T.C.
ISTANBUL BILIM UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HIiSTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

INSAN ENDOMETRIYUM STROMA HUCRELERINDE
IN-VITRO DESIDUALIZASYON
GELISIMININ INCELENMESI

Biyolog Ebru KARAKAS

YUKSEK LiSANS TEZIi

ISTANBUL, 2010



T.C.
ISTANBUL BIiLIiM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIiM DALI

INSAN ENDOMETRIYUM STROMA HUCRELERINDE
IN-VITRO DESIDUALIZASYON
GELISIMININ INCELENMESI

Biyolog Ebru KARAKAS

Tez Damismani

Doc. Dr. Meral KOYUTURK

YUKSEK LiSANS TEZIi

ISTANBUL, 2010



BEYAN

Bu tez calismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 hi¢cbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitlin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi swrasinda patent ve telif haklarmi ihlal edici

bir davranisimin olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Bu calismada, endometriyal stromal hiicrelerin in-vitro ortamda 3'-5'-siklik adenozin
monofosfat (CAMP), progesteron ve dstrojene bagli olarak desidual hiicrelere farklilagmasi
ve bu siirecte rol aldigi1 disiiniilen B-katenin ve Akt sinyal yolaklar1 ile hiicre
proliferasyonunda meydana gelen degisikliklerin incelenmesi amaglanmustir.

Deney, 17-B-Ostradiol, progesteron, cAMP, 17-B-Ostradiol+progesteron ve
17-B-0stradiol+progesterontcAMP ile 1i¢ giin kiiltiire edilen hiicre gruplarinda
gerceklestirildi. Morfolojik degerlendirmenin ardindan hiicre kiiltiiriinde farklilagan
desidual hiicrelerce sentezlenmesi beklenen prolaktin hormon diizeyleri biyokimyasal
olarak Olciilerek farklilagma teyit edildi. Morfolojik ve biyokimyasal incelemeler
sonucunda desidualizasyona 6zgii degisikliklerin cAMP uygulanan gruplarda meydana
geldigi saptandi. Ancak ii¢ giinliik farklilagsma siireci sonunda B-katenin ekspresyonunun
heniiz gerceklesmedigi tespit edildi. Bir¢ok hedef proteinin aktivasyonunda rol alan Akt
ekspresyonunun da kontrol ve deney gruplarinda sabit kaldigi izlendi. Hiicre
proliferasyonunun  degerlendirilmesinde S fazina o6zgii bir isaretleyici olan
bromodeoksiiiridin  (BrdU) immiinositokimyas1 uygulandi. Desidualizasyona 6zgi
degisikliklerin izlendigi cAMP uygulanan hiicre gruplarinda hi¢ BrdU pozitif hiicre
izlenmedi. Ostrojen inkiibasyonu uygulanan gruplarda ise BrdU pozitif S faz hiicre
oranlarmin sadece progesteron uygulanan gruba gore artmis oldugu izlendi.

Birden fazla etkenin bir arada gorev almasiyla gerceklesen desidualizasyon siirecinin
erken evresinde B-katenin ve Akt sinyal yolunun etkin rol oynamadigi, 6strojen hormonu
inkiibasyonuyla artan S faza 0zgli BrdU isaretli hiicre oraninin, desidualizasyonun
olusturuldugu deney gruplarinda izlenmemesi ise farklilasma siirecinde proliferasyonun

baskilandig1 gercegiyle uyumlu bulundu.



2. SUMMARY

In this study, the endometrial stromal cells in vitro 3'-5'-cyclic adenosine
monophosphate (cAMP), progesterone and estrogen depending on the differentiation of
decidual cells and to investigate B-catenin and Akt signaling pathways are thought to be
involved in this process with the changes in cell proliferation are intended.

Experiment, in cell lines was cultured with 17-B-estradiol, progesterone, cAMP,
17-B-estradiol+progesterone and 17-B-estradiol+progesterone+cAMP for three days was
materialized. After morphological evaluation, differentiation was confirmed by measuring
levels of prolactin hormone was expected to be synthesized by differentiated decidual cells
in cell culture biochemically. As a result of morphological and biochemical investigations
desidualization-specific changes occurred in the groups treated with cAMP. However, at
the end of a three-day differentiation process, expression of B-catenin was determined to be
not taken place. Akt expression that is involved activation of many target proteins was
viewed to be remained stable in the control and experimental groups. To assess cell
proliferation, S-phase specific marker bromodeoxyuridin (BrdU) immunocytochemistry
was performed. Some groups treated with cAMP that was viewed desidualization-specific
changes weren’t observed any BrdU-positive cells. The rates of BrdU-positive S phase
cells in the groups treated with estrogen incubation were found to be higher than the group
received only progesterone.

B catenin and Akt signaling pathway not playing an active role in the early stage of
desidualization process that is occurred to take part in a combination of multiple factors,
S-phase specific marker BrdU-positive cell ratio that is increased by estrogen incubation
not being observed in the experimental group which was created decidualization was found

compatible with the fact that the suppressed proliferation in the process of differentiation.



3. GIRIS VE AMAC

Insan endometriyumunu olusturan epiteliyal ve stromal hiicrelerin dstrojen ve
progesteron hormonlarmin etkisi altinda implantasyona hazirlik amaciyla cogalma ve
farklilagsma gegirdigi bilinmektedir (1).

Uterusun liimene bakan katmanini olusturan endometriyum, menstrual kanama ve
yenilenmenin birbirini takip ettigi istisna bir dokudur. Apopitotik faktorlerin etkisiyle
gerceklesen hiicre 6liimiiniin ardindan 6strojenin kontrolii altinda baslayan proliferasyonla
birlikte dokuda yenilenme olay1 baslar (2). Progesteron salmimiyla birlikte glandular
hiicreler sekresyon fazma gecerken, stromal hiicreler desidual hiicrelere farklilagir.
Desidualizasyon admi alan bu siireg, steroid hormonlar, 3'-5'-siklik adenozin monofosfat
(cAMP), sinyal yollar1 ve biiylime faktorlerinin bir arada islev gérmesiyle gergeklesen
fizyolojik bir olaydir (3). B-katenin, hiicre-hiicre adezyonunda ve Wnt sinyal yolaginda
gorev alan intraselliiler proteindir (4). Implantasyon siirecinde trofoblast ve endometriyal
hiicrelerde yer alan adezyon molekiillerinin ekspresyon diizey ve yerlesiminde degisiklik
meydana gelmektedir. B-kateninin hiicre diferansiyasyonunda etkin oldugu bilinmektedir.
Ancak desidual hiicrelerde eksprese edilen wnt proteinleri ve B-kateninin rolii heniiz tam
olarak agiklanamamistir. Hiicre i¢i sinyal iletiminde 6nemli bir yere sahip oldugu bilinen
Akt molekiilii fosforilize olarak aktif formuna doniisiir. Aktive olmus Akt, sitozolde bircok
hedef proteinin fosforilizasyonunda ya da nukleusa translokasyonu sonucu hiicre sag
kalim1 diizenleyicileri, transkripsiyon faktorleri ve diger protein kinazlari iceren, cok
sayida proteinin fosforillenmesinde gorev alir (5). Endometriyal stromal hiicreler ve
desidual hiicrelerce eksprese edilen Akt molekiiliiniin farklilagma siirecindeki gorevi heniiz
acikliga kavugsmamustir.

Calismamizda Ostrojen, progesteron ve cAMP’nin farkli kombinasyonlarinin
endometriyal stromal hiicrelere uygulanmasmin ardindan, in vitro desidualizasyon
modelinin olusturulabilmesi amaciyla endometriyuma ait stromal hiicrelerden elde edilen
ve uygun bir hiicre modeli olarak kabul edilen CRL-4003 hiicre soyu kullanildi.
Calismamizin amaci insan endometriyumunda gerceklesen desidualizasyon siirecinde,
B-katenin ve Akt sinyal yollar1 ile hiicre proliferasyonunda gelisen degisikliklerin
tanimlanmasiyla implantasyon basarisi ve plasentanin gelisiminde biiyiik 6neme sahip olan

desidual dokunun olusum siirecinin aydinlanmasina katki saglamaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. HUCRE ADEZYON MOLEKULLERI

Gelismis canlilarda biitlinliiglin korunabilmesi ve canlinin yasamsal faaliyetlerini
siirdiirebilmesi amaciyla, farkli hiicre gruplar: bir araya gelerek organize olurlar. Hiicreler
arasindaki bu birlikteligi saglayan faktorlerden biriside adezyon molekiilleridir. Adezyon
molekiilleri, hiicre yilizeyinde yer alan, hiicre-hiicre ya da hiicre-ekstraselliiler matriks
komponentleri arasindaki etkilesimlerde gorev alan transmembran konumlu proteinlerdir.
Yapisma Ozelligi ile doku biitiinkigiinii saglamasi, secgici bir bariyer olusturarak hiicreleri
korumasi, hiicrenin proliferasyon ve farklilagmasini kontrolii, immiin ve inflamatuvar
yanit1 olusturmasi, hiicre gocii ve timoOr metastazini gerceklestirmesi, embriyogenezisi
diizenlemesi ve hiicre iskeleti araciligiyla hiicre hareketini saglamasi adezyon
molekiillerinin baglica gorevleri arasindadir (6, 7). Hiicre adezyon molekiilleri homofilik
ve heterofilik olmak tizere iki farkli tipte etkilesim gdsterir. Bir hiicrenin yiizeyinde yer
alan adezyon molekiiliiniin, diger bir hiicrenin yiizeyinde bulunan aym tiirden adezyon
molekiiliine baglanmasi homofilik baglant1 iken, farkli tiirden bir adezyon molekiiliine
baglanmas1 heterofilik etkilesime oOrnektir (8). Adezyon molekiilleri dort farkli grupta
incelenirler; integrinler, kaderinler, selektinler ve immiinglobulin (Ig) siiper ailesi tiyeleri.
Bunun disinda laminin, CD44, CD36 ve fibronektin ise adezyon gorevi goren fakat

siniflandirilmaya katilmayan adezyon molekiilleridir (6).

4.1.1. Integrinler

Integrinler, birbirlerine kovalent olmayan baglarla bagl a ve B ile simgelenen iki alt
iiniteden olusan heterodimer yapilardir (9). Yapilan caligmalarda, 18 a ve 8 B alt iinitesinin
degisik kombinasyonlarmdan olusmus 24 farkli integrin tanimlanmustir (10). Integrinler,
hiicre iskeleti proteinlerinden olusan intraselliiler ligandlariyla, hiicre dis1 matriks
komponentlerinden olusan ekstraselliiler ligandlariyla ve Ig siiper ailesi iiyeleri ile baglant1
kurabilir. integrinlerin adezyonu igin gerekli olan Ca*" ya da Mg”>" a zincirinde yer alan

N ucuna baglanir. Ekstraselliiler matriks komponentleri ve diger hiicrelerin yiizeyinde yer



alan adezyon molekiilleri ise, reseptorleri olan heterodimer yapidaki integrinlerin iki alt
iinitesinin birbirine homolog olarak konumlandig1 bolgesinde yer alan NH2 ucuna
baglanir (11).

