T.C.
ISTANBUL BiLiM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi VE EMBRiYOLOJI ANABILIM DALI

ENDOMETRIYUM HUCRELERINDE
LITYUMUN ETKILERININ INCELENMESI

Biyolog Sibel EMEKLI

YUKSEK LISANS TEZI

ISTANBUL, 2010



T.C.
ISTANBUL BiLiM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi VE EMBRiYOLOJI ANABILIM DALI

ENDOMETRIYUM HUCRELERINDE
LITYUMUN ETKILERININ INCELENMESI

Biyolog Sibel EMEKLI

Tez Danismani

Prof. Dr. Vildan KARPUZ

YUKSEK LISANS TEZI

ISTANBUL, 2010



ICINDEKILER

Sayfa No

L OZET .ottt e 1

2. SUMMARY ..ottt ettt ettt b ettt et sbe et et enaeenee 2

3. GIRIS VE AMAGC oo 3

4. GENEL BILGILER........cotiitiitiiieiniirtieiecseici ettt 4

4.1. ENDOMETRIYUM.....coovtiiiiiniirienineierieeineiesiessssssesesessseseseessssssenes 4

4.1.1. Endometriyal Siklus ve Hormonal Kontrolii.............ccccceeveeiieniienieennn. 4

4.2. IMPLANTASYON VE ENDOMETRIYUM.......cocoiviviiiiieeeeeeeeee e, 7

4.2.1. implantasyon Sirasinda Endometriyum ..........ccccoevevruevieerevceereneennnne, 7

4.2.2. implantasyonu Etkileyen FaKtorler.............oovovevevruevceeeeeceeieeseeneeeenne. 8

4.3, HUCRE SIKLUSU........ooiiiitiiiieieetee e 9
4.3.1. Hiicre Proliferasyon Isaretleyicileri............ocoooviiiiiiiieceeeceeeeenes 10
4.3.1.1. BrdU InKOIPOTaSYONU..........covuevieruereceereieceeseeeseeseceese s s 10
4.4. ISHIKAWA HUCRE SOYU....ccoovviiriirinieiniierieeisiesisessseiesiessessesiesssenenns 10
4.5. HUCREDE SINYAL ILETIMI ....oovuiiiiiniieireinciecreneeceecesese e 10
4.5.1. MAPK Sinyal Ileti YOIU  .ooovovieieeieieeecececeee e 11
4.5.1.1. INK Sinyal leti YOIU.....coovovoieieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
4.6. LITYUM oottt 13
4.6.1. Lityum Kullanimi ve EtKileri .......cccoveieriieiiiiiieieieeeeee e 14
5. MATERYAL VE YONTEM .....coooiiiiiieieieeeeeeeee e 16
5.1. KULLANILAN KIMYASALLAR.........cooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
5.2. KULLANILAN YONTEMLER...........coooviiiiiiieieieeeeeee e 17
5.2.1. HUere KUIHITL ...oooveiiiiiiieeieeeeee e 17
5.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi...........cccceeveiieenciieenciieeciee e, 17
5.2.2.1. Bromodeoksiiiridin ImmiinositoKimyasi..............cccceevevevrrererererennnne. 17
5.2.3. INK ve Fosfo c-jun ImmiinositoKimyast................occevevuereveveveeerererennnnns 18
5.2.4. Mikroskopik INCEIEME...........ccovovvieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 18
5.2.5. Istatistiksel INCEIEME. .........c.ovveereireeeiececeeeeee e 18



6. BULGULAR.....coooovieeeeieeeeeeeeee e
6.1. LITYUM KLORURUN ISHIKAWA HUCRELERINDE PROLIFERASYON
UZERINE ETKIS.....oooiiiieeieeceeeeeeee e
6.1.1. Lityum Kloriiriin 17-p-Ostradiol ile Birlikte Kullaniminin Ishikawa
Hiicrelerinde Proliferasyon Uzerine EtKiSi...........ccocovueueveeeeeevereeeeeeeeeeenne,
6.2. INK EKSPRESYONU.......cooiuiiiuiiiieeeeeeeeeeeeeseeseeeess e sene s sene e
6.3. FOSFO c-JUN EKSPRESYONU........ooooiiirieeieeeeeieeeeeeeieeee s evs e
T TARTISMA ...t sas s eenanes
8. SONUC ...ttt en s eeneesnessanes
9. TESEKKUR.......oovtitieeeeeeeeeeeeeeeee e

10. KAYNAKLAR

19

19

20
23
24
25
29
30
31



SIMGE VE KISALTMALAR

AEC
BrdU
JNK
DMEM
E1l

E2

E3

ER
ERK

FBS
FSH
GnRH
GSK-3p
HB-EGF
HCG
IGF

LH
LiCl
LIF
MAPK

PBS
SAPK

Arastirma Projesi No

: Aminoetilkarbazol kromojeni

: 5-bromo2’-deoksi-iiridin

: c-jun N-terminal kinaz

: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

: Ostron

: Ostradiol

: Ostriol

: Ostrojen reseptdrii/Estrogen reseptor

: Hiicre dis1 sinyalin aktifledigi kinaz/Extracellular
signal regulated kinase

: Fetal s1g1r serumu

: Folikiil stimulan hormon

: Gonadotropin salgilatici hormon

: Glikojen sentez kinaz 3 beta

: Heparin baglayan epidermal biiyiime faktori

: Insan koryonik gonadotropin hormonu

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

: Luteinizan hormon

: Lityum kloriir

: Losemi inhibitor faktor

: Mitojenle aktive edilen protein kinaz/Mitogen
activated protein kinase

: Fosfat tampon soliisyonu

: Stresle aktive olan protein kinaz/Stress-activated

protein kinase.

: HE/0312008



1. OZET

Bu calismada in-vitro endometriyum epiteli hiicre modelinde, lityum klortiriin (LiCl),
endometriyal siklusun 6strojen hormonu kontroliinde gelisen proliferasyon evresindeki
etkileri immiinositokimyasal olarak incelendi.

Calisma, hicbir uygulama yapilmayan, sadece LiCl ve sadece 17-B-Ostradiol
uygulanan, ayrica LiCl ile 17-B-6stradiol’lin birlikte uygulandig1 gruplardan olugsmaktaydi.
Oncelikle LiCl’iin hiicre proliferasyonu {izerine olan konsantrasyona bagl etkileri
incelendi. Ishikawa hiicrelerinde proliferasyonun degerlendirilmesinde S fazina 6zgii bir
isaretleyici olan bromodeoksiiiridin (BrdU) immiinositokimyast uygulandi. Uygulanan
dozda 17-B-0stradioliin hiicre proliferasyonunu arttirdigi tespit edildi. Konsantrasyona
bagli olarak LiCl uygulamasiin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gozlendi. Sadece
LiCl ve LiCl ile 17-B-6stradioliin birlikte uygulandig1 deney gruplarinda 50, 75 ve 100 mM
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli proliferasyon inhibisyonu izlendi.

Proliferasyon inhibisyonu ile iligkili sinyal yollarinin agiklanabilmesi amaciyla
calismaya maksimum inhibisyonun izlendigi 100 mM konsantrasyonda devam edildi.
Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesinin bir iiyesi olan c-jun N-terminal kinaz
(JNK) sinyal iletisindeki degisiklikler immiinositokimyasal olarak incelendi. JNK ve fosfo
c-jun protein ekspresyon diizeylerinde kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamli bir
degisiklik izlenmedi.

Yaptigimiz ¢aligmalarda LiCl’lin, endometriyum hiicre proliferasyonununda
inhibisyona neden oldugu ve bu etkisini JNK ve fosfo c-jun ekspresyonlarindan bagimsiz
olarak gerceklestirdigi gosterildi. Bu bulgular dogrultusunda LiCl’lin, endometriyal
kanserler ve uzun yillar infertiliteye sebep olabilen endometriozis gibi hastaliklarin
tedavisinde  kullanilabilme  potansiyeline sahip terapdtik  bir ajan  olarak

degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

The effects of Lithium Chloride (LiCl) within an endometrium epithelial cell model
at the proliferation stage that takes place under the control of estrogen hormone from the
endometrial cycle have been investigated from an immunocytochemical perspective within
this study.

