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1. OZET

Endometriyum streoid hormonlarin kontroliinde, reprodaktif yasam siiresince aylik
siklus donemlerinde dejenerasyon, proliferasyon ve diferansiyasyona ugrayan bir dokudur.
Endometriyum hiicrelerinin ugradigi bu biyolojik degisiklikler baslica Ostrojen ve
progesteron steroid hormonlar: tarafindan diizenlenir. Gergeklesen implantasyonu takiben
ise insan koryonik gonadotropin hormonu (HCG) progesteronun devamliligini saglayarak
gebelik siirecinde onemli bir rol iistlenir. Ostrojen, endometriyumun epitel ve stromal
hiicrelerinin proliferasyonunda 6nemli rol oynar. Progesteron ise proliferasyonun
inhibisyonu ve desidualizasyon olaylarinin diizenlenmesinde gorev alir.

Calismamizda Ishikawa endometriyum epitel hiicrelerinde 17-B-0stradiol,
progesteron ve HCG’nin hiicre proliferasyonu ve hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol
oynayan p53 ile p21 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri iizerine olan etkileri incelendi.
Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) nin immiinositokimyasal (ISK) boyamas ile hiicre
siklusunun Gi, S, G; ve M fazlarinda olan hiicreler isaretlendi. Ayrica 5- bromo2’-deoksi-
tiridin (BrdU) isaretleme yOntemi ile S faz hiicre oranlar1 degerlendirildi. 17-B-6stradiol
uygulanan grupta PCNA isaretli hiicreler ile kontrol grubu arasinda bir fark izlenmedi
ancak S faz proliferasyon oraninda anlamli bir artis tespit edildi. Proliferasyon oraninda
izlenen artis ile p53 ve p21 protein ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda bir iliski
gozlenmedi. Progesteron ve HCG uygulanan hiicre gruplarinin proliferasyon oranlar1 ve
p53, p21 protein ekspresyon diizeyleri ise kontrol grubuna ¢ok yakin degerlerde tespit
edildi.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, 17-B-6stradiol, progesteron ve HCG
hormonlarinin deneyde uygulanan konsantrasyon ve siirelerde Ishikawa hiicrelerinin
proliferasyonunun diizenlenmesinde p53 ve p2l1 protein ekspresyon diizeylerini

etkilemedikleri sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

The endometriyum is a tissue that can develop degeneration, proliferation and
differentiation during monthly cycle periods during the entire duration of reproductive life,
under control of steroid hormones. Oestrogen and progesterone steroid hormones primarily
regulate the biological changes of endometriyum cells. On the other hand, following the
completion implantation, the human chorionic gonadotropine hormone (HCG) plays an
important role in pregnancy by ensuring the continuation of progesterone. Oestrogen plays
a major role in the proliferation of endometriyum epithelium and stromal cells. On the
other hand, progesterone regulates the proliferation inhibition and desidualisation
processes.

The study examined the effect of 17-B-oestradiole, progesterone and HCG on cell
proliferation and the effect of cell cycles regulating pS3 and p21 protein on expression
levels of Ishikawa endometriyum epithelium cells. Cells in the Gy, S, G, and M phases of
cellular cycle were marked with immunohistochemical (ISK) marking of proliferated cell
nuclear antigen (PCNA). S phase cell rates were also assessed using 5- bromo 2-deoxi-
uridine (BrdU) marking method. No difference was observed between the PCNA marked
cells and control group subject to 17-B-oestradiole however, a significant increase was
recorded in the rate of S-phase proliferation. No relation was identified in the comparison
of increase in proliferation rate and p53 and p21 protein expression levels. The
proliferation rates of cells subject to progesterone and HCG and p53 and p2l protein
expression levels were identified to have very close values to control group.

In light of the findings, it has been concluded that the 17-B-oestradiole, progesterone
and HCG hormones at concentrations and durations of experiment, do not effect the p53

and p21 protein expression levels during the proliferation regulation of Ishikawa cells.



3. GIRIS VE AMAC

Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olugsmaktadir. Bu tabakalar, fonksiyonel
ve bazal tabaka olarak adlandirilir (1). Endometriyal siklus evrelerinin kontrolii dstrojen ve
progesteron hormonlarinin kontroliinde gergeklesir (2). Ostrojenler endometriyum iizerine
etki ederek hiicre ¢ogalmasina yol agar. Uterusun damarlanmasini, kas kitlesinde artisi
saglayarak infantil uterusu eriskin tipe doniistiiriir. Gebelikte uterustaki biiylime, oncelikle
Ostrojene baghdir. Ayrica Ostrojen, menstiirasyon sirasinda kaybedilen endometriyumun
yeniden olugmasini saglar (1). Progesteron Ostrojenin etkilerini antagonize etmektedir (3).
Ayrica endometriyal bezlerin salgi yapmasina ve blastosistin implantasyonu igin
endometriyumun  hazirlanmasina neden olur (4). Embriyonun endometriyuma
imlantasyonu uygun miktardaki &strojen ve progesteron ile saglanir. Implantasyonu
takiben embriyonun trofoektoderm tabakasindan farklilagan sinsitiyotrofoblastlarca HCG
sentezlenir. HCG ise plasenta gorevi lstlenene kadar korpus luteumdan progesteron
salinimini uyarir (1).

Hiicre siklusunda ge¢ G; ve S fazlarinda sentezlenen ve DNA replikasyon proteini
olan PCNA, anti-PCNA monoklonal antikorlarin varligi ile proliferasyon hizim
gostermede kullanilan bir proteindir. BrdU ise timidin analogu olup sadece S fazina 6zgii
bir isaretleyici olarak kullanilir (5,6).