Ekstraselliiler matriks komponentlerinden fibronektin, laminin ve kollajen IV’iin
icerdigi kisa amino asit dizileri integrinler i¢in taninma ve baglanma bdlgesi olusturur.
Integrin ailesinin birden fazla iiyesi tarafindan tanman Arg-Gly-Asp (RGD) amino asit
dizisi ilk tanimlanan baglanma dizisidir (12). Integrinler, hiicreleri ekstraselliiler matrikse
baglamalarinin yani sira fokal adezyonlar ve hemidesmozomlarin goriildiigii bazal yiiz
baglantilarinda da gorev alir. Fokal adezyon baglantilarda, integrinler ekstraselliiler alanda
yer alan kisimlartyla hiicreler arasi proteinlere baglanir. Transmembranik yapidaki
integrinlerin P alt {initesinin sitoplazmik yilizdeki kismi ise, hiicre iskeleti elemani olan
aktin filaman demetlerine bagl talin, vinkulin ve a-aktinin gibi hiicre iskeleti proteinlerine
baglanarak hiicre iskeleti ve hiicre dis1 matriks arasindaki kararli baglantiya aracilik eder.
Hemidesmozomlar ise, bu baglant1 tiiriine spesifik olan 06B4 integrini araciligiyla
gergeklesen, epitel hiicrelerinde goriilen kararli baglantilardir. a6p4 integrini, bazal yiizde
laminin ile etkilesirken, sitoplazmik yiizde plektin aracilifiyla ara filamanlar1 bazal
laminaya baglayarak epitel hiicrelerini bazal laminaya sabitler (8).

Hiicre ylizey reseptorii olan integrinler, baglant1 komplekslerinde goriilen adezyon
gorevleri disinda ekstraselliiler matriks proteinleriyle olan etkilesimleri sonucu hiicreleri
migrasyon ve farklilagsma gibi olaylara yonlendirmektedir. Endometriyal stromal hiicrelerin
desidual hiicrelere doniisiim siirecinde bir¢ok integrinin miktar ve yerlesiminde farkliliklar
gozlenmesi, integrinlerin desidualizasyon siirecinde rol alabileceklerini diistindirmiistiir.
Endometriyal stromal hiicreler lizerinde yapilan bir calismada, sekresyon evresinin
ortalarina dogru stromal hiicrelerin ylizeyinde a5B1 integrinin ekspresyonu saptanmustir.
Desidual hiicreler tarafindan eksprese edilen insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici
protein—1 (IGFBP-1), igerdigi RGD amino asit dizisi araciligiyla a5B1 integrine baglanarak
gebelik i¢in gerekli olan desidualizasyon siirecini indiikleyebilmektedir (13, 14). Reseptif
fazin spesifik belirteci olan a5B3 integrin ve ligandi, kiigiik integrin baglayici ligand,
N-bagli glikoprotein (SIBLING) ailesinin {iyesi olan osteopontin, farklilagsma siirecine
katillan adezyon molekiillerindendir. implantasyon penceresi déneminde, endometriyal
stromal hiicrelerdeki ekspresyon diizeylerinde artis gdzlenen osteopontin, icerdigi RGD

amino asit taninma dizisi ile reseptorii a5PB3 integrine baglanir. a5P3 integrin ve ligandi



osteopontinin desidual alandaki artislari, stromal hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasi

icin her ikisinin de gerekli oldugunu diistindiirmektedir (15, 16).

4.1.2. Kaderinler

Kaderinler, Ca*"’a bagimli olarak gergeklesen hiicre-hiicre adezyonunda gorev alan
transmembranik yerlesimli proteinlerdir. Molekiiler agirliklart 120.000-140.000 kDa
arasinda degisen yaklasik 80 {iiyesi bulunmaktadir (17, 18). Molekiiler yapisina
bakildiginda, kaderinler N ve C terminal uglar1 igerir. Ca*" baglantismin gerceklestigi
N-ucu hiicre disinda yer alirken, a-katenin, aktin gibi siki baglantilarda gorev alan
proteinlerle kompleks olusturan B-kateninin baglanacagi C- terminal ucu ise sitozol
kisminda yer almaktadir (17). Kaderinler, sinir sisteminde iki ndronun birbiriyle baglanti
kurdugu sinaps bolgelerinde, morula evresindeki embriyonun blastomerleri arasindaki
baglantilarda ve doku biitiinliiglinii olusturan hiicreler arasindaki kalic1 baglantilarda rol
oynar (19). Kaderinler bulunduklar1 dokulara gore baslica {i¢ grupta incelenirler.

1. E-Kaderin (Epiteliyal) : Epitel hiicrelerinde eksprese olur. Blastomerler arasinda ve
epitel hiicrelerinin yan yiizlerinde goriilen zonula adherens ve desmozom gibi siki baglanti
kompleksleri, E-kaderinler arasinda gerceklesen homofilik etkilesimler araciligiyla
olusmaktadir. Zonula adherens baglantida, transmembranik bir protein olan E-kaderin,
intraselliiler yiizde aktin filamanlar1 ile iliskili proteinlerle etkilesim halinde bulunan
B-katenine baglanarak, hiicre iskeleti elemanlarmin da dahil oldugu kararli adezyon
baglantisin1 gerceklestirir (20). Desmozomal baglant1 ise, E-kaderinler arasindaki
etkilesimin, hiicre membranmin altinda yer alan desmoplakin ve plakoglobulinlerden
olusan plak aracilifiyla gergeklestigi baglanti tlirtidiir (21).

2. N-Kaderin (Noral) : Noral dokularda, kalp, akciger, bobrek ve kas hiicrelerinde, goziin
lens tabakasinda, embriyonik mezoderm ve noroektodermal hiicrelerde bulunur (6).

3. P-Kaderin (Plasental) : Esas olarak plasentada eksprese olur. Cok kath epitel dokunun
bazal katmanindaki E-kaderin ile birlikte olan ekspresyonlar1 gézlenmektedir (6).

Epiteliyal hiicrelerdeki lokalizasyonlar1 ile adezyon siirecine katilan Cad-11,
desidualizasyonla paralel isleyen siiregte endometriyal stromal hiicrelerde yiiksek
diizeylerde eksprese edilmeye baslamistir. Steroid hormonlarinca ekspresyonlari

diizenlenen Cad-11’in desidual alanda maksimum seviyelere yiikselmesi, endometriyal



stromal hiicrelerin desidual hiicrelere farklilagsmasi siirecinde Cad-11’in etkin rol

oynadigin1 géstermistir (22, 23).

4.1.3. Selektinler

Selektinler, 10kositlerin kan trombositleri ya da endotel hiicreleri ile gerceklestirdigi
gecici baglantilara aracilik eden adezyon molekiilleridir. Ligandlari, hiicre yilizeyinde yer
alan karbonhidratlardir. Selektinler bulunduklar1 hiicrelere gore tic alt gruba ayrilir (24).

1. E-Selektin: Interlokin-1 (IL-1) ve Tiimor nekrozu faktdrii-o (TNF-a) gibi inflamatuvar
uyarilar ile aktive olmus endotel hiicresi iizerinde eksprese olur. Lokositlerin endotel
hiicrelerine olan adezyonuna aracilik eder (25).

2. L-Selektin: Lokositlerin ylizeyinde yer alir. Lokositler, kandan enfeksiyonlu doku
bolgesine olan gociinii kapiller duvarindaki endotel hiicrelerine tutunarak baslatir.
Transmembranik yerlesimli olan L-selektin endotel hiicrelerinin yiizeyindeki karbonhidrat
ligadlarina baglanarak ilk etkilesimi gerceklestirir. Sonrasindaki asamada ise lokositlerin
yiizeyinde yer alan integrinler endotel hiicresinin ylizeyinde bulunan Ig siiper ailesi
iiyelerinden olan hiicreler arasi adezyon molekiiline (ICAM) baglanarak olusturdugu
kararl baglanti ile kapiller duvarini asarak alttaki dokuya gecer (24).

3. P-Selektin: Endotel hiicrelerinin Weibel-Pallade cisimciklerinde ve trombositlerin a
graniillerinde depolanan P-selektin, trombin, histamin ve spesifik inflamatuvar

sitokinlerince uyarilmasmin ardindan hizli bir sekilde hiicre yiizeyine tasinir (26).

4.1.4. immiinglobulin (Ig) Siiper Ailesi

Immiinglobulinlere benzer yapisal boliimler igerdiklerinden otiirii bu sekilde
adlandirilirlar.  Cogunlukla integrinlerle  gerceklesen  heterofilik  baglantilardan
sorumludurlar. Ig siiper ailesi tiyeleri, lokositlerin diapedezi sirasindaki endotel
hiicreleriyle olan adezyonda, miyelinizasyonun diizenlenmesinde, sinir sisteminin gelisimi
ve yenilenmesinde rol oynarlar (27). Ig siiper ailesi iiyelerinden olan ICAM, endotel
hiicreleri ve l16kositler lizerinde eksprese edilir ve l16kositlerin gocii icin esastir. Endotelde
yer alan vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri (VCAM) ise, endotel duvarindan gerceklesen

lokositlerin gocli ve adezyonunda rol oynar (28). Hem heterofilik hem de homofilik



adezyonu saglayan noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM) sinir hiicrelerinde eksprese
olur. inflamasyon, hiicre-hiicre adezyonu ve Iokositlerin diapedez siirecine katilan Ig siiper
ailesinin diger bir liyesi olan platelet hiicre adezyon molekiili (PECAM), monosit,

trombosit, notrofil ve endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilir (6).

4.2. p KATENIN

Katenin ailesinin (a-katenin, B-katenin, y-katenin) bir iiyesi olan B-katenin, hiicre
iskeleti elemanlar1 ile kaderinler arasindaki hiicre-hiicre adezyonunda ve hiicreler arasi
sinyalizasyonda rol alan intraselliiler proteinlerdir. Epiteliyal hiicrelerin sitoplazmasinda ve
plazma membraninda yer alan B-katenin, 781 aminoasitten meydana gelen 92 kD’luk bir
proteindir (29). B-kateninin molekiiler yapisi; DNA ile aktivasyona girdigi 100
aminoasitlik bir karboksi-terminal ug, fosforilizasyon islevinin yapildig1 serin/treonin
iceren 130 aminoasitlik bir amino u¢, adenomatdz polipozis koli (APC), aksin, T hiicre
transkripsiyon faktorii/ Lenfoid ¢ogaltic1 faktor (TCF/LEF) ve birlikte adezyon siirecine
katildig1 kaderin molekiilii ile etkilesime gececegi 42 aminoasitten olusan arm benzeri
tekrar bolgelerinden (drosofila segment polarite geni olan armadilloda goriilen tekrar
bolgeleri) olusur (30, 31).

