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SIMGE VE KISALTMALAR

Apaf-1 : Apopitoz aktive edici faktor-1
ATP : Adenozin tri fosfat

BrdU : 5- bromo2’-deoksi-iiridin

Cdk : Siklin bagimli kinaz

ER : Ostrojen reseptorii

EREs : Ostrojene duyarli elementler
ERK : Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
FBS : Fetal s1g1r serumu

FSH : Folikiil uyaran hormon

G1 : Hiicre siklusu birinci bilyiime faz1
G2 : Hiicre siklusu ikinci biiyiime fazi
GnRH : Gonodotropin salgilatici hormon
HRT : Hormon replasman tedavisi

JNK : c-jun NH,-terminal kinaz

M : Hiicre siklusu mitoz faz1

PCNA : Prolifere hiicre niikleer antijeni
PI3K : Fosfatidil inositol- 3 kinaz

P : Projesteron reseptorii

S : Hiicre siklusu sentez fazi

SHBG : Seks hormon baglayan globulin
TNF-a : Timor nekroz faktor alfa
TUNEL : Terminal deoksiniikleotidil-transferaz-aracili

deoksiliridin trifosfat-digoksigenin in situ nick-end isaretleme

Arastirma Projesi No :HE/0212005



1. OZET

Ostrojenin insan uterusunda endometriyal hiicrelerin biiyiime ve gelismesini
uyardig1 bilinmektedir. Ostrojenin endometriyal hiicreler iizerindeki etkilerini karakterize
etmek i¢in iyi diferansiye insan endometriyal kanserinden iiretilmis Ishikawa hiicre soyunu
kullandik. Once 17-B-ostradiol (6stradiol)’iin hiicre yasamsalligi iizerine olan etkisini
tripan mavisi alma deneyi ile test ettik. Ilging olarak, fizyolojik serum diizeyinin iistiindeki
Ostrojen konsantrasyonlarinda, Ostradiol (1-25 pM) diisiikk serum ortaminda Ishikawa
hiicrelerinde konsantrasyona bagli hiicre 6liimiine yol agti. Immiinositokimyasal boyama
ile gosterilen prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) ekspresyonu ve 5- bromo2'-deoksi-
tiridine (BrdU) inkorporasyon testleri benzer konsantrasyonlardaki ostradioliin hiicre
bilyiimesini inhibe ettigini ortaya koydu. Ayrica, terminal deoksinukleotidil-transferaz-
aracili deoksiiiridin trifosfat nick-end isaretleme (TUNEL) analizi ile Ostradiol tarafindan
uyarilan hiicre 6limiiniin apopitozun karakteristik belirtileri olan sitoplazma cekilmesi,
kromatin yogunlasmasi, ve DNA fragmantasyonu gosterdigini ortaya koyduk.

Bulgularimiza gore, ostradioliin yiiksek konsantrasyonlarda, menopozdaki diisiik
Ostrojen igeren ortamu taklit eden diisiik serum ortaminda Ishikawa hiicrelerinde apopitoza
yol acmasi, yiiksek konsantrasyonlarda Ostrojenin postmenopazal kadinlarda olusan

hormona bagli endometriyum kanserinin gerilemesine neden olabilecegini ortaya koydu.



2. SUMMARY

Estrogen is known to stimulate growth and development of endometrial cells in
uterus in humans. In order to characterize the effect of estrogen on endometrial cells we
used the differentiated human endometrial cancer derived Ishikawa cell line. We first
evaluated the effect of 17-f-estradiol (estradiol) on cell viability as determined by trypan
blue exclusion assay. Interestingly, at concentrations above physiological levels of
estrogen in serum, estradiol (1-25 uM) induced a concentration-dependent cell death in
Ishikawa cells under low serum conditions. We found that similar concentrations of
estradiol inhibited cell growth as shown by immunocytochemical staining of proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) expression and 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)
incorporation assays. We further determined by Terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) -mediated dUTP nick end labelling (TUNEL) analysis that the cell death induced by
estradiol showed the characteristics of apoptosis, such as shrinkage of cytoplasm,
chromatin condensation and DNA fragmentation.

Our data showing the apoptotic effect of high concentrations of estradiol in low
serum conditions, which mimic the low estrogenic environment in menopause, suggest that
high doses of estrogen can induce regression of hormone-dependent endometrial cancer in

postmenopausal women.



3. GIRIS VE AMAC

Endometriyum, yap1 ve fonksiyonlarinda steroidlere bagl siklik degisiklikler
gosterir. Proliferatif ve sekretuvar fazlardan sonra steroid destegi kesilir ve uterus epiteli
endometriyal hiicrelerin apopitoza ugramasi sonucu yikilir. Insan endometriyumunda
apopitozun hizi ve oran1 serumdaki dstrojen ve projesteron diizeyi ile ilgilidir. Apopitoz,
doku homeostazisini saglamada kritik bir rol oynayan ve fonksiyonel olmayan hiicrelerin
elimine edilmesini saglayan fizyolojik bir mekanizmadir. Uterus, hormon degisikliklerine
yanit olarak endometriyal hiicre cogalmasi ve apopitozu igeren siirekli bir siklus
icerisindedir. Bu steroidlere bagl siklus degisiklikleri uterusu gebelige hazirlar. Gebelik
olmadiginda proliferatif ve sekretuvar faz sonrasi steroid destegi kalkar ve endometriyum
yikilir. Daha 6nce mensturasyonun endometriyum hiicrelerindeki iskemik nekroza bagl
oldugu diisiiniilse de, yakin tarihteki calismalar endometriyumda apopitoz olustugunu
gostermislerdir (1). Genellikle bilinen Gstrojen ve projesteronun, ostrojen reseptorii (ER)
ve projesteron reseptorii (PR) eksprese eden hiicrelerde proliferasyonu uyardigi ve hiicre
oliimiinii engelledigi yoniindedir. In vitro hiicre kiiltiir calismalarinda da ortamdan &strojen
ve/veya projesteron cekildiginde hiicre 6liimii gerceklestigi bilinmektedir. Ostrojene bagl
hiicre proliferasyonunun artmasi, 6zellikle hormon replasman tedavisi (HRT) uygulanan
postmenapozal kadinlarda endometriyum kanserinin artmasina neden olmaktadir.

