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Tezin Baghgi: Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kimyasal Olarak Indiiklenmis
Endometrial Yaslanma Modeli Uzerine Etkisi

Ogrencinin Adi: Muhammed Yusuf PEKMEZCI

Damismani: Prof. Dr. H. Seda VATANSEVER

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

1.0ZET

Amac: Bu calismada insan endometrial epitelyal hiicre hattinda (RL95-2) hidroksitire
(HU) kullanilarak olusturulmus kimyasal yaslanma modeli ile insan mezenkimal kok
hiicrelerinin (iIMKH) ko-kiiltiirii sonrasinda, endometrial hiicreler izerindeki yaglanma

belirteglerindeki degisimin analizi amaglanmustir.

Gereg¢ ve Yontem: Calisma dort grupta yapilmistir. (i)Kontrol grubu RL95-2, (ii))HU
uygulamasi ile yaslandirilan RL95-2, (iii) HU ile yaslandirilan ve sonrasinda iMKH
ile ko-kiiltiir edilen RL95-2, (iv)yaslandirma olmaksizin iMKH ile ko-kiiltiir edilen
RL95-2 hiicreleri. Kiiltiir siireleri sonunda hiicreler X-gal boyamasi, pl6™+ ve
Lamin-B1 antikorlariyla immiinositokimya boyamasi yapilmistir. qRT-PCR analiziyle
pl6™4 ve IL-6 mRNA ifade seviyeleri, hiicre kiiltiir vasatlarinda IL-1a ve IL-6

ELISA analizi ile protein seviyeleri belirlenmistir.

Bulgular: Calisma sonuclarina gore; HU ile yaslandirilan RL95-2 hiicrelerinde
kontrole kiyasla p16™4? ve IL1a ve IL-6 seviyeleri artmis, Lamin-B1 seviyesi azalmis
ve X-gal pozitif hiicre oran1 yiikselmistir. HU sonras1 iMKH ile ko-kiiltiir yapilan
grupta yaslandirma grubuna kiyasla ise p16™“2 IL1o ve IL-6 seviyeleri azalmis,

Lamin-B1 seviyesi artmis ve X-gal pozitif hiicre oran1 azalmstir.

Sonu¢ ve Yorum: Bu bulgular dogrultusunda mezenkimal kok hiicrelerin endometrial
yaslanma modeli iizerinde, yaslanma belirteclerinde azalmaya sebep olurken, ayni
zamanda yaglanmaya bagli sekretuvar fenotipi de baskilayarak inflamasyonu da
engelleyici etkiler gosterdigi soylenebilir. Daha ileri ¢calismalar sonrasinda ileri yas
infertilite sebeplerinden birisi olan uterus yaslanmasi ve buna bagli olarak gelisen

implantasyon problemlerinde yeni hiicresel tedavi yaklagimlari gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Endometrium, Hiicresel Yaslanma, Kok Hiicre
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2. SUMMARY

Aim: In this study, it was aimed to evaluate the change of the senescence markers of
chemically induced senescent model of human endometrial epithelial cell line (RL95-

2) after co-culture with human mesenchymal stem cells (hMSC).

Material and Methods: The study was performed at four groups. (i) Control group
RL95-2, (i1) HU-induced senesced group RL95-2, (ii1)) HU-induced senesced before
co-cultured with hMSC group RL95-2 and RL95-2 cells that were not senesced but
co-cultured with hMSC. After culture period, the cells were stained with X-gal stain
for senescence associated B-galactosidase activity and immunocytochemistry stain
were assayed with p16™“4 and Lamin-B1 antibodies. gqRT-PCR was conducted for
IL1a and IL-6 -6 expressions. Finally, IL-1a and IL-6 levels on the cell culture media
were evaluated by using ELISA.

Results: According to findings of the study, levels of p16™4, ILla and IL-6 were
upregulated while Lamin-B1 was downregulated and X-gal positive cell ratio was
increased in comparison to control group. However, in the group that were co-cultured
with hMSC after HU treatment, levels of p16™42 IL1a and IL-6 were downregulated
while Lamin-B1 was upregulated and X-gal positive cell ratio was decreased in

comparison to senescent group

Conclusion: It can be stated with these findings that mesenchymal stem cells caused
decrease of senescence markers on endometrial senescence model. Moreover, they
suppressed senescence associated secretory phenotype and showed anti-inflammatory
effects. With further studies, new cellular therapies might be developed for the

implantation problems which generally is the result of uterine senescence.

Keywords: Endometrium, Senescence, Stem Cell



3. GIRIS ve AMAC

Hiicresel yasglanma, hiicre dongiisiiniin kalic1 olarak arreste alinarak hiicrenin
proliferasyonu durdurmasidir (Campisi ve di Fagagna 2007). Ayrica yaslanmaya bagl
olarak gelisen sekretuvar fenotip (SASP), dogrudan veya dolayl olarak inflamasyonu
tesvik etmektedir (Coppé ve ark. 2010, Campisi ve ark. 2011) lerleyen yasa bagh
artan implantasyon basarisizliklarinin sebeplerinden birisi de endometrial yaglanma
olabileceginden dolay1 endometrial hiicrelerdeki hiicre yaglanmasini 6nleyici tedaviler

Onem arz etmektedir.

pl16™4 siklin-bagimli kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitériidiir hiicrenin G1 fazindan S
fazina geg¢isini baskilayarak proliferasyonu engeller. Yaslanan hiicrelerde bu asamanin
baskilanmasindan dolay1 pl6™k4a

Lamin-B1 seviyesi azalir (Collins ve Sedivy 2003, Ohtani ve ark. 2004). Hidroksitire

ifade seviyeleri yiikselirken alt yolakta bulunan

riboniikleotid rediiktaz enzimi inhibisyonu aracilifiyla DNA hasar1 aracili hiicresel

yaslanmay tetikler (Krakoff ve ark. 1968).

Calismanin amaci; yaslanmis endometrial hiicreler ile kok hiicreleri ko-kiiltiir
edildiginde, endometrial hiicrelerdeki yaslanma etkilerinin azalip azalmayacagim
histolojik ve molekiiler teknikler ile tespit etmektir. Bunun i¢in hidroksiiire ile
kimyasal olarak yaglanma modeli olusturulmus endometrial hiicre hatlari, mezenkimal
kok hiicreler ile birlikte kiiltiir edilmistir. Daha sonra hiicrelerin yaslanma belirtecleri
immiinositokimya, ELISA ve q-PCR yontemleri ile tayin edilerek ko-kiiltlir yapilan
ve yapilmayan hiicreler arasinda kiyaslanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda endometrial
yaslanma ile mezenkimal kok hiicre iligkisinin degerlendirilmesi sonucu ¢iktilarin
klinikle iligkilendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bununla beraber in vitro elde edilen
sonuclarin in vivo degerlendirilebilmesi amaciyla yeni proje gelistirilebilmesi icin

olanak saglayabilir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. INFERTILIiTE

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tanimlamalarma gore; infertilite 12 ay veya daha
fazla siireli, herhangi bir korunma yontemi kullanilmayan ve diizenli cinsel iligskiye
ragmen klinik gebelikle sonu¢lanmamastyla karakterize bir tireme sistemi hastaligidir
ve ciftlerin %15’inde goriilir (Kolettis 2003, Zegers-Hochschild ve ark. 2009).
Infertilitenin degerlendirilmesi genellikle 1 yillik normal siirecin tamamlanmasindan
sonra basglanmasina ragmen, bu siire¢ bir ¢ok klinikte 35 yas iistii kadinlarda 6 ay
olarak kisaltilmaktadir (Medicine 2006). WHO nun gelistirdigi protokollere dayanan
bir ¢aligmanin sonuglarina gore; gelismis iilkelerde infertilite vakalarinin %37’sinin
kadin, %8’inin erkek kaynakli oldugunu ve giftlerden %35’inin hem erkek hem de
kadin kaynakli oldugunu tespit edilmistir (Barbieri ve Strauss 2014).

Erkek infertilitesinin sebepleri hormonal problemler, sperm anomalilikleri, testise
ait problemler, erkek bosaltim kanallarina ait problemler, sebebi agiklanamayan
problemler olarak siralanabilir. Sperme ait problemler; sperm azligi, yoklugu veya
motilitesindeki anormallliklerden kaynaklidir. Sperm iiretimi ve fonksiyonundaki
bozukluklarin etiyolojisi farkli konjenital veya kazanilmis faktorlerden kaynaklanip
pre-testikiiler, post-testikiiler veya dogrudan testikiiler seviyede olabilir (Krausz
2011). Konjenital faktdrlerden bazilar1 anorsiya, kriptorsidizm (inmemis testis), vas
deferensin konjenital yoklugu, Kleinfelter sendromu, Kallman sendromu gibi genetik
anomalilerdir. Sonradan edinilmis faktorlerden bazilari ise testis travmasi, testikiiler
torsiyon, post-inflamatuvar formlar, sitotoksik ilaglar veya radyasyon gibi eksojen
faktorler, varikosel, erektil disfonksiyonlar veya bazi endokrin faktorlerdir (Krausz
2011). Semen analizi erkek faktoriiniin teshisi ve tanimlamasi i¢in énemlidir. WHO

tanimlamalarina gore patolojik semen kalitesi siniflandirilmast su sekildedir. 1-



Oligozoospermi; sperm konsantrasyonunun 15x10%ml den az, toplam sperm sayisinin
39x10%den az olmasi. 2-Astenozoospermi; ileriye yonelik motil spermatozoanin
%32’den az olmasi. 3- Teratozoospermi; morfolojik olarak normal spermin oraninin
%4’ten az olmasi. 4-Oligo-asteno-teratozoospermi; her iic parametrenin birlikte
bulunmasi. 5- Azoospermi; ejakiilattan hi¢ sperm olmamasi. 6- Kriptozoospermi;
preparatta sperm olmayip santrifiij pelletinde sperm bulunmasi. 7- Aspermi; ejakiilat
olmamasi. 8-Lokospermi; ejakiilatta 1x10%ml’den fazla Idkosit bulunmasi

(Organization 2010).

Kadin infertilitesinin sebepleri hormonal hastaliklar, ovulatuvar hastaliklar,
kromozom anomalileri, tiibal hastaliklar, oosit faktorii, endometrial problemler veya

aciklanamayan faktorler olarak siralanabilir.

Hormonal sebepler hipotalamus-hipofiz bezlerinden, ovaryan faktorlerden
salgilanan hormonal degisiklikler sonucunda oosit iiretimini veya endometrial hazirlik
stirecini etkileyen nedenle olusabilir (Unuane ve ark. 2011). Cinsiyet kromozomu

anomalileri Turner sendromu gibi gonadal gelisim bozukluklarini igerir.

Prematiire ovaryan yetmezlikte, ovaryumda primordiyal folikiiller mevcuttur
ancak folikiil uyarict hormon (FSH) duyarsizligindan olgunlagmay1 tamamlayamazlar.
Anovulatuvar infertilite hastaliklarindan en yaygini polikistik over sendromudur
(PKOS) (Healy ve ark. 1994). PKOS hastalarinda artan miktarlarda androjenik

hormonlar salgilanir ve ovaryan siklusu bozarak ovulasyon engellenir (Group 2004).

Infertilitenin tiibal sebepleri cogunlukla pelvik inflamatuvar hastaliklar1 gegmisi
olan kadinlarda goriiliir. Gonokok, klamidya gibi cinsel yolla bulasan
mikroorganizmalar tiibal infertiliteye sebep olabilir. Tiibal ve peritoneal faktorler,
oosit gelisimi normal olsa bile oositin sperm ile fertilizasyonunda veya uterusa

iletilmesinde sorun ¢ikarabilir (Mardh 2004).

Kadin infertilisinde endometrium kaynakli problemlerde en sik rastlanan
hastaliklardan birisi endometriyozistir. Menstriilasyonun retrograd olarak gerceklestigi
endometriyoziste, ileri seviye vakalar infertilite ile sonuclanabilir. Sebebi tam olarak
belli olmayan bu hastalikta, ters yone ilerleyen endometrium dokusu ovaryumlara

ulasarak ovulasyonu veya oositin tuba uterinaya gegisini engelleyebilir.



Kadin infertilitesinin 6nemli sebeplerinden birisi de yastir. Fekundite 35 yas
tizerinde 6nemli derecede azalir, 40 yas lizerinde bu oran ¢ok diisiiktiir. Belirtilen yas
grubundaki kadinlardaki gebelik ihtimalini azaltan baslica nedenler, oositlerdeki
anoploidi oraninin artmasi, over rezervinin azalmasi, yardimei ilireme teknikleri ile
elde edilen oosit ve embriyo kalitesinin diigmesi ve uterin reseptivitenin azalmasidir

(Menken ve ark. 1986, CMagarelli ve ark. 1996).

Semen analizi, postkoital test, ovulasyon degerlendirmesi ve histerosilpingogram
gibi standart infertilite degerlendirmeleri sonuglart normal ¢ikan iftlere

aciklanamayan infertilite tanis1 konur (Guzick ve ark. 1998).

Infertil kadinlardaki implantasyon problemleri endometrium kaynakli olabilecegi
gibi, embriyo reseptivitesi i¢in gerekli uyarilarinin saglanamamasi ile gerceklesebilir.
Basarili bir implantasyon blastokistten gelen sinyallere cevap veren reseptif bir
endometrium gerektirir. Implantasyon siireci 3 asamada incelenebilir; apozisyon,
adhezyon, invazyon. Implantasyonun ilk asamasi olan apozisyon blastokistin
endometrium yiizey epiteline tutunmadan once aldig1 pozisyondur. Blastokistin yonii
i¢ hiicre kitlesi liiminel epitele bakacak sekilde doner ve yiizeydeki trofoblastlar
araciligiyla ikinci asama olan adhezyon gerceklesir. Endometrium yiizey epiteli ve
trofoblastlar arasindaki baslangi¢c temasi, ylizey epitel hiicrelerinin apikal plazma
membranlar1 ile trofoblastlarin plazma membranlarinin yakinlagmasi ile olur.
Membran altindaki 6zgiin filamentéz ag, bu hiicreler arasindaki hiicre-hiicre
baglantilari ile duragan halde desteklenir. En son agama olan invazyon agamasi yiizey
epitel hiicreleri ile sinsityotrofoblastlarin uzantilar1 arasindaki penetrasyonu igerir. Bu
durum, komsu epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin kaybina ve trofoblastlar ile
epitel hiicreleri arasinda baglantilarin olugsmasina yol acar. Boylece, trofoblastlar
kendilerini epitel hiicreleri arasina sokmus olur ve daha sonra yiizey epiteli altinda yer

alan bazal membrana dogru penetre olurlar (Enders ve Schlafke 1969).

Daha sonra blastokist stromay1 isgal edecek ve plasentayr olusturarak gelisimini
stirdlirecektir. Siiregte rol oynayan sitokinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, ekstra-
selliler matriks proteinleri, adhezyon molekiilleri gibi bir¢ok yardimci oyuncunun
gorevlerindeki bir aksaklik, miktarlarinda anormal azalma veya artma ve mutasyonlar
sonucu implantasyon basarisiz olabilir (Paria ve ark. 2002, Sharkey ve Smith 2003,

Fatemi ve Popovic-Todorovic 2013).



Infertilitenin degerlendirilmesinde semen analizi, histerosalpingogram, ovulasyon
analizi, ovaryan rezerv testi ve laparoskobi gibi teknikler kullanilir (Medicine 2006,
Agarwal ve ark. 2015). Standart infertilite testlerinin degerlendirmesinde sonuglar
normal c¢ikmasma ragmen gebelik gerceklesmemesi durumuna agiklanamayan

infertilite denir (Taylor ve Collins 1992).

4.2. DiSi UREME SIiSTEMIi

Disi ireme sistemi i¢ genital organlar ve dis genital yapilar olmak {izere anatomik
olarak 2 béliimde incelenir. I¢ genital organlar pelviste bulunur ve dis genital yapilar
vulva olarak bilinen perineumun 6n kisminda bulunur. I¢ genital organlar ovaryumlar,
tuba uterinalar, uterus ve vajinadan olusur. Pelvik boslukta ve perineumda bulunurlar.
Dis genital yapilar mons pubis, labia majora, labia minora, klitoris, vestibiil ve

vajinanin agzi ile hymen ve dig iiretral orifisten olusur (Pawlina ve Ross 2018).

4.2.1. Uterus Histolojisi

Menstrual siklusun gerceklestigi, fertilizasyon sonrasinda blastokisitin yerlesme
yeri ve devam eden tiim embriyonik ve fetal gelisimin gerceklestigi yerdir. Insan
uterusu i¢i bos, armut benzeri bir organdir. Pelviste idrar kesesi ve rektumun arasinda
yer alir. Hi¢ dogum yapmamus bir kadinda 30-40 gram agirliginda, 7,5 cm boyunda ve
st kisminda 5 cm, alt kisminda 2,5 cm kalinligindadir. Diizlesmis olan liimeni tuba

uterina ile birlesiktir ve aksi yonde vajina ile devam eder (Pawlina ve Ross 2018).

Anatomik olarak uterus iki bélgeden olusur. Gévde genis iist kismidir. On kismi
neredeyse diiz iken arka kisimda ic¢biikeydir. Uterusun iist kisminda tuba uterinaya
devam eden yuvarlak kismi fundus adini alir. Istmus ile uterus gévdesinden ayrilan,
alt kistmdaki yap1 servikstir. Serviksin liimeninde —servikal kanal- her bir ucta
daralmis bir girisi vardir. ¢ orifis uterin bosluk ile, dis orifis vajina ile iletisim

halindedir (Pawlina ve Ross 2018).