The study has been conducted on groups that were not subject to any intervention,
subject to LiCl only, subject to 17-B-estradiol only; and subject to both LiCl and
17-B-estradiol simultaneously. Initially, the effects of LiCl upon the cell proliferation
process were examined. The immunocytochemistry of bromodeoxyuridine (BrdU), which
is an indicator that is specific to the S phase during the evaluation of proliferation in
Ishikhawa cells, has been conducted. It was concluded that at the applied dosage,
17-B-estradiol increased the amount of cell proliferation. It was observed that the
application of LiCl inhibited the cell proliferation depending on the level of concentration.
At experiment groups that were subject to LiCl only and that were subject to both LiCI and
17-B-estradiol; the inhibition of proliferation at statistically meaningful levels have been
observed at 50, 75 and 100 mM concentrations.

In order to explain the signal paths related to the inhibition of proliferation, the
research proceeded at the 100 mM concentration where maximum level of inhibition has
been observed. Changes at the signal messages of c-Jun N-terminal kinase (JNK), which is
a member of the protein kinase family that activates with mitogens (MAPK), have been
observed from an immunocytochemical perspective. A meaningful change at the JNK and
phospho c-jun protein expression levels between the control groups and experiment groups
has not been observed.

We have realized with our study that application of LiCl results in inhibition of
endometrium cell proliferation and that this effect is independent of the JNK and phospho
c-jun expressions. Under the light of these findings, it was concluded that LiCl could be
evaluated as a therapeutic agent that has a potential of being used for the treatment of
endometrial cancers and conditions such as endometriosis, which results in infertility over

long periods.



3. GIRIS VE AMAC

Eriskin insan uterusunda mukozanin siklik yenilenmesi 17-f-0stradiol ve progesteron
tarafindan diizenlenir. Ostradiol luminal ve glandular epitelde hiicre proliferasyonunu
tesvik eder. Progesteron ise, epitelyal hiicre proliferasyonunu inhibe eder fakat stromal
hiicrelerde farklilagmayi tetikler (1, 2). Ostrojenin etkisiyle endometriyumun kalmlig ve
icerdigi su miktar1 2-3 kat artar. Sekretuar fazda korpus luteumdan salgilanan progesteron
ve Ostrojenin ve kismen de bag dokusu igindeki sivi artisinin etkisiyle endometriyum
implantasyon i¢in hazir hale gelir (3). Son zamanlarda Gstrojen ve diger tlireme steroid
hormonlarinin gen transkripsiyon/ekspresyonunu kapsayan mekanizmalarla degil; ancak
Src/She/ERK gibi sitoplazmik sinyal verici yolaklarin aktivasyonu ile hiicreleri etkiliyor
olabilecegi One striilmistiir (4). MAPK ailesinden stresle aktive olan protein kinaz
(SAPK\INK) sinyal ileti yolu, hiicre proliferasyonununda dahil oldugu bir¢ok hiicresel
stiregte Onemli rol almaktadir (5).

Lityum, ilk kesfedildigi 1817 yilindan bu yana zamanla tibbin hizmetine girmistir.
Lityum, bipolar bozuklugun hem akut fazinda tedavi edici ve hem de siirdiiriim tedavisi
doneminde koruyucu olarak uzun siireli kullaniminda FDA onay1 almis ilk ilagtir (6).
Psikiyatrik bozukluklar disinda da; graniilosit yapimini uyardig i¢in 16kopenilerde, kiime
bas agrilarinda, kisa siireli tirotoksikozda, yiizeysel uygulama olarak da herpes simplex ve
seboreik dermatit (7) gibi bir¢ok alanda kullanilan lityumun etki mekanizmasi ve iligkili
sinyal ileti yollar1 yapilan bir¢ok ¢alismaya ragmen tam olarak agiklanamamustir.

Terapotik etkisi bilinen LiCI’lin hiicre proliferasyonu ve hiicre inhibisyonuna yonelik
bildirilmis dual etkisinin olmasi nedeniyle iireme sistemi ve Ozellikle insan
endometriyumundaki proliferasyon etkileri ve iligkili sinyal ileti yollarinin in-vitro
endometriyum hiicre modeli olarak calistigimiz Ishikawa hiicre soyunda degerlendirilmesi

amagclanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. ENDOMETRIYUM

Uterus, armut seklinde bir organ olup, gévde (korpus) ve silindirik bir yap1 olan
serviksten olusur. Uterusun kubbe bi¢imli kismina da fundus ismi verilir. Uterus duvari ii¢
katmandan olusur. Uterusun farkli boliimlerine gore degisen seroza veya adventisya, bag
dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan miyometriyum ve epitel ile basit tiibiiler
bezler igeren lamina propriyadan olusan endometriyum. Uterus duvarinin ana bilesenleri
endometriyum denilen mukoza ile déseli miyometriyumdur.

Endometriyum epiteli tek kathh silyali ve salgilayict silindirik epiteldir.
Endometriyum tabakasi iki boliime ayrilir. Bazal tabaka, miyometriyuma komsu olan en
alttaki boliimdiir. Lamina propriya ve uterus bezlerinin baslangi¢ kismini igerir, aylik
dongiiler sirasinda degismeden kalir, menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel
tabakaya kaynak olusturur ve diiz arterler tarafindan beslenir. Fonksiyonel tabaka ise,
endometriyal stroma ve bezlerin geri kalani ile yiizey epitelini igerir, aylik dongiiler
sirasinda bliylik degisiklikler gegirerek menstruasyon sirasinda dokiiliir ve kivrimli/spiral

arterler tarafindan beslenir (8, 9).

4.1.1. Endometriyal Siklus ve Hormonal Kontrolii

Endometriyum, her siklus boyunca, olasi bir fertilizasyon agisindan, histolojik,
morfolojik ve biyokimyasal agidan degisik goriiniim ve fonksiyon gosteren dinamik bir
dokudur (10). Endometriyal siklus yaklagik 28 giin siirer ve embriyo gelisimi ile
endometriyumun implantasyona hazirlik evreleri senkronize bir sekilde gerceklesir (11).
Endometriyal siklus birbirini takip eden ii¢ evreden olusur. Proliferasyon evresi (0strojenik
veya folikiiler evre), sekretuar evre (luteal evre) ve menstrual evre (Sekil 1).

1. Proliferasyon Evresi (6strojenik veya folikiiller evre): Her siklus basinda
endometriyum ince olup tasidigi bezler diiz ve dar liimenlidir. Bu esnada folikiil stimiilan

hormon (FSH) seviyesindeki yiikselme daha sonra iclerinden birisi dominans kazanacak



olan folikiillerin gelismesini saglar. Teka internalar1 gelistiginde bu folikiiller aktif olarak
Ostrojen salgisina neden olur, bu da endometriyumun proliferasyonunu saglar (12).
Ostrojenin uyarici etkisiyle hem epitelde hem de lamina propriyadaki hiicrelerde mitoz
goriiliir ve endometriyumun kalinligi 3-5 kat artar. Spiral arterler uzar, tiibiiler bezlerin
epitel hiicreleri yukartya dogru goc eder ve bezler kivrimli bir sekil alir bu evreye
‘proliferasyon evresi’ denir. Artan Ostrojen; FSH salgisim1 baskilar, ancak 6strojen salgisi
belli bir diizeye gelince liiteinizan hormon (LH) salgisin1 uyarir ve LH’1in ani artisiyla
ovulasyon meydana gelir (8, 12).

Proliferasyon evresine hakim olan Ostrojen; premenopozal donemde overlerde ve
postmenopozal kadinlarda periferik dokuda kolesterolden sentezlenen 18 karbonlu
steroidlerdir. Cesitli doku tiplerinde a ve 3 adli iki reseptorii klonlanmis ve saptanmustir.
Dogal ostrojenlerin baslicalart; dstradiol (E2), dstron (E1) ve Ostriol (E3)’diir. Bunlardan
potent etkisi en fazla olan Ostradiol iken en az potent etkiye sahip olan dstrioldur (4).

