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1. OZET

Bu calismada in-vitro endometriyum hiicre modelinde, progesteron ve Ostrojen
hormonlarina bagli olarak gelisen endometriyal siklus evreleri ve sinsistyotrofoblastlarca
sentezlenen insan koryonik gonatotropin hormonuna bagli olarak B-katenin ve niikleer faktor
kB (NF-kB) sinyal yolaklar1 ile hiicre proliferasyonunda meydana gelen degisiklikler
immiinositokimyasal olarak incelendi.

Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesinde S fazina 6zgii bir isaretleyici olan
bromodeoksiiiridin (BrdU) immiinositokimyas1 uygulandi. Ostrojen inkiibasyonu sonrasinda
BrdU inkorporasyonunda artis izlenirken, progesteron ve insan koryonik gonatotropini
uygulamast sonrasinda hiicre proliferasyon oranlarinda bir degisiklik izlenmedi. Endometriyal
hiicrelerde, plazma membraninin intraseliiler sinirlar1 boyunca belirgin B-katenin ekspresyonu
izlendi. Ostrojen ve progesteron hormonlariyla inkiibasyon sonrasinda mevcut B-katenin
ekspresyonunda bir degisiklik izlenmedi. Insan koryonik gonatotropini (HCG) ile inkiibasyon
sonrasinda ise membran yerlesimli B-katenin ekspresyonunun azaldigi izlendi. NF-xB
aktivitesi, ostrojen ve HCG uygulanan deney grubu hiicrelerde kontrol grubuna benzer
bulundu. Ancak progesteron uygulanan grupta sitoplazmik NF-xB ekspresyonunda artis
izlendi.

Calismamiz sonucunda; Ostrojen hormonu inkiibasyonuyla artan S faza 6zgii BrdU
pozitif hiicre orant bu hormon kontroliindeki siklus evresiyle uyumlu bulundu. Plazma
membraninda lokalize olan adezyon molekiilii -katenin ekspresyonunun, insan koryonik
gonadotropini etkisiyle azaldigi belirlendi. Inflamasyon kontroliinde rol oynayan ve
steroidlerle etkilesen NF-xB ekspresyonunun, progesteron hormonuyla iliski gosterdigi ancak
sinsityotrofoblastlar tarafindan salinan insan koryonik gonadotropininden bagimsiz bir etki

gosterdigi sonucuna varildi.



2. SUMMARY

In this study, in in-vitro endometrial cell model, estrogen and progesterone dependent
endometrial cycle stages and -catenin and nuclear factor kB (NF-«kB) signaling pathways in
terms of human chorionic gonadotropin (HCG) hormone that is synthesized by
syncytiotrophoblast cells, and changes in the cell proliferation are examined
immunocytochemically.

To assess cell proliferation, S-phase specific marker bromodeoxyuridin (BrdU)
immunocytochemistry was performed. While an increase in BrdU incorporation was observed
after estrogen incubation, there was no change seen in cell proliferation rates after progesteron
and HCG applications. In endometrial cells, distinct -catenin expression was observed across
the entire intracellular margin of the plasma membrane. After incubation with estrogen and
progestogen, no change in the expression of existing -catenin was noticed. Also, a significant
decrease was observed in membrane-bound -catenin expression after incubation with HCG.
Compared with estrogen and HCG treated experimental cell group, NF-kB activity was found
similar to that of the control cell group. On the other hand, in the progesteron treated group,
an increase was observed in cytoplasmic NF-kB expression.

As a result of our study, S-phase specific marker BrdU-positive cell ratio which is
increased by estrogen incubation was found compatible with cycle stages under the control of
estrogen hormone. It was determined that the expression of plasma membrane localized cell
adhesion molecule B-catenin was decreased by the effect of hormone HCG. Besides playing a
role in inflammation control and interacting with steroids, it was decided that NF-«xB
expression was related with progesteron hormone; on the other hand it was independent from

HCQG, which is produced by syncytiotrophoblasts.



3. GIRIS VE AMAC

Ostrojen, progesteron ve insan koryonik gonadotropini (HCG) hormonlarinin, insan
uterusunda endometriyal hiicrelerin biiylime ve gelismesini uyardigi bilinmektedir. Ayrica pre
ve post implantasyon donemlerine ait biyolojik olaylar da bu hormonlarin kontroliinde
gerceklesmektedir (1).

Endometriyum diizenli siklik kanamalarla dokiilen ve yenilenen istisna bir dokudur.
Bu dokudaki siklik degisiklikler hiicre oOliimiinii takiben hiicre proliferasyonunu igeren
fizyolojik olaylar1 kapsar. Hiicre proliferasyonu dokunun yenilenmesi agisindan son derece
onemli bir biyolojik olaydir ve hormonlar kontroliinde gerceklesir (2). B-katenin, hem
hiicre-hiicre adezyon molekiilii olarak, hem de Wnt sinyal yolaginda 6nemli rol oynayan bir
proteindir. Implantasyon sirasinda endometriyal hiicrelerin adezyon molekiillerinde bir dizi
degisiklik meydana gelmektedir. Endometriyal siklusun diizenlenmesinden sorumlu steroid
hormonlar, endometriyal adezyon molekiillerinin ekspresyon seviyelerinde degisiklige yol
acmaktadir (3). Implantasyon déneminde sinsityotrofoblastlarca salinan tiimor nekroz faktor
o (TNF-a) endometriyal hiicre adezyon molekiillerinden kaderin ve iliskili olarak B-katenin,
molekiillerinin ekspresyonunu inhibe etmektedir (4). Niikleer faktor-kB (NF-«xB);
transkripsiyon faktorii olan bir protein kompleksidir ve inflamasyonda enfeksiyonlara karsi
immiin cevabin hazirlanmasinda anahtar rolii tistlenir. Biitiin hiicre tiplerinde mevcuttur ve
hiicresel cevap olusturmada gorev alir. NF-kB, sitoplazmada Inhibitér Kappa B (IkB) ile
kompleks olusturur ve inaktif formda bulunur. implantasyonun inflamatuar bir komponent
icerdigi bilinmektedir (5) ancak bu dénemde endometriyal hiicrelerde NF-xB sinyal yolunun
rolii heniiz tam olarak aciklanamamuistir.

Calismamizda Ostrojen, progesteron ve HCG hormonlarinin endometriyal hiicreler
tizerindeki etkilerini karakterize etmek i¢in iyi diferansiye insan endometriyal karsinomundan
elde edilen ve implantasyon biyolojisi ¢alismak i¢in uygun bir hiicre modeli olarak kabul
edilen Ishikawa hiicre soyu kullanildi (6). Calismamizin amaci; pre ve post implantasyon
donemlerinde etkili olan hormonlar kontroliinde endometriyum hiicrelerinde B-katenin ve
NF-kB sinyal yollart ile hiicre proliferasyonunda gelisen degisiklikleri tanimlayarak
endometriyal kaynakli fertilite problemi yasayan hastalarin klinik yaklagimma katki

saglamaktir.



4. GENEL BILGIiLER

4.1. ENDOMETRIYUM

Uterus duvar histolojik olarak ii¢c tabakadan olusur: I¢ yiizeyi doseyen endometriyum,
kalin diiz kas tabakasindan olusan orta tabaka miyometriyum, en dig tabaka ise
perimetriyumdur. Endometriyum yiizeyi tek katl prizmatik silli epitel ile kaplanmistir. Epitel
tabakasinin altinda uterus bezlerini iceren lamina propria yer alir. Endometriyum islevsel
olarak iki tabakadan olusur. Mensturasyon evresinde dokiilen iist 2/3’liik fonksiyonel tabaka
ile mensturasyon sirasinda dokiilmeyen ve endometriyal siklus sonunda prolifere olarak

fonksiyonel tabakanin yenilenmesini saglayan alt 1/3’liik bazal tabaka (7).

