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OZET
T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Geraniolun Ishikawa Hucrelerine Potansiyel Antikanser Etkilerinin
Degerlendirilmesi
Betll KUZU
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZI /KONYA 2019

Endometriyum kanseri, kadin iireme sisteminde en sik goriilen kanser tipidir. Endometriyum
kanseri tedavi secenekleri, cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi veya bunlarin
kombinasyonlarini igerir.

Geleneksel kanser tedavilerinin terapdtik etkinliginin ciddi yan etkileri ve smirlari;
tamamlayici ve alternatif ilaglarin yaygin olarak kullanilmasina yol acti. Bu ¢esitli tedavi yontemleri
arasinda kanitlanabilir anti-timor aktivitesi olan geleneksel ilaclar tercih edilmeye baslandi.

Geraniol, aromatik bitkilerin ugucu yaglarindan elde edilen asiklik bir monoterpen alkoliidiir.
Geranioliin doz bagimli endometriyal kanser hiicre hatti olan Ishikawa hiicre hatt1 iizerindeki etkilerini
arastirmak amaglandi.

Geraniol‘lin Ishikawa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlendi. Tespit
edilen IC50 dozu ile RT-gPCR ile Apoptoz-iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Analizi
gergeklestirildi.IC50 dozu uygulandiktan sonra DAPI immuniifloresan boyasi ile ¢ekirdekler sayildi
ve yara iyilesmesi testi ile hiicre gogli degerlendirildi. Cekirdekleri DAPI ile boyanan hiicreler sayildi
ve kontrol hicrelerine gére IC50 dozu uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli azalma tespit
edildi. Geraniol 1C50 dozunun Ishikawa hiicrelerinde kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda hiicre
gocilini 6nemli Olclide azalttigr tesbit edildi. IC50 doz grubu, kontrol grubu hiicreleri ile mRNA
ekspresyon dizeylerine gore karsilagtirlldiginda Bax, kaspaz-3, kaspaz-8, sitokrom C ve Fas
genlerinde anlamli bir artig, Bcl-2 geninde ise anlamli bir azalig gozlemlenmistir.

Calismamizda Geraiolun apoptozisi indiikleyerek hiicre canliligini etkilemesi ve hiicre
go¢lni azaltmasi, bir antikanser ajan olarak degerlendirilebilme Ozelligini ortaya koymustur.
Geraniolun anti kanser 6zelliklerini in vivo ¢aligmalarda denenmesi ve sonuglarinin degerlendirilmesi,
yeni tedavi stratejileri gelistirmek icin daha fazla arastirmamin 6niinii acacak ve bilgi birikimi
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis; Geraniol; Ishikawa
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ABSTRACT

REPUBLIC of TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE
Evaluation of Potential Anticancer Effects of Geraniol on Ishikawa Cells
Betil KUzZU
Department of Histology and Embryology

MASTER‘S THESIS KONYA - 2019

Endometrial cancer is the most common type of cancer in the female reproductive system.
Endometrial cancer treatment options include surgery, chemotherapy, radiotherapy, hormonal therapy,
or combinations of them.

Complementary and alternative medications have led to widespread use, because of serious
side effects and limits of the therapeutic efficacy of conventional cancer treatments. Among these
various treatment methods, conventional drugs with demonstrable anti-tumor activity have begun to
be preferred.

Geraniol is an acyclic monoterpene alcohol derived from essential oils of aromatic plants.
The aim of this study was to investigate the effects of dosedependent Geraniol on Ishikawa
endometrial cancer cell line.

The cytotoxic effect of Geraniol on Ishikawa cells was determined by MTT test. mRNA
Expression Analysis of Apoptosis-Related Genes was determined by RT-gPCR with 1C50 dose of
Geraniol. After IC50 dose was applied, nuclei were counted with DAPI immunofluorescence dye and
cell migration was evaluated by wound healing test. Cells nuclei were stained with DAPI were
counted and a statistically significant decrease was detected in cells treated with 1C50 dose compared
to control cells. The dose of Geraniol 1IC50 was found to significantly reduce cell migration in
Ishikawa cells as compared to control cells. A significant increase in Bax, caspase3, caspase-8,
cytochrome C and Fas genes and a significant decrease in Bcl-2 gene were observed when IC50 dose
group was compared with control group cells according to mRNA expression levels.

In our study, the effect of Geraiol on cell viability by inducing apoptosis and decreasing cell
migration revealed that it can be evaluated as an anticancer agent. Testing the anti-cancer properties of
geraniol in in vivo studies and evaluating the results will pave the way for further research and
develop knowledge to develop new therapeutic strategies.

Keywords: Apoptosis; Geraniol; Ishikawa
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1.GIRIS ve AMAC

Bir monoterpenoid olan Geranioliin endometrial adenokarsinom hiicre hatti
olan Ishikawa hattinda proliferasyon, canlilik ve apoptoza etkilerinin arastirilmasi

amaglandi.

Kadinlarda kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir(Liu ve
ark 2019). Endometrium kanseri kadinlarda akciger, meme ve bagirsak kanserinden
sonra dordiincli sirada yer almaktadir (Kars ve ark 2010). Endometrium kanseri
tilkemizde en sik goriilen jinekolojik kanserdir (Pinar ve ark 2008). Saglik Bakanligi
Kanser Dairesi 2013 yili jinekoljik kanser goriilme sikligi verilerine gore serviks
kanserin yiiz binde 4.6, over kanseri yiz binde 7.0 ve endometrium kanseri yiiz binde
9.9 olarak belirtilmistir (Bilge ve ark. 2016). Belirlenmis risk faktorleri arasinda
obezite, menopoz, hipertansiyon, diyabet, nulliparite, erken menars veya gec

menopoz sonrasi eksojen dstrojen kullanimidir (Gowkielewicz ve ark 2019).

Endometrial kanserli hastalar1 tedavi etmek i¢in c¢oklu sistemik tedaviler
kullanilmistir. Progestinler son 30 yildir metastatik hastalik i¢in standart baglangi¢
tedavisi olmasina ragmen, hastalarin sadece% 20'sinde etkilidirler ve bir¢ok biiyiik
randomize ¢alisma adjuvan ortaminda herhangi bir fayda gostermedigi belirtilmistir(

Moore ve ark 1991).

Evre I hastaliginin prognozu genellikle cerrahi ile tedavi edilmesi sonucu iyi
olarak kabul edilir. Bununla birlikte, ilerlemis hastalik (evre III veya IV) prognozu
kotidir, 5 yillik genel sagkalim (OS) oranlari% 47-69 ve% 15-17 arasinda
degismektedir (Lee ve ark 2017). Bu nedenle, jinekolojik kanserlerin olusumunu

onlemek esastir (Liu ve ark 2019).

Monoterpenler, Ozellikle C10 izoprenoidleri, diyet bilesikleridir ve birgok
meyve, sebze ve otlarin esansiyel yaglarinda bulunur. Geraniol, aromatik bitkilerin

ucucu yaglarindan elde edilen asiklik bir monoterpen alkoliidiir ( Cho ve ark

2016,Shen ve ark 2019).

Geraniol olarak adlandirilan {iriin geraniol (trans) ve nerol (cis) olarak
isimlendirilen 2 cis-trans izomerin karigimidir. Birbirinden farkli birkag ugucu yagin
ortak bir bilesenidir ve Monarda fistulosa (N95%), ninde yagi (% 66.0), giil yagi

1



(44.4%), Palmarosa yag1 (53.5%) ve citronella yag1 (24.8%)gibi yaglarin iginde
olusur. Geraniol, suda ¢6ziinmez, ancak ¢ogu organik ¢ozicude ¢ozunebilir ve soluk
sar1 renktedir. Geraniol karakteristik giil benzeri bir kokuya ve tada sahiptir (10
ppm'de). Bircok tiiriin ¢igeklerinden yayilir ve birgok bitkinin bitkisel dokularinda
bulunur ve genellikle geraniollin oksidasyon drunleri olan geranial ve neral ile
birlikte bulunur (Chen ve ark 2010). Giil, lavanta ve limon bu bitkilerden bazilaridir
(Liu ve ark 2013).

Geraniol glzel kokular, sampuanlar, tuvalet sabunlari ve diger banyo
malzemeleri gibi dekoratif kozmetiklerde kullanilan bir parfim bilesenidir, ayrica ev

temizleyicileri ve deterjanlar gibi kozmetik olmayan iiriinlerde de kullanilmaktadir.

Diinya capinda kullanimi yillik 1000000 kilogram civarindadir (Lapczynski
ve ark 2008).

Calismamizda endometrial adenokarsinom hiicre hatti olan Ishikawa hiicre
hattinda geraniolun proliferasyon, canlilik ve apoptozise etkilerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. DIST GENITAL SISTEM

Genital sistem, puberteye kadar erkek ve diside birbirine benzer bu sebeple
bu zamana kadar —scksiiel gelisimin farklanmamis evresi olarak adlandirilir
(Yilmaz 2011). Farklilanmamis evreden timiiyle farklanmis evreye kadar olan
gelisimle ilgili bilgiler, bazen yapisal anomalilerin anlasilmasina yardimci
olur.(Kierszenbaum 2006). Testis ve ovaryumlar mezodermal epitel; embriyonik bag
dokusu ve primordial germ hiicrelerinden kaynak alir (Yilmaz 2011). Meme bezleri

ve plesantada islevsel olarak genital sistemle alakalidir (William ve Patrick 2009).

Puberte cinsel olgunlagsma surecidir. Bu devrede organizmay1 ilgilendiren
somatik, psisik, hormonal ve sekstiel birgok degisiklikler gortlir. Diside bu devrenin
en onemli olayr menstruasyondur. Pubertenin baglamasi artmig hipofizer (FSH) ve
(LH) salgisina, artmis ovaryel folikiler olgunlasmaya, artmis &strojenler ve
androjenlere ve lireme yeteneginde bir bireyin gelisimiyle sonuglanan artmis
sekonder sekstel gelisime yol acan merkezi sinir sistemi olgunlasma sireci ile
belirlenir (Erdogan 1988).

Kizlarda ovulasyon ve ilk adet kanamasi olan menars adi verilen ilk
menstruyal kanamayla, 28 gunlik dénguler halinde hormonal gerek fizyolojik gerek
histolojik olarak degisiklikler olur (Arinci ve Elhan 2001). Menarsle girilen bu treme
donemi adetlerin diizensiz olmasi, hormonal ve nérolojik belirtilerle menopoz

denilen dénemle son bulur (Junqueira ve Carneiro 1998)

Disi  genital sistemi iki ovaryum, iki ovidukt (uterina tubes; tuba

uterina),uterus, vagina ve dis genital organlardan olusur (Yilmaz 2011).
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Sekil 2.1. Disi Ureme Sistemlerinin I¢ Organlar1 (Junqueira ve Carneiro 2003)

2.1.1 OVARYUM

Ovaryumlar, 3 cm uzunlugunda 1,5 cm genisliginde ve 1 cm kalinliginda iri
bir bademe benzer, organ gevsek bir bag dokusu i¢inde damar bakimindan zengin
olan meduller bolge ile oosit iceren ovaryum folikiillerinin bol oldugu kortikal

bolgeden olusur (Junqueira ve Carneiro 1998) .

Ovaryum distan tek kath kiibik epitel tabakasi ile ortiilmiistur (Gartner ve
Hiatt 2016 ) Bu epitel embriyonda dol kordonlarini yapan mezodermal coelom
epitelinden gelistigi i¢in germinatif epitelium adini almistir. Cocuklukta kiibik,
prizmatik ileri yaslarda ise yassilasan epiteller kuvvetli bir bazal membran
tizerindedirler. Histolojik preparatlarda kolaylikla dokiildigl i¢in bir kismi goriiliir

ya da hi¢ goriinmez (T1ip Fak 2017).