Over, premenopozal yillarda Ostrojen iiretiminin baslica kaynagidir. Graniiloza
hiicreleri teka hiicrelerinde kolesterolden kdken alan androstenedionu aromataz enzimini
kullanarak 6stradiole doniistiiriir (4). Graniiloza hiicrelerinde teka kaynakli ve LH bagiml
androjenlerden oncelikle Gstron ve takiben yine bu hiicrelerde bulunan 17-B-OH steroid-
dehidrogenaz enzimi ile dstradiol yapilir. Ostradiol folikiiler stvinin agirlikli dstrojenidir
(10). Ostrojen ve progesteron uterus mukozasinin siklik yenilenmesini beraber diizenlerler.
Ostrojen uterin epitelde hiicre artisini indiiklerken progesteron bu hiicre artigmi engeller ve
farklilagmay1 tetikler. Uterin epitelde Ostrojen dominant sinyal iletiminden progesteron
dominant sinyal iletimine molekiiler gec¢isin regiilasyonunda glikojen sentez kinaz-3[3
(GSK-3B) merkezi rol oynar (1). Hiicre ¢ogalmasini tetikleyen ardisik olaylar zinciri
ostrojen tarafindan baslatilir.  Ostrojen  stimiilasyonu GSK-3p’y1r  durdurucu bir
fosforilasyona neden olur. Durdurulan GSK-3f siklin D1’i fosforile edemez ve nukleusta
birikerek, hiicre dongiisiiniin ilerlemesine neden olur (13). Calismalar gostermistirki hiicre
cogalmasinin stimiilasyonu i¢in dstrojenin reseptoriine (ERa) baglanmasi zorunlu iken, bir
kez iletim yolu baslaymca Ostrojen reseptoriinden (ER) bagimsizdir (14). Bu goézlemle
tutarli olarak, Ostrojenin olmadigr durumda GSK-3f’nin bir inhibitorle durdurulmasi
Ostrojen varliginda gelisen proliferasyona benzer bir sekilde proliferasyonu

saglayabilmektedir (1).



Ostrojenlerin, direk veya indirek olarak genlerin transkripsiyon/ekspresyonunu
diizenleyen genotropik etkisi ve hiicre sag kalimini etkileyen sinyal verici yolaklar1 aktive
eden ve/veya diger biiylime faktdrii sinyallesmesini diizenleyen sitoplazmik etkisi olmak
tizere iki farkli etki mekanizmasina sahip olabilecegi bilinmektedir (4).

2. Sekretuar Evre (luteal evre): Ovulasyondan sonra korpus luteum tarafindan tiretilen
progesteronun etkisiyle sekretuar evre baslar (15). Bu fazin 6nemli 6zelliklerinden biri
iiretilen progesteron nedeniyle bezlerin son derece kivrimli bir hale gelmesidir.
Endometriyum yiiksek derecede vaskiilarize olur, glikojen birikir. Luteal evrenin
ilerlemesiyle depolanan glikojen vakuolleri hiicrenin tabanindan liimene hareket eder ve
bezler salgilarini artirir. Bu fazda endometriyum, salgilarin birikmesi ve stromadaki 6dem
sonucu maksimum kalinliga ulasir. Bu evreye °‘sekresyon evresi’ denir (9, 12) ve
fertilizasyon gerceklesmez ise menstrual evre baglar.

3. Menstrual Evre: Fertilizasyon gergeklesmez ise, korpus luteumun gerilemesine bagh
olarak kandaki progesteron ve dstrojenin ani kaybi, endometriyumda normal kanlanmanin
azalmasmmi ve aralikli iskemiyi baglatir. Bunu izleyen hipoksi, endometriyumun
fonksiyonel tabakasinda nekroza neden olur. Nekroze doku 3-4 giin igerisinde
menstruasyonla birlikte dokiiliir. Bu evreye ‘menstrual evre’ denir. Endometriyal siklus

sonunda endometriyumun sadece bazal tabakasi kalir ve yeni bir siklus baslar (15).

Sekil 1: Endometriyal siklus ve hormonal kontrolii (16).



Fertilizasyon gerceklesir ise; sekretuar evreden sonra, zigot yariklanmalarini takiben

gelisen blastosistin endometriyuma implantasyon siireci baslar.

4.2. IMPLANTASYON VE ENDOMETRiYUM

4.2.1. implantasyon Sirasinda Endometriyum

Insanda implantasyon siireci, blastosistin endometriyal epitele yaklagsmasi (polarite
veya apozisyon) (10, 17), zona pellusidadan ayrilan blastosistin endometriyal epitele
tutunmasi, (adezyon, tutunma veya nidasyon) (8) ve blastosistin endometriyal stromal
matrikse yayilarak gelisimini siirdiirmesi (invazyon) basamaklarindan olugmaktadir
(10, 17).

Implantasyon, embriyonun invazyonu ve endometriyumun reseptivitesine bagl
olarak gelisir (18). Embriyonun implantasyonu i¢in, endometriyumun kendi ig¢indeki
hazirliklarin1 kapsayan doneme ‘implantasyon penceresi’ veya ‘reseptivite penceresi’
denmektedir (10).

Insan blastosistleri intrusiv (zorla igeri giren) tip epitelyal penetrasyon sergilerler. Bu
tip invazyon yiizey epitel hiicreleri ile sinsityotrofoblastlarin uzantilar1 arasindaki
penetrasyonu igerir. Bu durum, komsu epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin kaybina ve
trofoblastlar ile epitel hiicreleri arasinda baglantilarin olusmasina yol acar. Boylece,
trofoblastlar kendilerini epitel hiicreleri arasina sokmus olur ve daha sonra yiizey epiteli

altinda yer alan bazal membrana dogru penetre olurlar (Sekil 2) (19).

Endomet:if,-‘um =5
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Trofoblastik
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Trofoblast

Sekil 2: Blastosistin endometriyuma implantasyonu (20).



Endometriyum stromasina penetre olan blastosistin trofoblastt mitotik aktiviteye
sahip tek c¢ekirdekli hiicrelerden olusan sitotrofoblast hiicre tabakasina ve endometriyum
tarafinda, embriyonik kutupta cok cekirdekli hiicrelerden olusmus sinsiyotrofoblast hiicre
tabakasina farklanir (15, 8). Sitotrofoblastlar, gelisim siirecinde mitoz gecirerek hiicre
zarlarinin kaynasmasi ve hiicre zarlarinin kaybolmasi sonucunda sinsiyotrofoblastlara
dontstirler. Sinsiyotrofoblastlar ise, maternal lakiinalar i¢inde insan koryonik
gonadotropini (hCG) salgilamaya baglarlar. Korpus luteum tarafindan Ostrojen ve
progesteron salgilanmasi bundan sonra hCG’nin kotrolii altinda gerceklesir (3).

hCG ve tretilen LH sadece gebeligi teyit eden bir hormon olmayip, bir sitokin veya
bliyime hormonu gibi de etki gostermektedir. hCG intervilloz aralikta triptofan
katabolizmasini uyararak immiinosupresyon yaratmaktadir. Gamet gelisimini uyarmakta,
zigotun uterin kaviteye ulasimmi kolaylastirmaktadir. Ayrica salgilanan hCG
implantasyonda onemli rol {stlenmekte olup, intervilloz araliga olan kan akimini

artirmaktadir (10).

4.2.2. implantasyonu Etkileyen Faktorler

Trofoblast araciligiyla tutunma, uterus reseptivitesi ve implantasyonu etkileyen
bir¢cok faktor vardir.

Trofoblastlarin invazyonu; direkt ya da indirekt olarak hormonlar ve biiylime
faktorleri tarafindan otokrin ve/veya parakrin yolla diizenlenmektedir. Ornegin bir sitokin
olan l6semi inhibe edici faktoriin (LIF) implantasyon igin sart oldugu ve insan
endometriyumunda orta ve ge¢ luteal fazda LIF ve LIF mRNA’nin kuvvetli bir sekilde
artt1g1 tespit edilmistir. Bu faktoriin tuba uterina epiteli tarafindan salgilanmasi ise oldukg¢a
ilgingtir ve reseptivite i¢in gerekli yapilanmada tuba uterina- endometriyum iligkisini isaret
eder (18, 21).