4.1.1. Endometriyal Siklus ve Hormonal Kontrolii

Ovaryum folikiilleri ile korpus luteumdan salgilanan hormonlar (Ostrojen ve
progesteron, HCG) endometriyumda siklik degisikliklere neden olur. Hipotalamus hiicreleri
tarafindan iiretilen gonadotropin salgilatict hormonu (GnRH), hipofizin 6n lobunda iiretilen
folikiil stimiillan hormon (FSH) ve luteinizan hormonun (LH) salgilanmasina neden olur (8).
FSH ve LH, ovaryumlardan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin salimimi saglar.
Ostrojen ve progesteron, menstruasyondan ve endometriyal siklustan sorumludur (9).
Endometriyumda bulunan 6strojen ve progesteron reseptorleri, bu hormonlara kars1 cevap
olusmasinda 6nemli rol oynar. Ostrojen ve progesteron hormonlari steroid yapidadir. Bu
hormonlarin reseptorleri protein yapidadir ve yiiksek affiniteye sahiptirler (10).

Uterusun i¢ tabakasinda yaklasik 28 giin siiren bu degisikliklere endometriyal siklus
denir. Bu siirecin sonunda menstruasyon goriildiigii icin menstrual siklus da denir. Her
endometriyal siklusta, endometriyum, oogenez sonucunda ovulasyonla atilan matiir oositin
fertilizasyon olasiligina karsi implantasyon icinde hazirlanir. Endometrial siklus birbirini
takip eden 3 evreden meydana gelmektedir (11):

Menstrual evre; siklusun baslangici olan 4-5 giinliik bir siiredir. Fertilizasyon

gelismedigi taktirde endometriyumun fonksiyonel tabakasim kanlandiran spiral arterlerde
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gelisen kontraksiyonlar sonucu kan akimi azalir ve fonksiyonel tabaka dokiiliir. Menstrual
evrede inflamasyon benzeri bir siire¢ basglar (11). Inflamasyon; fiziksel, kimyasal ve
enfeksiyoz bir ajan sonucu gozlenen doku hasarina kars1 viicudun bir cevabidir. inflamasyon;
sitokinleri, biiylime faktorleri ve prostoglandinleri iceren bazi faktorlerin salinimina yol
acmaktadir. Niikleer faktor kB (NF-xB), siklooksijenaz 2 (COX-2), prostaglandin ve
inflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler ve menstruasyona oncii olan cevabi olusturur (5).

Proliferasyon evresi (Ostrojenik evre); ostrojen hormonunun kontrolii altindadir ve
yaklagik 9 giin siirer. Endometriyal siklusun 12. ve 13. giinlerde Ostradiol yapimi FSH’in
etkisi ile artar. Bu yiiksek Ostrojen diizeyi, LH nun iiretimini asir1 sekilde arttirir. Boylece 14.
giinde pik yapan LH’a yamit olarak ovulasyon gerceklesir. LH diisiik diizeyde olursa
ovulasyon meydana gelmemektedir (12). Epitel ve bezlerde mitoz meydana gelir. Tubuler
endometriyal bezler kivrimli bir yap1 gosterir. Yilksek Ostrojen etkisi altinda bez epiteli ve
stromada Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin sayist artar (13). Endometriyamun kalinlhigi ve
su miktar1 2-3 katina ulagir.

Sekresyon evresi (progestasyonel evre); ovulasyondan sonraki yaklasik 13 giin siiren
evredir. Bu evrede endometriyal bezlerden salgi yapimi baslar. Ovaryumlarda korpus luteum
gelisir. Korpus luteumdan salgilanan progesteron, endometriyal bezleri uyararak glikojenden
zengin bir materyalin olugmasint saglar (11). Sekretuar evre, fertilizasyon olusup-
olusmamasima bagh olarak farklilik gosterir. Eger fertilizasyon olmazsa, trofoblastlar
gelismeyecegi ve insan koryonik gonadotropini (HCG) destegi olmayacagindan korpus luteum
dejenerasyona ugrar, Ostrojen ve progesteron seviyeleri diigmeye baslar (8). Endometriyum
giderek incelir ve menstrual evre baslar. Eger fertilizasyon olursa, zigot yariklanmalarin
takiben blastosist olusur. Blastosist endometriyuma implante olmaya baglar. Blastosist
endometriyal epitele tutunduktan sonra trofoblastlar hizla ¢ogalmaya baslar ve yavas yavas
iki tabakaya ayrilir. Sinsityotrofoblastlarda sentezlenen HCG hormonu, korpus luteumu
uyararak Ostrojen ve progesteron salgilanmasimi devam ettirir ve menstruasyon

gerceklesemez (11).

4.1.2. Ostrojen Hormonu ve Reseptorleri

Ostrojenler 18 karbonlu steroidlerdir. Premenopozal donemde 6strojen over

kaynaklidir. Post menopozal donemde ise adrenal korteks en dnemli kaynaktir. Ostrojenler
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FSH etkisi altinda olan graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenir. Ostrojenler plazmada seks
hormonu baglayan globuline (SHBG) bagli olarak tagimirlar (14). Insanda ii¢ tip Ostrojen
sentezlenir, Ostradiol, Ostron ve Ostriol. Potent etkisi en yiiksek olan Ostradioldiir ve onu
Ostron ve Ostriol takip eder.Endometriyal siklusun ilk yarisinda Ostrojen hormonu etkisi
hakimdir. Endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinde, Ostrojenlerin etkisi altinda mitotik
indeks ve vaskiilarizasyon artar. Proliferasyon olusur ve olusan buna bagh olarak
endometriyum kalinligi artar. Endometriyum bezleri, diiz sekillerini korur ve derinligine
biiylime gosterirler (11).

Ostrojen reseptorleri sitozolik yerlesimli niikleer reseptdr ailesinin bir iiyesidir.
Ostrojen reseptorii alfa (ER-a) ve dstrojen reseptorii beta (ER-B) olmak iizere iki adet reseptor
belirlenmistir. ER-0. ve ER-B  benzer biiyiiklilk ve yapisal ozelliklere sahiptir. Ostrojen,
reseptoriin karboksil u¢ kismina baglanarak etki gostermektedir (Sekil 1). Cesitli 1s1 sok
proteinleri (Hsp 90, Hsp 56) Ostrojenin reseptore baglanmasini saglayarak reseptorde
konformasyonel bir degisiklige neden olmaktadirlar. Aktivasyondan sonra Ostrojen reseptor
monomerleri arasinda protein-protein etkilesimine baglh olarak dimerlesme ortaya cikar.
DNA’ya baglanma afinitesinin yiiksek olabilmesi icin reseptorler arasinda ki bu

dimerlesmeye ihtiya¢ vardir. Reseptor daha sonra duyarli genlerde 6strojene duyarli elementle

(ERE) etkileserek hedef gen ekspresyonunun uyarimina neden olmaktadir (15,16,17).
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Sekil 1: Ostrojenin reseptdre baglanmasi ve nukleusa transferi sonras aktivasyonu (18).

Ostrojen ve progesteron; pre ve perimplantasyon dénemi boyunca, endometriyumu
implantasyona hazirlar ve reseptivitesini diizenler. Endometriyumdaki ¢ok sayida molekiiliin salmmmu,

bu diizenlenmenin sonucunda tetiklenir (19).