Benzer sekilde, ER-pozitif insan meme kanser hiicreleri proliferasyon i¢in dstrojene
gerek duyar ve Ostrojen yoklugunda apopitotik hiicre 6liimiine ugrarlar. Yakin zamanda
yapilan bazi caligmalar, yogun olarak anti-hormonal tedavi sonrasinda direnc¢ gelisen
meme kanser hiicrelerinde Ostrojenin hiicre 6liimiine yol actigini bildirilmektedir (2-6). Bu
durum, postmenopozal kadinlarda var olan diisiik Ostrojen diizeyinde tiimor hiicrelerinin
Ostrojene hipersensitivite gelistirmeleri olarak aciklanmaktadir (7). Bu ¢alismanin amaci,
Ostrojenin endometriyumdaki konsantrasyona bagli etkilerini gérmek ve bu etkileri
diizenleyen molekiiler mekanizmalar1 ortaya c¢ikarmakti. In vitro model olarak iyi
diferansiye olmus insan endometriyal kanser hiicre soyu olan Ishikawa hiicrelerini

kullandik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. HUCRE PROLIFERASYONU

4.1.1. Hiicre Siklusu

Hiicre proliferasyonu organizmanin biiyiime, gelisme ve DNA replikasyonunu
iceren sonunda ise genetik materyal bakimindan benzer iki yeni hiicrenin olustugu bir
islemdir. Bu islem dort farkli evreye ayrilir. DNA replikasyonun gergeklestigi sentez (S)
fazi ve mitoz (M) evresi en Onemlileri olarak kabul edilir. S evresi tamamlanmadik¢ca M
evresine gecis gerceklesmez ve bdylece organizmanin genom biitlinliigli korunmus olur
(8).

Birinci biiylime (Gj) evresi: En uzun evredir. Bu evrede hiicre, RNA ve protein
sentezler DNA sentezi i¢in hazirlik yapilir. S evresi: DNA sentezinin gerceklestigi evre
olup protein sentezi bu evrede de devam eder. Ikinci biiyiime (G,) evresi: DNA sentezi
tamamlanmistir. RNA ve protein sentezi siirmektedir. M evresi: Genetik igerigi ayn1 iki
yeni hiicrenin meydana geldigi evredir. Bir evreden bir digerine gegis hiicre siklusu kontrol
noktalar1 araciligiyla gerceklesir (8). Hiicre siklusunun kontrolii 3 evrede yapilir bunlar;
G, G; ve M evresi kontrol noktalaridir. Bu noktalar G| evresinde S evresine gecisten 6nce,
G, evresinde M evresine gecisten once, M evresinde ise metafaz sona ermeden Onceki

siirecte rol almaktadir.

4.2. HUCRE PROLIFERASYONUNUN GOSTERILMESI

4.2.1. PCNA Ekspresyonu

PCNA evrim siireci boyunca iyi korunmus 36 Kd agirliginda asidik niikleer bir
protein olup hiicre replikasyonunda ve DNA onariminda rol alir (9,10). DNA polimeraz

deltanin fonksiyon goérmesi icin gereklidir. PCNA genel olarak mitotik siklusun ge¢ G; ve



S fazinda eksprese edilir (11). PCNA p2l proteinine baglanarak hiicre siklusunun

kontroliinde de gorev alir (12).

4.2.2. BrdU inkorporasyonu

BrdU, DNA’ya inkorpore olan ve BrdU spesifik monoklonal antikorlariyla
gosterilen bir proliferasyon belirtecidir. 1970’1i yillardan beri izole kromozomlarda, hiicre
ve dokularda DNA sentezinin gosterilmesinde kullanilmaktadir (13). BrdU’nun
belirlenebilmesi icin DNA’nin 6nce enzimlerle denatiire edilmesi gereklidir. Denatiirasyon
isleminden sonra BrdU DNA’ya inkorpore olur ve immiinositokimyasal olarak

gosterilebilir (14).

4.3. APOPITOZ

Programlanmis hiicre 6limii, veya apopitoz, fizyolojik bir hiicre yikim islemidir.
Apopitoz ¢ok hiicreli organizmalarda gelisim, homeostasizin devamliligi ve immiin
savunmada Onemli rol oynar. Bu sistemin bozulmasi kanser, otoimmiin hastaliklar,
norodejeneratif rahatsizliklar ve iskemik hasarlara neden olur (15).

Iki tip hiicre oliimii vardir, apopitoz ve nekroz (15,16). Nekroza ugrayan hiicreden
cevreye yayilan kemotaktik maddeler sonucunda bir inflamatuar cevap olusur. Apopitozda
ise kemotaktik madde salinimi olmaz dolayisiyla inflamatuar cevap olusmaz (15-17).
Apopitoz dokularda tek tek hiicre kaybina neden olur. Apopitoz ve mitoz hiicrede bir
denge halindedir. Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda siirekli cogalan hiicre
gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi i¢in hiicre sayisinin azaltilmasinda apopitoz
gozlenir.

Fiziksel ve toksik etkilere maruz kalan dokularda da apopitoz gozlenebilmektedir.
Apopitozun gozlendigi baglica olaylar: fetusun implantasyonu, organogenesis ve
metamorfozda (18), menstrual siklusta (19), timér hiicrelerinin 6liimii, radyasyon, travma,

hipoksi, anti kanser ilaglar gibi dig etmenler (20).