Histolojik olarak uterus duvari ii¢ tabakan olusur (Resim 1). Endometrium

uterusun mukozasidir. Miyometrium en kalin, ortadaki miiskiiler tabakadir. Diiz kas



lifleri uterusa bagl ligamentlere uzanir. Perimetrium, uterusun dis ser6z veya visseral
peritonel kilifidir. Pelvik ve abdominal periton ile devam eder ve ince bir tabaka
gevsek bag doku ve mezotelden olusur. Mezotelin altinda genellikle bir kat elastik
doku mevcuttur. Perimetrium uterusun posterior yiizeyinin tamamini ancak anteriorda
bir kismin1 kapatir. Anteriorun kalan kismi bag doku ve adventisyadir (Pawlina ve

Ross 2018).




Resim 1: insan uterusunun sagital kesiti

Uterin boslugun en i¢ tabakasi olan endometrium, ortada bulunan diiz kas tabakasi miyometrium ve
uterusun en disinda kalan ve organin gevresini saran ince tabaka perimetriyumdur. Miyometriumun
derin tabakalar1 daha ¢ok kan damarina (BV) sahiptir. (Hematoksilen & Eosin boyamasi) (Pawlina ve

Ross 2018).

Reproduktif yasami boyunca endometrium yapi1 ve islev bakimindan farklilik
gosteren iki tabakadan olusur: Stratum fonksiyonale ve stratum bazalis (Sekil 1).
Stratum fonksiyonale menstriial dongili boyunca prolifere olan ve sonrasinda dejenere
olan tabakadir. Siklusun fazlar siiresince stratum bazale 1 ile 6 mm arasi kalinlikta
degisiklik gosterir. En yilizeydeki tabakasi, tek katli prizmatik epitel ile ortiiliidiir ve
ince bir bazal membran lizerindedir. Epitel kinosilyali ve sekretuvar hiicrelerin
karisimindan olusur. Kinosilyali hiicreler merkezi yuvarlak bir ¢ekirdege sahiptir ve
apikal yiizlerindeki kinosilyalar servikse dogru itme hareketi sergiler. Sekretuvar
hiicrelerin ¢ekirdekleri bazaldedir ve sitoplazmalar1 sekretuvar graniiller barindirir

(Zhang 1999).

Uterin bezler dar bir liimene sahip diiz, tiibiiler bezlerdir. Yiizey epiteline
benzerlik gosteren tek katl prizmatik epitel ile dosenmislerdir, yalnizca kinosilyali

hiicreler daha azdir (Zhang 1999).

Stratum fonksiyonalenin stromasi diizensiz, yildizs: sekilli ve yuvarlak ¢ekirdege
sahip ¢ok sayida stromal hiicre igerir. Rutin boyamalarda goriilmeyen retikiiler ve
kollajen lifler ve amorf temel maddeden zengin bir yap1 olustururlar. Stromal hiicreler
mezenkimal hiicrelere benzerler ve gebelikte desidual hiicrelere farklanirlar. Stratum

bazale stromas1 ayn1 zamanda veniiller, kapiller ve spiral arterler icerir (Zhang 1999).

Endometriumun stratum bazale tabakasinda dallanma gosteren bir¢ok uterin bez
vardir. Tek kath prizmatik epitel ile ortiilii bu bezlerin hiicrelerinin ¢ekirdekleri
bazalde ve yuvarlaktir. Stratum bazale; uterin bezleri ve kan damarlarini saran siki bir
halka yapisinda diizenlenmis ¢ok sayida stromal hiicre ve spiral arterleri igermesiyle
karakterizedir (Sekil 1). Menstriial siklus siiresince stratum bazale dokiilmez,
menstriial fazdan sonra geriye kalan stromal hiicreler stratum fonksiyonaleyi yeniden
olusturmak i¢in hizla prolifere olurlar. Cok sayida mitoz boliinmeden sonra, uterin
bezlerin epitel hiicreleri yeni bez yapisiyla endometriumun yiizeyini yeniden

olustururlar (Zhang 1999).



Endometrium her ay uterusu embriyonun impantasyonu i¢in hazirlayacak siklik
dongiiye sahiptir. Bu dongiiye menstruasyon siklusu adi verilir (Pawlina ve Ross

2018).

epithelium capillary
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Sekil 1. Endometriumun arteriyal kan destegini gosteren sema. Endometriumun stratum bazale ve
stratum fonksiyonale tabakalari unterin arterin dallar1 tarafindan beslenirler. Bu iki tabakanin

kesisiminde yer alan spiral arterler menstriial dongiiyle birlikte dstrojen ve progesteron etkisi altinda

dejenere ve rejenere olurlar (Pawlina ve Ross 2018).

Endometriumun menstriial siklusta gec¢irdigi evreler proliferatif evre, sekretuvar
evre ve menstriial evre olmak iizere 3 kisimda incelenir (Resim 2). Menstriial siklus
endometriumum stratum fonksiyonale tabakasinda devam eden gelisimsel
asamalardir. Hipofiz bezinin pars distalis kismindan sentezlenen gonadotropinlerin

regiile ettigi ovaryumdan sentezlenen steroidlerin kontrolii altindadir. Endometriumun
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fonksiyonel ve morfolojik degisimlerden gectigi bu dongii normalde 28 giin siirer

(Pawlina ve Ross 2018).

Proliferatif evre folikiiler matiirasyon ile es zamanl olur ve Ostrojenin kontrolii
altindadir (Resim 2a). Sekretuvar evre korpus liiteumun fonksiyonel aktivitesiyle ayni
zamana denk gelir ve birincil olarak sentezlenen progesteronun etkisindedir.
Menstriial faz ise ovaryumdaki hormon iiretiminin azaldigi ve korpus liiteumun
dejenere oldugu zamanda gerceklesir. Evreler devam eden siirecler halindedir, bir

evreden digerine keskin bir gegis yoktur (Pawlina ve Ross 2018).

Endometriumun proliferatif evresi Ostrojen ile regiile edilir. Menstriial fazin
sonunda endometrium ince bir bant halinde bag doku ve spiral arterlerin alt kisimlar
ve uterin bezleri igeren 1 mm kalinhiginda stratum bazaleden ibarettir. Atilan tabaka
ise buranin iizerinde yer alan stratum fonksiyonaledir. Ostrojenlerin etkisi altinda
proliferatif faz bu kosullar altinda baslar. Stratum bazaledeki stromal, endotelyal ve
epitelyal hiicreler hizla ¢ogalir ve kendi iclerinde degisiklige giderler. Bazal kisimdaki
bezlerin epitelyal hiicreleri yeniden bezleri olusturur ve stratum fonksiyonale
tabakasini yeniden olusturmak iizere go¢ ederler. Bu siiregte epitel, stroma ve bez

yapilari rejenerasyonu saglanarak tamamlanir. (Pawlina ve Ross 2018).

Proliferatif evre 28 giinliikk dongiiniin yaklasik 14’lincii giliniine denk gelen
oviillasyondan 1 giin sonrasina kadar devam eder. Bu evrenin sonunda endometrium
yaklasik 3 mm kalinliga ulagmis olur. Bezlerin dar liimenleri vardir ve hafif dalgali bir
goriiniime sahiptirler. Epitelyal hiicrelerin bazallerinde glikojen birikimi gozlenir

(Pawlina ve Ross 2018).

Sekretuvar evre progesteron hormonunun etkisindedir. Oviilasyondan 1 ya da 2
giin sonra baslayan bu evrede stratum fonksiyonale tabakasinda 6nemli degisiklikler
meydana gelir (Resim 2b). Endometrium ddematoz bir yap1 alir ve 5-6 mm kalinliga
ulasir. Bezler genisler ve burgulu bir yapr alir, biriken salgilardan &tiirii liimenleri
kesecikli goriiniime kavusur. Bez epitel tarafindan salgilanan mukoid sivi,
implantasyon gerceklesirse gerekecegi i¢in besince — 6zellikle glikojence- zengindir.
Bu asamada mitoz nadirdir. Goriilen biiyiime epitelyal hiicrelerin hipertrofisinden,
damarlanmadaki artistan ve endometriumun 6demlenmesinden kaynaklidir. Spiral
arterler uzar ve daha sarmalli hal alirlar. Neredeyse endometriumun yiizeyine kadar

uzanirlar (Pawlina ve Ross 2018).
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Ostrojen ve progesteronun etkileri stromal hiicrelerin desidual hiicrelere
doniistimiine olanak saglar ancak doniigiim i¢in uyar1 embriyonun implantasyonudur.
Bu doniisiim sonucunda genis, soluk ve glikojence zengin hiicreler olusur. Bu
hiicrelerin gorevi tam olarak agiklanmamis olsa da embriyonun beslenmesi i¢in uygun
bir ortam sagladiklar1 ve gebeligin sonunda plasentanin uterin duvarindan ayrilmasi

icin 0zellesmis bir tabaka olusturduklar agiktir (Pawlina ve Ross 2018).

Menstriial evre ovaryan Ostrojen ve progesteronun sekresyonun azalmasiyla
baslar. Korpus liiteum fertilizasyon olmazsa yaklagik 10 giin boyunca aktif olarak
hormon sentezler. Hormon seviyeleri hizli bir sekilde diisiince stratum
fonksiyonaledeki kan desteginde degisiklikler olur. Baslangigta, birkac saat siiren
spiral arter duvarlarinin periyodik kasilmalari stratum fonksiyonalenin iskemik
olmasma sebep olur. Endometrial bezlerde salgilama azalir ve stroma ddematoz
ozelligi azalir ve boylelikle endometriumun kalinligr azalir (Resim 2c¢). Yaklagik 2 giin
sonra arteriyal kasilmalarin artan periyotlariyla birlikte, yalnizca kisa siirelerde kan
akisina izin verilir ve epitel ylizeyin aginmasina ve kan damarlarinin kopmasina sebep
olur. Spiral arterler kapandiginda kan stratum bazaleye akar ancak stratum
fonksiyonaleye ulagsmaz. Kan, iiterin sivi ve stratum fonksiyonalenin stromal ve

epitelyal hiicreleri vajinadan atilir (Pawlina ve Ross 2018).

Endometriumda bulunan kan damarlar1 da menstriial siklus boyunca prolifere ve
dejenere olurlar (Sekil 1). Endometriumun kendine 6zgii bir damar sistemi vardir.
Uterin arter miyometriumda anastomozlagan 6-10 arasi arkuat artere dallanir. Bu
arterlerin dallar1, radyal arterler endometriumun bazaline girerler ve burada
endometriumun bu bolgesini destekleyecek olan kiiciik diiz arterleri olustururlar.
Radyal arterin ana dali yukari dogru devam eder ve yogun bir sarmal olusturarak spiral
arter ismini alir. Spiral arterler zengin bir kapiller yatagi beslemek i¢in anastomozlagan
cok sayida arteriyole dallanir. Diiz arterler ve spiral arterlerin proksimal kisimlari
menstriial siklus boyunca degismezler. Spiral arterlerin distal kisimlar1 Ostrojen ve
progresteron etkisiyle her menstriiasyon dongiisiinde prolifere ve dejenere olurlar

(Pawlina ve Ross 2018).
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Resim 2. Uterusun proliferatif, sekretuvar ve menstriial fazlardaki dongiisiine ait degisiklikler.

a, Endometriumun proliferatif fazinda st. fonksiyonale fazlaca kalinlagir. b. Endometriumun sekretuvar
fazinda bezler spiral sekilli olup endometrium daha da kalinlagsmistir. St. bazalede morfolojik olarak
daha az degisim vardir. Mukus sekresyonunu isaretlenmistir (oklar) c. Menstriial fazdaki
endometriumda ise st. fonksiyonalenin dejenere olup atildig1 goriintiidiir ve kanama odaklari ile st.
fonksiyonalenin nekroza gittigi goriilmektedir. Hematoksilen & Eosin boyamasi. a, b, ¢ resimleri
sirastyla d, e, f (kesik cizgiler st. bazale sinirmi gosterir.) resimlerindeki kutucuklarin daha yiiksek

biiyiitmedeki fotografidir. (a, b, c: 15X, d, e, f: 60X) (Pawlina ve Ross 2018).

Miyometrium uterus duvarinin en kalin tabakasidir (Resim 1). Stratum
subvaskiilare, stratum vaskiilare, stratum supravaskiilare ve stratum subseroza olmak
lizere 4 tabakadan olusur. Endometriumun hemen disinda submukozal tabaka bulunur.

Ortadaki en kalin tabaka i¢ ice ge¢mis ve dairesel veya spiral olarak doseli diiz kas
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liflerinden olusan vaskiiler tabakadir ve bol miktarda vendz pleksuslar ve lenfatik
damarlar igerir. Vaskiiler tabakanin disinda supravaskiiler tabaka bulunur ve ince diiz
kas lifinden olusur. Miyometriumun subvaskiilare ve supravaskiilare tabakalarinda diiz
kaslar biiyiik oranda uterus liimen eksenin paralel seyrederler. Perimetriyuma bitisik

olan tabaka ise subserozal tabakadir (Kiihnel 2003).

Perimetriyum uterusun en dis serdz tabakasidir (Resim 1). Siiperfisiyal mezotel
ve altindaki ince bir tabaka gevsek bag dokudan olusur. Uterusun posteriyor kismi
tamamen perimetriyum ile kapliyken anteriyor kisminin bir kismi perimetriyum

tarafindan sarilir, gerisi adventisyadan olusur (Kiihnel 2003).

4.2.2. Uterus Embriyolojisi

Embriyonik siirecte gonadlar disi yoniinde gelismis ise 6zellikle testis tarafindan
sentezlenen testesteron ve Miillerian inhibitér madde yoklugu ile mezonefrik kanal
geriler, paramezonefrik (miillerian) kanal gelisimine devam eder ve bu yapilar disi
genital sisteminin ana yapilarini olusturur. Disi cinsiyet gelisimi overlerin veya
hormonlarin varligina bagh degildir. Daha sonra maternal overler ve plasenta
tarafindan iiretilen Ostrojenler tuba uterinalarin, uterusun ve vajinanin iist kisminin

gelisimini uyarir (Carlson 2012).

Paramezonefrik kanalin kraniyal kisimlari tuba uterinalari olusturur, koélemik
bosluktaki kraniyal acikliliklar fimbriay1 olusturmak tizere kalirlar (Sekil 2). Kaudal
sonlarina dogru pramezonefrik kanal orta hatta dogru yakinlasmaya baglar ve
mezonefrik kanallar1 ventralden keser. Bu kesisme ve orta hattaki nihai birlesme tiim
tirogenital ylikseltinin medial degisimiyle gergeklesir. Paramezonefrik kanallarin
kaudal, birlesmis kisimlarindan uterovajinal primordiyum farklilagir. Bu yap1 uterusu
ve vajinanin siiperiyor kismini olusturacak olan onciil yapidir. Paramezonefrik kanalin
orta hatta birlestigi bolge son olarak uterusu olusturur ve yikselti dokusu
paramezonefrik kanal boyu devam ederek uterusun kalin ligamentini olusturur.
Endometrial stroma ve miyometrium komsu splanik mezenkimden gelismektedir.
Uterusun uzunlugu boyunca yanlardan, kalin ligamentin tabakalar1 arasinda mezenkim
prolifere olur ve diferensiye olarak gevsek bag dokusu ve diiz kastan olusan, hiicresel

bir doku olan parametriyumu olusturur (Carlson 2012).
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Sekil 2. Paramezonefrik (Miillerian) kanalin farklilagma asamalari. a. Mezonefrik ve paramezonefrik
kanallarin birlikte oldugu asama. SRY proteini yoklugunda disi i¢ genital gelisimi devam etmekte. b. 7.
haftada paramezonefrik kanal farklilasirken mezonefrik kanal ige kivrilir. Paramezonefrik kanalin
medial kisimlar1 birleserek uterusu ve vajinanimn ist kisimlarimi olustururken, lateral kisimlartuba
uterinalart olustururlar. Miillerian organogenez 5. ayda uterin septal formasyonuyla tamamlanir. ¢. 5.
ayda disi i¢ genitaller (Al Qaisi 2010).

Paramezonefrik kanalin olusumunun erken sathalar1 Wnt sinyaline baglidir. Wnt-
4 yoklugunda, paramezonefrik kanal olusumu basarisizliga ugrar. Gelismekte olan
ekstremitelerin  dorsoventral ekseninin olusunda da rol oynayan Wnt-7a,
paramezonefrik kanalin tamaminin epitelinden sentezlenir ve normal gelisim i¢in
gereklidir. Gelisimin ilerleyen kisimlarinda Wnt-7a sinyalinin sadece uterin epitelinde
oldugu goriiliir. Wnt-7a, disi lireme sistemine yayilmis bir dizi Hox geninin ifadesinin
devamliligin1 sagladigi diistiniilmektedir (Carlson 2012). Hoxa-9 tuba uterinadan,
Hoxa-10 uterustan, Hoxa-11 uterus ve serviksten, Hoxa-12 vajinanin iist kisimlarindan

eksprese edilir (Carlson 2012).

Paramezonefrik kanal gelisimde gorevli bir diger transkripsiyon faktorii Pax2 ve

Pax8 genleridir. Bu iki gen birlikte etki gostererek paramezonefrik kanalin gelisimini
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ve devam etmesini destekler. Buna ilaveten Lim-1 geni de genital kanallarin
gelisiminin baglangicinda gorevlidir. Lim-1 paramezonefrik kanal epiteli, uterus ve
vajinanin iist kisminin gelisimi i¢in gereklidir (Kobayashi ve Behringer 2003). Ara
mezodermin epitelyal bileseninden sentezlenen ve paramezonefrik kanal gelisiminde
rol oynayan diger bir gen ise Emx2 genidir. Emx2 ifadesi, paramezonefrik kanal

gelisiminin yalnizca erken asamalarinda tespit edilmistir (Yin ve Ma 2005).