(Coziinebilir heparin baglayan epidermal biiytime faktorii (HB-EGF) in-vitro ortamda,
insan embriyolarinin blastosist asamasina ulagsma ve yerlesme yiizdesini arttirmaktadir
(19).

Endositoz ve pinositoz mekanizmasinda gorevli pinopod olusumlari, endometriyal
reseptivite doneminde belirgin bir goriiniim kazanirlar. Blastosist yiizeyi ile yakin temas ve

nidasyonu kolaylastirici diizlemlerin olugsmasini saglarlar (10).



Endometriyumun stromal hiicreleri, hormonal uyarilara cevap vererek,
prostaglandinleri sentezlerler; desidual hiicrelere doniistiikleri zamanda implantasyon
stirecinde onemli rol onayan insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve insiilin benzeri
biiylime faktorii baglayan protein, relaksin, renin gibi bir ¢ok madde salgilarlar (22).

Vaskiiler endometriyal biliylime faktorii, miisinler, prostoglandin sentezinde
hizlandirici olan siklooksijenaz-2 enzimi, hox geni, kalsitonin, integrinler herbiri
implantasyonda ayr1 ayr1 onemi olan faktorlerdir (10).

Implantasyonu takiben, plasentasyon olarak da isimlendirilen evrede, plasenta
olusumu ile implantasyon olay1 tamamlanir ve gebelik doneminin sonuna kadar embriyoyu

destekleyecek olan yap1 kurulmus olur (19).

4.3. HUCRE SIKLUSU (DONGUSU)

Iki yavru hiicre ortaya ¢ikarmak iizere birbirini izleyen iki mitoz béliinme arasindaki
aralik HUCRE SIKLUSU olarak tanimlanir.
Hiicre siklusu interfaz (GO, G1, S, G2 fazlar1) ve mitoz olmak tizere iki asamaya ayrilir.
GO faz1 (istirahat fazi): Hiicre boliinme sinyali almadigi siirece GO fazinda bekleme
halindedir.
G1 faz1 (ara faz, interfaz): Spesifik hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken proteinler ve RNA
sentezlenir. Ayrica, DNA sentezi i¢in gereken bir¢ok enzim iiretilir.
S faz1 (DNA sentezi fazi1): DNA replikasyonu ile DNA miktar1 iki katina ¢ikar.
G2 fazi: DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder, mitotik ‘spindle’ larin
mikrotiibliler prekiirsorleri tiretilerek hiicre mitoza hazirlanir.
M faz1 (mitoz): Profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusmaktadir. Kopyalanmis
kromozomlar ayrilarak paketlenir, sitoplazmik bolinme tamamlanarak ayni genetik
materyale sahip iki yeni hiicre meydana gelir. Mitozu takiben olusan yeni hiicreler ya GO
ya da G1 fazina girerler (23, 24, 25).

Hiicre siklusu siklinler, siklin bagimli kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri
tarafindan kontrol edilir. Siklinler hiicre siklusunun gesitli fazlarin1 aktive eden spesifik
proteinlerdir, kendilerine spesifik olan ve siklin-bagimli kinazlar olarak adlandirilan tirozin

kinazlarla kombine olurlar, onlar1 aktiflestirirler ve etkilerini diizenlerler (23).



Hiicre siklusu siki bir denetim altindadir. Hiicre siklusunun G1-S gegisinde, G2-M
gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde var olan kontrol noktalar1 kopyalama sirasinda hasar
olugmasi, kromozomlarin tam olarak ayrisamamasi, DNA replikasyonu ve hiicre
boliinmesi sirasinda olusabilecek hasarlart kontrol ederek siklusun diizenli bir sekilde
devam etmesini saglar. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi

karar1 verilir, varsa genetik defektler diizeltilir (26).

4.3.1. Hiicre Proliferasyon isaretleyicileri

4.3.1.1. BrdU Inkorporasyonu

BrdU (5-bromo2’-deoksi-iiridin) inkorporasyonu, DNA kopyalanmasinin 6l¢iimii
anlamina gelir. Proliferasyon hiicrelerinde DNA kopyalanmasinda BrdU inkorporasyonu
proliferasyon miktarinin tayininde kullanilir. BrdU bir timidin analogudur ve hiicre
siklusunun S fazindaki hiicreler tarafindan kullanilir. Anti-BrdU antikorlariyla
isaretlenerek flow sitometri ve immiinositokimya gibi yoOntemlerle sayisal olarak

hesaplanabilir (27, 28).

4.4. ISHIKAWA HUCRE SOYU

Ishikawa hiicre soyu, 20 yili askin siiredir iyi diferansiye insan endometriyal
adenokarsinoma hiicre soyu olarak tanimlanmistir. Ciinkii bu hiicre soyu Ostrojen ve
progesteron reseptorleri tasimaktadir ve bu nedenle basta {ireme biyolojisi olmak {izere
Ozellikle endometriyumda implantasyon biyolojisi ¢alismalarinda ve bir ¢ok arastirma

alaninda kullanilmaktadir (29).

4.5. HUCREDE SINYAL ILETIiMIi

Insan viicudundaki hiicreler diger hiicrelerden ve ¢evreden gelen ¢ok sayida sinyali

tanir ve sinyallere uygun cevaplar1 verir. Hiicrede sinyal iletimi olarak adlandirilan bu
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mekanizma hiicreler arasi iletisime izin verir ve ¢ok hiicreli organizmalarin islevlerinin
uyumu i¢in gereklidir.

Sinyal molekiilleri, bir hiicreden salgilanabilir veya hiicrenin yiizeyinde bulunabilir.
Sinyal molekiilleri ayni hiicre ylizeyindeki veya bagka hiicrelerin ylizeyindeki
reseptorlerine baglanabilir. Bazi sinyal molekiilleri, hiicre yiizeyi reseptoriine baglandiktan
sonra hiicre ylizeyinde gorev alabilir, bazilar1 plazma membranin1 gegerek sitozolde ve
nukleustaki reseptorlere baglanir. Reseptorler hiicre disindan hiicre i¢ine bilgi transferini
saglayan kanallardir.

Bir sinyal molekiilii reseptdriine baglandiginda hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi,
hareketi metabolizmas1 ve davranisi gibi yasamsal gorevlerin diizenlenmesinde rol alan
hiicre i¢i bir takim tepkimeleri baslatir (8, 30).

Hiicre i¢i sinyal iletiminin ana yollar;; cAMP ve ¢cGMP yollari, Fosfolipaz C-Ca**
yolu, NF-kB transkripsiyon yolu, Ca*" kalmodulin yolu, MAPK yolu ve JAK-STAT
yoludur (8).

4.5.1. MAPK Sinyal Ileti Yolu

MAPK sinyal ileti yollar, maya, hayvan ve bitkiler dahil tiim 06karyotik
organizmalarda hiicre membranindan nukleusa bilgi aktarilmasinda ¢ok 6nem tagimaktadir.
Bu sinyal ileti kaskadlari, embriyogenezis, proliferasyon, oosit maturasyonu, yasama,
cogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir. MAPK’lar
biiylik bir serin:treonin:kinaz ailesi tarafindan kodlanir. MAPK sinyal yolu enzimleri
(MAPK, MAPKK, MAPKKK) hiicre disindan gelen farkli uyaricilarla diizenlenir ve hiicre
icinde ilgili metabolik yollara sinyalleri ileterek hiicresel cevabin olusmasina neden olurlar
(31, 32, 33).

MAP kinaz yolu reseptdr aracili uyarmin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz
kaskadi olarak caligir. Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de diizenleyici
etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) agisindan onem tasir. Sinyalin iletimi
G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz
kinaz) aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP

kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger
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protein kinazlar) ve/veya nukleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive
eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (34).

MAPK ’lerin alt gruplari olan hiicre dis1 sinyalin aktifledigi kinaz (ERK) boéliinme,
yasama ve farklilagmada, JNK ve p38 ise inflamasyon ve hiicresel streste aktif rol

oynamaktadir (Sekil 3) (35).

