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OZET

RESVERATROLUN ISHIKAWA ENDOMETRIYAL KANSER
HUCRELERINDEKI APOPTOZIS VE OTOFAJi UZERINE ETKILERIi

Mediha Giil Tol, Tipta Uzmanhk Tezi, Konya 2023

Endometriyum kanseri, kadinlarda jinekolojik kanserler i¢ginde birinci sirada yer alan
bir kanser tipidir. Tan1 ve tedavi asamasi {izerine olan ¢alismalar son zamanlarda 6nem
kazanmisgtir. Mevcut tedavi segeneklerine ek olarak geleneksel ilaglar gelistirilmeye

calisiilmaktadir.

Resveratrol, antiinflamatuvar, antikanser etki gibi birgok biyolojik etkisi olan bir
fitoaleksindir. Resveratrol’iin kanserdeki terapotik etkisini hiicre 6liim mekanizmalari
yoluyla gosterdigi disiiniilmektedir. Ancak bu etkilerinin mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. Bu caligmada Resveratrol’iin endometriyal kanser hiicre hatti olan

Ishikawa hiicreleri tizerindeki doz bagimli etkilerini arastirmak amaglanmustir.

Resveratrol” iin Ishikawa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile
belirlendi. IC50 dozu ile RT-qPCR ile Apoptoz ve Otofaji Iligkili Genlerin mRNA
Ekspresyon Analizi gergeklestirildi. IC50 dozu uygulandiktan sonra immunoflorasan
boyama yapildi. Resveratrol’iin, Ishikawa hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagl bir
sekilde inhibe ettigi goriildii. IC50 doz grubu, kontrol grubu hiicreleri ile mRNA ekspresyon
diizeylerine gore karsilastirildiginda Beclin-1, LC3-1, LC3-11, Casp-7, Casp-8, Casp-9, CycS
ve FADD diizeylerinde anlaml1 bir artis gézlendi.

Calismamizda, Resveratrol’iin apoptozisi ve otofajiyi indiikklemesi kanser
tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegini diisiindiirmiistiir. Resveratrol’iin anti
kanser Ozelliklerinin klinik ¢aligmalarla da degerlendirilmesi; yeni tedavi stratejileri

gelistirmek icin 6onem arz etmektedir.
Anahtar kelimeler: Ishikawa hiicreleri, hiicre 6liim mekanizmalari, Resveratrol

NEU BAP Destek numarasi: 221518010



ABSTRACT

EFFECTS OF RESVERATROL ON APOPTOSIS AND AUTOPHAGY IN
ISHIKAWA ENDOMETRIAL CANCER CELLS

Mediha Giil Tol, Tipta Uzmanhk Tezi, Konya 2023

Endometrial cancer is the first type of cancer among gynecological cancers in
women. Studies on diagnosis and treatment phase have gained importance recently. In

addition to existing treatment options, traditional medicines are being developed.

Resveratrol is a phytoalexin with many biological effects such as anti-inflammatory
and anticancer effects. Resveratrol is thought to exert its therapeutic effect in cancer through
cell death mechanisms. However, the mechanism of these effects is not fully understood. In
this study, it was aimed to investigate the dose-dependent effects of Resveratrol on Ishikawa

cells, an endometrial cancer cell line.

The cytotoxic effect of resveratrol on Ishikawa cells was determined by MTT test.
MRNA Expression Analysis of Apoptosis and Autophagy Associated Genes by RT-gPCR
with IC50 dose was performed. After the IC50 dose was applied, immunofluorescent
staining was performed. Resveratrol appeared to inhibit the proliferation of Ishikawa cells
in a dose-dependent manner. When the IC50 dose group was compared with the control
group cells according to their mMRNA expression levels, a significant increase was observed
in the levels of Beclin-1, LC3-1, LC3-II, Casp-7, Casp-8, Casp-9, CycS and FADD.

In our study, Resveratrol's induction of apoptosis and autophagy suggested that it
may be an agent that can be used in cancer treatment. Evaluation of the anti-cancer properties

of resveratrol in clinical studies; It is important to develop new treatment strategies.

Keywords: Ishikawa cells, cell death mechanisms, Resveratrol
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KISALTMA VE SIMGELER

AlF
AMP
AMPK
APAF-1:
ATG
ATP
BAD
BAK
BAX
BCL-2
BCL-X
CAD
Casp
CSF
DAPI
DISC
DMEM
DMSO
DNA
Endo-G :
FADD
FAS

FBS

- Apoptoz indiikleyici faktor
: Adenozin Monofosfat

: AMP ile aktive olan protein kinaz

Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii-1

: Otofajiyle ilgili genler

: Adenozin trifosfat

: Bel-2 iliskili 6liim organizatorii

: Bcl-2 homolog antagonisti

: Bel-2 iliskili x proteini

: B-hiicre lenfomasi 2

: Bcl-2 homolog protein

: Kaspaz aktive edici DNaz

: Kaspaz

: Koloni uyarici faktorler

: 4'-6-diamidino-2-fenilindol

: Oliim tetikleyici sinyal kompleksi

: Dulbecco's modified eagle medium

: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiribontkleik asit

Endonukleaz-G

- Fas ile iliskili 6liim alani
: CD95, apo-1

: Fotal bovin serum
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HSC . Ist sok proteinleri

1APs . Apoptoz protein inhibitorleri

ICAD : inaktif kaspaz aktive edici DNaz

IGF : Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IFNy : Interferon Gama

IL-2 - Interlokin -2

KFER Q : K, lizin; F, fenilalanin; E, glutamik asit; R, arginin; Q, glutamin amino asiti
LAMP : Lizozomal iligkili protein

LC3 : Hafif zincir 3

MTOR : Memeli rapamisin hedefi

MTT  : 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil tetrazolyum bromid
PAS : Fagofor olusum bolgesi

PE : Fosfotidil etonolamin

PI3K  : Fosfoinositol 3 fosfat kinaz

RNA  : Riboniikleik asit

RT-PCR: Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

SIRT 1 : Sirtuin 1

TNF - Timor nekroz faktor

TNFR : Tiimor nekroz faktor reseptor

ULK 1 :Unc-51 benzeri kinaz 1



°C

dk

mg

ml

nm

sa

Sh

: Santigrat derece
: Mikrolitre
: Dakika

> Gram

: Miligram

: Mililitre

: Nanometre
: saat

: saniye
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1.GIRIS VE AMAC

Kadinlarda en sik goriilen ilk bes kanser tlirii meme, tiroit, kolon, akciger ve uterus
korpus kanserleridir. Endometriyum kanseri, uterus korpus kanserleri arasinda yer alir ve
ozellikle 50-69 yas grubundaki kadinlarda endometriyum kanseri goriilme oran1 % 8,1°dir
(Turkiye Birlesik Veri Tabani, 2017). Jinekolojik maligniteler arasinda ise en sik olan
endometriyum kanseridir ve geng yaslarda bile artan morbidite ile iliskilidir. Bundan dolay1

tan1 ve tedavi asamasi iizerine olan ¢alismalar son zamanlarda 6nem kazanmistir (Globocan,

2020).

Son yillarda, kanser ile ilgili arastirmalar, sitogenetik calismalar, as1 ve ilag
gelistirme ¢aligmalarinda hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Hiicre
kiiltiirlerinde, kisa zaman araliginda incelenmek istenip, in vivo sartlarda kisa siirede
gerceklestirilmesi miimkiin olmayan, ¢esitli fiziksel veya kimyasal etkenler incelenebilir.
Hiicre kiiltiirleri, dokularin viicut disinda da canliligini korumasinin saglandigi, siirekli
tiretimi ve gelisimini siirdiirdiigii alanlar1 ifade eder. Canli dokulardan elde edilen hiicreler,
viicut 1silarinda kiiltiire edilip; hiicrelerin yasayabilecegi 6zgiin fizyolojik viicut durumunu
taklit eden besleyici sivilarda beslenerek cogaltilmaktadirlar. Bu sayede gerek normal
durumlar olsun veya gerek patolojik durumlar olsun canli hiicre diizeyinde godzlenip,

degerlendirilmekte ve tizerinde ¢alisilabilme firsati sunmaktadir (Oncology. ASoC., 2009).

Resveratrol, bir¢ok bitki tiiriinde bulunan 6zellikle de antikanser etkisi olan bir
fitoaleksindir. Resveratrol’ iin antikanser etkisine, apoptozis ve otofaji yoluyla kanser
hiicresi 6liimiinii indiikleme ve ayrica metastaz ve anjiyogenezi inhibe etme yetenegi dahil
olmak tizere ¢ok c¢esitli mekanizmalarin katkida bulundugu diistiniilmektedir. Resveratrol'
iin promiyelositik l6semi, meme, over, prostat, akciger kanseri, rabdomyosarkom ve kolon
kanseri hiicreleri gibi kanser hiicre hatlarindaki etkilerine yonelik bazi ¢calismalar mevcuttur
(Alkhalaf, 2007; Bishayee, 2009; Malhotra ve ark., 2011; Leon ve ark., 2012; Miki ve ark.,
2012; Singh ve ark. 2014).

Apoptozis, canlida homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikan programlanmis
bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Ayrica apoptozis bir savunma mekanizmasi olarak veya
hiicreler hastalik ve zararli maddeler tarafindan hasar gérdiigiinde ortaya ¢ikar (Elmore S.,

2007). Apoptozis, fizyolojik ve patolojik kosullarda meydana gelen diizenlenmis bir



hiicresel siiregtir. Apoptozisin altta yatan mekanizmasiin anlasilmasi, bir¢ok hastaligin
patogenezinde ¢ok Onemli bir rol oynadigi i¢in Onemlidir. Apoptozisin mekanizmasi
karmasiktir ve birgok yolu igerir. Bu yollarin herhangi bir noktasinda meydana gelen
kusurlar, etkilenen hiicrelerin kotii huylu transformasyonuna, tiimor metastazina ve
antikanser ilaglara dirence yol agar. Apoptozis, bircok tedavi stratejisinin popiiler hedefi
oldugundan kanser tedavisinde dnemli bir rol oynar (Wong RS., 2011). Resveratroliin genel
olarak kanser tizerindeki apoptozise bagli etkileri mevcut ¢alismalarla 6ngoériilmekle birlikte
endometrium kanser hiicre hattindaki etkileri t{izerindeki c¢alismalar sinirlidir.
Ayrica Resveratrol ile  indiiklenen apoptozisin kesin ~ mekanizmast da  hala iyi

tanimlanamamustir.

Otofaji, karyotik hiicrelerde protein hemostazini siirdiirmek ve organellerin geri
doniistimiinii  saglamak i¢in meydana gelen Katabolik bir stirectir (Kroemer ve ark.,
2010). Aclik ve hipoksi gibi stres donemlerinde giiglenir, hiicrenin hayatta kalmasina
yardimer olur ve apoptozis ve antijen ekspresyonu gibi hiicresel mekanizmalarla
baglantiidir (Abdel Karim ve ark., 2019). Otofajinin kanserdeki rolii 6nemlidir.
Premalign lezyonlar {izerine yapilan bir¢ok c¢alisma, otofaji indiikleyicilerin kanser
gelisimini  Onleyebilecegini  gostermektedir.  Tersine, ileri evre kanserlerde
hem otofajiyi giiclendiren hem de inhibe eden terapoétik stratejiler onerilmistir (Amaravadi
ve ark., 2016). Otofaji regiilasyonu kanser tedavilerinde Onemli bir rol oynar
ve otofajinin islevini modiile etmek igin gesitli yaklagimlarin gelistirilmesi kritik nem tagir
(Levine ve ark., 2007). Resveratroliin kanser {izerindeki etkisine yonelik ¢aligsmalar olsa da

otofaji lizerine olan etkileri belirsizligini korumaktadir.