Hiicre biiylimesinin aktivasyonu siklin, siklin bagimli kinazlar (Cdk)’lar aracilig1 ile
biiylimenin inhibisyonu ise siklin bagimli kinaz inhibitorii (CdkI) proteinler araciligr ile
olmaktadir. p21, hiicre siklusunu siklin-Cdk kompleksine baglanarak regiile eden ve CdkI
protein ailesinin bir {iyesidir. Hiicre siklusunun G; fazinda durmasini saglayarak negatif
diizenleyici olarak iglev goriir (7,8). Benzer sekilde hiicre siklusunda énemli goreve sahip,
timor supressor genlerin en onemlilerden biri ve insan tiimorlerinde genetik degisimin en
stk hedefi olan p53, G; ve G, kontrol noktalarinda siklusun durdurulmasinda, G, fazinin
baglatilmasinda ve devamliliginin saglanmasinda iglev gormektedir. Ayrica DNA sentezi,
onarimi ve programli hiicre 6liimiiniin kontroliinde rol alir. p53’iin inaktivasyonu; hiicrenin
G, fazindaki kontroliinlin degismesi ve hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile

sonu¢lanmaktadir (9,10).



Calismamiz da, endometriyum hiicrelerinin in-vitro incelemeleri i¢in uygun bir
model oldugu kabul edilen Ishikawa hiicre soyunda endometriyum fonksiyonlarmin
diizenlenmesinde rol alan Ostrojen, progesteron ve HCG’nin proliferasyon ve
proliferasyonu diizenleyen p53 ve p21 protein ekspresyon diizeyleri iizerine etkilerinin

incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. HUCRE SIKLUSU

Hiicre siklusu siirekli olarak bdliinen bir hiicrede birbirini izleyen iki mitoz
arasindaki stireci kapsar ve dort fazdan olusur. G;- S- G; fazlar li¢ basamakli interfaz
evresidir ve bu fazi izleyen dordiincii ve son basamak M fazidir. Gy fazi, viicuttaki
hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun bulundugu dinlenme evresi olarak isimlendirilen evredir.

Uygun uyaranlar oldugunda hiicreler G; evresine gegerek dongiiye katilirlar (Sekil 1).

Hicre =iklugunun

Hiicre bilinmesi
bazlangici

{rmitoz)

Mitoza

hazirhk Hiicre

G1 biyimezi

'® .

replikazyenu /‘/\pﬂ

Sekil 1: Hiicre siklusunun sematik goriiniimii (11).

G, fazi: RNA ve protein sentezinin yapildig1 ve hiicre siklusunun en uzun siiren
evresi olan G; fazinin siiresi, hiicre tipine, hiicrenin organizmadaki roliine ve c¢evresel

kosullara gore farklilik gosterebilir.



S faz1: 7-8 saat siiren bu fazda DNA sentezi baslatilir. RNA ve protein sentezi de devam
eder.

G, fazi: Bu faz boyunca hiicrelerde DNA tamiri yapilir ve hiicre mitoza hazirlanir.
Eger replike olmamig veya hasarli DNA saptanirsa, G, fazinda gecikme meydana gelerek
bu hasar onarilmaya calisilir. Bu kontrol noktasindaki enzimlerde olusabilecek defektler
kansere neden olabilir. Bu fazin siiresi 1-6 saattir.

M fazi: 1-2 saat siiren mitozun olustugu fazdir. Mitoz, hiicrenin cekirdek ve
sitoplazmasinin boliinmesini igeren kisa bir zaman dilimidir ve iki hiicre olusmasiyla
sonlanir. Profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes farkli fazdan

olusur (12-16).

4.1.1. Hiicre Siklusunun Kontrolii

Cok hiicreli organizmalarin gelisimi i¢in hiicre proliferasyonunun diizenli olarak
kontrol edilmesi gerekmektedir. Hiicre siklusu diizenlenmesi Cdk ve cesitli diizenleyici
proteinler araciligi ile saglanir. Siklinler, hiicre siklusunun sistematik big¢imde islevini
siirdlirmesini saglayan proteinlerdir. DNA sentezinin dncesinde uyarilmaya baglarlar ve
artig gosterirler. Aktif Cdk kompleksinin sentezi ve inhibisyonu CdkI ile de diizenlenir.
Cdk aktivitesi diizenli olarak kontrol edilmez ise bu durum artmis hiicre ¢ogalmasina ve
genomik instabiliteye neden olur ve bu da hiicrenin Oliimsiizliik kazanmasi veya
kanserlesmesi ile sonuglanir. Hiicre siklusunda Cdk'larin aktivitesini diizenleyen ve negatif
kontroliinden sorumlu olan CdkI'leri 1993-1995 yillarinda tanimlanmigslardir. CdkI'lar;
INK4 ve Cip/Kip olmak iizere iki alt sinifa ayrilirlar. Her bir sinif iiyesinin inhibisyon
hedefleri farklidir. INK4 smf iiyeleri p15, pl6, pl8 ve pl9, Cip/Kip protein ailesi ise
p2lcip, p27 kip ve p57 kip2'den olusur (10,17,18). DNA hasar1 sonucu, Cdk inhibitorii
p21" in transkripsiyonunu aktive eden p53 uyarilir. p21, siklin-Cdk komplekslerinin genel
bir inhibitoriidiir ve PCNA’ya baglanarak DNA replikasyonunu inhibe eder. Boylece hiicre
siklusu durdurularak, hasarli DNA'nin replike olmadan 6nce onarilmasi i¢in gerekli zaman

saglanir (8).



4.1.1.1. p53 Proteini

p53 proteini 53 kd’luk bir protein olup, p5S3 geni tarafindan kodlanir. p53 geni ilk defa
David Lane tarafindan 1979'da tarif edilmistir (19) bu genin ilk yillarda sadece onkogen
gorevine sahip oldugu disliniilmiistiir fakat daha sonralar1 normal p53 geninin timor
olusumunu baskiladigi, yalnizca mutant formunun anormal hiicre biiylimesinde rol
oynadigr anlagilmistir. Tiimor supressor genlerin en Onemlilerden biri ve insan
tiimorlerinde genetik degisimin en sik hedefi olan p53, 17. kromozomun kisa kolunda
yerlesik (10), 20kb uzunlugunda olan, iizerinde ISK’sal ydntemler yaninda sitogenetik ve
molekiiler diizeyde en fazla ¢aligma yapilmis olan gendir (19-23).