Stimiilasyon Biiyiime faktdrleri Stres, Biyiime faktor kaybi
MAPKKK Raf MLKs MLKs
e
‘ l s !
MAPKK MKK 1/2 : MKK 376 MKK 4/7
e K L /. S e - RE———
’ L I !
e — ‘ e — e —
MAPK Erk 1/2 pas JNK
l g = i S o
. l - inflamasyon
B I k . e
cg?ao]l Biliyiime Apopitoz
p Fartcl_llasma i
Geligim Farkhilasma

Sekil 3: MAPK sinyal ileti yolu (36).

4.5.1.1. JNK Sinyal leti Yolu

JNK, MAP kinaz siiperailesinin stres ile aktive olan protein kinazi1 (SAPK) olarak
bilinir. Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre doniisiimii, hiicre gog¢ii, apopitoz
ve hiicre iskeletinin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. JNK ve p38 sinyal yollari,
radyasyon, UV i1sinlari, toksinler, 1s1, pH ve osmolarite degisimi gibi hiicrede stres
olusturan etkenler tarafindan aktive edilir (37).

JNK ve p38 MAP kinaz aktivasyonu sitokinler ve mor Gtesi 151n tarafindan Ras’dan
farkli olan kii¢iik GTP- baglanma proteinlerinin araciligiyla uyarilirlar. Bu kinazlar MEK
tarafindan aktiflestirilmezler fakat MKK (MAP kinaz kinaz) olarak adlandirilan farkli bir
ikili kinaz tarafindan aktive edilir (8). JNK aktivasyonu, spesifik MAPKK’lar SEK1
(MKK4) ve MKK7 (SEK2) tarafindan, treonin ve tirosin fosforilasyonu yoluyla
gergeklesir. Ciinkii JNK Thr-Pro-Tyr seklinde ikili fosforilasyon motifi igerir ve JNK

aktivasyonu i¢in tirosin ve treoninin her ikisinin de fosforilasyonu gerekmektedir. In-vitro
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ortamda yapilan son ¢alismalar tirosinin SEK1 tarafindan, treoninin ise MKK7 tarafindan
fosforile edildigini gostermektedir (37, 5).

JNK protein kinazlar jnkl, jnk2 ve jnk3 genleri tarafindan kodlanir. Bu genler
alternatif baglanmalarla JNK izoformlarini olustururlar (38). JNK, transkripsiyon faktorii
AP-1 ailesi tiyelerinin tamaminda ii¢ ¢esit JUN un (jun D, c-jun, jun B) amino terminal
kismin1 fosforile eder. Transkripsiyon faktorlerinden AP-1 ailesi JNK sinyal yolunun
tetikleyicisidir (39). Bir proto-onkogen olan c-jun ise, AP-1 transkripsiyon faktorlerinin en
onemli par¢asidir ve memeli hiicrelerinde strese yanit ve proliferasyonun diizenlenmesinde
major onemdedir. c-jun’un diizenlenme yolu ve buna bagl olarak AP-1’in aktivitesi JNK
vasitastyla (ser63 ve ser73) c-jun’un N-terminal ucundan fosforilasyonu yoluyla

gerceklesmektedir (40, 41).

4.6. LITYUM

Lityum; periyodik cetvelin alkali metaller (IA) grubunda bulunan atom numarasi 3,
atom agirlig1 7 olan bir elementtir. Elementin ismi Yunanca tas anlamina gelen ‘lithos’
kelimesinden tiiretilmis olup, bu isim elementin minerallerden kesfedilmesi sebebi ile
verilmistir (6).

Ik olarak 1800’lii yillarin ortalarmnda gut hastaligimin tedavisi igin kullanilmaya
baslanan lityum glinlimiizde genel toplumda yaygin goriilen ve kronik seyirli bir hastalik
olan duygudurum bozukluklarmin akut donem ve koruyucu sagaltiminda kullanilmaktadir.
Bipolar bozuklukta lityumun asil kullanim alani, manik ataklarin akut, siirdiirim ve
profilaksi donemleridir. Ayni1 zamanda lityumun en azindan bipolar hastalarda
antidepresan etkisinin de oldugu gosterilmistir. Mikst ataklar ve agir manide yetersiz kalsa
da, bugiin lityumun en iyi duygudurum diizenleyicisi oldugu kabul edilmektedir (42, 43).

Lityumun, beyin hasarli hayvan modellerinde, inme, Alzheimer, Huntington,
Parkinson hastaliklarinda, amyotrofik lateral sklerozda (ALS), spinal kord hasarlarinda
yararlt oldugu rapor edilmistir. Son klinik denemeler lityumun amyotrofik lateral sklerozun

ilerleyisini durdurdugunu ileri stirmektedir (44).
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4.6.1. Lityum Kullanimi ve Etkileri

Bipolar bozuklukta lityum koruyucu 6zelligi olan bir ilagtir. Lityumun koruyucu
etkinligi %80 dolayindadir. Lityum tedavisinde, tedavi edici diizeyin dar bir aralikta olmasi
ve lityum toksisitesi ile ilgili klinigin spesifik 6zellikte olmamasi nedeniyle ilacin kandaki
diizeyinin diizenli bir sekilde izlenmesi gerekmektedir. Uzun yillar diizenli lityum kullanan
hastalarin, kan diizey dl¢iimleri ve yan etkilere yonelik incelemeleri yaptirmasi zorunludur.
Ayrica lityum sagaltimi baslanmadan 6nce de yan etkilere yonelik bobrek, tiroid,
karaciger, kan ve kalp incelemeleri yapilmalidir (45, 7).

Yapilan bir ¢calismada lityumun serumdaki etkili doz araliginin 0.6-1.0 mM oldugu
ve >1.5 mM oldugunda toksik olabilecegi, serum lityum seviyesinin 1.5-2.0 mM
oldugunda bobrekte, karacigerde, kalpte ve bezlerde geri donilisimli toksik etki
olusturabilecegi, serum seviyesi >2 mM oldugunda ise, serebral disfonksiyon da dahil
olmak iizere noérolojik semptomlarla iliskilendirilebilecegi ve wuzamis lityum
zehirlenmelerinin >2 mM oldugunda gergeklestigi ve kalici beyin hasarlarina sebep
olabilecegi belirtilmistir. Lityum diisiik mutajen ve karsinojenik riske sahiptir (44).

Lityum gebelikte birinci trimestirde potansiyel teratojenik etkisi olan bir ilagtir.
Gebelerde  kullanim1  gerekiyorsa potansiyel etkileri ve yararlari dikkatlice
degerlendirilmelidir (7).

Yapilan bir 6n ¢alismada iki uglu duygudurum bozuklugu tanisi olan 10 divalproeks
ve 10 lityum kullanan kadin hastanin tireme iglevlerini incelemislerdir. Lityum kullanan bir
hastada polikistik over sendromu bildirilmistir. Hicbir hastada {ireme hormonlarinda
normalden farklilik gézlenmemistir. En sik kullanilan ve duygudurum diizenleyici olarak
evrensel kabul goren lityumun iireme endokrinolojisi iizerine yan etkisi olmadigi
bilinmektedir. Lityum kullananlarin bir kisminda kilo alimi, hipo ve hiperglisemik yanitlar
goriilmiistiir. Genel olarak lityumun karbonhidrat metabolizmasini etkilemedigi kabul
gormektedir (46).