Amacimiz, endometriyum kanseri hiicre hatt1 olan Ishikawa hiicrelerine Resveratrol
uygulamast yapmak ve Resveratrol’ {in apoptozis veya otofaji aracili etkisini

gbzlemlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. DiSi GENITAL SISTEM

2.1.1. Disi Genital Sistem Embriyolojisi

Genital kanallarin gelisimi sirasinda ilk basta hem erkek hem disi embriyolarda
mezonefrik (Wolffian duktus) ve paramezonefrik (Miillerian duktus) kanallar birlikte
bulunur. Genital sistemin erken dénemi her iki cinsiyette benzer oldugundan dolayr bu
donem ‘seksiiel gelismenin farklanmamis safhasi’ olarak adlandirilir (Young, 2000).
Paramezonefrik kanal (Miillerian duktus) disi tireme sisteminin, Mezonefrik kanal (Wolffian
duktus) erkek iireme sisteminin gelisiminde rol alir. Gonadlarin ve mezonefrik kanallarin
lateralinde gelisen paramezonefrik kanallar (Miillerian duktus), disi {ireme sisteminin

gelisiminde rol oynar (Moore, 2016).

Mezonefrozlarin lateral kisimlarinda, mezotelin longitudinal invajinasyonlarinin
kenarlarinin birbirleriyle kaynasmasiyla Mezonefrik ve Paramezonefrik duktuslar olusurlar.
Paramezonefrik kanallarin kranial uglari periton bosluguna acilirlar, embriyonun pelvik
bolgesine ulasana kadar mezonefrik kanallara paralel olarak uzanirlar. Pelvik bolgeye
ulagtiklarinda yani 8.haftada, mezonefrik kanallar1 ventralde ¢aprazlayip orta hatta
birbirleriyle birlesirler ve Y seklindeki uterovajinal primordiyumu meydana getirirler.
Urogenital siniisiin dorsal duvarmin igine uzanan bu tiibiiler yap1 burada bir kabariklik
olusturur. 9. haftada olusan bu kabarikliga miillerian tiiberkiil ad1 verilir (Gray ve ark.,1973;
Jones SW ve ark., 1981).

Disi embriyolarinda testosteron olmadigindan dolayr mezonefrik kanallar geriler ve
Miillerian inhibitér madde olmadig1 i¢in paramezonefrik kanallar ana genital kanal haline
gelir. Her kanalin baslangicta kranial vertikal parca, horizontal parca ve kaudal vertikal parca
olmak ftizere li¢ boliimii vardir. Birlesmemis kranial vertikal parg¢a ve horizontal parcadan
fallopi tiipleri gelisir. Paramezonefrik kanallarin kaudal pargalar ise kaynasarak uterovajinal
primordiyumu olustururlar. Maternal overler ve plasentadan {iretilen Ostrojenler, uterin
tiiplerin, uterusun ve vajinanin iist kisminin gelisimini uyarir. Kaynasan paramezonefrik
kanallardan korpus uteri, serviks uteri ve vajenin iist kismi gelisir. Bunlarin etrafi mezensim
tabakasiyla sarilidir. Mezensim tabakasi uterusun muskuler tabakasini (miyometriyum) ve

peritoneal ortiistinii (perimetriyum) meydana getirir (Moore, 2016; Sadler, 2017).



Gebeligin yaklasik 10. haftasinda endometriyumda gland yapilar1 olusmaya baslar.
Endometriyum ve miyometriyum, gelismesini doguma kadar siirdiiriir. Dogumda anneden
kaynaklanan hormonal etkiyle sekretuar veya proliferatif aktivite gosterebilse de yaklagik
bir ay sonra bu aktivite sona erer ve puberteye kadar atrofik olarak kalir (Kayali ve ark.,

1992; Atasii ve ark., 1996).

Yaklasik 5. haftada gonadal gelisimin ilk safhalar1 ortaya ¢ikar. Gonadlar seks
hiicrelerini {iretirler ve posterior abdominal duvarin mezodermal epiteli, altindaki

mezankimal doku ve primordiyal germ hiicreleri olmak iizere ii¢ kaynaktan koken alirlar

(Young, 2000).

Gonadlarin gelisimi gonadal veya genital sirt denilen bir ¢ift uzunlamasina yapi
seklinde baslar. Bu yapilar epitelin prolifere olmasi ve altindaki mezensimin
yogunlagmasiyla olusur. Gonadlarin over veya testis yoniinde farklanmasini indiikleyen
primordiyal germ hiicreleri, gelisimin 6. haftasinda genital sirtlara ulagirlar. Germ
hiicrelerinin genital sitlara ulagsmasi 6nemlidir ¢ilinkii bu hiicreler genital sitlara ulasamazsa
gonadlarin gelisimi olmaz. Primordiyal germ hiicreleri genital sirta ulastiginda buradaki
epitel hiicreleri de prolifere olarak mezensime gomiiliirler ve primitif cinsiyet kordonlarini
meydana getirirler. Disi embriyolarda primitif cinsiyet kordonlari, primitif germ hiicresi
gruplart igeren diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Bu hiicre kiimeleri ¢ogunlukla overin
meduller bolgesine yerlesmislerdir. Daha sonra hiicre kiimeleri kaybolur ve yerini vaskiiler
yapidaki stromaya birakirlar. Erkek embriyodakinin aksine disi embriyolarinda gonadin
ylizey epiteli gogalmaya devam ederek kortikal kordonlar olusturur. Kortikal kordonlardaki
hiicre kiimeleri prolifere olurlar ve her oogonyumun cevresini folikiiler hiicre tabakasiyla
sararlar. Boylece folikiiler hiicreler ve oogonyumlar birlikte primordiyal folikiilii

olustururlar (Esrefoglu, 2016; Sadler, 2017).

Dis genital yapilarin gelisimi 7. haftanin sonuna kadar her iki cinste benzerdir. 9.
haftada cinsiyet farklilasmasi ortaya ¢ikar fakat yine de 12. haftaya kadar farklilagma tam
degildir (Moore, 2016). Gelisimin 3. haftasinda mezensim hiicreleri, kloakal katlantilar
olusturmak tizere kloakal membranin gevresine go¢ ederler. Kloakal katlantilar birleserek
kranialde genital tiiberkiilii olusturur. Kaudalde ise yaklasik 6. haftada, onde {iretral
katlantiyi, arkada anal katlantiy1 olusturacak bigimde ikiye boliiniir (Sadler, 2017).



Disi embriyolarda dis genital organlarin gelisimi dstrojenlerle baglantilidir. Genital
tiiberkiilden klitoris, iiretral katlantilardan labia mindr, genital sisliklerden labia major

gelisir. (Moore, 2016; Sadler, 2017)

2.1.2. Disi Genital Sistem Histolojisi

Disi iireme sistemi uterus, bir ¢ift ovaryum, fallopi tiipleri (ovidukt veya tuba
uterina), vajina ve dis genital yapilardan olusur. Dis genital yapilar; mons pubis, labia minor,
labia major, klitoris ve vajina vestibiiliidiir. Disi lireme sistemi, cinsiyet hormonlarinin
(6strojen ve progesteron) salinimi, oositin gelisimi, fertilizasyon i¢in ve fetusun gelisimi i¢in
uygun ortamin saglanmasi gibi bir¢ok islevi yerine getirir. Disi genital sistemde menstriiel
siklus ad1 verilen dongiiyle hem yapisal hem fonsiyonel olarak aylik degisimler gozlenir
(Eroschenko, 2016).

Sekil 1: Disi genital sistem i¢ organlari (Ross, 2013)

2.1.2.1. Ovaryumlar

Uterusun her iki yaninda yerlesmis badem seklinde iki organ olan ovaryumlar, gamet
tiretiminden dolay1 ekzokrin, steroid yapidaki hormonlart salgilamasindan dolayr endokrin

bez fonksiyonu goriir.

Ovaryumun ylizeyini tek katlh kiibik baz1 bolgelerde de tek katli yassi bir epitel olan
germinal epitel Orter. Bu yiizey epitelinin altinda siki bir bag doku tabakasi olan tunika
albuginea bulunur. Ovaryum, aralarinda keskin bir sinir olmamakla birlikte, dista korteks
icte medulla olmak {izere iki boliimden meydana gelir. Korteks tabakasinda folikiiller

goriiliir.



Folikiiller histolojik olarak, primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil ve
tersiyer (olgun-graaf) folikiil olarak siniflanmistir. Tek sira yassi hiicrelerden olusan, primer
oositi iceren, gelisimin ilk asamasindaki folikiiller primordiyal folikiillerdir. Folikiil
gelistikce yassi hiicreler 6nce kiibik daha sonra prizmatik epitele doniisiir; primer folikdil
haline gelir. Primer folikiilde hiicre tabakasi arttik¢a hiicreler arasinda sivi dolu bosluklar
meydana gelmeye baslar. Bu bosluklar birleserek antrum dedigimiz boslugu olusturur. Bu
folikiil sekonder folikiil olarak isimlendirilir. Folikiil gelistik¢e antrum daha da genisler,
oosit kenara itilir. Ovulasyona hazirlanan oositin goriildiigli bu folikdil tersiyer folikiildiir.
Folikiilleri igermeyen, ¢ok sayida damar ve sinir lifi igeren gevsek bag dokusu yapisindaki

icteki boliim ise ovaryumun medullasidir (Esrefoglu, 2016; Mescher, 2016).

Primordiyal Oosit
folikOl
‘o < '..‘7 Stroma hlcraes!
' ‘:
’
- e Foliki! hicresi

Tek katmani  _
primer ,

Sekil 2: Ovaryum folikiillerinin gelisimi (Junqueira, 2003)

2.1.2.2. Tuba Uterina

Tuba uterinalar (ovidukt), uterustan ovaryumlara dogru bilateral olarak uzanan

yaklasik 10-12 cm uzunlugunda tiip seklindeki organlardir. Anatomik olarak infundibulum,



ampulla, istmus ve intramural (interstisyel) olmak iizere dort boliime ayrilir. infundibulum,
tiipiin ovaryuma komsu huni bi¢imli kismidir. Fimbriya adi verilen, oositin alinmasini
saglayan ¢ok sayida parmaksi ¢ikinti i¢erir. Tiiplin en uzun kismi olan, fertilizasyonun da

gergeklestigi boliimii ampulladir (Ross, 2013).
Tuba uterinanin duvari histolojik olarak ii¢ tabakadan olugmaktadir:

Tunika mukoza: En igte olan mukoza tabakasi epitel ve lamina propriadan olusur
ve plika denilen uzunlamasina katlantilar olusturur. Epiteli tek katl silindirik (prizmatik)
epiteldir, uterusa dogru hareketi saglayan silyumlu hiicreler ve salgi gorevi olan silyumsuz

hiicreleri (Peg hiicreleri) igerir.

Tunika muskularis: igte sirkiiler dista ise uzunlamasina kas tabakasi igeren orta

tabakadir. Uterusa dogru bu kas tabakasinin kalinliginda artma gozlenir.

Tunika seroza: Mezotel ile doseli en dis tabakadir (Esrefoglu, 2016).

2.1.2.3. Vajina

Vajina, serviksten vestibiile kadar uzanarak i¢ lireme organlarini dis ortama baglayan
fibromiiskiiler bir kanaldir. Duvar1 histolojik olarak mukoza, muskuler tabaka ve
adventisyadan olusur ve bez yapisi icermez. Mukoza epiteli cok katli yassi epiteldir. Mukoza
lamina propriast elastik liflerden zengindir. Muskuler tabakasi icte sirkiiler dista
uzunlamasina iki diiz kas tabakasindan meydana gelir. Adventisyasi igte elastik liflerden
zengin, dis tabakasi ise damar ve sinirlerden zengindir ve vajinayr ¢evre dokulara baglar

(Mescher, 2016).

2.1.2.4. Uterus

Uterus, pelviste mesane ile rektum arasinda bulunan i¢i bos, armut seklinde bir
organdir. Disi genital sistemin en kalin duvarli organ1 olan uterus, her menstriiel siklusta
endokrin sistemin de kontroliiyle g¢esitli mukozal degisikliklere ugrar. Ayrica gebelik
siirecinde embriyonik ve fotal gelisime paralel olarak onemli degisiklikler geciren bir

organdir (Esrefoglu, 2016).