4.3.1. Apopitotik Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Apopitoza ugrayan hiicrede yiizey farklilagmalar1 ortadan kalkar ve komsu
hiicreler ile olan iletisimi kesilir. Apopitotik hiicrelerin sitoplazmasi daha yogun ve hiicre
boyutu komsu hiicrelere gére daha kiiciiktiir (17). Kromatin yogunlasir ve DNA apopitotik
hiicrelere 0zgii merdiven seklinde bantlasmalar gosterir. Hiicrede yiizeye dogru
tomurcuklanmalar olur. Bu tomurcuklar sitoplazmik parcalar iceren zarla sarili apopitotik
cisimcikleri meydana getirir (20). Apopitotik hiicrelerde gozlenen bu degisimler esnasinda
fosfotidilserin agiga c¢ikar. Normal hiicrelerde fosfotidilserin mebranin i¢ ylizeyinde
bulunur. Apopitotik hiicrelerde ise membranin dis yiiziinde yer alir ve fagositik hiicreler

icin sinyal gorevi goriir (20, 21).

4.3.2. Apopitozun Mekanizmalar1

Apopitotik sinyal agmin elemanlart genetik olarak kodlanmir ve genel olarak
niikleuslu hiicrelerde yer alip 6liim uyaranlarin1 aktive etmek icin hazir bulunur (21,22).
Apopitoz hiicre ici ve hiicre dis1 bircok cesitli uyaran ile tetiklenebilir. Ornegin apopitotik
aktivatorlerin hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi, DNA onarim mekanizmasindaki
eksikliklerden kaynaklanan DNA hasarlari, sitotoksik ila¢ tedavileri, hatali hiicre siklus
sinyalleri gibi.

Apopitoz hiicre ici proteolitik kaskad tarafindan regiile edilir. Bu kaskad sistein
proteazlarin kaspaz ailesidir ve hiicre i¢i proteinleri etkiler. Bugiine kadar 14 adet memeli
kaspazi tanmimlanmis olup kapsaz 11 ve kaspaz 12 sadece farede belirlenmis insandaki
karsiligi bulunamamaistir (23).

Hiicrede kaspazlar inaktif zimojen formda prokaspaz olarak sentez edilir ve yapisal
olarak 3 alt iiniteden meydana gelir. N terminal ug, biiylik ve kiigiik alt iinitelerdir.
Matiirasyonda prokaspazlar biiyiik ve kiiciik iiniteleri arasinda proteolitik olarak islenir ve
sonrasinda iki kiigiik, iki biiyiik tinite heterotetromerik aktif kaspaz formunu olusturur.

Apopitozun olusumunda 3 farkli yol vardir. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apopitoz,

dis sinyaller yolu ile apopitoz, endoplazmik retikulum aracili apopitoz.



4.3.2.1. Mitokondri/Sitokrom —C Aracili Apopitoz Olusumu

Mitokondri ATP sentezi icin sitokrom — c igerir. Mitokondri tarafindan kontrol
edilen apopitotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 bu yolda etkilidir (24).
Apopitotik uyaranlar ile mitokondriden salinan sitokrom-c kaspaz- 9’un aktive olmasinda
rol alir (25, 26). Ko-faktor niikleoid trifosfat (d-ATP ve ATP ) ile sitokrom- ¢ ve 7 adet
Apaf-1 molekiilii birleserek apoptozom yapisini olusturur ve prokaspaz -9’u aktive eder.
Aktive kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive eder ve diger kaspaz kaskadiin tetiklenmesini

saglayarak apopitozu bagslatir.

4.3.2.2. D1s Sinyallerle Apopitoz Olusumu

Oliim aktivatorlerinin ( Fas-L) ve tiimor nekroz faktor (TNF)’iin hiicre yiizeyinde yer
alan Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz -8’i aktive eden
sinyaller gonderilir. Aktive kaspaz-8 de kaspaz kaskadini tetikleyerek apopitoz olusturur

(27,28).

4.3.2.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apopitoz Olusumu

Endoplazmik retikulum, hiicre ici kalsiyum deposu olarak gorev alir (29). Kaspaz-12
ER membraninda yer alir ve bu yolla olusan apopitozda gerekli bir kaspazdir. Hiicre
icindeki artan kalsiyum seviyesi kaspaz-12’nin aktive olmasina neden olur ve kaspaz-9 ile

etkileserek kaspaz kaskadini aktive eder (30).

4.4. APOPITOZUN GOSTERILMESI

4.4.1 TUNEL Yontemi

Apopitozun belirlenmesinde TUNEL kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem
DNA kariklariin in situ olarak belirlenmesini saglar. Parafin bloklar, donmus kesitler,
kiiltiirii  yapilmig solusyon halindeki lamellere ekilmis hiicrelerde apopitozun

belirlenmesinde kullanilir. Apopitotik sinyaller DNA {izerinde kiriklar olusturur. Aciga



cikan DNA kiriklarinin serbest 3'-OH uclarina terminal deoksiuridin trifosfatlar (TdT),
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdTaz) aracilifiyla eklenir. Eklenen uclarin
uzunluklari dUTP konsantrasyonlarinin miktarina gore degisebilir. DNA fragmanlar
digoksigenin ile isaretlenir. Isaretlenmis deoksiniikleotidler anti-digoksigenin-HRP
(horseradish peroksidaz) konjugati ile belirlenir. Konjugat diaminobenzidin ile reaksiyona
girer ve c¢oziinmeyen bir substrat olusturur, apopitotik hiicrelere 6zgii goriintii 151k

mikroskobuyla izlenir.
4.4.2. DNA Ladder Yontemi

DNA ladder yontemi apopitotik hiicrelerde gozlenen DNA fragmanlarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilir. Apopitotik uyaranlar ve hiicre aracili sitotoksite genomik
DNA’nin fragmantasyonuna neden olur. DNA’daki bu fragmanlarin olusumunda Ca **
ve Mg > bagimli endoniikleazlar aktivite gosterir. Apopitozda bu hiicresel endoniikleazlar
DNA’y1 interniikleozomal bolgelerden kirar ve uzunluklarn 180-200 baz cifti arasinda
degisen fragmanlar olusturur. Apopitotik hiicrelerin DNAlart izole edilip bu DNAlar
agoroz jel elektroforezinde incelendiginde merdiven goriintiisii ortaya ¢ikar. Bu merdiven

goriintiisii apopitotik hiicrelerin en belirgin 6zelligi olup nekrozdan farklarindan biridir.