Normalde diisiik seviyelerde bulunan p53 proteininin, hiicreler DNA hasarina maruz
kaldiginda veya anormal bir sekilde boliinmeye basladiginda miktar artar (19,24).

p53, hiicre c¢ogalmasini kontrol etmektedir. DNA sentezi, onarimi, apopitozun
kontroliinde rol alir, nukleusda etkilidir, hiicre siklusunu inhibe eder. DNA hasar1 olustugu
zaman, p53’ln hiicre i¢inde miktar1 artarak hiicre siklusunu G; fazinda durdurur. Bu
duraklama DNA hasarinin tamir edilmesi i¢in gerekli olan zamani saglar. p53 bu gorevini p21
olarak bilinen CdkI’nii aktive ederek gerceklestirir. Hasarlit DNA onarilirsa hiicre siklusu
kaldig1 yerden devam eder. Eger DNA hasar diizeltilemez ise hiicre boliinmesine devam etmez
ve apopitoza yonlendirilir (Sekil 2). Onarlmayan DNA hasarlar1 kansere neden olabilecek
mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir. p53, G; fazinin baglatilmasinda ve devamliliginm
saglanmasinda islev gormektedir. Mitozdan dnce meydana gelen G, fazi ile DNA cift iplik
yapisindaki kirik bolgelerin onarilmasi saglanmaktadir (20-24).

Diinya genelinde her yil yaklagik olarak 6.5 milyon yeni kanser olgusu goriilmektedir. Bu
olgularin yaklasik 2.4 milyonunda ise p53 mutasyonlarmin varligindan sz edilebilir (25).

Insan ve hayvan kanserlerinde en sik rastlamlan molekiiler olaylardan biri p53
genindeki anormalliklerdir ve p53 gen mutasyonu tiim insan kanserlerinin %30-70’sinde
saptanmistir. Bu gen, insan tiimorlerinde en sik mutasyona ugrayan gen olarak

bilinmektedir (26,27).



4.1.1.2. p21 Proteini

p21 proteini, CdkI adi verilen, hiicre siklusunu siklin-Cdk kompleksine baglanarak
kontrol eden protein ailesinin bir iiyesidir. Hiicre biiyiimesinin aktivasyonu siklin ve
Cdk'lar araciligi ile biiylimenin inhibisyonu ise CdkI proteinler araciligi ile olmaktadir. p21,
Gy hiicrelerde ya hi¢ eksprese edilmemekte ya da diisiik miktarlarda eksprese edilmektedir.
Hiicre siklusu siirecinde p21, negatif diizenleyici olarak islev goriir ve temel islevi hiicre
siklusu kontrolindeki Cdk’nin inaktivasyonudur. p21 bu islevi ile siklin-Cdk
komplekslerini inhibe ederek hiicre siklusunun durmasina neden olur ve ayni zamanda
apopitozda da onemli role sahiptir. DNA hasariin olugmasi hiicredeki p53 proteininin
artmasma neden olur. p53 proteini ile aktive olan p21, Cdk'lara baglanir ve hiicre
siklusunun Gj fazinda durmasina neden olur. Ayrica p21, PCNA'ya baglanarak hasarli
hiicrede DNA replikasyonunu durdurur ve hasarin tamirine olanak tanir. p21, diger bazi
proteinler ile de etkilesime girerek, hiicre siklusu kontrolii disinda hiicresel yaslanma,

diferansiyasyon, apopitoz ve karsinogenezde de gérev alir (Sekil 2) (7,8,18,19).

DNA
HASARI

4 cdk

Aktivitesi
/ l

T WAF1/CIPI
p53 - (p21) Hiicre
Protein Expresyonu Siklusu
Birikimi * Durmast

T p53 fin

Transkripsiyon- 1

Replikasyon DNA
Tamir Faktérlerine Tamiri
Baglanmas:

Sekil 2: DNA hasar1 p53 birikimine neden olur. p53 birikimi, p21 gibi diger genlerin
ekspresyonlarini etkiler (24).



4.1.2. Hiicre Proliferasyon Isaretleyicileri

4.1.2.1. BrdU inkorporasyonu

Hiicre proliferasyonu sirasinda DNA sentezinin dlgiilmesinde kullanilir. Bir nitrojen
baz analogu olan BrdU, proliferasyondaki hiicreleri isaretlemek icin siklikla
kullanilmaktadir. Timidin analogu olan BrdU, DNA replikasyonu esnasinda timidinin

yerini alarak DNA’nin yapisina girer ve ISK’sel yontem ile gériintiilenebilir (6,28).

4.1.2.2. PCNA Ekspresyonu

Prolifere olan hiicreleri gdstermek amaciyla kullanilan isaretleyicilerden biri olan
PCNA, DNA polimeraz deltanin kofaktorii olarak fonksiyon goren, 36 kilodalton molekiil
agirhiginda, hiicre proliferasyonu ile iliskili niikleer nonhiston bir proteindir. Ilk defa 1978
yilinda Miyachi, sistemik lupus eritematozlu hastalarin serumunda prolifere olan hiicre
antijenleriyle reaksiyon veren otoantikorlarin varligmni bildirmistir. Mathews ve arkadaglar
PCNA ile siklinin ayni protein oldugunu ortaya koymuslardir. Prolifere olan hiicrelerde
PCNA seviyeleri G, faziin ortasinda yilikselmeye baslayarak S faz1 boyunca yliksek kalir, G, ve
M fazda tekrar azalmaya baslayarak G; fazindaki seviyeye diiser. PCNA'nin ayni1 zamanda
polimeraz deltadan bagimsiz olarak DNA tamir sentezinde gorev aldigi bildirilmektedir
(5,29,30).

4.2. ENDOMETRIYAL SIiKLUS

Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalar,
menstruasyon sirasinda dokiillen fonksiyonel tabaka ve menstruasyon sirasinda
dokiilmeyen, menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya kaynak
olusturan bazal tabakadir.

Endometriyal siklus 28 giin siirer ve menstrual, proliferatif ve sekretuar olmak iizere
birbirini izleyen 3 evreye ayrilir:

1. Menstrual Faz: Bu evre siklusun baslangici olarak bilinir. Menstruasyon siiresince

endometriyumun yiizey ve orta tabakasi dokiiliir, bazal tabaka saglam kalir.



2. Proliferatif Faz: Yaklagik 9 giin siiren bu evrede olgunlasan ovaryum folikiillerinde
iretilen Ostrojenin uyarici etkisiyle endometriyum kalinlhig artar.

