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SİMGE VE KISALTMALAR 
 
 
 

Apaf-1   : Apopitoz aktive edici faktör-1 

ATP  : Adenozin tri fosfat 

BrdU  : 5- bromo2’-deoksi-üridin 

Cdk  : Siklin bağımlı kinaz 

ER   : Östrojen reseptörü 

EREs   : Östrojene duyarlı elementler 

ERK   : Ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz 

FBS   : Fetal sığır serumu 

FSH  : Folikül uyaran hormon 

G1   : Hücre siklusu birinci büyüme fazı 

G2   : Hücre siklusu ikinci büyüme fazı 

GnRH  : Gonodotropin salgılatıcı hormon 

HRT   : Hormon replasman tedavisi 

JNK   : c-jun NH2-terminal kinaz    

M   : Hücre siklusu mitoz fazı 

PCNA   : Prolifere hücre nükleer antijeni 

PI3K    : Fosfatidil inositol- 3 kinaz 

P   : Projesteron reseptörü 

S   : Hücre siklusu sentez fazı 

SHBG   : Seks hormon bağlayan globulin       

TNF-α  : Tümör nekroz faktör alfa 

TUNEL  : Terminal deoksinükleotidil-transferaz-aracılı  

                                                  deoksiüridin trifosfat-digoksigenin in situ   nick-end işaretleme                                                                  
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1. ÖZET 

 

Östrojenin insan uterusunda endometriyal hücrelerin büyüme ve gelişmesini 

uyardığı bilinmektedir. Östrojenin endometriyal hücreler üzerindeki etkilerini karakterize 

etmek için iyi diferansiye insan endometriyal kanserinden üretilmiş Ishikawa hücre soyunu 

kullandık. Önce 17-β-östradiol (östradiol)’ün hücre yaşamsallığı üzerine olan etkisini 

tripan mavisi alma deneyi ile test ettik. İlginç olarak, fizyolojik serum düzeyinin üstündeki 

östrojen konsantrasyonlarında, östradiol (1-25 µM) düşük serum ortamında Ishikawa 

hücrelerinde konsantrasyona bağlı hücre ölümüne yol açtı. İmmünositokimyasal boyama 

ile gösterilen prolifere hücre nükleer antijeni (PCNA) ekspresyonu ve 5- bromo2'-deoksi-

üridine (BrdU) inkorporasyon testleri benzer konsantrasyonlardaki östradiolün hücre 

büyümesini inhibe ettiğini ortaya koydu. Ayrıca, terminal deoksinukleotidil-transferaz-

aracılı deoksiüridin trifosfat nick-end işaretleme (TUNEL) analizi ile östradiol tarafından 

uyarılan hücre ölümünün apopitozun karakteristik belirtileri olan sitoplazma çekilmesi, 

kromatin yoğunlaşması, ve DNA fragmantasyonu gösterdiğini ortaya koyduk. 

Bulgularımıza göre, östradiolün yüksek  konsantrasyonlarda, menopozdaki düşük 

östrojen içeren ortamı taklit eden düşük serum ortamında Ishikawa hücrelerinde apopitoza 

yol açması, yüksek  konsantrasyonlarda östrojenin postmenopazal kadınlarda oluşan 

hormona bağlı endometriyum kanserinin gerilemesine neden olabileceğini ortaya koydu. 
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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-β-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 µM)  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.  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Endometriyum, yapı ve fonksiyonlarında steroidlere bağlı siklik değişiklikler 

gösterir. Proliferatif ve sekretuvar fazlardan sonra steroid desteği kesilir ve uterus epiteli 

endometriyal hücrelerin apopitoza uğraması sonucu yıkılır. İnsan endometriyumunda 

apopitozun hızı ve oranı serumdaki östrojen ve projesteron düzeyi ile ilgilidir. Apopitoz, 

doku homeostazisini sağlamada kritik bir rol oynayan ve fonksiyonel olmayan hücrelerin 

elimine edilmesini sağlayan fizyolojik bir mekanizmadır. Uterus, hormon değişikliklerine 

yanıt olarak endometriyal hücre çoğalması ve apopitozu içeren sürekli bir siklus 

içerisindedir. Bu steroidlere bağlı siklus değişiklikleri uterusu gebeliğe hazırlar. Gebelik 

olmadığında proliferatif ve sekretuvar faz sonrası steroid desteği kalkar ve endometriyum 

yıkılır. Daha önce mensturasyonun endometriyum hücrelerindeki iskemik nekroza bağlı 

olduğu düşünülse de, yakın tarihteki çalışmalar endometriyumda apopitoz oluştuğunu 

göstermişlerdir (1). Genellikle bilinen östrojen ve projesteronun, östrojen reseptörü (ER) 

ve projesteron reseptörü (PR) eksprese eden hücrelerde proliferasyonu uyardığı ve hücre 

ölümünü engellediği yönündedir. İn vitro hücre kültür çalışmalarında da ortamdan östrojen 

ve/veya projesteron çekildiğinde hücre ölümü gerçekleştiği bilinmektedir. Östrojene bağlı 

hücre proliferasyonunun artması, özellikle hormon replasman tedavisi (HRT) uygulanan 

postmenapozal kadınlarda endometriyum kanserinin artmasına neden olmaktadır. 