4.3. IMPLANTASYON

Implantasyon embriyonun hayatinin erken déneminde baslayan ve anne ile
embriyo arasinda gerceklesen birgcok mekanizmanin tetiklendigi ve/veya inhibe
edildigi bir siiregtir (Emiliani ve ark. 2005). Fertilizasyondan yaklasik 6-7 giin sonra,
embriyo endometriumun epitel ortiisiine kuvvetli bir tutunma gosterir. Bundan kisa bir
siire sonra endometrial stromaya giris yapar. Penetrasyonun gerceklestigi ilk bolge

edometriyum epiteli tarafindan gibi kapatilir (Carlson 2012).

Implantasyon iic asamada gerceklesir. Ilk asama olan apozisyonda blastokist
endometriumun implantasyon bdlgesine temas eder. Sonraki asama olan adezyonda
blastokistin trofoblast hiicreleri reseptif endometrial epitele baglanirlar. Son asama
olan invazyon asamasinda invaziv trofoblast hiicreleri endometrial epitelinin bazal

membranini gegerek stromayi isgal ederler (Red-Horse ve ark. 2004).

Basaril1 bir implantasyon siireci metabolik olarak aktif bir embriyo, hormonlarla
uyarilmis reseptif bir uterus ve embriyoya 6zel olarak gelismis maternal immiinolojik
tolerans varligin1 gerektirir. Bir Onceki menstriial periyodun bitisinde baslayan
endometriumun kompleks hormonal hazirliklari, embriyo i¢in uygun hiicresel ve
besinsel ¢evrenin hazirlanmasini hedefler. Embriyo ve endometrium arasindaki asil
temasin gergeklesmesinden Once bile uterus epiteli implantasyon siirecini
kolaylastiracak bazi sitokin ve kemokinleri salgilar. Aynm1 zamanda, trofoblast
hiicrelerinin yiizeylerinde sitokin reseptorleri belirir. Zona pellusidanin yirtilmasi ile

embriyo implantasyona hazir hale gelir (Carlson 2012).
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Implantasyonda ilk asama blastokistin i¢ hiicre kitlesinin bulundugu embriyonik
kutup bolgesinin endometriuma baglanmak {izere pozisyon almasi iglemi olan
apozisyondur. In vitro ve in vivo ¢alismalar gostermektedir ki, blastokistin baglanmasi
i¢ hiicre kitlesinin (embriyonik kutup) bulundugu alanin iistiinden gegeklesmektedir.

Bu bulgu, trofoblastlarin yiizeylerinin her yerde ayni olmadigin1 géstermektedir

Sonraki asama olan adezyonda blastokist endometrial epiteline baglanir.
Hormonlarla sartlandirilmis endometrium epitelinin apikal ylizeyleri, normal bir
menstriial siklusun 20-24’{incii gililerine denk gelecek sekilde implantasyonun
gerceklesmesine izin veren dar bir pencerede c¢esitli adezyon molekiillerin
salgilanmasi ile gergeklesir. Es zamanli olarak, preimplantasyon blastokistindeki

trofoblastik hiicreler de yiizeylerinde adezyon molekiilleri ifade eder (Carlson 2012).

Implantasyonun bir sonraki asamasi ise uterin epiteline penetrasyonu ve stromay1
isgal etme asamasi olan invazyondur. Primatlarda hiicresel trofoblast endometrium ile
baglanti kurmadan énce bir asama daha farklilagir. ¢ hiicre kitlesinin bulundugu
alanda, hiicreler hiicresel trofoblastlar (sitotrofoblast) birleserek ¢ok ¢ekirdekli yapi
olan sinsityotrofoblasta farklilasirlar. implantasyonun basinda sinsityotrofoblastlarin
sadece kiiciik bir kismi (sitrofoblast) mevcut iken bu yap1 kisa siirede embriyonun
etrafini sarar. Sinsityotrofoblastlarin kiigiik uzantilari kendilerini uterin epitel hiicreleri
arasindan sokarlar. Endometrial epitelin altindaki bazal laminaya kadar yayilirlar ve
trofoblastik plak isminde yassi bir yapt olustururlar. Yaklasik bir giin iginde
trofoblastik plak tizerindeki sinsityotrofoblastik uzantilar bazal laminaya penetre
olmaya baglarlar. Erken sinsityotrofoblast olduk¢a invaziv bir dokudur ve hizla
ilerleyerek endometrial stromada kendine yola acar. Sinsityotrofoblastin
endometriumda ilerleyisi enzim aktivitesi ile yonlendiriliyor olmasina ragmen
biyokimyasal temeli tam olarak bilinmemektedir. Fertilizasyondan sonra 10-12’nci
giinlerde embriyo endometriuma tamamen gomiilmiistiir. Ilk penetrasyonun oldugu
bolge hiicresel olmayan bir tika¢ ile isaretlidir ve devam eden siirecte epitelyal

hiicrelerin gdciiyle kapatilir (Carlson 2012).

Erken implantasyon devam ederken isgalci sinsityotrofoblasttan ¢ikan uzantilar
maternal endometrial kan damarlarinin etrafin1 sarar. Damar duvarlarina penetre
olarak lakiinalarin igerisine kanin dolmasi ile ilk uteroplasental dolasim baglar. Bu

asamadan sonra trofoblast hiicreleri karakter degistirir; implantasyonun ilk
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giinlerindeki kadar invaziv degildir. Bu siiregteki uterustaki kan sizintis1 lekelenme
olusturabilir ve anormal menstriial periyod olarak yanlis yorumlanabilir (Carlson

2012).

Embriyo endometriuma gomiilmeye devam ederken ve bazi sitotrofoblastik
hiicreler sinsityotrofoblast olmak {izere birlesirken, 6dematoz endometriumdaki
fibroblast-benzeri hiicreler siserler, glikojen ve yag damlaciklar birikimi gosterirler.
Desidual hiicre ad1 verilen bu hiicreler biiyiik bir hiicresel matriks olustururlar ve 6nce
implante olan embriyoyu sararlar, sonrasinda endometriumun tamamina yakinini
kaplarlar. Desidual reaksiyonla es zamanli olarak, ge¢ progestasyonel evrede
endometrial stromaya giren l0kositler implantasyonun erken evrelerinde embriyonun
yabanci cisim olarak taninmasini engelleyecek interlokin-2 sentezlerler (Carlson

2012).

Blastokist endometriuma baglanmakta her zaman basarili olmayabilir ve
implantasyon gerceklesmeyebilir. Implantasyon basarisizhg embriyo ve/veya
endometrial sebeplere bagli olabilir. Embriyonun basarili implantasyon orani %25-

30’lardadir (Carlson 2012).

Implantasyonda hem embriyodan hem de anneden salgilana faktdrlerin basarili
implantasyon i¢in gereklidir. Desidual hiicreler tarafindan ifade edilen integrin
molekiilleri blastokistin endometriuma baglanmasinda énemli bir role sahiptirler ve
Ostrojenin progresterondan daha fazla sentezlenmesi sayesinde regiile olduklar
gosterilmistir (Dhar ve ark. 2002). Aynm1 zamanda prostoglandinlerin (PG)
implantasyondaki anahtar molekiillerden birisi oldugu yoniinde ¢aligmalar vardir
(Kodaman ve Taylor 2004). Implantasyon sirasinda PGler damar gegirgenligini
artirmaktadir (Kennedy 1979). Siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2) ¢esitli PGlerin
sentezi i¢in vazgegilmez enzimlerdir ve bu enzimlerin metabolizmasindaki
bozukluklarin implantasyon anomalilerine sebep oldugu gosterilmistir (Lim ve ark.

2002).

18



5-6 days 7-8 days
Uterine gland Capiltary Tropheblastic lacuna

Blastocyst cavity

Chytotrophoblast
9-10 days 11-12 days
Primary villus Amniotic Trophoblastic Secondary villus Extraembryonic
cavity lacuna mesoderm

Extraembryonic Primary yolk sac Secondary Extraembryonic Remains of primary
mesoderm yolk sac forming  coelom yolk sac

Sekil 3. Embriyonun implantasyonunda 6nemli agamalar. A, Sinsityotrofoblast endometrial
stromay1 isgal etmeye baslar. B, Embriyonun biiyiik bir kismi endometriuma gémiilmiistiir; trofoblastik
lakiinanin erken formu mevcuttur. Amniyotik kavite ve yolk kesesi olugmaya baslar. C, Implantasyon
neredeyse tamamlanmistir. Primer villuslar olugmakta ve extraembriyonik mezoderm goziikmeye

baglamaktadir. D, implantasyon tamamlanmustir, sekonder villuslar olugmaktadir (Carlson 2012).

Sitokinler kiiciik, biyolojik aktiviteleri 6zel hiicre ylizey reseptorleri araciligiyla
gerceklesen ¢ok fonksiyonlu glikoproteinlerdir ve endometrial hiicreler ile embriyo
iletisiminde gorev almaktadirlar [27]. Losemi inhibitor faktor (LIF), interlokin 6 (IL6)
ailesine mensup bir sitokindir ve endometrium tarafindan sentezlenir. LIF bir¢ok hiicre
tiriinde Jak/STAT, Mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) ve PI3K gibi yolaklari
aktive eder ve implantasyon i¢in olduk¢a 6nemli bir sitokindir (Stewart ve ark. 1992).

LIF reseptorlerinin implante olan blastokiste komsu olan desidualize olmusg stromal
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hiicrelerde ifade edilmekte oldugu gosterilmis olup, trofoblastlarin tutunma etkisini
artirdigindan dolayr LIF’in hem adheziv hem de invaziv agamalarda etkili olduguna

kanaat getirilmistir (Dimitriadis ve ark. 2000).

IL-6 hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar bir sitokindir.
Implantasyonda IL-6’nin rolii, yoklugunda implantasyonun azalmasiyla gdsterilmekle
birlikte aldig1 gorev tam olarak aydinlatilmamistir. Ancak hem endometrial hem de
embriyonik hiicrelerin ylizeylerindeki reseptorlerin varligi, parakrin-otokrin rolii
olduguna isaret etmektedir (Robertson ve ark. 2000). IL-6 menstriiasyonun en ¢ok orta
ve sonlarina yakin evrelerinde Ostrojen ve progesteronun en ¢ok salindig1 zamanlarda
ifade edilmektedir ve bu yiizden steroid hormonlarin kontroliinde sentezlendigi tahmin

edilmektedir (Robertson ve ark. 2000).

Sitokinlere ilaveten, endometriumdan sentezlenen biiylime faktorleri de
implantasyon siirecinde etkilidirler. TGF-8 ekstraseliiler matriks ve degrede edici
enzimlerin {iretimi tizerinde etkili olan biiylime faktoriidiir. TGF-B ailesinin bir¢ok
tiyesi endometrium tarafindan sentezlenerek desidualizasyon ve proliferasyon gibi
implantasyondaki hiicresel olaylarda rol almaktadir (Jones ve ark. 2000). Ayni
zamanda TGF-B8 izoformlar1 implantasyonun invazyon asamasinda trofoblast
hiicrelerinin proliferasyonlarin1 engelleyerek Smad ve p38 MAPK yolaklarini aktive
eder ve bu hiicrelerin invaziv 6zelliklerini artirir. TGF-1, endometrial hiicrelerde
ekstraseliiler matriks onkof6tal fibronektin (onfFN) proteininin ifadesini artirarak
trofoblastin implantasyon aninda ekstraseliiler matrikse tutunmasini uyarir (Feinberg

ve ark. 1994).

Insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF), insiilin ile homoloji gdsteren ancak farkli
reseptorler araciliiyla biyolojik etki gosteren bir biiyiime faktoriidiir. IGF-1 ve IGF-
2’nin mitojenik etki ve hiicresel proliferasyonu tetikleme potansiyelleri oldukca
yiiksektir. Implantasyon &ncesi uterusta IGF-1 ifadesinin stromal hiicrelerde arttig1
gozlenmis olup IGF-1 ve IGF-2’nin blastokistte ve trofoektroderm hiicreleri tizerinde
proliferasyonu uyarici etkisi olduguna yonelik kanitlar da vardir (Lighten ve ark.

1998).
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4.4. HUCRESEL YASLANMA

Terminolojide hiicresel yaslanmay1 ifade eden senesens kelimesi latince senex
kokiinden tiirev almaktadir. Sistem biyolojisinde gelisim ve matiirasyonu takip eden
bozulma siirecini ifade eder ve genellikle “yaslanma” kelimesiyle ayni anlamda
kullanilmaktadir. Tk kez 60’11 yillarda Hayflick ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiirdeki
hiicrelerin kisitli sayida boliinme kapasitesine sahip oldugu agiklanmistir (Hayflick
1965). Bu klasik deney siiresince, fibroblast hiicreleri ilk 6nce hizla béliinmiis, ancak
yavas yavas- bir¢ok boliinme sonrasi- hiicre ¢ogalmasi azalmig ve nihayetinde hiicreler
boliinme yetenegini kaybetmistir. Replikatif yasamlar1 boyunca hiicrelerin
boliinecekleri toplam say1r Hayflick limiti olarak isimlendirilmistir. Boliinmeyen
hiicreler haftalarca hayatta kalmasina, biiylime faktorii, besin ve alan fazlaligi olmasina

ragmen bu yetenegi tekrar kazanmamiglardir (Hayflick 1965).

Senesens terimi, organizmal yaslanmay1 6zetleyecegi one siiriilerek; kiiltiirdeki
boliinmesi durmus hiicrelerde kullanilmis ve bdylece hiicresel senesens, hiicresel
yaslanma ve replikatif senesens terimleri ayni anlamda kullanilmaya baslanmistir

(Campisi ve di Fagagna 2007).

Hiicresel yaslanmanin kesfinden sonra nasil gelistigini aciklayici hipotezler 6ne
stirilmustiir. Bu hipotezlerden ilki hiicresel yaslanmanin olumlu etkileri oldugunu,
kanserden korunmak {izere gelistirilmis bir hiicresel mekanizma oldugunu One
striilmiistiir (Sager 1991).Diger bir hipotez ise doku yenilenmesi ve onariminin
ilerleyen yasla birlikte azalmasini1 temel alir. Bu kapsamda hiicresel yaslanmanin in
vivo rejeneratif kapasiteyi azaltarak organizmanin yaslanmasina model olusturmakta

oldugu diistiniilebilir (Campisi ve di Fagagna 2007).

Kalic1 biiylime arresti yash hiicrenin en 6nemli 6zelligidir. Ancak biiylime arresti
disinda, hi¢bir karakteristik hiicresel yaslanmanin varligini tek basina kanitlamaz Yash
hiicreler genellikle siskin, hacimce yaklasik 2 kat biiylik ve adherent bir hiicreyse
yassilagsmis morfoloji sergilerler. Morfolojisine ilaveten, yasl hiicrenin bir dizi 6zelligi
ve molekiiler belirtecleri vardir. Ayni sekilde, biitiin yagh hiicreler, bilinen biitiin
belirtecleri sergilemeyebilir. Bu yiizden yagh hiicreler birden fazla parametre goz

Oniine alinarak degerlendirilir (Campisi ve di Fagagna 2007).

21



Yaslanmanin en 6ne ¢ikan 6zelligi, molekiiler, hiicresel, doku ve tiim organizma
blinyesinde gerceklesen fonksiyon kaybidir (Campisi 2013). Yaglanma iliskili
dejenerasyonlar; sarkopeni, ateroskleroz, bobrek yetmezligi, osteoporoz, makiiler
dejenerasyon, ndrodejenerasyon (Alzheimer ve Parkinson hastaligi basta olmak iizere)

gibi bir¢ok hastaligin mekanizmasindan sorumludur (Campisi 2013).

Hiicresel yaslanma; potansiyel bir onkojenik stres karsisinda, hiicre
proliferasyonunun geri doniigsiiz olarak askiya alinmasini ifade eder (Campisi ve di
Fagagna 2007). Bu cevabin kalici olmasi durumu, en azindan kismen kanserin
gelisimini engellemek iizere evrimlestigi fikrini gliglendirir (Sager 1991). Hiicresel
yaglanma arrestinin geri doniigsiiz olarak addedilmesinin sebebi, bilinen higbir
fizyolojik uyaranin yaslanmis hiicreyi tekrar hiicre siklusuna girmesini
saglayamamasindandir. Ancak, bazi tiimor baskilayic1 genlerin inaktivasyonu gibi
molekiiler biyolojik manipiilasyonlar ile hiicrenin tekrar boliinmesini saglanabilir
(Beauséjour ve ark. 2003). Ancak yash hiicrenin geri doniisii i¢in agiklanmamis
mekanizmalar olabilir. Her durumda hiicresel yaslanma oldukca iyi korunan bir
mekanizmadir. iki ana tiimor baskilayici yolak ile baslatilir ve siirdiiriiliir: p53/p21 ve
p16™&44/pRB yolaklar1. Bu iki yolagin malign tiimdrogenezde kuvvetli bariyerler
oldugu bilinmektedir (Levine ve ark. 1991, Liggett Jr ve Sidransky 1998). Bu gortisle
uyumlu olarak, potansiyel bir onkojenik stres karsisinda hiicreler yaslanma yolagina

giderler.

Boliinmenin durmasina ilaveten, hiicreler kromatin organizasyonunda ve gen
ekspresyonunda biiyiik ¢apta degisiklik gosterirler. Bu degisikliklerden bazilari bir ¢ok
proinflamatuvar sitokin, kemokin, biiyiime faktorii ve proteaz salgisidir ve hiicrenin
bu fazina hiicresel yaslanma iligkili sekretuar fenotip (Senescence-associated
secretuary phenotype, SASP) ismi verilmistir (Rodier ve Campisi 2011). SASP’1n
giiclii bir parakrin aktivitesi vardir ve bu mekanizmanin dogas hiicresel yaslanmanin
yalnizca kanserden korunmaya karsi olmadigin1 gosterir. Bunun yerine, hiicresel
yaglanma ve SASP hem kanseri baskilamak hem de hasar sonrast doku onarimi ve
rejenerasyonu saglamak tizere gelismistir. Bu etkiler fizyolojik durumlara gore faydali

veya zararli olabilir (Campisi ve ark. 2011).