4.5. ENDOMETRiIYUM PROLIFERASYONUNU ETKIiLEYEN
FAKTORLER

4.5.1. Endometriyum ve Hormonal Kontrolii

Uterus duvarn ii¢ tabakadan olusur: i¢ yiizeyi dosiiyen endometriyum, kalin diiz kas
tabakasindan olusan myometriyum, en distaki tabaka ise perimetriyumdur. Endometriyum
yiizeyi prizmatik tek katli silli epitel ile astarlanmigtir. Epitel tabakasinin altinda uterus
bezlerini iceren lamina propria yer alir. Endometriyumun iist 2/3’1iik boliimii fonksiyonel
tabaka alttaki 1/3’liik kismi ise bazal tabaka adini alir. Menstrual siklusta dokiilen
fonksiyonel tabaka bazal tabaka tarafindan yenilenir. Menstrual siklusta uterus
endometriyumu proliferatif evre, sekratuvar evre ve menstrual evreden olusan 3 asamadan

gecer. Proliferatif evrede Ostrojen sekratuvar evrede ise projesteron hormonu hakimdir.



Ostrojen hormonunun etkisiyle endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinde mitoz
ve vaskiilarite artar. Proliferasyon ile endometriyum kalinhiginda artis ve hiperplazi
gozlenir. Sekratuvar evrede ise projesteron hormonuyla endometriyum hiicreleri salgi
yapabilme 0Ozelligine sahip hiicrelere doniisiir. Reprodiiktif donemdeki kadinlarda
menstrual siklus siiresince endometriyumda morfolojik degisiklikler gozlenir. Bu
degisiklikler over seks steroid hormonlarinca kontrol edilen hiicre proliferasyonu,

sekresyon ve endometriyum hiicrelerinin dokiilmesidir (31).

4.5.1.1. Ostrojen Hormonu

18 C’lu steroidlerdir. Ug tane 6strojen hormonu bulunmaktadir. Etki derecesine gore
ostradiol (E2) > 6stron (E1) > 6striol (E3)’diir. Premenopozal donemde primer olarak over
postmenopozal donemde ise adrenal korteks Onemli kaynaktir. Overlerde matiir
folikiilintin graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenir. Plazmada seks hormon baglayici
globuline (SHBG) bagli olarak tasinirlar. Karacigerde siilfirik asit ve glukorinik asit ile
inaktive edilirler. Endometriyumda mitozu, vaskiilarinizasyonu arttirir. Endometriyumun

kalinlig1 artar ve hiperplazi gelisir.

4.5.1.2. Ostrojen Reseptorleri ve Sinyal ileti Yollar:

Ostrojen reseptorii alfa (ER-a) ve dstrojen reseptorii beta (ER-B) olmak iizere iki
adet reseptor belirlenmistir. Er-a ve Er-f benzer biiyiiklik ve yapisal ozelliklere sahiptir
(32). Hormon-o6strojen reseptor kompleksi, dimerize olduktan sonra ER-bagh genlerin
promotorlerindeki Ostrojene duyarli elemente (EREs) baglanir. Bu reseptorlerin biyolojik
aktiviteleri dimerizasyonlarma bagl olarak degisir. DNA baglanmasindan sonra ko-
aktivator molekiillerini baglar ve bu molekiiller hedef genlerin transkripsiyonunu arttirirlar
(33). En iyi karakterize edilmis ER koaktivatorleri p160, steroid reseptor koaktivator ve
p300/CBP ailesinin iiyeleridir. Koaktivatorler hedef genin promotoriinde kromatinin
yapisint degistirerek fonksiyon gorebilirler. Transkripsiyonel yeterlilik kromozomal histon
proteinlerinin N- terminal bolgelerinin asetillenmesiyle iligkilidir. Sonugta protein—DNA
bagi destabilize olur ve kromatin dekompaksiyonu gerceklesir (34). ER aktivitesi icin

koaktivatorler histon asetil transferaz gibi gorev alirlar.



Bir diger yandan membran aracili ER, biiyiime faktorleri MEK/ERK ve PI3 —kinaz
gibi sinyal ileti yollarim aktive edilebilir. Boylece genomik olmayan etkileri baslatilabilir

(35, 36).

4.5.2. ENDOMETRIYUM KANSERIi

Ovaryum, endometriyum ve serviks kanserleri kadinlarda goriilen tiim kanserlerin
yaklagik % 13’tinii olusturur (37). Endometriyum kanseri kadinlarda goriilen en sik
dordiincii kanserdir (38).

Endometriyum kanserinin ortaya ¢ikmasinda iki farkli yol bilinmektedir. Birincisi,
postmenopozal donemde kullanilan Ostrojen baslangicta hiperplaziye, sonra kompleks
hiperplaziye ve atipik hiperplaziye doniiserek endometriyum kanserini gelistirebilir (39).
Ikinci yol ise Ostrojene bagl olmadan gelisen kanserlerdir (40). Ostrojen bagimh bir
durum olmasi nedeniyle endometriyal hiperplazi i¢in kabul edilen risk faktorleri,
endometriyal kanser riskleriyle aynidir. Endometriyum kanserlerinde en ¢ok risk faktorii
karsiliksiz uzun siireli kullanilan Ostrojendir. Ostrojen endometriyum hiicrelerindeki
mitotik aktiviteyi arttirarak kansere neden olur. Ostrojenin endometriyum iizerindeki
proliferatif etkisinin projesteronla bloke edilmesi miimkiindiir. Projesteron mitotik
aktiviteyi azaltir. Endometriyumdaki Ostrojen reseptorii  konsatrasyonunu azaltir.