B-katenin, Wnt sinyal yolu araciligiyla gen ekspresyonu ve hiicreler aras1 adezyonda
onemli gorevler tistlenir. E-kaderinler ile birlikte zonula adherens baglantilarinda gorev
alan B-katenin, epitel doku biitlinliigliniin devamini saglar. Embriyo gelisimi siirecinde,
hiicre diferansiyasyonunda ve malign tiimdr transformasyonunda etkin rol oynar. Wnt
sinyal yolaginda yer alan B-katenin, APC, aksin ve Tcf-1 gibi tlimor supressorii gorevi
goren diizenleyici molekiillerin birinde olusacak mutasyon, kanser siirecini baglatan

etkenler arasinda gosterilmektedir (4, 32).
4.2.1. p-Katenin/WNT Sinyal yolu

Wnt sinyal yolunun en 6nemli efektorii olan B-katenin etkilerinin ortaya ¢ikmasi
amaciyla, ilk olarak Wnt sinyal yolunun aktive olmasi gerekir. Sinyalizasyonun aktif hale
gelmesi, Wnt proteinlerinin frizzled (Fzd) ailesine ait hiicre yilizey reseptorlerine ve

LRP5/6 (Lipoprotein Reseptor lliskili Protein 5 ve 6) ko-reseptorlerine baglanmasinin



ardindan gerceklesir (33). Wnt proteinleri, hiicre proliferasyonu, embriyogenezis,
hiicrelerin ~ farklilasma  ve  polarizasyon  silireglerinde rol oynayan  sinyal
proteinleridir (34, 35).

Wnt sinyal yolu aktif hale geldiginde, ligand-reseptor etkilesimi, sitoplazmada yer
alan Dishevelled (DSH) proteinini aktive ederken, aksinin yikimina neden olur. DSH
aktivasyonunun ardindan, B-katenin fosforilizasyonunu saglayacak olan Glikojen sentetaz
kinaz 3 B (GSK-3PB) inaktif hale gecer. Fosforilizasyonu gerceklesmeyen [-katenin,
sitoplazmada birikir. B-kateninin sitoplazmadaki birikimi iki mekanizmayn tetikler. {lkinde;
transmembranik protein olan kaderinin sitozoldeki C- terminal ucuna baglanan -katenin,
hiicreler aras1 zonula adherens baglantilarinda gérev alir. Diger bir etkisi ise; B-katenin
nukleusa transloke olur ve ardindan DNA’ya bagli TCF/LEF transkripsiyon faktorleri
ailesi ile etkilesime gecerek, wnt hedef genlerinin ekspresyonunda direkt bir diizenleyici
olarak rol oynar (33, 36).

Wnt sinyal yolunun aktivasyonu iki mekanizma ile diizenlenir. Frizzled iliskili
proteinler (SFRP), Fzd reseptor ailesinin ligandlari ile baglandig: ekstraselliiler bolgelerine
benzer yapisal Ozellik gosterirler. SFRP’ler Wnt proteinlerine baglanir ve Fzd
reseptorlerinin  Wnt proteinleri ile olan etkilesimini engelleyerek Wnt sinyal yolu
aktivasyonunu inhibe eder. Wnt sinyalizasyonunu inhibe eden diger protein ise,
Dickkopftur (Dkk). Dkk proteinleri LRP5/6 ko-reseptorlerine baglanarak, Wnt’nin LRP5/6
ko-reseptorleriyle olan etkilesimini inhibe eder ve Wnt yolunu aktif hale getirecek sinyal
olusmaz (37).

Wnt sinyalizasyonu olugmazsa, DSH de aktive olamayacagindan kazein kinaz 1,
aksin ve APC’ye baglanan B-katenini serin 45 bdlgesinden isaretler. Yikim i¢in isaretlenen
B-katenin, GSK-3f araciligiyla amino ucundan fosforilize edilir. Bir poliubikuitin zinciri,
fosforilize olmus [ katenine ubikuitin ligaz kompleksi ile tutunur. Poliubikuitin-
fosforlanmis B katenin kompleksi ise, proteozom tarafindan taninarak yikilir (38, 39).

Son yillarda endometriyal stromal hiicreler {iizerinde yapilan c¢alismalarda,
desidualizasyon siiresince Wnt proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde artis gdzlenmistir.
Wnt sinyal yolu inhibitérii olan Dkk’in progesteron tarafindan diizenlenen ekspresyon
seviyeleri sekresyon fazinin ortalarinda pik yaparken, desidualizasyonun basladig1 gec
sekresyon evresinde ekspresyon diizeylerinde azalma goriilmiistiir (37). Stromal hiicrelerde

progesteron tarafindan indiiklenerek aktif hale gelen Wnt/B katenin sinyal yolu araciligiyla,



sitoplazmadaki B katenin miktarinda artig baslar. Sitoplazmada biriken B kateninin
nukleusa olan translokasyonu ise Ostrojenin etkisiyle gergeklesmistir. Desidualizasyon
siirecinde aktif hale gelen  katenin/Wnt sinyal yolunun, endometrial stromal hiicrelerin

proliferasyon ve diferansiyasyonunu stimiile ettigi diisiiniilmektedir (39, 40).

4.3. ENDOMETRIYUM

Uterus duvari histolojik olarak ii¢ farkli tabakadan meydana gelir. Uterusun liimenine
bakan i¢ tabaka endometriyum, diiz kas dokusundan yapili olan en kalin tabaka
miyometriyum, en dista yer alan seroza katmani ise perimetriyum admni alir.
Endometriyum tabakasimi, tek kath silli prizmatik epitelden olusan lamina epitaliyalis ve
epitel tabakasinin altinda uzanan uterus bezlerini iceren lamina propriya olusturur (41).
Endometriyum yap1 ve fonksiyonlar1 bakimindan birbirlerinden farkli olan iki alt tabaka
icerir. Menstrual siklus siirecinde ovaryum steroidlerine yanit olarak degisiklige ugrayan
ve menstrual kanama ile birlikte dokiilen list 2/3’liik kisim fonksiyonel tabaka admni
alirken, miyometriyumun iizerinde ince bir serit halinde yer alan 1/3’liikk kisim ise bazal
tabakadir. Bazal arterleri ve endometriyal bezlerin taban kisimlarini igeren bazal tabaka,
menstruasyonla dokiilen fonksiyonel tabakanin yenilenmesini saglar (1).

Endometriyum embriyonun invazyonuna izin veren, menstrual siklus ve gebelik
stiresince degisime ugrayan dort farkli hiicre grubu igerir; luminal ve glandular epiteliyal
hiicreler, cogu fibroblast olan stromal hiicreler, endoteliyal hiicreler ve endometriyuma gog
eden immiin hiicrelerdir. Epiteliyal hiicrelerde ger¢eklesen morfolojik degisimler
embriyonun adezyon siirecine katilirken, stromal hiicreler proliferasyon evresindeki
ostrojen kaynakli ilk gelisiminin ardindan geg¢-sekresyon evresinde progesteronun etkisi

altinda desidual hiicrelere farklilasir (42, 43).

4.3.1. Endometriyal Reseptivite

Endometriyum menstrual siklus siiresince yeniden yapilanma gosterir ve sadece ¢ok
kisa bir siire icin reseptif Ozellik sergiler. Ovaryumda gelismekte olan folikiillerin
graniiloza hiicreleri tarafindan salinan Ostrojenin etkisi altinda gerceklesen proliferasyon

evresinde, apopitotik faktorler baskilanarak endometriyal dokuda mitoz ve anjiyogenezis
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baslar (2). Ovulasyonun ardindan riiptiire olan folikiilden geriye kalan graniiloza ve teka
interna hiicrelerinin, luteinizan hormonu (LH) etkisi altinda luteal hiicrelere farklilagsmasi
sonucu gelisen korpus luteum tarafindan salinan progesteron, endometriyal hiicrelerde
proliferasyonu baskilayarak, morfolojik ve biyokimyasal degisimlerle karakterize olmus
sekresyon evresini baslatir (42, 44). Endometriyum, kendisi i¢in yabanci olan blastosistin
doku igerisine kabulii i¢cin sekresyon evresinin ortalarmma dogru kisa siireligine reseptif hale
gelir. implantasyon penceresi donemi adin1 alan bu siire¢ menstrual siklusun 20-24. giinleri
arasma ya da LH hormonun pik yapmasinin ardindan 6-10. giinler arasina denk gelen ve
48 saatten daha az siiren bir zamani kapsar (45). Endometriyuma reseptif 6zellik
kazandiran morfolojik ve biyokimyasal degisimler, implantasyon penceresi dénemine
spesifik olan belirtegleri ortaya koyar. Morfolojik farklilagsmaya 6rnek olan pinopod adli
yapilar endometriyal reseptivitenin degerlendirilmesinde Onemli bir yere sahiptir.
Pinopodlar, endometriyuma ait olan epiteliyal hiicrelerin apikal membraninda yer alan
mikrovilluslarda ve membran alt1 yapilar olan sitoskeletonlarda, progesterona bagh olarak
gerceklesen yapisal degisimler sonucu ortaya ¢ikan genis ve diiz membran uzantilarindan
olusur (7, 46). Homeobox gen ailesinin bir iiyesi olan HOXA-10’nun ekspresyon diizeyleri
implantasyon penceresi doneminde belirgin bir artis gosterir. Blastosistler i¢in onemli
tutunma alanlar1 olan pinopodlarin gelisimi i¢in esas olan HOXA-10’nun endometriyozis,
polikistik over sendromu gibi kadin infertilitesi olgularinda ekspresyon diizeylerinin
azaldigi, buna bagl olarakta implantasyon basar1 oranlarinda azalma gozlendigi
bildirilmistir (47). Endometriyumun reseptif fazindaki luminal epitelde, implantasyon
sirecinde rol alan alfl, 04Pl ve a5P3 integrinlerinin ekspresyonlar1 saptanmustir.
Implantasyon penceresinin agilmast ile reseptif fazin en dnemli biyokimyasal belirteci olan
a5B3 integrinin ekspresyon seviyeleri, luminal epitelin apikal ylizeyinde eksprese olmaya
baslayan heparin baglayan epidermal biiylime faktorii (HB-EGF) ve epidermal biiyiime
faktoriiniin (EGF) indiiklemesi ile artig gosterir. a5B3 integrini, progesteron tarafindan
ekspresyonu diizenlenen osteopontin iizerindeki RGD serilerine baglanarak trofoblast
hiicreleri ve luminal epitel hiicreleri arasindaki ilk hiicre-hiicre etkilesimini
baglatir (15, 16). A¢iklanamayan infertilitenin nedenleri arasinda gosterilen a5p3 integrin
ekspresyon diizeylerine bakilarak uygun implantasyon zamani belirlenip, IVF programinin

basar1 oranlarinin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir. Bagarili bir implantasyon, aktive olmus
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blastosistin endometriyumun reseptif fazindaki luminal epitel ile etkilesime ge¢mesi ile

gerceklesmektedir (48).