Anatomik olarak; fundus, korpus, istmus ve serviks boliimlerinden olusur. Fundus,
govdenin uterin tiiplerle olan baglantisinin {istiinde kalan yuvarlak pargasidir. Korpus,
uterusun biiyiik {ist gdvde kismuidir. On yiizeyi neredeyse diizken, arka yiizeyi konvekstir.

Serviks, uterusun vajinaya komsu, alttaki silindir bi¢cimli kismidir ve istmus tarafindan



uterusun govdesinden ayrilmaktadir. Servikal kanal denen liimeni, her iki ucunda ostium
denilen dar acikliklara sahiptir. Internal os (i¢ ostium), uterin kaviteye; eksternal os (dis

ostium) ise vajinaya agilir (Ross, 2013).

Uterusun duvari histolojik olarak ii¢ tabakadan olusmaktadir. Icten disa dogru bu
tabakalar; tunika mukoza (endometriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve tunika

serozadir (perimetriyum).

Tunika mukoza (endometriyum): Ureme ¢aginda endometriyum, her ay kendisini
embriyo implantasyonuna ve sonrasinda gelen embriyonik ve fetal gelisim olaylarina
hazirlayan, ovaryum folikiillerinin olgunlagmalar1 ile de paralel bir seyir gdsteren siklik
degisimlere ugrar. Endometriyum, tek katli silindirik epitel ile doseli bir epitel tabakasindan
ve lamina propriyadan olusur. Endometriyum stromasi bol miktarda fibroblast ve tip III
kollajen lifler igerir. Endometriyumun tek kath silindirik epitel Ortiisiinde, titrek tiiylii
hiicreler ve salgilayict hiicreler bulunur. Bu salgilayict hiicreler ¢ok sayida uterus bezini
doser. Endometriyumda derin yerlesimli bazal tabaka ve yiizeyel yerlesimli islevsel
(fonksiyonel) tabaka olmak {izere iki boliim bulunur. Bazal tabakasi miyometriyuma
komsudur, menstrilasyon sonrast endometriyumun rejenerasyonundan sorumlu rezerv
tabakadir, uterus bezlerinin derin bazal uc¢larini i¢erir ve lamina propriyasi daha hiicreseldir.
Fonksiyonel tabakasi ara maddeden daha zengindir ve ylizey epitelinin yanisira bezlerin
bliylik boliimiinii de icerir. Endometriyumun kalinligi ve yapist menstriiel dongiide
hormonlarin seviyesindeki degisimlerden etkilenir. Bu degisimde esas olarak etkilenen
tabaka islevsel (fonksiyonel) tabakadir. Bazal tabaka ise nispeten degismeden kalir.
Endometriyal stroma, menstriiel siklus boyunca goriiniimii degisen endometriyal stromal
hiicreler ve spiral arterioller, T lenfosit ve makrofajlardan olusan stromal graniilositler ve
lipit iceren degisken stromal kopliksii hiicreleri igerir. Endometriyum essiz bir kan damarlari
sistemine sahiptir ve endometriyumun damar ag1 da her menstrual siklusta prolifere ve
dejenere olmaktadir (Rosai, 2004; Mescher, 2016).

Endometriyum, menstriiel siklusta ovaryum fonksiyonuyla iliskili olarak morfolojik
degisiklikler gosterir. Bu degisiklikler ii¢ belirgin donemde incelenir: Proliferatif (folikiiler-

cogalma) fazi, sekresyon (luteal) fazi, menstriiel faz (Eroschenko, 2016).

Proliferatif faz: Menstriiel faz sonrasinda baslar ve yaklasik 14. giine kadar siirer.

Bu fazda mitotik aktivite artmistir, bir rejenerasyon séz konusudur. Ovaryumdan salinan



Ostrojenlerin etkisi altindaki endometriyumda fonksiyonel tabaka kalinlasir, Uterus bezleri

uzar ve ylizeye dogru ilerler. Endometriyumun derin bolgelerinde spiral arterler goriiliir.
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Sekil 3: Uterus duvar proliferatif (folikiiler) faz (Eroschenko, 2016)

Sekresyon fazi: Ovulasyondan sonra baslar ve bu donemde endometriyum, korpus
luteumdan salinan progesteronun etkisi altindadir. Bu dénemde, bezlerdeki hipertrofi ve
olusan 6dem nedeniyle fonksiyonel ve bazal tabakalar kalinlagir. Uterus bezleri kivrintilidir
ve glikojenden zengin sekresyon yaparlar. Spiral arterler daha da kivrilir ve endometriyumun

iist boliimlerine dogru uzanir.
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Sekil 4: Uterus duvari sekresyon (luteal) faz1 (Eroschenko, 2016)

Menstriiel faz: Fertilizasyon ve implantasyon olugsmamigsa bagslayan fazdir.
Ostrojen ve progesteron diizeyleri azalir, spiral arterlerin duvarida biiziilme meydana gelir.
Fonksiyonel tabakaya giden kan akisinin azalmasiyla iskemi ve sonrasinda bu tabakada
dejenerasyon meydana gelir. Arterlerin duvarinda uzun siiren kasilmalar damar duvarinda
yirtilmaya sebep olur ve kanamayla sonucglanir. Fonksiyonel tabaka nekroza ugrayarak

dokiiliir (Eroschenko, 2016; Esrefoglu, 2016).

Tunika muskularis (miyometriyum): Uterus duvarinin bag dokusu ile birbirinden
ayrilan kas liflerinden olusan, uterusun en kalin tabakasidir. Uterin tlipler ve vajinanin kas
tabakast ile devamlilik gosterir. Sinirlar1 birbirinden ayirt edilemeyen ¢ diiz kas
tabakasindan olusur. Bunlardan orta kas tabakasi, ¢cok sayida biiylik kan damarlar1 (venoz
pleksuslar) ve lenfatikler icermektedir ve bu tabakaya stratum vaskulare ad1 verilir. En kalin
tabakadir ve spiral bir riintii ile hizalanmus i¢ ice gecen diiz kas demetlerine sahiptir. I¢ ve
dis tabakalarda bulunan diiz kas demetleri uterusun uzun eksenine paralel sekilde

yerlesmislerdir.
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Tunika seroza (perimetriyum): Uterusun distaki bag doku tabakasidir. Bazi

bolgeleri adventisya 6zelligi gosterirken bazi bolgeleri seroza 6zelligindedir (Ross 2013).

2.2. APOPTOZIS

Sonbaharda agaglarin yapraklarinin dokiilmesi anlamindaki Yunanca bir sézciik olan
apoptozis, embriyo doneminden oliime kadar pek ¢ok fizyolojik veya patolojik olayda

goriilebilen programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir (Cinel ve ark., 2002).

Apoptozis, embriyolojik gelisimde (organogenezis ve gelisim siirecinde parmaklarin
ayrilmasi, damagin birlesmesi, sinir sisteminin gelisimi sirasinda ndronlarin sayisinin
azaltilmasinda goriildiigii gibi) ve yetiskin dokularda (overlerde folikiiler atrezi, barsak epitel
hiicrelerinin yenilenmesi, immun sistem hiicrelerinin secilmesi gibi) hiicre 6liimiiniin

fizyolojik olarak gerceklestigi onemli bir rol iistlenir.

Hiicrelerde yapim (mitoz) ve yikim (apoptozis) arasinda kontrollii bir denge vardir.
Organizmada bu homeostatik dengenin korunmasi i¢in hiicrelerin dogru zamanda ve dogru
miktarda apoptozise gitmesi gerekir. Bu dengenin apoptozis lehine veya aleyhine bozulmasi
bir¢ok onemli hastaligin patogenezinde rol alir. Eger denge apoptozis lehine bozulmussa
AIDS, hepatit C gibi hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar, aplastik anemi, enfarktiisler
olusur. Apoptozis aleyhine bir bozulma s6z konusu oldugunda ise c¢esitli otoimmun

hastaliklar ve kanserler ortaya ¢ikar (Hotchkiss ve ark., 2009; Nagata ve ark., 2017).

Hiicreler kendilerinde kodlanmis hiicre 6liim programlarinin aktivasyonuyla kendi
Oliimlerini baslatabilirler. Bu durum, apoptoziste hiicrelerin kendi 6liimlerinde pay sahibi
oldugu anlamina gelir ve ayrica hiicrenin 6liimii ¢esitli i¢ veya dis sinyallerle uyarilabilir.
Kaspazlar, Tiimor Nekroz Faktor ailesi (TNF), Bcl-2 ailesi, apoptoz protein inhibitorleri
(IAPs), p53 gibi birgok faktor apoptozisin diizenlenmesinde rol alir. Hiicreye gelen gesitli
sinyaller kaspazlar1 aktive etmektedir. Kaspazlar, apoptozisin ger¢ceklesmesini saglayan ana
molekiillerdir ve kaspazlar bir hiicre i¢i proteaz sistemidir (Gupta ve ark., 2006; Muganda
2016).

Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; tiimor nekroz faktorii (TNF), insiilin benzeri biiyliime
faktorii (IGF), koloni uyaric1 faktorler (CSF), IL-2 gibi maddelerin azalmasi, radyasyon,
cesitli toksinler, antijenler, glukokortikoidler, otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu
belirtilen Fas/FasL proteinleri, viriisler (influenza viriisiit TNF reseptorii, HIV gp120 proteini

tizerinden) yer alir (Erdogan 2003, Giirbilek ve ark., 2004).
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Hiicre i¢i uyaranlar arasinda; sitokinler, bir timdr baskilayici gen olan p53’iin aktive
olmasi, DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, bazi enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenler, hiicre i¢i pH’da diisme yer almaktadir. Bcl-2 ailesinden
baz1 genler (BHRL-1, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1), c-abl geni, ras onkogeni, ¢oziinebilir fas gibi
genler apoptozisi baskilarken; c-myc, p53, p21, fas (CD95/APO1), Bcl-2 ailesinden Bad,
Bax, Bak, Bcl-xS, Bid gibi genler apoptozisin uyarilmasinda rol alir (Oktem ve ark., 2004).

Apoptozise ugrayan hiicreler, morfolojik ve biyokimyasal olarak bazi1 degisiklikler
gosterir. Apoptoziste temel morfolojik olay, niikleusun yogunlasmasi ve daha sonra

parcalara ayrilmasidir (Galle, 1997).

DNA fragmantasyonu: Niiklear endoniikleazlar DNA’y1 segici olarak kirarlar ve
kiigiik fragmantasyonlar olustururlar. Sonrasinda niiklear kromatin kiimelenir ve piknotik bir

goriiniim alir, niikleus niiklear zarf tarafindan sinirlandirilmis pargalara boliinir.

Hiicre hacminde azalma: Hiicrelerin su kaybetmesiyle sitoplazma biiziiliir ve hiicre
hacminde azalma meydana gelir. Hiicre iskeleti elemanlar hiicre yiizeyine paralel demetler

halinde yeniden diizenlenir. Organeller birbirlerine yaklasirlar.

Mitokondriyal fonksiyon kaybi: Mitokondriyal kanallardaki gecirgenlik artigindan
dolay1 mitokondrinin biitiinliigi bozulur. Mitokondriyal membranlar arasindan sitokrom c
gibi proteinlerin saliverilmesiyle proteolitik enzimler olan kaspazlar aktive olur. Sitokrom
c’nin diizenli bir sekilde saliverilmesi, mitokondrinin Bcl-2 proteinlerinin etkisi altinda

apoptozisi baglatmada karar verici oldugunu diistindiirmektedir.