Kisith boliinme sayisinin ana sebepleri arasinda telomer kisalmasi yatmaktadir.

Her boliinme esnasinda dogrusal DNA molekiilleri tam olarak kopyalanamamaktadir;
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clinkii DNA taslagin1 kopyalayan polimerazlar 3° yoniinden 5’ yoniine tek yonlii
caligmaktadir. Bu tek yonliiliik kromozomun sonundaki RNA primeri ayrildiktan
sonra, 5’ ucuna hidroksil grubu baglanamamasi1 ve her replikasyonda bir zincirin
sonundaki tekrar eden dizi olan telomerden bir miktar kisalmasiyla sonuglanmaktadir
(Levy ve ark. 1992). Telomer kisalmasi telomeraz aktivitesi olan hiicrelerde
gerceklesmez. Telomeraz enzimi kromozom sonundaki tekrar eden telomerik dizilere
de novo yeni DNA dizisi ekleyerek telomerleri uzatabilir (Collins 2000, McEachern
ve ark. 2000). Telomeraz enzimi aktif olan hiicreler insanlarda nadir olarak bulunur.
Bir ¢ok kanser tiiriinde, embriyonik kok hiicrelerde, bazi yetigskin kok hiicrelerde ve
aktif T hiicreleri gibi bazi somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesi gdzlenmistir (Kim
ve ark. 1994, Wright ve ark. 1996). Islevsel telomerler DNA onarim mekanizmalarini
DNA sonlarimi ¢ift zincir kirik olarak gérmesini engelleyerek korur. Hiicre boliinmesi
sonunda DNA onarimi devreye girerse, kromozom birlesmesi ve kirilmasi araciligiyla,
hizl1 bir sekilde genomik bozulmaya gidecektir ve kansere giden yolda biiytik bir risk
faktoriidiir (Blackburn 1991, Rodier ve ark. 2005). Yani telomeraz yoklugunda tekrar
eden boliinmeler, bir veya daha fazla telomerin kisa ve islevsiz hale gelmesine sebep
olacaktir. Islevini kaybeden telomerler DNA hasar onarmmini devreye sokar ancak
DNA onarimi girisimini baskilar (di Fagagna ve ark. 2003, Takai ve ark. 2003,
Carneiro ve ark. 2010, Fumagalli ve ark. 2012). DNA hasar onarim mekanizmast ise,
agirlikli olarak p53 tiimor baskilayict araciligiyla hiicre boliinmesini askiya alir ve
genomik diizensizligi onler. Islevsiz telomerler onarilamaz, sonug¢ olarak boyle
telomerleri olan hiicreler devamli olarak DNA hasar onarimai sinyali altinda kalirlar ve
p53°1 aktif tutarlar (di Fagagna ve ark. 2003, Takai ve ark. 2003, Von Zglinicki ve
ark. 2005).

Telomer bozuklugu, hiicresel yaslanma cevabini olusturabilecek birgok
mekanizmadan yalnizca birisidir. Bir ¢ok hiicre genomik konumundan bagimsiz
olarak ciddi DNA hasarinda yaslanma cevabi verirler (Nakamura ve ark. 2008).
Iyonize radyasyon, topoizomeraz inhibitdrleri gibi DNA ¢ift zincir kirigma sebep
olabilecek ajanlar hiicresel yaslanmaya sebep olur (Robles ve Adami 1998,
Sedelnikova ve ark. 2004, Wang ve ark. 2009). Bir ¢ok sitotoksik kemoterapi ajanlari
DNA-hasar1 araciligiyla hem tiimorii hem de g¢evresindeki normal dokuyu hiicresel
yaglanmaya sokar (Chang ve ark. 2002, Novakova ve ark. 2010). Oksidatif stres
kaynaklit DNA lezyonlar1 da hiicreyi yaslanmaya siiriikleyebilir (Chen ve ark. 2001,
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Parrinello ve ark. 2003). Oksidatif stres, telomerlerdeki G-zengin bolgelerin oksidatif
hasara kars1 daha hassas olmasindan dolay1 telomer kisalmasini da hizlandirabilir (von
Zglinicki 2002). Yani dogrudan veya dolayli DNA c¢ift zincir kiriklar1 potansiyel
yashlik tetikleyicileridir; doz cevap deneyleri gostermistir ki tamir edilmeyen tek bir
DNA ift zincir kirig1 hiicresel yaslanmay1 baglatabilmektedir (Di Leonardo ve ark.
1994). Ne tip bir genomik lezyonun hiicresel yaglanmayi baslatacagi kesin olarak
bilinmezken, hiicresel yaslanmaya sebep olan lezyonlarin DNA hasar onarimi
sinyalini siirekli uyardig1 bilinmektedir. Kronik DNA hasar cevabi, gegici biiylime
durdurulmasindan farkli bir cevap olusturur ve dolayistyla p53 gibi DNA hasar cevabi
proteinlerinin de uzun vadeli varligi s6z konusudur (Sedelnikova ve ark. 2004, Rodier

ve ark. 2011, Fumagalli ve ark. 2012).

Hiicresel yaslanma giiclii, kronik veya dengesiz mitojenik sinyal ile de
tetiklenebilir (Blagosklonny 2003). H-RAS geninin onkojenik formunun MAPK
sinyal yolagim1i kronik olarak aktive ederek hiicresel yaslanmay1 tetikledigi
bildirilmistir (Serrano ve ark. 1997). MAPK yolagiin baska bilesenleri de asir1 ifade
edildiginde veya onkojenik formlarda bulunduklarinda hiicresel yaglanmay1
baslattiklar1 bildirilmistir (Braig ve Schmitt 2006, Prieur ve Peeper 2008). Benzer
sekilde, ERB2 gibi biiylime faktorii reseptorlerinin asir1 ifadesi (Trost ve ark. 2005),
interferon-f3 gibi sitokinlerin kronik uyarilmasi (Moiseeva ve ark. 2006), PTEN gibi
biiylime faktorii sinyalini baskilayan proteinlerin kaybi (Alimonti ve ark. 2010) gibi
yiiksek yogunluklu mitojenik uyarilar da hiicresel yaslanmaya sebep olmaktadir (Deng
ve ark. 2004). Baglatan sebep ne olursa olsun, neticede mitojenik sinyaller p53/p21 ve

p16™K4/pRB yolaklarni aktiflestireceklerdir.

Hiicresel yaslanmanin baglangicinda bir diger sebep de epigenomik hasardir,
proliferatif genleri kodlayan lokuslarda heterokromatin olusumu (Narita ve ark. 2003)
gibi kromatin organizasyonunda biiyiik ¢capli degisiklige sebep olur. Genis ¢apli etkiye
sahip histon deasetilaz inhibitorleri araciligiyla global kromatin agilmasi gibi etkiler,
genellikle hiicresel yaslanma iliskili kromatin yapisina katki saglayacak olan P16™NK4
tiimor baskilayici proteini serbest birakarak yaslanmaya sebep olurlar (Munro ve ark.
2004). P16™K4 proteini yalnizca tiimdr baskilayict degil, ayni zamanda hiicresel

yaslanmanin biyobelirtecidir (Ohtani ve ark. 2004).
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Hiicresel yaglanma siirecini baglatan ve devam ettiren uyaranlar bu kontrolii biiyiik
oranda p53/p21 ve P16™X44/pRB tiimor baskilayici yolaklarinin birisi veya ikisiyle
birden yaparlar. Her iki yolak da iist yolaklarinda bir ¢ok farkl regiilatorler, alt
yolaklarinda efektorleri ve yan dallanmalariyla olduk¢a karmasik yolaklardir (Collins
ve Sedivy 2003, Adams 2009). Dahasi bu iki yolak da ¢apraz olarak birbirlerini regiile
ederler (Takeuchi ve ark. 2010). Her iki yolak da hiicresel yaslanma cevabini gen
ifadesinde biiylik degisikliklere sebep olarak kontrol ederler. P53 ve retinoblastoma
(RB) ana transkripsiyonel diizenleyicilerdir. P21; p53’iin alt basamak efektoriidiir ve
P16™K4 jse RB’nin iist basamak regiilatoriidiir. Her ikisi de siklin-bagimli kinaz
inhibitoriidiir ve hiicre siklusu ilerleyisinin negatif regiilatorleridir. p53/p21 ve
P16™NK4/pRB yolaklarmin kronik aktivasyonu veya asir1 ifadesi bilyiik ¢cogunlukla
hiicresel yaslanma icin yeterlidir (McConnell ve ark. 1998). p53/p21 ve P16™N¥4/pRB
yolaklar1 ayni zamanda yaslt hiicrenin bir ¢ok karakteristik 6zelligini regiile eder

(Beauséjour ve ark. 2003).

Histokimyasal boyama tekniklerinden hiicresel yaslanma iliskili B-Galaktosidaz
(SA-B-Gal) aktivitesi yaygin olarak kullanilan yaglanma belirtecidir. Bu aktivite asidik
lizozomal B-galaktosidazdan koken alir, yashi hiicrelerde yiiksek seviyede ifade
olduklarindan nétre yakin pH degerlerinde tespit edilebilir. (Kurz ve ark. 2000). Hem
kiiltiir kosullarinda hem de bir¢ok omurgali deney hayvan modelinde genis ¢apta

hiicresel yaslanma belirteci olarak kullanilmaktadir.

Kiiltiirde ve dokuda yasli hiicreleri belirlemek i¢in diizenli olarak kullanilan diger
bir belirteg ise p1 6™ * tiimor baskilayici proteinidir. Siklin-bagimli kinaz 4 inhibitorii
(CDKN#4) olan bu protein hiicre siklusunda etkili bir rol oynamaktadir. Hiicrenin G1
fazindan S fazina gecisini engelleyerek hiicrenin béliinmesine mani olur. p16™K4
ifadesinin azalmasinda veya yoklugunda siklin-bagimli kinaz 4 proteini siklin D’ye
baglanarak birlikte E2F1 transkripsiyon faktoriine bagli bulunan RB proteinini
fosforiller. Fosforillenen pRB, E2F1 proteininden ayrilir. E2F1 serbest kalarak
niikleusa girer ve G1’den S fazina gegis icin gerekli olan genlerin transkripsiyonunu
baslatir (Rayess ve ark. 2012). Yaslanma siirecine girmis hiicrelerde, G1 fazindan
c¢ikisi engelleyerek hiicre boliinmesini durdurma kapasitesinden dolayi, bu hiicrelerde

p16™K4 proteini ifadesi artmus olarak gézlemlenir (Collins ve Sedivy 2003, Ohtani ve

ark. 2004).
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Niikleer lamina, niikleer zarfin i¢ membranina bitisik bulunur ve niikleusun
mekaniginin ve boyutlarinin stabilitesine katkida bulunur. Laminanin ana yapisal
proteinleri Lamin A ve Lamin B protein aileleridir (Shimi ve ark. 2008). Ozellikle
Lamin-B1 proteini her hiicrede gelisim siiresince ifade edilir. Ayn1 zamanda Lamin-
B1’in periferal elemanlarin kromatine baglanmasinda, kromozom bdlgelerinin
organizasyonunda ve gen ifadesinde rol oynadigina yonelik bulgular mevcuttur
(Kosak ve ark. 2002, Dechat ve ark. 2008). Bunlara ilaveten, Lamin-B1’in DNA
replikasyon ve onariminda, RNA polimeraz II transkripsiyonunda ve kromatin
diizenlenmesinin epigenetik kontrollerinde rol oynamaktadir (Shimi ve ark. 2008,
Shumaker ve ark. 2008). Lamin-B1, E2F1 hedef genidir ve ifadesindeki azalma pRb
aracihigyla gerceklesmektedir. Yaslanan hiicrelerde artan pl16™X4? ifadesiyle ters
orantili olarak Lamin-B1 proteini ifadesinde azalma goriiliir (Shimi ve ark. 2011,

Freund ve ark. 2012).

Kromatn} Hiicre siklusu
kararsizh@t <« inhibitérlerinin
Geri-doniisii (p16, p21)
olmayan hiicre overekspresyonu
siklusu arresti o
Gigli mitojenik/
Telomerik-olmayan stres sinyalleri
DNA hasar1

£ %

Onkojenler veya onkojenik

Kisa veya islevini
mutasyonlar

kaybetmis telomerler

DNA hasar1t =SASP
DNA hasar1 olmazsa SASP da goriilmez.

Sekil 4. Birgok uyaran hiicresel yaslanmay1 ve yaglanma iliskili sekretuvar fenotipi (SASP)
tetikleyebilir. Ciddi DNA hasar1 aracili (onkojenik stres veya islevsiz telomer gibi) geri doniisii olmayan
hiicre siklusu arresti uyarildigr zaman yaslanmis hiicrelerde SASP gozlenir. Ancak, pl16 ve p21 gibi

hiicre siklusu inhibitérlerinin overekspresyonu ile yaslanma-benzeri fenotip tetiklendigi zaman hiicresel

yaslanmanin bir¢ok karakteri gozlenir, ancak SASP olugmaz (Coppé ve ark. 2010).

Yasl hiicrelerin son ©6nemli karakteristigi SASP’tir. SASP o6zelligi, yash

hiicrelerin organizmal yaslanma ile yasa bagli patolojiler arasindaki iliskiyi
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aciklayabildigi i¢in olduk¢a onemlidir (Coppé ve ark. 2010, Campisi ve ark. 2011).
SASP; cok sayida sitokin, kemokin, biiylime faktorii ve proteazi kapsayan genis
profilli bir fenotiptir (Freund ve ark. 2010). Bu faktorlerden kimisi hiicresel
yaslanmanin zararhi etkilerini agiklarken, diger faktorler —hatta baz1 aymi faktorler-

faydali etkilerini ortaya ¢ikarir (Sekil 4).

SASP, biiyiime regiile-edici onkojen proteinler (GROlar) (Yang ve ark. 2006) ve
amfiregiilin (Bavik ve ark. 2006) araciligiyla hiicre proliferasyonunu tetikleyebilir.
Ayrica vaskiiler-endotelyal biliylime faktorii (VEGF) gibi proteinlerle yeni damar
olusumunu uyarabilir (Coppé ve ark. 2006). Ancak SASP’in WNT ifadesi artirabilen
ve azaltabilen bifazik WNT regiilatorii SFRP1 (Elzi ve ark. 2012) ve hiicre
proliferasyonunu hem destekleyen hem de inhibe edebilen IL-6 ve IL-8 kemokinleri
ifadesi gibi bazi etkileri ¢ok daha komplekstir. (Acosta ve ark. 2008, Kuilman ve ark.
2008). Kronik WNT sinyali hem farklilasmis hiicreleri hem de kok hiicreleri
yaslanmaya stiriikleyebilir (Liu ve ark. 2007). Ayrica baz1 SASP faktorleri baz1 duyarh
hiicrelerde epitelyal-mezenkimal gegisi tetikleyebilirken (Laberge ve ark. 2012),
SFRP1,GROa ve IL-6 gibi diger faktorler hiicre proliferasyonunu veya doniistimiinii
bozabilir veya kok hiicre nisini degistirebilir (Pricola ve ark. 2009, Krtolica ve ark.
2011, Zhang ve ark. 2011). Hiicresel yaslanma ve yasa bagl hastaliklar arasindaki
iliskide SASP’1n rolii dogrudan veya dolayli olarak inflamasyonu tesvik etmesidir
(Coppé ve ark. 2010, Davalos ve ark. 2010, Tchkonia ve ark. 2010). Bu faktorlerden
bazilar1 IL-6, IL-8, monosit kemoatraktan protein (MCP), makrofaj inflamatuvar
protein (MIP), ve inflamasyonun bir¢ok yoniinii kontrol eden Granulosit/makrofaj
koloni-uyarici faktdr (GM-CSF) proteinleridir. Bu ve benzeri proteinlerin salgilarinin
kronik inflamasyona sebep oldugu diisiiniilmektedir; en azindan lokal ancak biiyiik
olasilikla sistemik olarak (Coppé ve ark. 2010, Davalos ve ark. 2010, Campisi ve ark.
2011). Kronik inflamasyonun -hem dejeneratif hem de hiperplastik- neredeyse tim
yasa bagli hastaliklarin patolojisinde sebep veya Onemli bir katilimer oldugu

bilinmektedir (Chung ve ark. 2009).

SASP kategorisinde yer alan proteinler hiicre tipine ve bir dereceye kadar hiicresel
yaslanma cevabini olusturan uyariya gore gesitlilik gosterir. Buna ragmen; bir¢ok
hiicre tipi ve hiicresel yaslanma tetikleyici uyarani kapsayan SASP’1n en iyi korunan
ozelligi, proinflamatuvar sitokinlerdir (Kang ve ark. 2003, Hampel ve ark. 2006,
Acosta ve ark. 2008, Rodier ve ark. 2009). SASP’1n bir fonksiyonu, hasarli hiicrenin
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cevresindeki komsu hiicrelerle iletisime gegerek doku tamiri i¢in hazirlanmak iken,
diger fonksiyonu bu hasarli hiicrelerin immiin sistem tarafindan temizlenmesinden

emin olmak olabilir (Chung ve ark. 2009, Coppé ve ark. 2010, Novakova ve ark. 2010).

Genomik/epigenomik stres = Diger stresler
DHC *
l Y
Kakict EIBPKCROS) . ovie
DHC
/ \ (NF-kB, C/EBP-f3) !
p53 — SASP «— pRB
1
1
' N
p21 1 Heterochromatin
1
1
l .
\J
Hiicresel Yaslanma

Sekil 5. SASP ve hiicresel yaglanmanin regiilasyonu. Hiicresel yaglanma genomik/epigenomik hasar ile
baglar ve DNA hasar cevabini (DHC) tetikler. DHC zamanla kronikleserek p38-MAPK ve Protein kinaz
C (PKC) aktivasyonuna ve reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa sebep olur ve pl6™K% tiimor
baskilayic1 proteini ifadesini uyarir. Bazi diger stresler dolayli olarak (kesik ¢izgi) DHC’n1
tetikleyebilirken bazi stres kaynaklar1 dogrudan p16™X4 ifadesini tetikleyebilir. pl6™X% pRB tiimor
baskilayici proteinini aktiflestirerek heterokromatizasyon ile belirli genlerin ifadesini baskilar. Kalict
DHC ayni zamanda SASP’a sebep olur ve SASP’1 kontrol altinda tutmak i¢in p53°ii aktive eder. P53

ayni zamanda p21 hiicre siklusu inhibitorii p21°i uyararak proliferasyonu inhibe eder (Campisi 2013).