4.4. IMPLANTASYON

Embriyo gelisimi, matiir bir oositin sperm tarafindan dollenmesi ile baslar. iki hiicreli
evreye ulasan zigot bir seri mitotik boliinme gecirir. Sekiz hiicre evresine kadar gevsek bir
hiicre kiimesi yapist sergileyen blastomerler, liciincii yariklanmanin ardindan adezyon
molekiilleri araciligiyla birbirlerine siki baglarla baglanarak kompakt duruma gecerler.
Fertilizasyondan 3 giin sonra kompakt haldeki embriyo bir boliinme daha gecirerek 12-16
hiicreli olan morula (dut) seklini alir. I¢ hiicre kitlesi ve dis hiicre kitlesinden olusan
morulanm i¢ hiicre kitlesi embriyoya ait olan dokular1 verirken, dis hiicre kitlesi ise
plasentay1 olusturacak olan trofoblastlar1 verir. Fertilizasyonun yaklasik 4. giiniinde morula
uterus bosluguna ulasir. Uterusta yer alan sivi embriyoya ait hiicreler arasi bosluklarda
birikmeye baslar ve blastosol denilen tek bir bosluk olusur. Bu evreden itibaren blastosist
adim1 alan embriyonun i¢ hiicre kitlesi embriyoblast, dis hiicre kitlesi trofoblast olarak
isimlendirilir (49, 50).

Implantasyon, uterus boslugunda gelismekte olan blastosist ve ovaryum steroid
hormonlarinca hazirlanan endometriyumun karsilikli etkilesimleri sonucunda gerceklesen
bir siiregtir (48). Fetus ve anne arasindaki ilk etkilesim, Ostrojen ve progesteronun etkisi
altinda bulunan adezyon molekiilleri, sitokinler, bliylime faktorleri, metalloproteinazlar ve
homeobox genler gibi bircok faktoriin zincirleme bir sekilde birbirini indiiklemesiyle
gerceklesen kompleks bir olaydir (51, 52). Implantasyon, apozisyon, adezyon ve invazyon

asamalarini igceren ardisik {ic evrede gerceklesir (Sekil 1).

4.4.1. Apozisyon

Apozisyon, gelismekte olan embriyonun ovulasyonu takiben 4. giinde uterus
bosluguna ulasarak, zona pellusidasini kaybetmesinin ardindan implantasyon i¢in uygun
yeri sectigi evredir (52). Zona pellusidanin erimesinden hemen sonra blastosistin trofoblast
hiicreleri L-selektin ekspresyonuna baslar. L-selektin, endometriyumun luminal epiteli

iizerinde yer alan oligosakkarid ligandlar1 ile etkilesime gecerek blastosisti yavaslatir.
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Boylece integrinler araciligiyla embriyo ve anne arasinda kurulacak olan adezyonun
gerceklesmesine olanak saglar (53, 54).

Anti-adeziv 6zelligi ile bilinen musin ailesinin bir liyesi olan MUC-1, blastosistin
luminal epitel iizerinde tutunacagi bdlgeyi se¢mesi konusunda etkin rol oynar.
Endometriyumun reseptif fazinda luminal epiteldeki ekspresyon diizeylerinde artis goriilen
MUC-1’in, blastosistin parakrin etkisinin ardindan implantasyon alaninda lokal olarak
kaybr gozlenir ve boylece adezyonu engelleyen etken ortadan kaldirilarak embriyonun
implantasyonuna izin verilir. Bir bariyer gérevi goren MUC-1, embriyonun implantasyon
icin en uygun yere tutunmasini saglamasinin yaninda embriyoyu annenin immiin sistemine
kars1t korur (55). Apozisyon asamasinda luminal epitel hiicreleri tarafindan maksimum
diizeylerde eksprese edilen 16semi inhibitor faktor (LIF), trofoblast hiicrelerinin yiizeyinde
lokalize olan reseptorleri ile etkilesimleri vasitasiyla implantasyon siirecine yardimci olan

faktorler arasinda sayilmaktadir (56).

APOZISYON ADEZYON INVAZYON
CT

1 2

LE ¢ 0‘7;“9 ‘:-:, ] °,,.°:r. \
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BL: Blastosist sgp130: Coziiniir gp130 3

ZP: Zona pellusida ST: Sinsityotrofoblast

LE: Luminal epitel IL-1: Interlgkin-1

CT: Sitotrofoblast P

LIF: Losemi inhibitdr faktor

P: Pinopod

GE: Glandular epitel

Sekil 1: Implantasyon.

1) Zona pellusida ile ¢evrelenmis blastosist. 2) Zona pellusidanin ayrilmasi. 3) Apozisyon
asamasi. Pinopodlar blastosistler i¢in tutunma yiizeyi olusturur. Endometriyumda LIF
ekspresyonu, sitotrofoblast hiicrelerinin yiizeyinde LIF reseptorleri yer alir. 4) Adezyon
evresi, sgpl30 ve LIF reseptorlerinin miktarlarinda artis izlenmektedir. 5) Blastosist
tarafindan eksprese edilen IL-1, glandular epitelin LIF ekspresyonunu uyarir. 6)

Implantasyonun tamamlanmasmin ardindan implantasyon penceresi kapanir (56).
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4.4.2. Adezyon

Adezyon, fertilizasyonun ardindan ~6. giinde blastosistin embriyoblast kutbunun
(ic hiicre kisminin yer aldig: taraf) iizerinde yer alan trofoblastik hiicrelerin adezyon
molekiilleri araciligiyla endometriyumun luminal epiteline tutundugu evredir. Reseptif
fazin morfolojik belirteci olan pinopodlar embriyolar i¢in tutunma alanlar1 olusturarak
adezyon siirecine katilir (7). Implantasyonun bu asamasmda luminal epitel hiicrelerinin
apikal membrani ile trofoblast hiicrelerinin plazma membranlar1 aralarinda 20 nm’lik
mesafe kalacak sekilde birbirlerine paralel olarak konumlanirlar. Her iki ylizeyde de
ekspresyon diizeylerinde artis gozlenen adezyon molekiilleri ve ligandlar1 fetal-maternal
etkilesimi gerceklestirir (Sekil 2). Bu siirecte en dnemli rolii iistlenen adezyon molekiilii
grubunu integrinler olusturur. Hem Iluminal epitel hiicrelerinin hem de trofoblastik
hiicrelerin ylizeyinde ekspresyonu gozlenen a5B3 integrini ve ligandi osteopontin
implantasyon asamasindaki ilk hiicre-hiicre etkilesiminde gorev alir (53). a3p1, a6p4 ve
a5B5 integrinleride adezyon siirecine katilan diger adezyon molekiilleridir (57).

Blastosistin  gelisimi  i¢in esas faktor olan E-kaderin, adezyon siiresince
trofoektoderm tarafindan yiiksek diizeylerde eksprese edilirken, adherens baglanti
komplekslerinin diger elemanlari ise luminal epitelin ylizeyinde eksprese olur. E-kaderinler
baglant1 kompleksleri araciligiyla gerceklestirdigi homofilik hiicre-hiicre etkilesimi ile
adezyon stirecine katilir (58). Kaderin ailesi liyelerinden olan Cad-11, adezyon siirecinde
luminal epitel ile direkt etkilesime gecen sinsityotrofoblast ve ekstravilloz yapidaki
sitotrofoblast hiicrelerin yiizeyinde lokalize olur. Luminal ve glandular epitel hiicrelerinin
ylizeyinde de eksprese olan Cad-11, blastosistin endometriyuma olan adezyonunda rol
oynar (23).

Transmembranik bir protein olan trofinin, farkli hiicreler arast homofilik
baglantilarda gorev alir. Trofinin adezyon islevini sitoplazmik proteinler olan tastin ve
bystine baglanarak olusturdugu kompleks araciligiyla gergeklestirir. Implantasyon
siiresince ve plasental gelisimin ilk donemlerinde trofoblast hiicreleri ve desidual

hiicrelerin yiizeyinde gozlenen trofinin kompleksi, implantasyon siirecinde yerini alir (59).
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Sekil 2: Implantasyon siirecinde rol oynayan adezyon molekiillerinin sematik

gosterimi (12).

4.4.3. invazyon

Invazyon; trofoblast ve epiteliyal hiicrelerden salman laminin, fibronektin ve integrin
gibi adezyon molekiillerinin etkilesimleri sonucu gergeklesen adezyonun ardindan,
embriyonun endometriyumun bazal membranin1 yok ederek desidual degisimin
gerceklestigi stromaya gectigi evredir (2). Invazyon asamasinda ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin yikimi1 matriks metalloproteinazlarca (MMP) gerceklestirilir. Ekspresyon
diizeylerinde artis gozlenen MMP-2 ve MMP-9 invazyon asamasinda gorev alir.
MMP’lerin aktivitesi matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan
kontrol edilir (60). Yiiksek metastatik potansiyele sahip kanser hiicreleri ile iligkili
sitokinlere dahil olan IL-6, hamileligin ilk donemlerinde amniyotik sivida gézlenmistir.
Invaziv 6zellik gdsteren sitotrofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilen IL-6, MMP-2 ve
MMP-9’un ekstraselliiler matriks bilesenleri lizerindeki etkilerini arttirabilme 6zelligine
sahiptir (61, 62). Implantasyon penceresi siiresince luminal epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edilen LIF, sitotrofoblast hiicreleri iizerinde eksprese olmus reseptdrlerine
baglanmasmin ardindan sitotrofoblast hiicrelerinin  sinsityotrofoblast hiicrelerine
farklilasma siirecini indiikleyerek invazyon asamasinda rol oynar. Endometriyal bezler
tarafindan da eksprese edilen LIF’in diisiik ya da yliksek diizeydeki ekspresyonlari
aciklanamayan infertilitenin nedenleri arasindadir (56).