Ancak epileptik kadin hastalarda iireme islevi bozukluklari sik goriilmektedir.
Epileptik kadinlarda, anovulatuvar ovaryen sikluslar, menstrual siklus diizensizlikleri,
hipotalamik ve/veya hipofizer hormonlarda bozukluk ve gonadal steroidlerde degisiklikler

ve infertilite en sik bildirilen durumlardir. Epileptik kadin hastalarda gonadotropin

14



salgilatict hormona (GnRH) hipofizin yaniti bozulmustur, bunun sonucunda hipofizden
anormal LH pulsatif salinimi1 ve prolaktin saliniminda artis goriilmiistiir (47).
50 yildir kullanilmasma ragmen lityumun etki mekanizmasi halen tam olarak

aciklanamamustir (7).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASALLAR

1) 17-B-estradiol, Sigma

2) LiCl Fluka 62478

3) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
4) Na2HPO4, Riedel-de Haen 81890

5) NaH2PO4, Riedel-de Hien 8210A

6) HCI, Merck K23226314 632

7) DMEM, Sigma D5546

8) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

9) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-IC
10) Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058
11) Anti-JNK antikoru, Santa Cruz, Sc-474

12) Anti-fosfo c-jun antikoru, Santa Cruz, Sc-16311
13) Fetal S1gir Serumu, Seromed S0115

14) NaCl, Atabay AT091-950

15) Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

16) Aminoetilkarbazol (AEC)

17) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

18) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338
19) DMSO, Sigma D 2650

20) Borik Asit, Sigma B0252

21) Sodyum tetra borat, Sigma B0127
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Iyi diferansiye insan endometriyal adenokarsinoma hiicre soyu olan Ishikawa
hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 U/ml penisilin G, 100 pg/ml
streptomisin) igeren Dulbecco's modified Eagle's/F12 (DMEM-F12) medyumunda, 37°C
de %5 CO02 ve %95 hava igeren nemli inkiibatorde biiyiitiildii. Deneylerde, kontrol grubu
hiicreler normal medyumlar igerisinde tutuldu. Ostrojenin etkilerini belirlemek amaciyla
olusturulan deney grubunda medyum igerisine, 17-B-6stradiol (0,5 uM) eklendi. Lityumun
doza bagl etkilerinin incelendigi deney gruplarina ise, 20 mM, 50 mM, 75 mM ve
100 mM konsantrasyonlarda LiCl uygulandi. Hiicre proliferasyonunun degerlendirilecegi

deney gruplarinda belirtilen dozlarda 24 saatlik inkiibasyon yapildi.

5.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

5.2.2.1. Bromodeoksiiiridin iImmiinositokimyasi

Proliferasyon indeksi tayini i¢cin mitotik siklusun S fazina 6zgii olan BrdU isaretleme
yontemi kullanildi. Diizenlenen deney gruplarina ait lameller {izerine ekilen hiicreler | mM
BrdU igeren medyumda 37 °C de 60 dk. inkiibe edildi. PBS yikamalarini takiben metanolle
fiksasyonu yapildi. Hiicrelerin ¢ift zincirli DNA's1 2N HC1 ile 37°C de 30 dakika denatiire
edildi. Borat tampon ile (pH:8) nétralize edildikten sonra 20 dakika bloklama islemi
uygulandi.

Anti-BrdU primer antikoru (Mouse monoclonal-NeoMarkers) ile oda 1sisinda 1 saat
inkiibe edildi. PBS ile yikamalar sonrasinda sirastyla biyotin isaretli sekonder antikor ve
Hrp-Streptavidin (C) ile 20 dk. inkiibe edildi (Histostain Plus Kit, Zymed).

Spesifik renk reaksiyonunu goriintiilemek amaciyla aminoetilkarbazol kromojeni

(AEC) uygulandi. Hematoksilen uygulanarak nukleus zit boyamasi yapildi.
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5.2.3. JNK ve Fosfo c-jun Immunositokimyasi

JNK ve fosfo c-jun diizeylerinin immiinositokimyasal incelemesi i¢in lameller
tizerine ekilen hiicreler -20°C de metanol ile 5 dakika fikse edildi. Spesifik olmayan
boyanmalar1 engellemek i¢in serumla (Histostain Plus Kit, Zymed) 20 dakika bloklama
islemi yapildiktan sonra anti-JNK ve anti-fosfo c-jun monoklonal primer antikorlar: ile
3 pl/ml diliisyonda oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra biyotinle
isaretli sekonder antikor 20 dakika uygulandi. PBS yikamalar1 yapildi ve streptavidin
enzim konjugatiyla 20 dakika inkiibe edildi. Yikamalardan sonra AEC kromojeni
uygulandi. Kromojen asamasinda invert mikroskopta yapilan incelemede spesifik renk
reaksiyonu izlendikten sonra reaksiyon durduruldu ve su bazli kapatma soliisyonlariyla

ornekler kapatildi.

5.2.4. Mikroskopik Inceleme

Calismada kiiltiire edilen hiicrelerin inceleme ve degerlendirmeleri Olympus X 70
invert mikroskopta, boyamalarin inceleme, degerlendirilme ve fotograflandirma islemleri
ise Olympus BX 50 151k mikroskobunda gergeklestirildi.

S fazinda BrdU isaretli hiicrelerin orani ii¢ kez tekrarlanan deneylerin sonuglarina
gore degerlendirilerek hesaplandi. Proliferasyon indeksi, mikroskop alanindaki pozitif

isaretli hiicrelerin/toplam hiicre sayisina orani alinarak bulundu.
5.2.5. Istatistiksel Inceleme

Istatistiksel inceleme, SPSS 10.0 (Sosyal Bilimler i¢in Istatistik Programi) ile ¢coklu
grup karsilastirmalar1 i¢cin Krusker Wallis, ikili grup karsilastirmalari i¢in Mann

Whitney-U testleri uygulanarak degerlendirildi. p<0.005 degeri istatistiksel anlamlilik

sinir1 olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. LITYUM KLORURUN ISHIKAWA HUCRELERINDE
PROLIFERASYON UZERINE ETKIiSi

Insan endometriyum modeli olan Ishikawa hiicrelerinde farkli dozlarda uygulanan
LiCl’tin proliferasyon iizerine etkileri degerlendirildi. Hiicrelerde proliferasyon etkisi BrdU
immiinositokimyasi ile degerlendirildi.

Kontrol grubu hiicrelerde saptanan BrdU isaretli S faz hiicreleri orani (50,36+4,37)
(Resim 1A) ile 20 mM LiCl ve 50 mM LiCl uygulanan gruplarin hiicre oranlar1 (sirastyla
45,9545,83 ve 42,00£8,11) (Resim 1B, C) karsilastirildiginda, BrdU isaretli S faz hiicre
oranlarinda azalma gozlendi, fakat azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0,005).

Nl a_ -8

Resim 1A, B, C: S faz Ishikawa hiicreleri kontrol grubu (A), 20 mM LiCl uygulanan (B)

ve 50 mM LiCl uygulanan (C) Ishikawa hiicrelerinde inhibisyon etkisi. Hematoksilen-

X600.

Kontrol grubu hiicrelerde saptanan BrdU isaretli S faz hiicreleri oran1 (50,36+4,37)
(Resim 1A) ile 75 mM LiCl ve 100 mM LiCl uygulanan gruplarin hiicre oranlari (sirasiyla
36,3549,61 ve 17,43+6,89) (Resim 1D, E) karsilagtirildiginda, hiicre oranlarinda

istatistiksel olarak anlamli bulunan hiicre inhibisyonu gézlendi (p<0,005).
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Resim 1A, D, E: S faz Ishikawa hiicreleri kontrol grubu (A), 75 mM LiCl uygulanan (D)
ve 100 mM LiCl uygulanan (E) Ishikawa hiicrelerinde inhibisyon etkisi. Hematoksilen-
X600.

6.1.1. Lityum Kloriiriin 17-p-Ostradiol ile Birlikte Kullammimn Ishikawa

Hiicrelerinde Proliferasyon Uzerine EtKisi

Ishikawa hiicrelerinde doza bagli uygulanan LiCl’iin 17-B-6stradiol ile birlikte
kullaniminin proliferasyon iizerine etkileri incelendi.

Kontrol grubu hiicrelerde saptanan S faz hiicre orani ile (50,36+4,37) (Resim 1A),

24 saatlik 17-B-0stradiol (0,5 uM) uygulandiktan sonraki hiicre orani (58,17+6,40)

karsilastirildiginda bu oranin istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdigi tespit edildi

(Resim 2B).
'. | P
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Resim 1A, 2B: S faz Ishikawa hiicreleri kontrol grubu (A) ve 17-B-0stradiol uygulanan

Ishikawa hiicrelerinde artmis BrdU inkorporasyonu ve hiicre proliferasyonu (B).