Ostradioliin daha az etkili 6strona metabolize olmasini tetikler (41).

4.6. ISHIKAWA HUCRE SOYLARI

Ishikawa hiicreleri iyi diferansiye olmus endometriyal kanser hiicreleridir. Ilk
endometriyum hiicre serileri olan HEC-1 hiicreleri 1968 yilinda Kuramato tarafindan
gelistirilmistir (42). En iyi karakterize edilmis endometriyal hiicre serileri ise Ishikawa
hiicreleridir. ER ve PR tasirlar. Bu 6zellikleri ile insan endometriyum epitelinin hormonal
diizenlenmesi calismalar1 i¢in miikemmel bir model olusturur. Aynmi1 zamanda Ostrojene
bagimlilik gostermemelerinden dolayi, Ostrojen icermeyen ortamlarda gelisimlerini

surdiirebilirler.
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASALLAR

1) 17-B-estradiol, Sigma

2) NaCl, Atabay AT091-950

3) Na,HPO,, Riedel-de Hden 81890

4) NaH,PQO,, Riedel-de Hden 8210A

5) HCI, Merck K23226314 632

6) DMEM, Sigma D5546

7) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

8) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C

9) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
10) Fetal Sigir Serumu, Seromed S0115

11) Anti-PCNA antikoru, Zymed Laboratories

12) Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058

13) Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

14) Aminoetilkarbazol (AEC), Lab Vision TA-060-HA
15) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

16) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

17) DMSO, Sigma D 2650

18) Borik Asit, Sigma B0252

19) Sodyum tetra borat, Sigma B0127

20) TUNEL kit, Chemicon

21) Tripan mavisi, Sigma
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Iyi diferansiye endometriyum tiimériinden elde edilmis hiicre soyu olan Ishikawa
hiicreleri, 1s1 ile inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100
unite/ml penisilin G, 100 pg/ml streptomisin) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s
medium/F12 medium i¢inde 37 °C de %5 CO, ve %95 hava iceren nemli inkiibatorde
bityiitiildii. Diisiik 6strojen iceren %2 FBS’a sahip medyumda yapilan deneylerde hiicreler
4 saat once bu medyuma alindi ve Ostradiol ile her deney igin belirtildigi siirede

inkiibasyona devam edildi.

5.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Olciilmesi

5.2.2.1. BrdU immiinositokimyasi

Hiicreler lameller iizerinde ekildikten 2 giin sonra PBS ile yikanip metanol ile 5
dakika -20 °C’de fikse edildi. Proliferasyon indeksi tayini i¢in S faza 6zgii BrdU
isaretlemesi kullanildi. Anti- BrdU monoklonal antikoru ile immiinositokimyasal boyama
yapilacak hiicreler, fiksasyon oncesi BrdU (ImM) ile 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. PBS
yikamalarimi takiben hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’st 2N HCI ile 37°C’de 30 dakika
denatiire edildi. Borat tampon ile (pH 8) noétralize edildikten sonra, PBS yikamalarini
takiben spesifik olmayan reaksiyonlart engellemek igin bloking islemi uygulandi
(Histostain Plus Kit, Zymed). Anti-BrdU mouse monoklonal antikoru (NeoMarkers) ile 1
saat oda 1sisinda (1.5/300) inkiibe edildi. Sirasiyla streptavidin ve biyotin-HRP baglh
sekonder antikorlarla 20 dakika inkiibasyon ger¢eklestirildi (Histostain Plus Kit, Zymed).
Aminoetilkarbazol (AEC) kromojeni uygulamasi sonucu olusan spesifik kirmizi renk

reaksiyonu, Olympus BX 50 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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5.2.2.2. PCNA immiinositokimyasi

PCNA immiinositokimyasal incelemesi i¢cin lameller iizerine ekilmis olan hiicreler
metanol ile fikse edildi. Bloking isleminden sonra anti-PCNA primer antikoru 1/300
diliisyonda, oda sicakliginda 1 saat uygulandi. Primer antikor uygulamasini takiben, BrdU

immiinositokimyasinda uygulanan asamalar aynen tekrarlandi.

5.2.3. Apopitozun Olciilmesi

Apopitotik hiicre Oliimiiniin yol ac¢tigft DNA fragmantasyonu in situ TUNEL
yontemi ile Olgiildi. Lameller iizerinde biiyiitillen hiicreler metanol ile 5 dakika fikse
edildi ve equilibrasyon tamponu 2 dakika oda 1sisinda hiicrelere uygulandi. TdT enzimi
reaksiyon tamponu ile kanstirildi ve hiicrelere 1 saat 37 °C’de uygulandi. Anti-
digoksigenin konjugati lamellere oda 1sisinda 30 dakika uygulandi. PBS yikamalarindan
sonra, DAB peroksidaz substrati eklendi ve hematoksilen ile zit boyama yapildi.