Elektron mikroskobunda bakildiginda karin boslugundaki zara bakan epitelde
mikrovilluslar, kinosilyum gorulmis olup epitel sitoplazmalarin da ¢ok sayida

mitokondriyonlar ve apikal pinositoz vezikulleri izlenmistir (Tekelioglu 2002).

Overleri saran ince fibroz kapsiile tunica albuginea denir. Bu kapsiil disaridan
germinatif epitelium ile ortulmustir (Snell 1998). Ovaryumun agik renkte goriilmesi
pembe gri renkte olmasini bu tabaka saglar (Junqueira ve Carneiro1998.) Bu tabaka

ovum iretmez. Ovogoniumlar dogumdan o6nceki donemde primordial germ
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hlcrelerinden gelisirler. Puberteden 6nce ovarium yuzeyi dizdur, fakat puberteden
sonra gerceklesen korpus luteum dejenerasyonlari ile hizla piirtiiklii bir hale gelir.

Menapozdan sonra ise ovarium kiiciiliir ve yiizeyi skar dokusunun neden oldugu

kicuk cukurcuklarla dolar (Snell 1998).

Ovaryum gametlerin ve steroidlerin {iretimini saglar. Kadindaki iiretilen
gamete oogenezis denir.(Topal 2010). Disi germ hucrelerinin olgunlasincaya kadar
gecirdikleri donemdir. Yumurta hiicreleri ovaryumda follikiil adi1 verilen kesecikler
icinde gelisirler. Prenatal ilk gelisimden puberteye kadar ¢ogalir. Puberte ile birlikte
follikdl icinde gerceklesen biylime doénemi baglar. Oosit I olustuktan sonra baslayan
olgunlagma déneminde 1. ve 2. mayoz bolinmeler olur (Yiincu 2014).

Ovaryum o6strojen ve progesteron olan iki ana hormon salgilar (Topal 2010).

Folikiiliin salgiladig1 strojen piiberte boyunca artar ve menarsin olmasiyla

olmasi gereken seviyeye ulasir (Erdogan 1988).

Ostrojen ergenlik baslamasi ile beraber yag birikimi saglayarak meme
gelisimini pubik ve koltuk alt1 tiiylerin olugsmasinda rol alir. Adet dongiisii sirasinda
dollenme; dollenmis yumurtanin rahime yerlesmesi ve erken dénem embriyonun
beslenmesi i¢in uygun ortami saglar ve adet dongiisiiniin ilk kisminda rahim ig
kalinliginin artmasini saglar. Eger o ay déllenme olmazsa strojen hizla diiser ve adet

kanamasi baglar (Basar 2006).

Pibertal olan diside progesteron duzeyleri genellikle ¢cok disuktur, ilk adet
cogunlukla anovulatuar olup ani (LH) artisin1 bagl olarak progesteron artmaz. Ani
(LH) artis1 orta-ge¢ pibertede gozlenebilir. Dlsiik progesteron oldugu igi ilk adetten
sonraki yilda yetersiz korpus luteumu olur ve zamanla normal progesteron ve normal

luteal donem sdresi olusur (Elgin 1988).

Progesteron hormonu adet dongiisii sirasinda bir yumurta yumurtlamadaki
ovaryadan salindiginda, gelismekte olan yumurta exprese eden yumurtalik folikiiliin
kalintilart korpus luteumu olusturur. Bu progesteron ve daha az dstrodial salgilar,
eger progesteron salinan yumurta ddllenirse gebelik i¢in viicudu hazirlar ve oositi,

uterusa implantasyonunda onemli etkisi vardir. Eger yumurta dollenmezse korpus



luteum pargalanir progesteron tiretimi diiser ve yeni menstrual dongu baslar (Basar
2006).

Tunika aibuginea Primordiyal
Arterler

ve venler

Germinal

oncesindeki folikdl

Korpus  Korpus Blylimekte olan
luteum  albikans folikOller

Sekil 2.2 Dogurganlik caginda bir kadinin, icerdigi baslica yapilarlabirlik ovaryumu (Jungueira ve
Carneiro 2003)

KORTEKS VE OVARYUM FOLIiKULLERI

Ovaryum stromasi dista korteks, i¢te medulla olmak tzere iki bolgedir .(Fair
2003).

Ovaryum Korteksi

Gelisimin farkli evrelerindeki ovaryum folikiilleri ve bag dokudan olusan

stromay1 igerir, buradaki hiicreler sadece hormonal uyarilara cevap verir (Gartner Ve

Hiatt 2016).

Organin dis ve islevsel boliimiidiir. Korteksin en disinda germinatif epitelyum
onun altinda da tunika albuginea kollagen ve retikiiler liflerden zengin, ig bi¢imli
hiicreler iceren bag dokusuna doniiserek korteks stromasini yapar. Bu stromadaki 1§
bicimli hucreler epiteloid karakterli intertisyel hiicrelere doniisip Ostrojen salgilar
(Fair 2003).

Ovaryum Folikulleri

Primordial Follikilleri mayozun profaz I. asamasinda beklemekte olan primer

oosit ve onu cevreleyen tek katli yassi follikiiler hiicreler primordiyal follikiilii
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olusturur (Reynaud ve Driancourt 2000; Pepling ve ark. 2010). Ovaryumun temel
uretim Uniteleridir (Gartner Ve Hiatt 2016).

En ¢ok sayida oldugu dénem dogum oncesidir. Primordial folikiiller tunika
albugineanin altinda gruplar halindedir. Primordiyal folikiildeki oosit yaklagik 25
mikron capl kiire seklinde bir hiicredir. Hafifce ekzantrik olarak yerlesmis blyuk bir
nukleusu ve nukleolusu bulunur. Kromozomlar ¢ogunlukla agilmis haldedir ve koyu
olarak boyanmazlar. Sitoplazmadaki organeller nukleusa yakin bir kiime olusturma
egilimi gosterirler. Sitoplazmada ¢ok sayida mitokondri, bir ka¢ golgi kompleksi ve
endoplazma retikulumu sisternast bulunur yassi follikiil hiicreleri birbirlerine
desmozomlarla baglanirlar. Follikiil hiicrelerinin altinda bir bazal lamina bulunur
damardan yoksun follikilleri stromadan ayiwran sinir1 olusturur (Junqueira ve
Carneiro 1998).

Primer oositler tek bir nukleolusa sahiptir ve germinal vezikult gorilir gok
sayida golgi kompleksi, mitokondriyum, graniilli endoplazmik retikulum iyi
gelismis lamelleri vardir ve oosit zarmin altinda enzim proteinleri iceren kortikal
graniiller bulunur. Fetal hayatta folikiiller hiicreler tarafindan iiretilen parakrin faktor
OMI nin etkisiyle mayoz I° in profazinda durdurma baglar ve ovulasyona kadar
tahminen 40 y1l kalir (Gartner Ve Hiatt 2016).

Pubertenin baslamasiyla her ovarial dongiide 5-15 primordiyal folikl
gelismeye baslar ve bekleyen primer oosit biyumeye baslar. Sitoplazmada vitelllis
birikir mitokondriler ortaya ¢ikar ve golgi kompleksi belirgin olur. Oosit 11 ¢eviren
yassi epitel hiicreleri kiibiklesip ¢ogalir, ¢ok katli bir epitel tabakas1 olusur ve primer
folikiil adimi alir (YUncl 2014).

Her dongude primordial folikilun gelismesi tek katli folikiil epitelleri 6nce
kiibik sonra prizmatiktir buna tek katli primer folikiil denir, mitozla ¢ogalir ve ¢ok

katli olunca da ¢ok katl primer folikiil denir (T1ip Fak 2017).

Folikuler hicreleri, bir bazal lamina tarafindan ovaryum stromasindan ayrilir.
Primer ovosit primer folikil evresindeyken zona pellucida denilen glikoprotein bir
kilif sentezlemeye baglar. Zona pellucida folikuler hicreleri ovositden ayirir, primer

oositi korur ve besler (Kierszenbaum 2006).



Oositi cevreleyen kalin bir oOrtii olan zona pellucida en az ii¢ farkh
glikoprotein igerir. Zona pellucida sentezinin, hem oositler hemde folikil hicreleri
tarafindan yapildigi distliniilmektedir. Folikiil hiicrelerinin uzantilar1 ile oosit
mikrovilluslar1 zona pellusida igine uzanirlar ve gap junctionlar ile birbirleriyle
temas kurarlar. Bu gelismeler olurken ¢ok katli primer folikiilii kusatan ovaryum
stromasi folikiil etrafinda teka folikiil denen kilifi yapar. Folikiil gelistik¢e kilif teka
eksterna ve ve teka interna olarak ikiye ayrilir. Teka internanin hiicreleri tamamen
farklilastiginda steroid iireten hiicreler ile aymi ultrastriiktiirel o6zelliklere sahip
olurlar. Bu o6zellikleri bol miktarda bulunan diiz endoplazma retikulumlar, tibaler
kristaya sahip mitokondriler ve c¢ok sayida lipit damlaciklar1 verir (Junqueira ve

Carneiro 1998).

Teka interna foliklle bitisik kapiller damarlardan zengin ig bigimli
hicrelerden olusmustur. Gelismekte olan folikiiliin bazal laminasina komsu, iyi
damarlanmis teka interna tabakasi, bir androjen prekiirsoru olan androstenediyonu

salgilar (Kierszenbaum 2006).

Ve hiicre membranlar1 {izerindeki luteinizan hormon reseptorleri eksprese
olmaktadir. Androstenedion bazal laminadan geger ve graniiloza hiicrelerine girerek
aromataz enzimlerince erkek hormonu ay1 zamanda disi hormonu olan estradiole
donusiir. Folikiiler hiicreler, Ostrojenlerin dogrudan iretimi igin gerekli olan
enzimlere sahip degildir. Bu nedenle, folikiiler hiicreler folikiilogenez sirasinda

steroit prekirsorlarini iretemezler (Gartner veHiatt 2016).

Teka eksterna diiz kas hiicreleri, kan damarlar fibr6z bag dokusu yapisinda
olup stromal hiicreler igerir ve ovaryum stromastyla devam eder. Folikuler hiicreler
arasinda —call-exner cisimleri goriilir bu kiigiik hiicreler arasindaki bosluklar
folikiiler siv1 igerir ve daha sonra birleserek daha biyuk bir bosluk olan antrumu
yapar antrumun olusmasi folikiiler hiicrelerin primer ovosite gore yeniden
diizenlenmesine neden olur. Oosit ile folikiil duvari arasinda bulunan bir grup
folikiler hucre kiimesine kumulus ovoforus denir. Kumulus ooforus, antrumun i¢
kismina dogru uzanti yapar ve bu yiizden oosit daha fazla blytimez (Kierszenbaum
2006; Junqueira ve Carneiro 1998).



Graaf follikiiller 2,5 cm capindadir ve folikiil stvist igeren biiyiik bir antrumu
vardir ve ovaryum ylizeyinden disar1 dogru siskinlik yapan saydam bir vezikil olarak
goriiliir. S1vi1 toplanmasinin bir sonucu olarak, folikiil boslugunu genisliginde artis
olur ve oosit graniiloza hiicreleri tarafindan olusturulan bir sap ile folikiil duvarina
baglanir, ovum etrafindaki ilk tabakayi olusturan graniiloza hucreleri zona pellusida
ile yakin temastadir bu hiicreler uzayarak korona radiatay1 olusturur. Korono radiata
spermatozoonun ovumu do6lledigi zamanda olup ovunmun ovudukttan gegisi

esnasinda da bir siire kalir (Junqueira ve Carneiro 1998).

Ovulasyondanyaklasik 24-36 saat once teka interna hticreleri gibi granuloza
hiicrelerinde de LH reseptorleri belirir ve LH artisina bagl olarak mayoz boliinmeyi
uyarict maddenin salinimiyla oosit I birinci mayotik bolinmesini tamamlar(Gokmen

ve Zeyneloglu 1996).