3. Sekretuar Faz: Ovulasyonun oldugu bu evre yaklasik 13 giin siirer. Bu evre sirasinda
endometriyal bezler salgilama yapmaya baslar. Bu donemde korpus luteum biiyiir, gelisir
ve islevsel hale gelir. Bu evre, korpus luteumda {iretilen dstrojen ve progesteron tarafindan
kontrol edilir.

Eger oosit fertilize olmazsa, ovulasyondan 10-12 giin sonra korpus luteumda
gerileme ve dejenerasyon gozlenir. Ostrojen ve progesteron diizeyleri diismeye baslar,
endometriyumda sekretuar fazin son giinii gelisen iskemiyi takiben mensturasyon baslar.

Eger oosit fertilize olursa, endometriyum lamina propriyasindaki stromal hiicreler
artan progesteron diizeyine yanit olarak lipit ve glikojen depolar ve bu endometriyal
degisiklikler desidual reaksiyon olarak adlandirilir. Desidual reaksiyon sonucunda
endometriyal stromal hiicreler biiyiir. Blastosistin implantasyonu, hormonal olarak
hazirlanmis  endometriyuma, desidual hiicrelerle ¢evrilmis ve salgilama yapan
endometriyal bezlere baghdir. Ayrica progesteron diizeyinin yiiksek olmasi
miyometriyumun olduk¢a hareketsiz kalmasini saglar (1,4).

Insan gelisimi fertilizasyon ile baslar. Fertilizasyon, birbiri ile iliskili karmasik
olaylar dizisidir ve spermle oositin birlesmesiyle baslar. Fertilizasyondan yaklagik 3 giin
sonra mitozun olusturdugu yariklanma ile olusan 12 veya daha fazla blastomerli morula
uterusta yol alir. Morulanin uterusa girmesinden kisa bir siire sonra morula iginde siviyla
dolu bir bosluk gelisir ve bdylece blastosist olusur. Blastosist; i¢ hiicre kitlesi, blastosist
boslugu ve trofoblast tabakasindan olusur (4).

Insan embriyo implantasyonu; blastosistin duyarli uterus endometriyumuna
yapismasi ile baslayan sirali kompleks bir olaydir. Yapismay1 saglamak icin uterus epitel
hiicreleri trofoblastin apikal u¢larina baglanma amaciyla gelisirler. Uterus hiicrelerinin bu
duyarli durumu, azalmis glikokaliks kalinlig1 ve apikal plazma membranindaki degismis
protein ve glikoprotein kompozisyonu ile saglanir (31).

Fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra blastosist genellikle i¢ hiicre kitlesine yakin
bolgeden endometriyum epiteline tutunur ve hemen bunun ardindan trofoblast tabakasi iki
farkl1 tabakaya ayrilir. Bu tabakalar sitotrofoblastlardan olusan i¢ tabaka ve
sinsitiyotrofoblastlardan olusan dis tabakadir. Sinsitiyotrofoblastlar endometriyal epitel ve

altindaki bag dokusu i¢inde ilerlemeye baslar (4). Gelisen embriyodaki trofoblast hiicreleri,
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anneden fetusa oksijen ve besinlerin tasinmasi yaninda implantasyon siireci esnasinda
blastosistin endometriyuma tutunmasindan baglayarak gebeligin basindan sonuna kadar
diger islevlerin yerine getirilmesinde de gorevli hiicrelerdir. Gebeligin devamini saglayan
bu islevler; uterus dokusuna diizenli invazyon, ¢ogalma, farklilasma ve immuno-endokrin
fonksiyonlardir (32). Koryondaki sinsitiyotrofoblastlardan HCG iiretilmeye baslar, bu
hormon korpus luteumdan 6strojen ve progesteron salgilanmasini devam ettirir. Yaklasik 1

hafta sonra blastosist endometriyuma yiizeysel olarak implante olmustur (4).

4.3. HORMONLAR VE ENDOMETRIYUMDAKI ETKILERI

4.3.1. Ostrojen

Dogal olarak viicutta sentezlenen Ostrojenler; Ostradiol, Ostriol ve Ostron’dur Etki
giici en yiiksek olan Ostradioldiir. Premenopozal donemde Ostrojenin %75’ over
kaynaklidir. Postmenopozal donemde ise adrenal korteks en dnemli kaynaktir. Adrenal
bezde sentezlenen androstenedion periferde Ostrojenlere doniistiiriiliir. Overlerde ise
folikiiliin graniiloza hiicrelerinden sentezlenir, folikiiliin serbest kalmasiyla beraber korpus
luteumdan Ostrojen tiretilir (33).

Ostradiol, a-2 globiilin yapisindaki seks hormonu baglayan globiilin (SHBG) ve
albliminle birlikte taginir (34).

Ostrojen endometriyumun geligsmesini saglar. Uterusun damarlanmasini, kas
kitlesinde artis1 saglayarak infantil uterusu erigkin tipe donistiiriir. Gebelikte uterustaki
biiyiime, oncelikle 6strojene baglidir. Ostrojenler endometriyum iizerine etki ederek hiicre
cogalmasina yol agar ve mensturasyon sirasinda kaybedilen endometriyumun yeniden
olusmasini saglar. Ostrojen iireme sisteminin diger béliimleri {izerine etki ederek, drnegin
oviduktun epitel hiicrelerinde silya iiretimini saglar (1).

Oral kontraseptifler gibi Ostrojen diizeyini diisiiren veya progesteron diizeylerini
ylikselten faktorler ve dogum sayisinin artmasinin endometriyum kanserine karsi koruyucu
etkileri vardir (35). Ovaryal siklusa bagli olarak ovaryumdan salgilanan Ostrojen ve
progesteronun etkisinde endometriyum siklik degisikliklerle implantasyona en uygun

dokuyu hazirlar.
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Ostrojenler miiller kanalindan gelisen organ ve dokular iizerinde neoplazma
olusmasma ve hiicresel proliferasyona neden olur. Bunun aksine progestagenler ise

Ostrojenlerin hedef organlar iizerine olan etkilerini inhibe ederler veya kontroliinii yaparlar

(36).