Membran kabarciklanmasi: Apoptoziste hiicre membraninda da fiziksel ve
kimyasal degisiklikler meydana gelir. Hiicreler mikrovillus gibi yiizey yapilarini ve diger
hiicrelerle temas ylizeylerini kaybederler. Hiicrede membran biitiinliigii kaybolmaksizin,

membranda kabarciklanmalar goriiliir.

Apoptotik cisimciklerin olusumu: Apoptozisin son basamaginda apoptotik
cisimcikler dedigimiz membranla sinirh vezikiiller olusur. Bu apoptotik cisimciklerde, hiicre
membraninin i¢ tabakasinda yer alan fosfatidilserin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle
membranin dis yiiziine gé¢ eder. Bu sayede apoptotik cisimcikler komsu hiicreler tarafindan
taninarak fagositozla ortadan kaldirilir ve bu fagositoz olayi, hiicre igeriginin digariya
sizmasina bile zaman kalmadan hizla gerceklestigi i¢in apoptoziste enflamasyon goriilmez.

Apoptozis mitozdan 20 kattan daha fazla hizda meydana geldiginden rutin Hematoksilen-
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Eozin preparatlarinda apoptotik hiicre bulmak zordur (Galle, 1997; Robbins, 2014; Ross,
2016).

Apoptoziste hiicre Oliimii; enerji harcanarak ve enflamasyon olmaksizin, ustaca
gerceklesir. Bu programlanmis hiicre 6liimiiniin, biitiin ¢ok hiicreli canlilarda, gelismedeki

ve homeostazisin siirdiiriilmesindeki rolii olduk¢a 6nemlidir (Guimaraes ve ark., 2004).

Apoptozis temel olarak intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (61iim reseptdr yolagi)
yolak olmak tiizere iki yolagi igerir. Son yillarda Endoplazmik Retikulum Aracili oldugu
diisiiniilen tU¢iincli bir yolagin da iistiinde durulmaktadir. Bu yolaklar birbirinden ¢ok da
farkli mekanizmalar olmamakla birlikte sonugta bazi ortak molekiillerin aktivasyonuyla

hiicreyi apoptozise gotiiriirler (Van Cruchten ve Van Den Broeck, 2002.).

2.2.1. Intrinsik yolak

Intrinsik yolak, hiicre icinde baslatilan ve temel diizenleyici organelin mitokondri
oldugu yolaktir. Biiyltime faktor eksikligi, onkogen aktivasyonu, DNA hasar ajanlari, reaktif
oksijen tiirleri, 1s1 soku, asir1 sitozolik kalsiyum ve diger hiicresel stresler gibi etkenlerle
aktive olmaktadir. Bu yolaktaki asil olay, mitokondriyal dis membran gegirgenliginde artistir
ve bu olay, Bcl-2 grubu tarafindan diizenlenmektedir (Hockenbery, 2016). Biiyiime
faktorleri eksikligi, hatali katlanmis protein birikimi veya DNA hasar1 gibi apoptotik
uyaranlara yanit olarak, Bcl-2 ailesinin antiapoptotik iiyelerinin bazilar1 inaktive olurlar.
Proapoptotik proteinlerden Bid; Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak dimerize
olup mitokondri membranina girerler ve mitokondriyon membraninda permeabilizasyonu
uyarirlar. Boylelikle sitokrom ¢, Endo-G (Endonukleaz-G), kalsiyum ve AIF (Apoptoz
indiikleyici faktor) gibi proapoptotik proteinler porlardan sitozole geger. Sitokrom c’nin
mitokondri matriksinden sitozole salinimi1 Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii-1)
ile birlikte, ATP’yi de igeren ‘apoptozom’ olarak bilinen kaspaz-aktive edici kompleksi
olusturur. Bir diger deyisle sitoplazmaya ¢ikan Sitokrom c, apoptozisi baglatan enzim olan
Kaspaz’1 aktive eder. Apoptozom kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9, prokaspaz-3’ii
aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de Inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)1
inaktiflestirerek, Kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1 serbestlestirir. CAD ise niikleusta
kromatinin yogunlagsmasina ve DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde pargalanmasina

yol agar (Adams ve ark., 2001; Gokhan ve ark., 2020).
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Sekil 5: Apoptozis intrinsik yolak (Musumeci ve ark., 2015)

2.2.2. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik yolakta, hiicre ylizeyindeki Fas (CD 95), TNFR (Tiimor Nekroz Faktor
Reseptor), DR5 gibi 6liim reseptorlerine 6lim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL)
baglanmasiyla 6liim reseptorleri trimerik bir yapi kazanir. Trimerik yapir kazanan bu
reseptorler, prokaspazla ve adaptor molekiillerle birleserek DISC (6liim tetikleyici sinyal
kompleksi) denilen yapiyr olusturur. Olusan bu yapiyla prokaspaz-8’in aktif kaspaz-8’e
dontligsmesi saglanir. Kapsaz-8 ya direkt kaspaz-3’ii aktive eder veya da Bid’i keserek dolayli
olarak instrinsik yolaktaki kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’i aktive eder. Aktif
kaspaz-3, CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna yol agar (Spierings ve ark., 2004;
Curtin ve ark., 2013.). Ekstrinsik yolak, bireyin kendi dokularina reaksiyon gdsteren
lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda rol alir (Robbins 2014).
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Sekil 6: Apoptozis ekstrinsik yolak (Musumeci ve ark., 2015)

Endoplazmik Retikulumu aracili yolakta, hiicre ici kalsiyum artistyla Endoplazmik
retikulum membraninda yer alan kaspaz-12 aktive olur. Aktive olan kaspaz-12 de kaspaz 9

tizerinden kaspaz kaskadinin aktivasyonunu saglar (Szegezdi ve ark., 2006).
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Sekil 7: Apoptozis ile iliskili molekiiller (Xu ve ark., 2016).
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Apoptozisin gerceklesmesinde rolii olan biyokimyasal ve genetik komponentlerin
arastirtlmasiyla birlikte, apoptozisin aktivasyon ya da inhibisyonuna yonelik ¢alismalar;
kanserler, bazi otoimmun hastaliklar, AIDS ve norodejeneratif hastaliklar gibi pekgok
hastalikta alternatif tedavi olanaklarini gelistirme agisindan 6nem arz etmektedir (Estaquier

ve ark., 1994).

2.3. OTOFAJI

Kelime anlami ‘kendi kendini (auto) yeme (phagy)’ olan otofaji, Okaryotik
hiicrelerde protein hemostazini siirdiirmek ve organellerin geri doniisiimiinii saglamak icin
meydana gelen katabolik bir siirectir. Otofaji, aglik ve hipoksi gibi stres donemlerinde

giiclenir, hiicrenin hayatta kalmasina yardimei olur ve apoptozis ve antijen ekspresyonu gibi

onemli hiicresel siireclerle de baglantilidir (Abdel Karim ve ark., 2019).

Otofaji ile yikima ugrayan proteinler canlida ATP sentezi ve yeni proteinlerin iiretimi
icin kullanilirlar. Boylece, hiicreler otofaji sayesinde metabolik stres durumlarinda canli
kalabilirler. Yani otofaji, besin yoklugu ve biiyiime faktor eksikligi gibi nedenlerle ortaya
¢ikan metabolik streslere bir tiir adaptasyon cevabidir (Shintani ve Klionsky, 2004).

Otofaji, hasarli organel ve proteinlerin yikiminda etkin bir rol almasinin yani sira
normal hiicre igeriginin tekrar diizenlenmesinde de gorev almaktadir. Bu yiizden otofaji
eksikliginde hatali katlanmig proteinlerin ve hasarli organellerin birikmesi sonucu hiicresel
dejenerasyon goriilebilir. Otofaji mekanizmasinda kusur olursa s6z konusu proteinler
ornegin; noronlarda birikerek sinir hiicresi 6liimiine ve ndrodejeneratif hastaliklara yol

acabilir (Martinez ve Cuervo, 2007).

Son yillarda yapilan calismalar otofajinin; hiicre farklilasmasi, morfogenez, hiicre
metabolizmasinin diizenlenmesi, yaslanma, hiicre 6liimii ve immun sistemde hiicre i¢i
patojenlerin yikiminda da etkin bir rol aldigini ortaya koymustur. Ayrica otofajideki
anormalliklerin, kanser, cesitli enfeksiyon hastaliklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi
onemli hastaliklarin da etyolojisinde yer aldigini gosteren ¢alismalar vardir (Shintani ve

Klionsky, 2004; Rubinsztein ve ark., 2007; Mizushima ve ark., 2008).

Otofaji, hiicre gelisiminde de 6nemli bir mekanizmadir. Ornegin, mayalarda otofaji
spor olusumuna katilirken, bir tiir nematod olan Caenorhabditis elegans'da oosit
dollenmesinden sonra maternal mitokondrinin ortadan kaldirilmasinda rolii oldugu tespit

edilmistir (Al Rawi ve ark., 2011; Sato M. ve Sato K., 2011). Ayrica otofaji, embriyo

16



gelisimi, hiicre farklilasmasi ve organogenez i¢in de dnemlidir (Di Bartolomeo ve ark.,
2010). Eritropoezde de otofaji goriiliir. Olgun eritrositlerde mitokondri, ribozom ve diger

organellerin eliminasyonu otofajiyle saglanir (Mortensen ve ark., 2010).

Memeli hiicrelerinde ii¢ otofaji bigimi tanimlanmistir. Bunlar: mikrootofaji, saperon

aracilt otofaji ve makrootofajidir.

Mikrootofaji: Normal fizyolojik kosullar altinda sitoplazmik proteinlerin yavas ve
stirekli bir sekilde yikilmakta oldugu nonspesifik bir siirectir. Lizozomlarin kiigiik sitozolik

bilesenleri pinositozla dogrudan ortadan kaldirdig: siireci tanimlar (Ross, 2013).

Saperon aracili otofaji: Digerlerine gore daha segici bir siireg olan saperon aracili
otofajide, pargalanacak sitozolik proteinler 6zellikle HSC70 igeren saperon kompleksler
tarafindan taninir. KFERQ benzeri pentapeptid motifleri, HSC70 saperon komplekslerle
isaretlenir ve lizozom membranina taginirlar. Lizozomal membran {lizerindeki LAMP-2A,
saperon-KFERQ kompleksini tanir ve HSC70'in de katkisiyla bu proteinleri par¢alanacak
liimen i¢ine ¢eker. Lizozomda yikim gergeklesir. Protein, lizozom membranindan lizozomal
HSC70 yardimiyla gegerek lizozomda yikima ugratilir. Saperon aracili otofajide, membran
olusumu ve igerigin membran sistemi i¢inde hapsedilmesi gibi basamaklar yoktur. Karaciger
ve bobrek gibi organlardaki sitoplazmik proteinlerin yaklasik % 30 unun yikiminda saperon

aracili otofaji rol alir (Arias ve Cuervo, 2011; Mijaljica ve ark., 2011; Ross, 2013).

Makrootofaji: Besin yoksunlugu gibi olumsuz kosullara adaptif bir yanit olarak
gelisen, lizozomlar vasitasiyla oldukca siki kontrol altinda olan bir kendini yeme (self-
eating) siirecidir. ‘Otofagozom’ adi verilen ¢ift membranli vezikiiller makrootofajide esas
rol alir. Yikima ugratilacak uzun 6miirlii proteinler, karbonhidrat, lipid ve RNA’lar, hasar
gormiis mitokondriyon ve peroksizom gibi organeller ile istilaci patojenler otofagozomlarin
icine hapsedilip lizozomlara taginirlar. Lizozomlarda bu maddeler, asit hidrolaz enzimleri
tarafindan parcalanirlar. Makrootofaji, karacigerde achigin ilk evreleri sirasinda meydana

gelmektedir. (He C. Ve Klionsky D., 2009; Ross, 2013).
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Sekil 8: Makrootofajide gozlenen olaylar (Musumeci ve ark., 2015).