Bunun sonunda sekonder oosit ve birinci kutup cismi olusur, birinci kutup
cismi perivitellin aralik denilen ve zona pellucida ile ovosit arasindaki araliga atilir.
Folikiiler hiicreler sahip olduklar: folikiil stimiilen hormon FSH reseptorlerinin yani
sira luteinizen reseptorleride kazanir (Kierszenbaum 2006). Oosit I, ikinci mayoz
boliinmesine baslar ve metafaz da kalir. Oosit II etrafindaki corona radiata ve birkag
sira follikiil epiteli ile saril1 ve follikiil duvarindan kopmus, follikiil boslugu i¢inde
serbest vaziyettedir. Genelde gelisen follikiillerden sadece biri ovulasyona ugrar

(Gokmen ve Zeyneloglu 1996).

Ovaryum folikiillerin ¢ogu atreziye olur folikiil hiicreleri ve oositler oliir
fagositik hiicreler tarafindan ortadan kaldirur. Ve folikiiler atrezi dogum 6ncesinden
menapozun birka¢ yil sonrasina kadar goriiliir. Ve bu atrezi sirasinda graniiloza
hiicreleriyle oositlerin dejenerasyona ugramasina ragmen teka interna hiicreleri
durumlarim korur ve aktif olarak steroid salgi yaparlar buna intertisyel hiicreler denir

(Junqgueira ve Carneiro 1998).

Graaf follikalleri 2,5 cm 'lik bir ¢capa ulastiklar1 zaman ovaryum yiizeyine

¢ikint1 yapar ve stigmay1 olusturur ve ovulasyon olay1 baslar (Tip Fak 2017).

Ovulasyon, olgun folikiiliin riiptiire olmasi ve oviduktun genislemis ucu

tarafindan yakalanacak ovumun serbest kalmasidir. Kadinda ovulasyon zamaninda



ovaryumdan ¢ogunlukla sadece bir ovum serbest birakilir ancak ayni anda iki ya da
daha fazlasida atilabilir iki ya da daha fazla serbest kalmis ovum dollenirse birden

fazla fetus olabilir (Junqueira ve Carneiro 1998).

Olgun follikiiliin baskis1 sonunda stigmada iskemi olur ve buradaki dokuda
yirtilma olur. Bu arada hipofizden salinan LH da ovulasyonu hazirlar. Ovulasyon
sonucu follikiil yirtilir, oosit II kendisini gevreleyen corona radiata hiicreleriyle tuba
uterinaya atilir. Oosit II tuba uterinada spermatozoon ile karsilagir ve oosit II' ye
girerse ikinci mayotik boliinme de tamamlanir ve sonucunda ovum ile II. kutup
hicresi olusur. Ovum ile spermiyum birlesip zigotu olusturur. Eger ortamda
spermatazoon yoksa Oosit Il, Il. mayotik bolinmeyi tamamlamaz, dejenere olur

menstruasyon ile disart atilir (Ertiikoglu 2008).

Oosit

= .7 Stroma hidcresi
I/
#'——— Folikiil hiicresi

Tek katmanh’ = —— Bazal lamina
primer ~
folikal . =5
7 ,;, Zona pellusida olusumu

Zona pellusida

Primordiyal
folikal

Granuloza hicreleri
Teka interna

Sekonder ==
(antral) =
/% T T
I ES < —)

folikal Antrum

Teka eksterna

Graniiloza hiicreleri

Olgun Teka eksterna

{graaf

folikiild) Teka interna

Antrum

Grandloza
hicreleri

Korona radyata

Komaoalos
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Sekil 2. 3. Primordiyal folikiilden olgun folikiile dogru gelisen ovaryum folikilleri (Junqueira ve
Carneiro 2003)
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Oosit Folik! hicreleri

Sekil 2.4. Ovaryumun elektron tarama mikrografi; folikiil hiicreleri tarafindan ¢evrilmis bir oosit
goriintiisi.x2950 C.Barros'un izniyle)

Ovaryum Medulla

Elastik ipliklerinden zengin tek tuk diz kas hicreleri bulunur, kan
damarlarindan zengin oldugu i¢in zona vaskulozada denir. Lenfatikler ve sinirler
de bulunur ayrica oksidasyon ve diger enzimlerde iceren hiicreler vardir. Bunlar
yasca sayilari artar ve menopozda ylizde 80 oranindadir. Medullada da bazi
embriyolojik mezonefroz kalintilarina  rastlanir. Bunlar epooforon ve
paraooforondur. Kubik epitelle doseli bir uglar1 kapali tiibiiler yapilardir (Tip Fak
2017).

Hilus'ta hilus hiicreleri epiteloid hiicre grubudur ve adaciklar seklinde
bulunurlar testis deki leydig hiicrelerine benzerdir sitoplazmalarinda yag
damlaciklar1 ve lipofuksin pigmenti vardir ve bu epiteloid hiicrelerin hiperplazisi ya
da tiimorlerinde erkeklik karakterlerin ortaya c¢ikmasini saglayan androjen

salgiladiklar1 diistintlmektedir (Tekelioglu 2002).
2.1.2 KORPUS LUTEUM

Korpus luteum, hipotalamus kontroli altndaki hipofizin pars distalis
bolgesi tarafindan sentezlenen luteinizan hormonunun sagladig bir uyarim sonucu

olusur (Junqueira ve Carneiro 1998).
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Korpus luteum, granlloza lutein htcreleri ve teka lutein hicrelerinden
ibarettir granuloza lutein hicrelerininin gorevi progesteron uretir ve teka lutein
hiicreleri tarafindan olusturulan androjenleri éstrojenlere dondistiiriir. Teka lutein
ise progesteron ve androjenlerin yani sira az miktarda 6strojen Uretir (Gartner ve
Hiatt 2016).

Ovulasyondan sonra geride kalan folikiiler hiicre tabakasi biiziislr ve
hormon salgilayan korpus luteumun bir parcasi olur. Folikiiliin bazal membrani
yikilir basta damarsiz olan folikiiler hiicre kiimesine kan damarlar1 girer ve antrum
kan dolar ve pihtilagir ve gegici olarak korpus hemorajikum olusur daha sonra
anjiyogenez, fibroblast ve kollajen lifler fibrin piht1 i¢ine girer folikiiler hiicreler
ve teka interna hiicreleri degisir. Folikiler hicreler folikller lutein hiicrelere
donlsur ve steroit sentezleyen hiicre 6zelliklerini alir, bundan sonra FSH ve LH
uyarisina yanit olarak progesteron ve Ostrojen salgilar. Korpus luteum biiylimeye
devam eder fertilizasyon olmamigsa ovulasyondan yaklasik 14 giin sonra gerileme

evresine girer (Kierszenbaum 2006).

Ovulasyon oldugunda korpus luteum olarak progesteron hormonu ile uterus

mukozasini  embriyonun implantasyonuna hazir hale getirir.

Uterus kontraksiyonlarimi onleyerek gebeligin devaminmi saglar yeni bir

ovulasyonun, dolayistyla ikinci bir gebeligi 6nler (Yiincii 2014).
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Sekil 2.5.Korpus luteumun kiigiik bir kismini gésteren fotomikrograf.pt boyama
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Sekil.2.6 Hipotalamus, hipofiz ve ovaryumlar arasindaki iliskiyi gosteren sematik ¢izim.

Korpus luteum altinci aya kadar gelisir. Buna gebelik korpus luteumu,
denir. Gebelik korpus luteumu ayn1 zamanda bir polipeptid hormon olan relaksin
salgilar. Bu hormon simfiz pubisin bag dokusunu yumusatip gevseterek dogumun
kolaylasmasina yardimeci olur. Gebelik korpus luteum, menstrasyon Korpus
luteumuna goére daha buyik cap1 5 cm ye kadar ulasir. Menstryasyon ve gebelik

korpus luteumunun hiicreleri otolizle dejenerasyona ugrar ve hiicresel kalintilart
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makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bu bolge tikiz bag dokusundan olusan nedbe
ile kaplanarak korpus albikansi olusturur. Korpus albikansin devam ettigi siire
degiskenlik gosterir ve bu yap1 giderek stromanin makrofajlar1 tarafindan absorbe

edilir (Junqueira ve Carneiro 1998).

Atretik follikiiller dejeneresayona giden folikiillerdir. Ovaryumda yaygin
olarak bulunur. Baskin bir graaf folikiiliiniin ovulasyonu sonrasi, kalan graaf
folikiller ve sekonder folikiller dejenere olur, cunki dominant folikul inhibin
serbestlestirerek FSH Ureten anteriyor hipofizin 6n bezi hormonunu durdurur
(Gartner ve Hiatt 2016).

Ergenlikten menopoza kadar ovulasyona ugrayan oosit sayisi 400'i agsmaz
ve geriye kalanlar dejenere olup kaybolur. Follikiil atrezisi dogumdan 6nce baslar,
dogumdan sonra hizli bi sekilde artar. Bu sebepten her ovulasyonda farkli sayida
atretik follikul bulunur. Ovaryumda her 28 giinde bir bu degisiklikler olur ve over
siklusu olarak adlanir. Bu siklus hipofiz ve hipotalamus hormonlar1 kontrol eder.
Siklusun birinci evresi 14 gun sirer. Bu evreye FOLLIKULER EVRE, ya da
dstrojen hormonu salgilandigindan OSTROJENIK EVRE de denir. Ovulasyon 14.
giin gerceklesir. Siklusun ikinci evresi 14-28. gunleri kapsar. Bu donemde korpus
luteum gelisir ve bu sebeple LUTEAL EVRE, ya da korpus luteum progesteron
salgiladig1 icin PROGESTERON EVRESI ad1 verilir (Tip Fak 2017)

2.1.3 DOLLENME

Erkek ve disinin seksuel olarak birlesmesine coitus adi verilir. Fertilizasyan
yani dollenme spermatozoon ile ovumun birlesip ayni hiicre de kromozomlarin
birlesmesidir. Ovulasyondan sonra, corona radiata ile ¢evrili olan oosit Il follop

tiipii tuba uterinaya atilir ve dollenme tuba uterinin ampullasinda olur (Tip Fak
2017).

Ilk asamada sperm korona radiataya girer burada hem sperm hemde tuba
uterinin mukozal enzimleri etkinlesir ikinci asamada sperm baglanmasi ve zona
pellusidaya girisi olur sperm baglanmasi sperm glikozil transferazlarinin zona

pellusidada olan ZP3 reseptorleriyle etkileserek olur ve akrozom reaksiyonunu
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baslatir. Akrozom dis zar1 akrozamal enzimlerini salarak sperm hiicre zarmin

birlesmesine yol acar (Dudek 2016).

Sekil 2.7.Déllenme (T1p Fak 2017)

Akrozom enzimiyle ¢ikan enzimler su gorevleri yerine getirir. Hyalurinidaz
enzimi korona radiata engelini agsmaya yardimci olur, tripsin ve benzeri enzimler
zona pellucidanin eritilmesi icin gereklidir. Akrozin ise spermiyumun zona
pellusidayr ge¢mesine yardimer olur.(Yiincii 2014) Zona pellusidaya giriste
spermin sekonder oosit hiicre zariyla temast kortikal reaksiyonu tetikler bu da
lizozomlarin oosit stoplazmasindan salinnmina yol acar. Bu reaksiyon sekonder
oosit hiicre zar potansiyelini degistirir ve zona pellusida yiizeyindeki sperm
reseptOrlerini inaktif hale getirir bu da polspermi yani diger spermlere gegirgen
olmamasini saglar ancak bu olay sUphelidir ¢linki ¢ set kromozom igeren ve
bunlardan ikisi babadan gelen bir embriyo olduk¢a yaygindir. Ugiincli asama da
sperm ve oosit hiicre zarlar1 birlesir ve iki zar birbiri ardina bozulur sperm mayoz
2 metafazinda olan sekonder oositin stoplazmasina girer nukleusu ve sentriol ¢ifti
kalir sperm mitokondrisi ve kuyrugu dejenere olur.Sperm nukleusu erkek
pronukleusu haline gelir ve zigotun i¢indeki mitokondri maternal kaynaklit DNA
dir. Sekonder oosit olgun yumurtay1 ve ikinci polar cismi olusturarak mayoz 2 vyi
tamamlar olgun yumurta disi pronukleustur. Erkek ve disi pronukleuslar birlesir ve
zigotu olusturur ve zigotun siiresi ancak bi kag¢ saattir ilk boliinme oldugunda
varligt son bulur (Dudek 2016).