Blastosistin stromaya olan invazyonu bir¢ok faktor tarafindan sinirlandirilir. Desidua

da maksimum seviyede eksprese edilen transforme edici biiyiime faktori-B (TGF-p),
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ekspresyonunda artis sagladigi TIMP-1 aracilifiyla metalloproteinazlarca gerceklestirilen
invazyonu inhibe eder (2, 63). Sitotrofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilen insiilin
benzeri biiylime faktorii-2 (IGF-2) blastosistin stromaya olan invazyonunu stimiile eder.
Desidual hiicreler tarafindan eksprese edilen IGFBP-1 ise, yiiksek affinite gosterdigi IGF
peptidleri ile gergeklestirdigi etkilesimler sonucu IGF nin etkisini inhibe eder ve invazyonu
durdurur (64). Sitotrofoblast hiicrelerinin ylizeyinde eksprese olan a5B1 integrini i¢in RGD
taninma dizisi i¢eren IGFBP-1, a5B1 integrini ile gerceklestirdigi etkilesim sonucunda
sitotrofoblastlarin invaziv etkisini ortadan kaldirir (2). Menstrual siklusun sekretuvar
fazinda, IL-6 sitokin ailesinin iiyelerinden biri olan IL-11, tiim endometriyal hiicrelerde ve
daha yiiksek diizeylerde desidual hiicrelerde eksprese edilmektedir. Etkilerini IL-11
reseptor a zinciri (IL-11Ra) ve sinyalizasyon bileseni transmembranik glikoprotein olan
gpl130°’dan olusan heterodimerik yapidaki reseptorleri araciligiyla gergeklestirir (65).
Desidual reaksiyonun ilerlemesi, desidual hiicre sinirlarinin kaybi ile karakterizedir.
Yapilan bir deneyde ortama IL-11’in eklenmesinin ardindan desidual hiicrelerin
simirlarinin kayboldugunun goézlenmesi, IL-11"in desidualizasyon siirecinin ilerlemesinde
rol aldigin1 gostermistir. IL-11 reseptoriinii kodlayan gende meydana gelen bir mutasyon
sonucu desidual dokunun gelisiminde aksama goézlenmistir. Trofoblastin stromaya olan
invazyonunu kontrol eden desidual dokuda gerceklesen defekt infertiliteye neden

olmaktadir (51).

4.5. DESIDUALIZASYON

Endometriyal stromal kompartimanin, embriyonun implantasyonu ve plasentanin
gelisimi  i¢cin  gec¢irmis oldugu farklilasma siireci desidualizasyon admi alir.
Desidualizasyon terimi latincede dokiilmek anlamina gelen ‘decidere’ fiilinden kdken
almistir. Desidualizasyonun gergeklestigi stromal kompartimanda endometriyal stromal
hiicrelerin desidual hiicrelere degisimi yaninda, spiral arterlerde genisleme ve
anjiyogenezis, endometriyal bezlerde sekresyon fazina ge¢cme ve artan sitokinlerin etkisiyle
monosit ve uterus dogal Oldiirticii hiicrelerinin ortama gocii gerceklesmektedir (66).
Desidual reaksiyon blastosistin varligindan bagimsiz olarak gelisir. Trofoblastin stromaya
olan invazyonu ve plasentanin gelisimi asamalarinda progesteron seviyesindeki artis

desiduanin biitiinliiglinii devam ettirir. Gebelik gerceklesmemesi halinde, progesteron
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seviyelerindeki diisiis kaskad sistemini tetikler ve menstrual kanamayla birlikte
desidualizasyonun basladig1 endometriyumun ylizeysel tabakasi dokiiliir. Blastosistin
uterustaki varliginda ise, desidualizasyon endometriyumun bazal kompartimanina dogru
ilerlemektedir (67). 28 giinliik menstrual siklus siirecinin 23. giiniinde endometriyal
stromal hiicreler morfolojik ve biyokimyasal farklilasmalar gegirerek desidual hiicrelere
donlismeye baslarlar (3). Degisim ilk olarak spiral arterler etrafindaki stromal hiicrelerde
gozlenir, ardindan otokrin ve parakrin sinyal yollar: ile tiim endometriyal kompartimana
yayilir (68). Progesteron basta olmak iizere relaksin, cAMP, gonadotropinler,
prostaglandin  ve ¢esitli biiyime faktorleri endometriyal stromal hiicrelerin
desidualizasyonunu indiikler (3). Endometriyal stromal hiicreler ig seklinde fibroblastik
hiicre fenotipine sahiptir. Degisim siirecinde ilk olarak hiicrelerin nukleuslar1 genisler ve
sitoplazma miktarlar1 artar. Ekspresyon 6zelliklerinden 6tiirii protein sentezi ve sekresyon
islevlerinin gerceklesecegi golgi aygiti ve endoplazmik retikulum organellerinde de
genisleme goriiliir. Desidual hiicreler miyofibroblastik karaktere sahip polihedral bir
goriinim kazanir (23, 66). Stromal kompartimandaki desidualizasyon ilerlerken,
ekstraselliiller matriksteki farklilasma ile birlikte desidual hiicrelerin sinirlar1 daha az
belirgin hale gelir. Ekstraselliiler matriks esas olarak laminin, heparan siilfat, tip IV
kollajen ve proteoglikanlardan zengin bir yap1 kazanir (69). Degisim sonucunda desidual
hiicreler endometriyal stromal hiicrelerden farkli olarak prolaktin, IGFBP-1 ve
ekstraselliiler matriks proteinleri eksprese etmeye baglar (70). Ovulasyon sonrasi
progesteron seviyelerindeki yiikselisin yaklasik 10. giinlinde endometriyal stromal
kompartimanin yiizeyinde gozlenen prolaktin, desidual degisimin ilk isaret¢isidir. Gebelik
esnasinda, amniyon sivisindaki prolaktin diizeylerinde belirgin bir artis gdézlenmistir.
Hipofiz kaynakli olan anne ve fetusa ait prolaktinden farkli bir molekiiler yap1 sergileyen
amniyon sivisindaki prolaktin, desidual hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir.
Desidual kaynakli olan prolaktinin, amniyotik sivi miktarmin diizenlenmesinde rol aldig1
disiiniilmektedir (71). Desidual alanda fosforillenmis sekilde bulunan IGFBP-1 ise,
endometriyumun proliferasyonunu diizenleyen IGF-I {izerinde inaktif etki gostererek,
endometriyal fizyolojiyi belirlemede potansiyel etkiye sahiptir. IGFBP-1’in hiicre go¢iinii
ve adezyonunu stimiile etmesi, trofoblastin miyometriyuma invazyonunu ise inhibe etmesi
diger gorevleri arasindadir (13, 72). Endometriyal stromal hiicrelerin farklilasma siireci ilk

olarak implantasyon bolgesindeki stromal hiicrelerde baglar ve ardindan tiim
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endometriyuma yayilir. Desidual hiicre sayisinin artmasi ile birlikte, desidualizasyon
bolgesi lic farkli tabakalanma gosterir. Embriyonun implantasyonunun gergeklestigi,
plasentanin altinda yer alan endometriyum desidua bazalis, abembriyonik alanda
embriyonun iizerini 6rten endometriyum bolgesi desidua kapsiilaris, implantasyon alaninin
disinda kalan miyometriyumun i¢ ylizeyini déseyen endometriyum bdlgesi ise desidua
pariyetalis adim1 alir (49). Desidual doku, o6zellikle implantasyon ve erken gebelik
siireglerinde trofoblast hiicreleri ve miyometriyum arasinda immiinolojik bir bariyer
olusturarak inflamatuvar sinyallere ve oksidatif strese karst embriyoyu korumakla

gorevlidir (68).

4.5.1. In Vitro Desidualizasyon Modelleri

Desidualizasyon iizerine yapilan ilk caligmalarda, endometriyumdan elde edilen
biyopsilerden olusturulan primer hiicre Kkiiltiirleri kullanilmistir. Biyopsi 6rneklerinin
almacag hastalarin islemden 6nceki 3 ay igerisinde hormon tedavisi gérmemis olmasina,
diizenli menstrual siklusa sahip olmasmma ve endometriyal herhangi bir fonksiyon
bozuklugunun olmamasma dikkat edilerek, endometriyuma ait doku parcalar1 iki farkh
yontemle elde edilir. Endometriyal doku ornekleri menstrual siklusun proliferatif veya
sekresyon fazindaki hastalardan kiirtaj yoluyla ya da benign jinekolojik nedenlerden otiirti
histerektomi ameliyat1 gegirecek olan hastalardan islem sirasinda alinabilmektedir.
Toplanan endometriyal dokular antibiyotik igeren steril bir medyum igerisine alinir. Doku
parcalari, kan hiicrelerini uzaklastirmak amaciyla iki kez medyum ile yikanir. Se¢ilen doku
ornekleri mekanik olarak kiiciik parcalara kesilmesinin ardindan, kollajenaz ve
deoksiriboniikleaz-1 (DNaz-1) iceren medyum icerisinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edilerek
enzimatik olarak pargalanir. Inkiibasyonun ardindan endometriyal hiicreler filtre edilerek
endometriyal stromal hiicrelerin epiteliyal hiicrelerden ayristirilmasi islemi baglar. Filtre
icerisinden gecen endometriyal stromal hiicreler, santrifiij edildikten sonra elde edilen
pellet iki kez medyum ile yikanir ve santrifiij edilir. Ardindan plastik flasklara hiicrelerin
ekimi yapilir. Endometriyal stromal hiicrelerin, epiteliyal hiicrelere kiyasla ylizeye daha
hizl1 yapisma ozelliginden faydalanarak 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan medyum
aspire edilerek epiteliyal hiicreler ortamdan uzaklastirilir (73, 74). Kiiltiirdeki stromal

hiicre oranlarinin  belirlenmesi i¢cin  vimentin  (stromal hiicreler i¢in) ve
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sitokeratin  (epiteliyal hiicreler i¢in) immiinositokimyasal isaretleyici olarak
kullanilabilmektedir (69). Hiicreler konfluent oluncaya kadar 37°C’de %5 CO:2 ve %95
hava iceren inkiibatorlere yerlestirilir. Konfluent olan hiicreler tripsinizasyon islemi ile
yiizeyden kaldirilir ve stromal hiicrelerin kiiltlir kaplarina ekimi gergeklestirilir (70).

Laboratuvar kosullarinda izole edilen endometriyal stromal hiicreler, progesteron ve
Ostrojen gibi steroid hormonlarmn yani sira, yalnizca cAMP ile muamele edilerekte
desidualizasyon stireci olusturulabilmektedir (74). Desidualizasyon lizerine yapilan
calismalarin bir kisminda Ostrojen ve progesteronun siireci baslatmak icin yeterli oldugu
savunulurken, bir¢ok ¢alismada cAMP ’nin steroid hormonlarla kombine edilerek kullanimi
gozlenmistir (70). Endometriyal stromal hiicrelerin farklilagsma siireci, desidual hiicrelere
spesifik olan morfolojik ya da biyokimyasal degisimlere bakilarak kontrol
edilebilmektedir. Desidual hiicrelerin morfolojik degisimi faz kontrast mikroskobunda
gozlenebilmektedir. Desidual hiicreler tarafindan tretilen prolaktin ve IGFBP-1’in kiiltiir
medyumundaki konsantrasyon diizeyleri biyokimyasal olarak olciilerek, olusturulan
in vitro desidualizasyon hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (3, 75).