Benzer şekilde, ER-pozitif insan meme kanser hücreleri proliferasyon için östrojene 

gerek duyar ve östrojen yokluğunda apopitotik hücre ölümüne uğrarlar. Yakın zamanda 

yapılan bazı çalışmalar, yoğun olarak anti-hormonal tedavi sonrasında direnç gelişen 

meme kanser hücrelerinde östrojenin hücre ölümüne yol açtığını bildirilmektedir (2-6). Bu 

durum, postmenopozal kadınlarda var olan düşük östrojen düzeyinde tümör hücrelerinin 

östrojene hipersensitivite geliştirmeleri olarak açıklanmaktadır (7). Bu çalışmanın amacı, 

östrojenin endometriyumdaki konsantrasyona bağlı etkilerini görmek ve bu etkileri 

düzenleyen moleküler mekanizmaları ortaya çıkarmaktı. İn vitro model olarak iyi 

diferansiye olmuş insan endometriyal kanser hücre soyu olan Ishikawa hücrelerini 

kullandık. 
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4. GENEL BİLGİLER  

 

 

4.1. HÜCRE PROLİFERASYONU 

 

4.1.1.  Hücre Siklusu 

        

  Hücre proliferasyonu organizmanın büyüme, gelişme ve DNA  replikasyonunu 

içeren sonunda ise genetik materyal bakımından benzer iki yeni hücrenin oluştuğu bir 

işlemdir. Bu işlem dört farklı evreye ayrılır. DNA replikasyonun gerçekleştiği sentez (S) 

fazı ve mitoz (M) evresi en önemlileri olarak kabul edilir. S evresi tamamlanmadıkça M 

evresine geçiş gerçekleşmez ve böylece organizmanın genom bütünlüğü korunmuş olur 

(8). 

 Birinci büyüme (G1) evresi: En uzun evredir. Bu evrede hücre, RNA ve protein 

sentezler DNA sentezi için hazırlık yapılır. S evresi: DNA sentezinin gerçekleştiği evre 

olup protein sentezi bu evrede de devam eder. İkinci büyüme (G2) evresi: DNA sentezi 

tamamlanmıştır. RNA ve protein sentezi sürmektedir. M evresi: Genetik içeriği  aynı  iki 

yeni hücrenin meydana geldiği evredir. Bir evreden bir diğerine geçiş hücre siklusu kontrol 

noktaları aracılığıyla gerçekleşir (8). Hücre siklusunun kontrolü 3 evrede yapılır bunlar; 

G2, G1 ve M evresi kontrol noktalarıdır. Bu noktalar G1 evresinde S evresine geçişten önce, 

G2 evresinde M evresine geçişten önce, M evresinde ise metafaz sona ermeden önceki 

süreçte rol almaktadır. 

 

4.2. HÜCRE PROLİFERASYONUNUN GÖSTERİLMESİ 

 

4.2.1. PCNA  Ekspresyonu 

  

PCNA evrim süreci boyunca iyi korunmuş 36 Kd ağırlığında asidik nükleer bir 

protein olup hücre replikasyonunda ve DNA onarımında rol alır (9,10). DNA polimeraz 

deltanın fonksiyon görmesi için gereklidir. PCNA genel olarak mitotik siklusun geç G1 ve 
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S fazında eksprese edilir (11). PCNA p21 proteinine bağlanarak hücre siklusunun 

kontrolünde de görev alır (12). 

 

4.2.2. BrdU İnkorporasyonu 

  

 BrdU, DNA’ya inkorpore olan ve BrdU spesifik monoklonal  antikorlarıyla 

gösterilen bir proliferasyon belirtecidir. 1970’li yıllardan beri izole kromozomlarda, hücre 

ve dokularda DNA sentezinin gösterilmesinde kullanılmaktadır (13). BrdU’nun 

belirlenebilmesi için DNA’nın önce enzimlerle denatüre edilmesi gereklidir. Denatürasyon 

işleminden sonra BrdU DNA’ya inkorpore olur ve immünositokimyasal olarak 

gösterilebilir (14).  

 

4.3. APOPİTOZ 

 

Programlanmış hücre ölümü, veya apopitoz, fizyolojik bir hücre yıkım işlemidir. 

Apopitoz çok hücreli organizmalarda gelişim, homeostasizin devamlılığı ve immün 

savunmada önemli rol oynar. Bu sistemin bozulması kanser, otoimmün hastalıklar, 

nörodejeneratif rahatsızlıklar ve iskemik hasarlara neden olur (15). 

  İki tip hücre ölümü vardır, apopitoz ve nekroz (15,16). Nekroza uğrayan hücreden 

çevreye yayılan kemotaktik maddeler sonucunda bir inflamatuar cevap oluşur. Apopitozda 

ise kemotaktik madde salınımı olmaz dolayısıyla inflamatuar cevap oluşmaz (15-17). 

Apopitoz dokularda tek tek hücre kaybına neden olur. Apopitoz ve mitoz hücrede bir 

denge halindedir. Bazı organların biyolojik gelişimleri esnasında sürekli çoğalan hücre 

gruplarında hücre sayısının dengelenmesi için hücre sayısının azaltılmasında apopitoz 

gözlenir. 

  Fiziksel ve toksik etkilere maruz kalan dokularda da apopitoz gözlenebilmektedir. 

Apopitozun gözlendiği başlıca olaylar: fetusun implantasyonu, organogenesis ve 

metamorfozda (18), menstrual siklusta (19), tümör hücrelerinin ölümü, radyasyon, travma, 

hipoksi, anti kanser ilaçlar gibi dış etmenler (20).  
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4.3.1. Apopitotik Hücrelerin Morfolojik Özellikleri 

 

Apopitoza uğrayan hücrede yüzey farklılaşmaları ortadan kalkar ve komşu 

hücreler ile olan iletişimi kesilir. Apopitotik hücrelerin sitoplazması daha yoğun ve hücre 

boyutu komşu hücrelere göre daha küçüktür (17). Kromatin yoğunlaşır ve DNA apopitotik 

hücrelere özgü merdiven şeklinde bantlaşmalar gösterir. Hücrede yüzeye doğru 

tomurcuklanmalar olur. Bu tomurcuklar sitoplazmik parçalar içeren zarla sarılı  apopitotik 

cisimcikleri meydana getirir (20). Apopitotik hücrelerde gözlenen bu değişimler esnasında 

fosfotidilserin açığa çıkar. Normal hücrelerde fosfotidilserin mebranın iç yüzeyinde 

bulunur. Apopitotik hücrelerde ise membranın dış yüzünde yer alır ve fagositik hücreler 

için sinyal görevi görür (20, 21). 