4.3.2. Progesteron

Progesteron adrenal korteksten, oviilasyonu takiben korpus luteum’dan elde edilir.
Gebelik olustugu taktirde bir slire daha korpus luteumdan progesteron salinir. Korpus
luteumun dejenere olmasiyla beraber plesentadan fiiretilir. Progesteron, gebeligin hemen
tim evrelerinde plasentadan elde edilebilir. Bu da gebeligin siirdiiriilmesinde gerekli
oldugunu gostermektedir (4).

Ostrojen ve progesteron disi iireme sisteminin organlarmi kontrol ederler. Epitel
hiicrelerinin ve bag dokusunun ¢ogalmasi ve farklilasmasi bu hormonlarin etkisiyle
gerceklesir (1, 37).

Progesteron miyometriyumun diiz kas hiicrelerinde kasilmalar1 baskilar yoksa
embriyonun implantasyonu tehlikeye girebilir.

Progesteron, uterus bezlerini daha genis, daha kivrimlhi ve salgilama evresine gore
daha fazla salgi iiretebilir hale getirirek, endometriyal bezlerin salgi yapmasina ve
blastosistin implantasyonu i¢in endometriyumun hazirlanmasina neden olur (4) ve uterus
mukozasinin gebelik boyunca korunmasini saglar (1).

Endometriyal kanserlerde 0strojen ve progesteron reseptorlerinin kantitatif degerleri
cesitlilik gosterir. Ancak genellikle normal siklik endometriyumdan daha diisiik diizeylerde
bulunur. Hormon reseptorlerinin varliginin tiimor derecesi ve prognozla iligkili oldugunu

bildiren ¢ok sayida ¢aligsma vardir (38).
4.3.3. HCG

HCG, embriyonun trofoblastik tabakasindaki sinsitiyotrofoblast hiicreleri tarafindan
sentezlenir. HCG korpus luteumu uyaran sinyaller gondererek korpus luteumun aktivitesini

devam ettirir ve gebelik siiresince gerekli olan progesteronun ilk 3 ay boyunca korpus

luteumdan salinmasini uyarir (39,40).
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HCG gebelik testleri igin temel olusturur. ileri derecede duyarli radioimmunoassay
teknigi, HCG ve gebeligin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu testlerde kullanilan antikorlar
hormonun alt iinitesi i¢in spesifiktir. Kisi gebe oldugunun farkinda olmasa bile, ikinci
haftanin sonunda (+) bir gebelik testini gosterecek diizeyde HCG sinsitiyotrofoblastlar

tarafindan tretilir (4).

4.4. ISHIKAWA HUCRE SOYU

Ishikawa hiicreleri, insan uterus epitel hiicre dizisidir ve insan embriyo
transplantasyonundaki islemler igin alternatif bir model teskil etmektedir (31). lyi
diferansiye olmus insan endometriyal adenokarsinoma hiicreleri olan Ishikawa hiicreleri
Ostrojen ve progesteron reseptorii tasimaktadir. Bu ylizden implantasyon biyolojisi

calismalari i¢in uygun bir model olarak kullanilmaktadir (41).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiIMYASALLAR

1) 17-B-estradiol, Sigma

2) NaCl, Atabay AT091-950

3) Na,HPO4, Riedel-de Haen 81890

4) NaH,PO., Riedel-de Hien 8210A

5) HCI, Merck K23226314 632

6) DMEM, Sigma D5546

7) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

8) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C
9) PenisilintStreptomisin, Biological Industries 03-031-1C
10) Fetal Sigir Serumu, Seromed SO0115

11) Anti-PCNA antikoru, Santa Cruz, sc-56

12) Anti-BrdU antikoru, Neomarkers MS-1058
13) Anti-p53 antikoru, Santa Cruz, sc126

14) Anti-p21, Santa Cruz, sc393

15) Histostain Plus Kit, Zymed 85-8943

16) Aminoetilkarbazol (AEC), Zymed -00-2007
17) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

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

20) Borik Asit, Sigma B0252

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

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Ishikawa hiicreleri, %10 fetal sigir serumu ve antibiotik (100 U/ml penisilin G, 100
ug/ml streptomycin) igceren DMEM-F12 (Dulbecco's modified Eagle's medium)
medyumunda flasklar igerisinde 37°C de %5 CO0, ve %95 hava igeren inkiibatorde
blyiitiildii. Deneylerde, kontrol grubu hiicreler normal medyumlar1 igerisinde tutuldu.
Ostrojenin etkilerini belirlemek amaciyla olusturulan deney grubunda medyum igerisine
17-B-6stradiol (0.4 pM) eklendi. Progesteronun etkilerinin incelenecegi gruba
hidroksiprogesteron kaproat (1 pg/ml) uygulandi. HCG grubuna ise 20 ng/ml ilag
uygulandi. Hiicre proliferasyonunun degerlendirilecegi deney gruplarinda belirtilen
dozlarda 24 saatlik inkiibasyon yapildi. p53 ve p21 protein ekspresyon diizeylerinin

belirlenecegi gruplarda ise ayn1 dozlarda 48 saatlik inkiibasyon uygulandi.

5.2.2. Immiinositokimya

5.2.2.1. PCNA Immiinositokimyasi

Flasklar igerisinde biiyiitiilen hiicreler yuvarlak lameller {izerine ekildi. PCNA’nin,
[SK’sal incelemesi i¢in lameller iizerine ekilmis olan hiicreler énce -20°C’de metanol ile
fikse edildi ve non-immiin serumla bloklama iglemi uygulandi. Daha sonra anti-PCNA
primer antikoru (Zymed) 1/300 diliisyonda, oda sicakliginda 1 saat uygulandi. Primer
antikor uygulamasindan sonra sirastyla biyotin-bagl ve streptavidin-peroksidaz sekonder
antikorlartyla (Histostain Plus Kit, Zymed) 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile yikamay: takiben spesifik reaksiyonun tanimlanmasi amaciyla

aminoetilkarbazol (AEC) kromojeni uygulandi.
5.2.2.2. BrdU Immiinositokimyasi
Proliferasyon indeksi tayini i¢in uygulanan yontemlerden biri siklusun S fazina 6zgii