Primer hiicre kiiltiirleri sinirli bir boliinme yetenegine sahiptir. Bu durum
kromozomlarm ucunda yer alan DNA tekrar dizilerinin olusturdugu telomer adli yapilarin,
her replikasyon sonrasi kisalmasi ile agiklanmaktadir. Insanlarda ve diger memelilerde
TTAGGG telomer tekrar dizisi bulunur. Somatik hiicrelere ait telomerler her béliinmenin
ardindan 10-200 baz ¢ifti kisalir (76). Ters transkriptaz aktivitesine sahip katalitik bir alt
birim (h TERT) ve telomerik DNA’nin sentezi i¢in kalip RNA tasiyan telomeraz enzimi,
kromozomal DNA’nin 3' ucunda yer alan telomer tekrar dizisini bir birim 6teye uzatarak
telomer dizisinin kisalmasimni onler (8).

Primer hiicreler belirli bir boliinme kapasitesine sahip olduklarindan 6tiirii uzun
periyotlarda planlanan in vitro calismalar i¢cin elverigli degildir. Yapilan ¢aligsmalarda
hiicrelerin yasam siirelerinin belirlenmesinde mitotik bir saat olarak kabul edilen telomeraz
enziminin, katalitik alt birimini kodlayan DNA pargasinin primer hiicrelere transfeksiyonu
ile Olimsiliz hiicre soylar1 elde edilmistir (Sekil 3). Retroviral sistem araciligiyla
gerceklesen bu transfeksiyonun ardindan olusan yeni hiicre soylar1 telomeraz
ekspresyonuna baslayarak sinirsiz boliinme yetenegi kazanir (77, 78). Hiicre bankalarinin
laboratuvarlarinda gelistirilen hiicre soylarmin yasam kosullari, karyotipi, gosterdigi

reaksiyonlar, ekspresyon degerleri, reseptor dagilimlar1 gibi 6zellikleri belirlenerek, bu
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merkezlerden dagitimi gergeklestirilmektedir. Hiicre soylar1 gelistiren kisinin adiyla ya da

kisaltilmis kod numaralar ile adlandirilmaktadir.

Retroviriis

pA31T !

hTERT eksprese |LTR |- GAG POL ENV |- LTR |
eden hiicre sovua

Rekombinant viral vektir

hTERT
CASSETTE

LTR

Paketlenmis
Rekombinant
TERT-Retroviral
Velktor

- INTERNALIZATION

L4 é:! " Integration

h-TERT = M\

LTR EXPRESSION iR ﬁ
CASSETTE S Telo

1) hTERT ekspresyonu

2) Telomerlerin uzamasi ve dliimsiizliik Primer Hiicre Kiiltiiri

Sekil 3: Primer hiicre kiiltiirlerinin hTERT retroviral vektorler ile enfekte edilmesiyle
gelistirilmis yeni 6liimsiiz hiicre soylar1 (79).

Gelistirilen hiicre soylar1 primer hiicre kiiltiirlerine kiyasla birden fazla avantaj
sunmustur. Insan hiicreleri ile yapilacak olan c¢alismalarda elde edilen doku parcalari ile
gelistirilen primer kiiltlirlerde, materyal toplanmasi sirasinda hem uygun ve yeterli hasta
sayisinin bulunmasinda hem de etik konularda bircok problemle karsi karsiya
kalinmaktadir. Hiicre soylar1 ile ¢alismalara hemen baslanabilirken, primer hiicrelerin doku
parcalarindan izole edilmesi siireci c¢alisma i¢in biiyiik bir zaman kaybma sebep
olmaktadir. Primer hiicreler uzun periyotta olusturulan protokollerde yasamlarini yitirirken,
telomeraz ekspresyonu ile Oliimsiiz olma 0zelligi kazanan hiicre soylar1 uzun siireli
hazirlanan protokollerde reaksiyonlara yanit olusturabilmektedir. Primer hiicre
kiiltlirlerinin elde edilebilmesi i¢in bir¢ok laboratuvar ekipmani ve elemana ihtiyag

duyulurken, hiicre soylar1 ile direkt olarak ¢alismaya baslanabilmektedir.

4.6. CRL-4003 HUCRE SOYU

CRL-4003 hiicreleri endometriyal stromal hiicrelerden tiiretilmistir. Uterusunda

miyom bulunan hastalardan alman biyopsi Ornekleri ile hazirlanan primer hiicrelere
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telomeraz enzimi transfeksiyonu ile elde edilen CRL-4003 hiicreleri, fibroblast benzeri
morfolojiye sahiptir. Primer hiicreler gibi steroid hormonlara ve cAMP’ye yanit
olusturarak desidual hiicrelere farklilasma Ozelligine sahip olan CRL-4003 hiicreleri,

desidualizasyon caligmalarinda tercih edilen bir hiicre soyudur (77, 80).

4.7. AKT SINYALIZASYONU

Akt, bir protein-serin/treonin kinazdir. Protein kinaz B (PKB) olarakta bilinen Akt,
hiicre i¢1 sinyal iletiminde merkezi role sahip bir sinyal molekiiliidiir (81). Akt proteinlerin
molekiiler yapisi, bir N-terminal plekstrin homoloji bolgesi (PH), bir merkezi katalitik
bolge ve bir C-terminal diizenleyici bolgeden olusur. 14932, 19ql13, 1943
kromozomlarinda lokalize olmus {i¢ farkli gen tarafindan kodlanan ve ayni yapisal

ozelliklere sahip Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) ve Akt3 (PKBy) formlar1 bulunmaktadir (82).

Receptor

Tyrosine Kinase

Nucleus
Nuclear Targets

Cytosolic Targets

Sekil 4: AKT sinyalizasyonu (81)

Bir zar fosfolipidi olan, fosfatidilinositol 4, 5 bifosfat (PIP2), hiicre i¢i sinyal
iletiminde onemli bir yere sahip olan Akt gibi ikinci mesajc1 yolaklarin baglatilmasini
saglar. PIP2, fosfolipidlerin bir araya gelerek olusturduklar1 c¢ift tabakali plazma
membranmin i¢ bdliimiinde nadir olarak rastlanan fosfolipidlerdendir (8). PIP2,
fosfoinositid 3 kinaz (PI3K) enzimi tarafindan {igiincii pozisyondaki inositoliinden

fosforillenerek aktif formuna doniisiir. PI3K, 85kDa’luk bir SH2 bolgesi ve 110 kDa’luk
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katalitik alt tiniteden meydana gelir. PI3K enzimi, G proteinleri tarafindan ya da SH2
bolgesine baglanan reseptor protein-tirozin kinazlar tarafindan aktive edilir. PIP2
fosforilasyonu sonucunda ikinci mesajct olan fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfat (PIP3)
olusur. PIP3’lin hedefi, hiicre sag kalim sinyal iletiminde gorev alan Akt’nin P13K sinyal
yolagma girmesini saglamaktir. PIP3, Akt’nin plekstrin homoloji bolgesine baglanarak,
Akt’nin plazma membrani i¢ yiiziine tasinmasini saglar. Boylece diger bir PIP3’e bagl
olarak bulunan fosfoinosit bagiml kinaz-1 (PDK1) ile yakin konuma gelir. PDK1, Akt’yi
fosforile ederek aktif hale getirir. Aktive olmus Akt, sitozolde saperon proteinleriyle
etkilesim halinde olan bircok hedef molekiiliin fosforilizasyonunda ya da nukleusa
transloke olarak, hiicre sag kalim1 diizenleyicileri, transkripsiyon faktdrleri ve diger protein
kinazlar1 igeren, cok sayida hedef proteinin fosforillenmesinde gorev alir (5, 8, 82).
Desidualizasyonda birden fazla hiicre i¢i sinyal molekiiliiniin gorev aldig:
bilinmesine ragmen, bu silire¢ tam olarak anlagilabilmis degildir. Cesitli hiicresel
fonksiyonlarm yerine getirilmesinde gorev alan Akt molekiiliiniin, endometrial stromal

hiicrelerdeki varligiin kesfi desidualizasyon siirecinde rolii oldugu olasiligini arttirmistir.
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

1) T HESCs, ATCC CRL-4003

2) 17-B-estradiol, Sigma

3) Progesteron, Sigma P7556

4) DMEM/HAM’s F12, Sigma D2906

5) cAMP, Sigma B5386

6) Goat ABC Staining system, Santa Cruz Sc-2023

7) Histostain Plus Kit, Invitrogen 85-8943

8) Anti-f catenin primer antikoru, Cell signalling Technology 9562
9) Anti-AKT primer antikoru, Santa Cruz Sc-1619

10) Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058

11) Premix, BD 354352

12) Charcoal Dextran Treated Fetal Bovine Serum, Hyclone SH30068.03
13) Puromycin, Sigma P8833

14) AEC Chromogen, Invitrogen TA-060-HAS

15) Mounting Medium, Labvision TA-060-UG

16) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
17) Na2HPO4, Riedel-de Héen 81890

18) NaH2PO4, Riedel-de Haen 8210A

19) Metanol, Riedel-de-Haen 24229

20) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

21) DMSO, Sigma D 2650
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan endometriyal stroma hiicrelerine telomeraz transfeksiyonu ile gelistirilmis
hiicre soyu olan CRL-4003 hiicreleri, 1/1 oraninda Dulbecco’s modified Eagle’s’HAM’s
F12 medyum igerisinde 37°C de %5 CO:z ve %95 hava iceren nemli inkiibatorde kiiltiire
edildi. Kiiltiir medyumuna %1 premix ve %10 charcoal/dextran igeren fetal sigir serumu
ilave edildi. Deneylerde, kontrol grubu hiicreler normal medyumlar: igerisinde tutuldu.
CRL-4003 hiicrelerinde in vitro desidualizasyonun olusturulabilmesi amaciyla sadece
Ostrojen, progesteron ve cAMP uygulanan gruplar ile dstrojen ve progesteronun, dstrojen,
progesteron ve cAMP’nin birlikte uygulandigi dort farkli deney grubu olusturuldu.
Ostrojen uygulanan deney gruplarinda medyum icerisine 10nM 17-B-estradiol eklendi.

Progesteron 1uM, cAMP ise 50 uM konsantrasyonda uyguland:.