 

4.3.2. Apopitozun Mekanizmaları 

  

Apopitotik sinyal ağının elemanları genetik olarak kodlanır ve  genel olarak 

nükleuslu hücrelerde yer alıp ölüm uyaranlarını aktive etmek için hazır bulunur (21,22). 

Apopitoz hücre içi ve hücre dışı birçok çeşitli uyaran ile tetiklenebilir. Örneğin apopitotik 

aktivatörlerin hücre yüzey reseptörlerine bağlanması, DNA onarım mekanizmasındaki 

eksikliklerden  kaynaklanan DNA hasarları, sitotoksik ilaç tedavileri, hatalı hücre siklus 

sinyalleri gibi.                                                                                                             

Apopitoz hücre içi proteolitik kaskad tarafından regüle edilir. Bu kaskad sistein 

proteazların kaspaz ailesidir ve hücre içi proteinleri etkiler. Bugüne kadar 14 adet memeli 

kaspazı tanımlanmış olup kapsaz 11 ve kaspaz 12 sadece farede belirlenmiş insandaki 

karşılığı bulunamamıştır (23).  

Hücrede kaspazlar inaktif zimojen formda prokaspaz olarak sentez edilir ve yapısal 

olarak 3 alt üniteden meydana gelir. N terminal uç, büyük ve küçük alt ünitelerdir. 

Matürasyonda prokaspazlar büyük ve küçük üniteleri arasında proteolitik olarak işlenir ve 

sonrasında iki küçük, iki büyük ünite heterotetromerik aktif kaspaz formunu oluşturur.   

Apopitozun oluşumunda 3 farklı yol vardır. Mitokondri/Sitokrom-C aracılı apopitoz, 

dış sinyaller yolu ile apopitoz, endoplazmik retikulum aracılı apopitoz. 
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4.3.2.1. Mitokondri/Sitokrom –C Aracılı Apopitoz Oluşumu 

      

   Mitokondri ATP sentezi için sitokrom – c içerir. Mitokondri tarafından kontrol 

edilen apopitotik proteaz aktive edici faktör  (Apaf-1) ve kaspaz-9 bu yolda etkilidir (24). 

Apopitotik uyaranlar ile mitokondriden salınan sitokrom-c kaspaz- 9’un aktive olmasında 

rol alır (25, 26). Ko-faktör nükleoid trifosfat (d-ATP ve ATP ) ile sitokrom- c ve 7 adet 

Apaf-1 molekülü birleşerek apoptozom yapısını oluşturur ve  prokaspaz -9’u aktive eder. 

Aktive kaspaz-9 ise kaspaz-3’ü aktive eder ve diğer kaspaz kaskadının tetiklenmesini 

sağlayarak apopitozu başlatır. 

 

4.3.2.2. Dış Sinyallerle Apopitoz Oluşumu 

 

Ölüm aktivatörlerinin ( Fas-L) ve tümör nekroz faktör (TNF)’ün hücre yüzeyinde yer 

alan Fas ve TNF reseptörlerine bağlanmasıyla sitoplazmaya kaspaz -8’i aktive eden 

sinyaller gönderilir. Aktive kaspaz-8 de kaspaz kaskadını tetikleyerek apopitoz oluşturur 

(27,28). 

 

4.3.2.3.  Endoplazmik Retikulum Aracılı Apopitoz Oluşumu 

 

Endoplazmik retikulum, hücre içi kalsiyum deposu olarak görev alır (29). Kaspaz-12 

ER membranında yer alır ve bu yolla oluşan apopitozda gerekli bir kaspazdır. Hücre 

içindeki artan kalsiyum seviyesi kaspaz-12’nin aktive olmasına neden olur ve kaspaz-9 ile 

etkileşerek kaspaz kaskadını aktive eder (30). 

  

4.4. APOPİTOZUN GÖSTERİLMESİ 

 

4.4.1 TUNEL Yöntemi 

 

 Apopitozun belirlenmesinde TUNEL kullanılan yöntemlerden biridir. Bu yöntem 

DNA kırıklarının in situ olarak belirlenmesini sağlar. Parafin bloklar, donmuş kesitler, 

kültürü yapılmış  solusyon halindeki lamellere ekilmiş hücrelerde apopitozun 

belirlenmesinde kullanılır. Apopitotik sinyaller DNA üzerinde kırıklar oluşturur. Açığa 
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çıkan DNA kırıklarının serbest 3'-OH uçlarına terminal deoksiuridin trifosfatlar (TdT), 

terminal deoksinükleotidil transferaz (TdTaz) aracılığıyla eklenir. Eklenen uçların 

uzunlukları dUTP konsantrasyonlarının miktarına göre değişebilir. DNA fragmanları 

digoksigenin ile işaretlenir. İşaretlenmiş deoksinükleotidler anti-digoksigenin-HRP 

(horseradish  peroksidaz) konjugatı ile belirlenir. Konjugat diaminobenzidin ile reaksiyona 

girer ve çözünmeyen bir substrat oluşturur, apopitotik hücrelere özgü görüntü ışık 

mikroskobuyla izlenir. 