4.1.3. Progesteron Hormonu ve Reseptorleri

Progesteron, 21 karbonlu bir steroid hormondur. Menstrual siklusun ikinci yarisinda
artar. Ovulasyon sonrast ovaryumda gelisen korpus luteumdan salgilamr. Ostrojen
reseptorlerini azaltir ve Ostrojenin uyardiglr diger reseptdr sentezlerini inhibe eder. Bu
inhibisyon da, 6strojenin diizenledigi gen transkripsiyonlariin engellenmesiyle saglanir (20).
Sitokinlerin, biiyime faktorlerinin ve prostoglandinlerin iiretimi de yine progesteron ve
Ostrojen tarafindan kontrol edilir (21). Progesteron 17-f hidroksisteroid dehidrogenaz
(6stradiol’ti daha zayif etkili Ostron’a ceviren) enziminin aktivitesini arttirir. T-lenfositlerini
inhibe ederek blastosistin implantasyonunu kolaylastirir. Progesteron, hedef hiicrelerde
sitozolde bulunan spesifik bir baglayict proteine baglanir ve olusan hormon reseptor
kompleksi nukleusa tasinarak hedef gen bolgelerinde transkripsiyonu aktive ederek etki
gosterir.

Progesteron reseptorleri (PR) niikleer reseptor ailesinin bir iiyesidir. PR ligand
yoklugunda transkripsiyonel olarak inaktiftir. Bununla birlikte, ligandin baglanmasi ile
monomerik reseptor yapisal degisiklige ugrar ve aktive olur. Diger biitiin niikleer
hormonlarda oldugu gibi; PR’de de bir DNA baglanma bolgesi, bir hormon baglanma bolgesi
ve bir de degisken N-terminal bolgesi mevcuttur (20,22,23).

4.2. IMPLANTASYON VE ENDOMETRiYUM

Embriyo ve endometriyumun aktif bir sekilde aym anda katildigi bir hazirlik siireci
sonucunda; implantasyon, embriyonun uterus duvarina tutunup iceriye dogru gomiilmesi
sonucunda gerceklesen bir siireci ifade eder. Implantasyon, blastosistin embriyonik kutbundan
(i¢ hiicre kiimesinin oldugu taraf) baslar. Implantasyon belirgin, baglantili ve ardisik ii¢ evre
sonucunda gerceklesir (Sekil 2). Apozisyon; fertilizasyondan sonra blastosist haline gelmis
olan embriyonun uterusa ulagsmasi ve implantasyonun gerceklesecegi uygun yeri secmesidir.
Adezyon; ovulasyondan 7-8 giin sonra zona pellusidadan ayrilmis olan blastosistin
endometriyal epitel yilizeyine baglanmasidir. Adezyon sekretuar evrede meydana gelir.
Invazyon; embriyonik trofoblastin endometriyuma dogru girmesi sonucunda bazal membrani

yok ederek stromaya ge¢mesi olayidir (24,25).



APOZISYON ADEZYON iNVAZYON

Sekil 2: Implantasyonun apozisyon, adezyon ve invazyon asamalarindan olusan ardigik ii¢

evresi izlenmektedir (26).

Adezyon molekiilleri; implantasyonun gergceklesmesinde, sinsityotrofoblastlarin
endometriyuma invazyonunda ve bu invazyon olayimin sinirlandirilmasinda 6nemli bir role
sahiptir (27,28). Ayrica adezyon molekiillerinin merkezi sinir sisteminde, hiicresel olusum ve
farklilagmada, fonksiyonel baglantilarin kurulmasinda, hiicre ici ya da hiicreler arasi sinyal
iletiminin diizenlenmesinde, hiicre hareketlerinin organizasyonunda, immiin ve inflamatuar

yanitin ortaya ¢cikmasinda kritik rolleri oldugu goriilmiistiir (29,30).

4.2.1. Trofoblast Hiicreleri ve HCG

Trofoblast, blastosisti uterus duvarina baglar ve embriyonun beslenmesini saglar.
Trofoblast, iki tabaka seklinde ortaya ¢ikar. Koryonik villusu orten i¢ tabaka sitotrofoblast,
dis tabaka ise sinsityotrofoblast adin1 alir (Sekil 3) (31).

Trofoblast ve endometriyum yiizey epiteli arasindaki baslangi¢c temasi, yiizey epitel
hiicrelerinin apikal plazma membranlar1 ile trofoblastlarin plazma membranlarinin
yakinlagmasiyla meydana gelir. Bu hiicreler birbirine paraleldirler ve aralarinda 20 nm'lik bir
mesafe bulunur. Membran yapinin altinda bulunan 6zgiin filament6z ag, bu hiicreler
arasindaki hiicre-hiicre baglantilar ile hareketsiz bir sekilde desteklenir (32).

Sitotrofoblastlar tek hiicreli olarak villus yapisinda yer alirlar. Sitotrofoblastlar sitokin

ve biiylime faktorleri salgilarlar (33). Bazal lamina iizerinde bulunurlar ve hiicre sinirlar
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belirgindir. Sitotrofoblastlar, plasental gelisim siirecinde sinsityotrofoblasta kaynaklik ederler.
DNA replikasyonu sonrasinda sitotrofoblastlar, mitoz gegirirler. Ancak bu hiicrelerin siklik
ozellikleri farkli oldugundan ve fiizyona ugradiklarindan baskalasarak sinsityotrofoblastlara
doniistirler (34).

Sinsityotrofoblastlar amorf sekilli, hiicre sinirlar1 belirsiz, ¢ok nukleuslu, sekil ve
biiytikliigii degisen hiicrelerdir. Sinsityotrofoblastlar; steroidleri, hipofiz hormonlarina benzer
hormonlari, norohormonlar-néropeptidleri, sitokinleri ve biiyiime faktorlerini salgilarlar.
Blastosistin embriyoner kutbundan ilerleyen sinsityotrofoblastlar, implantasyon alaninin
ortalarinda endometriyal hiicrelerin yerine gecerler (11). Sinsityotrofoblastin parmaga benzer
cikintilart endometriyal epitele dogru uzanir ve bag dokusu icginde ilerler. Blastosist birinci
haftanin sonunda endometriyumun kompakt tabakasina yiizeysel olarak tutunur.

Implantasyon alani etrafinda stromal bag dokusu hiicreleri glikojen ve lipit ile yiiklii
hale gelir ve polihedral bir goriiniim alir. Bu desidual hiicreler bitisik sinsityotrofoblastin
penetrasyonuyla dejenere olurlar ve bu sayede sinsityotrofoblastlar parcalanmis maternal
dokulardan beslenir. Sinsityotrofoblast tarafindan iiretilen proteolitik enzimler maternal
endometriyumun proteolizini saglayarak invazyonu kolaylastirir. Sinsityotrofoblastlar, HCG

hormonu iiretmeye baglarlar (11).

Geligen
Hterus epitel sinsisyotrotoblastiar Sinsisyotrafoblast
' g Epi Epiblast
i hilcre kitlesi E:,: Epiblast

& Stotrofoblast

Enclometriyum
Sekil 3: Trofoblastin, sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast tabakalarma farklilagmas1 ve
endometriyal epitele tutunmasi (35).

HCG, blastosistin trofoblast tabakasindan farklilasan sinsityotrofoblastlarca
sentezlenen bir hormondur. 36,7 kDa agirliginda o ve (3 olmak iizere iki zincirlidir.
Glikoprotein yapida bir hormondur. Alfa zinciri FSH, LH ve Tiroid Stimulan hormonlar ile
benzerdir. HCG’nin yar1t omrii 24 saat olup gebeligin devaminda rol oynayan relaksinin
salgilanmasin saglar (36). HCG; COX-2 gen ekspresyonu, prostaglandin biyosentezinde
gorevli bir enzimi, 16semi inhibitor faktorii (LIF) ve vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii

(VEGEF) gibi bir¢ok uterus faktoriinii etkiler (37).