Hiicrelerin fotografi Olympus BX-50 11k mikroskobu ile ¢ekildi.
5.2.4. Hiicre Canliiginin Olciilmesi

Hiicre canliligim 6lgmek icin Tripan mavisi boyama yontemi kullanildi. Hiicreler
tripsinize edildikten sonra PBS (9.1 mM Na,HPO4, 1.7 mM NaH,PO4, and 150 mM

NaCl, pH 7.4) icinde %0.04 tripan mavisi i¢eren soliisyonda inkiibe edildi. Tripan mavisini

icine almayan canli hiicreler ve i¢ine alan 6lii hiicreler hemositometrede sayildi.
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6. BULGULAR

6.1. OSTRADIOLUN ISHIKAWA HUCRE CANLILIGI UZERINE
ETKIiSi

Endometriyum kaynakli Ishikawa hiicrelerinde Ostradioliin konsantrasyona bagl
etkilerini inceledik. Ishikawa hiicrelerinde Ostradioliin konsantrasyona bagl hiicre canlilig
tizerine olan etkisi tripan mavisi uygulamasi ile aragtirildi. Tripan mavisini icine almayan
hiicreler canli olarak kabul edildi. Ostradiol, diisiik konsantrasyonda Ostrojen iceren %2
FBS iceren medyumda 0.1pM - 25 pM aras1 konsantrasyonlarda (IC50:5 pM) 24 saat

icerisinde artan oranlarda hiicre oliimiine yol act1 (Sekil 1).
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Sekil 1. Ostradiol, Ishikawa hiicrelerinde konsantrasyona bagh olarak hiicre
oliimiine yol acti. Hiicreler 24 saat artan konsantrasyonlarda stradiol ile inkiibe edildi.
Tripan mavisi almayan canli hiicreler mikroskop altinda hemositometrede sayildi. Her

konsantrasyona karsilik gelen nokta ii¢ ayr1 deneyin ortalamasini gostermektedir.
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%2 FBS iceren medyum kullanilmasinin nedeni, FBS icerisindeki Ostrojen basta
olmak iizere steroid konsantrasyonunu diisiik tutmak, boylece postmenopazal kadinlardaki
diisiik Ostrojen diizeyine benzer bir ortam yaratmakti. %10 FBS iceren medyumda ise
hiicre oliimii gerceklesmedi. Boylece diisiik Ostrojen iceren ortamda, diisiik
konsantrasyonlarda endometriyumda hiicre biiylimesini arttirdig1 bilinen Ostrojenin, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre 6liimiine yol agtigim gosterdik.

Bu bulgular, menopoz sonrasi kadinlardaki diisiik dstrojen varliginda, yiiksek dozda
Ostrojen  verilmesinin endometriyum kanserinin gerilemesine yol acabilecegini

diisiindiirmektedir.

6.2. OSTRADIOLUN ISHIKAWA HUCRE PROLIFERASYONU
UZERINE ETKIiSi

Ishikawa hiicre oliimiine yol agan yiiksek konsantrasyonlardaki ostradioliin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisi olup olmadigimi arastirdik. Hiicre proliferasyonunu, PCNA
ekspresyonunun immiinositokimyasal metodla anti-PCNA antikoru kullanilarak
incelenmesi ile aragtirdik. PCNA ekspresyonu, niikleusda hiicre siklusunun ge¢ G, fazinda
artar ve S-fazinda maksimum diizeye ulasir. PCNA ekspresyon diizeyi hiicre proliferasyon
hizi1 ve DNA senteziyle dogru orantilidir. PCNA, hiicre proliferasyonunun baglatilmasinda
DNA-polimeraza kofaktor olarak kilit rol oynar (9,10). Diisiik FBS (%2) i¢eren medyumda
ostradiol (20 pM) 18 saatte PCNA ekspresyonunu yaklasik %90 oraninda inhibe etti
(Sekil 2a).

Ayrica, Ostradioliin Ishikawa hiicre proliferasyonunu hangi fazda bloke ettigini
saptamak i¢in BrdU inkorporasyonu yontemini kullandik. BrdU, DNA ya hiicre siklusunun
S-fazinda inkorpore olur ve S-faz i¢in belirleyicidir. Diisiik FBS (%2) iceren medyumda
oOstradiol (20 uM) Ishikawa hiicrelerinde BrdU inkorporasyonunu 18 saat icinde yaklagik
990 oraninda inhibe etti (Sekil 2b). BrdU inkorporasyonundaki bu azalma, G,/S fazinda

hiicre siklusunun bloke oldugunu diisiindiirmektedir.
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a)

kontrol astradiol

b)

kontrol gstradiol

Sekil 2. Ostradiol, Ishikawa hiicrelerinde proliferasyonu durdurdu. Hiicreler 18 saat
(A) etanol (kontrol) ya da (B) 20 puM 6stradiol ile inkiibe edildi ve immiinositokimyasal
boyama ile a) PCNA ekspresyonu b) BrdU inkorporasyonu gosterildi.
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PCNA ekspresyonunda ve BrdU inkorporasyonundaki azalma, yiiksek
konsantrasyonlardaki Ostradioliin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek onu izleyen hiicre

Olumiine yol actigimi gosterdi.

6.3. OSTRADIOL ISHIKAWA HUCRELERINDE APOPIiTOTIK
HUCRE OLUMUNE YOL ACTI

Ostradioliin Ishikawa hiicrelerinde neden oldugu hiicre 6liimiiniin nekrotik veya
apopitotik ozellikler tasiyip tasimadigini arastirdik. Bu nedenle TUNEL metodunu
uyguladik. TUNEL metodu ile apopitotik hiicre 6liimiine giden hiicrelerde karakteristik

olarak goriilen DNA fragmantasyonu saptanmaktadir (47).

ostracdiol

Sekil 3. Ostradiol, Ishikawa hiicrelerinde apopitotik hiicre oliimiine neden oldu.
Hiicreler 24 saat (A) etanol (kontrol) yada (B) 20 uM ostradiol ile inkiibe edildi ve TUNEL
ile boyandi. Aynm1 preparatta hematoksilen ile nukleuslar goriintiilendi. TUNEL-pozitif

hiicrelerde koyu kahverengi kromatin yogunlagmasi goriilmektedir.
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Sekil 3B’te goriildiigii gibi 24 saatlik Ostradiol (20 pM) uygulamasi sonucu
TUNEL-pozitif hiicrelerin oran1 zamana bagl olarak artti. Bu da 6stradiole bagl apopitotik
hiicre Olumiinii gostermektedir.  Apopitotik hiicrelerin  igerisindeki kromozom
yogunlagsmast koyu kahverengi olarak goziikkmektedir. Kontrol hiicrelerinde ise

hematoksilen ile boyanmis mavi renkli nukleuslar saglikli olarak goriilmektedir (Sekil 3A).
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7. TARTISMA