 

4.4.2. DNA Ladder Yöntemi 

 

DNA ladder yöntemi apopitotik hücrelerde gözlenen DNA fragmanlarının 

belirlenmesi amacıyla kullanılır. Apopitotik uyaranlar ve hücre aracılı sitotoksite genomik 

DNA’nın  fragmantasyonuna neden olur. DNA’daki bu fragmanların oluşumunda Ca 2+     

ve Mg 2+  bağımlı endonükleazlar aktivite gösterir. Apopitozda bu hücresel endonükleazlar 

DNA’yı internükleozomal bölgelerden kırar ve uzunlukları 180-200 baz çifti arasında 

değişen fragmanlar oluşturur. Apopitotik hücrelerin DNAları izole edilip bu DNAlar 

agoroz jel elektroforezinde incelendiğinde merdiven görüntüsü ortaya çıkar. Bu merdiven 

görüntüsü apopitotik hücrelerin en belirgin özelliği olup nekrozdan farklarından biridir. 

 

4.5. ENDOMETRİYUM PROLİFERASYONUNU ETKİLEYEN 

FAKTÖRLER 

 

4.5.1. Endometriyum ve Hormonal Kontrolü 

  

Uterus duvarı üç tabakadan oluşur: iç yüzeyi döşüyen endometriyum, kalın düz kas 

tabakasından oluşan myometriyum, en dıştaki tabaka ise perimetriyumdur. Endometriyum 

yüzeyi prizmatik tek katlı silli epitel ile astarlanmıştır. Epitel tabakasının altında uterus 

bezlerini içeren lamina propria yer alır. Endometriyumun üst 2/3’lük bölümü fonksiyonel 

tabaka alttaki 1/3’lük kısmı ise bazal tabaka adını alır. Menstrual siklusta dökülen 

fonksiyonel tabaka bazal tabaka tarafından yenilenir. Menstrual siklusta uterus 

endometriyumu proliferatif evre, sekratuvar evre ve menstrual evreden  oluşan 3 aşamadan 

geçer. Proliferatif evrede östrojen  sekratuvar evrede ise projesteron hormonu hakimdir.       
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 Östrojen hormonunun etkisiyle endometriyum epitel ve stroma hücrelerinde mitoz 

ve vaskülarite artar. Proliferasyon ile endometriyum kalınlığında artış ve hiperplazi 

gözlenir. Sekratuvar evrede ise projesteron hormonuyla endometriyum hücreleri salgı 

yapabilme özelliğine sahip hücrelere dönüşür. Reprodüktif dönemdeki kadınlarda 

menstrual siklus süresince endometriyumda morfolojik değişiklikler gözlenir. Bu 

değişiklikler over seks steroid hormonlarınca kontrol edilen hücre proliferasyonu, 

sekresyon ve endometriyum hücrelerinin dökülmesidir (31). 

 

4.5.1.1. Östrojen Hormonu 

 

 18 C’lu steroidlerdir. Üç tane östrojen hormonu bulunmaktadır. Etki derecesine göre 

östradiol (E2) > östron (E1) > östriol (E3)’dür. Premenopozal dönemde primer olarak over 

postmenopozal dönemde ise adrenal korteks önemli kaynaktır. Overlerde matür 

folikülünün granüloza hücreleri tarafından sentezlenir. Plazmada seks hormon bağlayıcı 

globuline (SHBG) bağlı olarak taşınırlar. Karaciğerde sülfirik asit ve glukorinik asit ile 

inaktive edilirler. Endometriyumda mitozu, vaskülarinizasyonu arttırır. Endometriyumun 

kalınlığı artar ve hiperplazi gelişir. 

 

4.5.1.2. Östrojen Reseptörleri ve Sinyal İleti Yolları 

  

Östrojen reseptörü alfa (ER-α) ve östrojen reseptörü beta (ER-β) olmak üzere iki 

adet reseptör belirlenmiştir. Er-α ve Er-β  benzer büyüklük ve yapısal özelliklere sahiptir 

(32). Hormon-östrojen reseptör kompleksi, dimerize olduktan sonra ER-bağlı genlerin 

promotörlerindeki östrojene duyarlı elemente (EREs) bağlanır. Bu reseptörlerin biyolojik 

aktiviteleri dimerizasyonlarına bağlı olarak değişir. DNA bağlanmasından sonra ko-

aktivatör moleküllerini bağlar ve bu moleküller hedef genlerin transkripsiyonunu arttırırlar 

(33). En iyi karakterize edilmiş ER koaktivatörleri p160, steroid reseptör koaktivatör ve 

p300/CBP ailesinin üyeleridir. Koaktivatörler hedef genin promotöründe kromatinin 

yapısını değiştirerek fonksiyon görebilirler. Transkripsiyonel yeterlilik kromozomal histon 

proteinlerinin N- terminal bölgelerinin asetillenmesiyle ilişkilidir. Sonuçta protein–DNA 

bağı destabilize olur ve kromatin dekompaksiyonu gerçekleşir (34). ER aktivitesi için 

koaktivatörler histon asetil transferaz gibi görev alırlar. 
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 Bir diğer yandan membran aracılı ER, büyüme faktörleri MEK/ERK ve PI3 –kinaz 

gibi sinyal ileti yollarını aktive edilebilir. Böylece genomik olmayan etkileri başlatılabilir 

(35, 36).  

 

 

4.5.2. ENDOMETRİYUM KANSERİ 

  

Ovaryum, endometriyum ve serviks kanserleri kadınlarda görülen tüm kanserlerin 

yaklaşık % 13’ünü oluşturur (37). Endometriyum kanseri kadınlarda görülen en sık 

dördüncü kanserdir (38).  

 Endometriyum kanserinin ortaya çıkmasında iki farklı yol bilinmektedir. Birincisi, 

postmenopozal dönemde  kullanılan östrojen başlangıçta hiperplaziye, sonra kompleks 

hiperplaziye ve atipik hiperplaziye dönüşerek endometriyum kanserini geliştirebilir (39). 