4.3. HUCRE SiKLUSU

Hiicre siklusu, hiicre iceriginin kopyalandigi ve hiicrenin ikiye boliindiigii olaylarin
tiimiidiir. Siklin ve siklin bagimli kinazlarca (cdk) kontrol edilen dort farkli evreden olusur;
G1, G2, S ve Mitoz (Sekil 3).

Gl evresi, DNA kopyalanmasi i¢in molekiillerin sentezi, hiicre biiyiimesi, RNA
sentezi ve mitoz i¢in hazirlik safhasidir. S evresi; DNA sentezi olur ve kromatin olugmasi igin
gerekli niikleoproteinler, histonlar DNA molekiiliine tasinip, birlestirilir. G2 evresi, DNA
sentezi biter ve mitoz boliinmenin bagladigl evredir. M evresi: Genetik icerigi ayni olan iki
yeni hiicrenin meydana geldigi evredir. Bir evreden bir digerine gegis hiicre siklusu kontrol
noktalar1 araciligiyla gergeklesir. Hiicre siklusunun kontrolii 3 noktada gergeklesir. Bunlar;
G;, G, ve M evresi kontrol noktalaridir. Bu noktalar sirasiyla; G; i¢in S evresine gegisten
onceki siirecte, G, icin M evresine gecisten onceki siirecte, M i¢in de metafaz bitmeden

onceki siirecte rol almaktadir (38).

Hiicre Siklusu

D]

Gl

\ DNA sentezl
Mltnz , S
cych

KrUmUzUmIann ayrllmasl

Hicre balinmesi

rUmDZUmIann duplikasyonu

Duplike kromozomlu hilcre

Sekil 4: Hiicre siklusunun siklin ve cdk kontroliinde gergeklesen dort evresi izlenmekte (39).

Hiicre proliferasyonunun gosterilmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlardan biri olan BrdU inkorpasyonu, DNA sentezinde S fazim gostermek i¢in kullanilir.
Timidin analogu olan BrdU in-vitro olarak ortama eklenir ve DNA replikasyonu esnasinda
timidinin yerini alir. BrdU’nun belirlenebilmesi icin DNA’nin 6nce enzimlerle denatiire
edilmesi gereklidir. Denatiirasyon isleminden sonra BrdU DNA’ya inkorpore olur ve
S fazinda olan ve ortama verilen BrdU’yu DNA sentezinde kullanan hiicreler spesifik anti-

BrdU antikorlariyla immiinositokimyasal olarak gosterilebilir (40).
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4.4. ISHIKAWA HUCRE SOYU

Ishikawa hiicreleri ilk olarak Nashida tarafindan tanmimlanmistir. Bu hiicreler, iyi
diferansiye olmus endometriyal kanser hiicreleridir. Yapilarinda ER ve PR bulunur. Bu
ozellikleri ile insan endometriyum epitelinin hormonal diizenlenmesi calismalar1 igin
miikemmel bir model olusturur (41). Aym1 zamanda 6strojene bagimlilik géstermemelerinden
dolay1, 6strojen icermeyen ortamlarda gelisimlerini siirdiirebilirler. Ustelik bu hiicrelerde,
normal endometriyumdaki ayni enzimler ve yapisal proteinler bulunmaktadir. Ayrica,
Ishikawa hiicreleri implantasyon biyolojisi ¢alismak amaciyla tercih edilen bir hiicre

soyudur (6).

4.5. p KATENIN

B-katenin 781 aminoasitden olusan 92kDa’luk bir proteindir. Temel yapis1 100
aminoasitlik bir karboksi-terminal u¢ ve 130 aminoasitlik bir amino ug ile 42 aminoasitten
olugsan arm benzeri tekrar bolgesi (drosofila segment polarite geni armadilloda tespit edilen
tekrar bolgeleri) icerir. Amino ucu B-katenin stabilitesinin saglanmasinda, karboksil ucuda
transkripsiyon aktivitesinde énemli rol oynar (42,43).

Arm tekrar bolgesinin siiper helikal tarzda biikiilmesi, B-kateninin kaderin molekiilii,
adenomatdz polipozis koli (APC), aksin ve TCF/LEF ailesine baglanmasimi diizenler (44,45).
B-kateninin amino terminal ucu serin/treonin igceren ve fosforilizasyon islevinin oldugu yerdir.
Karboksi-terminal ucu ise DNA ile aktivasyona girdigi fonksiyonel bolgesidir (Sekil 5) (43).

B-katenin, epitelyal hiicrelerin sitoplazmasinda ve plazma hiicre membraninda yer alir.
B-katenin, katenin ailesinin bir iiyesidir (B-katenin, a-katenin, y-katenin). Kateninler arasinda
a-kateninin gorevi, B-katenin ve y-katenin’in kaderinle birlesimidir (46). Katenin-kaderin
kompleksi hiicre-hiicre adezyonun diizenlemesinde gorev alir. Molekiil agirliklan
120.000-140.000 kDa arasinda degisen kaderinler, kalsiyum bagimlhi transmembranik
yerlesimli homofilik adezyon reseptorleri olup yapilart N ve C terminali iceren iki bolgeden
olusur. Kateninlerle iliskisini saglayan 6zellesmis bolge, C terminalinin bulundugu bolgedir.
Doku farklilagmasinda, 6zellikle de embriyonun preimplantasyonun da 6nemli rolleri oldugu

ileri siiriilmektedir. Embriyo heniiz morula safhasindayken, blastomerler arasinda baglantinin
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kurulmasi ve hiicresel biitiinliik, kaderinler sayesinde gerceklesir. Bu olayda ozellikle
E-kaderin etkin rol oynar (47,48).

B-katenin; hiicre-hiicre adezyonu, embriyonik gelisim, hiicre diferansiyasyonu ve
malign tiimor transformasyonuna dahil olan multifonksiyonel bir proteindir. [-katenin hiicre
tomurcuklanmasim etkiler, dorsovertebral asimetride ve dolayisiyla da viicut ekseninin
embriyolojik olusumunda direk rol oynar. Zonula aderens baglanti kompleksindeki
fonksiyonu ile yara iyilesmesinde etkilidir ve olusacak defektler kanser gelisimine yol

acabilir (49).

4.5.1. p Katenin/WNT Sinyal Yolu

B-kateninin, hiicre-hiicre adezyonunda ve Wnt sinyal yolunda oOnemli rolleri
bulunmaktadir (50). B-katenin etkilerinin ortaya ¢ikmasi icin ilk olarak Wnt proteinlerinin
frizzled (Fzd) ailesine ait reseptorlere baglanmasi ve Wnt sinyalizasyon yolunun aktiflesmesi
gerekir (43). Wnt proteinleri, hiicre diferansiyasyonu, migrasyonu, hiicre polaritesi ve
proliferasyonunda rol oynayan sinyal proteinlerinden meydana gelir. Bu Wnt proteinleri de
Wntl ve Wnt5a’dan olusur. Wntl proteinleri Xenopus’un erken embriyolojik gelisimini
etkiledigi gibi, Wnt5a proteinler de morfogenik hareketleri etkiler ve Wntl sinif1 proteinleri
antagonize ederler. Bu iki sinif wnt proteinin farkl etkileri onlarla ilintili iki sinyal ileti yolag
olmasindan kaynaklanir. Kanonikal olarak bilinen Wntl sinifi proteinlerin gérev aldigi yolak,
genellikle B-katenin iizerinden sinyal iletilmesini ve kok hiicrelerin kendilerini korumasini
saglar fakat kanser hiicrelerinin malign karakter kazanmasinda da rol oynar. WntSa sinifi
proteinlerle iliskili kanonikal olmayan yolak ya da bagka bir deyisle Wnt / Ca™ yolag: ise
hiicre i¢i kalsiyum salinimimi arttirarak sinyal iletilmesinde, hiicre gociinde ve dokularin
organizasyonunda gorev alirlar (51).