Otofaji, son derece iyi diizenlenmis sinyallerle kontrol edilir, tiim hiicrelerde bazal
bir seviyede olusur ayrica ¢esitli sinyaller ve aclik, hipoksi gibi hiicresel stresler tarafindan
da uyarilir. Otofajinin uyarilmasi igin en iyi karakterize edilen tetikleyiciler; amino asit
yoksunlugu altinda memeli rapamisin hedefi kompleksi 1'in (mTORC1) inaktive olmas1 ve
enerji agligindan kaynaklanan AMP: ATP oranindaki degisiklikleri algilayan AMP ile aktive
olan protein kinazin (AMPK) aktive olmasidir (Huang ve ark., 2018).

Makrootofajide otofagozomun olusumu, ayri ATG genleri tarafindan kodlanan
proteinlerin yardimiyla gerceklesmektedir. ATG (otofajiyle ilgili genler) ad1 verilen genlerin
cogu ilk olarak, mayada yapilan caligmalar sonucunda bulunmustur. Makrootofajide
otofagozomun olusumu farkli asamalara ayrilir. Bunlar; otofagozomun baslamasi,
cekirdeklenmesi, otofagozom zarinin genislemesi ve uzamasi, lizozomla birlesme ve son

olarak intravezikiiler lirlinlerin yikimi agamalaridir.
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Sekil 9: Otofajide otofagozom olusum agsamalar1 (Nakamura ve Yoshimori,. 2017).

Otofagozomun baglamasi, sinif I1I fosfoinositol 3 fosfat kinaz (PI3K) kompleksinin
aktivasyonuyla gergeklesir. ATG6 (memelilerdeki Beklin-1) proteini, smif III PI3K
Vps34'in aktivitesini diizenleyen bir proteindir. PI3K, vezikiil olusumunda rol oynayan

proteinleri kendisine baglayip, otofaji olusum merkezine yonlendirir.

Cekirdeklenme agsamasinda; otofajiyi diizenleyen ve FIP200, ATG13, ATG101 ile
tetramerik bir kompleks olugturan ULK1 kompleksi, Simif III-PI3K kompleks | (VPS34,
VPS15, ATG14, Beclinl)’1 aktive ederek vezikiil ¢cekirdegini uyarir. Bu sekilde otofagozom

membraninin ¢ekirdegi olusturulmus olur.

Otofagozom membranini genisletmek igin; ATG5-ATG12 ile ATG16 kompleks
konjugatlari, LC3 (ATG8) ve GABARAP protein ailelerinin {yeleri, lipid
fosfatidiletanolamine (PE) konjuge edilir ve membrana alinir. ATG4B, ATG7 ile birlikte
LC3-I ve PE'yi birlestirerek LC3-1lI'yi (MAPI1LC3B olarak da bilinir) olusturur. Bu LC3
formu genellikle bir otofagozom belirteci olarak islev goriir. ATG komplekslerinin fagofor
olusum bolgesinde (PAS’da) toplanmasiyla, PAS Endoplazmik Retikulum’un proksimal
bolgesine lokalize olur ve burada ‘omegazom’ adini alir. Fagofor olusumunda birgok organel

zarinin rol aldigina dair goriisler de vardir (Axe ve ark., 2008; Biazik ve ark., 2015).

Disk benzeri yapida genisleyen fagoforun kendi ¢evresinde kapanarak otofagozom

haline gelmesinde COPII kapl vezikiiller rol almaktadir. Fagoforun kapanmasindan sonra,
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ATG proteinlerinin uzaklastirilmasi ile ‘otofagozomlar’ olgunlasir. Otofagozomlar daha
sonra ge¢ endozomlarla birleserek ‘amfizomu’ veya dogrudan lizozomlarla kaynasarak
‘otolizozomlar1’ olustururlar. Sonug olarak, otofagozom igerigi bu bolgelerde yikima ugrar.
Icerigin (proteinler, organeller vb.) yikimu ile ortaya ¢ikan yapitaslar1 (6rn. aminoasitler, yag
asitleri, vb.) tekrar kullanilmak iizere hiicreye kazandirilmis olur. Otofagozomlara ve
LC3II'ye spesifik substratlar1 hedefleyen adaptor protein sektozom 1 (p62 olarak da bilinir),
diger kargo proteinleri ile birlikte bozulur ve p62 de otofajik bir belirte¢ olarak kullanilabilir
(Glick ve ark., 2010; Levy ve ark.,2017)

ULKI Kompleks:
ATGI12
ATGS
PI3K I Kompleksi AToleLl i
ATGS :
TN Omegazom
ER
Fagofor Otofagozom

Ptdins3K Kompleksi

Sekil 10: Otofagozom olusumu ve ilgili proteinler (Sahin ve Yildiz, 2017).

Otofajinin diizenlenmesinde rol alan bazi sinyal yolaklar1 vardir: Simf [
fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B /Akt yolagi otofajiyi baskilayan bir
yolaktir. Ciinkii aktif haldeki Akt, otofajinin inhibisyonunda rol oynayan TOR protein
kompleksini aktive eder. PTEN, tiimor supressor bir gendir ve PI3K/Akt/mTOR sinyal

yolagini inhibe ederek hiicrelerin otofajiye girmesine neden olur (Song ve ark., 2005)

TOR, hiicrelerde protein sentezi, hiicre biiylimesi, hiicre dongiisii, besinlerin hiicre
icine alimi ve otofajiyi diizenleyen bir serin/treonin protein kinazdir. Transplant hastalarinda
bagisiklik sistemini baskilamak icin kullanilmis makrolid grubu bir antibiyotik olan
rapamisinin hedef molekiilii, memeli hiicrelerinde mTOR olarak tanimlanmistir. Aglik ve
hipoksi gibi stres durumlarinda mTOR baskilanir. mTOR' un baskilanmasi ise otofajiyi

aktive eder (Fimia ve ark., 2010).
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2.3.1. Otofaji ve Apoptozis iliskisi

Yapilan son ¢aligmalarda otofaji ve apoptozis arasinda karmasik bir iliskinin oldugu
diisiiniilmektedir. Otofajideki 6liim siirecinde inflamasyonun goriilmemesi ve ATP tiiketimi
gibi baz1 oOzellikler apoptozisle benzerlik gosterir. Ancak apoptozis gelisim ve doku
homeostazinda kritik rol oynayan onemli bir fizyolojik siirecken, otofaji ¢ogu durumda
hiicreleri stres kosullarina adapte ederek hiicrelerin hayatta kalmasin1 saglayan bir siirectir.
Ayrica bu slire¢ bazi ¢alismalarda apoptotik olmayan bir hiicre 6liim programi olarak da

kabul edilmistir (Almonte-Becerril ve ark., 2010).

Apoptoziste kromatin yogunlagmasi goriiliirken, otofajide bu olay goriilmez.
Apoptoziste mitokondriyal sisme nadir goriiliirken, otofajide ge¢ evre mitokondriyal sislik

goriiliir (Musumeci ve ark., 2015).

Apoptozis ve otofaji arasindaki iliskiye dair bazi farkli goriisler vardir. Bazi
arastirmacilara gore otofaji, apoptotik hiicre Sliimiiniin baskilandig1 kosullarda, hiicreleri

6liime goétiiren bir mekanizmadir (Xue ve ark., 1999).

Farkli bir goriis otofajinin apoptozise paralel olarak hiicre 6liimiine yol agabilecegini
savunmaktadir. Bazi hiicrelerde apoptozis ve otofajinin koordineli ¢alisarak hiicre 6liimiinde
ortak roller aldigmmi savunan goriisler yayginlasmaktadir. Apoptozis ozellikle c¢ekirdek
degisiklikleri ve kromatinin yikimiyla giderken, otofaji sitoplazmik materyallerin yikimiyla
baslamaktadir. Bu yiizden organellerden zengin ve biiyiik cekirdegi olan hiicrelerde
apoptozis ve otofajinin birlikte ¢aligsarak hiicreyi 6liime gotiirmeleri anlamlidir. Bu goriisii
destekleyen calismalarda Beklin-1 upregiilasyonuyla hem otofajik hem de apoptotik hiicre

Oliimiiniin aktive oldugu gosterilmistir (Qian ve ark., 2007).

Bir diger goriis, otofajinin apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini
sagladigin1 savunmaktadir. Yani otofajinin hiicre 6liimiinden bir kag¢is mekanizmasi oldugu
ifade edilmektedir. Otofaji ¢esitli stres durumlarinda anormal ve hasarli hiicre elemanlarinin
yikimini saglayarak veya ortaya ¢ikardigr metabolitlerle malign hiicrelerin beslenmesi i¢in
yapitaglar1 saglayarak hiicrenin O6liime gitmesini engellemektedir. Diger yandan otofaji

inhibe edildiginde ise hiicrelerde apoptotik hiicre dliimii artmaktadir (Bauvy ve ark., 2001).

Bir diger goriise gore, otofaji apoptozis i¢in bulunmasi gerekli olan bir 6n kosuldur.
Bu goriise gore otofaji kendi bagina 6liime yol agmamakta, apoptozise yardim etmektedir.

Otofaji, hiicre zar1 tomurcuklanmasi, apoptozom kompleksinin olusumu gibi ATP
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gereksinimi duyan bazi olaylara besin yoklugunda ATP saglamaktadir. CD4 hiicrelerinin
HIV ile enfeksiyonu iizerine yapilan bir ¢alismada otofajinin apoptotik kaspaz aktivasyonu

i¢cin gerekli oldugu gosterilmistir (Espert ve ark., 2006).

Otofaji, cesitli ic ve dis faktorlere bagl olarak, bireyin dostu veya diismani gibi

davranig gosterebilmektedir.

Yapilan son c¢aligmalarda otofaji ve apoptozisin molekiiler olarak baglantili oldugu,
otofaji ve apoptozisi negatif olarak etkileyen bir¢cok ortak molekiil oldugu gosterilmistir.
Ornegin; gesitli molekiiller iizerinden mTOR ’u aktive eden ve otofajiyi baskilayan Akt/PKB
yolagi, apoptoziste bcl-2 proteinlerinden olan Bad’1 fosforilleyerek apoptozisi de baskilar.
Anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL apoptozisi inhibe ettigi gibi otofajiyi de
inhibe edebilmektedir. Otofagozomlarin olustugu asamada gorevli olan Beklin-1,
antiapoptotik Bcl-2 ailesinin iiyeleri tarafindan inhibe edilmektedir (Eisenberg-Lerner ve
ark., 2009)

2.3.2. Otofaji ve Kanser

Daha once de bahsedildigi gibi otofaji, sagliklt dokularda hasar gérmiis organelleri
temizleyerek islev goriir. Ancak, kanser hiicrelerinde hiicresel mikro ortama bagli olarak
kanser hiicrelerinin biiylimesini baskilayabildigi veya indiikleyebildigi karmasik bir siirectir

(Lang ve ark., 2015).

Otofajinin tiimdr olusumunu baskiladig1 gosterilmis olmasina ragmen, etkisi igerige
baghdir. Bir timdr olustugunda, tiimor hiicreleri otofajiyi hayatta kalmak i¢in kullanabilir
ve tiimdr bilyiimesini siirdiirmek icin otofajik substratlari kullanabilir. Insan meme
karsinomunda aday tiimor baskilayici gen olarak ATG geninin kesfi, otofaji mekanizmasi
ile insan kanseri arasindaki ilk spesifik baglantidir. Kritik otofaji geni beklin 1'in, insan
prostat, meme ve yumurtalik kanserlerinin %40 ile %75' inde mono-allellik olarak
kayboldugu bildirilmistir, bu da otofajinin tiimdr baskilama mekanizmasinda énemli rol
oynadigin1 gostermektedir (Tian ve ark., 2019) Yine baz1 ¢aligmalarda bozulmus otofajiye
bagli anormal p62 birikiminin, p62 tarafindan diizenlenen sinyal yolunu aktive ederek
timoral gelisimi artirabilecegi ileri slirlilmiistiir (Mathew ve ark., 2009). Bunlarin tersine
bazi ¢alismalarda, kanser olusumu basladiktan sonra artan otofajik hareketlerin genellikle
timor hiicresinin hayatta kalmasini1 ve biiylimesini sagladig1 yoniinde goriis bildirilmistir

(Hashimoto ve ark., 2014; Amaravadi ve ark., 2016)
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Kanser hiicrelerinde otofajinin artirilmasi ya da azaltilmasimna mi yonelik tedavi
protokolleri belirlenmesi gerektigi belirsizligini korumaktadir. Ancak bir¢cok kanit,
premalign lezyonlarda otofaji artiricilarin kanser gelisimini 6nleyebilecegini gostermektedir.
Tersine, ileri evre kanserlerde, otofajiyi hem gii¢lendiren hem de inhibe eden terapétik

stratejiler Onerilmistir (Levy ve ark., 2017).