İkinci yol ise östrojene bağlı olmadan  gelişen kanserlerdir (40). Östrojen bağımlı bir 

durum olması nedeniyle endometriyal hiperplazi için kabul edilen risk faktörleri, 

endometriyal kanser riskleriyle aynıdır. Endometriyum kanserlerinde en çok risk faktörü 

karşılıksız uzun süreli kullanılan östrojendir. Östrojen endometriyum hücrelerindeki 

mitotik aktiviteyi arttırarak kansere neden olur. Östrojenin endometriyum üzerindeki 

proliferatif etkisinin projesteronla bloke edilmesi mümkündür. Projesteron mitotik 

aktiviteyi azaltır. Endometriyumdaki östrojen reseptörü konsatrasyonunu azaltır. 

Östradiolün daha az etkili östrona metabolize olmasını tetikler (41).  

 

4.6. ISHIKAWA HÜCRE SOYLARI 

  

Ishikawa hücreleri iyi diferansiye olmuş endometriyal kanser hücreleridir. İlk 

endometriyum hücre serileri olan HEC-1 hücreleri 1968 yılında Kuramato tarafından 

geliştirilmiştir (42). En iyi karakterize edilmiş endometriyal hücre serileri ise Ishikawa 

hücreleridir. ER ve PR taşırlar. Bu özellikleri ile insan endometriyum epitelinin hormonal 

düzenlenmesi çalışmaları için mükemmel bir model oluşturur. Aynı zamanda östrojene 

bağımlılık göstermemelerinden dolayı, östrojen içermeyen ortamlarda gelişimlerini 

sürdürebilirler. 
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KİMYASALLAR  

 

1) 17-β-estradiol, Sigma 

2) NaCl, Atabay AT091-950 

3) Na2HPO4, Riedel-de Häen 81890 

4) NaH2PO4, Riedel-de Häen 8210A 

5) HCl, Merck K23226314 632 

6) DMEM, Sigma D5546 

7) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658 

8) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-IC 

9) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C 

10) Fetal Sığır 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 YÖNTEMLER 

 

5.2.1. Hücre Kültürü 

 

İyi diferansiye endometriyum tümöründen elde edilmiş hücre soyu olan Ishikawa 

hücreleri, ısı ile inaktive edilmiş %10 fetal sığır serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 

unite/ml penisilin G, 100 µg/ml streptomisin) içeren Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium/F12 medium içinde 37 oC de %5 CO2 ve %95 hava içeren nemli inkübatörde 

büyütüldü. Düşük östrojen içeren %2 FBS’a sahip medyumda yapılan deneylerde hücreler 

4 saat önce bu medyuma alındı ve östradiol ile her deney için belirtildiği sürede 

inkübasyona devam edildi. 

 

5.2.2. Hücre Proliferasyonunun Ölçülmesi 

 

5.2.2.1. BrdU İmmünositokimyası 

  

 Hücreler lameller üzerinde ekildikten 2 gün sonra PBS ile yıkanıp metanol ile 5 

dakika -20 ºC’de fikse edildi. Proliferasyon indeksi tayini için S faza özgü BrdU 

işaretlemesi kullanıldı. Anti- BrdU monoklonal antikoru ile immünositokimyasal boyama 

yapılacak hücreler, fiksasyon öncesi BrdU (1mM) ile 1 saat 37oC’de inkübe edildi. PBS 

yıkamalarını takiben hücrelerin çift zincirli DNA’sı 2N HCl ile  37oC’de 30 dakika 

denatüre edildi. Borat tampon ile (pH 8) nötralize edildikten sonra, PBS yıkamalarını 

takiben spesifik olmayan reaksiyonları engellemek için bloking işlemi uygulandı 

(Histostain Plus Kit, Zymed). Anti-BrdU mouse monoklonal antikoru (NeoMarkers) ile 1 

saat oda ısısında (1.5/300) inkübe edildi. Sırasıyla streptavidin ve biyotin-HRP bağlı 

sekonder antikorlarla 20 dakika inkübasyon gerçekleştirildi  (Histostain Plus Kit, Zymed). 

Aminoetilkarbazol (AEC) kromojeni uygulaması sonucu oluşan spesifik kırmızı renk 

reaksiyonu,  Olympus BX 50 ışık mikroskobunda değerlendirildi. 
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5.2.2.2. PCNA İmmünositokimyası 

  

PCNA immünositokimyasal incelemesi için lameller üzerine ekilmiş olan hücreler 

metanol ile fikse edildi. Bloking işleminden sonra anti-PCNA primer antikoru 1/300 

dilüsyonda, oda sıcaklığında 1 saat uygulandı. Primer antikor uygulamasını takiben, BrdU 

immünositokimyasında uygulanan aşamalar aynen tekrarlandı. 

 

5.2.3. Apopitozun Ölçülmesi 

 

Apopitotik hücre ölümünün yol açtığı DNA fragmantasyonu in situ TUNEL 

yöntemi ile ölçüldü. Lameller üzerinde büyütülen hücreler metanol ile 5 dakika fikse 

edildi  ve equilibrasyon tamponu 2 dakika oda ısısında hücrelere uygulandı. TdT enzimi 

reaksiyon tamponu ile karıştırıldı ve hücrelere 1 saat 37 °C’de uygulandı. Anti-

digoksigenin konjugatı lamellere oda ısısında 30 dakika uygulandı. PBS yıkamalarından 

sonra, DAB peroksidaz substratı eklendi ve hematoksilen ile zıt boyama yapıldı. 

Hücrelerin fotoğrafı  Olympus BX-50 ışık  mikroskobu ile çekildi. 

