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ENDOMETRIYAL ENDOTEL HUCRELERINDE IN VivO BiP EKSPRESYONU VE
BiP’IN INFLAMATUAR SITOKINLER TNF-ALFA VE INTERLOKIN 1 (IL-1)
BETA TARAFINDAN iN VITRO DUZENLENMESI

Nehir Serife Ocak

Dokuz Eyliil Universitesi T1ip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali, Balgova, izmir.

OZET

Amac:

Bu tezde insan endometriyal endotel hiicre (HEEC) lerinde inflamatuvar sitokinlerin
etkisiyle meydana gelen endoplazmik retikulum (ER) stresine bagl katlanamayan protein
cevabin (UPR) diizenlenmesinin incelenmesi hedeflendi.

Yontem:

Calismada in vivo menstrual siklusun ve erken gebeligin farkli donemlerine ait 35
doku 6rneginde BIP ile immunohistokimya boyamalar1 yapildi. In vitro olarak ise HEEC
izolasyonu ve kiiltiirii yapildi. Kiiltiirdeki HEECler pasajlandiktan sonra 4 gozli lamlara ve
96 gozlii mikropleytlere ekildi. 4 gozli lamlara ekilen HEECler inflamatuvar sitokinlerle 24
ve 48 saat uyarildi. Deney sonunda fikse edilen HEEClere BIP, fosfo- ve total-eIF-2a
immunositokimya ve TUNEL teknigi uygulandi. Doksan alt1 gbzlii mikropleytlere ekilen
HEEC]er ise, 24 ve 48 saat inflamatuvar sitokinler, UPR inhibitérii TUDCA ve UPR uyarani
tunikamisinle uyarilarak MTS ve ELISA teknikleri ile analiz edildi. Ayrica inflamatuvar
sitokinler ve ovaryan hormonlarla sitimiile edilen HEEClerde BIP ve elF-20’nin seviyesi ve
elF-2a’nin fosforilasyon diizeyi Western blot teknigi ile belirlendi.

Bulgular:

In vivo endometriyal doku ve erken gebelige ait desidual doku endotel hiicrelerinde,
BIP immunoreaktivitesinin HSCORE degerlendirilmesi ile normal menstrual siklus boyunca
gec sekresyon fazinda en yiiksek; erken gebelikte ve orta sekresyon fazinda ise en diisiik BIP

immunoreaktivitesi saptandi.



In vitro kosullarda tunikamisinle uyarilan HEEClerde kontrole kiyasla, MTS
sonucunda ortaya ¢ikan hiicre sayisindaki anlamli azalmanin, doz bagimli oldugu izlendi.
Ayrica, IL-1f’nin kontrole gore hiicre sayisindaki arttirict etkisi TUDCA ile birlikte
verildiginde, ortadan kalkt1.

TUNEL teknigi kullanilarak TNF-a ile uyarilmis HEEClerde kontrole kiyasla daha
fazla apoptoza ugramis hiicre goriildii.

HEEClIerin tunikamisin ile doz bagimli olarak ve TNF-a ile uyarildiginda IL-8
sekresyonunu anlamli olarak arttirdigi saptandi. Tunikamisinin bu etkisinin, TUDCA ile
birlikte uygulandiginda anlamli olarak azaldigr gozlendi. TUDCA, TNF-a’'nin da anlamli
etkisini ortadan kaldirdu.

Ovaryum steroidleri ile uyarilmis HEEClerde BIP ve eIF-2a protein seviyesi, kontrole
gore anlamli bir farklilik gostermedi, fakat elF-2a’nin fosforilasyon seviyesi incelendiginde
progesteronun; kontrol, dstrojen ve Ostrojent+progesteron gruplarina kiyasla anlamli olarak
azaltict etkisi saptandi. Ayrica, HEEClerin inflamatuvar sitokinlerle uyarilmas1 sonucunda
BIP seviyesinin ve elF-2a proteininin fosforilasyon seviyesi kontrole gére anlamli olarak artis
gosterdi. Ayni deneyin immunositokimyasal analizleri de bu Western blot sonuc¢larimizla
paraleldi.

Sonug:

Bulgularimiza dayanarak UPR sinyal yolaginin insan endometriyumununda endotel
hiicre proliferasyonun ve apoptozunun molekiiler kontroliinde rol aldigin1 ve bu siirecin
menstrual siklus bagimli olarak kontrol edildigi sOylenebilir. Ayrica bulgularimiz
inflamatuvar sitokinler TNF-a ve IL-1p’nin HEEClerde UPR sinyalinin aktivasyonundan
sorumlu molekiillerden iki tanesi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler:

Endometriyal endotel hiicreler, inflamatuvar sitokinler, ER stresi, UPR, BiP



IN VIVO BIP EXPRESSION IN HUMAN ENDOMETRIAL ENDOTHELIAL CELLS
AND IN VITRO MODULATION OF BIP BY THE INFLAMMATORY CYTOKINES
TNF-ALPHA AND INTERLEUKIN 1 (IL-1) BETA

Nehir Serife Ocak

Department of Histology and Embryology, Dokuz Eylul University Medical Faculty,

Balcova, Izmir.

ABSTRACT

Purpose:

In this thesis the effects of TNF-a and IL-1B on unfolding protein response (UPR)
related with endoplasmic reticulum (ER) stress in human endometrial endothelial cells
(HEECs) was investigated.

Materials and Methods:

In vivo 28 endometrial tissues from women with different menstrual cycle stages and 7
decidual tissues from early pregnancy were examined for BIP expression using
immunohistochemistry. In in vitro: HEECs were treated for 24 and 48 hours with TNF-a and
IL-1pB and evaluated for BIP, total (total-) and phosphorylation (phospho-) elF-2a expressions
by using immunocytochemistry and for apoptosis using TUNEL technique. HEECs also were
treated with TUDCA and tunicamycin to analyze for cell proliferation by MTS assay and IL-8
secretion by ELISA. Furthermore, expression of BIP, phospho- and total- elF-2a in HEECs
stimulated by TNF-a, IL-1p and sex hormones estrogen and progesterone were also evaluated
by Western blot analysis.

Results:

In vivo: BIP immunostaining was detected at the highest level in HEEC during the
late-secretory phase of the menstrual cycle and the lowest in HEEC from the mid-secretory
phase and early pregnancy samples. /n vitro: Tunicamycin decreased HEECs proliferation
compared with control in a dose dependent manner. IL-1f increased proliferation of HEECs,
while TUDCA decreased this proliferative effect of IL-1PB. Furthermore, tunicamycin
increased IL-8 secretion in HEECs in a dose-dependent manner which was blunted by

TUDCA. Similarly, TNF-a increased IL-8 secretion in HEECs and combination of TUDCA



eliminated this effect of TNF-o. TUNEL analysis demonstrated that TNF-a increased the
apoptotic cell number in HEECs. Western blot results revealed that BIP protein level was
increased by TNF-o and IL-1 while ovarian hormones unchanged the BIP protein level
compared with control. Phospho-elF-2a protein expressions were increased by TNF-o and
IL-1B, but decreased by progesterone while estrogen had no effect. According to
immunoctyochemical analysis BIP and phospho-elF-2a expression in cytokine-stimulated
HEECs were increased compared to control.

Conclusion:

Our results suggest that UPR signaling pathway is involved in molecular control of
endometrial endothelial cell proliferation and apoptosis, and that process is controlled in a
menstrual cycle-dependent manner. Furthermore, our findings reveal that the inflammatory
cytokines TNF-o and IL-1B are one of the factors responsible from activation of UPR
signaling in HEEC.

Key words:
Endometrial endothelial cells, inflammatory cytokines, ER stress, UPR, BIP



1. GIRIS VE AMAC

Uterus gecirdigi degisiklikler agisindan insan viicudundaki en dinamik dokulardan

birisidir. Endometriyum yaklasik her 28 gilinde bir dongiisel olarak ii¢ ana faza ait degisimler
gecirir. Bunlar;

1) menstruasyon, 2) proliferasyon, ve 3) sekresyon fazlaridir.

Menstruasyon ile endometriyumun fonksiyonel tabakasi tamamen dokiiliir ve geriye
sadece endometriyumun bazal tabakas1 kalir. Proliferasyon fazi boyunca epitelyal ve stromal
hiicrelerde yogun bir doku rejenerasyonu ve proliferasyonu goriiliir. Bu donem anjiyogenezin
de sik oldugu bir donemdir. Sekresyon fazinda ise daha ziyade hiicresel farklilasma, sentez ve
sekresyon islemleri siirdiiriiliir. Bu donemde endometriyum, implante olacak embriyo i¢in
uygun bir modellenmeye gider. Gebelik ile birlikte endometriyumda; gerek feto-maternal
etkilesimler agisindan, gerekse maternal hiicrelerin kendi aralarindaki etkilesimleri agisindan
tetiklenmesi halen anlagilamayan, son derece kompleks bir¢ok mekanizma devreye girer (1).

Endometriyumda meydana gelen olaylarinin gerceklesmesi sirasinda endotel
hiicrelerinin rolii de stroma ve bez epiteli hiicreleri kadar 6nemlidir. Gerek kan hiicrelerinin
endometriyuma ge¢cmesinde bir kap1 gorevi olmasi, gerekse de gebelik sirasinda interstisiyal
trofoblastlarin hedef hiicreleri olmasi1 endotel hiicrelerine farkli bir 6nem kazandirmaktadir.
Ayn1 zamanda uterusun bir¢ok patofizyolojik olayinda endotel aktivitesindeki degisimler, bu
hiicrelerin incelenmesini daha cazip kilmaktadir. Bu agilardan bakildiginda endometriyal
endotel hiicrelerinin izolasyonu ve bu hiicrelerin fonksiyonel olarak diizenlenme
mekanizmalarinin incelenmesi temel hedeflerimizden bir tanesini olusturmaktadir.

Fizyolojik veya endometrioz gibi patalojik durumlarda I6kositlerin dokuya gecisinde
ilk iletisim kurdugu hiicre tipi endoteldir (2). Bu agidan endotel hiicreleri endometriyal
inflamatuvar cevabin kontroliinde son derece 6nemli bir role sahiptir. Ayrica bu hiicrelerin
damar duvarim gegislerinde hiicre yiizey-reseptor etkilesiminin énemli oldugu gdsterilmistir
(3). Uterusa lokositlerin gegisi mensturasyon, implantasyon penceresi ve erken gebelik
donemlerinde sadece endometriyumda gerceklesmektedir. Bu siire¢ boyunca endotel hiicreleri
bir anlamda inflamasyonu kontrol altinda tutarak fizyolojik boyutlarda kalmasini saglar.

Sitokinler; lenfositler, monositler, iltihabi hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi immiin
sistem hiicreleri arasindaki etkilesmeleri diizenleyerek aktivitelerini yonlendiren polipeptid

yapisinda kisa etkili ve ¢oziiniir molekiillerdir (4).



Sitokinler konusunda son 15 yilda biiyiik gelismeler saglanmistir. Sitokinlerin etkileri
ve islevleri hakkindaki bilgiler her gegen giin farkli bir boyut kazanmaktadir. Yapilan
caligmalar ¢ok sayida hastalifin patogenez veya tedavisinde sitokinlerin rolii bulundugunu
ortaya koymaktadir. Sitokinlerin kontrol dis1 veya asir1 iiretimi ile de c¢ok sayida klinik
rahatsizliga neden oldugu bilinmektedir. IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 gibi baz1 sitokinler immiin
reaksiyonlarin yani sira inflamasyonun baslamasinda da 6énemli rol iistlenmektedir (5-7).

Dokudaki mevcut damarlardan yeni damarlarin ortaya c¢ikmasina kadar gecen
molekiiler ve hiicresel olaylar serisi “anjiyogenez” olarak adlandirilmistir. Anjiyogenezin
hiicre Onciileri embriyonal donemde gozlenen vaskiilogenezden farkli olarak olgun damarlarin
endoteliyal hiicreleridir. Anjiyogenez prenatal donemde fizyolojik olarak gozlenirken
postnatal donemde hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda gozlenir. Prenatal donemde
plasental ve embriyonal gelisimin tamamlanmasi i¢in son derece dnemlidir. Diger taraftan
postnatal hayatta iireme sisteminde, vaskiiler malformasyonlar, kanser ve kronik
inflamasyonlarda gozlenir (8).

Insan viicudunda postnatal hayatta fizyolojik anjiyogenezin incelenebilecegi iki temel
organ mevcuttur: uterus ve ovaryum. Her iki organda da anjiyogenezin belli bir alan ile sinirl
olmasi oldukga ilgingtir. Bu alanlar uterusta endometriyum (uterus mukozasi) ve ovaryumda
ise korpus luteumdur (9). Her menstrual siklus sonunda kendini yenileme kapasitesine sahip
olan endometriyumda menstruasyonu takiben yogun bir anjiyogenik modellenme gergeklesir.
Endometriyum anjiyogenezi proliferatif ve sekresyon fazinda olmak tizere iki ddneme
ayrilabilir. Proliferasyon boyunca gerceklesen anjiyogenez daha ¢ok endometriyumun doku
tamiri ve yenilenmesi i¢in gerekli iken, sekresyon fazinda gozlenen anjiyogenez endometriyal
dokunun implante olacak blastosiste uygun hale getirilmesi ile ilgilidir.

Embriyonik donemde doku modellenmesi ve organ gelisiminde birgok fizyolojik
olayda aktif olarak izlenen apopitoz, postnatal hayatta da hem fizyolojik hem de patolojik
olaylarin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rollere sahiptir. Cok hiicreli organizmalar; postnatal
hayatta zarar goren, istenmeyen, enfekte olan hiicreleri apopitoz ile ortadan kaldirirlar.
Boylece apopitoz doku homeostasizinin en dnemli diizenleyicilerinden bir tanesi olarak kabul
edilmektedir (10).

Endoplazmik retikulum, hiicrenin hayatta kalmasinda ve fonksiyonlarini yerine
getirmesinde gerekli bir organeldir. ER hiicre i¢i kalsiyum dengesini ayarlamakta, protein

sentezi ve homeostazi diizenlemekte ve lipit biyosentezini saglamaktadir (11). Hiicredeki



protein sentezi ve transportundaki roliinden dolay1, 78 kDa GRP78 (HSPA 5 diye bilinen), 94
kDa GRP94 (HSP90B1 diye bilinen) ve Calricutilin gibi kalsiyum bagimli molekiiler
saperonlardan zengindir. Bu saperonlar protein katlanmasini saglayan araci molekiilleri
stabilize eder. Bunlara ilaveten ER liimeni hiicre yiizeyinde eksprese edilen veya salgilanan
proteinlerin dogru katlanmasini saglamaktan ve disulfit baglarii olusturan protein disulfit
izomeraz (PDI) igeren oksidatif mikrogevreyi olusturmaktan sorumludur. Ayrica ER hiicre
membran lipitlerinin biyosentezinde ve kolesterol iiretiminin kontroliinde hayati rol oynar
(12).