2.4, ENDOMETRIYUM KANSERIi

Kadinlarda en sik goriilen kanser tipleri meme, tiroit, akciger ve kolon kanserleri olsa
da endometriyum kanseri, jinekolojik maligniteler i¢inde en sik goriilen tiptir (Globocan,
2020). Risk faktorleri arasinda; karsilanmamis Ostrojen tedavisi, erken menars, gec
menopoz, tamoksifen tedavisi, nulliparite, infertilite veya ovulasyon yetersizligi ve
polikistik over sendromu dahil olmak iizere endometriyumun Ostrojene asirt maruz kaldigi
durumlar yer alir. Ek risk faktorleri ise ileri yas, obezite, hipertansiyon, diabetes mellitus ve

kalitsal poliposiz kolorektal kanserdir (Braun ve ark., 2016).

Endometriyum adenokarsinomu, uterus korpus kanserleri iginde yer alir ve uterus
korpus kanserleri arasinda en sik goriilenidir. Ayrica tiim kadin kanserlerinin % 5,9’unu
olusturur. Bir kadmin yagami boyunca endometriyum adenokarsinomuna yakalanma riski
gelismis tilkelerde % 2.5-3 civarindadir, bu risk gelismekte olan iilkelerde % 1’in altindadir

(Globocan, 2020).

T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2017 verilerine gore uterus
korpus kanserinin iilkemizdeki insidans1 100.000’de 10,7°dir. Kadin kanserleri arasinda 5.
sirada, jinekolojik kanserler arasinda ise ilk sirada yer alir. En ¢ok 60-69 yas araliginda tan1

almaktadir.

Endometrium kanseri tanisinda kullanilan yontemler; Pap smear testi, transvaginal

ultrasonografi, salin inflizyon sonografi, histereskopi ve endometrial érneklemedir (Sencan,

2011).

Endometriyum kanseri kliniginde, genellikle postmenopozal kanama veya
menstriiasyonda diizensizlik ilk belirtidir. Pelvik bolgede agri, rahatsizlik veya baski hissi,
karinda siskinlik, agiklanamayan kilo kaybi, genital bolgede kitle, ileri donemlerde hastada

anemi, mesanede ve bagirsakta sorunlar goriiliir (Coskun, 2012; Kanser Daire Baskanlig1).

Endometriyum kanseri, histopatolojik 6zellikler ve prognozlarina gore temel olarak

iki alt tipe ayrilir. Endometrioid tip (tip 1) histoloji olgularin % 80’ini olusturmakta iken, tip
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2 kanserler (serdz, berrak hiicreli ve karsinosarkom) olgularin % 20’sini olusturmaktadir.
Tip 1 Endometriyum kanserli olgularda tiimdr grade’i diisiiktiir, hormon reseptorii pozitiftir,
diploid karyotipe sahiptir ve genellikle atipik endometriyal hiperplazi zemininde gelisirler.
Tip 1 Endometriyum kanseri genellikle iyi prognozlu endometrioid adenokarsinomlar1
icermektedir. Tip 2 Endometriyum kanserli olgularda ise timor grade’i yiliksektir, hormon
reseptorli negatiftir, andploid karyotipe sahip ve pS3 mutasyonu goriilen kanserlerdir. Bu

grup kotii prognozlu non-endometrioid histolojik alt tipleri icermektedir (Brinton ve ark.,
2013).

Endometriyum kanserinde prognoz, genel olarak iyi olmakla beraber, serdz papiller
tip ve berrak hiicreli gibi non-endometrioid histolojiye sahip, derin invazyonun goriildigii
veya yiiksek tiimoral grade’i olan hastalarda niiks riski artmakta ve prognoz kotii
olabilmektedir. Erken evre hastalarda 5 yillik sag kalim oranlart % 95’lerde iken lokal
yayilimi olan hastalarda % 68, uzak metastazi olan hastalarda ise % 17 sag kalim oranlari
goriilmektedir. Endometriyum kanseri igin bilinen prognostik faktorler: yas, irk, grade, evre,
invazyon derinligi, pl6idi, primer timor ¢api, hormon reseptor varligi ve hiicre tipi olarak

sayilabilir (Creasman ve ark., 1987; Tiirk Jinekolojik Onkoloji Dernegi, 2017).

Endometriyum kanseri tedavi segenekleri, cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi,
hormonal tedavi veya bunlarin kombinasyonlarini igerir. | ve Il. evrede genellikle total
abdominal histerektomi ve bilateral salpingoooferektomi (TAH+BSO) uygulanir.
Geleneksel kanser tedavilerinin terapotik etkinliginin ciddi yan etkileri ve sinirlari;
tamamlayici ve alternatif ilaclarin yaygin olarak tercih edilmesine yol agmaktadir. Bu ¢esitli
tedavi yontemleri arasinda kanitlanabilir antitiimor aktivitesi olan geleneksel ilaglar 6nem

kazanmaktadir.

Jinekolojik maligniteler i¢inde en sik olan endometriyum kanseri, geng yaslarda bile
artan morbidite ile iligkilidir. Bundan dolay1 tan1 ve tedavi asamasi {izerine olan ¢aligmalar
son zamanlarda onem kazanmistir. Bu caligmalarda, endometriyum kanseri gelisimindeki
sinyal yolaklar1 hedef alinmaya calisilmaktadir. PI3K/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MAPK
yolagi gibi sinyal yolaklari, bir¢ok kanser tiirtinde 6nemli oldugu gibi endometriyum kanseri
icin de oOnemlidir. Dolayisiyla ¢esitli bitkisel iriinler ve gidalarin, kemoterapi ve
radyoterapiye ek olarak kullanimi ve aktive ettikleri yolaklar aragtirilmaktadir (Bireller ve

ark., 2015).
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2.5. RESVERATROL

Resveratrol , liziim, gilek, yer fistig1, dut gibi meyve ve sebzeler de dahil olmak {izere
70'den fazla bitki tliriinde bulunan bir fitoaleksindir (Kundu ve Surh,2008). Fitoaleksin
(Phytoalexin), Yunanca bir terim olup ‘bitki (phyton), koruyucu (alexin)’ anlamina gelir ve
patojen enfeksiyonlarina karsi koymak igin bitkiler tarafindan de novo sentezlenir. Ozellikle
renkli iizlim ¢esitlerinin kabuklarinda yiliksek miktarda (0,30-14,10 mg/g yas agirlik; 9,30-
78,5 mg/g kuru agirlik) Resveratrol sentezlenmektedir (Keskin ve ark., 2009; Singh ve ark.,
2015).

Resveratrol, trans-resveratrol ve cis-resveratrol olmak {izere dogada iki formda
bulunmaktadir. Tiim izomerleri biyolojik olarak aktif formdadir ancak resveratroliin
biyolojik fonksiyonlari, daha stabil form olan trans-resveratrolle iliskilendirilmektedir
(Saldanha ve ark., 2013). Resveratrol, 1stya dayanikli olmasindan dolayr birgok yiyecek
tiirtinde aktif formunu koruyabilir. Agiz yoluyla alindiktan sonra hemen sindirilip, hizla kana

karisma 6zelligindedir (Keskin ve ark., 2009).

Resveratrol, polifenolik bilesimi nedeniyle antioksidan 6zelliklere sahip genel bir
yaslanma Onleyici madde olarak kabul edilir. Resveratrol, antioksidan 6zellikleri yani sira
antiinflamatuvar, antikanser, kardiyoprotektif, ndroprotektif ve antidiyabetik aktiviteleri de
iceren ¢ok cesitli biyolojik etkilere sahiptir. Daha ileri calismalar, Resveratrol'iin, vaskiiler
endotelyal koruyucu ve lipid metabolizmasim1 diizenleyici etkilerini ortaya koymustur

(Marques ve ark., 2009; P Jara ve ark., 2018).

Resveratrol ¢ok sayida reseptorle ve enzimlerle etkilesim igindedir, bu durum
Resveratrol’ iin biyolojik etkilerindeki temel mekanizmayi olusturur. Resveratrol' iin,
siklooksigenaz, TNF - a, NF - kB, IFN -y ve IL - 1, IL - 4 ve IL - 6 gibi ¢esitli inflamatuar
/ immiinoregiilator sitokinlerin ve enzimlerin ekspresyonu /aktivitesine miidahale ettigi
bulunmustur (Han ve ark., 2008). Yapilan in vivo ¢alismalar, Resveratrol’lin Sirtuin 1
(SIRT1) ve Adenosin Monofosfat Aktive Protein Kinaz (AMPK) aktivasyonunu artirdigin
da gostermistir (Smoliga ve ark.,2011; Widlund ve ark., 2013).

2.5.1. Resveratrol ve Kanser

Resveratrol’lin saglik lizerindeki etkileri pek ¢ok alanda arastirilmis olup, antikanser

Ozelligi de ¢alismalarda ¢ok¢a yer bulmustur. Resveratrol’lin karsinogenez ile ilgili birgok
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hiicresel olayda diizenleyici bir role sahip oldugu gosterilmistir ancak bu etkilerin

mekanizmasi 1yi tanimlanmamaistir (Yuan ve ark., 2015).

Resveratrol’lin direkt olarak deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asite
(RNA) baglanarak, anti-oksidan enzimleri aktive ettigini, inflamasyonu 6nledigini ve malign
hiicrelere 6zgii olarak genetik biitiinliigli saglayan DNA hasarin1 kontrol eden kinazlar
stimiile ettigi one sliriilmektedir. Bununla birlikte, terapotik etkilerini agiklamak i¢in birkag
molekiiler hedeften bahsedilmektedir. Resveratrol’in  kemopreventif etkisinin,
enflamasyonu bastirma, reaktif oksijen iiriinlerini ortadan kaldirma, prokanserojenleri devre
dis1 birakma ve kalori kisitlamasi durumunu taklit etme yetenegiyle iliskili olabilecegi

diisiiniilmektedir (Shrotriya ve ark., 2015; Elshaer ve ark., 2018).

Resveratrol’lin kanserdeki terapdtik etkisine, kanser biliylimesini baskilama,
apoptozis ve otofaji yoluyla kanser hiicresi oliimiinii indiikleme ve ayrica metastaz ve
anjiyogenezi inhibe etme 6zelligi dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar katkida bulunur.
Resveratrol ile indiiklenen apoptozisin kesin mekanizmasi hala iyi tanimlanmamasina
ragmen, mevcut veriler Resveratrol’iin birkag¢ apoptotik yolu tetikledigini gostermektedir:
Resveratrol, Bax, NOXA, BUMA gibi bazi proapoptotik proteinlerin p53'e bagiml
aktivasyonu yoluyla apoptozisle kanser hiicresi dliimiinii indiikler. Ayrica Resveratrol,
SIRT1 ve AMPK nin upregiilasyonuna yol agarak ve AKT/mTOR yolagi lizerinden otofajiyi
indiikleyerek otofaji iizerinden de kanser hiicresi 6liimiinii indiikler (Wang ve ark., 2017,
Elshaer ve ark., 2018).