5.2.2. Desidualizasyonun Belirlenmesi

Deney gruplarinda ti¢lincii gliniin sonunda 0strojen, progesteron ve cCAMP nin yalniz
ve kombine etkileri sonucu olusturdugu desidualizasyona ait morfolojik degisiklikler 151k
mikroskobik olarak hematoksilenle boyanmis 6rneklerde degerlendirildi. Desidualizasyona
ait biyokimyasal bir belirteg olan prolaktin degerleri ise {i¢ilincii giiniin sonunda deney
gruplarmdan  toplanan  medyum  Orneklerinde  elektrokemiluminesan  immiin

yontemiyle Cobas e411 cihazinda 6lgiildi.

5.2.2.1. p-katenin Immiinositokimyasi

B-katenin ekspresyon diizey ve lokalizasyonlarinin immiinositokimyasal incelemesi
icin lameller iizerine ekilmis olan hiicreler -20 °C de metanol ile 5 dakika fikse edildi.
Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek amaciyla non-immiin serumla 20 dakika
bloking islemi uygulandi (Histostain Plus Kit, Invitrogen). Anti-f-katenin monoklonal
primer antikoru ile 1 saat oda 1sisinda inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda
20 dakika biyotinle isaretli sekonder antikor uygulandi. PBS yikamalarmi takiben

streptavidin enzim konjugatiyla 20 dakika inkiibasyon yapildi ve yikamalar sonrasinda
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aminoetilkarbazol (AEC) kromojeni uygulandi. Invert mikroskopta yapilan incelemede
spesifik renk reaksiyonu izlendikten sonra reaksiyon durduruldu ve su bazli kapatma

soliisyonuyla 6rnekler kapatildi.

5.2.2.2. AKT Immiinositokimyasi

Akt sinyal molekiiliinlin immiinositokimyasal incelemesi i¢in hiicreler lameller
iizerine ekildikten 2 giin sonra PBS ile yikanip metanol ile 5 dakika -20°C de fikse edildi.
Spesifik olmayan boyanmalar1 engellemek i¢in non-immiin serumla (Goat ABC Staining
system, Santa Cruz) 1 saat bloklama islemi yapildi. Bu islem sonrasinda anti-Akt
monoklonal primer antikoru ile 1/150 diliisyonda oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan PBS yikamalarmni takiben biyotinle isaretli sekonder antikor
30 dakika uygulandi. PBS yikamalar1 sonrasinda AB enzim konjugatiyla (avidin ve
biyotinli horseradish peroksidaz) 30 dakika inkiibasyon yapildi. Yikamalar sonrasinda
diaminobenzidin (DAB) kromojeni uygulandi. Kromojen agamasinda invert mikroskopta
yapilan kontroliin ardindan 5 dakika distile su ile yikandiktan sonra %70, %90, %96, %100
alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Toluenden gegirilen ornekler son olarak

kapatma soliisyonuyla kapatildi.

5.2.2.3. BrdU Immiinositokimyasi

Deney gruplarina ait hiicrelerin proliferasyon oranlarmin belirlenebilmesi i¢in
hiicrelere; hiicre siklusunun S fazma 6zgii bir isaretleyici olan bromodeoksiiiridin (BrdU)
ImM eklenerek 37°C de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra, metanol ile fikse edilen
hiicrelerin, ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCI ile 37°C de 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve
takiben borat tampon ile (pH:8) notralize edildi. PBS ile yapilan yikamalar sonrasi, spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢cin non-immiin serumla 20 dakika bloklama islemi
uygulandi. Hiicreler, anti-BrdU primer antikoru (Mouse monoclonal- NeoMarkers) ile
0.5/100 diliisyonda, oda 1sisinda 1 saat boyunca bekletildi. Primer antikor uygulamasini
takiben PBS ile yikanan hiicrelere, sirasiyla; biyotin-bagli ve streptavidin peroksidaz
sekonder antikorlar1 (Histostain Plus Kit, Zymed) 20’ser dakika uygulandi. Spesifik renk

reaksiyonunu goriintiileyebilmek amaciyla AEC kromojeni uygulandi.
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5.2.3. Mikroskobik inceleme

Calismalarda, kiiltiire edilen hiicrelerin inceleme ve degerlendirmeleri Olympus X70
invert mikroskopta gerceklestirildi. Immiinositokimyasal olarak boyanan hiicrelerin
inceleme, degerlendirme ve fotograflandirma islemleri ise Olympus BX 50 151k

mikroskobu yardimiyla gerceklestirildi.
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6. BULGULAR

6.1. DESIDUALIZASYON

Desidualizasyona  0zgii  degisikliklerin  incelendigi  c¢alismamizda  deney
gruplarimizdan sadece cAMP uygulanan gruplarda morfolojik degisim izlendi. Degisim
tipik igsi stromal hiicrelerin geniglemis sitoplazmalariyla kaldirim tas1 goriintiisiine benzer
morfolojik goriinlim kazanmalar1 ile karakterizeydi (Resim 1).

Isik  mikroskobunda morfolojik bulgularin degerlendirilmesinin  yan1 swra
biyokimyasal olarak prolaktin diizeyleri Olgiilerek desidualizasyona 6zgii morfolojik
degisiklikler teyit edildi. Desidualizasyon modeli gruplarindan 6stradiol grubunda 0,056
(ng/mL), progesteron grubunda 0,051 (ng/mL), 6stradiol+progesteron uygulanan grupta ise
0,053 (ng/mL) prolaktin 6l¢iildii ve kontrol grubu degeri olan 0,049 (ng/mL)’ye ¢ok yakin
diizeyde tiretim saptandi. Prolaktin diizeylerinin morfolojik desidualizasyon bulgularina
paralel olarak cAMP ve Ostradiol+progesterontcAMP uygulanan gruplarda sirastyla 2,08

ve 2,22 (ng/mL) diizeylerine ylikselmis oldugu tespit edildi (Sekil 1).

H - H o Kontrol
PROLAKTIN DUZEYLERI
m 17-B 6stradiol
2,5-
2 O Progesteron
1,51 O cAMP
14
| 17-B ostradiol+
0,5 Progesteron
0- @ 17-B ostradiol+
Progesteron+ cAMP

Sekil 1: Kontrol ve deney gruplarinda desidualizasyon farklilasmasimnin belirteci prolaktin

iretim diizeyleri.
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6.2. p KATENIN EKSPRESYONU

Kontrol ve deney gruplarinda § katenin ekspresyon diizeyleri incelendiginde ¢alisma

gruplarinin hi¢ birinde  katenine 6zgli immiinboyanma izlenmedi (Resim 1).

Resim 1: Deney gruplarinda [ katenin ekspresyonu izlenmedi. Kontrol grubu (1a),

17-B ostradiol (1b), progesteron (1c), cAMP (1d) ve 17-B 0Ostradiol+progesteron (le),

17-B  Ostradiol+progesterontcAMP  (1f). cAMP uygulanan gruplarda (1d -1f)

desidualizasyona ait morfolojik degisiklikler izlendi. Hematoksilen, X600.
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6.3. AKT EKSPRESYONU

Normal ve patolojik pek ¢ok biyolojik siirecte rol oynayan ve hiicrenin yasamsal
dongiisii i¢in 6nemli olan AKT sinyal yolu ve desidualizasyon iliskisi incelendiginde
kontrol ve deney gruplar1 arasinda immiinekspresyon seviyelerinde belirgin bir fark

izlenmedi (Resim 2).

Resim 2: Deney gruplarinda AKT ekspresyonu diizeyleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik izlenmedi. Kontrol grubu (2a), 17-f dstradiol (2b),
progesteron  (2¢), cAMP  (2d) ve 17-B  ostradiol+progesteron  (2e),
17-B ostradiol+progesteron+cAMP (2f). X200.

29



6.4. STROMAL VE DESIDUAL HUCRELERDE PROLIFERASYON

Ostrojen, progesteron ve cAMP’nin farkli kombinasyonlarinin uygulandigi deney
gruplarinda, stromal hiicrelerde ve farklilasma ge¢irmis desidual hiicrelerde
proliferasyonun degerlendirilmesi amaciyla S fazindaki hiicrelerin isaretlenmesi temeline
dayanan BrdU immiinositokimyasi uygulandi.

BrdU isaretli S faz hiicre oranlar1 degerlendirildiginde; kontrol grubu (13.90+3.92),
17-B-0stradiol inkiibasyonu uygulanan hiicre grubu (17.10+4.90) ile karsilastirildiginda
BrdU isaretli hiicre oraninda artig saptandi (Resim 3a ve 3b).

e L =

Resim 3a, b: Kontrol grubu endometriyal stromal hiicrelerde BrdU isaretli Sfazindaki
hiicreler (a). 17-B-0stradiol inkiibasyonu uygulanan dstrojen grubu hiicrelerde isaretli S faz

hiicreleri ve BrdU inkorporasyonunda artis izlenmekte (b). Hematoksilen, X600.

Progesteron uygulanan deney grubunda (12.10+£3.72) S fazindaki hiicrelerin oranlar1
kontrol grubuyla benzer bulunurken, 17-B dstradiol + progesteron inkiibasyonu uygulanan
grupta (19.1045.50) S faz hiicre oraninda artis izlendi (Resim 3c ve 3e).

Desidualizasyona 6zgii morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin izlendigi cAMP
ve Ostradiol+progesterontcAMP gruplarinda ise hi¢c BrdU isaretli hiicre izlenmedi

(Resim3d ve 3f).
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Resim 3c-f: BrdU pozitif S fazi isaretli proliferatif hiicre oranlari. Progesteron uygulanan
endometriyal stromal hiicreler kontrol grubuna benzer proliferatif hiicre oranlarma
sahipken (3c¢), 17-p ostradiol + progesteron (3e) uygulanan deney grubunda 6strojene bagl
isaretli S faz hiicre oraninda artis izlendi. Desidual degisimin izlendigi cAMP (3e) ve
17-B ostradiol + progesteron + cAMP gruplarinda (3f) BrdU isaretli hiicre izlenmedi.
Hematoksilen, X600.
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7. TARTISMA

Endometriyum menstrual siklus siiresince steroid hormonlara yanit olusturarak
dokiilen ve yenilenen kompleks bir dokudur. Graniiloza hiicrelerince salinan Ostrojenin
kontrolii altinda baslayan dongii, epiteliyal ve stromal hiicrelerin proliferasyonunu
icerir (2). Caligmamizda sadece 17-f Ostradiol inkiibasyonu uyguladigimiz deney grubunun
proliferasyon degeri ile kontrol grubu karsilastirildiginda, isaretli S faz hiicre oraninin ve
BrdU inkorporasyonun arttig1 izlenmistir. Sekresyon evresinde salmimi baslayan korpus
luteum kaynakli progesteronun, 0&strojenin etkisini inhibe ederek proliferasyonu
baskiladigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (42, 44). Calismamizda sadece progesteron
uygulanan hiicrelerin proliferasyon degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
inhibisyon gozlenmezken, dstrojen ve progesteronun birlikte uygulandigir deney grubunda
isaretli S faz hiicre oraninin ve BrdU inkorporasyonun arttigi izlenmistir. Bu sonug bize,
proliferasyonun baslamasinda en onemli rolii dstrojenin iistlendigini diistindiirmektedir.
Endometriyal stromal hiicrelerde, proliferasyon fazindaki Ostrojen kaynakli ilk gelisimi
takiben, progesteron etkisi ile cogalmanin inhibe oldugu, hiicresel degisimin basladigi
bilinmektedir (42, 43). Desidual farklilasmanin izlendigi sadece cAMP ve
Ostrojent+progesterontcAMP uygulanan deney gruplarinda proliferasyon izlenmemistir.
Elde ettigimiz bu sonug bize desidualizasyon siirecinde endometriyal stromal hiicrelerde
proliferasyonun durdugunu, morfolojik ve biyokimyasal degisimle karakterize olmus
desidual hiicrelere farklilagsmanin basladigini gostermistir.