4.5. DENEYSEL HUCRESEL YASLANMA MODELI

Telomer kisalmasinin yol ac¢tig1 fizyolojik hiicresel yaslanma olmadan, hiicrelerin
in vitro ortamda prematiire yaslanmalar1 saglanabilir. Bunun i¢in kullanilan
yontemlerden bazilar1 kimyasal ajanlarla (hidroksiiire vb.) veya mor O&tesi 1sin
kullanim1 ile DNA sentezini inhibe edilerek saglanir. Ayrica serbest radikallerin
salimimi artirillarak DNA hasar1 olusturularak veya molekiiler tekniklerle belirli
genlerin transkripsiyonel aktivasyonu ile deneysel yaslanma modeli elde edilebilir

(Campisi 2013).
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Hidroksiiire (CH4N202) iyi bilinen bir riboniikleotid rediiktaz enzimi
inhibitoriidiir (Krakoff ve ark. 1968), ongoriilen mekanizmasi; enzim aktivitesi i¢in
gerekli olan tirozin radikalini par¢alama seklindedir. Inhibitér reaksiyonu icin
hidroksiiirenin olusturdugu nitrik oksitten kopan bir elektronun riboniikleotid rediiktaz
enziminin R2 altbiriminin tirozin radikaline baglanmasiyla ger¢eklesir (Lassmann ve
ark. 1992). Hidroksiiirenin hidrojen peroksit bagimli peroksidasyonu sonucu ortaya
cikan nitrik oksit de (NO) DNA sentezi i¢in gerekli niikleik asitlerin azalmasi
araciligiyla riboniikleotid rediiktaz enzim aktivitesini baskilar ve neticede DNA tek
zincir kiriklar1 olusur (Mata ve ark. 1989). DNA sentezi lizerindeki inhibitor etkisi
yiiziinden hidroksiiire antikanser ilact olarak kullanilmistir (Canute ve ark. 1998).
Hidroksilirenin in vitro uygulandigi hiicrelerde genis ve yassilasmis morfoloji
gbzlemlenerek yaslh hiicrelerin benzerligi molekiiler olarak da karakterize edilmistir
(Yeo ve ark. 2000). Yapilan caligmalar hiicrelere in vitro hidroksilire muamelesi
sonucu hiicresel yaslanma kriterlerine uygun olarak pl6Ink4a, p21 ifadelerinde ve
hiicresel yaslanma iliskili B-galaktosidaz aktivtesinde artis, Lamin B-1 ifadesinde
azalis oldugunu gostermektedir (Park ve ark. 2000, Pawelec ve ark. 2000, Yeo ve ark.
2000).

Hiicresel yaslanma fizyolojisinde p53 tiimor supresor yolagi olduk¢a dnemlidir.
Ayn1 zamanda birgok tiimdr tarafindan p53-iliskili hiicresel enerji metabolizmasinda
proliferasyonu artirmak amaciyla saptirmalar yapilmaktadir (Bensaad ve ark. 2006).
Mitokondriyel fonksiyonundaki azalmayla birlikte insan fibroblast hiicrelerinde
yaslanmanin geciktigi dogrulanmistir (Hutter ve ark. 2004). Unterluggauer ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada glutaminaz eniziminin inhibisyonu araciligiyla
hiicre i¢i enerji metabolizmasi bozularak yaslilik benzeri fenotipler olusturulmustur

(Unterluggauer ve ark. 2008).

Hiicresel yaglanmanin temelinde yatan sebeplerden birisi de oksidatif stresteki
artistir. Bu bakis agisindan bakildiginda in vitro kontrollii olarak uygulanan oksidatif
stres ajanlar1 da hiicresel yaslanmayi tetikleyebilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda
hidrojen peroksit uygulamasi ile stres-tetikli prematiir yaslanma elde edilmektedir

(Chen ve Ames 1994, Kiyoshima ve ark. 2012).

Deneysel in vitro hiicresel yaslanma elde etmek i¢in bir diger teknik ise mor 6tesi

(UV) 1sinlar kullanmaktir. UV-tetikli hasarin %50’sinin serbest radikallerin salinimi
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ile gergeklestigi tahmin edilirken UV i1gmlarmin diger farkli etkileri de vardir
(Bernstein ve ark. 2004). En ¢ok 245-290 nm arast UV radyasyonu (UV-B 320-290
nm dalga boyundadir.) DNA tarafindan absorbe edilir (Tornaletti ve Pfeifer 1996).
UV-B 1simasinin DNA {izerindeki mutasyonlar1 siklobiitan pirimidin dimerleri ve
komsu pirimidin bazlar1 arasinda 1s1ma {iriinlerinin olugmasiyla karakterizedir
(Ichihashi ve ark. 2003). UV-A 1simast (400-320 nm) ise dogrudan DNA tarafindan
absorbe edilmeyip dolayli olarak serbest radikal tiirevlerinin (siiperoksit anyonu,
peroksit, singlet oksijen) olusumu ile DNA hasarina sebep olur (Fisher ve ark. 2002).
UV-A aracilikli mutagenez trans-urosanik asit ve tek niikleotid DNA kopuklar1 veya
8-hidroksi guanin iiretimi ile sonug¢lanabilir (Kochevar 1995). UV 1s1ma aracilikli in
vitro ve in vivo yaslanma modeli lizerinde yapilmis bircok ¢alisma mevcuttur (de

Gruijl ve ark. 2001, Borlon ve ark. 2007, Min ve ark. 2014, Zhang ve ark. 2017).

Hiicresel yaslanmanin in vitro ortamlarda taklit edilmesinin bir diger yolu da
molekiiler yaklagimlardir. Bilindigi iizere hiicresel yaslanmada p16Ink4a, p21 ve p53
proteinleri yolaklar1 anahtar konumundadir (Campisi ve di Fagagna 2007). Bu
yolaklari transkripsiyonel aktivasyonu ile hiicresel yaslanma elde edilebilir. Ornegin
hiicre igine gonderilen vektor araciligiyla p53 proteinin asirt aktivasyonu ile hiicre
dongiisii degistirilerek hiicre yaslandirilabilmistir (Bond ve ark. 1996). Benzer bir
bakis agistyla, hiicreyi yaslanmadan koruyan mekanizmalardan birisi olan telomeraz
enzimini kodlayan genin (hREST2/hTRT) baskilanmasiyla da hiicresel yaslanma siireci

hizlandirilabilir (Horikawa ve ark. 1998).

4.6. UTERUS YASLANMASI VE INFERTILITE

Kadinin dogal fekiinditesi 30 yasindan sonra azalmaya baslayip, 35-40 yaslari
arasinda giderek azalir ve 45 yasindan sonra en aza iner (Menken ve ark. 1986, Brock
ve Holloway 1990). Yardimci iireme teknolojilerinde, hem in vitro fertilizasyonda
(IVF), hem de intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunda (ICSI) kadinin yasi tek
degiskenler arasindaki en dnemlisidir (Navot ve ark. 1994, Templeton ve ark. 1996).
Artan yagla birlikte azalan dogurganligin sebebi, artan ovulatuvar defektler, daha

diisiik kaliteli oositler, oositlerdeki kromozomal anomalilerdeki artis, azalan
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endometrial reseptivite, jinekolojik hastaliklardaki artig olabilir (Szamatowicz ve

Grochowski 1998).

Azalan fekiindiisitenin temelinde yatan fizyolojik mekanizmalar oosit ve/veya
uterusa ait olabilir. Oositin kalitesinin yasla birlikte azaldigina dair pek ¢ok bilgi
mevcuttur, Ozellikle ileri yashi bireylerin oositlerinde anoploidi, kopya sayisi
varyasyonlari, mikrodelesyonlar, mitokondriyel fonksiyon bozukluklari, telomer
kisalmalari, 1g ipligi kararsizliklar1 gibi bir ¢ok genomik ve proteomik risk faktoriinde
artis gozlenmektedir (Cimadomo ve ark. 2018). Uterusa ait yaslanma verilerine
bakildiginda, Chetkowski ve arkadaslarinin matematiksel modelleme kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada, hem uterusun reseptivitesinde hem de embriyonun kalitesinde
yasla birlikte anlamli bir diisiis oldugunu gostermislerdir (Check ve ark. 1994).
Uterusun yaslanmadan ne derece etkilendigini 6grenmek i¢in yapilan galigmalarda
oosit bagisi kabul eden hastalar secilerek farkli yas gruplari tizerindeki dogum oranlari
incelenmistir. Ozellikle 40 yas iistii (Abdalla ve ark. 1990, Flamigni ve ark. 1993,
Check ve ark. 1994), hatta 50 yas iistii kadinlarin (Antinori ve ark. 1993) reprodiiktif
performansi analiz edildiginde 40 yas {istii kadinlarla daha geng¢ hastalar arasinda
gebelik oran1 farki bulunmus olsa da (Flamigni ve ark. 1993), diger calismada boyle
bir farkin olmadig1 vurgulanmistir (Check ve ark. 1994) . Yani model gegerli olsa da
uterusun da ovaryumla birlikte yaslandig1 yoniindeki veriler net degildir. Ama elde
edilen veriler ile oosite ait nedenler ile birlikte endometrial nedenlerin de yasla birlikte

infertilite problemi olarak ortaya ¢iktigidir.

lleri yash kadinlardan elde edilen uterus drneklerinde yaslanmis (X-gal pozitif)
hiicrelerin sayisinda artis gdzlenmistir (Laser ve ark. 2010). Buna bagl olarak azalan
hiicre proliferasyonu ile birlikte endometrium yiizeyinde immiin ve inflamatuvar
cevapta artis gozlenmistir (Elmes ve ark. 2015). Embriyo uterusa implante oldugunda
gerceklesen cesitli immiin cevaplarin kontroliinde T hiicreleri 6nemli rol
oynamaktadir (Sakaguchi 2004). Yasla birlikte azalan endometrial reseptivitenin
sebeplerinden birisinin, azalan Trg hiicre sayisina bagli olarak bozulan immiin

diizenlemeler ve inflamasyon oldugu 6ne siiriilmistiir (Jagger ve ark. 2014).

Hiicresel yaslanmanin karakteristik 6zelliklerden birisi olan SASP’in da artan
inflamasyon araciligiyla implantasyon sorunlarina sebep oldugu diisiiniilmektedir

(Lim ve ark. 2014). Artan miktarlardaki yaslanmis immiin hiicrelerine ve bu hiicrelerin
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gosterdigi SASP ile iligkili olarak artan miktarlarda IL-18, IL-6, IL-8 gibi sitokinleri
ifade etmeleri endometriumda blastokiste karsi olusturulan immdiin toleransi1 bozarak

implantasyon basarisizliklarina sebep olabilecegi bilinmektedir (Shirasuna ve Iwata

2017).

Implantasyon sirasinda trofektoderm ve endometrium arasindaki iletisim ile
endometrium epiteli ve stromal hiicrelerde implantasyona uyumlu degisikliklerin
oldugu siireci baslatir (Lejeune ve ark. 1981). Yaslanan endometrial epitel
hiicrelerinde ve stromaya mesajlarin iletimde basarisizlik sonrasi implantasyon ve
desidualizasyon problemleri olabilir (Finch ve Holinka 1982). Buna ilaveten yaslanan
endometriumda Ozellikle kollajen gibi ekstra-seliller matriks proteinlerinin
diizenlenmesi bozulabilir, hiicreler arasi baglanti komplekslerinin olusumunda
aksakliklara sebep olabilir ve stromal-desidual doniisiimiinii engelleyerek
implantasyonda basarisizlik riskini artirabilir (Mulholland ve Jones 1993). Bu nedenle

endometrial problemler implantasyonu dogrudan etkilenebilmektedir.

4.7. KOK HUCRELER

Kok hiicreler 6zellesmemis, kendini devamli yenileyebilen ve ayni zamanda daha
somatik hiicrelere farklilasabilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Insanlarda kok hiicreler
erken embriyonun ig¢ hiicre kitlesinde, fetiisiin baz1 dokularinda, gobek kordonunda ve
plasentada ve yetigkin bazi organlarda tanimlanmistir. Yetigkin organlarin bazilarinda
kok hiicreler birden fazla tip 6zellesmis hiicreye farklilasabilir. Ornegin beyindeki
noral kok hiicreler noronlara, glial hiicrelere ve astrositlere doniisebilir. Kok hiicrenin
temel Ozelliklerinden birisi olan “potent” 6zelligi, kok hiicrenin ne kadar fazla hiicre
tipine farklilagsma potansiyeli oldugunu belirtir. Kok hiicreler sirasiyla totipotent,
pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olarak siniflandirilir (Marshak ve

ark. 2001).

Bir hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in asimetrik bdliinme
yetenegine sahip olmasi gerekmektedir (Weissman ve ark. 2001). Boliinme sonrasi
olusan iki hiicreden birisi kok hiicrenin tipatip kopyasi iken ikincisi daha 6zellesmis

bir hiicre olarak devam eder (Weissman 2000).
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Totipotensi, tek bir kok hiicrenin organizmadaki tiim hiicrelere farklilagma
potansiyeline sahip oldugunu gosterir. Totipotent bir kok hiicre hem embriyonik hem
de ekstra-embriyonik dokulara farklilagabilir (Lodish ve ark. 1995). Zigot ve
sonrasinda 8 hiicreli asamaya kadar olan embriyonik siirecteki hiicreler totipotensiye
sahip kok hiicrelerdir. Pluripotensi bir kok hiicrenin ii¢ germ yapragindan (endoderm,
mezoderm, ektoderm) koken alan tiim yapilar1 olusturacak hiicrelere doniisebilecek
potansiyelde oldugunu belirtir (Binder ve ark. 2009). Kok hiicre kaynaklarindan birisi
erken asamadaki embriyodan elde edilen embriyonik kok hiicrelerdir (EKH).
Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler pluripotent kok
hiicrelerdir ve eriskin viicuttaki tiim hiicreleri olusturabilecek potansiyele sahiptirler
(Wobus ve ark. 2002). Multipotent kok hiicreler birden ¢ok hiicre tipine farklilagsma
potansiyeli olup eriskin mezenkimal kok hiicrelerin biiyiik bir kismini olustururlar.
Ormegin multipotent kan kok hiicreleri farklilasarak lenfosit, monosit ve nétrofilleri
olugturur. Oligopotent kok hiicreler ancak birka¢ farkli hiicre tipine
doniisebilmektedir. Ornegin lenfoid peogenitdr kok hiicre yalmzca T, B lenfositi ve
NK hiicresine farklilagabilir. Unipotensi ise bir kok hiicrenin yanlizca tek bir tip
Ozellesmis hiicreyi olusturabilecegini belirtir (Hans 2007). Kok hiicre kaynaklarindan
birisi erken asamadaki embriyodan elde edilen embriyonik kok hiicrelerdir (EKH).
Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok pluripotent kok
hiicrelerdir ve eriskin viicuttaki tiim hiicreleri olusturabilecek potansiyele sahiptirler

(Wobus ve ark. 2002).

Friedenstein ve arkadaslar1 kemik iliginden elde ettikleri, plastik kiiltiir kabina
yapisan fibroblast-benzeri hiicreleri ilk kez tanimladikladiklarinda bu hiicrelerin
osteojenik kokende olduklarini rapor etmislerdir (Prockop 1997, Bianco ve ark. 2001).
Devam eden siirecte bir ¢cok farkli laboratuvarda yapilan ¢alismalar bu osteojenik
hiicrelerin aslinda klonal seviyede bir ¢ok farkli bag doku hiicrelerine
farklilasabildiklerini bulmuslardir (Pittenger ve ark. 1999, Bianco ve ark. 2001).
Boylelikle ilk kez Caplan (Caplan 1994)tarafindan 6ne siiriilen mezenkimal kok hiicre
(MKH) kavramimin dogrulanmasi saglanmistir. Sonrasinda MKH’ler osteoblast,
adiposit, kondrosit hiicrelerine in vitro farklilagabilen adherent, fibroblast-benzeri

hiicreler olarak tanimlanmistir (Dominici ve ark. 2006).

Kemik iligine ilaveten, eriskin dokuda MKH veya MKH-benzeri hiicreler, kemik

iligi stromasindan, adipoz dokudan (Zuk ve ark. 2001), dolagim sisteminden (Prockop
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1997), dental pulpadan (Gronthos ve ark. 2000), gébek kordonundan (Erices ve ark.
2000) ve amniyotik s1v1 gibi ¢esitli kaynaklardan da elde edilmistir.

Mezenkimal kok hiicreler sahip olduklari immiinomodiilator etkileriyle hasarl
bolge lizerindeki pro-inflamtuvar yonelimi degistirebilir ve onarimi hizlandirabilirler
(Reinders ve ark. 2009). Bir ¢aligsmada tip 1 diyabet hastas1 fareye MKH uygulanmasi
sonucu insiilin iiretici pankreatik adalar ve B-hiicreleri lizerindeki hasarin onarimi ve
kan sekeri seviyesinde azalma tespit edilmistir (Lee ve ark. 2006). Bu tip tedavilerde
MKHlIerin diger immiin hiicreler iizerindeki immiinmodiilatér etkisine ilaveten
salgiladiklar1 ¢esitli bliylime faktorlerinin etkisi olduguna yonelik bulgular da vardir
(Garcia-Gomez ve ark. 2010). MKH’ler genis bir yelpazede sitokin ve biiylime faktorii
salgilayarak diger hiicreler iizerinde parakrin etki yaparlar (Caplan ve Dennis 2006).
MKHlerin sekretomlarinin topikal olarak uygulanmasi sonucu, dermal fibroblast
hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonu artirilarak kollajen sentezi tiretimi
artirtlmis ve dolayisiyla UV-B maruziyetiyle olusan 1s13a bagli yaslanma etkileri
tersine cevrilmistir (Kim ve ark. 2009). Deneysel olarak UV-B uygulamasiyla
yaslandirilmis insan dermal fibroblast hiicrelerinin, kok hiicrelerle ko-kiiltiirii sonrasin
yaslanma belirteclerindeki azalma baska bir ¢calismada da gosterilmistir (Zhang ve ark.