Whnt ligandlar1 Fzd reseptorleri ve ko-reseptorleri LRP5 ve LRP6 (Reseptor iliskili
Protein) baglanarak sinyal yolagini baslatirlar. Wnt/B-katenin sinyali sadece Fzd ve LRP5/6
Whnt ligandlari ile kompleks olusturdugu zaman aktive olur. Dickkopf (Dkk) proteinleri LRP
ko-reseptorlerine baglanip, Wnt’nin LRP’lerle etkilesimini engelleyerek potansiyel olarak
Whnt sinyalini inhibe eder ve baglamadan bu yola engel olabilirler (52).

Whnt sinyal yolu aktif oldugunda; Wnt’nin Fzd reseptoriine baglanmasi, sitoplazmada
DSH (Dishevelled) aktivasyonuna ve aksin’in yikimina neden olur. DSH’in aktivasyonu
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sonucunda Glikojen sentetaz kinaz 3 B (GSK-3p) inhibe olur ve B-katenin fosforilasyonu
gerceklesemez. P-katenin sitoplazmada birikir ve sitoplazmadaki bu birikim neticesinde
nukleusa transloke olur. f-katenin birikimi sonucu sitoplazmada baslica iki mekanizma tetiklenir.
Birinde; B-katenin hiicre membranindaki Kaderin’in hiicre i¢i boliimiine baglanarak, hiicreler
arasindaki baglantiyr giiclendirir. Digerinde ise; nukleusa girerek TCF/LEF transkripsiyonel
faktoriine baglanir ve bu sayede hiicre proliferasyonunu ve polarizasyonunu
degistirir (Sekil 4) (53,54).

Whnt sinyal yolu aktif degilse DSH de aktif degildir ve kazein kinaz 1’in § katenini
serin 45 bolgesinden isaretlemesinin ardindan GSK3p; threonin 41, serin 35 ve serin 33’
sirastyla fosforilize eder. Fosforilize B katenin, E3 ubikuitin ligaz komponenti olan
B transdusin tekrarlar iceren protein (B-TrCP) tarafindan baglanir. B-TrCP, B-kateninin
proteozom tarafindan taninmasini ve yikilmasmm saglar. Ozetle GSK3B, APC ve aksinden
olusan kompleks PB-kateninin proteozom tarafindan taminmasim saglayarak, yikimina yol
acar (55,56).

76 aminoasitten olusan bir polipeptid olan ubikuitin, bir proteinin lizis yan
zincirlerinin amino grubuna baglanarak o proteini isaretler. Daha sonra bu yapiya yeni
ubikuitinler eklenerek bir multiubikuitin zincir olusturulur. Boylece cok sayida ubikuitin ile
isaretlenmis olan protein oldukca iri ve c¢ok sayida alt birimden olugsmus bir proteaz
kompleksi olan proteozom tarafindan yikilir (57). Bu durumda B-katenin miktan sitoplazma
ve nukleusta yok denecek kadar azdir. Wnt/ -kateninin sinyal ileti yolaginin sorumlu oldugu
proliferasyon ve farklilagma ile ilgili hedef genler, yardimci reseptor proteini ile bagli olan

TCF/LEF transkripsiyon faktorleri tarafindan baskilanmaktadir (42).

Wnt/B-katenin Sinyal Yolu
wWnt =sinyali yok wnt simyali var

St
Lrp @ . Frizzied
AR 3
E

pekatrin
______________________________ ‘birikimi

_L.,* ] TCFILEF
| T
vt hedet genleri kapah Wint hedef genleri agik
- v

Sekil 5: Wnt/B-katenin sinyal yolag (58).
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Niikleer B-katenin; cesitli hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eden TCF/LEF ile
bir kompleks olusturur ki bu TCF/LEF yapis1 da c-myc, c-jun, fra-1 ve cyclin D1 icerir. Daha
onceden de ifade edilen hiicre dongiisiiniin G1 ile S faz1 arasi, B-katenin ekspresyonu ile bloke
olur ve bu da DNA hasarina neden olur. Wnt sinyal iletim yolaginda bulunan B-katenin, APC,
Aksin ve Tef-1 gibi cesitli proteinler, onkogen veya tiimor supressorii olarak da dnemli rollere
sahiptir. Bu supressorlerden Aksin, APC/GSK3B/CKla kompleksine baglanan interselliiler
proteindir  (59,60). Timor hiicrelerinde P-kateninin fosforilasyonunu inhibe eden
mekanizmalar, E3 ubikuitin ligaz reseptorii ile P-TrCP arasindaki etkilesimi bloke eder.
Ubikuitin’in diizenli proteozomal degredasyondan kagarak stabilize olmasimin bir sonucu
olarak [-kateninin onkogenik aktivasyonu ortaya cikar. [-kateninin stabilitesinin ve
aktivitesinin temel regiilatorii; B-TrCP-1 ve B-TrCP-2 iceren, 3-TrCP alt familyasi olan F-box

proteinleridir (49).
4.6. NUKLEER FAKTOR-kB (NF-xB)

NF-«xB; (niikleer faktor-kappa B), transkripsiyon faktorii olan bir protein kompleksidir.
Biitiin hiicre tiplerinde bulunur ve stres, sitokinler, serbest radikaller, ultraviyole isinlari,
bakteriyel ve viral ajanlar gibi uyaranlara hiicresel cevap olusturmada gorev alir.

NF-«xB, indiikleyici nitrik oksit sentaz ve COX-2 gibi indiikleyici enzimler, biiyiime
faktorleri, kemokinler, adezyon molekiilleri ve proinflamatuvar sitokinleri kodlayan genlerin
regiilasyonuyla immiin ve inflamatuar cevaplarin olusturulmasinda énemli rol oynar (61).

NF-«B; ailesinin her iiyesi rel-homoloji domain (RHD) denen amino-terminal bir alan
icerir. Bu alanda DNA-baglanma, dimerizasyon alani ve niikleer lokalizasyon sinyal (NLS)

bolgesi bulunur.

Memeli hiicrelerinde NF-kB ailesinin iiyesi olan bes protein saptanmistir:
1. NF-xB; 1 (p50/p105)
2. NF-«B; 2 (p52/p100)
3. RelA (p65)
4. RelB
5. c-Rel
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NF-kB; Rel ailesi iiyelerinin hetero ve homodimerler olarak diizenlenmistir.
NF-kB’nin homodimer ve heterodimerleri sitoplazma icindedirler. Sitoplazmik bir inhibitor
protein olan IkB tarafindan inhibe edilirler (61).

NF-xB aktivitesinde; IkB-B, IkB-o, IkB-y, IxkB-£ ve Bcl-3 rol oynar. NF-xB’nin
aktivasyonunda en Onemli basamak IxB’larin 700-900 kDa multimerik kompleksler ile
fosforilasyonudur; bunun sonucunda IkB kinaz (IKK) kompleksi olusur. IKK kompleksi iki
katalitik alt tiniteden (IKK1 / IKKa ve IKK2/ IKKp ) olusur (61). IKKa ve IKKp kinazlari
NF-kB yolag:i icin iki kritik aktive edicidir. Bu iki kinaz ayni zamanda, p-Katenin
fonksiyonlarinin regiilasyonu agisindan da onem tasir (62). NF-«xB; icin gerekli alt
diizenleyiciler ise NEMO, IKK, FIP-3’tiir. NEMO’nun kendisi kinaz olmamakla beraber

onemli protein-protein iliskisine aracilik eder (63).