Insan endometriyumunun glandular ve stromal komponentleri hormonal kontrol
altindadir. Menstruel siklus sirasinda 6stradiol tarafindan uyarilan proliferasyon, ovulasyon
sirasinda maksimum seyiyeye ulasir (44). Ovulasyondan sonra projesteron, Ostradioliin
uyardig1 endometriyal epitelin hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve hiicrelerin sekretuvar
hiicreler olarak diferansiyasyonunu saglar (45). Implantasyon yoklugunda, steroid
hormonlarin diizeyinin azalmasi mensturasyon olarak bilinen, endometriyal epitelin hiicre
Olumii ile yikimina yol acar (46).

Viicuttaki dogal ostrojenler: Ostron, ostradiol ve Ostrioldiir. Premenopazal
kadinlarda serum Ostradiol diizeyi 200 pg/ml iken postmenapozal kadinlarda 10-15 pg/ml
diir (47). Ostrojen dogrudan ya da biiyiime faktorleri ve sitokinler aracilif1 ile apopitotik
yollar1 inhibe ederek endometriyum hiicrelerinin yasamasi ve c¢ogalmasinmi saglar.
Projesteron ise, uterusu embriyo implantasyonuna hazirlar. Onceleri mensturasyon,
endometriyumun fonksiyonel tabakasinin iskemik nekrozu olarak diisiiniiliirdii. Fakat yeni
elektron mikroskopik calismalarda, gec sekretuvar fazda insan endometriyal epitel
hiicreleri icerisinde apopitotik cisimler goriintiilenmistir (48). Diger bir calismada ise
Ostrojen ve projesteronun hiicre kiiltlir ortaminda aniden azalmasinin proapopitotik bir
protein olan FasL reseptoriiniin membran lokalizasyonunu ve apopitozu uyardigi gosterildi
(1). Hormonlarin bu etkileri hiicre cogalma ve diferansiyasyonu sirasinda hiicre
yasamsallig1 ile apopitoza neden olan sinyal ileti yollar1 arasinda siki bir baglant1 oldugunu
gostermektedir. Endometriyumun icinde bulundugu hormonal ortamin bunda belirleyici
oldugu diistiniilmektedir. Menstruel siklusun geg folikiiler fazinda oldugu gibi 6strojen ve
projesteronun birden azalmasi endometriyal hiicrelerin apopitozuna yol agcmaktadir.

Asemptomatik postmenoposal kadinlarin yarisindan fazlasi difiiz veya lokal sekilde
zayif proliferatif endometriyuma sahiptir. Bu durum, ER’lerinin var olduguna ve siirekli
diisiik dozda strojen uyarist varhiginda tiimor gelisme olasiligi olduguna isarettir. Atrofik
endometriyumdan gelisen iyi diferansiye endometriyal karsinomlarin, bu tiir zayif
proliferatif endometriyal salgi bezlerinden gelistigi diisiiniilmektedir. Geri kalan
asemptomatik postmenoposal endometriyum atrofik ve inaktiftir, proliferatif veya
sekretuvar aktivite goOstermez. Endometriyal adenokarsinomlarin, ya hiperplastik

endometriyumda oldugu gibi asir1, ya da zayif proliferatif endometriyal salgi bezlerinde
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oldugu gibi diisik ve wuzun siireli Ostrojenik uyarnn varliginda gelisebilecegi
varsayllmaktadir (49).

Endometriyal kanser kadin iireme organlarinin en sik karsilasilan kanserlerinden
biridir ve kadinlarda goriilen dordiincii siradaki kanserdir (50). Endometriyal kanser
olusmasinda ostrojenin en nemli risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Ostrojen uterus
icin potent bir mitojendir ve hormon replasman tedavisi (HRT) gibi uzun siireli diisiik
dozda 6strojen tedavisinin kanser riskini arttirdig1 bilinmektedir (51).

Bu calismamizda iyi diferansiye olmus endometriyal kanser hiicre soyu olan
Ishikawa hiicrelerinde yiiksek konsantrasyondaki 6stradiole bagl hiicre 6liimii karakterize
edildi. ER ve PR iceren bu hiicrelerde yiiksek konsantrasyonda dstradioliin diisiik serum ve
Ostrojen iceren ortamda hiicre 6liimiine yol acgtig1 ve bunun apopitotik 6zellikler gosteren
bir hiicre 6lim tipi oldugu gosterildi. Bu calismanin sonuclari, yiiksek doz Ostrojenin
menapoz sonrast azalan hormonlarin asir1 hassas hale getirdigi endometriyumdaki ER’leri
araciligi ile apopitoza yol agabilecegini veya postmenopozal kadinlarda ortaya ¢ikan anti-
hormonal tedaviye direngli endometriyal tiimorleri geriletebilecegini diisiindiirmektedir.
Ostrojenin beklenmedik sekilde apopitoza yol actigi meme kanserlerinde bildirilmisti (2-
4), ve bu etkinin mekanizmasinin meme kanserlerinde c-jun NH,-terminal kinaz (JNK)
aktivasyonu aracili sinyal ileti yolu aracilifi ile oldugu bildirilmistir (5).