Birgok faktor katlanamayan proteinlerin ER liimeninde yi1gilmasina sebep olabilir. Bu
katlanamayan proteinlerin ER liimeninde birikmesi evrimsel olarak olduk¢a iyi korunmus
olan UPR (Unflolding Protein Response, katlanamayan protein cevabi) olarak adlandirilan ER
bagimli bir hiicresel cevabi tetikler (13). Hiicrede ER stresiyle tetiklenen UPR’1n etkileri 3
grupta toplanir: Adaptasyon, Uyari, Apoptoz. Hipoksi ve oksidatif ajanlarin neden oldugu
hiicresel redoks yolunun bozulmasi ER liimenindeki disiilfit baglarinin ortadan kalkmasina ve
proteinlerin katlanamamasina ya da yanlis katlanmasina neden olur (14).

ER liimeninde en ¢ok bulunan ve en iyi bilinen saperon GRP78/BIP ve GRP94’dir.
BiP ER’da protein kalite kontroliinde merkezi rol oynar (15). Stres olmadig1 kosullarda BIP;
PERK, IRElve ATF6’nin luminal domeinlerine baghdir. Stres durumunda, bu domeinlerden
ayrilarak proteinlerin aktivasyonuna yol agmaktadir (16). BIP geninin baskilanmasi veya
elF2a’nin fosforilasyonunun durdurulmasi iizerine yapilan ¢alismalar gostermistir ki her iki
durumda da hiicre ER stresine ¢ok duyarli hale gelmistir (17-19).

Bu bilgiler 1s18inda bu g¢alismada; endometriyal endotel hiicrelerinde inflamatuar
sitokinlerin etkisiyle meydana gelen ER stresine bagli UPR’nin diizenlenmesi incelenecektir.
Boylece fizyolojik ve patolojik olarak endometriyumda meydana gelen inflamasyonla iliskili

durumlarin meydana gelis mekanizmasina agiklik getirmeyi amaglamaktayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Uterus

Uterus, rektum ve mesane arasinda yerlesmis, round ve utero-overyan ligamentlerle
desteklenen ve pelvik periton ile ¢evrili bir organdir. Uterus, fundus, korpus ve istmus
boliimlerinden olusur. Reprodiiktif ¢agda, uterusun boyutu ve agirligi dogum sayisina gore
degismektedir. Hi¢ dogum yapmamis bayanlarda ortalama 8 cm uzunlugunda, 5 cm
genisliginde ve 2,5 cm kalinliginda; 40-100 gr agirhigindadir. Multigravidlerde bu degerler
artmaktadir (20). Embriyolojik olarak mezodermal orijinli olup 8.-9. haftalarda miilleriyen
duktuslarin flizyonuna sekonder gelisir. 20. haftaya kadar endometriyum tek katl silindirik
epitel altinda kalin fibroblastik stromadan olusur. 20. haftadan sonra yiizey epiteli stromaya
invajinasyon gostererek glandiiler yapilari olusturur (21).

Uterus, distan ice dogru, bag doku ve mezotelyumdan olusan perimetriyum, diiz kas
ve zengin damar agindan olusan myometriyum ile bag ve epitel dokusundan olusan

endometriyum olmak {izere 3 temel tabakadan olusur (22) (Sekil 1, 2).

Fundus -]

Fallopian
Body of Tube
el Endometrium
Myometrium
Cervix _E_ 11\ ) _ ,' Cervical Canal
Vagina
.

Sekil 1:Disi iireme organlari (3).
2.1.1. Miyometriyum

Uterusun en kalin tabakasini olusturan miyometriyumda diiz kas demetleri bag dokusu
ile birbirinden ayrilmistir. Cok belirgin olmamakla birlikte diiz kas demetlerinin 4 farkli
tabakas1 izlenebilir. En icteki ve dig tabakalar organin uzun eksenine paralel olarak
seyrederken, orta tabakalar farkli yonlerde seyreden diiz kas demetlerini ve biiyiik kan

damarlarini icermektedir. Uterus gerek menstrual siklus boyunca gecirdigi degisikliklerle her



siklusta yenilenebilme yetenegi acisindan, gerekse gebelik boyunca gelisen semi-allojenik
embriyoyu kabullenip onun gelisimi i¢in gittigi gerekli degisiklikler agisindan insan
viicudundaki en dinamik dokulardan birisidir. Miyometriyumda gozlenen en belirgin
degisimler gebelik esnasinda gergeklesir. Diiz kas hiicreleri protein sentez eden hiicrelerin
morfolojik Ozelliklerini kazanarak ileri derecede kollajen senzeti yaparlar. Miyometriyum
gebelik esnasinda hiperplazi ve hipertrofiye giderek biiyiir ve gebelik sonrasi ise hemen
hemen gebelik 6ncesindeki boyutuna geriler (23-24).
2.1.2. Endometriyum

Endometriyum uterusun liimene bakan tabakasidir. Tek katl silli, silindirik epitel ile
doselidir. Epitel hiicreleri, tiibliler endometriyal bezlerin epiteli ile devam eder. Bu hiicrelerin
alinda  lamina propiya bulunmaktadir (25). Endometriyum islevsel olarak
degerlendirildiginde iki tabakadan olusmaktadir. ilk tabaka fonksiyonel tabaka olarak
adlandirilir ve endometriyumun st 2/3’liik kismini olusturur. Embriyo implantasyonunda
onemli bir yere sahip bu tabaka ayrica endometriyal siklus icerisinde proliferasyon, sekresyon
ve dejenerasyonun goriildiigii yerdir. Ikinci tabaka bazal tabakadir ve endometriyumun
1/3’liikk alt kismini olusturur. Endometriyal siklusta fonksiyonel tabakanin kaybi sonrasi
endometriyum bazal tabaka tarafindan yeniden yapilandirilir. Endometriyum yaklagik her 28
giinde bir siklik olarak 3 ana faza ait degisimler gegcirir.
Bunlar;
1) Menstruasyon (1-4. giinler)
2) Proliferasyon (4-14. giinler)
3) Sekresyon fazlaridir (14-28. giinler).
Ayrica proliferasyon ve sekresyon fazlari da kendi i¢inde 3’e ayrilir.
Proliferasyon fazi
1-Erken proliferasyon fazi (5-8.giinler)
2-Orta proliferasyon fazi (8-10. giinler)
3-Geg proliferasyon fazi (11-13. giinler)
Sekresyon fazi
1-Erken sekresyon fazi (14-17. giinler)
2-Orta sekresyon fazi1 (implantasyon penceresi,18-24. giinler)

3-Geg sekresyon fazi (25-28. giinler) (26).



:> Endometriyum

Sekil 2. Endometriyum damarlanma (22).

Menstruasyon ile endometriyumun fonksiyonel tabakasi tamamen dokiiliip sadece
bazal kismi kalir. Proliferasyon fazi boyunca endometriyum (epitelyum ve stroma) hiicreleri
acisindan doku onarimi ve proliferasyonu gozlenir. Bu donem anjiyogenezin en sik oldugu
donemdir. Sekresyon fazinda hiicresel farklilasma, sentez ve salgilama siirdiriiliir. Bu
donemde endometriyumda implante olacak embriyo i¢in uygun bir modellenme baslar. (23-
24). Gebelik ile birlikte endometriyumda gerek feto-maternal etkilesimler agisindan gerekse
maternal hiicrelerin kendi aralarindaki etkilesimleri acisindan karmasik bircok mekanizma
devreye girer.

Tiim bu olaylar steroid hormonlarmn kontrolii altinda gergeklesir. Ozellikle dstrojen ve
progesteron uterinal siklusun kontrolii i¢in en 6nemli iki steroid hormondur. Bu iki hormonun

siklik degisimleri sekil 3’de sematize edilmistir.
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Sekil 3. Uterinal ve ovaryal siklus boyunca hormonal degisimler (22).

Ostrojenin kontroliindeki proliferatif faz1 ovulasyon 6ncesi ani LH artis1 sonrasinda ve
akabinde progesteron ve Ostrojen kontrollii sekresyon fazi izliyor. Normal siklus seks
steroidlerinin bazal diizeye diismesi sonrasinda ve akabinde menstruasyon ile tamamlanmasi
(22).

2.1.3. Uterus ve Hormon Etkilesmesi

Menstrual siklus siiresince baglica degisiklikler endometriyumda  gozlenir.
Endometriyum stroma, bez epiteli ve damarlardan olusur. Endometriyumun yiizeyi, tek katlt
silindirik epitel ile doselidir. Endometriyum Ostrojen ve progesteron etkisi altinda, histolojik
degisiklikler gosterir. Siklus sonunda Ostrojen ve progesteronun bazal degerlere diigmesi ile
endometriyumun bazal tabakasindaki damarlarda obliterasyon meydana gelir. Bu
obliterasyonun nedeni bilinmemekle birlikte, dstrojen ve progesteron degerlerinin diigmesi
sonucu olusmaktadir. Bu obliterasyon sonucu, beslenme bozukluguna bagli olarak nekroz
olusur. Nekrozu takiben 2 giin i¢inde de endometriyumda kanama meydana gelir ve

endometriyumun fonksiyonel tabakas1 kanama seklinde disar1 atilir. Bu olaya “menstruasyon”
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denir. Fonksiyonel tabakadaki bu dokiilmeye ayrica “deskuamasyon” da (dokiilme) denir (24-
27). Bir onceki siklusun son 2 ile 3 giinlinde dstrojen ve progesteronun bazal degerler altina
diismesi ile “negatif feed back” etkiden kurtulan FSH ve LH’da salgilanmaya basglar.
Salgilanan gonadotropinler overleri stimiile ederek Ostrojen salgilanmasina neden olur. Bu
Ostrojen salgisi ise, nekroz ve deskuame olan fonksiyonel tabaka altindaki bazal tabakaya etki
ederek, fonksiyonel tabakanin yeniden olugmasini saglar. Bu olaya “rejenerasyon” (onarim)
denir. Rejenerasyon tamamlaninca, menstrual kanama tamamen kesilir.

Endometriyum bir taraftan deskuame olurken, ayni1 anda rejenere de olmaktadir. Baska
bir ifade ile, menstruasyon i¢inde hem deskuamasyon hem de rejenerasyon birliktedir.
Ovaryumdan salgilanan 0Ostrojen miktar1 artikga, buna bagli olarak endometriyumda
kalinlasma meydana gelir. Stromada damar sayis1 artar. Bez epitelinin sayilarinda artma ve
boylarinda uzama meydana gelir. Rejenerasyonun tamamlanmasindan ovulasyona kadar
devam eden bu doneme “proliferatif faz” denir. Siiresi yaklasitk 10 giin kadardir.
Menstruasyonla birlikte hesap edilirse, yaklagik 14 giin stirmektedir.

Ovulasyon ile birlikte yeni bir hormon, progesteron, salgilanmaya baglar. Bu
hormonun etkisiyle de endometriyum yeni bir histolojik gortiniim alir ve yeni bir faz ortaya
cikar. Bu faza “sekretuvar faz” denir. Sekretuvar faz ovulasyondan menstruasyona kadar
yaklasik 14 giindiir. Proliferatif faz degisiklik gosterebildigi halde, sekretuvar fazin siiresi
degismez 14 giinle sabit kalir. Ostrojenin hiicresel diizeydeki molekiiler etkisi genomik ve
agenomik olmak tizere iki kategoriye ayrilabilir. Genomik etki Gstrojen reseptorleri ERa ve
ERP’nin niikleusdaki ilgili DNA dizisine baglanmasi ile gerceklesir. Genomik etki ERa ve
ERB’nin homodimer veya heterodimer yapisi ile farkli genomik etkinin ortaya ¢ikmasi ile
sonuglanir (28). Diger taraftan, agenomik etki hiicre sitoplazmasininda hiicre ic¢i sinyal
yollarinin aktivasyonu veya inhibisyonu ile gergeklesir. Benzer olarak progesteron icinde
progesteron reseptér A ve B (PRA, PRB) olmak {izere iki reseptor tanimlanmistir. Yine bu iki
reseptoriin homodimer veya heterodimer yapisi farkli genomik cevabin ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir (29-30)

2.1.4. Hormonlarin Siklik Regiilasyonu

Hipotalamustan salgilanan Gonatotrofin serbestlestirici hormon (GnRH) portal sistem
ile hipofize gelerek gonadotropinlerin, ozellikle de LH’in salgilanmasimi saglar. FSH,
GnRH’m etkisi ile salgilanirsa da, daha bagimsiz olarak salgilanmaktadir. FSH ve LH
degerleri 3-17 U/ml arasindadir. Fizyolojik degerler arasinda kalmak sartiyla, FSH siklus
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basinda yiiksek olarak salgilanir. Folikiildeki graniiloza hiicre reseptorlerine tutunarak, bir
yandan LH reseptorlerin sayisini ve duyarliligini arttirir, diger yandan da aromatizasyonu
baslatir.

Siklus ortasina dogru FSH salgilanmasinda bir miktar diigme olur. Ancak bu diisme,
folikiil biiylimesini ve Ostrojen salgilanmasini etkilemez. 10 mm ¢ap1 gegen folikiill FSH
stimiilasyonu olmadan dogal olarak biiyiimesine devam eder. Siklusun ikinci yarisinda, FSH
degerleri, folikiiler fazdakine oranla daha distktiir. Siklusun 25-26. giinlerinde, plazma
Ostrojen ve progesteronun bazal degerlere diismesi ya da, baska bir ifade ile, beklenen
menstruasyona bir ka¢ giin kala, FSH yeniden ylikselmeye bagslar. folikiiler fazdaki LH
degerleri FSH degerlerine esit veya biraz daha diisiik seyreder. Ovulasyon dncesi donemde,
artan Ostrojenlerin pozitif feed-back etkisi ile LH pik yaparak ovulasyonun olmasina katkida
bulunur. Daha sonra, folikiiler fazdaki degerlere diiserek, siklus boyunca FSH degerlerine
eslik eder.

Ostrojen diizeyi siklus baginda diisiik olup yaklastk 50 pg/ml dir. Folikiiliin
biiyiimesine paralel olarak Ostrojen miktarinda artma olur ve siklusun yaklagik 11-12 inci
giinlerinde pik yaparak 300-400 pg/ml’ye ulagir. Ostrojen pik yaptiktan yaklasik 36 saat
sonra, LH pikine neden olur. Ostrojen miktarinda ovulasyonu takiben gecici bir azalma olur.
Lutal fazda ise, hi¢ bir zaman pre-ovulatuvar pik degeri gegmemek iizere, 50-400 pg/ml
arasinda degisen degerlerde tespit edilir. Normal siklusun 25-26’inc1 gilinlerinde yani
menstruasyona bir kag giin kala 50 pg/ml degere diiger.

Progesteron folikiiler fazda salgilanmaz, sadece 0,6 ng/ml degerindedir. Preovulatuvar
donemde salgilanmasi hafifce artar ve bu artis LH pikini de etkilemektedir. Progesteron tam
olarak, ovulasyonu takiben meydana gelen korpus luteum tarafindan salgilanmaktadir.
Ovulasyonla birlikte miktarinda artma olur ve “midluteal” fazda en yliksek seviyeye erisir.
Daha sonra tekrar azalmaya baslar ve normal sikluslarda, siklusun 25-26. giinlerinde folikiiler
fazdaki seviyesine iner. Luteal faz boyunca 5-15 ng/ml arasinda degisiklik gosterir. Midluteal
fazda 8 ng/ml nin altinda tespit edildiginde, progesteron azligindan ya da luteal yetmezlikten
bahsedilir (27-31).