4.6.1. NF-xB Sinyal Yolu

NF-«xB; transkripsiyon faktorii olan bir protein kompleksidir. NF-kB; inhibitorii olan
IxB ile kompleks halde inaktif olarak sitoplazma iginde bulunur. Ligandlar, hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglandiklarinda, NF-xB’ nin uyan diizenleyici proteinleri olan, IxB-a
ve IkB-B’nin N-terminallerindeki serin 32 ve 36 kalintilari, fosforilize olur. Fosforilizasyon
sonrasi [kB’ler ubikuitinize olur ve proteolitik yolla yikilirlar. IkB nin yikimi sonrasi sitoplazmada
serbest kalan NF-kB nukleusa transloke olur. Aktive NF-kKB; nukleusta spesifik genlerin baslatict
veya arttirict bolgelerine baglanarak iliskili transkripsiyonu diizenler (64,65).
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Sekil 8: NF-«xB sinyal yolunun aktivasyon mekanizmasi (66).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASALLAR

1) 17-B-estradiol, Sigma

2) Hidroksiprogesteron kaproat, Schering,

3) HCG, Organon, 5000 TU/ml

4) NaCl, Atabay AT091-950

5) Na,HPO,, Riedel-de Hien 81890

6) NaH,PO,, Riedel-de Hien 8210A

7) HCI, Merck K23226314 632

8) DMEM, Sigma D5546

9) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

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

11) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C
12) Fetal S1gir Serumu, Seromed S0115

13) Anti-B-katenin antikoru, Cell Signaling Techonology, 9562
14) Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058

15) Anti NF-KB antikoru, Santa Cruz, Sc-109

16) Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

17) Aminoetilkarbazol (AEC), Lab Vision TA-060-HA
18) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

19) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

20) DMSO, Sigma D 2650

21) Borik Asit, Sigma B0252

22) Sodyum tetra borat, Sigma B0127

23) Tripan mavisi, Sigma
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5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Iyi diferansiye endometriyum tiimériinden elde edilmis hiicre soyu olan Ishikawa
hiicreleri, 1s1 ile inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 unite/ml
penisilin G, 100 pg/ml streptomisin) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s /F12 medyum
icerisinde 37 °C de %5 CO, ve %95 hava iceren nemli inkiibatorde biiyiitiildii. Deneylerde,
kontrol grubu hiicreler normal medyumlari icerisinde tutuldu. Ostrojenin etkilerini belirlemek
amactyla olusturulan deney grubunda medyum igerisine 0.4 pM 17-B-estradiol eklendi.
Progesteronun etkilerinin incelenecegi gruba 1 pg/ml hidroksiprogesteron kaproat uygulandi.
Insan koryonik gonadotropin grubuna ise 20 ng/ml ila¢ uygulandi. Tiim ¢alisma gruplarinda

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda deney sonlandirildi.

5.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

5.2.2.1. BrdU immiinositokimyasi

Hiicreler lameller iizerinde ekildikten 2 giin sonra PBS ile yikanip metanol ile 5 dakika
-20°C’de fikse edildi. Proliferasyon indeksi tayini icin S faza ozgii BrdU isaretlemesi
kullanildi. Anti- BrdU monoklonal antikoru ile immiinositokimyasal boyama yapilacak
hiicreler, fiksasyon éncesi BrdU (1mM) ile 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. PBS yikamalarini
takiben hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCl ile 37°C’de 30 dakika denatiire edildi. Borat
tampon ile (pH 8) noétralize edildikten sonra, PBS yikamalarim takiben spesifik olmayan
reaksiyonlart engellemek icin bloking islemi uygulandi (Histostain Plus Kit, Zymed).

Anti-BrdU mouse monoklonal antikoru (NeoMarkers) ile 1 saat oda 1sisinda (1.5/300)
inkiibe edildi. Sirasiyla streptavidin ve biyotin-HRP bagli sekonder antikorlarla 20 dakika
inkiibasyon gerceklestirildi (Histostain Plus Kit, Zymed). Aminoetilkarbazol (AEC)
kromojeni uygulamasi sonucu olusan spesifik kirmizi renk reaksiyonu, Olympus BX 50 151k

mikroskobunda degerlendirildi.
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5.2.2.2. p-katenin ve NF-kB Immiinositokimyasi

NF-xB ve [B-katenin ekspresyon diizey ve lokalizasyonlarinin immiinositokimyasal
incelemesi i¢in lameller iizerine ekilmis olan hiicreler -20°C de metanol ile 5 dakika fikse
edildi. Spesifik olmayan boyanmalar1 engellemek i¢in non-immiin serumla (Histostain Plus
Kit, Zymed) 20 dakika bloklama islemi yapildi. Bu islem sonrasinda anti-B-katenin
monoklonal primer antikoru ile Sul/ml dilisyonda, anti-NF-«B rabbit poliklonal primer
antikoru ile 3.5ul/ml diliisyonda oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
biotinle isaretli sekonder antikor 20 dakika uygulandi. PBS yikamalarim takiben streptavidin
enzim konjugatiyla 20 dakika inkiibasyon yapildi ve yikamalar sonrasinda AEC kromojeni
uygulandi. Kromojen asamasinda invert mikroskopta yapilan incelemede spesifik renk
reaksiyonu izlendikten sonra reaksiyon durduruldu. Su bazli kapatma soliisyonuyla Srnekler
kapatildi. Daha sonra Olympus BX 50 1sik mikroskobunda degerlendirilerek
fotograflandirildi.

5.2.3. istatistiksel inceleme

BrDU isaretli S fazindaki hiicrelerin orami ii¢ kez tekrarlanan deney sonuglarinin
degerlendirilmesiyle hesaplandi. Proliferasyon indeksi, mikroskop alanindaki pozitif isaretli
hiicrelerin/toplam hiicre sayisina orani alinarak bulundu.

Istatistiksel inceleme, Sosyal Bilimler icin Istatistik Programi (SPSS 10.0) ile coklu
grup karsilagtirmalart i¢in Krusker Wallis, ikili grup karsilastirmalart icin Mann Whitney-U
testleri uygulanarak degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul

edildi.
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6. BULGULAR

6.1. OSTROJEN, PROGESTERON VE HCG HORMONLARININ
ENDOMETRiIYUM HUCRELERINDE PROLIFERASYON UZERINE
ETKIiLERININ BROMODEOKSIURIDIN iLE GOSTERILMESI

Endometriyal siklus evrelerinde rol alan Gstrojen, progesteron ve implantasyonda rol
oynayan sinsisyotrofoblastlarca sentezlenen insan koryonik gonadotropinin endometriyum
hiicrelerinde proliferasyon iizerine etkileri S fazindaki hiicrelerin isaretlenmesi temeline
dayanan BrdU immiinositokimyasi ile gosterildi.

Kontrol grubu hiicrelerde saptanan BrdU isaretli S faz hiicreleri oram (56.50+7.87)
(Resim 1A) ile kargilagtirnldiginda 24 saatlik 17-B-0stradiol inkiibasyonu sonrasinda BrdU
isaretli hiicre oraninda (67.00+6.42) artig saptandi. Bu artis istatistiksel olarak ta anlamh

bulundu (p<0.05). Ayrica 6strojen uygulanan hiicrelerde BrdU inkorporasyonunda belirgin

| 53
HQ
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Resim 1A, B: Kontrol grubu endometriyal hiicrelerde BrdU isaretli S fazindaki hiicreler (A).

olarak artis izlendi (Resim 1B).