Resveratrol'iin promiyelositik 16semi, akciger, meme, prostat ve kolon kanseri
hiicreleri dahil kanser hiicre hatlarinda biiylimeyi inhibe ettigi ve yukarida da bahsedildigi
gibi apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (Alkhalaf, 2007; Bishayee, 2009; Malhotra ve ark.,
2011; Leon ve ark., 2012; Miki ve ark., 2012; Singh ve ark. 2014).

Resveratrol, bazi sitotoksik maddelerin anti-kanser aktivitesini iyilestirebilecek bir
P-gp (P glikoprotein) bloke edici etkiye sahiptir. Ayrica Resveratrol, antioksidan 6zellikleri
nedeniyle kotli huylu tiimdrlere karsi kombinasyon tedavisi igin potansiyel olarak bagarili

bir adjuvan aday1 olabilir (Alfaras ve ark., 2010; Mikstacka ve ark., 2010).

2.6. ISHIKAWA HUCRELERI

Son yillarda, kanser ile ilgili aragtirmalarda hiicre kiiltiir caligmalar1 yaygin olarak

kullanilmaya baslanmistir. Hiicre kiiltiirlerinde, kisa zaman araliginda incelenmek istenen
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cesitli etkenler icin ¢alisilabilir. Hiicre kiiltiirleri, dokularin viicut disinda da canliligini
korumasinin saglandigi, siirekli iiretimi ve gelisimini silirdiirdiigii alanlar1 ifade eder

(Oncology. ASoC., 2009).

Ishikawa hiicreleri, Ostrojen ve progesteron reseptorii iceren ve bu yiizden de iyi
diferansiye endometriyal adenokarsinom hiicrelerinin, fizyolojik ve fizyopatolojik
degerlendirilmesinde siklikla kullanilan, insan uterus epitel hiicreleridir. Ishikawa hiicreleri,
endometriyumun normal yapisindaki ayn1 enzimleri ve yapisal proteinleri bulundururlar. Ve
ayrica glinlimiizde insan endometriyum kanserinin 6zelliklerini en iyi karakterize eden
hiicrelerdir. Ostrojen igermeyen ortamlarda da gelisimlerini siirdiirebilirler (Heneweer ve

ark., 2005; Uchida ve ark., 2005)
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3. GEREC VE YONTEM

‘Resveratroliin Ishikawa Endometriyal Kanser Hiicrelerindeki Apoptozis ve Otofaji
Uzerine Etkileri’ baslikli bu ¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
[la¢ ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulunun 04.06.2021 tarihli ve 2021/3289 karar
sayil1 izniyle gerceklestirildi. Bu proje, Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiince 221518010 nolu kararla desteklenmistir.

Hiicrelerin ekilmesi, doz uygulamalar;, MTT Testi, immiinohistokimyasal boyama
ve degerlendirmesi, DAPI immiinofloresan boyamasi ve yara iyilesme testi Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda; ekilen ve doz uygulamasi yapilan hiicreler gergek zamanli-kantitatif PCR
(RT-gqPCR) ile apoptozis ve otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

calismasi T1bbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Kimyasallar

Calismamizda Ischikawa Insan Endometriyal kanser hiicre hatti kullanildi.
Resveratrol 99%(HPLC) SIGMA R5010- 100 mg’lik sise (228,24 g/mol), Fetal Bovin
Serumu (FBS) Gibco (Gaithersburg, MD, ABD), RPMI- 1640 with L- Glutamine (Lonza),
Trypsin / EDTA (Multicell, Wisent Inc., Quebec, Canada), Tiazolil mavisi tetrazolyum
bromiir (MTT) Amresco (USA) kullanilda.

3.2.Hiicre Kiiltiirii ve MTT Analizi

Hiicre kiiltiirii i¢in baslangigta -80°C’de bulunan Ishikawa hiicre hatt1 ¢ikarilip
37°C’de ¢ozdiiriildi. Hiicreler kiiltiir flasklarina ekilerek sonraki takiplerde konfluens %80-
90'a ulasana kadar cogaltilmasi saglandi. Daha sonra hiicreler, Tripsin uygulanarak

flasklardan kaldirildi ve hiicre sayimi yapildi.

Hiicre kiiltiir hattinda Resveratrol’iin Ishikawa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) testi ile belirlendi.
Yapilan MTT analizi ile yasayan hiicrelerde formazan tuzu olusumunun, kolorimetrik

diizeyde degerlendirilmesiyle, hiicre canlilig1 seviyesi belirlendi.

Hiicreler 96 kuyulu hiicre plakalarina 5x10° hiicre/kuyu sayisinda olacak sekilde
ekildi ve sonra hiicrelerin yapismasi igin 37°C’de, %5°lik CO2 igeren nemli ortamda 24 saat
boyunca  inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan  hiicreler, = Resveratrol’iin

25,50,100,250,300,350,400,450,500,1000 uM olacak sekilde 10 farkli konsantrasyonuyla
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24, 48 ve 72 saatlik olacak sekilde muamele edildi. 24, 48 ve 72 saatlik her bir muamelenin
ardindan hiicreler 20 pul MTT soliisyonu ile 4 saat inkiibe edildi. Sonrasinda formazan
kristalleri 100 pl DMSO‘da ¢ozdiiriildii. 96 kuyulu hiicre plaklarindaki her bir kuyudaki
absorbans, mikroplaka elisa okuyucuda 570 nm’de 6lg¢iildii. Deney sonucunda sitotoksite

diizeyleri asagidaki formiil ile hesapland1 ve MTT analizi 3 kez tekrarlandi.

Deney sonunda tiim konsantrasyonlar % canliligi formiilii (% Canlilhik = Doz

kuyucugunun absorbansi / kontrol kuyucugunun absorbansi x 100) ile hesaplandi.

3.3. RT-qPCR (Ger¢ek Zamanh-kantitatif PCR) ile Genlerin Ekspresyon Analizi

MTT hiicre canlilik testi sonuglarina gore, hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren, hiicreler i¢in
sitotoksik oldugu belirlenen zamana bagli IC50 dozunun, apoptozis ve otofaji Sliim
yollariyla iligkili genlerin ekspresyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in gercek zamanli-

qPCR analizi yapildi.
Bu yontemin asamalar1 su sekildedir:

Ishikawa hiicreleri, 5x10° hiicre/kuyu hiicre yogunlugunda 6 kuyulu hiicre

plakalarina ekildikten sonra hiicrelerin yapigmasi i¢in 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler, 48 saat siireyle IC50 dozunda Resveratrol ile

muamele edildi.

Total RNA, Resveratrol ile muamele edilmis Ishikawa hiicrelerinden TRIzol reaktifi

ile izole edildi.

Total RNAIlar, DNaz I ile islendikten sonra, {ireticinin talimatlarina gore iScriptTM
cDNA Sentez Kiti (BIO-RAD, ABD) ile cDNA sentezi gergeklestirildi.

Brightgreen 2X gPCR Mastermix (Applied Biological Materials, Kanada) PCR Kkiti
kullanilarak BIO-RAD CFX Connect Real-Time PCR Detection sisteminde, gergek zamanli
gPCR ile hedef genlerin (Beclin, LC3-I, LC3-Il, Bcl-2, BAX, Casp-3,7,8,9, CycS, FAS,
FADD) mRNA seviyesinin analizi yapildi. 95°C'de 4 dakika, ardindan 40 dongii 95°C'de 10
saniye, 60°C'de 60 saniye tavlama ve 72°C'de 4 dakika uzatma ile ger¢eklestirildi. GAPDH

ve B-Actin, normalizasyon igin referanslar olarak kullanildu.
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3.4. Iimmunoflorasan Boyama

Her bir cover slipe hiicre ekildi, 48 saat siireyle Resveratroliin IC50 dozu ile

muamele edildi ve daha sonra antikorlarla inkiibe edildi. Apoptozisi ve otofajiyi

incelemek i¢in apoptozis ve otofaji primer antikor boyalarinin degerlendirmesi cover

slip tizerindeki alanlarda yapild.

Calismada immiinohistokimyasal boyama

yontemiyle ABCAM firmasinin ab217179 Beclinl katalog numarali Markeri

kullanildi. Ayrica ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI kullanildi.

20'lik biiyiitmede 7 alan iizerinde ekspresyon degerlendirildi.

0: Boyama yok
1: Zayif boyama

2: Orta derecede boyama

3: Giiglii boyama olarak degerlendirildi.

Immiinohistokimya boyama ydntemi basamaklar1 ve bunlara ait uygulama siireleri

Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Anti Beclinl immiinohistokimya boyama basamaklar1 ve siireleri

Islem
Yikama- PBS ile

Fiksasyon- %4 Paraformaldehit ile

Yikama- PBS ile

%3’ liik hidrojen peroksit
Yikama- PBS ile

%0.1 Triton-X 100
Yikama- PBS ile

Blok soliisyonu

Primer Antikor
Yikama- PBS ile
Sekonder antikor
Avidin-biotin kompleksi
Yikama- PBS ile

DAB kromojen

Siiresi

5 dk

30 dk

5 dk

5 dk

5 dk 3 kez
15 dk

5 dk 3 kez
1sa

4°C de 1 gece
5 dk 3 kez
30 dk

30 dk
5dk 3 kez

5dk
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Distile su 10 dk
Zit boya olarak Mayer’s Hematoksilen 5 dk
Yikama- PBS ile 5 dk 3 kez

Ozel kapatma maddesi ile kapatma

DAPI ¢ekirdek boyasi ve Anti Beclinl immunofloresan boyamas ile 48 saatlik
uygulama sonucu, belirlenen IC50 degerlerine denk gelen doz araliginda DAPI boyamasi
yapilarak apoptozise giren cekirdekler ve Anti  Beclinl immunofloresan boyamasi

ekspresyonu gosterildi.

3.5. Yara lyilesme Testi

Yara iyilesmesi testi i¢in hiicreler 60X 15 mm hiicre flaskina ekildi. % 80 konfluense
ulagildiktan sonra 200 pL'lik steril pipet ucu ile diiz bir ¢izgi olusturuldu. 48 saatlik IC50
dozunda Resveratrol eklenerek 0, 24 ve 48. saatlerde fotograf g¢ekilerek Resveratrol’iin

Ishikawa hiicre gogii lizerine etkisi gézlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

% canlilik, yukarida yontemde belirtilen formiille hesaplandi. Immunohistokimyasal
boyama, DAPI boyasi ve yara iyilesmesi testi verileri icin istatistiksel analiz yapilmadi
gozlemlere gore degerlendirme yapildi. Doz ve kontrol grubu arasindaki gen ifadesi
farkliliklarinin istatistiksel analizleri i¢in online tabanli “RT? Profiler PCR Data Analysis”

programi kullanildi.
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4 BULGULAR

4.1. Hiicre canlihigr ve MTT Analizi

Ishikawa hiicre canliligina Resveratrol’ {in etkisi MTT testi ile degerlendirildi. Hiicre
popiilasyonu, Resveratrol konsantrasyonlarina gore kademeli olarak azaldi. Resveratrol,

Ishikawa hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagli bir sekilde inhibe etti.

Hiicre
Canhihg
24 saat

120

110
100 «

90 \
80 \

\ ——%

70
60 \ ——Doz
50 S
40 \
o o .

——————
20 \

10

0 —

Kontrol 25 50 100 250 300 350 400 450 500 1000

Sekil 11: 24 saat Resveratrol dozunun MTT test sonuglari
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Hiicre
Canhihig
48 saat

120
110

100 ~‘\

90 \

80

\——-"\ ——

70
60 \ ——Doz
50 \\
40

30 \

0 \M/\\

10

0 T .*‘ ———————
Kontrol 25 50 100 250 300 350 400 450 500 1000

Sekil 12: 48 saat Resveratrol dozunun MTT test sonuglari

Ishikawa hiicre canliligina Resveratrol’iin etkisi MTT testi ile degerlendirildi. Hiicre
popiilasyonu, Resveratrol konsantrasyonlarina gore kademeli olarak azaldi (Sekil 11 ve
Sekil 12). Grafik sonuglariin degerlendirilmesinde 24 saat IC50 dozu 255,6 uM ve 48 saat
IC50 dozu 86,09 uM olarak hesaplanmustir.