Embriyonun kendini ovidukt igine implante etmesi gibi anormal yuvalanma
durumlarinda ( ektopik gebelik) lamina propria endometriyuma benzer bir
reaksiyon gostererek ¢ok sayida desidua hiicreleri olusturur. Ancak ovidukt, ¢apini

kiiciik olmasi nedeniyle, bu biiylimeye dayanamaz ve ektopik gebelik sirasinda
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patlar. Bu durum derhal mudahale edilmezse 6limcdl olabilen kanamalara yol agar
(Junqgueira ve Carneiro 1998).

2.1.4 TUBA UTERINA

Uterus tlpleri fertilizasyonun oldugu ve zigotun ilk yarilanmaya basladigin
yerdir.(Kierszenbaum 2006) Yaklasik 12 cm uzunlugunda ve her iki tuba uterina 4
ayr1 bolimden olusur. Bunlarinfundibulum, ampulla, istmus, intramura.
Infundibulum fimbria denilen ¢ok sayida mukozal uzantlar vardir. Ampulla
fertilizasyonun oldugu yerdir. Istmusda kas tabakas1 kalin ve uterusa dogru ritmik
kontraksiyonlar yapma yetenegindedir, bu kontraksiyonlarda spermin ovuma ve
fertilize ovumun uterusa dogru yol almasini saglar. Ve buralarda, tiiplin liimenine
dogru mukozal kivrimlar vardir; uterus liimenine ac¢ilan yerde intramural bolim
bulunur. intramural bo6limde uterusun duvari icindedir (Kierszenbaum
2006;Gartner ve Hiatt 2016).

Uterus'un fundusundan ovaryum yiizeyine uzanan 10-12 cm uzunlugunda,
tip bi¢cimli muskuler organdir. Ovaryumdan atilmis olan oosit II'yi igine alarak
déllenme i¢in uygun ortam olusturur, zigotu peristaltik dalgalar1 ve mukozasinda

olan silialarin yardimiyla uterusa goénderir ve beslenmesini saglar (Y1lmaz 2011).

Uterus tiiplerininduvar1 ii¢ tabakalidir bunlar lamina propriya ile

desteklenms olan mukoza, kas ve seroza tabakasidir (Kierszenbaum 2006).

Tunika mukoza iki tabakalidir bu tabakalar lamina epitelyalis ve lamina

propriadir.

a)Lamina epitelyalis Infundibulum bolgesinde longitudinal katlantilar
vardir. Epitelde hormonlarin kontrolii altinda olan ik tip hiicre vardir Bunlar silyali
ve silyasiz hiicrelerdir. Silyasiz hiicreler besin acisindan zengin olup
spermatozoonlarin beslenmesini ve spermatoozonlarin kapasitasyonuna yardim
eder. Progesteronun varliginda sayilar1 artar sitoplazmasi bol yogun salgi
graniilleri vardir. Silyali hiicrelerin ¢ogunlukla uterus limenine dogru dalgalanma

hareketi gosteren ¢ok sayida silyalar1 vardir silyalarin sayisi ve hareketlerinin
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yogunlugunu Ostrojen artirir ve gelisen embriyonun uterusa tasinmasina yardim
eder (Kierszenbaum 2006;Gartner ve Hiatt 2016).

b)Lamina propriya: Hicre bez tasimaz ve gevsek bag dokulu hiicrece
zengindir. Lenf damarlar1 ve sinirler vardir, ovulasyonda damarlar1 genisleyerek
fimbrialar sertlesir bu sayede ovaryuma yaklasir ve kolayca oosit oosit II'yi tiipe
alir (Y1lmaz 2011).

Tunika Muskularis, igte sirkiiler dista longitudinal diiz kaslardan olusur.

Sirkiiler tabaka devamli, dista longitudinal tabaka kesintilidir. isthmusta kalin,

liimeni dardir. Kas gerilerek bir siire zigotun uterusa ge¢mesini geciktirir ve buna

istmik blok denir. Bu sayede uterus implantasyon i¢in hazirlik yapar. Bu sinirsel hem

hormonal kontrol altindadir. Ovulasyon olacaginda ritmik kontraksiyonlar: artar

zigotun taginmasina yardim eder. Gebelikte ise bu kontraksiyon yavaslar (Tip Fak

2017).

A~

Tunika Seroza, tek katli yassi epitel hiicreler ile altindaki ince bag doku

tabakasi ile folop tiipiiniin dis yUzUnu orter (Gartner ve Hiatt 2016).
2.1.5 UTERUS

Uterus iki anotomik segmentten olusur korpus ve serviks (Kierszenbaum
2006 ) ve armut seklindedir. Oviduktlarin uterusa girdigi bolgelerin yukarisinda
kalan govde kismina fundus denir(Junqueira ve Carneiro 1998) Zigotla baslayan
insan yasaminin ontogenetik evrimini ge¢irdigi Ve insan yavrusunun bu gelisim ve
degisimi sirasinda beslenmesi yaninda dogumunu da saglar. Dogurmamis yetiskin
bir kadinda, uterusun uzunlugu 7 cm 4 cm genisliginde 2,5 cm kalinligindadir

(Yilmaz 2011).

Korpusun duvar ii¢ tabakalidir. Endomtriyum, miyometriyum ve seroza
dir. Histolojik olarak tubuler organlarinkine uyar, submukoza yoktur. Duvari i¢ten
disa dogru endometrium, myometrium, perimetrium dan olusur. Su U¢ ana

katmandan yapilmastir;
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1)Endometrium: Blastokist'in uterusa gdmuilmesi i¢in uygun ortam olusturmak ve

bu olaya katilmak, implantasyona ve maternal plasentayr yapip, dogum oluncaya

kadar canliy1 korumak ve beslemektir (T1ip Fak 2017).

Endometriyum tek katli silindirik epitel ile doselidir. Epitel hlcreleri basit
tibdler endometriyal bezlerin epiteli ile devam eder, epitel hiicrelerin altinda
lamina propriya bulunur ve fonksiyonel olarak iki tabakadan olusur. Menstruasyon
sirasinda dokiilen yliziizeyel islevsel tabaka ile menstruasyon sirasinda
dokilmeyen ve menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya
kaynak olusturan bazal tabakadir. Ergenlikten menapoza olayina kadar her ay,
ovaryumdaki degisikliklerle ayni yonde endometriumda dongiisel yapisal
degisimlere ugrar. Ve bu menstrual dongu yaklasik 28 giin siirer ve bu degisen
dongl birbirini takip eden (¢ evreden olusur. Bunlar dongli baslangici olan
menstruel evre dir 4-5 giin siirer. Ikinci folikiiler evre yaklasik 9 giin siirer bu
evrede olgunlasan ovaryum folikullinden dretilen Ostrojenin uyarict etkisiyle
endometriyum kalinligi 2-3 mm artar. Ve epitel ve propriyada mitoz gorullr. Tek
katli prizmatik epitel hiicreleri igeren bezler dar liimenli diiz tiibiiller olustururlar.
Bu faz esnasinda, bu hiicrelerde kaba endoplazma retikulum sisterna sayist giderek
artig izlenir ve bu sekilde hiicreler salgilama aktivitesi i¢in hazirlik yapar. Spiral
arterler yenilenmekte olan stroma igine dogru ilerlerler.3. Evre ovulasyonun
oldugu 14.giinden sonra, endometriyumun yaklasik 13 giin siirecek olan sekresyon
evreye girer, Korpus luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonunun etkisi
altindadir. Bu evrede endometriyal bezler salgilama yapmaya baglar tubuler
bezlerin dig sinirlar1 diizensizlesir ve kivrilmaya baglar ve doseyici epitelde
glikojen birikir burayr glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgi doldurur.
Sekresyon evresi progesteron ve Ostrojen tarafindan kontrol edilir. Sekretuvar
fazin sonunda, spiral arterlerin duvarlar1 kasilir, kan akimi engellenir ve olusan
iskemi damar duvarinin endometriyumun fonksiyonalis tabaksinin nekrozuna

neden olur (Kierszenbaum 2006).

Bu esnada Ovaryum tarafindan serbest birakilan ovumun ddllenmesi ve
implantasyonu gerceklesemedigi zaman, korpus luteumun fonksiyonu yaklasik 14
giin sonra kendiliginden durur. Bu durumda kandaki progesteron ve @strojen

duzeyleri siratle duser. Bu hormonlarin etkisiyle gelismis olan endometriyumda
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gerileme baslar. Ve endometrium kismi olarak dokiiliir. Implantasyon gerceklestigi
zaman, gelismekte olan embriyo tarafindan insan koryonik gonadotropinleni HCG

sentezlenmeye baslar. Bu hormonun etkisiyle korpus luteum yasamina devam eder

(Jungueira ve Carneiro 1998).

Gebelik olursa lamina propriyada ki stromal hicreler blyiur ve ve artan
progesteron lipit ve glikojen depolanmasina sebep olur bu degisikliklere desidual
reaksiyon yani dokiilen denir ve dogum sirasinda dokiiliir. Zigotun implantasyonu

desidual hicrelerle gevrilmis olan salgilama yapna endometriyal bezlere baglidir

(Kierszenbaum 2006).

Epithelium
[T
o V. \

=\

s)s

SHH

— —= > Functional

— : layer > )

—\ Endometrium

S 5

(~ (=

) ==

i e

] =

)\ =]

) =b

i

'4)‘ Basal

layer Y,
(e Myometrium
Straight artery ~ Helical artery Arcuate artery
and vein

Sekil 2.8.Endometriumun Histolojik Yapist (Gartner 2007)

Endometriyal vaskuler destek spiral arter ve diz artelerden olusur. Spiral

artler fonksiyonel tabakaya dogru uzanir ve buray1 kanlandirir ve menstrual dongiide

degisir diiz arterler ise dgisimden etkilenmez yalnizca bazal tabakada yer alir

(Gartner ve Hiatt 2016).
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Sekil 2.9. Yumurtaliktaki Olaylar (Junqueira ve Carneiro 2003)

2) Myometrium: Uterus duvarinin en kalin katmanini olusturur. En uzun diz kas
liflerini barindirir. Ozellikle gebelikte uzunlugu maksimumdur. Diiz kas lifleri 4 ayr1

tabaka olustururlar. Bu tabakalar;
a) Stratum submukozum: Endometriuma bitisik, longitudinal seyirli.

b) Stratum vaskulare: Spiral seyirlidir, kas lifleri arasinda damarlart

coktur.

C) Stratum supravaskulare: Sirkiler/longitudinal seyirli kas telleri ince
bir tabakadir.

d) Stratum subserozum: Serozaya komsudur, longitudinal seyirlidir
(Tip Fak 2017).

Gebelik sirasinda kas lifleri hipertrofi yoluyla veya mevcut kas liflerinin

mitozu yoluyla artar. Gebelik esnasinda bir¢ok diiz kas hiicresi protein salgisi
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yapan hucrelerin ultrastrikttrel 6zelliklerini gosterir ve aktif olarak kollajen sentez
ederler boylece uterus kollejen igeriginin dnemli derecede artmasina neden olur.
Gebelikten sonra, bazi kas hiicrelerinde harabiyet, digerlerinin boyutlarinda
azalma ve kollajenin enzimatik yikimi izlenir. Béylece uterusun boyutlar1 gebelik

oncesindekine yakin degerlere iner (Junqueira ve Carneiro 1998).