17-B-6stradiol inkiibasyonu uygulanan Ostrojen grubu hiicrelerde isaretli S faz hiicreleri ve

BrdU inkorporasyonunda artis izlenmekte (B).X600
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Progesteron ve insan koryonik gonadotropini uygulanan (Resim 1C ve 1D) deney
grubu hiicrelerde S fazindaki hiicrelerin oranlar (sirastyla 55.704£6.21 ve 57.30+5.41) kontrol
grubuyla benzer bulundu. Progesteron ve insan koryonik gonadotropini deney gruplarinin
proliferasyon indeksleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh
bulunmadi (p>0.05). Bu deney gruplarinda BrdU inkorporasyonunun da kontrol grubu

hiicrelerle benzer yogunlukta oldugu gozlendi.
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Resim 1C, D: Progesteron uygulanan endometriyal hiicreler (C) ve HCG uygulanan

hiicrelerde (D) kontrol grubuna benzer proliferatif hiicre oranlar1 izlendi. X600

6.2. OSTROJEN, PROGESTERON VE HCG HORMONLARININ
ENDOMETRiIYUM HUCRELERINDE B-KATENIN EKSPRESYONU
UZERINE ETKIiLERIi

Kontrol grubunda, [-katenin ekspresyonu endometriyal hiicrelerde plazma
membraninin intraseliiler smirlar1 boyunca belirgin olarak izlendi (Resim 2A). Ostrojen
inkiibasyonu sonrasinda, hiicrelerde B-katenin ekspresyonunda bir degisiklik gozlenmedi ve
ekspresyon kontrol grubu hiicrelere benzer sekilde membrana lokalize olarak izlendi

(Resim 2B).
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Resim 2A, B: Kontrol grubu (A) ve 17-B-6stradiol inkiibasyonu uygulanan (B) hiicrelerde
B-katenin ekspresyonu plazma membranina lokalize ve benzer immiin yogunlukta izlendi.

X600

Progesteron uygulanan deney grubunda, kontrol ve Ostrojen gruplarina benzer olarak
plazma membranina lokalize B-katenin ekspresyonu izlendi (Resim 2C). insan koryonik
gonadotropini ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise membran yerlesimli [B-Katenin

ekspresyonunun kismen azaldig izlendi (Resim 2D).

Resim 2C, D: Progesteron uygulanan endometriyal hiicrelerde B-katenin ekspresyon ve
lokalizasyonunda bir degisiklik izlenmedi (C). HCG uygulanan hiicrelerde (D) plazma

membranindaki B-katenin ekspresyonunda azalma izlendi.X600
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6.3. OSTROJEN, PROGESTERON VE HCG HORMONLARININ
ENDOMETRiIYUM HUCRELERINDE NF-kB EKSPRESYONU
UZERINE ETKIiLERI

NF-xB aktivitesi, NF-kB ailesinin alt iiyesi olan p65’e 6zgii anti- NF-kB primer
antikoru ile yapilan immiinositokimya ile belirlendi. Kontrol grubu endometriyal hiicrelerde
sinirlt bir niikleer NF-kB ekspresyonu izlendi (Resim 3A). 17-f 6stradiol uygulanan grubun
NF-xB ekspresyon diizeyi kontrol grubu hiicrelerle karsilagtirildiginda belirgin bir degisiklik
izlenmedi (Resim 3B).

Progesteron uygulanan grupta ise sitoplazmik NF-kB ekspresyonunda bir artis izlendi
(Resim 3C). HCG uygulanan deney grubunda ise NF-kB ekspresyon diizeyleri kontrol

ve Ostrojen gruplarina benzer 6zellikte izlendi (Resim 3D).

3A ’ 3B

Resim 3A, B: Kontrol grubu endometriyal hiicreler (A) ve 17-B 0Ostradiol uygulanan
hiicrelerde NF-kB ekspresyon diizeyi kontrol grubu hiicrelere benzer immiin yogunlukta

izlendi. X600
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Resim 3C, D: Progesteron uygulanan endometriyal hiicrelerde sitoplazmik NF-xB

ekspresyonunun arttig1 izlendi (C). HCG uygulanan hiicrelerde (D) ise NF-kB ekspresyonu
kontrol grubuyla benzerlik gostermekteydi. X600
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7. TARTISMA

Endometriyum, steroid hormonlarin kontrolii altindadir. Ostrojen, progesteron ve
HCG hormonlari, endometriyal siklus sirasinda énemli rol oynar. Endometriyal siklusun ilk
evresi Ostrojen hormonun kontrolii altindadir. Ostrojen hormonunun epiteliyal hiicrelerde
ve endometriyum bezlerinde proliferasyona yol acgtigi bilinmektedir (12). Calismamizda da
17-B ostradiol inkiibasyonu uygulanan deney grubunun proliferasyon degeri, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda isaretli S faz hiicre oraninin ve BrdU inkorporasyonun arttig1 izlenmistir.
Progesteronun, endometriyum yiizey epitel ve bezlerinde Ostrojenin etkisini inhibe ederek
proliferasyonu azalttigin1 bildiren calismalar mevcuttur (67,68). Calismamizda 24 saat
progesteron inkiibasyonu uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda inhibisyon izlenmedi. Bu sonug, progesteronun proliferasyonu inhibe edici
etkisinin zamana bagli olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir. Insan koryonik
gonadotropin hormonunun ise endometriyum stromal hiicrelerinde proliferasyonu inhibe edici
etki gosterdigi bildirilmistir (69,70). Ancak HCG’nin endometriyum yiizey epiteli ve bez
hiicrelerinde proliferasyon {iizerine olan etkileri in-vivo ve in-vitro calismalarla netlik
kazanmamistir. Calismamizda epiteliyal endometriyum hiicrelerinde, deney grubuna
uygulanan doz ve siirede HCG’nin proliferasyon oranlarini artirici ya da inhibe edici bir etkisi
gozlenmemistir. Elde ettigimiz sonu¢ bize epiteliyal hiicrelerin stromal hiicrelerden farkli
ozellik gosterdigini diisiindiirmektedir.

Adezyon molekiilleri; implantasyonun gerceklesmesinde, trofoblastin endometriyuma
invazyonunda ve sinirlandirilmasinda 6nemli rol oynar (19). Ayrica, merkezi sinir sisteminde
hiicresel olusum ve farklilagsmada, fonksiyonel baglantilarin kurulmasi, hiicre i¢i ya da
hiicreler arasi1 sinyal iletiminin diizenlenmesinde, hiicre hareketlerinin organizasyonunda,
immiin ve inflamatuar yanitin ortaya ¢ikmasinda adezyon molekiillerinin oldukca 6nemli
rolleri oldugu tanimlanmistir (29,30).