2017).

Tim bu bilgiler 1s181nda kok hiicrelerin parakrin yol ile ¢evresindeki yaslanmis
hiicreleri uyararak yalnizca proliferasyonlarini degil hiicre i¢i metabolik aktivitelerini
de tetikleyerek, immiinomodiilator etkileriyle inflamatuvar yolaklar1 baskilayarak
saglamis olabilecegi diisiiniilebilir. O nedenle MKH’lerin bulundugu mikro ¢evrede
diger hiicreler ile iletisimi, hiicreye nasil yonde desteklik saglayacagi tam olarak
bilinmemekle birlikte, hiicrenin sag kalimi i¢in bir modiilatdr olabilecegi gibi,
hiicrenin farklilagmasi, proliferasyonu gibi hiicresel aktiviteleri tetikleyici etkileri

olabilecegi de goz dniinde bulundurmalidir.

Infertilitenin &nemli sebeplerinden birisi yasla birlikte artan endometrial
problemlerdir. Endometrium stromasinda ve epitelinde bulunan veya farkl
kaynaklardan go¢ etmis mezenkimal kok hiicrelerin yaslanmis endometrium epitel
hiicreleri lizerinde etkisine yonelik literatiirde mevcut calisma yoktur. Bu ¢alismada
endometrium epitelyal hiicre hatt1 (RL95-2) HU ile muamele edilerek kimyasal in vitro

yaslanma modeli olusturulmus ve mezenkimal kok hiicreler ile ko-kiiltiir edilmistir.
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Mezenkimal kok hiicrelerin kimyasal olarak yaslandirilmis hiicreler iizerinde

yaslanmadan koruyucu etkileri gézlemlenmesi amaglanmustir.

Literatiirde kok hiicrelerin yaslanmadan koruyucu etkileri izerinde yapilan bu ve
benzeri ¢aligmalara ragmen yaslanmis endometrium hiicreleri iizerinde kok hiicrelerin

ne tiir etkileri oldugu konusunda heniiz bir ¢aligma mevcut degildir.

35



5. GEREC VE YONTEM

5.1. HUCRE KULTURU

Proje Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafinda 2018-090 numarali proje ile desteklenmistir. Calismalarin tamami
Manisa Celal Bayar Universitesi, T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

biinyesindeki Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklesmistir.

5.1.1. RL95-2 Kiiltiirii (CRL-1671)

Calismamizda CBUBAP-2016-140 nolu proje kapsaminda alinan ve Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji AD stoklarinda bulunan
endometrium epitelyal hiicre hattt RL95-2 (CRL-1671, ATCC-58027481)
kullanilmistir. Hiicreler -80°C’den cikarildiktan sonra 37°C sicak su banyosunda
¢oziilmesi saglanmis ve 5 ml RL-95-2 kiiltiir vasati [DMEM:F12 (Sigma, D6421),
%10 FBS (Gibco, 10270), %1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), %1
L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B)] i¢isine alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak pellet iizerine 5 ml kiiltiir vasati
ilavesi sonrasinda 25 cm? flasklarda 37°C’de, %5 CO2’lik inkiibatorde (Nuaire
Nu5510E) kiiltiire edildi. RL95-2 hiicreleri inverted mikroskop (Olympus, IX71) ile
incelendi ve kiiltlir vasatlar1 iki giinde bir degistirilerek %80 konfluent olana kadar

kiltiire edildi.
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5.1.2. insan Mezenkimal Kok Hiicre (iMKH) Kiiltiirii

Calismamizda CBUBAP-2015-171 nolu proje kapsaminda alinan ve Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji AD stoklarida bulunan insan
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri iMKH, PCS-500-012) kullanilmistir. Hiicreler
-80°C’den ¢ikarildiktan sonra 37°C sicak su banyosunda ¢dziilmesi sagland1 ve 5 ml
iMKH kiiltiir vasati [DMEM:F12 (Sigma, D6421), %10 FBS (Gibco, 10270), %1
penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), %1 L-glutamin (Capricorn
Scientific, GLN-B)] igerisinde 1000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 5
ml kiiliir vasati ilavesi sonrasinda 25 cm? flasklarda 37 °C’de, %5 CO>’lik inkiibatorde
(Nuaire Nu5510E) kiiltiire edildi. iMKHleri hiicreleri inverted mikroskop (Olympus,
IX71) ile incelendi ve ve kiiltlir vasatlar1 iki giinde bir degistirilerek %80 konfluent

olana kadar kiiltiire edildi.

5.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

RL95-2 hiicreleri kiiltiiriin 10. giiniinde, iMKHlIeri ise kiiltiiriin 14. giiniinde %80
konfluent olduklar1 gézlendi. Her iki hiicre iizerindeki vasat alindiktan sonra 2,5 ml
%0,25 tripsin-EDTA (Gibco, 1797206) ile 5-10 dk 37°C’de inkiibasyondan sonra
topland1 ve 5 ml kiiltiir vasat1 iceren pasaj ve dondurma i¢in ayr1 tiiplere alinarak 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonras1 supernatantlar atild1 ve pasaj yapilacak
RL95-2 ve iMKH hiicreleri igeren tiiplere 3’er ml kiiltiir vasatlari, dondurulacak RL95-
2 ve IMKH hiicreleri igeren tiiplere ise %90 FBS, %10 dimetilsiilfoksit (DMSO,
Sigma, D-2650) hazirlanarak olusturulmus dondurma vasatindan 1’er ml konularak -

80°C de saklandi.

RLI95-2 ve iMKH hiicreleri asagida verilen ¢alisma gruplarina uygun sekilde

pasajlandi.

5.1.4. Deneysel Yaslanma Modeli I¢in Hidroksiiire Uygulamasi

Granill halindeki hidroksiiire (HU, Sigma, H8627) ile RL95-2 endometrial
epitelyal hiicrelerinde yaglanma modeli olusturmak i¢in kiiltlir besiyerinde 200-400-
800 uM konsantrasyonlarda coziilerek doz belirlemek amaciyla 7 giin boyunca

uygulandi.
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Calisma gruplar1 i¢in RL95-2 hiicrelerinin pasaji sonrasi hiicreler tutunduktan
sonra ilgili deney gruplarina 400 uM konsantrasyonda HU 7 giin siireyle uygulandi ve

uygulama stiresince kiiltiir ortami iki giinde bir degistirildi.

5.1.5. Calisma Gruplari

Calismada 4 grup bulunmaktadir
Grup 1: Herhangi bir uygulamaya yapilmayan RL95-2 hiicreleri (Kontrol grubu)
Grup 2: HU uygulanan RL95-2 hiicreleri
Grup 3: HU uygulanan RL95-2 hiicrelerinin iMKH ile ko-kdiltiirii

Grup 4: Herhangi bir uygulamaya yapilmayan RL95-2 hiicrelerinin iMKH ile ko-

kiiltiirt

Immiinositokimya ve X-gal boyamasi g¢aligmalart icin kullanilacak RL95-2
hiicreleri 24 gozlii kiiltiir kabina her bir gozde 1x10* hiicre olacak sekilde iizeri FBS
ile kaplanmis 12 mm lik steril yuvarlak lameller tizerine ekimi yapildi. PCR ¢aligmasi
i¢in kullanilacak RL95-2 hiicreleri 6 gozlii kiiltiir kabina her bir gdzde 5x10* hiicre
olacak sekilde ekildi. Grup 3 ve 4 ¢alisma gruplar1 i¢cin iMKH 4 pm por ¢apina sahip
olan Transwell membranlar (Corning Inc.,3491) iizerine her bir membranda 5x10*
hiicre olacak sekilde ekimi gerceklesti ve 2 giin hiicrelerin yapismas1 beklendikten
sonra iMKH bulunan transweller grup 3 i¢in RL95-2 hiicreleri lizerine HU uygulamasi
sonrasi, grup 4 i¢in ise RL95-2 hiicreleri lizerine ise HU uygulanmadan transfer edildi

ve tiim gruplar hiicre ekiminden sonra 7 giin boyunca kiiltiire edildiler.

5.2. X-GAL BOYAMASI

Yaglanma modelinin kontrolii i¢in yaslanma iliskili B-galaktosidaz aktivitesi
Ol¢iimii X-gal boyamasi ile yapildi. Tiim gruplara ait 6rnekler kiiltiir stireleri sonunda
RLI95-2 hiicreleri; 2mM MgCl, (Fluka,63063) igceren fosfat tampon soliisyonu
(PBS,Bioshop,PBS404) icerisinde %4 oraninda hazirlanan paraformaldehit
(Merck,1.04004) ile 30 dk oda sicakliginda fikse edildi ve 2mM MgCl> igeren PBS
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ile 3 kez yikanarak 37°C’deki 200 pl X-gal boyama tampon soliisyonu [40 mM sitrik
asit ( (Likit kimya., 77-92-9), 150 mM NacCl (Surechem, S0102/R6), 5 mM potasyum
ferrosiyaniir (KsFe (CN)e , Labshop41, 13746-66-2), 5 mM potasyum ferrisiyaniir
(KsFe (CN)s, Zag Chem., 14459-95-1), 2 mM MgCl> (ph:6,0) monobazik sodyum
fosfat (NaH,PO4 (Merck, 10634), 1 mg/ml X-gal (C14H15BrCINO6, NZYtech,
MB020501)] eklendi ve gece boyunca 37°C’de nemli ortamda inkiibe edildi. Daha
sonra hiicreler 2mM MgCl iceren PBS ile 3’er kez, distile su ile bir kez yikandi.
Artalan boyamas1 Mayer’s Hematoksilen (Bio Optica, 1213) ile yapildi ve sonrasinda
3 kez distile su ile yikanan Ornekler 20 pl su bazli kapatma mediumu (Spring
bioscience-90226) bulunan lam iizerine alinarak 1g1k mikroskobu (Olympus BX40)

altinda incelendi.

X-gal boyamasi sonrast boyanan hiicreler 400X biiyiitmede her bir grupta 20
farkli alan sayilarak yiizdeleri belirlendi.

5.3. IMMUNOSITOKIMYA BOYAMASI

Kiiltiir stireleri sonunda immiinositokimya boyamast yapilmak iizere ekilen
RL95-2 hiicreleri %4 paraformaldehit (Merck-1.04004) iceren PBS soliisyonu ile 30
dk oda sicakliginda fikse edildi ve daha sonra PBS ile 3 kez 5 dk yikandi. Hiicre
permeabilizasyonu icin tiim 6rnekler %0,1 Triton-X100 (Applichem, 4L.003808) ile
15 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Ornekler 3 defa 5 dk PBS ile yikand1 ve hiicre igi
peroksidaz enzim aktivitesini inhibe etmek i¢in %3’liik hidrojen peroksit (H>0O»)
(Merck, K31355100303) igerisinde 10 dk tutuldu. Hiicreler 3 defa 5 dk PBS ile
yikandiktan sonra bloklama soliisyonu (Novex Histostain Plus, 1838146A) eklenerek
1 saat siireyle oda sicakliginda beklendi. Siire sonunda bloklama soliisyonu ¢ekildi ve
yikama yapilmadan, 1/100 oraninda seyreltilmis primer antikorlar (anti-Lamin B1:
Proteintech,12987-1-AP, anti-P16™“*: Proteintech-10883-1-AP, anti-ki-67: Santa
Cruz Biotech, sc-23900) ilave edildi ve +4°C’de bir gece bekletildi. Ertesi sabah 3
defa 5 dk PBS ile yikanan hiicreler biotinlenmis sekonder antikor (Novex Histostain
Plus, 1838146A) eklenerek 30 dk oda sicakliginda bekletildi ve tekrar 3 defa 5 dk PBS
ile yitkama isleminden sonra peroksidaz igeren Streptavidin (Novex Histostain Plus,

1838146A) soliisyonu eklenerek 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra

39



ornekler 3 defa 5 dk PBS ile yikandi ve immunoreaktivitenin goriintirliigiinii saglamak
amaci i¢in diaminobenzidin (DAB) (Scytek DAB-Kromojen Kit,36038) ile 4 dk
boyandi. Tiim 6rnekler distile su ile 3’er kez yikandi ve artalan boyamasi i¢in Mayer’s
hematoksilen (Bio Optica,1213) ile 4 dk boyandi ve distile su ile 3’er kez yikandi. Tiim
gruplardaki 6rneklerde yuvarlak lameller pens yardimiyla kuyucuklardan ¢ikartildi ve
lam iizerine 10-15 pl damlatilan immunohistokimya kapatma mediumu (Spring
bioscience-90226) iizerine alindi ve 1sik mikroskobu (Olympus 1X40) altinda

gorlntiilendi.

Immiinositokimya boyamas1 sonras1 hiicreler 400X biiyiitmede her bir grupta en

az 20 alanda sayilarak HSCORE analizi yapildu.

5.4. ELISA ANALIZi

ELISA analizi tretici firmanin belirledigi protokole uygun olarak yapildi
(Abbkine- Elikine Human IL-1a, KET6012, Elikine Human IL-6, KET6017). Tiim
gruplara ait kiiltiir vasatlar1 inkiibasyon sonunda toplandi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatantlar yeni temiz tiiplere aktarildi, 96 kuyucuklu plagin her bir
kuyucugunda 100’er pl olacak sekilde konuldu ve iizerlerine 100’er pl standart
soliisyon konularak 2 saat karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklardaki karigim ¢ekilerek 3 kez yikama tamponuyla yikandi. Son yikamanin
ardindan plak ters ¢evrilerek pecete lizerinde kurutuldu ve ornekler tizerine 100’er pl
IL-6 veya IL-1a antikorlar1 her kuyucuga eklendi ve 1 saat karanlikta oda sicakliginda
inkiibe edildi. Yikama tamponuyla 3 kez tekrar yikanan kuyucuklara 100’er pl
streptavidin-peroksidaz soliisyonu eklendi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiim kuyucuklar i¢in 3 kez yikama ve kurutma islemi tekrarlandiktan sonra 100’er ul
peroksidaz substrati her kuyucuga ekledi ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Her
bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek sar1 renk olusumu gozlendikten sonra
spektrofotometre (Biotek, ELX800UV) cihazinda 450 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilarak absorbans degerleri kaydedildi. Her bir 6rnek 3 tekrar olacak sekilde yapildi

ve analiz sonuglar1 3 6rnegin ortalamasi alinarak elde edildi.
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5.5. RNA IZOLASYONU, CDNA SENTEZI VE QPCR

RNA izolasyonu firetici firmanin belirttigi protokole gore yapildi (Jena
Biosciences- Total RNA Piirifikasyon Kiti, PP-210S). Her bir gruptaki hiicreler steril
hiicre kaziyici ile toplandiktan sonra 300 pl lizis tamponu eklenerek karistirildi.
Toplama tiipline yerlestirilen spin kolonu tizerine 100 ul aktivasyon tampon soliisyonu
eklenerek, 30 saniye 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Toplama tiiptli bosaltild1 ve her bir
ornege 300 pl isopropanol (cat no, firma) eklendi ve vortekslenerek karisim kolona
koyuldu. Ornekler 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve tiip i¢indeki fazla siv1
atildi. Spin kolonuna 700 pl ethanol ve yikama tampon soliisyonu eklenerek ve 10.000
rpm’de 30 saniye tekrar santifiij edilerek baglanmayan maddeler kolondan temizlendi.
Tiip i¢cindeki fazla siv1 atilarak tekrar santrifiyj yapildi. Spin kolon DNAz/RNAz-free
mikrosantrifiij tiipine aktarilarak iizerine 50 ul eliisyon tampon soliisyonu ilave
edilerek 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Tiim 6rnekler 10.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve RNAlar -20°C’de saklandi.

cDNA sentezi tireticinin belirttigi protokole uygun olarak yapildi (Jena
Biosciences, SCRIPT cDNA sentez kiti, PCR-511S). Elde edilen RNA’lar niikleaz-
free mikrotiiplere alinarak primerler, oligo-dT ve su eklenerek buz iizerinde
karistirildi.  Karigim tizerine 0.5 pl revers transkriptaz enzimi eklendi ve pipetleme
islemi gergeklestirildi. Karigim termal 1sitma cihazina (Applied Biosystems, Stepone
Plus) almarak 10 dk 42°C’de, 45 dk 50°C’de inkiibe edildi ve 10 dk 70°C’de

bekletilerek enzim inhibe edildi.

gPCR calismasi i¢in IL-6 ve p16™4* mRNA dizileri i¢in uygun primerler web
tabanli yazilim programi primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) ile tasarlandi
(IL-6-F: AACCTGAACCTTCCAAAGATGG, IL-6-R:
TCTGGCTTGTTCCTCACTACT, pl16-F: CCCCTTGCCTGGAAAGATAC, pl6-R:
AGGAAGAA AGAGGAGGGGCT). Housekeeping gen olarak Ribozomal RNA 141
geni secildi (RPL41-F:GAAACCTCTGCGCCATGA, RPLA41-R:
TCTTTCTTCTTTTGCGCTTCA) (Popovici ve ark. 2009).

gPCR c¢alismalar {ireticinin belirttigi protokolii takip ederek yapildi (Jena
biosciences, PCR Sybrmaster, PCR-372). SYBR green iceren qPCR master mix, 50
ng cDNA ve ileri ve geri primerler 96 kuyucuklu PCR plagindaki kuyucuklara
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koyularak PCR grade-su ile seyreltildi. Reaksiyon 1x50°C-2dk, 1x95°C-1dk, 40x
(95°C-15sn, 56°C-20sn,72°C-30sn) ve 98°C-5dk olacak sekilde ayarlandi. Veriler
bilgisayardan alinarak, her bir 6rnek housekeeping genin ifadesine gére normalize

edilerek, drnekler arasindaki ifade farklar1 24t hesaplamasina gére yapildi.