2.2. Sitokinler

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara kars1 cevap olarak 6zel

hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler. Polipeptit

yapisinda kisa etkili ve ¢Ozlinlir molekiillerdir. Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize
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edilmesi ¢esitli isimlendirme ve siniflandirma sistemine gore yapilmistir. Sitokinler baslica su
ana gruplara ayrilmaktadir:

1. Biiyiime faktorleri

2. Lenfokinler (interlokin-1 alfa ve beta, interlokin 2,3,4...)

3. Koloni stimiile eden faktorler

4. Transforme edici biiylime faktorleri

5. Timor nekroz faktorleri (TNF-alfa ve beta)

6. Interferonlar (32).

IL-1 ve TNF gibi sitokinler, proinflamatuvar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar
degisikliklerin olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitinin
ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar.

2.2.1. Interlokin-1 Beta (IL-1p)

IL-1 monositler, lenfositler, endotel hiicreleri ve mikroglialar gibi bagisiklik sistemi
hiicrelerinden salinir. Inflamasyon, sepsis, diabet, otoimmiin hastaliklar ve osteoporoz
olusumunda etkisi oldugu diisiiniilmektedir (33).

Kilo kaybi, uykunun diizenlenmesi, endokrin sistem, immiin sistem ve sinir sistemi
fonksiyonlarini degistirme, noronal iletim, epilepsi, sinir hiicre 6liimii dahil IL-1’in endojen
ve ekzojen bir ¢ok etkisi gosterilmistir. IL-1 klasik olarak IL-1 alfa ve beta olmak iizere 2
subtipte tanimlanir. Her ikiside benzer etkiye sahiptir. Ugiincii tanimlanan protein IL-1 ra (IL-
1 reseptor antagonisti) olup, IL-1’in bilinen tiim etkilerini kompetetif antagonize eder ama
diger etkileri tam bilinmemektedir (34). Tiim IL-1 molekiilleri prekiirsér olarak salinir.
Bunlardan pro-IL-alfa ve pro-IL-1 ra biyolojik olarak aktif iken, pro-IL-1 beta inaktiftir. Ama
caspase-1 enzimi tarafindan aktif formuna doniisiir. IL-1 alfa ve beta’nin etkilerini
gosterebilmesi i¢in tek bir reseptore (IL 1RI) baglandigina inanilir. Endotelial hiicreler IL-1

salinim kapasitesine sahiptir. Sekil 4 (35).
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Sekil 4. TNF ve IL-1 etkileri (35).
2.2.2. Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a)

TNF-alfa bir¢ok inflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarin patogenezinde 6nemli role
sahiptir. TNF alfa’nin major kaynagi aktive olmus monosit ve makrofajlardir. TNF 233
aminoasit ve 26 kDa agirliginda proproteinden koken alir. Proprotein spesifik metalloproteaz
(TNF-alfa konverting enzim-TACE) tarafindan 17 kDa, 157 aminoasitten olusan monomerik
formuna boliiniir. TNF etkisini membran bagimli reseptor molekiilleri TNF reseptor 1
(TNFRI, p55) ve TNFRII (p75) araciligryla gosterir (36). TNF reseptorleri ¢oziilebilir yapida
olup TNF’yi baglama yetenegindedir. Boylece TNF’nin akut etkilerini sinirlayabilmektedir.
TNF’nin temel fonksiyonlarindan bazilart:

1. Lokositler i¢in vaskiiler endotelial hiicre adezyonunun indiiksiyonu

2.Fagositlerin stimiilasyonu ve IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin iiriinlenmesi, antiinflamatuar
sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta) uyarmasi, ayrica dogal sitokin inhibitorleri olan IL
Ira ve solubl TNF reseptorlerinin iiretimini arttirmasi (Bdylece asir1 sitokin yaniti dengelenir)
3. MHC-Class I molekiil indiiksiyonu

4. Lokosit aktivasyonu

5. Uzun siire uygulamasi sonucu kaseksi ve kas erimesi

6. Gram negatif sepsiste septik sok nedeni olmasi

7. Endoteliyal hiicreler ve astrositler izerinde ICAM-1 ekspresyonu artisi
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8.Schwartman reaksiyonu sonucu tiimdr nekrozu, endojen pirojen etki, akut faz reaktanlarinda

artis (37).
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Sekil 5. TNF’nin hiicrelerle iliskisi (38).

TNF sentezi, bir¢cok farkli eksojen maddeler (lipopolisakkaridler, betaglukanlar)veya
endojen mediatorler (IL-1) aracilifiyla monosit ve makrofajlarda uyarilir. Plazmada artmig
konsantrasyonu ¢esitli infeksiyoz ve inflamatuar hastaliklarda gosterilmistir (sepsis, bakteriyel
menenjit, serebral malarya, adult espiratuvar distres sendromu, romatoid artrit). Anti TNF
ajanlar 3 grup i¢inde simiflandirilabilmektedir. Birincisi; TNF’nin sentezi fosfodiesteraz
inhibitorleri, prostanoidler, adenozin, kortikosteroidler, IL-10 tarafindan inhibe edilebilir.
Ikincisi; TNF pro-protein, TNF metalloproteaz spesifik inhibitdrleri tarafindan inhibe
edilebilir. Ugiinciisii; salimmis TNF proteinin etkileri TNF reseptorleri veya anti-TNF

antikorlar1 tarafindan antagonize edilebilir (38).
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2.3. Endotel Hiicreleri

Kan damarmin i¢ kismmi kaplayan endotel hiicreler, vaskiiler homeostazin
saglanmasinda temel rol oynayan, yaklasik (1-6) x 10" hiicreden olusan biiyiik bir endokrin
organdir (39). Damar duvari ile kan arasinda segici bir bariyer gibi davranan endotel hiicreler,
kritik basal ve bircok metabolik fonksiyonlar1 olan multifonsiyonel hiicrelerdir (40).

Endotel hiicrelerinin fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir;

1. Dolagim ve damar duvari arasinda segici gegirgen bir bariyer olustururlar.

2. Cesitli vazoaktif maddeler lireterek damar tonusunun kontroliinde rol oynarlar.
3. Damar diiz kas hiicresinin proliferasyon ve migrasyonunu diizenlerler.

4. Koagiilasyon ve fibrinolitik olaylarda modiilator olarak rol oynarlar.

5. Inflamatuvar ve immiinolojik olaylarda yer alirlar (41).

Endotel hiicreleri morfolojik yapilar1 ve bulunduklar1 yer dolays ile vaskiiler diiz kas
hiicreleri ile kan dolasiminin elemanlar1 arasinda (trombosit, monosit, enzimler, hormonlar
v.s) selektif gecici bir bariyer olusturur (42-43).

Endotel hiicreler c¢esitli biiylime faktorleri salgilayarak biiylime diizenlenmesi,
ekstraselliiler matriks bilesenlerinin liretimi gibi bircok olayda yer alir. Anjiyogenez ve
vaskiilogenezde Onemli bir role sahiptirler. Kisacasi endotel hiicreler cesitli fiziksel ve
kimyasal uyaricilara cevap verip hemostaz, vazomotor tonus, immiin ve inflamatuvar
cevaplari regiile eder (44).

2.4. Anjiyogenez

Dokudaki mevcut damarlardan yeni damarlarin ortaya ¢ikmasina kadar gegen
molekiiler ve hiicresel olaylar serisi “anjiyogenez” olarak adlandirilmistir. Anjiyogenezin
hiicre Onciileri embriyonal donemde gdzlenen vaskiilogenezden farkl olarak olgun damarlarin
endoteliyal hiicreleridir. Prenatal dénemde fizyolojik olarak ve postnatal donemde ise hem
fizyolojik hem de patolojik durumlarda gozlenir. Prenatal donemde plasental ve embriyonal
gelisim tamamlanmasi i¢in son derece Onemlidir. Diger taraftan postnatal hayatta lireme
sisteminde ve vaskiiler malformasyonlar ile kanser ve kronik inflamasyonlarda gozlenir (45)

Angjiyogenez mevcut (ebebeyn) damarlardan yeni damarlar gelisinceye kadar gegen
stire ve molekiiler mekanizmalar serisi su asamalar1 kapsayabilir (Sekil 6) (46).
1-Anjiyogenik uyar1 (fizyolojik veya patolojik olabilir): Hiicre i¢i anjiyogenik sinyal yolunun

aktivasyonuna yol acarak farklilasmay1 indiikler,
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2-Farklilagsma: Hiicreler gerek proliferasyon gerekse migrasyon yapabilecek yonde
farklilasirlar,
3-Anjiyogenik olarak wuyarilan aktif endotelden Matriks Metallo Proteinaz (MMP)
salgilanmas1 yapilir,
4-Bazal membranin yikimi1 ve bdylece anjiyogenezin yoniiniin belirlenmesi,
5-Endotelyal hiicrelerin anjiyogenik uyar1 yondeki migrasyonu (kemokinler),
6-Proliferasyon,
7-Migrasyon ve modellenme
8-Vaskular tiip yoniinde farklilagma,
9-Kapiller ve vaskiiler ag olusumu
10-Vaskiiler olgunlasma
2.4.1. Endometriyum Anjiyogenezi
Insan viicudunda postnatal hayatta fizyolojik anjiyogenezin incelenebilecegi iki temel
organ mevcuttur. Uterus ve ovaryum. Her iki organda da anjiogenezin belli bir alan ile sinirl

olmasi oldukga ilgingtir. Bu alanlar uterusta endometriyum (uterus mukozasi) ve ovaryumda
ise korpus luteumdur.

Her menstrual siklus sonunda kendini yenileme kapasitesine sahip olan
endometriyumda menstruasyonu takiben yogun bir anjiyogenik modellenme gergeklesir.
Endometriyum anjiyogenezi proliferatif ve sekresyon fazinda olmak {izere iki ddneme
ayrilabilir. Proliferasyon boyunca ger¢eklesen anjiyogenez daha ¢ok endometriyumun doku
tamiri ve yenilenmesi i¢in gerekli iken, sekresyon fazinda gozlenen anjiyogenez daha ok

endometriyumun dokunun implante olacak blastosiste uygun hale getirilmesi ile ilgilidir (47).
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Sekil 6. Anjiyogenez basamaklar1 sematize edilmistir (46 nolu kaynaktan degistirilerek ¢izilmistir).
2.5. Programlanmis Hiicre Oliimii (Apoptoz) ve Nekroz Tanim

Yasamakta olan hiicreler baslica iki farkli mekanizma ile oliirler. Bu mekanizmalar
nekroz ve apoptozdur. Nekroz; hipoksi, asirt 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre digindan
gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre Olimiidiir.
Apoptoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis
hiicrelerin zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasinmi saglayan ve genetik olarak kontrol
edilen programli hiicre 6liimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptoz ise fizyolojik veya
patolojik uyaranlarla olugabilir (48). Apoptoz aslinda Latincede agaclarin yapraklarinin
dokiilmesini tanimlamak i¢in kullanilan bir kelimedir. Apo, ayri; ptozis, diisen anlamindadir.
Embriyonik dénemde doku modellenmesi ve organ gelisiminde bir¢ok fizyolojik olayda aktif
olarak izlenen apoptoz ayrica postnatal hayat icin de gerek fizyolojik gerekse patolojik

olaylarin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rollere sahiptir. Cok hiicreli organizmalar postnatal
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hayatta zarar goren, istenmeyen, enfekte olan hiicreleri Apoptoz ile ortadan kaldirirlar.
Inflamasyonun ¢dziilmesi, organ sistemlerinde hiicre sayismin kontrolii, hasarli ve zararl
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, organizmanin i¢ dengesinin devamlilifinda ve daha birgok
durumda Apoptoz 6nem kazanmaktadir. Bu silirecin bozulmasi organ islevlerinde bozulma ve
neoplaziye neden olur (49). Boylece apoptoz doku homeostasizinin en &nemli
diizenleyicilerinden bir tanesi olarak kabul edilmektedir

Hiicrede apoptoz iki yolla tetiklenir. Bunlardan ilki ekstrinsik ya da hiicre disi
sinyallerle tetiklenen, ikincisi ise intrinsik yani mitokondria aracili tetiklenen yoldur.
Ekstrinsik yolla uyarilan apoptozla ilgili olarak, bir¢ok molekiiler mekanizma ve sinyal yolu
tanimlanmasina ragmen, {izerinde en ¢ok calisilanlar Fas ve tiimor nekroz faktor (TNF) sinyal
yolaklaridir. Bu sinyal yolaklarinin aktivasyonu i¢in ilk olarak Fas (Apo-1, CD95) ligandinin
Fas reseptoriine, TNF ligandinin da TRAILR (tiimdr nekroz faktor iligkili apoptoz indiikleyici
ligand reseptdrii)’'ne baglanarak resptorlerin ayr1 ayri trimerizasyonu gerekmektedir (50). Bu
reseptor-ligand etkilesimine bagli reseptor trimerizasyonu ile baglayan aktivasyon
reseptorlerin  hiicre i¢i boliimlerinde bulunan FADD (Fas-Bagimli Oliim Domain) ve
sonrasinda prokaspaz-8’e baglanip DISC (Oliim-Uyarict Sinyal Kompleksi) olusumuna neden
olur. Bu olay prokaspazdan aktif kaspaz-8 olusumuna yol agar. Aktif kaspaz-8, kaspaz
selalesini aktive eder ve son olarak sentral efektor kaspazlardan olan kaspaz-3 aktivasyonuna
yol agarak apoptozu baglatir.

Hiicrede apoptozu tetikleyen ikinci yol ise, mitokondiri-bagimli uyarilma ile
geceklesir. Bu uyarim, mitokondri zarindan apoptotik BCL-2 ailesi proteini ve sitokrom c’nin
salinimi1 ve sonrasinda apoptotik proteaz aktive edici factor-1 (Apaf-1)’1n sitokrom c, ATP ve
procaspaz 9 ile birleserek “apoptozom” kompleksini olusturmasi ile devam eder. Bu
kompleks kaspaz 9’un kesilerek aktive olmasini saglar. Aktif kaspaz 9 kaspaz selalesinin ve
sonrasinda efektdr kaspaz olan kaspaz 3’un aktivasyonunu saglar. Bu sinyalizasyon sirasinda
Smad/Diablo ve XIAP gibi apoptozu pozitif ve negatif etkileyen molekiillerde vardir. Yine,
hiicrede apoptozu saglayan ekstrinsik ve intrinsik yol arasindaki baglantiyr saglayan diger
onemli molekiilde BCL2 ailesi proteinlerinden olan BID’dir ve ekstrinsik yoldan gelen uyar1
devaminda mitokondriden cyt ¢ salinimini tetikler. Apoptosom da kaspaz 8 gibi kaspaz 3 ve
ayrica kaspaz 6 ve kaspaz 7’yi de aktive ederek DNA fragmantasyonu ve hiicre iskeleti
proteinlerinin pargalanmasina yol agarak hiicre oliimiine neden olur (51). Hiicre igi ve dist

yollarla uyarilan apopitozun biyokimyasi1 Sekil 7°de sematize edilmistir.
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kromatin yogunlasmasi, hicre iskeletindeki aktinin degisimiyle apoptik tomurcuklanmamnin olusumu

Sekil 7. Hiicre ici ve disi yollarla uyarilan apopitozun biyokimyasi (51).
2.5.1. Apoptoz Saptama Yontemleri

Apoptoz hiicre morfolojisi degisimlerini tanimlayan histokimyasal, DNA kiriklarini
belirleyen biyokimyasal teknikler ve aktif apoptotik proteinleri belirleyen in situ boyama ya
da western blot yontemleri ile saptanabilir.