Kaderin; adezyon molekiillerinden biri olup, kateninlerle kompleks olusturarak
hiicreler aras1 adezyonu diizenler. E-kaderinin, doku farklilasmasinda, ozellikle de
embriyonun preimplantasyonunda 6nemli rolii oldugu ileri siiriilmektedir (30). E-kaderin
ektoderm veya endoderm kaynakli prolifere olan tiim epitelyal hiicrelerde eksprese edilir.
E-kaderin epitelyal hiicreler arasinda adezyon olusumunda ve onlar1 bir arada tutmada anahtar

role sahiptir (71). E-kaderin hiicre iskeletine a, B ve y katenin molekiilleri araciligyla baglanir.
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B-katenin hiicre-hiicre adezyonunda, wnt sinyal yolaginda, embriyonik gelisimde,
hiicre farklilasmasinda ve malign tiimor transformasyonunda rol oynayan multifonksiyonel
bir proteindir (42). E-kaderin, a ve PB-katenin mRNA’s1 endometriyumun proliferasyon
evresinde sekretuar fazla karsilastinldiginda anlamli sekilde diisiikk bulunmustur (72).
Ostrojen hormonu kontroliinde gergeklesen proliferasyon evresi ve progesteron kontroliinde
gerceklesen sekretuar evreye ait in-vitro ¢caligma modeli gruplarimizda (-katenin ekspresyon
diizeylerinde bir farklilik saptamadik. Sican ovaryumlarinda yapilan bir calismada, HCG
verilmesi sonrasi o-katenin ve E-kaderin ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (73).
Ayrica korpus luteumda yapilan bir calismada HCG verilmesini takiben okludin protein
ekspresyonunda azalma saptanmistir (74). Mevcut calismalar HCG’nin reprodaktif organ
ve olusumlarda hiicre adezyon molekiillerinde bir azalmaya yol acgtigim gostermektedir.
Biz de, endometriyal epitel hiicrelerinde HCG hormonu ile inkiibasyon sonrasinda membran
yerlesimli B-Katenin ekspresyonunun azaldigimi tespit ettik. Bu bulgu, implantasyon
doneminde trofoblastlarin invazyonu siirecinde endometriyum hiicreleri arasindaki adezyon
molekiilleri ekspresyonunda olas1 bir degisikligin gerceklestigini diisiindiirmektedir.

Ovaryum yiizey epiteli hiicrelerinde gonadotropinlere yanit olarak N kaderinin
azaldig1 ve B-kateninin hiicre zarindan, sitoplazmaya ve nukleusa dogru dagilim gosterdigi
bildirilmistir. Kaderinin olmadigi ortamda ise PB-katenin birikiminin, indiikklenmis TCF
transkripsiyon aktivasyonuna neden oldugu ileri striilmiistir (75). Calismamizda
endometriyal epitel hiicrelerinde HCG varhiginda adezyon bolgesinde azalmis bulunan
B-kateninin ekspresyonunun sitoplazmik yada niikleer ekspresyona yol agmadigim gordiik. Bu
sonuglar, wnt sinyal yolundan bagimsiz etki gosterdigini ve PB-kateninin fosforile olarak
yikildigini diisiindiirmektedir.

NF-«kB, transkripsiyon faktorii olan bir protein kompleksidir. Biitlin hiicre tiplerinde
bulunur. NF-xB; yangi olayinda ve enfeksiyonlara karsi immiin cevabin hazirlanmasinda
anahtar rol istlenir (61). NF-kB de B-katenin gibi, gen ekspresyonu ve hiicresel proliferasyon
acisindan onemli bir regiilator proteindir (76). B-katenin seviyelerinin regiilasyonunda énemli
bir rolii bulunan GSK-3f’nin; NF-xB aktivasyonunun regiilasyonu a¢isindan da onemli bir
kinaz oldugu ortaya cikarilmistir (62).

Endometriyal siklusun ii¢ evresi degerlendirildiginde; Ostrojenik ve mensturasyon
evrelerinde NF-xB’nin aktif oldugu, progesteronun ise aktivitesini azalttigi bildirilmistir (5).

Progesteron reseptoriinden yoksun nakavt farelerde uterusta yiiksek inflamasyon goriilmesi

25



sonucu, progesteron reseptor aktivitesinin NF-kB aracili inflamatuar cevapda etkili oldugu
ileri siiriilmiistiir (77). Shyamala ve Guiot’a gore; ekzojen Ostrojen, fare uterusundaki NF-«xB
aktivasyonunu indiiklemektedir (78). In-vitro deneyler; progesteronun, progesteron reseptorii
ve pb5 proteini arasindaki inaktif kompleks formasyonunu indiikleyerek NF-xB’nin
transkripsiyonel aktivasyonunu baskiladigimi ortaya cikarmistir (79). Calismamizda,
progesteron uygulanan grupta anti-NF-kB’nin p65 alt {initesine ait immiin ekspresyonun
sitoplazmik oldugu ve diger deney gruplarina gore artmis oldugu izlendi. Sitoplazmik
lokalizasyonlu ekspresyon NF-kB’nin inaktif formda oldugunu gostermekte ve progesteronun
NF-xB aracilt inflamatuar yanit olusumunu inhibe ettigini desteklemektedir. Ancak Ostrojen
uygulan deney grubu, kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda NF-kB’nin transkripsiyon
aktivasyonunu artirdigini destekleyen niikleer ekspresyon artisi tespit edilmemistir.
Implantasyon  donemi  endometriyumun  inflamatuar  bir  siireci  olarak
degerlendirilmekte ve NF-kB sinyal yoluyla iliskilendirilmektedir. Implantasyon ve ilk
trimestirde endometriyal NF-kB’nin immiinsupresif mekanizmanin diizenlemesiyle iliskili
olarak inhibe oldugu ileri siiriilmiistiir (80). Calismamizda ise HCG uygulanan deney
grubunda NF-kB ekspresyon diizeyinde kontrol grubu hiicrelerle karsilastirildiginda bir
inhibisyon izlenmedi. Ancak NF-xB ve implantasyon siirecine iliskin yeterli veri mevcut

olmayip bu iligkinin farkl in-vivo ve in-vitro deney modellerinde arastirilmasi gerekmektedir.
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8. SONUC

Endometriyum steroid hormonlarin etkisi altinda siklik degisikliklere ugrayan dinamik
bir dokudur. Siklik degisiklikler endometriyumu olas1 bir fertilizasyon icin hazirlar.
Fertilizasyon gerceklesirse gelisen blastosistin endometriyuma implantasyonundan
sonra gebeligin devaminda steroid hormonlarin yani sira HCG’de rol oynar.
Calismamizda, endometriyum hiicrelerinde 17-B-0stradiol inkiibasyonunun kontrol
grubuyla kargilastinldiginda BrdU isaretli S faz hiicre sayisim1 anlamli olarak artirdigi
saptandi. Progesteron ve HCG hormonlarinin ise hiicre proliferasyonu iizerine bir
etkisi saptanmadi.

Hiicre-hiicre adezyonunda rol oynayan B-katenin proteininin kontrol grubu hiicrelerin
plazma membran sinirlari boyunca eksprese oldugu izlendi. Steroid tiirevi,
17-B-0stradiol ve progesteron hormonlarinin bu ekspresyon diizeyinde herhangi bir
degisiklige yol agmadigi izlendi. HCG uygulanan hiicrelerde membrana lokalize olan
B-katenin ekspresyonunun azaldig izlendi.

17-B-ostradiol ve HCG uygulanan hiicreler kontrol grubuyla karsilagtirildiginda,
hiicrede inflamatuar yanitin olusmasiyla iligkili olan NF-xB aktivitesinde bir
degisiklik izlenmedi. Progesteron uygulanan hiicrelerde ise NF-xB’nin inaktif formu
olan sitoplazmik NF-kB ekspresyonun arttig1 izlendi.

Endometriyumun siklik degisikliklerinin diizenlenmesinden sorumlu O&strojen ve
progesteron hormonlar ile trofoblastik hiicrelerce iiretilen gebelige 6zgii HCG’nin
endometriyumda hiicre proliferasyonu, B-katenin diizenlenmesi ve NF-xB inflamatuar

hiicre yamitinin gelismesinde farkli etkilere sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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