4.2. immunoflorasan Boyama

Gozlemsel olciilen Floresan Yogunlugu skorlama istatistik sonuglarina gore
Resveratrol grubunda kontrol grubuna gore Anti-Beclin-1 (Tablo 2) floresan yogunlugunun

istatistiksel olarak anlamli azalis gosterdigi tespit edildi.

Tablo2: Anti-Beclin-1 antikoru skorlama sonuglari, p<0,005

Grup Mi Ma 25t 75t P
n X h h
Kontrol 1 1 3
Resveratro 1 2 1 2 0,00
| 1
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Cekirdekleri DAPI ile boyanan hiicrelerin degerlendirmesinde kontrol hiicrelerine

gore IC50 dozu uygulanan hiicrelerde apoptotik ¢ekirdekler gdzlendi (oklar).

Sekil 13: Kontrol grubu Anti Beclin-1 immiin floresan boyamasi
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Sekil 14: Resveratrol grubu Anti Beclin-1 immiin floresan boyamasi, kirmizi oklar apoptotik
cekirdekler

Sekil 15: Resveratrol grubu Anti Beclin-1 immiin floresan boyamasi, kirmizi oklar

apoptotik c¢ekirdekler




4.3. Gen Ekspresyon Sonuclari

Otofaji ve apoptozis ile ilgili hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri, web
tabanli “RT? Profiler PCR Data Analysis” programi kullanilarak RT- qPCR ile hesaplandi.
Elde ettigimiz sonuglara gére Resveratrol doz grubu Ishikawa hiicrelerinde, kontrol grubuna

gore gen ekspresyonlaria bakildiginda;

Beclin-1'in 15.67, LC3-1'in 15.03, LC3-11"'nin 4.01, Casp-7' nin 3.76, Casp-8'in 41.5,
Casp-9' un 35.55, CycS’ nin 3 ve FADD’1n §81.01 kat anlamli olarak arttig1 goriildii. Diger
genlerin mRNA ifadelerinde anlaml1 bir fark saptanmadi (Sekil 15).

Fold change
[y (] isa e LA =]
L= L= L= =2 =2 =2

L

Beclin1 LC3-I LC3-II Casp-7 Casp-8 Casp9 CycS FADD

L=

Sekil 16: Ishikawa hiicrelerine uygulanan Resveratrol’iin apoptozis ve otofaji-iligkili

genlerin mRNA Ekspresyonlar tizerindeki etkisi
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4.4. Yara Iyilesme Testi

KONTROL RESVERATROL

0. SAAT

24. SAAT

48. SAAT

Sekil 17: Yara Iyilesme Testi

Resveratrol IC50 dozunun Ishikawa hiicrelerinde kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda

hiicre 6liimiiniin ve hiicreler aras1 mesafenin arttig1 gorildii.

Resveratrol’iin kontrol grubuna kiyasla hiicre go¢iinii azalttig1 gézlendi.
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5.TARTISMA

Kadinlarda jinekolojik maligniteler i¢inde en sik goriilen tip endometriyum
kanseridir. Kadin kanserlerinin % 5.9’unu olusturan Endometriyum adenokarsinomu, uterus
korpus kanserleri i¢inde yer alir ve uterus korpus kanserleri arasinda en sik goriilenidir.
(Globocan 2020). Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi veya bunlarin
kombinasyonlar1 tedavi secenekleri arasinda yer alir. Geleneksel kanser tedavilerinin
getirdigi ciddi yan etkiler ve sinirlari; tamamlayici ve alternatif ilaglarin yaygin olarak tercih
edilmesine yol agmaktadir. Bu ¢esitli tedavi yontemleri arasinda kanitlanabilir antitimor

aktivitesi olan geleneksel ilaglar 6nem kazanmaktadir.

Cilek, liziim ve yer fistig1 gibi bir¢ok bitki tiirlinde bir fitoaleksin olarak bulunan
Resveratrol’lin saglik iizerindeki etkileri pek ¢cok alanda arastirilmis olup, antikanser 6zelligi
de ¢alismalarda gokga yer bulmustur. Resveratrol’iin karsinogenez ile ilgili birgok hiicresel
olayda diizenleyici bir role sahip oldugu gdsterilmistir ancak bu etkilerin mekanizmasi hala

1yl tanimlanamamustir (Yuan ve ark., 2015).

Promiyelositik 16semi, akciger, meme, prostat ve kolon kanseri hiicreleri dahil kanser
hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda Resveratrol’iin biiylimeyi inhibe ettigi, apoptozisi
indiikledigi bildirilmistir (Alkhalaf, 2007; Bishayee, 2009; Malhotra ve ark., 2011; Leon ve
ark., 2012; Miki ve ark., 2012; Singh ve ark. 2014).

Meme kanser hiicre hattinda yapilan calismada Resveratrol p53 aktivasyonu ile
apoptozisi tetiklemistir (Alkhalaf, 2007). Caligmamizda ise kaspaz aktivasyonu ile
apoptozisi tetikleyebilecegini bulduk.

Opipari ve arkadaglarinin yaptig1 calismada Resveratrol’lin over kanser hiicrelerinde
otofajiyi tetikleyerek etki ettigi gosterilmistir (Opipari ve ark., 2004). Resveratrol’iin
endometriyum kanseri dahil olmak {izere endokrin iliskili kanserlerde antitimér roli
oldugunu bildiren ¢aligmalar olsa da antiproliferatif etkisinin altinda yatan mekanizma halen

tartisilmaktadir (Singh ve ark., 2014).

Resveratrol'iin apoptozise olan etkisinin mekanizmasi halen kesin belli olmamakla
birlikte, bazi proapoptotik proteinlerin p53'e bagimli aktivasyonu yoluyla apoptozisi

indiikledigi diisiiniilmektedir. Resveratrol'iin otofajiye etkileri de kanser ¢aligmalarinda
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onemli yer tutmaktadir. Yapilan bazi g¢alismalarda Resveratrol, AKT/mTOR yolagi
tizerinden etki ederek otofajiyi indiikklemistir (Wang ve ark., 2017; Elshaer ve ark., 2018).

Resveratrol’tin multipl miyelom hiicrelerinde yapilan ¢calismada AMPK diizeylerini
artirarak ve mTOR inhibisyonu yaparak otofaji ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Ma
R ve ark., 2021).

Fukuda ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada Resveratrol’iin Ishikawa
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi gosterilmis. Ishikawa endometriyal kanser
hiicrelerinde Resveratrol i¢in IC50 degerini 20 uM olarak bulmuslar ve bu degerin servikal,
mesane, meme ve karaciger kanseri hiicrelerininkinden daha diisiik oldugunu
gostermislerdir. Dolayisiyla endometriyum kanser hiicrelerinin diger bazi kanser tiirlerine
gore Resveratrol’e daha duyarli olabilecegini belirtmislerdir. Calismamizda buldugumuz
IC50 degeri bu ¢aligmanin aksine diger hiicrelerle benzerdir. 24 saat IC50 dozu 255,6 uM
ve 48 saat 1C50 dozu 86,09uM olarak bulunmustur.

Son zamanlarda Endometriyum kanseri tedavisinde otofaji modiilasyonunun
potansiyel terapotik faydasimi belirlemek igin cesitli calismalar yapilmistir. Ishikawa
hiicreleri {lizerine yapilan bazi ¢aligmalarda Sisplatin (Sun M ve ark., 2017), Bortezomib
(Kao C ve ark., 2014), Metformin (Takahashi ve ark., 2014), Sorafenib (Eritja ve ark., 2017)
gibi ilaglarin otofaji lizerine etkisi arastirilmistir. Biz de c¢alismamizda, Resveratrol'ii

kullandik.

T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) hiicrelerinde yapilan calismada,
Resveratrol’lin Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azalttigini ve Bax, Bim
ve Bad gibi proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigini ayrica otofaji ile iligkili olan
LC3-1I/LC3-I ve Beclin 1 oraninda da 6nemli artisa yol agtigini tespit etmislerdir (Ge ve
ark., 2013). Calismamizda Resveratrol’iin LC3-I'i 15.03 ve LC3-II'yi 4.01 ve Beclin 1’i
15.67 kat artirdigin1 gozlemledik.

Endometriyum kanser hiicre hattinda Resveratrol ile yapilan ¢alisma sayis1 olduk¢a
sinirlidir. Ayrica Resveratrol’iin apoptozis ve otofajiyi indiikledigini gosteren ¢alismalar

olsa da bunun etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

Apoptozis intrinsik yolakta baglatic1 kaspaz olarak kaspaz 9, ekstrinsik yolakta ise
baslatici kaspaz olarak kaspaz 8 rol alir (Robbins 2014; Gokhan ve ark., 2020).
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Calismamizda Resveratrol’iin kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonu ile apoptozisin hem

ekstrinsik hem intriksik yolagini indiikleyebilecegini diigiinmekteyiz.

Makrootofaji, otofagozom adi verilen ¢ift membranli vezikiillerin esas rol aldig1 bir
otofaji siirecidir. Yikima ugratilacak uzun émiirlii proteinler, karbonhidrat, lipid ve RNAlar,
hasar gérmiis mitokondriyon ve peroksizom gibi organeller ile istilaci patojenler
otofagozomlarin icine hapsedilip lizozomlara tasiirlar. Lizozomlarda bu maddeler, asit
hidrolaz enzimleri tarafindan parcalanirlar. Otofagozomun baslamasi, ¢ekirdeklenmesi,
otofagozom zarinin genislemesi ve uzamasi, lizozomla birlesme ve intravezikiiler iiriinlerin
yikimi gibi otofagozom olusum agamalari s6z konusudur. LC3 protein ailelerinin iiyeleri de
bu siirecte rol alir (Axe ve ark., 2008; Biazik ve ark., 2015). Bulgularimiza gore;
Resveratrol’tin LC3-1 ve LC3-II'yi artirarak otofagozom olusumuna katki saglayarak

otofajiyi tetikleyebilecegini diisiinmekteyiz.

Otofajinin apoptozise paralel olarak hiicre Oliimiine yol agabilecegini savunan
goriigler vardir. Bazi hiicrelerde apoptozis ve otofajinin koordineli ¢alisarak hiicre 6liimiinde
ortak roller aldigin1 savunan goriisler yayginlagsmaktadir. Apoptozis 6zellikle ¢ekirdek
degisiklikleri ve kromatinin yikimiyla giderken, otofaji sitoplazmik materyallerin yikimiyla
baslamaktadir. Bu ylizden organellerden zengin ve biiyiikk cekirdegi olan hiicrelerde
apoptozis ve otofajinin birlikte ¢aligsarak hiicreyi 6liime gotiirmeleri anlamlidir. Bu goriisii
destekleyen calismalarda Beklin-1 upregiilasyonuyla hem otofajik hem de apoptotik hiicre
Oliimiiniin aktive oldugu gosterilmistir (Qian ve ark., 2007). Calismamizda Resveratrol doz
grubu Ishikawa hiicrelerinde, kontrol grubuna goére Beclin-1’in gen ekspresyonunda anlamli
diizeyde bir artig goriildii. Dolayisiyla Resveratrol, sagladigi Beclin 1 artisiyla apoptozis ve
otofajiyi birlikte tetikliyor olabilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, calismamizda Resveratrol’in apoptozisi ve otofajiyi
indiikleyerek hiicre canliligini etkilemesi ve hiicre gociinii azaltmasi, kanser
tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak bu

sonuclar laboratuvar ortaminda yapilan ¢aligmalara dayanmaktadir.

Resveratrol’iin  anti  kanser 0Ozelliklerinin  klinik  calismalarla da
degerlendirilmesi; yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in daha fazla arastirmanin

ontlinli acacak ve bilgi birikimi saglayacaktir.
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