Gebelik yasamayan bir kiside uterus kasilmalari hissedilmez kasilmalar
cinsel uyart1 ya da ay hali sirasinda artarak ve krampa benzer agr1 ortaya ¢ikar.
Gebelikte ise progesteron ve relaksin hormonu myometrium kasilmasini baskilar.
Gebelik sonunda ortadan kalkar. Ve dogum baslar. Dogumda ndyrohipofizden
salgilanan oksitosin hormonu ile artar. Bu hormon dogumcular tarafindan bazen
dogumu baglatmak bazende zayif kasilmalar1 kuvvetlendirmek amaciyla kullanilir.
Ostrojen myometriumun normal hacmini ve sitolojisini siirdiiriir yoklugunda

uterus kiigtiliir (T1ip Fak 2017).

3) Perimetrium: Uterusu en digtan sarar ve peritonun, mezotel ve gevsek bag
dokusundan yapilan visseral yapragidir. Yan taraflarda ligamentum latum'a karisir.

Uterusun mesane ile komsu olan yiiziinde bulunmaz (T1p Fak 2017).
2.1.6 SERVIKS

Serviks uterusun alt uzantisidir. Uterus boslugu ile vajina rasinda baglanti
kurar bu baglant1 endoserviks ile olur buda miiukus salgllayan tiibiiler bez icerir.
Bu endoservikal bezlerin salgilama etkinligi Otrojenler tarafindan diitarafindan
diizenlenir ve salgilama ovulasyon zamaninda maksimuma ¢ikar bu salgilar cinsel
ilisi sirasinda vajinay1 kayganlastirir ve bakterilerin uterusa gecmesini engeller

(Kierszenbaum 2006 ).

Serviks bezleri alkali miikiis salgilar. Bu bezler bazen tikanarak noboth
kisleri olusturur. Gebelik oldugu aman bu bezler koyu kivamli miikiis salgilar ve
serviks kanalini tikar ve bu tikag bakterilerin ve spermin uterusa girmesini engeller

(T1p Fak 2017).

Dogumdan dnce servikste goriilen genisleme ise, siddetli kollajenolizise ve
bunun yol actifi yumusamaya baglidir. Serviks kanseri serviksin ¢ok katli yassi

epitelinden koken alir. Her ne kadar sik goriiliirse de, mortalite orani1 diistiktir. Bu
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disiik oran, serviksin yapilan yillik fizik muayeneleri ve servikal epitelden alinan
yayma preperatlarin sitolojik tetkikleri ile karsinomun erken donemde kolayca

ortaya konabilmesine baglidir (Junqueira ve Carneiro 1998).

Endometriyumun kismen ayrilmig bir hale gelir dokiilen miktar farkl
kadinlarda hatta aym1 kadinda farkli donemlerde bile degiskenlik gosterir.
Menstruel fazin sonunda endometriyumdan geriye, endometriyum bezlerinin bazal
uclarini igeren bazal tabakadan baska bir sey kalmaz. Buradan bez hiicrelerinin
¢ogalmasi ve bunlarin yiizeye go¢ etmeleri ile proliferatif faz ve siklus tekrar

baslar (Junqueira ve Carneiro 1998)

Déngi Evresi
Proliferasyon Salgilama ya da Luteal Menstriiel
Hipofiz Folikiil uyarici hormon, Salgilama evrenin baglangicinda, dstrojen uyansiyla salgi-
hormonlarinin | ovaryum folikillerinin lanan luteinizan hormon en yiiksek diizeyindedir ve
baglica etkileri | hizla biyimesini uyarir ovulasyonun olugmastni ve korpus luteumun gelismesini saglar
Ovaryumda Ovaryum folikdillerinin Ovulasyon Korpus luteumun Korpus luteumun
olugan baglica | btyimesi; baskin olan folikil | geligimi bozulmasi
olaylar on ovulasyon evreye ulasir
Baskin Bliylimekte olan folikller Korpus luteum tarafindan tretilen Progesteron
ovaryum tarafindan dretilen dstrojenler | progesteron baglica uterus Gzerinde |  Uretimi durur
hormonu vajina, ovidukt ve uterus etki gosterir
Uzerinde etki eder
Endometriyum- | Menstriiasyondan sonra Mukoza daha da gelisir, uterus bezleri kivimli bir hal alir, Ovulasyondan
daki baglica mukozanin geligmesi salgr islevi baglar yaklagik 14 gin
olaylar sonra mukozanin
bir kismi ddkiilir

Sekil 2.10 Aybas1 dongiisii sirasinda gelisen olaylarin 6zeti (Junqueira ve Carneiro 2003)

2.1.7 VAGINA

Vagina fibromuskuler boru seklinde bir organ olup bezlerden yoksundur.
Vajinanin 1slakligr uterus ve endoservikal bezlerin mukus salgist ile vestibiildeki
Bartholin bezlezlerinin salgisi iledir. Vajinanin, alt ucunda hymen denilen
transversal bir zar bulunur. Vaginanin 6n ve arka duvari normalde birbirine
degdiginden lumeni kapalidir. Duvar1 3 tabakadan olusur: Bunlar distan ice
dogru;(Kierszenbaum 2006; Tip Fak 2017)

1)Tunika Adventisya; Vajinay1 disindaki yapilara baglar ve elastik ipliklerden

zengindir. Adventisya vajinay1 ¢evre dokularla birlestirir. Vajinanin esnek olmasi
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duvarindaki bag dokusu i¢inde elastik liflerin bol miktarda bulunmasina baglhdir.
Bu bag dokusunda yaygin bir vendz pleksus, kii¢iik néron topluluklar1 vardir

(Jungueira ve Carneiro 1998; Tip Fak 2017).

2)Tunika Muskularis: icgte sirkiiler ve ince, dista ise kalin longitudinal d

uz

kastir. Kaslar arasinda elastik liflerden zengin bir bag dokusu vardir. Vagina dis

deligi etrafinda diiz kas tabakasi etrafinda sifinkter yapan ¢izgili kaslar vardir (Tip

Fak 2017).

3)Tunika Mukoza: Lamina epitelyalis ve lamina propriya adli iki tabakadan

olusur.

a) Lamina propriya; Elastik liflerden zengin olan gevsek bag
dokusundan olusur. Burada olan hiicreler arasinda lenfosit ve notrofiller goktur.
Vajina ukozasinda ger¢ekte duysal sinir sonlanmalr1 yoktur, birkag ¢iplak sinir

sonlanmasi vardir bunlarda agri lifidir (Junqueira ve Carneiro 1998).

b) Lamina epitelyalis; Kalin ve ¢ok katli yassidir. Ostrojenik
uyarimla epitelde bol miktarda glikojen sentezi ve depolanmasi olur. Vagina
lumenine de olan glikojen bakteriler tarafindan metabolize edilip, laktik asite

doner ve bu sayede bakteri florasi elde tutulur (T1ip Fak 2017).

Vagina epiteli menstrual dongii sirasinda siklik degisikliklere ugrar ve bu
degisiklikler dstrojenler tarafindan uyarilir, ovulasyonda c¢ok kath epite degismis
ve pap yaymasinda asidofilik yassi hiicreler goriiliir. Vagina epitellerinin ve

miikiisiin incelenmesi kadinin hormonal durumunu gosterir (Kierszenbaum 2006).

Ostojen vagina epitel tabakasini kalinlastirir, progesteron intermediet
tabakada deskuamasyonu artirir bakirelerde HYMEN vaginanin vestibuluma
acilan yerde bulunan ince mukoza kivrimidir. Her iki yiiziinde ¢ok katli yassi
epitel ortada ince bir bag dokusundan olusur ve delikli veya yarimay seklindedir
(T1p Fak 2017).
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Eksfolyatif Sitoloji

Eksfolyatif sitoloji, vicudun cesitli ylzeylerinden normalde dokilmekte
olan hiicrelerin ozellikleri lizerine yapiln calismalardir. Vajinadan toplanmis

hiicrelerin sitolojik degerlendirilmesi onemli klinik bilgi verir.

Tam olarak olgunlasmis vajina mukozasinda bes tip hiicre kolaylikla ayirt
edilebilir bazal tabakanin i¢ tarafindaki hiicreler bazal tabakanin dis kismindaki
hiicreler, ara tabakalarin hiicreleri, boynuzlasma 6ncesi hiicreler kornifiye hiicreler.
Bir vajinal yaymada gozuken hiicre tiplerinin sayilarina dayanararak, hastanin
hormonal durumu hakkinda 6énemli bilgi verir vajinal yayma ayni1 zaanda serviks

kanserinin erken teshisinde faydalidir (Junqueira ve Carneiro 1998).
2.1.8 DIS DISI GENIiTAL ORGANLAR

Vestibulum vagina, labium mindr, labium majér ve clitoris'ten ibarettir.
Vestibulum vagina, iki labia minér arasindaki ki araliktir mukus salgilyan bezler
ve ¢ok sayida liretra etrafinda dah kiigiikge mukus salgi yapan bezler ve klitoris bu
arhiga acilir. Propriyasinda epiteli ¢ok katl yassi keratinizedir.(Gartner ve Hiatt
2016)

Labium minores'ler, deri kivrimi olup i¢inden elastikliflerin gectigi
stingerimsi bag dokusunun bir niivesidir. Dermiste ¢ok sayida sebase bezler vardir.
Kil ve yag dokusu bulunmaz. Bol damarhdir (Gartner ve Hiatt 2016; Junqueira ve
Carneiro 1998).

Labium majorler yagdan zengin deri kivrimlar1 olup yag ve ter bezleri
salgilar1 dis yiizeylerinde yer alirr ve. I¢ yiizeyi kilsiz dis yiizeyi killidir. (Gartner
ve Hiatt 2016)

Clitoris penis'in homologu olan erektil bir organdir. iki kiicik, silindirik,
glans Klitoridis denilen prepuce-ortiilii yapt ile sonlanir. Duyusal sinir ile

donatilmis ince bir deri ile 6rtulmustir (Gartner ve Hiatt 2016)
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2.2 ENDOMETRIYUM KANSERI

Ulkemizde jinekolojik kanserlerin goriliis siklig1 arastirildiginda en sik
endometrium adenokanserdir (Kanserle savas politikasi ve kanser verileri 2002).
Endometrium kanseri tiim kadin genital sisteminde goriilen kanserlerin %45¢ini ve
kadilarda goriilen kanserlerin %11¢ini olusturur (White 1993). insidans bélgeler
arasinda farklilik gosterir ve yaklasik her yil 200000 yeni vaka tani alir (Ferlay
veSoerjomataram 2015), endometriyum kanserinde hastaligin seyri genellikle
iyidir ve tedaviye cevap yuksek ve mikemmel prognozdan, kot prognozlu agresif

hastaliga kadar genis spektrum gosterir (Solmaz ve ark.2016).

En sik goriilen ilk belirti, postmenopozal kanama veya menstrilasyon
diizensizligidir. ileri dénemlerde anemi, agri, mesane ve bagirsak sorunlari
goraldr. Evre 1 ve 1l icin genellikle total abdominal histerektomi ve bilateral
salpingoooferektomi (TAH+BSO) yapilir (Coskun 2012).

Hastaligin evresi sag kalimi etkiler ve tedavisi genellikle cerrahi,

radyoterapidir ve nadiren kemoterapidir (Stromborg 1986; Merrill ve ark 2005).

