniden
sekillenmesinde ve gen regiilasyonunda gorev alirlar. Endometriyal kanser hiicrelerinde
HDAC inhibitorleri ile yapilan tedaviden sonra p21 ve p27 protein seviyelerinde artis
gozlenmesi, HDAC inhibitorleri’nin endometriyal kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdugu
goriisiine destek saglamaktadir (3). Son zamanlarda yapilan klinik caligmalarda, retinoik
asidin HDAC inhibitorlerinin tiimor hiicrelerinde antiproliferatif etkisini artirdigi
gosterilmistir (84). Retinoik asit ve HDAC inhibitorii VAP m birlikte kullanildiginda
gosterdigi sinerjik etkiler arastinlmalidir. VAP’in apopitoz, anjiyojenez, metastaz,
farklilagsma ve hiicre siklusunu durdurma gibi hiicresel yollart yeniden sekillendirmesiyle
gerceklestirdigi antitimoral etkiler, bircok in vivo ve in vitro sistem iizerinde
gozlemlenmistir.

Ishikawa hiicrelerinde etkilerini arastirdigimiz VAP, konsantrasyona bagli olarak
17-B-0stradiol tarafindan gergeklestirilen proliferasyonu inhibe etmis ve apopitozu
tetiklemistir. Bu anlamda VAP, steroidler ile uyarilmis endometriyal hiicrelerin
diferansiyasyonu altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasinda ve endometriyal
kanserler ile endometriozis gibi endometriyum-kaynakli hastaliklarin tedavisinde

potansiyel bir terapotik olarak 6nem tasimaktadir.

36



8. SONUC

e HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunu artirarak gen transkripsiyonunun
yeniden diizenlenmesini saglarlar. Hiicrelerde apopitozu tetiklerler, hiicre siklusunu ve
proliferasyonu durdururlar.

e Calismamizda, HDAC inhibitérii VAP 1n, endometriyal kanser hiicre soyu olan
Ishikawa hiicrelerinde proliferasyon iizerine gosterdigi etkiler degerlendirildi.

e Ishikawa hiicrelerine 2-50 mM arast degisen konsantrasyonlarda uygulanan
VAP, hiicre proliferasyonu {iizerine en belirgin etkileri 10 mM ve iizeri
konsantrasyonlarda gerceklesti.

¢ Ishikawa hiicrelerine 17-B-0stradiol ile birlikte uygulanan 10 mM VAP, hiicrelerde
proliferasyon oraninin ve hiicre sayisinin diismesine sebep oldu. VAP’1n tek bagina
uygulandig1 deney gruplarinda ise proliferasyon oraninin daha da diistigii gézlendi.

e 20 mM VAP uygulanan deney gruplarinda S faz hiicrelerin tamamen inhibe
olduklari, total hiicre sayisinin azaldigi ve hiicrelerin canliliklarim yitirdikleri goriildii.
Apopitotik hiicre 6liimiiniin yol actig1 apopitotik cisimcikler ve hiicre voliimiindeki
azalma 151k mikroskobik olarak go6zlendi ayrica hiicrelerde kaspaz-3 ekspresyonu
izlendi. Hiicre proliferasyonundaki durdurma p21 ve p53 ekspresyonlari iizerinden
gerceklesti.

e 50 mM VAP uygulanmasi, S fazindaki Ishikawa hiicrelerinin tamamen inhibe
olmasina neden oldu. Ayrica hiicrelerin tripan mavisi ile boyandiklar1 ve canliliklarim
yitirdikleri goriildii. Proliferasyon inhibisyonu p21 ve p53’den bagimsiz gerceklesti.
Hiicrelerde apopitoza dair bulgular ve kaspaz-3 ekspresyonu izlenmedi.

e Bulgularimiz dogrultusunda, HDAC inhibitérii olarak cesitli hiicre soylarinda
terapotik olabilecek etkileri gosterilen VAP 1n, endometriyal hiicre soylar iizerinde de
benzer etkiler gosterdigini; ancak potansiyel klinik kullaniminin yapilacak daha ileri

calismalarla miimkiin olabilecegi sonucuna varildi.
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