Hiicre morfolojisi esas alinarak floresans maddelerin (Hoechst boyasi, DAPI,
propidium, iyodiir) kullanilmas: ile yapilan boyalarla floresans mikroskobu ile inceleme
yapilabildigi gibi, kiiltiir ortaminda {iretilen hiicreleri incelemek icin faz kontrast mikroskobu
da kullanilabilir. Faz kontrast mikroskobu ile apopitotik hiicreler lizerinde gelisen cepgikler
izlenebilir. Hiicreler heniiz ortama yayilmig halde iseler hiicrelerin sitoplazmalarinda ortaya
cikan vakuoller gozlenebilir. Isik mikroskobu ile incelendiginde apopitotik hiicrelerin
karakteristik 6zellikleri yogunlagmis ve biiziismiis bir sitoplazma ile ¢ekirdeksel degisiklerdir.
Kromatin kondenzasyonu ve kromatinin ¢ekirdek zarinin periferinde toplanmasi, ¢ekirdegin
kiicilmesi ve parcalara ayrilmasi en Onemli morfolojik oOzelliklerdir. Apopitotik hiicre
karakterindeki ¢ekirdek ve hiicresel organeller diizeyindeki degisiklikler ise elektron
mikroskobu ile gdzlemlenebilir (52).

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi: TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase [Tdt]- mediated dUTP- biotin nick-end labeling) yontemi tek ya da cift iplikli
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DNA kiriklarina isaretlenmis niikleotidlerin baglanmasi esasina dayanir. Apopitotik hiicrelere
ait DNA'lar hizlica parcalanmakta olduklarindan, birdenbire hiicre igerisindeki kromatin ag
bitiinliigiinii kaybeder ve 3'-OH igeren DNA pargaciklarinin sayisi ¢ok yiikselir. Hiicrede Tdt
(terminal deoxynucleotidyl transferase) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP'yi, pargalanmis
DNA pargaciklarinin serbest 3'-OH uglarna transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA
parcaciklari, ortama FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde
goriiniir hale gelir.

In situ hibridizasyon teknigi: Apopitozun belirlenmesi i¢in isaretlenmis poly (A)
problar1 kullanilmasi esasina dayanir. Apopitotik DNA'nin denaturasyona duyarliligi formalin
ile tespit edilip parafine gdmiilmiis dokularda ¢alisilmaktadir.

Anneksin 'V yontemi: Hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfotidilserin
bulunmaktadir. Eger hiicre apopitoza giderse normalde i¢ ylizde yerlesmis olan fosfotidilserin
molekiilleri hiicre zarinin dis yliziine transloke olur. Bu fosfotidilserinler bir floresans madde
(6rn: FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilebilir. Bu belirleme
flow sitometri yontemi kullanilarak yapilir ya da floresans mikroskobu ile incelenir.

Apopitoza 6zgii proteinlerin saptanmasi: Western blotting ya da immiinohistokimya
yontemleri kullanilarak kaspazlar gibi sadece apopitotik hiicrelerde aktif hale gelen ya da
eksprese olan (6rn: Bcl-2 vb.) bazi proteinlerin dokuda tespit edilmesi esasina dayanir (53).
2.5.2. Endometriyumda Apoptoz

Gerek menstrual siklus boyunca gerekse erken gebelik boyunca endometriyumda bir
cok molekiiler mekanizma islemektedir. Apoptoz bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden bir
tanesi olarak en ¢ok c¢alisilan konulardan bir tanesini olusturmaktadir. Apoptoz
endometriyumun bir ¢ok fizyolojik olaymna aktif olarak katilmaktadir. Bunlarin basinda
menstruasyon, desidualizasyon, maternal immun tolerans gelismesi, implantasyon,
trophoblast invazyonu sayilabilir

Hem menstrual siklus boyunca hem de gebelik boyunca hormon seviyelerindeki
degisimler apoptozla ve doku dengelerinin korunmasi ile direkt olarak iligkilidir (54,55)

2.6. Endoplazmik Retikulum (ER)

Endoplazmik Retikulum (ER) dall1 tiibiiller, yassilasmis keseler ve membrandz agdan
olusan bir hiicre organelidir. Biitlin Okaryatik hiicrelerde bulunur. Hiicrenin hayatta
kalabilmesi ve tiim yasamsal fonksiyonlar1 i¢in 6nemli bir role sahiptir. Hiicre i¢i kalsiyum

(Ca) homeostazi, protein sekresyonu ve lipit biyosentezinden sorumludur (56,57). ER
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liimeninde, protein katlanmasi1 ve sekresyondaki tasima roliinden dolayr Ca bagli molekiiler
saperonlar bulunur. Bu molekiiler saperonlar protein yapisindadir. Diger proteinlerin
katlanmasina yardimci olurlar. Heat shock protein 70 (HSP70) ailesi iiyesi olan glukoz-
regulated protein 78 kDa (GRP78), Heat shock protein 90 (HSP90) ailesi {iyesi olan glukoz-
regulated protein 94 kDa (GRP94) ve Kalretikulin, ER liimeninde bulunan ve protein
katlanmasinda stabilizasyona yardim eden molekiiler saperonlardir (58). ER, proteinlerin
sadece sentez edildigi degil ayn1 zamanda proteinlerin dogru bigimlendirilmesini de saglayan
bir organeldir. Proteinler ER’a katlanmamis polipeptid zincirler seklinde giris yapar.
Sentezlenmis ve transmembran proteinler ER’da katlanir ve olgunlagir. Biitiin
organizmalarda, proteinlerin gdrevlerini yerine getirebilmeleri i¢in protein katlanmasi gerekli
bir siiregtir. Okaryotik hiicrelerde salg: yolaklarina gidecek olan proteinler, golgiye gecmeden
once, katlanmak tlizere ER’da toplanirlar. Proteinlerin kalite kontrolii olarak adlandirilan bu
mekanizmanin amaci, sadece diizgiin katlanan proteinlerin ER’den ¢ikmasina izin vererek
diger hiicre i¢i organellere gitmesini saglamaktir. ER liimenine giren, yeni sentezlenmis
polipeptid zincirleri amino uclarindan karbonhidrat yan zincirleri (3glikoz-2Mannoz-2N
Asetilglikozamin) eklenerek translasyon sonrasi degisiklige ugrarlar. Bu reaksiyon
oligosakkarittransferaz enzimi (OST) tarafindan katalizlenir. Daha sonra devreye Glikozidaz I
ve II enzimleri girerek en ugtaki 2 glikoz molekiiliinii uzaklastirarak tek bir glikoz molekiilii
iceren katlanmamis protein halini almasini1 saglar. ER saperon proteinlerinden Kalneksin ve
Kalretikulin ile birlikte protein katlanmasini gergeklestirir. Diizgiin katlanmis proteinler
kalneksin/ kalretikulin dongiistinden ¢ikarak golgiye gecerler (59).
2.6.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER’da depolanan proteinler hiicre tiirleri arasinda ve hiicrenin yasami boyunca
farklilik gosterir. Gelisim siireci, hiicre siklus dongiisii ve g¢evresel ortam bunlarin hepsi
ER’da depolanmasi gereken proteinlerin ¢esidini ve miktarini etkileyebilir. Ancak bir stres
uyarani katlanan proteinlerin arasindaki reaksiyonu bozabilir ve bu da ER’ un protein katlama
yiikii ve kapasitesi arasinda uyumsuzluk yaratabilir. Bunun sonucunda ER liimeninde
katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler birikir. Bu durum ER stresi olarak adlandirilir
(60,61).
2.6.2. Tunikamisin

Streptomyces lysosuperificus’tan izole edilen bir antibiyotik olan tunikamisin, UDP-

N-asetilglukozamin’den dolikol monofosfata N asetilglukozamin-1-fosfatin transferini inhibe
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ederek karbonhidrat ve protein arasindaki N-glikozidik tip baglanmay1 bloke eder (62-63).
Normal hiicre yiizey morfolojisi ve normal hiicre adezyonunun korunmasi, siirdiiriilmesi,
hiicre yiizeyiyle iligkili proteinlerin salgilanmasi1 (64) ve hiicre i¢i transportu, viriislerin
enfeksiyonu ve yayilmasi gibi gesitli olaylardaki proteinlerin N-glikozidik bagl oligosakkarit
kisimlarimin fonksiyonlarini arastirmada, gelisen fare embriyolarinda (65), insan, fare ve sigan
myeloid l6semi hiicrelerinin farklilagsmasinda (66-67), memeli hiicrelerinde mutasyona
ugramis olan hiicrelerin seleksiyonunda (68) spesifik olarak tunikamisin kullanilmaktadir.
Tunikamisin; amino gruba bagli bir yag asidi, tunikamisin olarak adlandirilan 11-carbon
aminodialdose, N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve uracil iceren homolog antibiyotiklerin bir
karigimidir. Tunikamisinin bir¢ok homologu vardir. Tunikamisin homologlari, yag asidi
karbon zincirlerinin degisik uzunlukta olmasindan dolayr farklilik gostermektedir (69).
Homologlarindan bir kismu lipitlerin N-bagh glikozilasyonunu inhibe etmek icin 5 pg/ml’ ye
gerek duyarken diger homologlari i¢in 1-2 pg/ml bu inhibisyon i¢in yeterli olmaktadir (70).
Protein sentezi lizerine genel bir etkisi olmaksizin protein glikozilasyonunu tamamen inihibe
etme yetenegine sahip olmasi nedeniyle tunikamisin in vivo da ve biyolojik deneylerde yogun
olarak kullanilmaktadir (71).

2.6.3. Tunikamisinin Apoptotik Etkisi

Tunikamisinin bitki ve memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresini uyararak
programlanmis hiicre 6liimiine yol acar. Tunikamisin N- bagh glikozilasyonu inhibe eder ve
bu inhibisyon apoptozisi indiikler (72).

2.6.4. Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA)

ER stres indikatorii olan tauroursodeoxycholic acid TUDCA toksik olmayan,
hidrofilik bir safra asidi olan ursodeoxycholic acid (UDCA) tiirevidir (73). Kaspaz
aktivasyonu ve sitokrom C’yi serbest birakarak, mitokondriyal depolarizasyonu azaltip
apoptozu indiikler. Kalsiyum homeostazinda gorevli olan TUDCA ER stresi siiresince
apoptozu indiikler. ER stresi sonucunda indiiklenmis apoptozda TUDCA apopitotik yolaktaki
kaspaz-12 aktivasyonunu inhibe ederek hiicreleri korur (74).

2.7. Katlanamayan Protein Cevabi1 (UPR=Unfolded Protein Response)

Proteinlerin katlanmasinin devamliligit ve katlanmamis ya da yanhis katlanan
proteinlerin birikimini dnlemesi i¢in hiicreler katlanamayan protein cevab1 Unfolded Protein
Response (UPR) olarak adlandirilan, ER bagimli hiicresel bir cevabi tetikler. UPR’1n ilk

amact normal ER fonksiyonu ve homeostazi yeniden saglamaktir. Hiicresel cevap
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transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde gerceklesir (75). 3 sekilde cevap olusur:
adaptasyon, uyar1 ve apoptozis. Ilk olarak protein sentezi ve ER translasyonunu azaltarak
ER’ye gelen protein yiikii azaltilir. Ikincil olarak. ER katlanma mekanizmasinda gorevli
genlerle UPR hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu saglayarak ER kapasitesi azaltilir.
ER basarili olamadig1 takdirde proteinler ubikutinlesecegi ve 26S proteozomlar: tarafindan
degredasyonunun hedeflendigi ER associated degredation (ERAD) adi verilen siire¢ boyunca
sitozole aktarilir. Ugiincii olarakta eger homeostaz kurulamazsa hiicre apoptoza gider (76).
2.7.1. UPR Sinyal Mekanizmasi

Katlanamayan protein ER’de birikmeye baslayinca UPR’ dan sorumlu transmembran
proteinleri harekete gecer. Bu UPR baglatici proteinler N terminali ile ER liimenini, C
terminali ile sitozolii kdprii gibi idare eden saperonlardir (77). En 6nemli transmembran
proteinleri: Protein Kinaz Benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz (PERK, PRKR-like ER
kinase, EIF2AK3), Inositol Requiring Transmembran Endoniikleaz-1 (IREI, inositol-
requiring kinase 1, ERNI1), ve Aktive Transkripsiyon Faktori-6  (ATF, Activating
transcription factor 6) dir (Sekil 8).

UPR target genes

Sekil 8. Memelilerde UPR yolaginin sematik gosterilmesi (78).
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2.7.2. Protein Kinaz Benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz (PERK)

Ser/Thr proteinkinaz katalitik bolgesi EIF2a kinaz ailesi ile homoloji gosterir. ER
membranindaki PERK oligomerizasyonu, otofosforilasyonu ve kinaz bodlge aktivasyonunu
arttirir. PERK EIF2a (Eukaryotic translation initiation factor 2a, serine 51, 38 kDa)’nin
fosforilasyonu ve inaktivasyonu ile mRNA translasyonunu ve ER’ye protein yiiklenmesini
azaltir. Boylece protein sentez etkinligi azalmis olur. Aynm1 zamanda segici translasyonla
ATF4 (39 kDa)’li aktive eder. ATF4 UPR yolaginda gorevli ER saperonlar1 olan GRP78 ve
GRP94’1i kodlayan hedef genlerin transkripsiyonlarimi aktiflestirir. Bu genler glutamin
biyosentezi, oksidatif stres rezistansi, aminoasit metabolizmasi, ve tasimada gorevlidir (79).
2.7.3. Inositol Requiring Transmembran Endoniikleaz (IRE1)

Tip 1 transmembran proteini olan IREla 100 kDa molekiil agirligina sahip, her iki
Ser/Thr kinaz bdlgesi ve endoriboniikleaz bolgesi igerir. Endoriboniikleaz bolgesi ER
liimeninde katlanmamis protein birikimini algiladig1 zaman bir stres reseptdrii gibi davranir.
Oligomerize olarak transfosforilasyona ugrayip RNA az aktivasyonunu saglar XBP1 (x-box-
binding protein 1, 41 kDa) proteininin mRNA sekansinin kesilmesi ile aktif XBP1 olusumu
baglatilir. XBP1 UPR hedef genlerini ve ERAD mekanizmasindaki genlerin
transkripsiyonunu aktiflestirerek ER’de protein katlanma kapasitesini arttirir (80).