BrdU isaretleme yontemiydi. Diizenlenen deney gruplarina ait hiicreler fiksasyon oncesi
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BrdU (ImM) ile 1 saat 37°C'de inkiibe edildi. Metanolle fiksasyonu takiben hiicrelerin ¢ift
zincirli DNA's1 2N HC1 ile 37°C'de 30 dakika denatiire edildi ve takiben borat tampon ile
(pH:8) notralize edildi. PBS ile yikandiktan sonra spesifik olmayan reaksiyonlar
engellemek i¢in non-immiin serumla 20 dakika bloklama islemi uygulandi. Anti-BrdU
primer antikoru (Mouse monoclonal- NeoMarkers) ile 0.5/100 diliisyonda, oda 1sisinda, 1
saat inkiibe edildi. PBS ile yikamalar sonrasinda sirasiyla biyotin-bagli ve streptavidin-
peroksidaz sekonder antikorlar1 (Histostain Plus Kit, Zymed) 20’ser dakika uygulandi.

Spesifik renk reaksiyonunu goriintiilemek amaciyla AEC kromojeni uygulandi.

5.2.2.3. p53 ve p21 Protein Immiinositokimyasi

p53 ve p21 ekspresyon diizeylerinin ISK’sal incelemesi igin lameller iizerine ekilmis
olan hiicreler -20°C de metanol ile 5 dakika fikse edildi. Spesifik olmayan boyanmalar
engellemek i¢in non-immiin serumla (Histostain Plus Kit, Zymed) 20 dakika bloklama
islemi yapildi. Bu islem sonrasinda anti-p53 ve anti-p21 monoklonal primer antikorlar1 ile
3ul/ml diliisyonda oda 1sisinda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben biyotin isaretli
sekonder antikor 20 dakika uygulandi. PBS yikamalarini 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

ornekler kapatildi.
5.2.3. Mikroskobik Degerlendirme
Calismada kiiltiire edilen hiicrelerin inceleme ve degerlendirmeleri Olympus X70

invert mikroskopta gergeklestirildi. ISK’sal boyamalarm inceleme, degerlendirilme ve

fotograflandirma islemleri ise Olympus BX 50 151k mikroskobunda gerceklestirildi.
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5.2.4. istatistiksel inceleme

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

Istatistiksel inceleme, SPSS 10.0 ile ¢oklu grup karsilastirmalari 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. PCNA ISARETLI HUCRE ORANLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Deney gruplart arasinda PCNA isaretli hiicre oranlarina ait degerler istatistiksel
olarak karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli fark bulunmadi. PCNA isaretli kontrol
grubu Ishikawa hiicrelerinin hiicre oraniyla (90.33+6.40) (Resim 1la) 17-B-0stradiol
uygulanan hiicre oran1 (92.00+7.12) (Resim 1b), progesteron uygulanan hiicrelerdeki hiicre
orant (89.08+£7.36) (Resim 1c) ve HCG uygulan gruba ait hiicre orani (89.41+6.81)

(Resim 1d) arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.

Kaontrol 17-R-gstradiol Progesteran HCG

Resim 1: Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde PCNA isaretli hiicreler (a), 17-B-
ostradiol (b), progesteron (c) ve HCG uygulanan hiicrelerde (d) PCNA ekpresyonu. X 600

6.2. BrdU iSARETLi HUCRE ORANLARININ DEGERLENDIRILMESI

Deney gruplar arasinda BrdU isaretli S faz hiicre oranlarina ait degerler istatistiksel
olarak karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli fark bulundu. BrdU isaretli kontrol grubu

Ishikawa hiicrelerinin S faz hiicre oranityla (54.00+6.43) (Resim 2a) 17-B-0stradiol
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uygulanan hiicre orani (63.91+7.24) (Resim 2b) karsilastirildiginda bu oranin istatistiksel

olarak anlamli artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05).

Q‘ﬂ
&« ®

Kontral 17-R-Gstradiol

.ﬂ..x:.‘:l'*

2a ‘%

Resim 2a,b: Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde BrdU isaretli S faz hiicreleri (a),
17-B-0stradiol (b) uygulanan hiicrelerde artmig BrdU inkorporasyonu ve hiicre orani. X

600

Diger deney gruplarindan progesteron uygulanan hiicrelerdeki S faz hiicre orani
(52,58+6,88) (Resim 2¢) ve HCG uygulan gruba ait S faz hiicre orani (53,25+7,39) (Resim
2d) kontrol grubu degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel bir farklilik izlenmemistir
(p>0.05).
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Frogesteron HeG

Resim 2c¢,d: Ishikawa hiicrelerinde progesteron (c) ve HCG (d) uygulanan

hiicrelerde BrdU inkorporasyonu ve S faz hiicre orani. X 600
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6.3. p53 PROTEIN EKSPRESYONU

Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde niikleer p53 protein ekspresyonu izlendi (Resim
3a). 48 saatlik 17-B-0stradiol inkiibasyonu uygulan grupta p53 ekspresyonu lokalizasyonu
ve yogunlugunda (Resim 3b) kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir farklilik izlenmedi.

Kontrol 17-E-Gstradiol

Resim 3 a,b: Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde p53 protein ekspresyonu (a) 17--
ostradiol (b) uygulanmis hiicrelerde p53 protein ekspresyonu. X 600

Ostradiol ile ayni siirede uygulanan progesteron (Resim 3c) ve HCG (Resim 3d)
inkiibasyonlarinin da Ishikawa endometriyum hiicrelerinde ki p53 ekspresyonlarinda

degisiklik olusturmadigi tespit edilmistir.
o ®
o o
se “g 0O

Frogesteron HCG

Resim 3 c,d: Progesteron (c) ve HCG (d) uygulanmis hiicrelerde p53 ekspresyonu.
X 600
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6.4. p21 PROTEIN EKSPRESYONU

Ishikawa hiicrelerinde, 17-B-0stradiol (Resim 4b), progesteron (Resim 4c), ve HCG
uygulanan grupta (Resim 4d) p21 ekspresyonu lokalizasyonu ve yogunlugunda (Resim

3b), kontrol grubu (Resim 4a) ile karsilastirildiginda bir farklilik bulunmadi.