 

5.2.4. Hücre Canlılığının Ölçülmesi 

 

Hücre canlılığını ölçmek için Tripan mavisi boyama yöntemi kullanıldı. Hücreler 

tripsinize edildikten sonra  PBS (9.1 mM Na2HPO4, 1.7 mM NaH2PO4, and 150 mM 

NaCl, pH 7.4) içinde %0.04 tripan mavisi içeren solüsyonda inkübe edildi. Tripan mavisini 

içine almayan canlı hücreler ve içine alan ölü hücreler hemositometrede sayıldı. 
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6. BULGULAR 

 

 

6.1. ÖSTRADİOLÜN  ISHIKAWA HÜCRE CANLILIĞI ÜZERİNE 

ETKİSİ 

  

Endometriyum kaynaklı Ishikawa hücrelerinde östradiolün konsantrasyona bağlı 

etkilerini inceledik. Ishikawa hücrelerinde östradiolün konsantrasyona bağlı hücre canlılığı 

üzerine olan etkisi tripan mavisi uygulaması ile araştırıldı.  Tripan mavisini içine almayan 

hücreler canlı olarak kabul edildi. Östradiol, düşük konsantrasyonda östrojen içeren %2 

FBS içeren medyumda 0.1µM - 25 µM arası konsantrasyonlarda (IC50:5 µM) 24 saat 

içerisinde artan oranlarda hücre ölümüne yol açtı (Şekil 1). 

 

 

  

Şekil 1. Östradiol, Ishikawa hücrelerinde konsantrasyona bağlı olarak hücre 

ölümüne yol açtı. Hücreler 24 saat artan konsantrasyonlarda östradiol  ile inkübe edildi. 

Tripan mavisi almayan canlı hücreler mikroskop altında hemositometrede sayıldı. Her 

konsantrasyona karşılık gelen nokta üç ayrı deneyin ortalamasını göstermektedir. 



 15 

 %2 FBS içeren medyum kullanılmasının nedeni, FBS içerisindeki östrojen başta 

olmak üzere steroid konsantrasyonunu düşük tutmak, böylece postmenopazal kadınlardaki 

düşük östrojen düzeyine benzer bir ortam yaratmaktı. %10 FBS içeren medyumda ise 

hücre ölümü gerçekleşmedi. Böylece düşük östrojen içeren ortamda, düşük 

konsantrasyonlarda endometriyumda hücre büyümesini arttırdığı bilinen östrojenin, yüksek 

konsantrasyonlarda hücre ölümüne yol açtığını gösterdik. 

 Bu bulgular, menopoz sonrası kadınlardaki düşük östrojen varlığında, yüksek dozda 

östrojen verilmesinin endometriyum kanserinin gerilemesine yol açabileceğini 

düşündürmektedir. 

 

6.2. ÖSTRADİOLÜN ISHIKAWA HÜCRE PROLİFERASYONU 

ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Ishikawa hücre ölümüne yol açan yüksek konsantrasyonlardaki östradiolün hücre 

proliferasyonu üzerine etkisi olup olmadığını araştırdık. Hücre proliferasyonunu, PCNA 

ekspresyonunun immünositokimyasal metodla anti-PCNA antikoru kullanılarak 

incelenmesi ile araştırdık. PCNA ekspresyonu, nükleusda hücre siklusunun geç G1 fazında 

artar ve S-fazında maksimum düzeye ulaşır. PCNA ekspresyon düzeyi hücre proliferasyon 

hızı ve DNA senteziyle doğru orantılıdır. PCNA, hücre proliferasyonunun başlatılmasında 

DNA-polimeraza kofaktör olarak kilit rol oynar (9,10). Düşük FBS (%2) içeren medyumda 

östradiol (20 µM) 18 saatte PCNA ekspresyonunu  yaklaşık %90 oranında inhibe etti 

(Şekil 2a). 

Ayrıca, östradiolün Ishikawa hücre proliferasyonunu hangi fazda bloke ettiğini 

saptamak için BrdU inkorporasyonu yöntemini kullandık. BrdU, DNA ya hücre siklusunun 

S-fazında inkorpore olur ve S-faz için belirleyicidir. Düşük FBS (%2) içeren medyumda 

östradiol (20 µM) Ishikawa hücrelerinde BrdU inkorporasyonunu 18 saat içinde yaklaşık 

%90 oranında inhibe etti (Şekil 2b). BrdU inkorporasyonundaki bu azalma, G1/S fazında 

hücre siklusunun bloke olduğunu düşündürmektedir. 
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a) 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

Şekil 2. Östradiol, Ishikawa hücrelerinde proliferasyonu durdurdu. Hücreler 18 saat 

(A) etanol (kontrol) ya da (B) 20 µM östradiol ile inkübe edildi ve immünositokimyasal 

boyama ile a) PCNA ekspresyonu b) BrdU inkorporasyonu gösterildi. 
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 PCNA ekspresyonunda ve BrdU inkorporasyonundaki azalma, yüksek 

konsantrasyonlardaki östradiolün hücre proliferasyonunu inhibe ederek onu izleyen hücre 

ölümüne yol açtığını gösterdi. 

 

  

6.3. ÖSTRADİOL ISHIKAWA HÜCRELERİNDE APOPİTOTİK 

HÜCRE ÖLÜMÜNE YOL AÇTI 

 

Östradiolün Ishikawa hücrelerinde neden olduğu hücre ölümünün nekrotik veya 

apopitotik özellikler taşıyıp taşımadığını araştırdık. Bu nedenle TUNEL metodunu 

uyguladık.  TUNEL metodu ile apopitotik hücre ölümüne giden hücrelerde karakteristik 

olarak görülen DNA fragmantasyonu saptanmaktadır (47). 

 

 

 

 

Şekil 3. Östradiol, Ishikawa hücrelerinde apopitotik hücre ölümüne neden oldu. 