Hematoksilen-X600.
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17-B-6stradiol (0,5 uM) inkiibasyonu uygulanan grupta BrdU ile isaretli S faz hiicre
proliferasyon oram (58,17+6,40) (Resim 2B), 17-B-0stradiol ile 20 mM LiCl’iin birlikte
uygulandigi Ishikawa hiicrelerinin proliferasyon orani (51,89+7,52) ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bir azalmanin oldugu ve proliferasyonu

baskilamaya yetmedigi tespit edildi (p>0,005) (Resim 2C).

o d
Ly e
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Resim 2B, C: S faz Ishikawa hiicrelerinde 17-B-0stradiol uygulanan grupta goriilen hiicre
proliferasyonu (B) ve 20 mM LiCl’tin 17-B-0stradiol ile birlikte uygulandigi grupta

goriilen hiicre azalmasi (C). Hematoksilen-X600.

Ishikawa hiicrelerinde 17-B-6stradiol (0,5 uM) inkiibasyonu uygulanan grupta BrdU
ile isaretli S faz hiicre proliferasyon orani (58,17+6,40) (Resim 2B), 17-B-6stradiol ile 50,
75 ve 100 mM LiCl’lin birlikte uygulandigi Ishikawa hiicrelerinin proliferasyon oranlari
(strastyla 45,25+7,72 ve 32,73+£8,56 ve 14,2445,54) ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunan proliferasyon inhibisyonu gozlenmistir (p<0,005) (Resim 2D, E,
F).
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B _Wi4 = P,

Resim 2B, D, E, F: S faz Ishikawa hiicreleri 17-p-6stradiol uygulanan grupta gézlemlenen
hiicre proliferasyonu (B), 50, 75 ve 100 mM LiCl'iin 17-B-0stradiol birlikte
uygulandiginda gruplarda (sirasiyla D, E, F) gozlemlenen proliferasyon inhibisyonu.
Hematoksilen-X600.

LiCl
—&—LiCl+E2

Ortalama hiicre savisi

0 20mM 50mM 75mM 100mM
LiCl kons.

Sekil 4: Ishikawa hiicre soyunda doza bagli uygulanan LiCl’lin yalniz ve 17-B-6stradiol

varliginda BrdU isaretli S faz hiicre oranlarinda olusturdugu inhibisyon etkisi.
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6.2. JINK EKSPRESYONU

Ishikawa hiicrelerinde proliferasyon inhibisyonuna neden olan LiCl’lin stresle aktive
olan JNK ekspresyon diizeyleri lizerine etkisi incelendi. LiCl’iin 24 saat inkiibasyondan
sonra anti-JNK primer antikoru kullanarak yapilan immiinositokimya ¢alismasinda, yalniz
17-B-6stradiol, yalniz 100 mM LiCl ve 100 mM LiCl ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan
gruplardaki JNK ekspresyon diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir fark
izlenmedi (Resim 3A, B, C, D).

3A 3B

3C 3D

Resim 3A, B, C, D: Ishikawa hiicresi kontrol grubu (A), 17-B-ostradiol grubu (B),
100 mM LiCl grubu (C) ve 100 mM LiCl ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan grup (D)
JNK ekspresyon diizeyleri. X600.
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6.3 FOSFO c-JUN EKSPRESYONU

Ishikawa hiicrelerinde proliferasyon inhibisyonuna neden olan LiCl’iin fosfo c-jun
ekspresyon diizeyleri lizerine etkisi incelendi. LiCI’iin 24 saat inkiibasyondan sonra  anti-
fosfo c-jun primer antikoru kullanarak yapilan immiinositokimya c¢alismasinda, yalniz
17-B-6stradiol, yalniz 100 mM LiCl ve 100 mM LiCl ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan
gruplardaki fosfo c-jun ekspresyon diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli

bir fark izlenmedi (Resim 4A, B, C, D).

4A 4B

4C 4D

Resim 4A, B, C, D: Ishikawa hiicresi kontrol grubu (A), 17-B-ostradiol grubu (B),
100 mM LiCl grubu (C) ve 100 mM LiCl ile birlikte 17-B-0stradiol uygulanan grup (D)
fosfo c-jun ekspresyon diizeyleri. X600.
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7. TARTISMA

Endometriyum, insanlardaki en kompleks dokulardan biridir. Endometriyum,
reprodiiktif yasam boyunca Ostrojen ve progesteron hormonlarinin siklik degisikliklerine
ve dokuya 0zgili otokrin/parakrin faktorler arasindaki kompleks iliskilere yanit olarak
stirekli degisim gostermektedir. Endometriyumun tim doku bilesenleri (bezler, stroma
hiicreleri ve endotel hiicreleri), iireme fonksiyonunu gerceklestirmek i¢in her siklusta
Ostrojen hormonunun etkisiyle proliferasyon gosterir (22). Calismamizi yiiriittiigiimiiz ve
insan endometriyum modeli olarak kullandigimiz Ishikawa hiicre soyunda 17-B-0stradioliin
proliferatif etkisini artan BrdU inkorporasyonu ile gozlemledik.

Lityum, bipolar bozukluklarin tedavisinde uzun zamandir kullanilan en etkili ilagtir.
Fakat sinir hiicreleri lityumun tek hedefi degildir. Birgok hiicre tipini hedef alarak, hiicre
proliferasyonunu, farklilagmasini ve 6liimiinii etkiledigi bildirilmistir (48).

Lityumun hiicre tipine bagl olarak GSK-3f aktivitesinin inhibisyonu yoluyla hiicre
dizilerinde veya bazi primer hiicre kiiltiirlerinin proliferasyonu ve hiicre siklus gecislerini
stimiile veya inhibe ettigi tespit edilmistir (49).

Duygu durum bozuklugu olan ve diizenleyicilerle tedavi goren kadinlarda
endometriyal hiperplazi bildirilmis (50), lityum alan kadinlarda artan menstrual
bozukluklar, GSK-3p’nin durdurulmasinin muhtemel araciligi ve sonucta hiperplazi ve
karsinom gibi endometriyal proliferatif bozukluklarin gelisme potansiyeli arasinda bir bag
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (1). Lityumun kisa ve uzun donem tedavilerinde uterusta
morfogenetik ve proliferatif etkisini agiklayabilmek amaciyla fare uterusunda yapilan
calisma bu bilgiyi desteklemistir. Bir ay boyunca hayvanlarda yapilan 6stradiol ve lityum
tedavisinde atipik endometriyal hiperplazi insidansinin anlamli sekilde yiikseldigi, 1 hafta
veya 2 giinliik 6stradiol ve lityum tedavisi sonrasi, uterin kitle, luminal epiteldeki mitotik
hiicrelerin sayisi ve BrdU isaretli hiicrelerde artis, glandular epitel, stromal ve
miyometriyal hiicrelerin 6nemli derecede biiyiik oldugu, oysaki biitiin uterus boliimlerinde
ERa, B-katenin ve GSK-3B diizeyinin O6nemli derecede diisiik oldugu bildirilmistir.
Hayvanlarda yapilan lityum tedavisi sonuglarinda, uterusta ostradiole bagl proliferatif ve
morfogenetik degisikliklerin arttigi, bu etkinin uterusta ERa’nin azalan ekspresyonu,

B-katenin ve GSK-3 ile iligki gosterdigi belirlenmistir (51).
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Insan endometriyum modeli olarak kullandigimiz Ishikawa hiicrelerine degisik
konsantrasyonlarda LiCl tek basina ve/veya 17-B-0stradiol ile birlikte uygulandi. BrdU
isaretli S fazindaki hiicrelerin degerlendirilmesi ile birlikte, yalmz LiCl uygulanan
gruplarda anlamli proliferasyon inhibisyonu 75 ve 100 mM konsantrasyonlarda gozlendi.
17-B-6stradiol ile birlikte uygulanan gruplardaki proliferasyon inhibisyonu, 50 mM ve
iizerindeki konsantrasyonlarda gozlendi. Ostradiol varliginda 20 mM LiCl’iin
proliferasyonu baskilamaya yetmedigi gdzlemlendi.