2.7.4. Aktive Transkripsiyon Faktorii-6 ( ATF6)

ATF60 ve ATF6pB, ATF4 ile benzerlik gdsteren, bZIP transkripsiyon faktdr ailesine ait
tip Il transmembran proteinidir. ER membranina hidrofobik sekansi ile baglidir. ER stres
tetikleyicisi IRE1 ve PERK’ten farkli bir protein aktivasyon mekanizmasidir. ER stresine
bagli olarak ATF6 ER’den golgiye S1 ve S2 proteazlari ile taginir. ATF6’dan kesilen sitozolik
bolgeler membrandan salinir. ER saperonlar1 ve ERAD bagimli genleri transkripsiyonel
olarak indiiklemek icin niikleusa taginir (81).

2.7.5. Glukoz-Regulated Protein 78 kDa (GRP78/ BiP)

BIP ER liimeninde en ¢ok bulunan saperondur. Proteinlerin kalite kontroliinde
merkezi rol oynar. HSP70 ailesi iiyesi olan bir ATP’azdir. Fakat bu HSP70 saperon ailesi
tiyeleri gibi dogal polipeptitlerle etkilesime girmez. ER’ye transfer edilecek yeni sentezlenen
protein gecici olarak, glikozillenme siirecinde olan hatali katlanmig veya katlanamamis
proteine kalici olarak baglanir. Stressiz kosullarda PERK, IRE1, ATF6 saperon protein
GRP78/BIP’e baghdir. Boylece stressiz kosullarda bu ii¢ proteini ER’de tutar. Stres

kosullarinda bu proteinleri serbest birakarak kendi kendilerini fosforlayarak aktivasyonlarina
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yol acar. Bu proteinlerden ayrilan BiPler ise katlanamamis proteinler tarafindan tutulur.
BiP’in katlanmamis proteine baglanmasi o proteininin katlanmasina yardimei olmaz ama
proteini katlanmaya elverisli bi¢gimde tutar (76-81).

Hipotezimiz, endometriyal endotel hiicrelerinde BIiP ve elF-2a ekspresyonunun,
menstrual siklus ile erken gebelik boyunca zaman ve doz baglaminda degisime ugradigi ve bu
protein ekspresyonunun TNF alfa (TNF-a) ve interlokin-1 beta (IL-1B) gibi inflamatuvar
sitokinler tarafindan aktive edildigi ve buna bagli olarak hiicre i¢i mRNA translasyonunun
kontrolii ve protein katlanma mekanizmasinin dengelenmesini saglayip endotel hiicrelerinin

siklus bagimli proliferasyon, anjiyogenez ve apopitotik degisimlerini diizenledigidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin tipi

Arastirma deneysel bir caligmadir.
3.2. Arastimanin yeri ve zamani

Calismamiz Yale Universitesi Kadin Dogum ve Ureme Bilimi Anabilim Dal
laboratuvarlarinda geceklestirilmistir. Calisma Eyliil 2009 tarihinde baslamis Mart 2011
tarihinde sonlanmustir.
3.3. Arastirmanin evreni ve orneklemi/¢calisma gruplar

Menstrual siklusun farkli fazlarindan: erken proliferasyon igin 5, orta proliferasyon
i¢cin 6,gec proliferasyon icin 7, erken sekresyon i¢in 7, orta sekresyon i¢in 4, ge¢ sekresyon
icin 6 ve 6 erken gebelige ait kretaj materyali olmak iizere toplam 35 insan uterus doku
orneginde immiinohistokimya boyamasi yapildi.

UPR sinyal yolaginin in vitro insan endometriyal endotel hiicreleri iizerine etkisini
gormeyi hedefledigimiz ¢alismada olusturulan gruplar:

MTS ig¢in, tunikamisin gruplart:

I. grup Kontrol grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

II. grup Tunikamisin grubu: 0,5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

1. grup Tunikamisin grubu: 2,5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

IV. grup Tunikamisin grubu: 5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

ELISA igin, tunikamisin+TUDCA gruplar:

I. grup Kontrol grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

II. grup Tunikamisin grubu: 0,5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

1. grup Tunikamisin grubu: 2,5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

IV. grup Tunikamisin grubu: 5 pg/ml tunikamisinli medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.
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V. grup Tunikamisin + TUDCA grubu: 0,5 pg/ml tunikamisinli ve 10°M TUDCA’l
medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

VL grup Tunikamisin + TUDCA grubu: 2,5 pg/ml tunikamisinli ve 10°M TUDCA’l1
medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

VII. grup Tunikamisin + TUDCA grubu: 5 pg/ml tunikamisinli ve 10°M TUDCA’li
medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

VIII. grup TUDCA grubu:10°M TUDCA’l1 medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

MTS ve ELISA igin, inflamatuvar sitokin gruplari:

I. grup Kontrol grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

II. grup TNF-a grubu: 10 ng TNF-a’ It medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

III. grup TNF-a + TUDCA grubu: 10 ng TNF-a ve 10°M TUDCA’l medyumda
inkiibe edilen HEEC grubu.

IV. grup IL-1P grubu: 10 ng IL-1B’ It medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

V. grup IL-1B + TUDCA grubu: 10 ng IL-1p ve 10°M TUDCA’Ii medyumda inkiibe
edilen HEEC grubu

VI. grup TUDCA grubu:10°M TUDCA’li medyumda inkiibe edilen HEEC grubu

VII. grup TUDCA grubu:10™*M TUDCA’li medyumda inkiibe edilen HEEC grubu

TUNEL i¢in inflamatuvar sitokin gruplart:

I. grup Kontrol grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

II. grup TNF-a grubu: 10 ng TNF-a’ It medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

II1. grup IL-1B grubu: 10 ng IL-1B’ I medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

IV. grup Negatif grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

Western Blot i¢in, hormon gruplar::

I. grup Kontrol grubu: Hi¢ bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

11 grup strojen grubu: 10°*M 6strojenli medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

III. grup progesteron grubu: 10”M progesteronlu medyumda inkiibe edilen HEEC
grubu.

IV. grup Ostrojen + progesteron grubu: 10"M Sstrojen+107M  progesteronlu
medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.

Western Blot ve immunositokimya i¢in, inflamatuvar sitokin gruplart:

I. grup Kontrol grubu: Hig bir uygulamaya maruz kalmayan HEEC deney grubudur.

II. grup TNF-a grubu: 10 ng TNF-a’ It medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.
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1. grup IL-1pB grubu: 10 ng IL-1B’ I medyumda inkiibe edilen HEEC grubu.
3.4. Calisma Materyali

Calisma materyali, kullanilan dokular Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Reprodiiktif
Endokrinoloji Boliimii tarafindan saglandi.
3.5. Arastirmanin degiskenleri

Arastirmada kontrol ve negatif gruplarina herhangi bir islem uygulanmamastir.

MTS i¢in HEEC: tunikamisin, inflamatuvar sitokinler ve TUDCA gruplar1 24 ve 48
saat uyarilmstir.

TUNEL i¢in HEEC: inflamatuvar sitokin gruplar1 48 saat uyarilmistir.

ELISA igin HEEC: tunikamisin, inflamatuvar sitokinler ve TUDCA gruplar1 48 saat
uyarilmstir.

Western Blot i¢in HEEC: hormon ve inflamatuvar sitokin gruplar1 45 dakika, 8, 24 ve
48 saat uyarilmigtir.

Immunositokimya i¢in HEEC: inflamatuvar sitokin gruplart 8, 24 ve 48 saat
uyarilmastir.
3.6. Veri toplama araclari
3.6.1. Arastirmada kullanilan demirbas malzemeler

Arastirmada insan endometriyal endotel hiicrelerin inkiibasyonu i¢in inkiibator, doku
takibi i¢in etliv, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in nemli gember ve otomatik
mikropipetler, MTS i¢in multipipetor kullanilmistir.
3.6.2. Arastirmada kullanilan yontemler
3.6.2.1. Endometriyum Endotel Hiicrelerinin izolasyonu

Stroma hiicreleri flask yilizeyinde %60-70’lik bir yogunluga geldikleri zaman deneye
alindilar. Hiicreler 6nce PBS ile yikand1 ve hiicrelerin {lizerlerine akabinde Tripsin eklenerek
hiicrelerin yapistiklar1 yiizeyden ayrilmalar igin 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler
faz-kontrast mikroskobu altinda kontrol edildikten sonra, tripsin aktivitesini yok etmek i¢in
tizerlerine 10 ml DMEM:F12 ortami ilave edilerek ve 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi1 supernatant uzaklastirildi ve sonra kalan hiicre pelleti tizerine 2 ml hiicre
dilusyon soliisyonu (PBS, %0,5 BSA, 2 mM EDTA) eklendi. Siispansiyon ¢ok iyi
karistirildiktan sonra olusan hiicre kiimelesmesini engellemek i¢in (kiimelesmenin dezavantaji
kiiltiirde stromaya ait hiicre kontaminasyonunun arttirmasi dolayisi ile) 30-mm naylon

meshlerden (sadece bir hiicre gegebilecek capta, Miltenyi Biotech) filtre edildi. Filtre edilmis
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soliisyon, anti-CD-105 ile kaplanmis manyetik alan {izerine yerlestirilmis petri kaplarina
alindi. Hiicrelerin bulunduklari yiizeye yapismasi igin 7-10 dakika 8-10°C’de inkiibe edildi.
Hiicre kaplarina baglanmayan hiicreler uzaklastirildiktan sonra 3 defa hiicre dilusyon
soliisyonu ile yikandi ve tlizerlerine EGM MV- Microvascular Endothelial Cell Medyumu
(BioWhittaker) eklendi. Ortamlar her iki giinde bir degistirildi ve hiicreler % 80-90 yogunluga
geldiklerinde tripsinize edildi. Endotelyal hiicreleri tripsine ¢ok daha hassas olduklart i¢in
hiicreler 6énce EDTA soliisyonu ile yikandi ve arkasindan 1 ml Tripsin-EDTA (Cambrex
Clonetics) eklendi ve 10 dakika inkiibe edildikten sonra {izerlerine tripsin inhibit6r soliisyonu
eklendi ve 1800 rpm’de santrifiij edildi. Hiicreler 1:4 oraninda sulandirilarak 60 mm kiiltiir
kaplarina ve 4-g6zlii lamlara alind1.

Amacimiz kiiltiirde saf endotelyal hiicre elde etmek oldugu icin hiicreler ikinci pasajda
iken endotelyal, bez epiteli ve 16kosit spesifik antikorlar ile immunositokimyasal yontemler
ile boyand: ve karakterize edildi. ikinci pasajda, endometriyal endotelyal hiicreler jelatin ile
kaplanmis ve kaplanmamis 12—gdzIii kiiltlir kaplarina alind1 ve goriiniimleri her 12 saatte bir
mikroskop altinda kontrol edildi.
3.6.2.2. Isik Mikroskobik Doku Takibi, Immiinohistokimya ve immunositokimya

Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etiivde ger¢eklestirildi.

%700 1ik alkol (20 dk.)

%800 1ik alkol (20 dk.)

%9611k alkol (20 dk.)

%9611k alkol (20 dk.)

Aseton 1 (20 dk.)

Aseton 2 (20 dk.)

Aseton 3 (20 dk.)

Aseton 4 (20 dk.)

Ksilol 1 (30 dk)

Ksilol 2 (30 dk)

Parafin 1 (1 saat)

Parafin 2 (1 saat)

Dokular parafine gomiildii. Mikrotom yardimiyla dokulardan lizinli lamlara
immunositokimya boyamasi i¢in 5-um kalinliginda parafin kesitler alind1 ve sirasiyla ksilol ve

alkol serilerinde rutin deparafinizasyon ve dehidratasyonu takiben dokular PBS ile yikandi ve
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sitrik asit tamponunda 3 defa 5 dakika mikrodalgaya maruz birakildi. Sonrasinda slaytlar PBS
ile 3 defa yikandi. Endometriyal endotel hiicreleri 4-gozIii lamlarda istenilen uyaranlar ile
(sitokinler) gerekli zaman siirelerinde uyarildiktan sonra %4 paraformaldehitde 20 dakika
+4°C fikse edildi. Sonrasinda kesitler PBS’le 2 defa yikandi. Hem dokular hem hiicreler bu
asamadan sonra hemen h ayn1 islemden gegirildiler. Kesitler ve hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra, PBS icerisinde hazirlanan 0,2% Tween 20 ile gegirgen hale getirildi. Endojenik
peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in hiicreler 3% H,O; (0,6 ml 30% H,O, ve 2,7 ml
methanol ve 2,7 ml H;0O) ile oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikama
islemlerinden sonra, non-spesifik baglanimi bloke etmek i¢in kullanilan primer antikorlar ile
uygun 5%’lik normal keg¢i serumu ile oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Bloklama
soliisyonu uzaklastirilarak, érnekler iizerine uygun primer antikorlar rabbit monoklonal BIP,
(Cell signalling), eklenerek oda 1sisinda 1 saat veya +4°C’de gece boyu inkiibe edildiler.
Yikama asamalarini takiben, biotinylated goat anti-rabbit IgG ile 30 dakika inkubasyondan
sonra streptavidin-peroksidaz kompleksi Vectastain ABC Elite kit (Vector Lab) kullanildi. Bu
asamalar1 takiben, kromojenik reaksiyon 3-amino 9-ethyl carbazole (AEC, Vector Lab) ile
gerceklestirildi ve reaksiyon ¢esme suyu ile durduruldu. Ornekler hematoksilen ile
boyandiktan sonra kapatildi ve 151k mikroskobu altinda incelendi.
3.6.2.3. Hiicre Proliferasyon Deneyi (MTS)

Insan endometriyum endotel hiicre proliferasyonu 96-well kiiltiir kaplarmda Cell Titer
96 Aqueous radyoaktif olmayan hiicre proliferasyon kiti (Promega) kullanilarak
gerceklestirildi. In vitro hiicre proliferasyonu igin sitokinler 10 ng, tunikamisin 0,5-2,5-
5ug/ml ve TUDCA 107 M ile 10™* M konsantrasyonlarinda kullanild:. Kitin en énemli 6zelligi
non-radyoaktif olarak (kalorimetrik) olarak canli hiicre sayisin1 vermesidir. Kit tetrazolium
karisim 3-4,5-dimetylthiazol-2yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)2-(4-sulfophenyl) 2H-
tetrazolium, inner salt, MTS) icermektedir. Temel olarak formazan absorbansinin 490 nm
dalga boyunda okunabilir 6zelligi kullanilmaktadir. Eriyebilir formazan metabolik olarak aktif
hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimleri tarafindan olusturulur. 96- welldeki ilk kolona hig
hiicre ekilmedi ve bu kolon bazal kontrol olarak okundu. Her welle esit sayida hiicre
ekildikten sonra kolonlar Tunikamisin, TNF-a, IL-18 ve TUDCA’l1 kombinasyonlar1 ile
indiiklendi. Kontrol hiicrelerine ise sadece serum free medya eklendi. 24 ve 48 saat sonra

hiicre proliferasyonu 6lgiildii. Deney sonlanmadan 4 saat 6nce 100 ml medya icerisine 10 ml
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MTS soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda mikrokuyular
490 nm dalga boyunda okundu ve optik yogunluk birimi ortalamas1 hesaplandi.
3.6.2.4. Microbead-baglanmis-anti-CD105 kaph Petri Kaplarinin Hazirlanmasi

20 pgr/ml Microbead-baglanmis-anti-CD105 antikorlari, 50 mM Tris-HCI (pH: 9,5)
soliisyonu igerisinde hazirlandi. Antikor soliisyonu petri kaplarina eklenmeden Once petri
kaplar1 manyetik alan {lizerine yerlestirildi bdylelikle antikorlarin petriye baglanma afinitesi
manyetik olarak arttirilmis oldu (Sekil 9). 60 mm c¢aph petri kaplar1 i¢cin 3 ml antikor
soliisyonu eklendi ve 2 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 antikor soliisyonu
uzaklastirildi. Kaplar 0.15 M NaCl ile 3 defa yikandi. Non-spesifik baglanmay1 engellemek
icin petri kaplart oncelikle 0,1% bovine serum albiimin (BSA) ile oda 1sisinda 30 dakika
inkiibe edildi. Bu basamak bagladiginda endometriyum stroma ve endotel hiicreleri

tripsinizasyon iglemine tabi tutuldular. Her iki islem de es zamanli olarak tamamlandi.