Endometrium kanserine tan1 vermek i¢in kullanilan Pap smear testi,
transvaginal ultrasonografi, salin inflizyon sonografi, histereskopi ve endometrial
orneklemedir. Pap semar testinin endometrial kanserine tani vermek ig¢in
duyarliligr disuktir ve genellikle endometriyum kanseri olan hastalarda negatiftir.
Semptomatik hastalarda endometriumun degerlendirilmesinde ilk yapilacak
yontem transvaginal ultrasonografidir. Transvaginal ultrasonografinin yetersiz
kaldig1 durumlarda salin infiizyon sonografi yapilabilir. Ofis histeroskopi, hasta
uyumunun yiiksek oldugu bir tan1 koyma yontemidir. Pipel biyopsi hastanin rahat
olmast ve tamisal duyarliligi yiiksek bir Ornekleme yontemidir. Tamoksifen
kullanan hastalar da kanama yoksa endometrial drnekleme yapilmaz. Tedavisinde
genellikle cerrahi, radyoterapi ve daha az siklikla kemoterapi uygulanir
Endometrial kanserle iligkili en 6nemli risk faktoru 6strojen hormonuna ¢ok fazla
miktarda maruz kalma ile iligkilidir. Hormonlar arasindaki dengenin &strojen

lehine kaymasi endometriyal kanser gelisim riskini arttirir (Sencan 2011).
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Klinikopatolojik  0zelliklere ve genetik temele gbre, endometrium
kanserleri iki ana tipte siniflandirilmustir: tip I ve tip II. Endometrioid ve miisin
tiimorleri ayni zamanda tip I olarak da adlandirilir ve iyi ayirt edilmis
neoplazmalardir ve genellikle Ostrojen etkisine baghdir. Tip I (endometrioid
adenokarsinoma) kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi Ostrojene bagimlidir ve bu
hicreler dstrojen ve progresteron reseptorleri icerirler (Park ve ark. 2009;Pallares
ve ark.2007;Sophia ve ark.2000; Shing-Jyh ve ark.2000; Arcangeli ve ark.2010;
Jeong ve ark.2009;Albitar ve ark.2010). Bu tip kanser hiicreleri yavas yayilir ve
mikrosatellit kararsizlik mevcuttur, KRAS, PTEN ya da B-catenin genlerinde
mutasyon vardir (Pallares ve ark.2009; Jeong ve ark.2009; Sophia ve ark.2000).
Tip II (papillar ser6z karsinoma) kanser hiicreleri ¢ogunlukla andploidtir, dstrojen
ve progesteron hormonu icin reseptoér icermez (Jeong ve ark.2009; Sophia ve
ark.2000) CDKN2A TP53 ve ERBB2 genlerinde mutasyon mevcuttur (Park ve
ark.2009; Arcangeli ve ark.2010). EK ile en ¢ok iliskili genetik sendrom otozomal
dominant gegis gosteren Lynch Sendromu‘dur. Lynch sendromlu olgularin
cogunda MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 gibi DNA tamir genlerinde mutasyonlar
vardir (Touboul ve ark.2014).Bu sendromla alakali olan kadinlarda ek riski %40-
60‘tir bu ylizden 35 yas ilizerindeyken ve ¢ocuk istegi tamamlandiktan sonra
profilaktik histerektomi ve bilateral salpingooferektomi 6nerilmektedir (Moir-
Meyer ve ark. 2015).

Diger yandan, tip II tiimorler olarak bilinen ser6z ve berrak hiicreli
karsinomlar nikleer atipi, ylksek mitotik aktivite ve kot prognoz gésteren normal
desenler Uretememektedir (Hecht, veMutter 2006). Anjiyogenez, timdr buyimesi,
istila ve metastaz igin esastir. Neovaskiilarizasyon yoksa timor buylyemez ¢unki
tiimoriin ortasindaki oksijen eksikligi apoptoz ve nekroz ile sonuglanir. Bu nedenle
kanser hcreleri kendilerini cesitli mekanizmalar ile hipoksiye adapte etmek
zorundadirlar (Harris 2002).

Kadinlarda iki ana seks hormonu olan strojen ve progesteron menopozdan
once yumurtaliklarda {retilir. Bu hormonlar arasindaki dengeler her ay
menstrilasyon dongii boyunca degisiklik gosterir. Bu degisiklikler aylik
menstriiasyon periyodlarinin olusumunu saglar. Endometrial kanserle iliskili en

o6nemli risk faktorli Ostrojen hormonuna ¢ok fazla miktarda maruz kalma ile
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iligkilidir. Hormonlar arasindaki dengenin Ostrojen lehine kaymasi endometriyal

kanser gelisim riskini arttirir (Sencan 2011)
2.3 ISHIKAWA HUCRELERI

Tiimor tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin hiicre diizeyindeki etkileri degisik
metodlar kullanilarak arastirilmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalariin ¢ogunda iki
boyutlu tiimor hiicre kiiltiirleri kullanilmatadir. Bu hiicre kiiltiirlerinden elde edilen
sonuglarin ¢ogu zaman in vivo uyumlu olmadigi bu sebeple in vivo uyumlu ve in
vivo mikrogevre Ozelliklerini saglayan en iyi in vitro modeller {izerinde

calisilmaktadir (Sencan 2011).

Ishikawa hicreleri, insan uterus epitel hicre dizisidir (Heneweer ve
ark.2005) Ishikawa hcreleri 6strojen ve progesteron igin steroid reseptoru icerir
bu yiizden ishikawa hcreleri endometriyal glandular hicrelerin ve iyi, diferansiye
endometriyal adenokarsinom hcrelerinin  fizyopatolojik ve  fizyolojik
degerlendirilmesinde sik kullanilir (Uchida ve ark.2005). Uterus fonksiyon
bozukluklarina neden olan tip I adenokarsinom hiicreleri olup (Jeong ve ark.2009),
insan endometriyum epitelinden tlremekte ve ginimizde insan endometriyal
kanserini en iyi karakterize eden hicrelerdir (Nishida 2002;Naciff ve
ark.2009;Albitar ve ark.2010).Ishikawa hiicreleri 6strojene bagimli degillerdir ve
bu sayede 6strojen icermeyen ortamlarda gelisimlerini surdirebilirler. Ve normal
endometriyumdaki ayn1 enzimler ve yapisal proteinleri barindirirlar ( Heneweer ve

ark.2005)
2.4. APOPTOZIS

Programlanmis hiicre oOliimiine apoptozis denir ve enerji bagiml
biyokimyasal bir mekanizmadir. Apoptozis homeostozinin devamliligi, normal
hiicre turnover‘l, normal gelisim, immiin sistem fonksiyonu, hormon bagimli
atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak uyarilmisg hicre 6liminl iceren
cesitli islemlerin hayati komponenti dir. Bu sistem bozuldugu zaman
norodejeneratif hastaliklar, iskemik zarar, otoimmiin rahatsizliklar ve birgok

kanser tipini kapsayan bir faktor olarak karsimiza ¢ikar (Susan 2007).
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Morfolojik olarak hiicrede hizli bir kondansasyon ve sisen fagosite olmus
hiicre zar1 ile kapli olan apoptotik cisimler ve bunlar, yakindaki hiicreler tarafindan
ortadan kaldirilir. Bu olayda inflamasyon goriilmez. Apopitozis malign timérlerde
dogal olarak olusur ve tiimor biiyiimesini azaltir. Artmis proliferasyon ve azalmig

apoptozisin karsinogenezisde etkendir (Kerr ve ark. 1994).

Apoptozisin baslatilmasi i¢in hiicrenin genetik mekanizmalarla uyarilmasi
gerekir. Bu uyarilar hiicrenin i¢inden meydana gelebildigi gibi dis etkilerden de
kaynaklanabilmektedir (Ozansoy 2006).

Artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin karsinogenezisde etken oldugu
gozlenmistir (Kerr ve ark. 1994). Apoptozisin patolojik sureglerdeki roll ise: 1.
Tumorlerde, hem biyume hem de regresyonda hiicre 6limi (kemoterapi,
radyoterapi, hormon tedavisiyle ve spontan regresyonda), 2. Hormona bagimli
dokularda patolojik atrofi, 3. Parenkimatéz organlarda duktus tikanmasina bagl
patolojik atrofi (0rn. karaciger), 4. Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hiicre
Oliimii, 5. Bazi1 viral hastaliklarda hiicre 6limi (6rn. HIV-1, HCV, Adenovirus
infeksiyonlarinda), 6. Cesitli zedeleyici etkenlerle olusan hiicre 61imu (hipertermi,
radyasyon, sitotoksik kemoterapi, hipoksi gibi nekroz olupturan etkenler (Cohen
1998; Gavrieli ve ark. 1992; Wyllie 1986).

Kanser gelisiminde ve akciger kanserinde apoptozis B hiicreli lenfomada
oldugu gibi bazi tiimorlerde apoptozis azalmasi, timor gelisimine neden
olabilmektedir. Genellikle timodr dokusunda proliferasyonun artmasma bagh
olarak apoptoziste de artig izlenir. (Soini ve ark. 1998). Hicre yilizeyinde bulunan
APO-1 (fas res) pozitifliginin kaybi, timor gelisimi sirasinda ortaya konmus bir

bulgudur.

Neoplazma gelisiminde etkili olan 6nemli diger bir degisiklik de bazi

timor genlerinin aktive olmasidir (Kern ve McLennan 1998).

Histolojik olarak, timor dokusunda apoptotik indeksle apoptotik hiicre
sayisinin yagayabilir hiicrelere orani bulunmaktadir ve bu indeks, apoptozisin

siddetini ya da oranini belirtmektedir. Bu, tiimoriin tipini ve evresini belirlemede,
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tedaviye verecegi yanit1 dnceden tahmin etmede ve prognozu saptamada yardimci

olabilmektedir ( Tormanen ve ark.1995;Tanaka 1999;Anton ve ark.1997)

Apoptozis ¢ok hiicreli canlilarin gelisiminde de gorilir. Cok hcreli
canlilarin normal ve dogru gelisimleri, baz1 hicrelerin apoptozisle 6lmesine
baglhdir. Omnek verirsek kurbagalarm metamorfozisi esnasinda kuyruklarmin
kaybolarak eriskin forma ge¢meleri apoptozisle gerceklesir. Kuyruktaki htcreler
apoptozisle 6lerek kaybolur. Insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan
perdelerin buradaki hucrelerin apoptozisle 6lmesi de buna érnektir (Herrmann ve
Kalden 2003;Mcphie ve ark; 2003,Coopersmith ve ark;2003,Piret ve ark;2004)
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Sekil 2.11.Kurbaga, caenorbabditis elegans ve insanlarda apoptozis. (Ulukaya 2007)

Apoptotikhiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k
mikroskobunda incelendiginde, hiicreler etrafinda agik bir parlama seklinde gorilir
(Oktem ve ark;2001)

Potansiyel tedavi yontemleri {i¢ kategoride toplanir bunlar; gen tedavisi,
apoptoz molekullerinin dizenleyicilerini hedefleyen molekdllerin enjeksiyonu,
apoptozla iligkin genlerin ifadesini dizenleyen farmakolojik kucuk molekuller.

Bugune kadar non-steroidal antiinflamatuvarlar gibi apoptoz diizeyini degistirdigi
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bilinen bir¢cok ilag vardir. Aslinda biitiin sitotoksik ilaglar ve 1s1n tedavisi
programlar1 timor hiicrelerinde apoptozu baslatmak igindir. Eger tedavide
apoptoza diren¢ olursa bu tedavi basarisiz demektir. Bu tedaviler, normal
hlcrelerde de apoptozu baslatir ve kemik iligi iizerinde olumsuz yan etkileri
vardir. Bununla beraber son zamanlarda gelistirilen yeni birgok tedavi denemeleri

umit vericidir (Almasan ve Ashkenazi 2003;Tomatir 2003).