Hücreler 24 saat (A) etanol (kontrol) yada (B) 20 µM östradiol ile inkübe edildi ve TUNEL 

ile boyandı. Aynı preparatta hematoksilen ile nukleuslar görüntülendi. TUNEL-pozitif 

hücrelerde koyu kahverengi kromatin yoğunlaşması görülmektedir. 
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Şekil 3B’te görüldüğü gibi 24 saatlik östradiol (20 µM) uygulaması sonucu 

TUNEL-pozitif hücrelerin oranı zamana bağlı olarak arttı. Bu da östradiole bağlı apopitotik 

hücre ölümünü göstermektedir. Apopitotik hücrelerin içerisindeki kromozom 

yoğunlaşması koyu kahverengi olarak gözükmektedir. Kontrol hücrelerinde ise 

hematoksilen ile boyanmış mavi renkli nukleuslar sağlıklı olarak görülmektedir (Şekil 3A). 
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7. TARTIŞMA 

 

İnsan endometriyumunun glandular ve stromal komponentleri hormonal kontrol 

altındadır. Menstruel siklus sırasında östradiol tarafından uyarılan proliferasyon, ovulasyon 

sırasında maksimum seyiyeye ulaşır (44). Ovulasyondan sonra projesteron, östradiolün 

uyardığı endometriyal epitelin hücre proliferasyonunu inhibe eder ve hücrelerin sekretuvar 

hücreler olarak diferansiyasyonunu sağlar (45). İmplantasyon yokluğunda, steroid 

hormonların düzeyinin azalması mensturasyon olarak bilinen, endometriyal epitelin hücre 

ölümü ile yıkımına yol açar (46).  

Vücuttaki doğal östrojenler: Östron, östradiol ve östrioldür. Premenopazal 

kadınlarda serum östradiol düzeyi 200 pg/ml iken postmenapozal kadınlarda 10-15 pg/ml 

dür (47). Östrojen doğrudan ya da büyüme faktörleri ve sitokinler aracılığı ile apopitotik 

yolları inhibe ederek endometriyum hücrelerinin yaşaması ve çoğalmasını sağlar. 

Projesteron ise, uterusu embriyo implantasyonuna hazırlar. Önceleri mensturasyon, 

endometriyumun fonksiyonel tabakasının iskemik nekrozu olarak düşünülürdü. Fakat yeni 

elektron mikroskopik çalışmalarda, geç sekretuvar fazda insan endometriyal epitel 

hücreleri içerisinde apopitotik cisimler  görüntülenmiştir (48). Diğer bir çalışmada ise 

östrojen ve projesteronun hücre kültür ortamında aniden azalmasının proapopitotik bir 

protein olan FasL reseptörünün membran lokalizasyonunu ve apopitozu uyardığı gösterildi 

(1). Hormonların bu etkileri hücre çoğalma ve diferansiyasyonu sırasında hücre 

yaşamsallığı ile apopitoza neden olan sinyal ileti yolları arasında sıkı bir bağlantı olduğunu 

göstermektedir. Endometriyumun içinde bulunduğu hormonal ortamın bunda belirleyici 

olduğu düşünülmektedir. Menstruel siklusun geç foliküler fazında olduğu gibi östrojen ve 

projesteronun birden azalması endometriyal hücrelerin apopitozuna yol açmaktadır.  

Asemptomatik postmenoposal kadınların yarısından fazlası difüz veya lokal şekilde 

zayıf proliferatif endometriyuma sahiptir. Bu durum, ER’lerinin var olduğuna ve sürekli 

düşük dozda östrojen uyarısı varlığında tümör gelişme olasılığı olduğuna işarettir. Atrofik 

endometriyumdan gelişen iyi diferansiye endometriyal karsinomların, bu tür zayıf 

proliferatif endometriyal salgı bezlerinden geliştiği düşünülmektedir. Geri kalan 

asemptomatik postmenoposal endometriyum atrofik ve inaktiftir, proliferatif veya 

sekretuvar aktivite göstermez. Endometriyal adenokarsinomların, ya hiperplastik 

endometriyumda olduğu gibi aşırı, ya da zayıf proliferatif endometriyal salgı bezlerinde 
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olduğu gibi düşük ve uzun süreli östrojenik uyarı varlığında gelişebileceği 

varsayılmaktadır (49).  

Endometriyal kanser kadın üreme organlarının en sık karşılaşılan kanserlerinden 

biridir ve kadınlarda görülen dördüncü sıradaki kanserdir (50). Endometriyal kanser 

oluşmasında östrojenin en önemli risk faktörü olduğu düşünülmektedir. Östrojen uterus 

için potent bir mitojendir ve hormon replasman tedavisi (HRT) gibi uzun süreli düşük 

dozda östrojen tedavisinin kanser riskini arttırdığı bilinmektedir (51). 

Bu çalışmamızda iyi diferansiye olmuş endometriyal kanser hücre soyu olan 

Ishikawa hücrelerinde yüksek konsantrasyondaki östradiole bağlı hücre ölümü karakterize 

edildi. ER ve PR içeren bu hücrelerde yüksek konsantrasyonda östradiolün düşük serum ve 

östrojen içeren ortamda hücre ölümüne yol açtığı ve bunun apopitotik özellikler gösteren 

bir hücre ölüm tipi olduğu gösterildi. Bu çalışmanın sonuçları, yüksek doz östrojenin 

menapoz sonrası azalan hormonların aşırı hassas hale getirdiği endometriyumdaki ER’leri 

aracılığı ile apopitoza yol açabileceğini veya postmenopozal kadınlarda ortaya çıkan anti-

hormonal tedaviye dirençli endometriyal tümörleri geriletebileceğini düşündürmektedir. 

Östrojenin beklenmedik şekilde apopitoza yol açtığı meme kanserlerinde bildirilmişti (2-

4), ve bu etkinin mekanizmasının meme kanserlerinde c-jun NH2-terminal kinaz (JNK) 

aktivasyonu aracılı sinyal ileti yolu aracılığı ile olduğu bildirilmiştir (5). 

Apopitoz, ya da programlanmış hücre ölümü, organların gelişme ve 

homeostazisinde önemli, gen düzeyinde oluşan aktif bir hücre intiharı mekanizmasıdır. 