Calismamiza paralel olarak, fare embriyolarinda yapilan bir calismada, 10 mM
lityumun fare embriyo hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi, benzer etkileri diger
hiicrelerin farklilagmasinda da gosterdigi belirtilmistir. Lityumun etkisini, G2 fazinda
siklin B kinaz aktivitesinin inhibisyonuna katilarak mitoza giriste gerceklestirdigi
bildirilmistir (52). LiCl tarafindan proliferasyonun inhibe edildigi gézlemlenen bir diger
calismada, domuz solunum yolu epitel hiicrelerinde 10mmol/L. LiCl’tin 24 saatlik
inkiibasyonunda hiicre siklusu yavaslamis, S fazindaki hiicre sayis1 degismemis fakat hiicre
siklusunda G2/M aresti indiiklenmis, anlamli olarak siklin B1 artmistir. 10mmol/L LiCl’{in
12 saatlik inkiibasyonunda ise, siklin D1 ekspresyonu yiikselmistir. Sonug olarak LiCl’iin
hiicre siklusunu inhibe ederek domuz solunum yolu epitel hiicrelerinde proliferasyonu
baskiladig1 gézlenmistir (53).

Bu sonuglarin aksine; fare bobrek kapsiiliiniin altina yerlestirilen proliferatif fazdaki
insan endometriyumu iizerinde yapilan bir caligmaya gore, 5 giin siireyle cilt altina
enjeksiyon yoluyla uygulanan 125 ng. E2 tedavisi sonucunda epitelde karakteristik bir
sekilde proliferasyonun stimiile edildigi gézlenmistir. 20 giin siireyle %0.05 LiCl i¢eren su
icirilen farenin endometriyum hiicrelerinde de, istatiksel olarak anlamli bir artig
goriilmiistiir. Cogalan hiicre sayisimin E2 tedavisi sonrasinda goriilen proliferasyon
oranlarina benzer oldugu belirtilmistir. Bu c¢alisma, insan endometriyumunun LiCl’e,
E2’den bagimsiz bir DNA sentezi ile cevap verdigi ve GSK-3f’nin durdurulmasinin
insanda endometriyal epitel hiicre ¢cogalmasini tesvik etmede yeterli oldugu gosterilmistir.
GSK-3p siklin D1’in nukleus lokalizasyonunu kontrol eden anahtar enzimdir ve gozlenen
proliferasyonla tutarli bir sekilde, siklin D1’in nukleus lokalizasyonu goézlemlenmistir.
Ayrica LiCl’tin E2 yoklugunda epitel proliferasyonunu indiiklemesi, insan ve farelerde
endometriyal cogalmanin temel diizenleyici iletim yollarii paylasiyor olabilecekleri

hipotezini desteklemistir (1).
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Farkli hiicre calismalarinda elde edilen dual etkinin (proliferasyon ve inhibisiyon)
LiCl uygulanan hiicre tipine bagl oldugu kadar uygulanan doza da bagli olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu verilere dayanarak; Ishikawa hiicre soyunda 20-100 mM doz araliklarinda LiCl
uygulamas1 sonucunda elde ettigimiz inhibisyon etkisinin, LiCl’iin proliferasyon
etkisinden farkli olarak, durdurulan GSK-3f iizerinden siklin D1’in nukleusta birikimi ve
buna bagli olarak hiicre dongiisiinde ilerlemeyle degil, hiicre siklusunun G2 fazindan
mitoza geciste G2/M arestini indiikleyerek yani hiicre siklusunu durdurarak gergeklesmis
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Lityumla ilgili yapilan bir¢ok ¢alismaya ragmen etki mekanizmasi, iliskili sinyal ileti
yolu tam olarak aciklanamamustir. Lityumun glikojen sentaz kinaz GSK-3f’nin aktivitesini
direkt inhibe ederek etki gdosterdigi bildirilmistir (54, 55). Hiicre membranindaki
fosfotidilinositol 4,5-bifosfat’in (PIP;) fosfolipaz C tarafindan hidrolizi sonucu inositol
1,4,5 trifosfat (IP;) ve diagilgliserol meydana gelir. Fosfoinositol trifosfat, GSK-3f aracili
iletime, diacilgliserol ise ¢aliyjmamizda inceledigimiz JNK proteininin de bir iiyesi oldugu
MAPK ailesini kapsayan protein kinaz C aktivasyonuna yol agar (8).

Lityumun 10-20 mM doz araliklarinda tiroid ve biitiin hiicrelerde proliferasyon
potansiyelini anlamli 6l¢lide arttirdigi belirlenen calismada bu etkiyi GSK-3B’nin
tamaminin inhibisyonu yoluyla Wnt sinyal yolunu aktive ederek gergeklestirdigi
belirtilmistir (56). In-vivo fare beyninde ve in-vitro ndronal orjinli insan hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada ise, kronik lityum kullaniminin JNK sinyal yolunu aktive ettigi
gosterilmistir. Noronal fonksiyonlarin ve gen ekspresyonun diizenlenmesinde lityumun
uzun siireli terapotik etkisi major rol oynamustir (57). Kronik lityum tedavisine yonelik
yapilan bir diger calismada da, PKB/Akt-kinaz ve MAPK dahil olmak {izere ERK, JNK ve
p38 sinyal yollarinin lityum tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (58). Ancak Ishikawa
hiicre soyunda LiCl’lin inhibisyon etkisinin hangi sinyal ileti yolu ile iliskili olduguna
yonelik olusturdugumuz deney gruplarinda, JNK ve fosfo c-jun ekspresyon diizeyleri
arasinda fark gozlenmedi.

Potansiyel terapdtik ajan olarak bilinen LiCl’lin insan endometriyum modeli olarak
kabul edilen Ishikawa hiicre soyunda doza bagl olarak proliferasyon inhibisyonu yoniinde

etkisi oldugunu gozlemledik. LiCl’iin Ishikawa hiicre soyunda gosterdigi bu inhibisyon
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etkisini JNK ve fosfo c-jun ekspresyonlarindan bagimsiz olarak gosterdigi sonucuna
vardik.

Bu veriler dogrultusunda, bipolar bozukluklarin tedavisinde uzun yillardir yaygin
olarak kullanilan lityumun, iireme sistemi {izerinde yapilan c¢alismalarin da
detaylandirilmasi ve etki mekanizmasinin anlagilmasinin ardindan endometriyal kanserler
ve uzun streli infertilite sebeplerinden endometriyozis gibi endometriyuma baglh
hastaliklarin tedavisinde LiCl’iin inhibisyon ve potansiyel terapotik etkisinin 6nem

kazanacagini diisiinmekteyiz.
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8. SONUC

¢ Lityumun en yaygin olarak kullanildig1 ve FDA onayinin bulundugu alan, akut mani
ve bipolar bozukluk profilaksisidir. Ancak lityumun etkisi sadece sinir hiicreleri
tizerinde degildir. Birgok farkli hiicre tipinde, proliferasyon inhibisyonu veya
stimiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.

e Calisgmamizda, LiCl’iin insan endometriyum modeli olarak kullandigimiz Ishikawa
hiicre soyunda proliferasyon iizerine etkileri degerlendirildi.

e S faz Ishikawa hiicrelerinde 20 mM LiCl’lin proliferasyon etkisi yoktu fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunan bir inhibisyon etkisi de gdzlenmedi.

e S faz Ishikawa hiicrelerinde 50 mM LiCl uygulandiginda ger¢eklesen inhibisyon da
istatiksel olarak anlamli bulunmadi.

e Ishikawa hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan LiCl’iin, istatistiksel
olarak anlamli bulunan inhibisyon etkisi 75 ve 100 mM konsantrasyonlarda gozlendi.

e S faz Ishikawa hiicrelerine 20 mM LiCl 17-B-0stradiol ile birlikte uygulandiginda
proliferasyonu baskilamaya yetmedigi, ancak 50, 75 ve 100 mM LiCI’iin 17-B-0stradiol
ile birlikte uygulandig1 deney gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli proliferasyon
inhibisyonuna neden oldugu goézlendi.

e Ishikawa hiicre soyunun S faz hiicrelerinde 100 mM LiCl uygulamas: sonucu
gerceklesen en belirgin proliferasyon inhibisyonuyla iliskili sinyal yoluna yd&nelik
calistigimiz gruplar arasinda, JNK ve fosfo c-jun ekspresyon diizeylerinde istatistiksel

olarak anlaml: bir fark bulunamadi.
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