Doku homeostazi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi gibi Bugiline kadar
nonsteroidal antiinflamatuvarlar gibi apoptoz diizeyini degistirdigi bilinen birgok
ilag vardir. Bu ilaglar ve 151n tedavisi programlari ve oliimii arasindaki uyumdur.
Apoptozun o6nemi, cesitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da zararh
hiicrelerin inflamatuar yanit olmadan yok edilisini saglamasindan ve organizmanin
i¢ dengesinin devamliligini saglamasidir. Canli doku ortaminda hiicrelerin tek tek
iz birakmadan silindigi fizyolojik bir 6liim seklidir ve apoptoz insanlardaki dnemli
patojenlerin tedavisi iginde umut vericidir (Aksit ve Bildik 2008).

3.MATERYAL METO0D

"Geraniolun Ishikawa hicrelerine potansiyel antikanser etkilerinin
degerlendirilmesi" bashikli ¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Ilag ve Tibbi Cihaz Disi Arastirmalar Etik Kurulu'nun 2019-1786 karar

sayist izni ile gergeklestirildi.
3.1 KIMYASALLAR

Bu in vitro deneysel g¢alisma igin deney igin insan Ishikawa insan
endometriyum hiicre hattt kullanildi. Geraniol 99%,-ACROS Organics™(fisher
scientific) 100 gr'lik sise (0.8780g/mL), Dulbecco‘s modified eagle's medium/low
glucose (DMEM) (SIGMA), Fetal bovin serumu (FBS) Gibco (Gaithersburg, MD,
ABD), Trypsin / EDTA (Multicell, Wisent Inc. Quebec, Canada) Tiazolil mavisi
tetrazolyum bromiir (MTT) Amresco (USA) kullanildi.

3.2 MTT Analizi

Geraniol‘lin Ishikawa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-

(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) testi ile belirlendi.
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MTT testi ile yasayan hicrelerde formazan tuzu olusumu kolorimetrik
diizeyde degerlendirilerek hiicre canliligi seviyesi belirlenmistir. Ishikawa hicre
hatt1 oncelikle eksi 80°lik dondurucudan ¢ikarilip 37°C de ¢ozdirtldi. Hucreler
flasklara ekilecek ve konfluens % 80-90 olana kadar ¢ogaltildi. Daha sonra tripsin
ile hicreler kaldirilacak ve sayildi. Bu test icin htcreler 96 kuyulu hicre
plakalarina 5x103 hiicre/kuyu sayida olacak sekilde ekildikten sonra hicrelerin
yapismasi i¢in 37°C‘de, %5°‘lik CO2 igceren nemli ortamda 24 saat inkibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler, Geraniol‘iin 10 farkli konsantrasyonuyla (25-
50100-250-300-350-400-450-500-1000 puM) 24, 48 ve 72 saat boyunca zaman
bagimli olarak muamele edildi 24, 48 ve 72 saatlik her bir muamelenin ardindan
hicreler 20 pl MTT solisyonu ile 4 saat inkibe edildi ve formazan kristalleri 200
ul DMSO*‘da ¢ozdirildi. Her bir kuyudaki absorbans mikroplaka elisa okuyucuda
570 nm‘de olgiilecektir. Deney sonucunda sitotoksite dizeyleri asagidaki formdl
ile hesaplandi. MTT analizi 3 defa tekrarlanacaktir. Deney sonucunda tim

konsantrasyonlarin % canlilig1 asagidaki formiil ile hesaplandi.

% Canlihk = Doz kuyucugunun absorbansi / kontrol kuyucugunun

absorbansi) X 100

RT-qPCR (Gercek Zamanh-kantitatif PCR) ile Apoptoz-iliskili Genlerin

MRNA Ekspresyon Analizi

Hiicre canlilign testi ile hiicrelerin % 50_sini Oldiiren, sitotoksik olarak
belirlenen IC50 dozunun apoptoz ile iligkili genler Gzerindeki etkisini mRNA
seviyesinde degerlendirmek i¢in RT-qPCR yontemi kullanilmistir. Bu yontem

asamalar1 agagidaki gibi siralanmustir.
Total RNA izolasyonu

Apoptoz ile iliskili genlerin mMRNA ekspresyon analizi igin Triol reagent
(VWR, ABD) ile hicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA

izolasyonu igin;

1) 6°lik hiicre plakalarina, her bir kuyuda 5 X 105 hiicre olacak sekilde
hicre ekimi gergeklestirilmis ve hiicrelerin yapismasi igin 24 saatlik inkiibasyona

brrakilmstir.
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2) Geraniol doz grubu hucrelere MTT testi sonuglarina gore belirlenen
48. saatteki IC50 dozu uygulandiktan sonra inkiibe edilmistir.48. Saat sonunda
kontrol ve geraniol grubu hucrelerine 1 ml Trizol reagent ilave edilerek 5
dakikalik silirenin ardindan hiicre kaziyiciyla kuyulardaki hiicreler ependorflara

aktarilmigtir

3) Her bir 6rnegin yer aldig1 ependorflarin tizerine 100 pl kloroform
yavasca eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda bekletilmis, stre sonunda 4
0C<de 12000 rpm‘de 15 dakika santrifiij edilmistir.

4) Santrifiijiin ardindan ependorfun en {stiindeki faz baska bir
ependorfa konulmus, bu fazin tizerine 500 pul izopopil alkol eklendikten sonra 4
0C‘de 12000 rpm‘de 15 dakika santrifiij islemi tekrarlanmistir

5) Santifiijlin ardindan olusan siipernatant kismi uzaklastirilarak, kalan
pelletin iizerine %70°lik etanol eklendikten sonra pelletin homojenize olmasi

saglanmigtir

6) Sonrasinda tiip 4 0C‘de 12000 rpm‘de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra olusan silipernatantin tamami uzaklastiritlmig ve alkoliin tamamen kurumasi

saglanmustir.

7) Alkolden tamamen uzaklastirilan pellet niikleaz icermeyen su

icerisinde RNA ‘ya zarar vermeyecek sekilde homojenize edilerek ¢ozdirilmustir.

Elde edilen RNA‘larin kalite ve miktar analizlerinin gergeklestirilmesi icin
her bir 6rnek RNA‘sinin nanodrop cihazinda 230, 260, ve 280 nm dalga
boylarinda okumasi gergeklestrilmis ve ornekler galisilincaya kadar -80 0C‘de

saklanmustir.
DNase Muamelesi

RNA izolasyonu sonrasi elde edilen RNA o6rneklerinden genomik DNA ‘nin
uzaklastirilmasi igin her bir 6rnege iiretici firmanin talimatlarina gére DNase- |
enzimi (Thermo Scientific, ABD) ugulamasi gergeklestirilmistir. Bu uygulamay1

gerceklestirirken herbir 6rnek icin 0,2 ml hacimli tlpln icerisinde 1 pl 10X
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reaksiyon tamponu (MgCL2), 1pl DNase-lI enzimi, 1 pg RNA ve Nukleaz
icermeyen su ile 10 pl hacime tamamlanip karistirilarak ve hafif bir spin igleminin
sonrasinda 30 dakika boyunca 37 0C*‘de inkiibe edilmistir. Hemen sonrasinda 1 pl
50 mM‘lik EDTA tiiplere ilave edilfikten sonra 10 dakika 650C‘de inkiibasyona

birakilmistir.
cDNA Sentezi

Her bir 6rnegin total RNA ‘sinin DNase-I enzimi ile muamelesinin ardindan
iScriptTM  c¢cDNA sentez kiti (BIO-RAD, ABD) ile cDNA sentezi
gerceklestirilmigtir. ¢cDNA sentezi islemi icin nikleaz igermeyen tuplerin
icerisinde herbir drnek igin 4 pl 5X iScript reaksiyon mix, 1 pl iScript reverse
transkriptaz enzim, 1 pg RNA ve niikleaz igermeyen su ile 20 pl‘ye tamamlanacak
sekilde karistirilarak ve kisa bir siire spin edildikten sonra thermal cycler cihazinda
5 dakika 25 0C‘de, 30 dakika 42 0C ve 5 dakika 85 0C‘de inkiibasyona
birakilmsitir. Sentezi tamamlanan ¢cDNA ‘lar ¢calismalarda kullanilincaya kadar -80

0C‘de muhafaza edilmistir.
RT-gPCR

Apoptoz ile iliskili Bax, BCL-2, Kaspaz-3, Kazpaz-8, Sitokrom C, Fas, TNF-
a, TNFR1, TNFR2 genlerinin mRNA Ekspresyon analizi i¢in geraniol ve kontrol
gruplarindan elde edilen cDNA Ornekleri kullanilmistir. Belirlenen genlerin
ekspresyon seviyelerinin nicel analizi, Brightgreen isaretleme temelli gqPCR
mastermix (abm) ile gergeklestirilmistir. RT-gPCR i¢in BIO-RAD CFX Connect
cihazi kullanilmistir. RT-qPCR reaksiyonu igin gerekli olan brightgreen 2X gPCR
mastermix, primer mix, niikleaz igermeye su ve cDNA komponentleri 8°li RT-qPZR
strip tiipleri igerisinde karistirtlarak hazirlanmistir . RT-PCR kosulari ise 95°C*de 4
dakika, 40 dongii (95° C‘de 30 saniye, 60°C‘de 30 saniye, 72°C‘de 30 saniye),
95°C*‘de 10 saniye ve reaksiyonun sonrasinda sicaklik kademeli olarak 65°C-
95°C‘ye saniyede 0,2°C olacak sekilde yiikseltilerek melt curve analizi basamagi
eklenmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler Cq olarak kaydedilmistir. Analizi
gerceklestirilen apoptoz ile iligkili genlerin ve referans gen olarak normalizasyonda

kullanilan housekeeping genin (GAPDH) primer dizileri Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1: RT-qPCR’da analiz edilen apoptozla iligkili genlerin primer listesi

Gen ismi Primer Dizisi PCR Uriini (bg)
Bax F.5-TTGCTTCAGGGTTTCATCCA-3 R: 111
5-ACACTCGCTCAGCTTCTTG-3
Bcl-2 F: 5-ACCGGGAGATAGTGATGAAGTA-3 R: 128
5-GGGCTGGGAGGAGAAGA-3
K 3 F: 5-CTTGGCGAAATTCAAAGGATGG-3 R: 102
aspaz- 5-CCCGGGTAAGAATGTGCATAA-3
Kaspaz-8 F: 5-GTCCTCGAGGCGATGATATTC-3 R: 101
b 5-GTAGGCTGAGGCATCTGTTT-3
Sitokrom C F: 5-CTCTTACACAGCCGCCAATAA-3R: 9
5-CAGGGATGTACTTCTTGGGATTC-3
Fas F: 5-ATTCTGCCATAAGCCCTGTC-3 107
R: 5-CTGTGTACTCCTTCCCTTCTTG-3
TNE- F: 5-CCTGGTATGAGCCCATCTATCT-3 R: 134
¢ 5-CAGGGCAATGATCCCAAAGT-3
F: 5-CTCCTTCACCGCTTCAGAAA-3 R:
TNFR1 5-GTCCACTGTGCAAGAAGAGAT-3 100
TNER? F: 5-TGCCGGCTCAGAGAATACTA-3 R: 98
5-TCCGAGGTCTTGGTACAGAA-3
GAPDH F: 5-GTCAACGGATTTGGTCGTATTG-3 106

R: 5-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3

3.3 DAPI immuniifloresan Boyamasi

48 saatlik uygulama sonucu, belirlenen IC50 degerlerine denk gelen doz

araliginda DAPI boyamasi yapilarak apoptozise giren ¢ekirdekler gosterildi.

3.4 Yara iyilesmesi Testi

Yara iyilesmesi testi igin hticreler 60X15 mm hiicre flaskina ekildi. % 80

konfluense ulasildiktan sonra 200 upL'lik steril pipet ucu ile diiz bir gizgi

olusturuldu. IC50 dozunda geraniol eklenerek 0, 24 ve 48. saatlerde fotograf

cekildi. Geraniolun Ishikawa hticre gocu tzerine etkisi gozlendi.