Desidualizasyonun en 6nemli belirteci, desidual hiicreler tarafindan salinan prolaktin
hormonudur. Ovulasyonun ardindan yaklasik 10. gilinde ortaya c¢ikan prolaktinin,
amniyotik sivinin diizenlenmesinde ve desidualizasyonun devamliligmmin saglanmasinda
etkin rol oynadigma dair galismalar mevcuttur (71). igsi bir forma sahip olan stromal
hiicreler farklilasmanin ardindan morfolojik olarak biiyiik yuvarlak kaldirim tasma benzer
goriiniime doniisiir (83). Olusturdugumuz deney gruplarindan 3. giinde toplanan medyum
ornekleri  biyokimyasal olarak incelenerek kontrol grubu ile cAMP ve
Ostrojent+progesteron+tcAMP uygulanan gruplardaki prolaktin diizeyleri
karsilastirildiginda, desidualizasyonun gerceklestigi gruplarda anlamli sekilde artis

bulunmugstur. Mikroskobik inceleme sonucu desidual hiicrelerdeki morfolojik degisimin
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belirlenmesinin yanit smra prolaktinin biyokimyasal Ol¢timlerdeki varligi in vitro
desidualizasyonun olusturuldugunu kanitlamistir.

Desidual hiicreler {izerine yapilan ¢alismalarm bir kisminda 6strojen+progesteronun
birlikte kullanimmin in vitro desidualizasyonun baslatilabilmesi i¢in yeterli oldugu
savunulurken (70), bircok c¢alismada cAMP’nin steroid hormonlarla kombine edilerek
kullanilmas1 gerektigi ongoriilmiistiir (3). Calismamizda desidualizasyona 6zgii degisimin
izlendigi deney gruplarina ait prolaktin degerleri sadece steroid hormonlarin uygulandig:
deney gruplari ile karsilastirildiginda anlamli bir artis bulunmustur. Bu sonug bize in-vitro
desidualizasyon  olusumunda cAMP veya cAMP iceren steroid hormon
kombinasyonlarinin uygun modeller oldugunu gdstermistir.

Adezyon molekiillerinin; hiicreler aras1 kompleks baglant1 yapilar1 ile doku
biitlinliigiiniin ~ saglanmasinda, embriyonun luminal epitele olan adezyonunun
gergeklesmesinde, hiicrelerdeki proliferasyon ve farklilasmanin kontroliinde ve
embriyogeneziste etkin rol oynadigi bilinmektedir (6, 7).

Katenin ailesi iiyelerinden olan B katenin, Wnt sinyal yolu araciligiyla aktif hale
gelmesinin ardindan sitoplazmada birikir. Sitozolde yer alan B katenin, hiicre membrani
altinda yerlesim gostererek hiicre iskeleti elemanlar1 ile adezyon molekiilii olan kaderinler
arasindaki zonula adherens baglantisina katilir. Ayrica nukleusa transloke olabilen
B katenin, gen ekspresyonunda gorev almaktadir (33, 36). B-kateninin hiicre farklilagmasi
iizerine olan etkilerini incelemek amaciyla olusturulan in vitro desidualizasyon modellerine
bakildiginda, Wnt sinyal yoluna ait wnt proteinlerin ekspresyon diizeylerinde, desidual
degisimle birlikte izlenen bir artig bildirilmistir (35). Wnt sinyal yolu inhibitorii olarak
bilinen Dkk ekspresyon seviyelerinin incelendigi diger bir ¢aligmada, sekresyon fazinda en
yiiksek degerlerine ulasan Dkk’nin, desidualizasyonun baslamasiyla birlikte ekspresyon
diizeylerinde azalma izlenmistir (37). Wnt sinyal yolunun steroid hormonlarin kontrolii
altinda oldugu diisiiniilerek yapilan bir ¢calismada, progesteronun GSK-3f ekspresyonunu
azaltan etkisiyle Wnt sinyal yolunu aktif hale getirerek, endometriyal stromal hiicrelerin
sitozoliinde [ kateninin go6zlendigi, ardindan ortamda Ostrojenin varligi ile birlikte
sitozoldeki B kateninin nukleusa transloke oldugu bildirilmistir (40). In vitro
desidualizasyon modellerinde [ kateninin yaklasik bes buguk giin sonra sitozolde
goriildigi bildirilmistir (39). Calismamizda stromal hiicrelerden olusan kontrol ve deney

gruplarimizin 3. giindeki B katenin ekspresyon diizeyleri incelendiginde, hi¢bir calisma
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grubumuzda B katenine 6zgii immiinboyanma izlenmedi. Bu bulgu, bes buguk giin sonra
desidual hiicrelerde gozlendigi bildirilen P katenin ekspresyonunun 3. giinde heniiz
baslamadigim1 ve desidualizasyon siirecinin erken evresinde rol oynamadigini
diistindiirmektedir.

Hiicre ici sinyal iletiminde 6nemli bir yere sahip olan Akt molekiilii, hiicre gelisimi,
apopitozis, protein ve glikojen sentezi gibi fizyolojik olaylarda gérev alan intraselliiler
sinyal molekiiliidiir. Zar fosfolipidlerinden olan PIP2, Akt molekiiliiniin ikinci mesajct
olarak sinyal yolagma girmesini saglar. PIP2’nin fosforile formu olan PIP3 araciligiyla
PDKI1 tarafindan fosforile olan Akt, aktif formuna doniiserek bir¢ok hedef proteinin
fosforilizasyonunda gorev alir. Ayrica Wnt sinyal yolaginda 3 katenin fosforilasyonundan
sorumlu olan GSK-3f enziminin inhibisyonundan sorumlu olan Akt, sitozolde B katenin
birikimini diizenler (5).

Akt ve desidualizasyon arasindaki iligkinin ortaya cikarilmasi amaciyla yapilan
calismalarda, desidual hiicrelere farklilasan endometriyal stromal hiicrelerde Akt ve
fosforile formu p-Akt varligi izlenmistir . In-vitro model iizerinde incelenen total Akt
miktar1 sabit kalirken, p-Akt’nin azaldig: bildirilmis, bunun nedeni olarak 10. kromozom
iizerinde lokalize olmus fosfataz ve tensin homolog geni (PTEN) gosterilmistir (5,74).
Desidual hiicrelerde yiliksek diizeyde eksprese olan PTEN, fosfataz aktivitesine sahiptir.
PTEN, Akt fosforilasyonunu saglayan PIP3’ii PIP2’ye doniistiirerek P-Akt olusumunu
engellemektedir. Bir diger ¢alismada stromal hiicrelerde yalnizca Akt molekiiliiniin var
oldugu, p-Akt’nin izlenmedigi bildirilmistir (84). Stromal ve desidual hiicrelerde Akt
molekiiliiniin tespiti amaciyla gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, kontrol grubu ile deney
gruplarinda Akt varhig1 gozlenmis, ancak ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik izlenmemistir. Bu sonug stromal hiicrelerin yani sira desidual hiicrelerde de Akt
ekspresyonu gergeklestigi hipotezini teyit etmistir. Bircok hiicresel fonksiyonun yerine
getirilmesinde rol oynayan Akt sinyal molekiiliiniin desidual hiicrelerde izlenmesi
farklilagsma stirecine katildigini diisiindiirmektedir.

Desidualizasyon, sinyal molekiilleri, biiyiime faktorleri, adezyon molekiilleri ve
steroid hormonlarin bir arada islev gérmesiyle gerceklesen kompleks bir siirectir. In-vitro
desidualizasyon modelleri iizerinde yapilan ¢alismalarla aydinlatilmaya ¢alisilan bu siireg

hala tam olarak anlasilabilmis degildir.
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8. SONUC

o Steroid hormonlara yanit olarak siklik degisikliklere ugrayan endometriyum, oositin
fertilize olma olasiligina kars1 implantasyon i¢in hazirlanir. Reseptif fazda ilk gelisimini
tamamlayan stromal hiicreler ge¢ sekresyon evresinde morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler gecirerek desidual hiicrelere farklilasmaya baglar. Desidualizasyon
blastosistin varligindan bagimsiz olarak gelisir.

o In vitro desidualizasyonun olusturuldugu deney grubunda stromal hiicreler
morfolojik goriinlim olarak kaldirim tasmma benzer bir yapr sergiledi. Morfolojik
farklilagsmanin yani sira desidual hiicreler tarafindan eksprese edilen prolaktin degerlerinin
biyokimyasal incelemesi sonucu anlamli artiy bulunmasi in vitro desidualizasyonun
gergeklestigini kanitladi.

o Calismamizda, 17-B 0Ostradiol uygulanan gruplarda, BrdU isaretli S faz hiicre
sayisinda artig saptandi. Sadece progesteron uygulanan grupta proliferasyon oraninda
kontrol grubuna gore belirgin bir farklilik gézlenmezken, desidualizasyonun olusturuldugu
cAMP uygulanan gruplarda proliferasyonun tamamen inhibe oldugu saptandi.

o Farklilasma siirecine katilan molekiillerden biri olarak diisiiniilen B kateninin
desidual hiicrelerdeki ekspresyonunun 3. giinde heniiz baslamadigi izlendi.

o Bircok  hiicresel fonksiyonun yerine getirilmesinde rol alan Akt’nin
immiinositokimyasal ekspresyonunun, endometriyal stromal hiicreler ve desidual
hiicrelerde degisiklik gostermedigi belirlendi.

o Ostrojen, progesteron ve cAMP kontroliinde gergeklesen desidualizasyon siirecinde,
endometriyal stromal hiicrelerde proliferasyonun sonlandigi, desidual hiicrelerce eksprese
edilen B katenin ve Akt sinyal molekiillerinin diferansiyasyonun erken doneminde rol

oynamadig1 sonucuna varilmistir.
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