Sekil 9. Kullanilan antikorlarin metalik kaplanmis 6zelligine dayanarak, miknatisla gii¢clendirilmis petri kabinda
manyetik alan olusturulmasi. Boylece metalik parcalarla kaplanmis antikor manyetik alan olusturulmamislara
gdre cok daha izl ve saglam bir sekilde petri tabaklara baglanmaktadir. (Umit Ali Kayisli’nin doktora tezinden

izni dahilinde alinmustir.)
3.6.2.5. In Vitro Endotel Hiicre Deneyleri

Endotel hiicreleri % 80-90 yogunluga geldiklerinde aktif karbon ile muamele edilmis
% 2’lik FBS iceren dinlendirme medyumuna alindilar ve 24 saat bekletildiler. Bu medyumun

amact hiicreleri uyaranlara maksimum cevap verebilecek diizeye getirmektir. Boylece
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serumdaki steroidlerin etkisini ortadan kaldirdig1 i¢in deneylerde elde edilen steroidlerin etkisi
oldukca saf ve daha giivenilirdir. 24 saat sonra hiicreler PBS ile iki defa yikanip daha sonra
deney medyasi olarak %2 FBS iceren fenol red-free DMEM kullanildi. Seks steroidlerin i¢in
zaman ve konsantrasyon bagimli etkisi 10® M’dan 10”7 M’a kadar ve 24 ile 48 saat arasinda,
TNF-a ve IL-1f gibi sitokinler i¢in zaman ve doz bagimli etkileri 10 ng/ml ile 5,15,45 dakika,
8, 24 ve 48 saat arasindaki etkileri aragtirildi.
3.6.2.6. Total Proteinlerin Elde Edilmesi

Endometriyum endotel hiicreleri medya i¢inde uygun steroid ve sitokinler ile muamele
edildikten sonra, hiicreler iki defa soguk PBS ile yikand1 ve santrifugasyon sonrasi hemen —
80°C’ye konuldu. Kiiltiir kaplari —80°C’den alinip buz iizerine konuldu ve iizerlerine proteaz
inhibitorii iceren liziz buffer (50 mM HEPES, pH:7.4: 150 mM NaCIl: 10% gliserol: 1%
Triton X-100: 1.5 mM MgCl,, 1 mM EGDA, 100 mM NaF, 10 mM sodyum pyrophosphate
ve proteaz inhibitorleri, (1 mM Na3VO4, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml aprotinin, 4 mM
PMSF) eklendi (Pierce). Hiicre siispansiyonu mikrosantrifiij tiiplerine alinarak buz {izerinde
20 dakika inkiibe edildikten sonra, 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Supernanat temiz
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak, protein miktarlar1 Bradford assay temeline dayali olarak
kantifiye edildi.
3.6.2.7. Western Blot

Total protein, T-PER liziz tamponu (50 mM HEPES, pH:7,4: 150 mM NaCI: 10%
gliserol: 1% Triton X-100: 1,5 mM MgCI2, 1 mM EGDA, 100 mM NaF, 10 mM sodyum
pyrophosphate ve proteaz inhibitorleri, (1 mM Naz;VOs4, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml
aprotinin, 4 mM PMSF) kullanilarak ikinci ve ii¢lincii pasajdaki insan endometriyum endotel
hiicrelerinden elde edildi. Protein konsantrasyonlar: belirlendikten sonra, her kuyucuga 12
mikrogram protein yiiklendi. Ornekler %7,5’luk TGX precast jelde (BIO-RAD) 80 V’da 1 x
yliriime tamponu igerisinde yaklasik 1 saat elektroforetik olarak ayrilmasi saglandi. Jel
plakalardan ayrildiktan sonra transfer tamponu igerisinde 80 V’da +4°C de 1 buguk saat
nitroseliiloz membrana transfer edildi. Membran TBS-T buffer (0.05% Tween-20 in TBS)
icerisinde hazirlanan 5% yagsi kuru siit tozu ile 1 saat 25°C de inkiibe edildi. Bloking
asamasindan sonra primer antikorlar ile 1 saat oda 1s1sinda veya 1 gece +4°C inkiibe edildi ve
arkasindan 4 defa 10 dakika TBS-T ile yikandi. Yikama asamalarindan sonra, 1 saat
peroksidaz labeled keci anti-tavsan antikorlari ile inkiibe edildi ve 4 defa TBS-T ile 10 dakika
yikandi. Immunotespit icin ECL (GE-Healthcare) ile 1 dakika inkiibe edildikten sonra
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BioMax filme maruz birakildi. Ayni membran stripping soliisyonu ile 50°C de su banyosunda
20 dakika strip edildi. (Protein baglarinin koparilip, baglanan antikorlar membrandan
temizlendi.) 4 defa TBS-T ile 10 dakika yikandi. Bloking asamasindan itibaren yeni antikorla
membran tekrardan primerle ve sekonderle inkiibe edildi. Aralarda yikama islemi yapildi.
Immunotespit i¢in ECL (GE-Healthcare) ile 1 dakika inkiibe edildikten sonra BioMax filme
maruz birakildi. Bu sekilde ayn1 membran 2 kez strip edilip; BiP (Cell Signalling,78 kDa)
elF2a (Ser 51,Cell Signalling, 38 kDa)’nin total ve fosfo formlarina ve de icerdikleri total
protein i¢in B-Actin (Santa Cruz, 42 kDa)’e bakildi.
3.6.2.8. ELISA Yontemi

insan endometriyal endotel hiicrelerinde konsantrasyon bagimli olarak TUDCA (10°-
10" M), doz bagiml olarak tunikamisin (0,5-2,5-5 pg), TNF-a (10ng) ve IL-18 (10ng) ile 48
saat uyarilarak kiltir medyalarinda R&D Systems IL-8 kiti kullanilarak IL-8 seviyesi
arastirildi. Kitin iceriginde bulunan ve mikrokuyucuklara baglanmay1 saglayan (capture ab)
antikor ile, medyalar yliklenmeden 6nce 1/180 oraninda sulandirilarak her goze 100’er pl
yiiklenerek, 1 saat inkiibe edildi ve medyalar i¢in hazir hale getirildi. Kite ait 96 gozli
mikropleytlerin 1. ve 2. kolonlarina kitin igeriginde bulunan standartlar artan diliisyonlarda
yiiklendiDiger kolanlara ise (3-12) oda 1s1sina getirdigimiz kiiltiir ortamlarindan her gruba ait
2 serli olacak sekilde 100’er pl yiiklendi. Kuyular 90 dakika saat oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi. Sonrasinda 400 pl yikama soliisyonu (PBS) ile 3 kez yikandi. Yikamalar sonunda
kuyularin tamamen bosaltilmasi amaciyla hafif¢e kurutma kagidi tizerine vurularak kurulandi.
Her goze 1/180 oraninda sulandirilmis (detection ab) tespit soliisyonundan 100°er pl
koyularak tekrar bir buguk saat inkiibasyona birakildi. Tekrar 3 kez yikama isleminden sonra
1/200 oraninda Streptavidin-HRP eklenip 20 dakika aliiminyum folyo ile sarilarak karanlik
ortamda avidin kompleksinin epitoplara baglanmasi saglandi. Son defa 3 kez yikanarak renk
reaksiyonu saglayan A ve B (color reagent) soliisyonlar1 esit oranda karistirilarak her géze
100’er pl eklendi. Kitin kullanim protokoliine uygun olarak 15 dakika sonunda 0,1M HCI
(reaksiyon durdurma soliisyonu) ile her goze 50 pl eklenerek spektrofotometrede 450 nm
dalga boyunda okutuldu. Tiim islemler sirasinda her kuyuya esit soliisyon veren mikropipetor

kullanilarak deney yapildi. Sonuglar Sigma Plot istatistiksel analiz programinda analiz edildi.
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3.6.2.9. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate DNA Nick-End Labelling) Boyamasi

Insan endometriyal endotel hiicreleri 4-gozlii kiiltiir kaplarinda 24 ve 48 saat TNF-o
(10 ng) ve IL-1PB (10 ng) ile tedavi edildi. Kontrole ve negatife sadece serum free medya
verildi. Deney sonunda buz tizerinde %4 paraformaldehitle 30 dakika +4°C de hiicreler fikse
edilip 3 kez PBS ile yikandi. Enzimatik alkalin fosfataz isaretlemesi kullanilarak DNA
kiriklar1 TUNEL kiti (Roche, Manheim, Almanya) ile belirlendi. Hiicreler permeabilizasyon
soliisyonu (0.1% tritonX-100 iceren 0.1% sodyum sitrat soliisyonu) ile 2 dakika +4°C’de
inkiibe edildi. Akabinde slaytlar PBS ile 2 defa yikandi ve TUNEL soliisyonu (DNA-kirik
uglart isaretli TUNEL problari) ile 1 saat 37°C’ta inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in yukarida
anlatilan sekilde negatif olarak belirlenen géze enzimsiz TUNEL soliisyonu konuldu. Daha
sonra hiicreler tekrar PBS yikamalarindan gecirilerek 30 dakika streptavidin-alkaline fosfataz
enziminde bekletildi. Yikama isleminin ardindan, hiicreler sonraki basamakta TUNEL pozitif
hiicreleri goriintiilemek amaciyla Fast-Red substrati ile 5 dakika mikroskop altinda inkiibe
edildi. Hematoksilen ile zemin boyamas1 yapilip kapatildi. Mikroskop altinda her slaytta 10
ayr1 alanda TUNEL pozitif ve negatif hiicre sayilar1 tespit edilerek her tedavi grubu i¢in
apoptotik hiicre yiizdeleri tespit edildi.
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3.7. Arastirma plam ve takvimi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Hiicre proliferasyon, Western blot sonuglari Komogorov-Smirnov testine gore
olusturuldu. Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar One way ANOVA ve Tukey
testleri ile analiz edildi. p<0.05 istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi. Tiim istatistik
hesaplamalar SigmaPlot ile gerceklestirildi (versiyon 11.0).
3.9. Arastirmanin simirhiliklar:

Aragtirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir smirlilik durumu ortaya
¢cikmamustir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz siiresince Yale Universitesi 11.08.2009 tarihli (HIC) protokol numarasi;
9306006685 olan Etik Kurul kararlarina uyuldu.

Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Menstrual siklus ve erken gebelik boyunca insan endometriyum endotel
hiicrelerinde (HEEC) endojen BiP ekspresyonu

Mestrual siklus boyunca farkli fazlara ait endometriyum dokularin endotel
hiicrelerinde protein diizeyinde BIP ekspresyonu immiinohistokimya teknigi kullanilarak
analiz edildi. Erken proliferasyon boyunca HEECler kuvvetli bir pozitiflik sergilememesine
ragmen, bu pozitiflik ge¢ proliferasyona dogru ilerledikce de belirgin olarak azald. Ilging
olarak BIP ekspresyonu erken sekresyona ait HEEClerde kuvvetli iken, implantasyon
penceresine (orta sekresyon) ait endometriyum dokularindaki endotel hiicrelerinde ¢ok
belirgin olarak azaldi. Geg sekresyon endometriyumuna ait HEEClerin ise menstrual siklus

boyunca izlenen en kuvvetli BIP ekspresyonuna sahip olduklari saptandi. (Sekil 1, 2; p<0,05)

Sekil 10 A-G. Menstrual siklus endometriyal dokularinda (A-D) ve birinci trimester desidual doku (E,F) endotel
hiicrelerinde BIP ekspresyonu. A, erken proliferasyon; B, ge¢ proliferasyon; C, orta sekresyon; D, gec

sekresyon; E-F, birinci trimester. (Ok; insan endometriyal endotel hiicrelerini gdstermektedir. Ok basi; Spiral
arter endotel hiicrelerini gostermektedir. )
Erken gebelik donemine ait desidual doku endotel hiicrelerinde BIP

immunoreaktivitesi implantasyon penceresindeki gibi olduk¢a zayif olarak izlendi. Bu

39



donemde izlenen BIP immunoreaktivitesi ge¢ sekresyon fazina gore anlamli olarak azalmistir

(Sekil 10; D ve F).
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Gebelik

Sekil 11. Menstrual siklus boyunca endometriyal doku ve erken gebelige ait desidual doku endotel hiicrelerinde
BiP immunoreaktivitesinin HSCORE degerlendirilmesi. (EP: Erken proliferasyon; MP: Orta proliferasyon; LP:
Geg proliferasyon; ES: Erken sekresyon; MS: Orta sekresyon; LS: Geg sekresyon) * p<0,05 ge¢ sekresyon

fazina kiyasla erken gebelik, orta sekresyon ve geg proliferasyon fazlarindaki anlamli azalimu.
4.2. HEEC proliferasyonu iizerine Tunikamisin, TUDCA ve inflamatuvar sitokinlerin
etkisi

Doz bagimli olarak tunikamisin (0,5-2,5-5 pg), TUDCA (10°-10"* M), TNF-a (10ng)
ve IL-1B (10ng) nin HEEC proliferasyonu iizerine etkisi MTS kolorimetrik hiicre
proliferasyonu kiti kullanilarak arastirildi. HEEC tunikamisin, TUDCA ve inflamatuvar
sitokinlerle 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Tunikamisin 24 ve 48 saat sonunda doz bagimli
olarak HEEC proliferasyonunu azaltt1 (Sekil 12 A, B). IL-1P kontrole gore artig gosterirken
TUDCA ile birlikte verildiginde, TUDCA IL-1p’nin proliferatif etkisini ortadan kaldirdi
(Sekil 12 A). Diger taraftan TNF-a’nin HEEC proliferasyonu iizerinde anlamli bir etkisi
yoktu.
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Sekil 12 A, B. Tunikamisinle uyarilan HEEClerde hiicre proliferasyonu. Tunikamisin 24 saat (A), ve 48 saat (B)

sonunda HEECIer iizerindeki antiproliferatif etkisi izlenmekte. Barlar her grup igin 12 farkli degerin ortalama +

SEM degerlerini gostermektedir. Kontrole kiyasla tunikamisinde anlamli azalma doz bagimli olarak saptandi.