5.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

X-gal boyamasmin hesaplanmasi X-gal pozitif hiicrelerin tiim hiicrelere
oranlanmastyla yapildi. Isik mikroskobu altinda 400X biiyiitmede her grupta en az 10
alanda sayilan hiicrelerin ylizdesi belirlendi. Gruplar arasindaki farkliligin
belirlenmesi i¢in non-parametrik varyans analizi yapildi ve p degeri Kruskal-Wallis
testi ile belirlendi. P degeri 0,05 ten kiigiik ¢ikan kiyaslamalar anlamli farklilik olarak
kabul edildi.

Immiinositokimya boyamalarinin analizi HSCORE degerlendirme ydntemi
kullanilarak yapildi. Bu kapsamda hiicreler boyanma siddetlerine gore negatif (-,0),
zayif (+,1), orta (++,2), ve siddetli (+++,3) olarak boyanmalar degerlendirildi ve her
derecedeki boyanan hiicreler 151k mikroskobu altinda 400X biiyilitmede sayildi. H-skor
hesaplama formiiliine uygun sekilde yapilan hesaplamalar sonrasinda gruplar arasi
farklilik non-parametrik varyans analizi ile yapildi ve p degeri Kruskal-Wallis testi ile
belirlendi. P degeri 0,05 ten kiiciik ¢ikan kiyaslamalar anlaml farklilik olarak kabul
edildi.

Caligmadaki istatistiki analizler GraphPad Prism versiyon 7 (GraphPad yazilim,
La Jolla California, ABD) araciligiyla yapildu.
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6.BULGULAR

6.1. HUCRE KULTURU BULGULARI

RL95-2 endometrial epitelyal hiicreleri epiteloid benzeri karakterde, yer yer
yuvarlak olarak gozlendi (Resim 3A). Hiicreler iki giinde bir vasat degisimi sonrasi

(Resim 3B) 7. Giinde %70-80 konfluent olduklar1 gézlenmesi sonrasinda (Resim 3C)

pasajlama islemi yapildi. Pasajlama sonrasi devam eden hiicrelerin Ozelliklerini

koruduklar1 gézlendi (Resim 3D).

Resim 3. RL95-2 hiicreleri kiiltiiriin 3. (A), 5. (B), 7. (C) ve 10. (D) glinlerdeki faz kontrast goriintiileri.
Olgek: 100 pum.

Deneysel yaslanma modeli i¢cin HU ile doz belirleme ¢alismasi sirasinda RL95-2
hiicrelerine 200 pM HU uygulanmasi sonrasinda hiicrelerde kiiltiiriin 3. gliniinde kismi1

yassilagma ve epiteloid yapinin azaldigi gozlemlendi (Resim 4A). Kiiltiire devam
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edildiginde 5. Giinde hiicre sayisinin azaldigi, hiicrelerin ovallestigi ve yer yer
hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrildig1 gozlendi (Resim 4B). Kiiltiiriin 7. Gilinlinde

hiicrelerin sayica arttigi ve epiteloid yapmin yer yer oldugu gozlense de HU

uygulanmayan gruba benzerlik oldugu saptandi (Resim 4C).

Resim 4. R1.95-2 hiicrelerine uygulanan 200 uM Hidroksiiire uygulamasinin 3. (A), 5. (B) ve 7. (C)
giinlerdeki faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 pm

Deneysel yaslanma modeli i¢cin 400 pM HU uygulamas: sonrasinda RL95-2
hiicrelerinde kiiltlirtin 3. giinlinde hiicrelerin boyutlarinin biiylidiigl, yassilastig
(Resim 5A), kiiltiire devam edildiginde epiteloid yapinin bozuldugu ve hiicre iginde
yer yer vakoulizasyonun olustugu gézlemlendi (Resim 5B, C).
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Resim 5. R1.95-2 hiicrelerine uygulanan 400 uM Hidroksiiire uygulamasinin 3. (A), 5. (B) ve 7. (C)
giinlerdeki faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 um

RL95-2 hiicrelerine 800 uM HU uygulanmasi sonrasinda kiiltiiriin 3. Giinlinden
itibaren hiicre sayisinin azaldigi, hiicre yapisinin ovallestigi (Resim 6A), kiiltiire
devam edildiginde hiicre proliferasyonun beklenenin altinda oldugu ve oval yiizen

hiicrelerin fazla oldugu saptandi (Resim 6B, C).

Resim 6. RL95-2 hiicrelerine uygulanan 800 uM Hidroksiiire uygulamasinin 3. (A), 5. (B) ve 7. (C)
giinlerdeki faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 um
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HU uygulamasi sonrasinda deneysel yaslanma modeli i¢in 400 pM HU

kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.

iIMKH’leri ¢6zdiirtildiikten sonra uygun kiiltiir ortaminda kiiltiirii sonrasinda
kiiltiirin 1. Giiniinde hiicrelerin kiiltiir kabina yapistigi, kiiltiire devam edildiginde
fibroblast benzeri yapilarii korudugu (Resim 7A), her iki gilinde bir vasati
degistirilerek kiiltiire devam edildiginde c¢ogaldigi (Resim 7B-D) ve kiiltiiriin 14.

giiniinde %70 konfluent olduklar1 gozlendi (Resim 7E).

Resim 7. Insan mezenkimal kok hiicreleri (iMKH) kiiltiiriiniin 3. (A), 5. (B), 7. (C), 10. (D) ve 14. (E)

giinlerdeki faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 um.

Es zamanli olarak yapilan RL95-2 ve iMKH’lerinin grup 3 ve grup 4 calisma
gruplarma uygun Sekilde ko-kiiltiiri sonrasinda, grup 3 RL95-2 hiicrelerinde
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vakoulizasyonun azaldigi ve epiteloid yapida hiicrelerin kiiltiire hakim oldugu saptandi

(Resim 8A-C).

Resim 8. R1.95-2 hiicrelerine 7 giin 400 uM Hidroksiiire uygulamasi sonrasi iMKH ile ko-kiiltiiriiniin
(Grup 3) 3. (A), 5. (B) ve 7. (C) giin faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 pm

Grup 4 RL95-2 hiicrelerinin ise grup 1 (kontrol) ile benzer Sekilde epiteloid yapisini
korudugu ve hiicrelerin kiiltiiriine devam edildiginde benzer Sekilde oldugu saptandi
(Resim 9A-C).
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Resim 9. RL95-2 hiicrelerine Hidroksiiire uygulanmadan yapilan iMKH ile ko-kiiltiiriiniin (Grup 4) 3.
(A), 5. (B) ve 7. (C) giin faz kontrast goriintiileri. Olgek: 100 pm.

48



6.2. X-GAL BOYAMASI BULGULARI

Yaslanma iligkili B-galaktosidaz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in yapilan X-gal boyamast
sonrasinda uygulama yapilmayan Grup 1 Orneklerinde X-gal pozitif hiicre oram
%1’den az iken (Resim 10 A, B, Tablo 1), HU uygulanan Grup 2 6rneklerinde X-gal
pozitif hiicrelerinin sitoplazmalarinin yesil boyanmalari ile kolaylikla ayirt edildigi ve
X-gal pozitif hiicre oraninin yaklasik %24 oldugu goriildii (Resim 10 C, D, Tablo 1).
Grup 1 ve Grup 2 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,01). HU
uygulamasmna takiben iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3 orneklerinde X-gal
boyanmasi sonrasi yaklasik %5 oraninda boyanmis hiicreler olmasina ragmen (Resim
10 E, F, Tablo 1), Grup 2 ile karsilastirilmas1 sonrasinda X-gal pozitif hiicre sayisinin
anlamli sekilde azaldigi gorildi (p<0,01, Tablo 1, Sekil 6). HU uygulanma
yapilmayan fakat iMKH’leri ile ko-kiiltiir yapilan Grup 4 6rneklerinde de X-gal pozitif
hiicre gozlenmedi (Resim 10 G, H, Tablo 1) ve kontrol grubu olan Grup 1 ile benzer
oldugu, istatistiksel olarak da anlamli farklilik olmadig1 saptandi (p>0,05, Tablo 1,
Sekil 6).
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Resim 10. Caligma gruplarinda X-gal boyamasi. A, B. Grup 1, C, D. Grup 2, E, F. Grup 3,
G, H. Grup 4 Olgek: 20 um (A, C,E, G)-10 um (B, D, F, H)
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Tablo 1. Ornek gruplarindaki X-gal pozitif hiicrelerin yiizdeleri.

Deney
Gruplan Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
X-gal+ % 0,68 + 0,64 2391 £2.48 5,22+ 1,27 0,64 0,53
X-gal Boyamasi
30 7
‘»
o
T
N
=]
> 20
2
(3]
=]
I
T 10
s
P
= —_—
0 -
o o’ o’ o

Deney Gruplari

Sekil 6. Orek gruplarindaki X-gal pozitif hiicre yiizdeleri.
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6.3. IMMUNOSITOKIMYASAL ANALIZ BULGULARI

6.3.1. Ki-67 immiinositokimyasal Dagilim

HU uygulamasinin farkli dozlarinin hiicre proliferasyonu iizerine etkileri Ki-67
immunoreaktivitesi ile degerlendirilmistir. HU uygulanmayan RL-95 hiicrelerinde ki-
67 immunoreaktivitesi orta (++), yer yer siddetli (+++) ve nadiren zayif (-/+) pozitif
boyanma gozlenir iken (Resim 11 A, B), 200 uM HU uygulanan hiicrelerde ki-67
immunoreaktivitesinin zayif (+), yer yer orta siddette (++) pozitif oldugu goriildii
(Resim 11 C, D) HU uygulamasinin 400 (Resim 11 E, F) ve 800 uM (Resim 11 G, H)
yapildigi RL-95 hiicrelerinde boyanmanin zayif siddette (+) pozitif oldugu saptandi.

Resim 11. RL95-2 hiicrelerinde HU uygulanmayan (A, B), 200 uM (C, D), 400 uM (E, F) ve 800 uM
(G, H) uygulanan gruplarda ki-67 immiinositokimyasal boyamalari. Immiinositokimya kontrol

boyamast (I, J). Olgek: 20 um (A, C, E, G, I) 10 um (B, D, F, H, J).
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Resim 11. (devam) RL95-2 hiicrelerinde HU uygulanmayan (A, B), 200 uM (C, D), 400 uM (E, F) ve
800 uM (G, H) uygulanan gruplarda ki-67 immiinositokimyasal boyamalar1. Immiinositokimya kontrol
boyamast (I, J). Olgek: 20 um (A, C, E, G, I) 10 um (B, D, F, H, J).
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6.3.2. P16"NK4 immiinositokimyasal Dagilim

6™K42 immunoreaktivitesi

HU uygulanmayan RL1.95-2 hiicrelerinde (Grup 1) pl
kuvvetli (+++) ve orta (++) yer yer bazi hiicrelerin zayif (+) siddette pozitif oldugu
izlendi (Resim 12 A, B) HSCORE analizi sonrasinda immunoreaktivitenin 318,73 +
2,70 oldugu goriildii (Tablo 2). HU uygulanan Grup 2 RL95-2 hiicrelerinde p16™%4
immunoreaktivitesinin kuvvetli (+++) ve orta (++) siddette pozitif oldugu (Resim 12
D, E) ve HSCORE’un 339,67 £ 2,80 oldugu (Tablo 2) ve Grup 1 ile karsilastirilmasi
sonrast Grup 2 pl6™NK+

oldugu goriildii (p<0,01, Tablo 2, Sekil 7). HU uygulamasini takiben iMKH ile ko-

immunoreaktivitesindeki artisin istatistiksel olarak anlamli

6INK4a

kiiltiir yapilan Grup 3 RL95-2 hiicrelerinde p1 immunoreaktivitesinin orta (++)

/zayif (+), yer yer kuvvetli (+++) pozitif oldugu izlendi (Resim 12 G, H) ve

HSCORE’un 278,14 + 4,19 oldugu hesaplandi (Tablo 2). Hem Grup 1 hem de Grup 2

hiicrelerinin immunoreaktivitesi ile kiyaslandiginda Grup 3 hiicrelerinin p16™K4

immunoreaktivitesinin anlamli bir Sekilde azaldig1 gézlemlendi (p<0,01, Sekil 7). HU
uygulama yapilmamig iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 4 RL95-2 hiicrelerinde

6K immunoreaktivitesinin zayif (+), yer yer orta (++) /kuvvetli (+++) pozitif

pl
oldugu goriildii (Resim 12 J, K). Grup 4 6rneklerinde pl

HSCORE degerinin (271,14 £4,53) Grup 3 hiicrelerine benzer seviyede ve Grup 1’den

6™K4 immunoreaktivitesinin

anlamli derece azalmis oldugu hesaplandi (Tablo 2, Sekil 7).
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Resim 12. Grup 1 (A-C), Grup 2 (D-F), Grup 3 (G-H) ve Grup 4 (J-L) RL95-2 hiicrelerinde p1 6INK4a
immiinositokimyasal dagilimlari. C, F, I, L: Kontrol immiinositokimya. Olgek: 20 pm (A, C, D, F, G,
1,J,L), 10 um (B, E, H, K).
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6.3.3. Lamin-B1 immiinositokimyasal Bulgular

HU uygulanmayan Grup 1 6rneklerinde Lamin-B1 immunoreaktivitesi orta (++)
ve yer yer kuvvetli (+++) siddette pozitif olarak gézlendi (Resim 13 A, B). HSCORE
analizini sonrasinda 338,76 + 3,86 (Tablo 2) olarak hesaplandi. HU uygulanan Grup 2
orneklerinde Lamin-B1 immunoreaktivitesinin zayif (+) ve yer yer orta (++) /kuvvetli
(+++) siddette pozitif ve (Resim 13 D, E) HSCORE degerinin 310,94 + 3,74 oldugu
hesaplandi (Tablo 2). Grup 1 ile kiyaslandiginda Grup 2 RL95-2 hiicrelerinin
immunoreaktivitesinin anlamli derece azaldig1 goriildii (p<0,01, Tablo 2, Sekil 8). HU
uygulamasina takiben iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3 6rneklerinde Lamin-B1
immunoreaktivitesinin orta (++) / zayif (+), yer yer kuvvetli (+++) siddette pozitif
oldugu, (Resim 13 G, H) HSCORE analizi sonucu immunoreaktivite yogunlugunun
323,18 £ 4,90 oldugu hesapland1 (Tablo 2). Grup 3 oOrneklerinde Lamin-Bl
immunoreaktivitesinde Grup 2’ye oranla artma oldugu ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0,01), Grup 1 ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptandi (p>0,05, Sekil 8). HU uygulanmadan iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 4’te
ise Lamin-B1 immunoreaktivitesinin zayif (+) / orta (++), yer yer kuvvetli (+++)
siddette pozitif oldugu goézlendi (Resim 13 J, K). Lamin-B1 immunoreaktivite
HSCORE’un 335,19 + 3,96 oldugu (Tablo 2) ve diger gruplarla kiyaslandiginda Grup
4 hiicrelerindeki Lamin-B1 immunoreaktivitesinin Grup 1’e benzer seviyede oldugu,
Grup 2 ve 3’ten anlamli bir sekilde fazla immunoreaktivite gosterdigi hesaplandi

(p<0,01, Tablo 2, Sekil 8).
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Resim 13. Grup 1 (A-C), Grup 2 (D-F), Grup 3 (G-H) ve Grup 4 (J-L) RL95-2 hiicrelerinde Lamin-B1
immiinositokimyasal dagilimlari. C, F, I, L: Kontrol immiinositokimya. Olgek: 20 um (A, C, D, F, G,
I,J,L), 10 um (B, E, H, K).
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Tablo 2. Calisma gruplarinda pl16™* ve Lamin-B1 immiinositokimyasal

dagilimlarinin HSCORE Analizi sonras1 degerleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

pleihkia 318,73+£2,70 339,67 +2,80 278,14+4,19 271,14+4,53
Lamin-B1 338,76 £3,86 310,94+3,74 323,18+4,90 335,19+3,96

p16(Inkda)
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Deney Gruplari

Sekil 7. Calisma gruplarmin p16™%* immunoreaktivitesinin HSCORE degerleri

Lamin-B1
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Deney Gruplari

Sekil 8. Calisma gruplarinin Lamin-B1 immunoreaktivitesinin HSCORE degerleri.
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6.4. Q-RT PCR BULGULARI

HU uygulanan Grup 2 hiicrelerinde, uygulama yapilmayan Grup 1’e kiyasla
pl16™K4% geninin ifadesinde ortalama sekiz kat bir artis gozlendi (Sekil 9). HU
uygulamasimi takiben iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3’iin p16™%4 ifadesi Grup
2’ye kiyasla azalmig iken Grup 1’den daha fazla ifade edildigi tespit edildi. Grup 4

hiicrelerinin p16™%4 ifadesi Grup 1 hiicrelerine benzer seviyede hesapland1 (Sekil 9).

p16(ink4a)
0.04 7
»
© 0.03
T
©
w
© J
S 0.02
4
£
© 0.014
> T
0.00 -
N ) ES ™
Q Q Q Q
> > > >
ot o o ot

Deney Gruplari

Sekil 9. p16™&4 geni ifadesinin g-RT PCR sonuglarinin gruplara gore degisimi (RPL-
p g q g

41’e gore 2°2°T degerleri)

HU uygulanan Grup 2 hiicrelerinde IL-6 ifadesinin en fazla oldugu, uygulama
yapilmayan Grup 1’e kiyasla IL6 geninin ifadesinde ortalama 11 kat bir artis oldugu
gozlendi (Sekil 10). HU uygulamasini takiben iMKH ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3’de
ise IL-6 ifadesinin Grup 1’e oranla ii¢ kat artmis, grup 2’ye oranla ise yaklasik dort kat
azalmis oldugu saptandi (Sekil 10). Grup 4 hiicrelerinde IL-6 ifadesi ise diger gruplara

nazaran en az oldugu goriildi (Sekil 10).
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0.00008 -
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IL-6 ifadesi

0.00002 A

0.00000 -

Deney Gruplari

Sekil 10. IL-6 geni ifadesinin q-RT PCR sonuglarinin gruplara gére degisimi (RPL-

41’e gore 22T degerleri)
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6.5. ELISA BULGULARI

6.5.1. IL-10 ELISA Bulgulan

HU uygulamasi yapilan RL95-2 hiicrelerinde (Grup 2) IL-1a proteini ifadesinde
uygulama yapilmayan hiicrelere (Grup 1) kiyasla 2 kat artis tespit edilmis olup (Tablo
4, Sekil 12) bu artis istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,05). HU
uygulamasina takiben iMKH’leri ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3 RL95-2 hiicrelerinde
Grup 2’ye kiyasla IL-1a proteini ifadesinin azaldigi, Grup 1 seviyesi ile benzer oldugu
gozlendi (Tablo 4, Sekil 12). HU uygulamasi1 yapilmayan fakat iMKH ko-kiltiirii
yapilan RL95-2 hiicrelerinde (Grup 4) IL-1a seviyesinin Grup 1 RL95-2 hiicreleri ile
benzer oldugu (Tablo 4) ve istatistiksel olarak anlamli olmadig saptandi (p>0,05,
Sekil 12, Tablo 4)

Tablo 3. IL-la proteinin pozitif kontrol olarak kullanilan  farkh

konsantrasyonlarindaki standartlarinin absorbans degerleri.