İnsan kanserlerinin apopitoza duyarlılığını arttıracak tedavi yöntemleri üzerine yoğun 

araştırmalar yapılmaktadır. Antihormonal tedaviler, tamoksifen gibi, meme kanser 

tedavisinde kullanıldığında endometriyum kanser riskini arttırmaktadır (52). Bu nedenle, 

hem meme, hem de endometriyum kanserlerine karşı aynı antikanser etkiyi gösteren 

terapötik yaklaşımların bulunması önem kazanmaktadır. Bu çalışmada, endometriyal 

kanser kaynaklı Ishikawa hücrelerinin yüksek konsantrasyonda östrojen verildiğinde hızla 

apopitotik hücre ölümüne gittiğini gördük. Yukarıda da değindiğimiz gibi, yüksek doz 

östrojen meme kanserlerinde de antiproliferatif ve apopitotik etkiye sahiptir. Bu açıdan, 

yüksek konsantrasyonda östrojenin hem meme, hem de endometriyum kanserlerinde aynı 

antikanser etkiyi göstermesi önemlidir. Yüksek konsantrasyonda östrojenin apopitotik ve 

antiproliferatif etkisinin moleküler mekanizmalarını açığa çıkarmak, meme ve 

endometriyum kanser tedavisinde yeni terapötik hedeflerin bulunmasına yol açabilecektir. 
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Çalışmamızda gösterdiğimiz bu bulgular, postmenapozal kadınlarda yüksek dozda 

östrojen tedavisinin meme kanserinde olduğu gibi (2-6) endometriyum kanserlerini de 

önleyebileceğini akla getirmektedir. Meme kanseri olan postmenapozal kadınlarda 

Diethylstilbestrol (DES) veya ethinyl östradiol ile yapılan hormon tedavisinin tümör 

gerilemesine yol açtığı bilinmektedir (2-6). Bu durum, uzun süre östrojen yokluğunda, 

tümör hücrelerinin yüksek doz östradiolün proapopitotik etkisine duyarlı hale gelmesi ile 

açıklanmıştır. 

Östrojen pek çok hücresel fonksiyonu etkileyen steroid bir hormondur. Östrojenin 

uyardığı klasik genomik sinyal ileti yolu, östrojenin ER’ne bağlanıp dimerize olması ve 

östrojenin etkilediği genlerin promoter bölgesindeki östrojene cevap veren elemente 

bağlanmasıdır (53). Östrojen ayrıca, hızlı ve  genomik olmayan olayları çeşitli membrana 

bağlı sinyal ileti yollarını aktive ederek regüle edebilir (54). Bizim çalışmamızdaki 

östrojene bağlı uzun sürede oluşan etkiler daha çok östrojenin uyardığı klasik genomik 

yolu düşündürmektedir. Yine de, östradiolün bazı metabolitlerinin uzun süre inkübasyon 

boyunca birikerek ER’ne bağlı olmadan bu sitotoksik etkiye yol açtığı düşünülebilir. 

Östradiolün bir endojen metaboliti olan 2-methoxyestradiol (2-ME)’ün bazı kanser 

türlerinde antiproliferatif ve sitotoksik etkisi olduğu bildirilmiştir (55). Östrojenin doğal 

metaboliti olmasına rağmen 2-ME, ER’ne çok zayıf olarak bağlanır, bu nedenle 2-ME’nin 

antikanser etkilerinin ER’ne bağlı olmadığı düşünülmektedir (56). Bu çalışmamız, meme 

kanserinde daha önce gösterildiği gibi (5), yüksek doz östrojenin endometriyumdaki 

etkilerinin ER’ne bağlı olduğunu düşündürse de, östrojenin endometriyumda yarattığı bu 

etkilerin moleküler mekanizmalarının daha ileri araştırılması gerekecektir. 
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8. SONUÇ 

 

• Endometriyum, kadınların reproduktif hayatları boyunca sürekli değişen ve yoğun 

proliferatif aktiviteye sahip bir dokudur. 

• Menapozdan sonra endometriyum dokusu overlerin fonksiyonunun azalması sonucu 

atrofiye uğrar. Bu durumda, fonksiyonel tabaka kaybolur, endometriyal salgı bezleri 

kistik bir şekil alır, proliferatif ve salgı fonksiyonlarını kaybederler ve sonuçta 

endometriyal stroma fibröz dokuya dönüşür. 

• Paradoksal olarak, endometriyal adenokarsinomların çoğu bu atrofik zeminde gelişir, 

%20 gibi az bir bölümü ise hiperplastik endometriyumda gelişir. Bu durum, 

postmenopozal endometriyumun, atrofik olmasına rağmen, düşük dozdaki östrojenik 

uyarıya zayıf bir proliferatif aktivite ile cevap verdiğini göstermektedir. 

• HRT ile verilen düşük doz östrojenin de postmenopozal kadınlarda uterus karsinoma 

riskini arttırdığı bilinmektedir. 

• Bu çalışmamızda, iyi diferansiye olmuş endometriyal kanser hücre soyu olan 

Ishikawa hücrelerinde östradiolün konsantrasyona bağlı olarak hücre yaşamsallığı ve 

proliferasyonu üzerine olan etkileri incelendi. 

• ER ve PR içeren bu hücrelerde, yüksek konsantrasyonda östradiolün postmenopozal 

kadınlarda olduğu gibi düşük östrojen içeren ortamda, hücre proliferasyonunun 

azalmasına ve hücre ölümüne  yol açtığı ve bunun apopitotik özellikler gösteren bir 

hücre ölüm tipi olduğunu gösterdik. 

• Hücresel düzeyde endometriyum kaynaklı hücrelerde ilk olarak gösterdiğimiz bu 

etki, postmenapozal kadınlarda yüksek doz östrojenin meme kanserinde olduğu gibi 

endometriyum kanserlerini de geriletebileceğini düşündürmektedir. 
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