*p<0.05
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Sekil 13 A-B. TUDCA, TNF-a ve IL-1B ya cevap olarak HEEClerde hiicre proliferasyonu. Hiicreler TNF-a ve
IL-1PB, Tnf-a ve IL-1p nin TUDCA’l1 kombinasyonu ile 24 saat (A), ve 48 saat (B) uyarildilar. Kontrole kiyasla
TUDCA sitokinlerle birlikte verildiginde sitokinlerin etkisini anlamli olarak azaltti. Barlar her grup igin 12 farkli
degerin ortalama = SEM degerlerini gostermektedir. *p<0.05
4.3. HEEC’lerde TUNEL ile apopitotik hiicrelerin belirlenmesi

Inflamatuvar sitokinlerin HEEClerde apoptoza yol agip agmadidmi arastirmak icin
TUNEL teknigi kullanildi. HEECler daha 6nceki hiicre kiiltriirii deneylerimize paralel olarak
48 saat boyunca TNF-a ve IL-1p ile uyarildilar. 48 saat sonunda %@4liik paraformaldahit ile

fikse edilen hiicreler akabinde. 48 saat boyunca TNF-o uygulamast HEEClerde apoptotik
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hiicre oranin1 kontrole kiyasla anlamli olarak 2-kattan daha fazla arttirdi. Buna karsin 48 saat
IL-1B ile uyarilmis HEECIler ile kontrol grubu arasinda apoptotik hiicre orani agisindan

anlaml fark bulunamadi (Sekil 14 ve 15).
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Sekil 14 A-D. Inflamatuvar sitokinlerle 48 saat kiiltiire edilen HEEClerde TUNEL isaretlenmesi. A, Kontrol; B,
TNF-0; C, IL-1B; D, Negatif. Kirmiz1 renkli hiicre ¢ekirdekleri apoptoza giden TUNEL pozitif hiicreleri, mavi
renkli hiicre ¢ekirdekleri ise hematoksilenle boyanmig TUNEL negatif hiicreleri temsil etmektedir.

0,05 -
it *
W 0044
I
£
]
2 0,03 A I
'_
o
w
w
I 0,02+
z T
d T
35 o011
'—
0,00 : : T
Kontrol TNFa (10ng) IL-1B(10ng)

Sekil 15. HEEClerin TNF-a (10 ng) ve IL-18 (10 ng) ile 48 saat uyarilmast sonunda TUNEL(+) HEECIerin
toplam HEEClere orant.*p<0,05
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4.4. HEEC’de IL-8 sekresyonunun inflamatuvar sitokinler, Tunikamisin ve TUDCA ile
diizenlenmesi

HEEClerin yiiksek BIP seviseyinde inflamatuvar cevabini arastirmak icin, bu
hiicrelerden kiiltiir ortaminda salgilanan IL-8 seviyesi ELISA yéntemi kullanilarak analiz
edildi. Konsantrasyon bagimli olarak TUDCA (10>-10™* M), doz bagimli olarak tunikamisin
(0,5-2,5-5 pg), TNF-a (10ng) ve IL-1B (10ng) ile 48 saat uyarilan HEEClerin kiiltiir
ortamlarinda IL-8 seviyesi arastirildi. TNF-a ve IL-1p uygulamalar1 IL-8 seviyesini anlaml
olarak arttirirken TUDCA’nin TNF-a ile kombinasyonu, TNF-a nin IL-8 seviyesini arttiric
etkisini anlaml diizeyde baskiladi. Ayrica IL-1f ile olan TUDCA kombinasyonu IL-1f nin
IL-8 seviyesini arttirict etkisi lizerinde ilave bir artis veya azalis saglamadi. TUDCA tek
basina verildiginde ise kontrole kiyasla IL-8 seviyesine etkisi goriilmedi (Sekil 16 A).

HEEC]erin tunikamisin ile 48 saat boyunca uyarilmasi sonunda doz bagimli olarak IL-
8 sekresyonunu anlamli olarak arttirdig1 saptandi. Ayrica HEEClerin tunikamisin ve TUDCA
ile birlikte uyarilmasi sonucunda, tunikamisinin HEEClerdeki IL-8 sekresyonunu arttiric
etkisinin anlamli olarak azaldig1 gozlendi. TUDCA yalmz basma verildiginde ise IL-8
seviyesinde kontrole kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 16 B).
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Sekil 16 A,B. HEEClerde IL-8 sekresyonunun ELISA ile gosterilmesi. Hiicreler TNF-a ve IL-1B ile
TUDCA’nin bu sitokinlerle kombinasyonu ile (A), doz bagimli olarak tunikamisin ve tunikamisinin TUDCA’I1

kombinasyonu ile (B) 48 saat uyarildilar. Barlar IL-8 seviyesini pg/ml olarak gostermektedir.*p<0.05
4.5. HEEC’lerde BIP ve eIF-2a proteininin ovaryum hormonlar1 ve sitokinler
tarafindan diizenlenmesi

In  vivo bulgularmizla ortaya ¢ikardigimiz  endotel hiicrelerindeki BIP
ekspresyonundaki degisimlerin menstrual siklusun temel diizenleyici hormonlar1 dstrojen ve
progesteronun etkisine bagimli olup olmadigint anlamak i¢in insan endometriyumundan izole
ettigimiz endotel hiicrelerinde BIP’in protein seviyesine ovaryum steroidlerinin etkisini
Western blot teknigi kullanilarak arastirildi. HEEClerin 24 saat ve 48 saat Ostradiol ve
progesteron ile tek baslarina veya birlikte uygulanmasi, HEEClerin BIP seviyesinde kontrole

kiyasla anlamli diizeyde degisim ortaya ¢ikarmadi (Sekil 17).
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Sekil 17. BIP protein seviyesinin ovaryum steroidleri dstrojen ve progesteron tarafindan regiilasyonu. C, kontrol;
E, 6strojen (10 M); P, progesteron (10”7 M); E+P, dstrojen (10 M) + progesteron (107 M).

Endotel hiicrelerindeki eIF-2a ekspresyon ve fosforilasyon seviyesindeki degisimlerin
menstrual siklusun temel diizenleyici hormonlar1 dstrojen ve progesteronun etkisine bagimli
olup olmadigini1 anlamak i¢in insan endometriyumundan izole ettigimiz endotel hiicrelerinde
elF-2a’nin protein seviyesine ve fosforilasyonuna etkileri Western blot teknigi kullanilarak
arastirildi. HEEClerin 24 saat Ostrojen ile tek basina veya progesteron ile birlikte
uygulanmasi, HEEClerde elF-2a seviyesinde ve fosforilasyon diizeyinde kontrole kiyasla
anlamli bir degisim ortaya c¢ikarmadi (Sekil 18). Buna karsin, tek basina progesteron
uygulamas1 HEEClerde eIF-2a seviyesini degistirmez iken, elF-2a’nin fosforilasyon

seviyesini anlaml diizeyde azaltt1 (Sekil 18).
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Sekil 18. eIF-20 protein seviyesinin dstrojen ve progesteron tarafindan regiilasyonu. C, kontrol; E, éstrojen (10™
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M); P, progesteron (107 M); E+P, 6strojen (10™ M) + progesteron (107 M). *p<0.05 progesteron ile uyarilmis
HEEC]er, kontrol, dstrojen ve dstrojentprogesteron ile uyarilmis HEECler ile kiyaslandiginda.

Sitokinlerin insan endometriyal endotel hiicrelerinde BIP protein seviyesi iizerinde
etkisini arastirmak i¢in izole ettigimiz endotel hiicreleri kiiltiirde ¢ogaltildi. HEEClerin TNF-a
(10 ng) ile 24 ve 48 saat uyarilmas1 sonunda BIP seviyesi kontrole gore artig gosterdi. Benzer
olarak IL-1B (10 ng) ile 24 ve 48 saat uyarilmis HEEClerde BIP seviyesi kontrole gore
anlamli olarak artis gosterdi (Sekil 19).
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Sekil 19. HEEClerde BIP varliginin inflamatuvar sitokinler tarafindan diizenlenmesi. HEEClerin TNFa. ve IL-1p
ile 24 saat ve 48 saat uyarilmasi sonunda BIP ekspresyonu. *p<0.05

Inflamatuvar sitokinlerle in vitro uyarilan HEEClerde BIP immunositokimya teknigi
ile boyanip pozitiflik siddetlerine gore degerlendirildi. 24 ve 48 saat boyunca TNF-a ve IL-1
ile uyarilan HEEClerde sirastyla hem BIP pozitif boyanma siddeti hem de BIP pozitif hiicre
sayisini kontrole kiyasla arttirdigi gozlendi (Sekil 20. A-H).
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Sekil 20. A-G. TNF-o ve IL-1B uyarilnus HEEClerde BIP ekspresyonu. (A-D) 24 saat inflamatuvar sitokinlerle
uyarilan HEEClerde BIP immunoreaktivitesi izlenmekte A, Kontrol; B, TNF-a; C, IL-1B; D, Negatif; (E-H) 48
saat inflamatuvar sitokinlerle uyarilan HEEClerde BIP pozitifligi izlenmekte. E, Kontrol; F, TNF-a; G, IL-1p;
H, Negatif.

Sitokinlerin insan endometriyal endotel hiicrelerinde fosfo elF-2a protein seviyesi
tizerinde etkisini arastirmak icin izole ettigimiz endotel hiicreleri kiiltiirde g¢ogaltildi.

HEECIlerin TNF-a (10 ng) ile 45dakika ve 8 saat uyarilmasi sonunda fosfo elF-2a seviyesi

kontrole gore artis gdsterdi.
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Benzer olarak IL-1B (10 ng) ile 45 dakika ve 8 saat uyarilmigs HEEClerde de fosfo elF-

2a seviyesi kontrole gore anlamli olarak artig gosterdi (Sekil 21).
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Sekil 21. HEEClerde fosfo elF-20 varliginin inflamatuvar sitokinler tarafindan diizenlenmesi. HEEC’lerin TNF-
o ve IL-1P ile 45 dakika ve 8 saat uyarilmasi sonunda fosfo eIF-2a ekspresyonu. M, Marker; C, Kontrol; TNF,
TNF-a; p-eIF-20, Fosfo elF-2a, 45 min, 45 dakika; 8h,8 saat. *p<0.05

Inflamatuvar sitokinlerle uyarilan HEEClerde fosfo- ve total-eIF-2a seviyesindeki
degisimler immunositokimya teknigi kullanilarak degerlendirildi. HEECler daha 6nceki hiicre
kiiltiirii deneylerimize paralel olarak 8 saat boyunca TNF-a ve IL-1PB ile uyarildilar.
Immunositokimya boyamalarinda, TNF-a ve IL-1B ile uyarilan HEEClerde hem elF-20’nin
fosforilasyon seviyesinin hem de fosfo-elF-2a pozitif hiicre sayisinin kontrole kiyasla arttig1
gozlendi (Sekil 22. A-D). Diger taraftan, total- elF-20’nin immunoreaktivitesinde gruplar
arasinda belirgin bir fark yoktu (Sekil 22. E-H).
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Sekil 22 A-G. HEEClerin TNFa ve IL-1 ile 8 saat uyarilmasi sonunda fosfo- ve total-elF-2a pozitifligi. (A-D)
8 saat inflamatuvar sitokinlerle uyarilan HEEClerde fosfo-elF-2a pozitifligi izlenmekte. A, Kontrol; B, TNF-a;
C, IL-1B; D, Negatif; (E-F) 8 saat inflamatuvar sitokinlerle uyarilan HEEClerde elF-2a pozitifligi izlenmekte. E,
Kontrol; F, TNF-a; G, IL-1f; H, Negatif.
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5. TARTISMA

Menstrual siklus ve gebelik boyunca uterusun ugradigi hiicresel ve molekiiler
degisiklikler, insan viicudundaki fizyolojik ve patolojik bircok olayin anlasilmasi agisindan
onemli bir role sahiptir. Endometriyum, her siklusta yenilenmesi ve gebelik durumunda semi-
allojenik embriyoyu kabullenip ona yataklik yapabilmesi icin gecirdigi degisiklikler agisindan
insan viicudunun en dinamik dokularindan birisidir. Insan endometriyumu menstrual siklus
siiresince proliferasyon, anjiyogenez, anjiostaz ve apoptoz gibi temel hiicresel mekanizmalari
kullanarak her 28 giinde bir tekrarlayan doku yenilenmesi ve biiyiimesi ve gerilemesini
gerceklestiren tek dokudur. Insan endometriyumunda bu temel hiicresel mekanizmalar
gerceklesirken temel olarak iki ana steroid hormon Ostrojen ve progesteron tarafindan
yonlendirilir. Her iki hormon ovaryumda granuloza hiicreleri ve korpus luteum tarafindan tretilir.
Bu iki hormon disinda, endometriyum lokal biiylime faktorleri, inflamatuvar sitokinler,
anjiyogenik molekiiller ve l6kosit trafigini kontrol eden kemokinler (IL-8, MCP-1 gibi)
tarafindan da direkt olarak veya indirekt olarak diizenlenmektedir (83).

Insan endometriyumu doku yenilenmesi siiresince endotelyal hiicrelerin yeniden
yapilanmasina bagli olarak anjiyogeneze ve mestruasyon siliresincede gelisen endometriyal
inflamasyonun kontrolii altinda bir anjiostaza ihtiya¢ duyar. Anjiostaz spiral arter kasilmasi
sonucunda avaskularizasyon ve yetersiz doku oksijenlenmesine bagli olarak doku dokiilmesine
yol agar. Temel amacimiz insan endometriyal endotel hiicrelerinde her siklus boyunca meydana
gelen fizyolojik anjiyogenez ve inflamasyon bagimli anjiostaz siirecinde endoplazmik
retikulumda regiile edilen protein sentez ve olgunlastirict sinyal yolaklarinin (UPR) rolint
arastirmaktir. Strese neden olan bir ¢ok farkli faktdr ve fizyolojik sartlar ER’da katlanmamaisg
protein birikimine neden olabilir ve UPR yolagindaki ER yerlesimli transmembran proteinleri
indiikleyebilir (84, 85). Son giinlerde ER stresinin ndrodejenaratif hastaliklar (86, 87), bipolar
bozukluk (88, 89), diabetes mellitus (90, 91), inflamasyon (92, 93) ve iskemi (94, 95) gibi bir ¢cok
hastalikta rol aldig1 iyi bilinmektedir. Bu anlamda tezimizde endometriyumda, ER stresine bagli
UPR sinyalinin temel proteini BIP’in degisiklikleri incelendi.

BIP ER liimeninde yer alan Ca2+-bag1m11 bir saperon proteindir. BIP ER liimeninde uygun
protein katlanmasi, katlanmis proteinlerin bu asamada kalmasi ve katlanmamis ve/ veya yanlis

katlanmis proteinlerin proteozomal degradasyonun gerceklesmesinden sorumludur (96). ER
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protein sentez ihtiyaci, sekresyon artisi ile paralel olarak artmaktadir. Bununla birlikte, BIP ER
liimeninde Ca*" depolanmasinda ve dolayisiyla hiicre i¢i Ca*” homeostazinda da gérev almaktadir
(97). Hiicre i¢i kalsiyum sinyali bircok hiicresel olayin onemli diizenleyicisi ve BIP ile
diizenlenmesinde bircok hiicresel siireci etkilemektedir. insan endometriyumunda BIP’in spesifik
fonksiyonu bilinmektedir. Bununla birlikte calismamizda tespit ettigimiz BIP ekspresyonunun,
menstrual siklus boyunca endotel hiicrelerdeki varligi ve siklus bagimli degisimler gecirmesi,
endotelyal hiicrelerde protein katlanmasinin kontrolii, intraseluler Ca** dengelenmesi ve
katlanamamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin yikimi vasitasiyla endometriyal anjiyogenez ve
anjiostazin ER iligkili molekiiler mekanizmalarinda rol aldig1 diisiincemizi desteklemektedir. BIP
aracilit UPR aktivasyonunun fizyolojik kontrolii sonucu hiicresel stresi engellemektedir,
beraberinde de anjiyogenez ve yeni damar yapilanmasina bagli olarak endometriyal doku
bliylimesini ve homeostaz devamliliginin saglanmasina katkida bulundugu soylenebilir.