Apopitoz, ya da programlanmis hiicre Oliimii, organlarin gelisme ve
homeostazisinde onemli, gen diizeyinde olusan aktif bir hiicre intihar1 mekanizmasidir.
Insan kanserlerinin apopitoza duyarliigimi arttiracak tedavi yontemleri iizerine yogun
aragtirmalar yapilmaktadir. Antihormonal tedaviler, tamoksifen gibi, meme kanser
tedavisinde kullanildiginda endometriyum kanser riskini arttirmaktadir (52). Bu nedenle,
hem meme, hem de endometriyum kanserlerine karsi aynmi antikanser etkiyi goOsteren
terapotik yaklasimlarin bulunmasi 6nem kazanmaktadir. Bu calismada, endometriyal
kanser kaynakli Ishikawa hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda dstrojen verildiginde hizla
apopitotik hiicre oliimiine gittigini gordiik. Yukarida da degindigimiz gibi, yliksek doz
ostrojen meme kanserlerinde de antiproliferatif ve apopitotik etkiye sahiptir. Bu agidan,
yiiksek konsantrasyonda Ostrojenin hem meme, hem de endometriyum kanserlerinde ayni
antikanser etkiyi gostermesi onemlidir. Yiiksek konsantrasyonda Ostrojenin apopitotik ve
antiproliferatif ~etkisinin molekiiller mekanizmalarim1 agiga c¢ikarmak, meme ve

endometriyum kanser tedavisinde yeni terapotik hedeflerin bulunmasina yol acabilecektir.
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Calismamizda gosterdigimiz bu bulgular, postmenapozal kadinlarda yiiksek dozda
Ostrojen tedavisinin meme kanserinde oldugu gibi (2-6) endometriyum kanserlerini de
onleyebilecegini akla getirmektedir. Meme kanseri olan postmenapozal kadinlarda
Diethylstilbestrol (DES) veya ethinyl ostradiol ile yapilan hormon tedavisinin timor
gerilemesine yol agtig1 bilinmektedir (2-6). Bu durum, uzun siire 6strojen yoklugunda,
tiimor hiicrelerinin yiiksek doz 6stradioliin proapopitotik etkisine duyarl hale gelmesi ile

aciklanmigtir.

Ostrojen pek cok hiicresel fonksiyonu etkileyen steroid bir hormondur. Ostrojenin
uyardig1 klasik genomik sinyal ileti yolu, Ostrojenin ER’ne baglanip dimerize olmasi ve
Ostrojenin etkiledigi genlerin promoter bolgesindeki Ostrojene cevap veren elemente
baglanmasidir (53). Ostrojen ayrica, hizli ve genomik olmayan olaylari ¢esitli membrana
bagh sinyal ileti yollarim1 aktive ederek regiile edebilir (54). Bizim calismamizdaki
Ostrojene bagli uzun siirede olusan etkiler daha ¢ok Ostrojenin uyardigi klasik genomik
yolu diisiindiirmektedir. Yine de, ostradioliin baz1 metabolitlerinin uzun siire inkiibasyon
boyunca birikerek ER’ne bagli olmadan bu sitotoksik etkiye yol actigi diisiiniilebilir.
Ostradioliin bir endojen metaboliti olan 2-methoxyestradiol (2-ME)’iin baz1 kanser
tiirlerinde antiproliferatif ve sitotoksik etkisi oldugu bildirilmistir (55). Ostrojenin dogal
metaboliti olmasina ragmen 2-ME, ER’ne ¢ok zayif olarak baglanir, bu nedenle 2-ME’nin
antikanser etkilerinin ER’ne bagli olmadig diistiniilmektedir (56). Bu calismamiz, meme
kanserinde daha ©Once gosterildigi gibi (5), yiliksek doz Ostrojenin endometriyumdaki
etkilerinin ER’ne bagli oldugunu diisiindiirse de, Ostrojenin endometriyumda yarattigi bu

etkilerin molekiiler mekanizmalarinin daha ileri arastirilmasi gerekecektir.
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8. SONUC

¢ Endometriyum, kadinlarin reproduktif hayatlart boyunca siirekli degisen ve yogun
proliferatif aktiviteye sahip bir dokudur.

e Menapozdan sonra endometriyum dokusu overlerin fonksiyonunun azalmasi sonucu
atrofiye ugrar. Bu durumda, fonksiyonel tabaka kaybolur, endometriyal salg1 bezleri
kistik bir sekil alir, proliferatif ve salgi fonksiyonlarin1 kaybederler ve sonugta
endometriyal stroma fibr6z dokuya doniisiir.

e Paradoksal olarak, endometriyal adenokarsinomlarin ¢ogu bu atrofik zeminde gelisir,
%20 gibi az bir boliimii ise hiperplastik endometriyumda gelisir. Bu durum,
postmenopozal endometriyumun, atrofik olmasina ragmen, diisiitk dozdaki dstrojenik
uyariya zayif bir proliferatif aktivite ile cevap verdigini gostermektedir.

e HRT ile verilen diisiik doz dstrojenin de postmenopozal kadinlarda uterus karsinoma
riskini arttirdig bilinmektedir.

® Bu c¢alismamizda, iyi diferansiye olmus endometriyal kanser hiicre soyu olan
Ishikawa hiicrelerinde Ostradioliin konsantrasyona bagli olarak hiicre yasamsalligi ve
proliferasyonu iizerine olan etkileri incelendi.

¢ ER ve PR igeren bu hiicrelerde, yiiksek konsantrasyonda Ostradioliin postmenopozal
kadinlarda oldugu gibi diisiik Ostrojen igeren ortamda, hiicre proliferasyonunun
azalmasina ve hiicre 6liimiine yol ac¢tif1 ve bunun apopitotik 6zellikler gosteren bir
hiicre 6liim tipi oldugunu gosterdik.

e Hiicresel diizeyde endometriyum kaynakli hiicrelerde ilk olarak gosterdigimiz bu
etki, postmenapozal kadinlarda yiiksek doz Ostrojenin meme kanserinde oldugu gibi

endometriyum kanserlerini de geriletebilecegini diisiindiirmektedir.
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