1 [
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Kaontral 17-R-dstradial

Resim 4 a,b: Kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinde p21 ekspresyonu (a), 17--
ostradiol (b) uygulanmis Ishikawa hiicrelerinde p21 ekspresyonu. X 600
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Frogesteron HCG

Resim 4 c¢,d: Progesteron uygulanmis Ishikawa hiicrelerinde p21 ekspresyonu (c),

HCG (d) uygulanmis Ishikawa hiicrelerinde p21 ekspresyonu. X 600
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7. TARTISMA

Insan endometriyumunun regiilasyonu olduk¢a karmasik biyolojik olaylar
zincirinden olugmaktadir. Endometriyumun proliferasyonu ovaryumdan salgilanan dstrojen
ile ozellikle de biyoaktif formu olan 17 B-Ostradiol tarafindan kontrol edilmektedir.
Ostrojen, hedef hiicre nukleusunda ki o ve P reseptorleri iizerinden etki etmektedir.
Ostrojen reseptore baglanarak homodimer olusturur, konformasyonel degisiklikler
meydana gelir ve kromozomal DNA’nin proliferasyondan sorumlu genlerinin
transkripsiyonu gerceklesir (42,43). Embriyo imlantasyonu i¢in gerekli endometriyal
degisiklikler Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisinde gerceklesir. Endometriyum
folikiiler fazda gittik¢e artan Gstradiol etkisi ile progresif olarak gelisir. Arastirmalar ayrica
Ostradioliin implantasyonda rol oynayan cesitli faktorlerin sentezlenmesinde uyarici etki
gosterdigini bildirmektedir (44). Yapilan ¢aligmalar, Ostrojenin endometriyal siklusun
proliferatif evresini diizenlemenin yani sira endometriyal hiperplazi, polip ve
adenokarsinom gibi artmis proliferasyon izlenen patolojik tablolarda oynadigi roliin de
aydinlatilmasin1 amaglamaktadir (45,46). Insan endometriyumunun in-vitro arastirmalari
i¢in deney modelleri gelistirilmistir (47). Ostrojen ve progesteron reseptdrii pozitif, iyi
diferansiye adenokarsinom hiicreleri olan Ishikawa hiicreleri endometriyumun hormonal
kontrol arastirmalari i¢in tercih edilen bir modeldir (48). Ishikawa hiicrelerinde 6strodioliin
proliferasyon iizerine olan etkisi arastirilmis, 24 ve 96 saatlik inkiibasyon siirelerinde
proliferasyonun arttig1 ancak uzun siireli inkiibasyonda daha yiiksek bir artis oldugu
bildirilmistir (49). Calismamizda PCNA ekspresyonu pozitif hiicrelerin kontrol grubunda
cok yiiksek oldugu ve 24 saatlik 17-B-Ostradiol inkiibasyonu ile proliferasyon oraninin
degismedigi izlendi. PCNA ekspresyonu hiicre siklusunun ge¢ G, evresinde baslayip G,
evresinde azalarak devam etmektedir (5). PCNA immiinositokimyasi ile siklusun tiim
evrelerindeki hiicreler isaretlenmektedir. PCNA verilerimizi ve Ishikawa hiicrelerinin
adenokarsinom orjinini dikkate alarak ikinci bir proliferasyon belirleyici yontem olarak S
faza 6zgli BrdU isaretlemesini uyguladik. PCNA, BrdU ve Ki-67 isaretleyicileri
proliferasyon indeksi belirtecleri olarak kullanilmaya baslandiklarindan bu yana farkli
calismalarda karsilastirilmis ve birbirlerine gore farkli noktalarda istiinliikleri ortaya

konmustur (50,51). Calismamizda Ishikawa hiicrelerinde BrdU isaretleme yonteminin
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PCNA yontemine gore daha iyi bir proliferasyon belirteci oldugu ve 24 saaatlik 17-B-
Ostradiol inkiibasyonu ile BrdU isaretli S faz hiicre oranin anlamli olarak artis gosterdigi
tespit edilmistir.

Progesteron  etkisini hedef hiicrede progesteron reseptorii  araciligiyla
gergeklestirmektedir (42). Preimplantasyon siirecinde progesteron endometriyumu
embriyonun kabulii i¢in hazirlar. Progesteron endometriyumun farklilagsmasi, proliferasyon
ve salgi fonksiyonlarimin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (4). Progestinlerin,
endometriyum hiicrelerinde Ostrojenlerin etkisini antagonize ettigi bildirilmistir (37).
Ishikawa hiicrelerinde *H timidin isaretleme yontemi kullanilarak yapilan bir calismada,
Ostrojenin proliferatif etkisinin 48 ve 72 saatlik silirelerde uygulanan progesteron
inkiibasyonu ile inhibe edildigi gosterilmistir (52). Postmenopozal kadinlarda uygulanan
Ostrojen replasman tedavisinin proliferatif etkilerini dengelemek amaciyla sentetik bir
progesteron tiirevi olan levonorgestrel salan intrauterin sistem kullaniminin
endometriyumda Ostrojenin etkilerini notralize ettigi bildirilmistir (53). Yapilan benzer bir
calismada, levonorgestrel salan intrauterin sistemin apopitozu arttirdigi, buna bagl olarak
proliferasyonu durdurdugu ileri siiriilmiistiir (54). Ishikawa hiicre soyunda ve primer
endometriyum hiicre kiiltiiriinde yapilmis olan ve yukarida tartigilan mevcut birkag
arastirmada Ostrojen ve progesteron kombinasyonunun etkileri incelenmis, sadece
progesteron uygulamasinin endometriyum hiicrelerinde proliferasyon ve diizenleyen
mekanizmalar tiizerindeki etkisine iliskin yeterli veri bulunamamistir. Calismamizda
timidinin analogu olan S fazina 6zgii anti-BrdU ve anti-PCNA isaretleme yontemleri ile
progesteronun hiicre proliferasyonu iizerine etkisi ve p53, p21 proteinlerinin ekspresyonu
ile iliskisi incelenmistir. Progesteronla inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyon orani her iki
isaretleme yontemiyle de uygulanan konsantrasyon ve 24 saatlik siirede kontrol grubuna
yakin bir degerde bulunmus, anlamli bir proliferasyon inhibisyonu gdzlenmemistir.
Progesteronun zamana bagli olas1 etkilerinin yapilacak yeni ¢alismalarla aydinlatilmasi
gerekmektedir.