In vivo bulgularimizda saptadigimiz insan endometriyal endotel hiicrelerinde BIP seviyesi
menstrual siklus boyunca siklus bagimli degisimleri hiicre kiiltlirii deneylerimizin sonuglarina
dayanarak Gstrojen ve progesteronun direkt olarak etkisi altinda olmadigin1 6nermektedir. Burada
bir diger konu ise uzun siire 0strojen ve progesteron ile uyarilmis endometriyal hiicrelerin daha
sonra bu hormonlarin ortamdan uzaklastirilmasi sonucunda BIP seviyesinin nasil degiseceginin
ve UPR sinyal yolaginin aktive olup olmayacaginin arastirilmasidir.

Endometriyum fizyolojisi ve patolojisinde endotel hiicreleri son yillardaki aragtirmalarda
oldukca 6nem kazanmaktadir (98). Endotel hiicrelerinin fonksiyonlari ile ilgili detayli caligmalar
in vitro kiiltiir tekniklerinin gelismesiyle miimkiin olmustur. Kan ve damar duvari arasinda
bulunan endotel hiicrelerinin bir¢ok dnemli fonksiyonu vardir (99). Bu anlamda endometriyal
dokuya siklus boyunca degisen tip ve oranlarda 16kosit gegisinin kontrol eden endotel hiicreleri
sec¢ici bir bariyer olarak kabul edilebilir. Ayrica kiigiik molekiillerin sivilarin ve ¢oziinmiis
maddelerin kontrollii olarak pinozitik vezikiiller iginde dokulara gegmesinde segici gecirgen bir
bariyer olarak gorev alirlar (100). Immiin cevabin diizenlenmesinde de gorevli olan endotel
hiicreleri IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinleri ve MHC molekiillerini sentezler (101). Yapilan
calismalar gostermektedir ki inflamatuvar sitokinlerin en yliksek oldugu faz ge¢ sekretuvar
fazidir. Bu fazda TNF-a IL-1p IL-8 gibi inflamatuvar ve kemotaktik sitokinlerin ekspresyonu

anlaml derecede artmaktadir. Bizde bu bilgi paralelinde ¢alismamizda menstrual siklusun farkli
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fazlarindan alinan insan endometriyal doku kesitlerinde endojen BiP ekspresyonun siklus bagiml
degisimini tespit etmek icin endotel hiicreleri immunohistokimya boyamalar1 takiben HSCORE
analizi ile degerlendirildi. HSCORE analizlerimiz sonucunda ortaya ¢ikan BIP ekspresyonunun
gec sekresyon fazinda olmasi yine bu donemde oldukca yiiksek olan endometriyal doku
inflamasyonundan ve artmis olan inflamatuvar sitokinlerin etkisinden kaynaklanabilir. Ayrica
BIP ekspresyonunun bu fazda yiiksek olmasi UPR aracili sinyal yolagimin bu dénemde en yiiksek
seviyede oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bir anlamda kontrol edilemeyen endometriyal endotel
hiicrelerinde ki UPR sinyal yolagmmin endotel hiicre apoptozunu tetikleyebilecegini
desteklemektedir. Daha oOnceki c¢aligmalarda (102,103) bu faza ait endometriyal endotelyal
hiicrelerinde apoptozun arttifinin gosterilmis olmasi, endotel hiicrelerinde UPR sinyalinin siirekli
aktivasyonu ile artan apoptoz iliskili olabilecegini gostermektedir.

Orta sekresyon fazi implantasyon penceresini igeren; anjiyogenez ve vaskiilogenezin
yiiksek oranda gergeklestigi faz olmasi nedeniyle bu fazda BIP ekspresyonunu en diisiik seviyede
gormekteyiz. Bu faz ayrica endometriyumun gelismekte olan embriyoya yataklik edebilecek
kapasitayi kazandip1 faz olmasi nedeniyle onemlidir. Orta sekresyon fazi HEEClerinde BIP
seviyesinin en diisiik seyidede olmasi UPR sinyalinin fizyolojik olarak implantasyon fazinda
baskilandigin1 ve bunun da endometriyal dokunun reseptif 6zelligini kazanabilmesi igin gerekli
oldugunu Onermektedir. Buna parallel olarak, erken gebelik desidual dokularinda yapilan
HEEClerdeki BIP seviyesinin de orta sekresyon fazindaki gibi oldukea diisiik seviyede olmasi bu
yaklagimimizi desteklemektedir.

Daha Once yayinlanan birgok immunohistokimyasal calismada heat shock (HSP70)
ailesine ait proteinlerin insan endometriyumundaki siklus bagimli olarak degistigi gdsterilmistir
(104,105). HSP70 protein ailesinin bir iiyesi oldugu dikkate alindiginda endometriyal dokudaki
dagilimma paralel olarak hiicre yasamimi devam ettirebilir ve boylece vaskiiler yapinin
devamliligina katkida bulunur.

Protein sentezi iizerine genel bir etkisi olmaksizin protein glikozilasyonunu tamamen
inhibe etme yetenegine sahip olmasi nedeniyle tunikamisin in vivo da ve biyolojik deneylerde
yogun olarak kullanilan hiicre dongiisii lizerine de etkin bir antibiyotiktir (106). Hiicre kiiltlirii
proliferasyon deneylerimizde insan endometriyal endotel hiicrelerinin UPR sinyalinin tetikleyici

olarak kullandigimiz tunikamisinle 24 ve 48 saat uyarilmasi1 sonucunda, doz bagimli olarak hiicre
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sayisinin azalmasi, tunikamisinle aktive olan UPR sinyalinin HEEClerde proliferasyonun
yavaslamasina bagli olabilecegini veya alternatif olarak HEEClerde artan apoptozun sonucunda
olabilecegini diisiindiirmektedir. UPRnin apoptozu tetikledigi yoniindeki bulgular daha onceki
calismalarda yaymlanmistir. ER’de hatali katlanmis veya katlanmamis protein birikimine ERAD
ve UPR yolaklar ile yanit verilmeye ¢alisilsa da hatali katlanmis protein miktarin ¢ok fazla
olmast durumunda strese kars1 verilen yanitlar yetersiz kilabilmektedir. Boyle bir durumda ER
stresi apoptozu tetiklemektedir. ER stresi sonunda olusan apoptoz hem mitokondri-bagimli hem
de bagimsiz yolaklardan uyarilabildigi bildirilmistir (107).

Inflamatuvar sitokinler ve UPR inhibitorii olmas: aym zamanda da hiicre 6liimiinii
engelleme 6zelliginden dolayt TUDCA (108) ile 24 ve 48 saat uyardigimiz insan endometriyal
endotel hiicrelerinde proliferasyon deneylerimiz sonucunda TUDCA’nin inflamatuvar
sitokinlerin etkisini, UPR yolaginin inaktivasyonunu saglayarak anlamli olarak azalttigin1 gordiik.
Ozcan ve arkadaslar1 TUDCA’nin UPR’1 diizenleyici etkisini ¢aligmalarinda gdstermistir (106).
Inden ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklart ¢alismada kimyasal saperon ailesinden olan
TUDCA’nin beyinde ER stresini azalttigini géstermistir (109).

ER liimeninde katlanamamis ya da yanhls katlanmig proteinlerin birikimine sebep olan
inflamatuvar sitokinler gibi bir takim patolojik kosullar ER stresine neden olur ve stres kosullari
ile basa cikabilmesi i¢in UPR’1 tetikler. Daha onceki ¢alismalar géstermektedir ki TNF-a ve IL-
1B apoptoz tetikleyerek kaspaz-3’iin aktif hale gelmesini, mitokondriyal porlarin agilmasini, Ca
akimi ve sitokrom C’nin sitozole yeniden dagitimini saglayarak hiicreleri apoptoza gotiiriir (110).
Bizim TUNEL sonuglarimizda infalamatuvar sitokinlerle uyarilmis HEEClerde apopitotik hiicre
sayisinin kontrole kiyasla artmasi, in vivo datalarimizda ge¢ sekresyon fazinda gordiigiimiiz
yiiksek UPR aktivitesinin artmig apoptozla olan iligkisinin in vitro kanit1 olarak sdyleyebiliriz.

Sitokinler immiin sistemi, inflamasyonu ve hematopoezi regiile etmek icin salinan
proteinlerin genel adidir. Daha Onceleri, 16kositler tarafindan iiretilen sitokinlerin (interlokinler
olarak ta adlandirilmiglardir) simdilerde viicudumuzdaki bircok hiicre tarafindan iiretildigi
bilinmektedir. Sitokinler bir immiin stimulasyona cevap amaciyla her defasinda yeniden
tiretilmek zorundadir ve etkilerini hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak etkilerini
gosterirler (111). Dokuda inflamasyon durumlarinda belirgin olarak artan IL-1p ve TNF-a

inflamatuvar sitokinler olarak anilmaktadirlar. Ayrica IL-1B ve TNF-a endotel hiicrelerindeki
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polimorfoniikleer l0kositlerin yapismasint saglayacak molekiilleri regiile eder. IL-8 ise
polimorfoniikleer 16kositler icin kemotaktiktir. Calisgmamizda TNF-a ve IL-1p’nin endotel
hiicrelerinden salgilanan IL-8 sekresyonu anlamli olarak arttirmasi, gerek endometriyal bez
hiicrelerinden, gerekse endometriyal stromal hiicreler ve endometriyal l16kositlerden salgilanan
inflamatuvar sitokinlerin parakrin etkisi ile veya endotel hiicrelerinin otokrin etkisi ile de
endometriyal inflamasyona katilabilecegini gostermektedir. Diger taraftan UPR sinyal yolaginin
inhibitorii olan TUDCA ile birlikte verildiginde TNF-a aracili artan IL-8 sekresyonun kontrole
gore istatistiksel anlamliligini ortadan kaldirmis olmasi bize endometriyal endotel hiicrelerinde
IL-8 sekresyonunun UPR ile iligkili oldugunu gostermektedir. Diger taraftan HEEClerde artan
IL-1p aracili IL-8 sekresyonunun TUDCA ile herhangi bir degisiklige ugramamasi IL-1f aracil
IL-8 artis1 ile UPR sinyal yolag1 arasinda direkt bir molekiiler etkilesim olmadigini 6nermektedir

UPR sinyal yolaginin PERK aracili aktivasyonunun alt basamaginda rol oynayan
oOkaryotik baslatic1 faktor-2a (elF-2a)’nin endometriyal endotel hiicrelerindeki diizenlenmesi de
bu ¢alismada aragtirillmistir. Sonuglarimiza gore elF-2a’nin total seviyesi gerek ovaryum
steroidleri gerekse inflamatuvar sitokinler tarafindan etkilenmemektedir. Bu sonuglarimiz hem
Western blot teknigi hem de immunositokimya teknikleri ile desteklenmistir. Diger taraftan bu
proteinin fosforilasyon seviyesinin TNF-a ve IL-1f ile belirgin olarak arttirdig1 bulunmustur. Bu
bulgumuz BIP aracili UPR sinyal yolagindaki aktivasyonlardan birinin PERK {izerinden eIF-2a
fosforilasyonu ile gerceklestigini gdstermektedir.

Sonug olarak insan endometriyal endotel hiicrelerindeki endoplazmik retikulumdaki UPR
sinyal yolagindan sorumlu ana protein BIP’in seviyesi menstrual siklus boyunca istatistiksel
olarak anlamli degisimler gecirmektedir. In vivo BIP seviyesindeki bu siklik degisimlerin
Ostrojen ve progesteronun direkt olarak etkisi altinda olmadig1 gosterilmistir. Buna ilaveten UPR
sinyal yolaginin aktive edilmesine bagl olarak endotel hiicre sayisinin anlamli olarak azaldig: ve
apoptozun arttig1 gosterilmistir. Ayrica, inflamatuvar sitokinler TNF-a ve IL-13’nin HEEClerde
BiP seviyesini ve elF-20 fosforilasyonunu arttirarak UPR sinyal yolagina katildigi.ve IL-8
sekresyonun diizenlenmesinde rol aldigin1 sdyleyebiliriz. Bu tezin sonuglarina dayanarak UPR
yolaginin endometriyozis gibi endometriyal hastaliklarinin  patogenezindeki rollerinin
belirlemesinin bircok endometriyal hastaligin yeni tedavi yontemleriyle tedavi edilmesine katki

saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez boyunca endometriyum dokusunda ve insan endometriyal endotel hiicrelerinde
elde edilen sonuglari maddeler halinde 6zetlemek gerekirse;

1. In vivo BIP immiinreaktivitesinin menstrual siklusun ge¢ sekresyon fazinda en yiiksek
seviyede, orta sekresyon fazinda ve erken gebelik doneminde ise en diisiik seviyede oldugu,

2. Insan endometriyumu endotel hiicre proliferasyonunun UPR uyarilmasi ile doz bagimli
azaldigi,

3. Insan endometriyumu endotel hiicrelerinde TNF-o’nin apopitotik etkisinin UPR sinyal
yolagr ile iliskili oldugu,

4. UPR aktivasyonunun IL-8 sekresyonunu arttirdigini ve UPR sinyalinin TUDCA ile
inhibisyonuna bagli olarak TNF-a aracili bu etkinin ortadan kalktigi,

5. Hem TNF-a hem de IL-1p HEEClerde BIP ve fosfo-eIF-2a protein seviyesini arttirdigy,

6. TNF-a ve IL-1B ile uyarilan HEEClerde hem BIP immunreaktivitesinin siddetinin hem de
BIP pozitif hiicre sayisininin kontrole kiyasla arttigs,

7. Ovaryan steroidler BIP ve eIF-2a protein seviyesinde bir degisiklige neden olmazken elF-
2o’nin fosforilasyon seviyesinin progesteronla kontrole, Ostrojene ve Ostrojen+progesterona
kiyasla azaldig1 sonuglari ¢ikarilabilir.

Bu sonuglar, endotel hiicrelerininde UPR’1n daha iyi anlagilmasina olanak saglayacagini
ve ileriki ¢alismalarda bu bulgularin gerek endometriyal anjiyogenez ve anjiostaz
mekanizmalarimin daha iy1 anlasilmasina, gerekse endotel hiicrelerinin UPR ile iliskili olarak
endometriyozis ve endometriyal kanserde gézlenen patofizyolojik anjiyogenez mekanizmalarinin

aydinlatilmasina 6nemli katkilar1 olacaktir.
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