34



3.4 istatistiksel Analizler

% canlilik yomtemde belirtilen formiille, DAPI boyas1 ve yara iyilesmesi
testi gozlemsel olarak degerlendirilmistir. Gen ifadelerinin kat degisikliklerinin ve
istatistiksel analizler icin internet tabanli ¢RT2 Profiler TM PCR Array Data

Analysis" programi kullanild.

Calismamizda endometrial adenokarsinom hiicre hatt1 olan Ishikawa hiicre
hattinda geraniolun proliferasyon, canlilik ve apoptozise etkilerinin arastirilmasi

amaglandi.
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4 BULGULAR

Hiicre canhihigr ve MTT Analizi
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Grafik 1: Geraniol dozlarmin Ishikawa hiicre hatti1 canlilig1 iizerine 24 saat uygulanmasi sonucu etkisi,

MTT sonuglarinin ytizdesi.
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Grafik 2: Geraniol dozlarimn Ishikawa hiicre hatt1 canlilig1 iizerine 48 saat uygulanmasi sonucu etkisi,

MTT sonuglarinin yilizdesi.
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Grafik 3: Geraniol dozlarinin Ishikawa hiicre hatt1 canlilig {izerine 72 saat uygulanmasi sonucu etkisi,

MTT sonuglarinin ytizdesi
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Grafik 4: 3 farkli zaman diliminde geraniol dozlarimin 1shikawa hiice hatti canlilig1 tizerine 72 saat

uygulanmasi sonucu etkisi, MTT sonuglarinin yiizdesi

Ishikawa hiicre canliligina Geraniolun etkisi MTT testi ile degerlendirildi.
Hiicre popiilasyonu, geraniyol konsantrasyonlarina gore kademeli olarak azaldi
(Grafik 1, Grafik 2, Grafik 3, Grafik 4). Grafik sonu¢larinin degerlendirilmesinde
24 saat IC50 dozu 263,027 uM, 48 saat IC50 dozu 140,929 uM, 72 saat IC50 dozu
53,45 uM olarak hesaplandi.
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DAPI boyasi ile hiicre sayimi

Cekirdekleri DAPI ile boyanan hiicreler sayildi ve istatistik degerlendirmede
kontrol hiicrelerine gére IC50 dozu uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli

azalma tespit edildi.

Kontrol 1C50

Ortalama + | 746,33+71,13 | 325,16+101,29
SS

Tablo 2: Kontrol ve IC50 dozu uygulanan hiicrelerin DAPI ile boyanan c¢ekirdeklerinin sayim
ortalamasi ve standart sapma degerleri (SS) (P<0,05).

Resim 1 : Kontrol hiicrelerinin DAPI ile boyanmus ¢ekirdekleri (X20)
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Resim 2: IC50 dozu hiicrelerinin DAPI ile boyanmig ¢ekirdekleri (X20)
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Yara iyilesmesi Testi

KONTROL GERANIOL IC50

Resim 3:Yara lyilesme Testi

Geraniol IC50 dozu hiicre go6clni Ishikawa hiicrelerinde azaltmistir
Geraniol 1C50 dozunun hiicre go¢t Uzerindeki etkilerini test etmek icin yara
iyilesme deneyi yapildi. Geraniol IC50 dozunun Ishikawa hiicrelerinde kontrol
hicreleri ile karsilastirildiginda hiicre gogilinii 6nemli 6l¢iide azalttigr tesbit edildi.
Alman gortntiiler 0. 24. ve 48. saatlerde kaydedildi (Resim).

Apoptoz ile iliskili Genlerin Ekspresyon Analiz Sonuclar

Belirlenen 9 genin mRNA diizeyinde ekspresyon analizi i¢in online tabanl
—Qiagen RT? Profiller PCR Array Data Analysis Program Version 3.5| programi
kullanilmistir.  Ishikawa hiicrelerinde Geranioliin 48. Saatteki 1Csq dozunun
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uygulandig1 doz grubu, higbir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu hiicreleri ile
MRNA ekspresyon duzeylerine gore karsilastirildiginda Bax, kaspaz-3, kaspaz-8,
sitokrom C ve Fas genlerinde anlamli bir artig, Bcl-2 geninde ise anlamli bir azalig
gozlemlenmistir. TNFa, TNFR1 ve TNFR2 genlerinde ise kat degisiklikleri
belirlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistur (Tablo3

sekil 1).

Tablo 3: Ishikawa hiicrelerine uygulanan geraniol’iin apoptoz-iligkili genlerin mRNA

Ekspresyonlar (izerindeki etkisi (*: p<0,05)

A)
Gen Ad1 Fold Change P degeri
Bax 30,27 0.000031
Bcl-2 -6,89 0.000044
Kaspaz-3 5,6 0.001005
Kaspaz-8 11,88 0.000001
Sitokrom C 10,02 0.173808
Fas 5,82 0.001437
TNF-a -1,72 0.348006
TNFR1 39 0.092428
TNFR2 1,26 0.024538
B)
35 %k
30
25 A
@ 20 A
5 15 %
=
=

-10 - LA PP
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5. TARTISMA

Bir monoterpenoid olan Geranioliin endometrial adenokarsinom hiicre hatti
olan Ishikawa hattinda proliferasyon, canlilik ve apoptoza etkilerinin arastiriimasi

amaglandi.

Kadinlarda kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir(Liu ve
ark 2019). Endometrium kanseri kadinlarda akciger, meme ve bagirsak
kanserinden sonra dordiincli sirada yer almaktadir (Kars ve ark 2010).
Endometrium kanseri iilkemizde en sik goriilen jinekolojik kanserdir (Pinar ve ark
2008). Saglik Bakanlig1 Kanser Dairesi 2013 y1l1 jinekoljik kanser goriilme siklig1
verilerine gore serviks kanserin ylz binde 4.6, over kanseri ylz binde 7.0 ve
endometrium kanseri yiz binde 9.9 olarak belirtilmistir (Bilge ve ark. 2016).
Belirlenmis risk faktorleri arasinda obezite, menopoz, hipertansiyon, diyabet,
nulliparite, erken menars veya ge¢ menopoz sonrasi eksojen ostrojen kullanimidir
(Gowkielewicz ve ark 2019).

Endometrial kanserli hastalar1 tedavi etmek icin ¢oklu sistemik tedaviler
kullanilmistir. Progestinler son 30 yildir metastatik hastalik i¢in standart baslangi¢
tedavisi olmasina ragmen, hastalarin sadece% 20'sinde etkilidirler ve birgok biiyiik
randomize c¢alisma adjuvan ortaminda herhangi bir fayda gostermedigi

belirtilmistir (Moore ve ark 1991).

Evre I hastaliginin prognozu genellikle cerrahi ile tedavi edilmesi sonucu
iyi olarak kabul edilir. Bununla birlikte, ilerlemis hastalik (evre IIl veya IV)
prognozu kotiidiir, 5 yillik genel sagkalim (OS) oranlari% 47-69 ve% 15-17
arasinda degismektedir (Lee ve ark 2017). Bu nedenle, jinekolojik kanserlerin

olusumunu 6nlemek esastir (Liu ve ark 2019).

Monoterpenler, 6zellikle C10 izoprenoidleri, diyet bilesikleridir ve bircok
meyve, sebze ve otlarin esansiyel yaglarinda bulunur. Geraniol, aromatik bitkilerin

ucucu yaglarindan elde edilen asiklik bir monoterpen alkoliidiir ( Cho ve ark
2016,Shen ve ark 2019).

Geraniol olarak adlandirilan iirlin geraniol (trans) ve nerol (cis) olarak

isimlendirilen 2 cis-trans izomerin karisimidir. Birbirinden farkli birka¢ ugucu
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yagin ortak bir bilesenidir ve Monarda fistulosa (N95%), ninde yag1 (% 66.0), giil
yagt (44.4%), Palmarosa yagi (53.5%) ve citronella yagi (24.8%)gibi yaglarin
icinde olusur. Geraniol, suda ¢6ziinmez, ancak ¢ogu organik ¢oziiciide ¢6ziinebilir
ve soluk sar1 renktedir. Geraniol karakteristik giil benzeri bir kokuya ve tada
sahiptir (10 ppm'de). Birgok tiiriin ¢i¢eklerinden yayilir ve bir¢ok bitkinin bitkisel
dokularinda bulunur ve genellikle geranioliin oksidasyon iiriinleri olan geranial ve
neral ile birlikte bulunur (Chen ve ark 2010). Gul, lavanta ve limon bu bitkilerden
bazilaridir (Liu ve ark 2013).

Geraniol glzel kokular, sampuanlar, tuvalet sabunlart ve diger banyo
malzemeleri gibi dekoratif kozmetiklerde kullanilan bir parfiim bilesenidir, ayrica
ev temizleyicileri ve deterjanlar gibi kozmetik olmayan Urlinlerde de

kullanilmaktadir.

Diinya c¢apinda kullanimi  yillik 1000000 kilogram civaridadir
(Lapczynski ve ark 2008).

Kozmetikler ve ince parfumler dahil gesitli ticari {irtinlerde kullanimina

ek

olarak geraniolun anti-mikrobiyal, antioksidan, noroprotektif ve anti timor

aktiviteleri iceren genis bir farmakolojik aktivite uygulama sathasi1 vardir (Cho ve ark

2016, Soldrzano-Santos ve ark 2012, Rekha ve ark 2018, Qi ve ark 2018, Queiroz
ark 2017).

Literatirde Geraniolun, cesitli kanser tirlerine sitotoksik ve antitimor
aktivitelerine bakildigi zaman kolon (Qi ve ark 2018), karaciger (Queiroz ve ark
2017), prostat (Lee ve ark 2016) ve dil ( Madankumar ve ark 2017) kanserlerinde

anti tiimor etkili oldugu bulunmustur.

Geraniolun pankreas kanser hiicre hattinda apoptozisi indiikledigi ve Bax
ekpresyonunu kontrole gore yiikselttigi ifade edilmistir (Burke ve ark 2002).
Prostat kanseri, androjen iceren kosullar altinda, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin
durdurulmasimin ve apoptozise girmesinin 6nlenmesi ile ilerlemektedir.( Kim ve
ark 2011) geraniolun, PC-3 prostat kanseri hicrelerinde ve tumor asili farelerde

hiicre dongiisiiniin durmasini sagladigi ve apoptozisi indiikledigini belirtmislerdir.

ve
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Kaspaz3 aktivitesinin PC-3 hiicrelerinde geraniol konsantrasyonlarina bagli olarak
arttig1 belirtilmistir (Kim ve ark 2011).

Bizim ¢alismamizda da Geranioliin 48. Saatteki ICsy dozunun uygulandigi
doz grubu, hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu hiicreleri ile mRNA
ekspresyon diizeylerine gore karsilastirildiginda Bax, kaspaz-3, kaspaz-8, sitokrom
C ve Fas genlerinde anlamli bir artis, Bcl-2 geninde ise anlamli bir azalis
gbzlemlenmistir. Bu da Geraniolun Ishikawa hiicre hattinda intrinsik yolak
tizerinden apoptozisi indiikledigini gostermektedir. Yara iyilesmesi testinde ise
Geraniolun IC50 dozunda Ishikawa hiicre hattinda hiicre gé¢uni 6nemli 6lciide
azalttig1 tespit edildi. DAPI boyamasi ve hiicre sayiminda ise IC50 dozu MTT
testinde oldugu gibi hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi

tesbit edildi.

44



6.SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, c¢aligmamizda Geraiolun apoptozisi indikleyerek hicre
canliligimmi etkilemesi ve hiicre gociinli azaltmasi, bir antikanser ajan olarak
degerlendirilebilme 6zelligini ortaya koymustur. Geraniolun anti kanser
Ozelliklerini in vivo ¢aligmalarda denenmesi ve sonuglarinin degerlendirilmesi,
yeni tedavi stratejileri gelistirmek icin daha fazla arastirmanin 6niinii agacak ve

bilgi birikimi saglayacaktir.
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