Implantasyonu takiben {iretilmeye baslanan gebelige &6zgii glikoprotein yapili
HCG’nin korpus Iuteumun devamlilifini saglayarak progesteron salinimini uyardigi
bilinmekle birlikte olas1 diger etkileri yeterince bilinmemektedir. implantasyonu takiben
sinsisyotrofoblastlarca salindig1 bilinen HCG’nin belli bir diizeyde endometriyum hiicreleri

tarafindan sekretuvar fazda da salindigi bildirilmistir (55). HCG’nin uterus myometriyumu
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ve kan damar1 endotel hiicrelerinde proliferatif etki gosterdigine iliskin caligmalar
mevcuttur (56,57). Ancak HCG’nin endometriyum hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki
etkisini bildiren veriler mevcut degildir. Bununla birlikte gebelikte progesteron salinimiyla
iliskisi ve az diizeyde normal endometriyal siklusun sekretuvar evresinde ki varligi
endometriyum proliferasyonu iizerine progesteron iizerinden olasi bir indirekt etkiyi
diisiindiirmektedir. HCG uygulanan deney grubu Ishikawa epitel hiicrelerinde, PCNA ve
BrdU isaretli epitel hiicre oranlarmmin kontrol grubuna yakin degerlerde oldugu ve
istatistiksel bir fark bulunmadigi gosterildi.

pS3 proteini hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii kontrol mekanizmasinda 6nemli
rol oynar. p53 proteini, hipoksi, ultraviyole, radyasyon ve ilag gibi nedenlerle hiicrenin
strese maruz kaldig1 durumlarda p21, p14 ARF, MDM2 ve bax aktivasyonu yaparak Gi, G,
kontrol noktalarinda siklusun durdurularak nukleotid ve baz onariminin gerceklesmesine
ya da apopitoza neden olmaktadir (10,58). Endometriyal dokularda p53 ekspresyonunun
degerlendirildigi bir ¢alismada, p53°tn Ostrojen etkisi altinda gergeklesen geg
proliferasyon evresinde artis gosterdigi bildirilmistir (2,59). Aym calismada p53
ekspresyonunun progesteron etkisi altinda anlamli olmayan bir azalma gosterdigi
saptanmustir. Ostrojene bagli olarak artan etkisinin mensturasyonda ya da olasi
implantasyonda gergeklesecek apopitoz {lizerinde etki ettigi distliniilse bile heniiz
endometriyal siklustaki rolii tam olarak anlasilabilmis degildir. HCG’nin endometriyum
dokusunda proliferasyon ve p53 ekspresyonu {iizerine olasi etkisinin incelendigi bir
calismaya ise mevcut veri tabanlarinda rastlanmamistir. Calismamizda, p53 ekspresyonu
deney gruplarinda bir artis ya da azalma gostermemistir. Bu bulgular, in-vitro ortamda
gerceklestirdigimiz ~ Ostrojen ve progesteron inkiibasyonu ile p53 ekspresyon
mekanizmasinin kisa siirelerde degismedigini ortaya koymaktadir.

CdkI hiicre siklusunun ilerlemesinde diizenleyici rol oynadigi bildirilmistir ve bu
grubun tanimlanan ilk iiyesi WAFI/CIP1 gen {iriinii olan p21 proteinidir (60). Hiicre
siklusunu G evresinde durdurarak S evresine gegisi engellemektedir (8). P21 proteini
stres, ultraviyole ve anoksi gibi uyaranlarin indiiksiyonu sonucu p53 protein artigina bagl
olarak eksprese olur. Ancak doku gelisimi, serum stimiilasyonu ve hiicre diferansiyasyonu
gibi durumlarda p21 ekspresyonunun p53°’den bagimsiz gergeklestigi bildirilmistir (61).
p21, siklin, Cdk ve PCNA ile dortlii bir kompleks olusturarak DNA replikasyonunun

kontroliinde rol oynamaktadir (62). Ancak p21’in hiicre siklusunda oynadigi roliin
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aktivitesinin hiicre i¢indeki diizeyine bagli oldugu, diisiik konsantrasyonda dortli
kompleks olusturdugu, yiiksek konsantrasyonda ise aktif inhibitor olarak rol oynadig1 ileri
stiriilmistiir (61). Calismamizda Ishikawa endometriyum epitel hiicrelerinde 17-f3-
Ostradiol, progesteron ve HCG’nin hiicre siklusu ve p21 ekspresyon diizeyi iliskisi
degerlendirilmis, kontrol hiicrelerinin p21 ekspresyonunun hormonlara bagl olarak

degismedigi gozlenmistir.
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8. SONUC

¢ Embriyonun endometriyuma implantasyonu, uygun miktardaki dstrojen ve progesteron
ile saglanir. implantasyondan sonra, embriyonun trofoblast tabakasindan salman HCG ise,
gebeligin devami i¢in gerekli olan progesteronun salinimini saglar.

e (Calismamizda endometriyum epitel hiicreleri icin model teskil eden Ishikawa
hiicrelerinde 17-B-0stradiol, progesteron ve HCG’nun hiicre proliferasyonuna olan etkisi
incelendi.

e Ishikawa hiicre soyunda PCNA ekspresyon diizeyleri 17-B-0stradiol, progesteron ve
HCG inkiibasyonlari ile kontrol grubuna benzer 6zellikte bulunmustur.

e S fazina 6zgii BrdU isaretleme yontemiyle, 17-B-0stradioliin endometriyum epitel
hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gosterilmistir.

e Progesteron ve HCG inkiibasyonunun ise BrdU isaretli S faz hiicre oraninda bir
degisiklige yol agmadig1 gézlenmistir.

e Hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol oynayan p53 ve p21 proteinlerinin, 17-B-
Ostradiol, progesteron ve HCG uygulanan hiicrelerde ekspresyonlarinin degismedigi
izlenmis, deneyde uygulanan konsantrasyon ve siirelerde hormonlarin p53 ve p21°den

bagimsiz etki gosterdigi sonucuna varilmistir.
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