Konsantrasyon 500 250 125 62,5 31,25 15,6 7.8 Blank
(pg/ml)
Absorbans 2,956+ 2,715+ 1907+ 1,179+ 0,747+ 0,500+ 0,390+ 0,270+

0,055 0,030 0,074 0,043 0,064 0,005 0,013 0,018
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Absorbans

IL-1a Standart egrisi

15,6

31,25

62,5

125

Konsantrasyon (pg/ml)

250 500

Sekil 11. IL-1a proteinin standart egrisi grafigi. Spektrofotometre cihazinda 450 nm’

de okunan absorbans degerlerinden blank okuma degerlerinin ¢ikarilmasiyla elde

edilen normalize veriler ile yukaridaki standart egri grafigi cikarilarak okumalarin

giivenirligi dogrulanmistir

Tablo 4: Deney gruplarinin okumalarinda IL-1o absorbans degerleri

Deney Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Gruplan
Absorbans 0,103 +£ 0,007 |0,197+0,010 | 0,112+ 0,009 | 0,063 + 0,045
IL-1a ELISA
0.25 1
0.20 4 .-
®
Q
° 0.15
i
e  0.10-
=
0.05 -
0.00 -
N v ) ™
N 0‘°Q o‘QQ 0‘°Q

Deney Gruplari

Sekil 12. IL-1a proteinin deney gruplarindaki ifadesi.
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6.5.2. IL-6 ELISA Bulgular

HU uygulamasi yapilan Grup 2 RL95-2 hiicrelerinde kontrol grubu olan Grup 1
ile kiyaslandiginda IL-6 proteini ifadesinde 4 kata yakin artis tespit edilmis olup (Tablo
6, Sekil 14) bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). HU
uygulamasina takiben iMKH’leri ile ko-kiiltiir yapilan Grup 3 Orneklerinde IL6
proteinin ifadesi Grup 2 ’ye kiyasla anlamli bir azalma (p<0,01) gézlenirken (p<0,05),
Grup 1’e nazaran IL-6 seviyesinin hala yiiksek oldugu ve istatistiksel olaraktan anlamli
oldugu (p<0,01) goriildii (Tablo 6, Sekil 14). HU uygulamasi yapilmayan fakat iMKH
ile ko-kiiltlir yapilan Grup 4 RL95-2 hiicreleri ile Grup 1 6rneklerinin arasinda IL-6
ifadesi seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05, Tablo
6, Sekil 14).

Tablo 5. IL-6 proteinin pozitif kontrol olarak kullanilan farkli konsantrasyonlarindaki

standartlarinin absorbans degerleri.

Konsantrasyon 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 Blank
(pg/ml)
Absorbans

2,126+ |1,247+ |0,673+ |0,377+ |0,231+ |0,138+ 0,102+ [0,070+
0,093 0,006 0,024 0,004 0,000 0,011 0,002 0,008

IL-6 Standart Egrisi

2,5

1,5

Absorbans

0,5

0 ot

blank ..-3,125 625 12,5 25 50 100 200

-0,5
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 13. IL-6 proteininin Standart egrisi grafigi. Spektrofotometre cihazinda 450 nm’
de okunan absorbans degerlerinden blank okuma degerlerinin ¢ikarilmasiyla elde
edilen normalize veriler ile yukaridaki standart egri grafigi cikarilarak okumalarin

giivenirligi dogrulanmstir.
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Tablo 6. Deney gruplarinin okumalarinda IL-6 absorbans degerleri

Deney Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Gruplan
Absorbans 0,021 £ 0,002 | 0,092 +£0,004 | 0,06 + 0,004 0,022 + 0,005
IL-6 ELISA
0.151
‘@ 0.10 A
(]
T
i
@®
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T
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N 9 > >
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Deney Gruplari

Sekil 14. IL-6 proteinin deney gruplarindaki ifadesi.
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7. TARTISMA

Hiicresel yaglanma, hiicre dongiisiiniin kalic1 olarak arreste alinarak hiicrenin
proliferasyonu durdurmasidir (Campisi ve di Fagagna 2007). Fizyolojik olarak
hiicresel yaslanma; reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimi (Chen ve Ames 1994,
Kiyoshima ve ark. 2012) veya belirli bir hiicre boliinme sayisindan sonra telomerlerin
yeterli uzunlukta olmamasindan kaynaklanan DNA hasarina cevaben gelisebilir (di
Fagagna ve ark. 2003, Takai ve ark. 2003, Von Zglinicki ve ark. 2005). Evrimsel
acidan hiicresel yaslanma, hiicrenin onkojenik stres altindayken kansere doniismesini
engelleyecek bir mekanizma olarak gelismistir (Sager 1991). Ancak yaslanmaya bagl
olarak gelisen sekretuvar fenotip (SASP), dogrudan veya dolayli olarak inflamasyonu
tesvik etmektedir (Coppé ve ark. 2010, Campisi ve ark. 2011) ve yasa bagh gelisen
hem dejeneratif hem de hiperplastik hastaliklarin temelinde bu fenotipin oldugu
tahmin edilmektedir (Coppé ve ark. 2010, Davalos ve ark. 2010, Campisi ve ark.
2011).

Fizyolojik yaslanma olmaksizin, hiicrelerin in vitro deneysel yaslandirilmasi i¢in
bir dizi kimyasal, molekiiler ve fiziksel teknikler gelistirilmistir. Bunun i¢in mor 6tesi
1sinlar ile DNA c¢ift zincir kiriklart olusturarak, reaktif oksijen tiirleri araciligiyla
oksidatif stresi artirarak, p53, p16™* gibi hiicresel yaslanmada &nemli yolaklar:
molekiiler tekniklerle aktive ederek hiicresel yaslanma modeli gelistirilebilir. Bunlara
ilaveten hidroksiiire (HU), cisplatin, doxorubicin gibi antikanser ajanlar da DNA

tizerinde hasara sebep olarak hiicresel yaglanmaya sebep olmaktadirlar.

HU; tirozin radikalini pargalayarak riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe eder.
Riboniikleotid rediiktaz enzimi riboniikleotidlerdeki riboz halkasindan 2’hidroksil
grubunu kopararak deoksiribontikleotidlerin sentezini katalize eden enzimdir. HU ile
inhibisyonu sonucunda DNA sentezi i¢in gerekli deoksiriboniikleik asitler ortamda

azalir ve DNA replikasyonu sirasinda kiriklar olusur.
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Calismamizda deneysel yaslanma modeli olusturmak i¢in uygun dozu
belirlemek amaciyla ilk 6nce RL95-2 hiicreleri 200 uM, 400 uM ve 800 uM olacak
dozlarda HU ile 7 giin muamele edilmisler ve sonrasinda X-gal ve anti-ki67
antikoruyla boyanarak incelenmislerdir. Bu boyamalar neticesinde 200 uM doz HU
uygulanmasi sonucu hiicrelerin yapisinda 6nemli bir degisim gozlenmemis (Resim 4),
X-gal boyamasi sonucu boyanan hiicrelerin sayisinda da anlamli bir degisiklik
olmamistir. Ki67 immiinoreaktivitesinde kontrole kiyasla kismi bir azalma tespit
edilmistir (Resim 11 C, D). Bununla beraber 400 uM HU uygulamasi sonrasi hiicreler
daha biiyiik ve yass1 bir morfoloji ve sitoplazmalarinda vakoul gézlenirken (Resim 5)
X-gal pozitif hiicre sayis1 artmig idi (Resim 10 C, D, Sekil 6). Ki67 immiinoreaktivitesi
hem kontrole hem de 200 pM HU uygulamasina gére daha zayift1 (Resim 11 E, F).
HU’nun 800 uM uygulamasi sonrasinda hiicrelerin epiteloid yapilarinin bozularak
ovallestigi (Resim 6) ve hiicre sayilarinin azaldigi tespit edilirken bu dozun toksik etki
gosterdigi diigtintildi. Ki67 immiinoreaktivitesi de zayif siddetteydi (Resim 11 G, H).
Caligmanin bu kisminda 400 pM HU uygulamasi hem toksisitesi az oldugu i¢in hem
de yaslanmanin temel belirteclerinden olan X-gal pozitivitesi ve hiicrelerin
morfolojilerinin uygunlugundan dolay1 deneysel modelde bu dozun kullanilmasina

karar verilmistir.

pl6™ 42 siklin-bagimli kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitdriidiir ve hiicre siklusu
diizenlenmesinde anahtar bir role sahiptir. Hiicrenin G1 fazindan S fazma geg¢isini
baskilayarak proliferasyonu engeller. pl16™4 yoklugunda CDK4/6 siklin D’ye
baglanarak aktif kompleks olusturur ve pRB’yi fosforile ederler. pRB fosforile olunca
bagli bulundugu E2F1 transkripsiyon faktoriinden ayrilir. Ayrilan E2F1 proteini
sitoplazmadan niikleusa geger ve G1’den S fazina gecis icin gerekli hedef genlerin
transkripsiyonunu baslatir. Yaslanan hiicrelerde bu agsamanin baskilanmasindan dolay1
pl6™ 4 ifade seviyeleri yiikselir (Collins ve Sedivy 2003, Ohtani ve ark. 2004).
E2F1’in hedefledigi genlerden birisi niikleer laminanin yapisal proteinlerinden birisi
olup birgok epigenetik diizenlemede rol alan LaminB-1 proteinidir. Yaslanan
hiicrelerde artan p16™“" ifadesindeki artisa bagli olarak azalan pRB ve E2F1

aracilifiyla Lamin-B1 ifadesinde azalma goriiliir.

RL95-2 hiicrelerine 7 giin boyunca 400 uM HU gelistirilen Grup 2 endometrial
yaslanma modelinde hem qRT-PCR ile hem de immiinositokimya boyamasi ile tespit

edilen siklin-bagimli kinaz inhibitérii p16™#* seviyelerinin kontrol grubu olan Grup
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I’e kiyasla artmasi (Resim 12 D-F, Sekil 9) ve Lamin-B1’in ise azalmasi (Resim 13
D-F) uygulama sonras1 hiicre siklusunun askiya alindigini ve yaslanma modelinin

olusturulabildigini gostermektedir.

Implantasyon sirasinda blastokistin uterusa alinmasi i¢in endometrium epiteli ile
trofektoderm arasindaki molekiiler diizenlenim onemlidir (Lejeune ve ark. 1981,
Finch ve Holinka 1982). Yaslanan endometriumda O6zellikle kollajen gibi ekstra-
seliller matriks proteinlerinin anormal diizenlenmesi, baglanti komplekslerinin
olusumunda aksakliklara sebep olarak stromal-desidual doniigiimiinii engelleyerek
implantasyonda basarisizliklara veya implantasyon gerceklesse dahi devam eden
siirecte plasenta olusumunda aksakliklara sebep olarak diisiik riskini artirabilir
(Mulholland ve Jones 1993). O nedenle endometrial problemlerde implantasyon direkt
etkilenebilmektedir. Yagla birlikte endometrial degisikliklerin  gdzlenmesi
implantasyon basarisizliklart ile sonuglandigindan, endometrial hiicrelerdeki hiicre
yaslanmasini Onleyici ya da endometrial kabul edilebilirligi arttiric1 uygulamalar

onemli olacaktir.

Erigkin kok hiicreler embriyonik gelisim sonrasinda tim viicutta bulunur
(Maruyama ve ark. 2010). Kendini yenileme ve hasar gérmiis dokunun onariminda
kritik rol oynama potansiyelleri vardir ve bdylelikle organ ve dokularin fonksiyonel
devamliligina katkida bulunurlar. Benzer olaylar endometrium i¢in de gegerlidir. Her
menstriial dongiide biiylik miktarlarda doku ve kan damar1 gelisimi gergeklesir (Patel
ve ark. 2008). Yani menstriiasyonu takiben proliferasyon asamasi baslar ve gebelik
gerceklesmezse stratum fonksiyonalis tabakasi tekrar atilir. Bu tabakanin
rejenerasyonundan erigkin kok hiicreler ve progenitor hiicrelerin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (Gargett ve Masuda 2010). Endometriumdaki kok hiicrelerin bir
kism1 glandular epiteli ve stromay1 olusturan ve fetal donemden kalan kok hiicreler
iken kemik iliginden endometriuma gelen kok hiicreler de vardir (Sasson ve Taylor
2008). Kemik iligi kaynakli kok hiicreler; hematopoetik kok hiicre ve mezensimal kok
hiicre olmak iizere iki gruptur. Mezenkimal kok hiicrelerin endometriuma gog ettigi ve
anjiyogenez ve transdiferasyon ile buradaki yeni hiicre popiilasyonu olusturduguna
yonelik bulgular mevcuttur (Taylor 2004). Doku yenilenmesine katkilar1 disinda
mezenkimal kok hiicreler ¢ok cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinler salgilayarak
parakrin etkiyle yakinlarindaki diger hiicreleri uyarirlar (Caplan ve Dennis 2006).

Biyoaktif molekiillerin bu tiir fonksiyonel sekresyonlari cevredeki hiicrelerin
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dinamiklerinde énemli etkilere neden olabilir. Ornegin mezenkimal kok hiicrelerin
olusturdugu kemik iligi stromasi1 sadece hiicrelerin tutunmasi i¢in bag doku yiizeyi
olusturmakla kalmaz, ayrica vaskiiler ve hematopoetik hiicreler icin oldukca
yonlendiricidir (Williams ve ark. 1990). Kemik iligindeki stroma-kisitli nislerde
hematopoetik yolaklarin farkli kollarina dallanmasi, biiyilk oranda mezenkimal kok
hiicrelerin bliytime faktorii/sitokin kontrolii ve destegi ile yonlendirilir (Majumdar ve

ark. 1998).

Calisgmamizda HU uygulamast ile yaslandirilan ve sonrasinda iMKH’leri ile ko-
kiiltiir yapilarak yaslanma belirtileri tekrar kontrol edilen Grup 3 endometrial
hiicrelerinde X-gal pozitif hiicre orani, Grup 2’ye kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(Resim 10 E, F). Buna ilaveten Grup 3’te p16"* ifade seviyeleri hem gRT-PCR hem
de immiinositokimya boyamasi sonug¢larinda Grup 2’ye gore azalirken (Resim 12 G,
H, Sekil 9), Lamin-B1 ifadesinin arttigi gézlenmistir (Resim 13 G, H). Bu bulgular
dogrultusunda deneysel hiicresel yaslanma modeli gelistirilen RL95-2 endometrial
epitelyal hiicreleri, iMKH’leri ile ko-kiiltiir yapildiginda, kok hiicrelerin sentezledigi
faktorlere cevaben hiicresel yaslanmanin gerileyebildigi, tekrar proliferasyonun

gerceklesebildigi soylenebilir.

Hiicresel yaglanmanin 6nemli fenotiplerinden birisi olan sekreteuvar fenotipin
one ¢ikan sitokinlerinden IL-la ve IL-6’nin degerlendirmesi, hiicrelerin toplanan
kiiltiir vasatlarinda ELISA analizi ile yapilmistir. Grup 2 hiicrelerinin vasatlarinda
Grup 1’e kiyasla yiikselmis seviyede IL-1a ve IL-6 seviyelerinin tespit edilmesi (Sekil
12, Sekil 14), hiicresel yaslanmanin bir baska dogrulayicisidir. Diger deneylerde
oldugu gibi iMKH’leri ile ko-kiiltiirii sonrasinda Grup 3’te Grup 2’ye kiyasla bu
sitokinlerin kiiltlir vasatindaki ifadelerinin azalmasi (Sekil 12, Sekil 14), kok hiicreler
aracilifiyla hiicresel yaslanmanin ve sekretuvar fenotipin baskilandiginin bir diger
gostergesidir. IL-6’ya ait ELISA bulgulari, ayn1 zamanda qRT-PCR ile de
dogrulanmistir (Sekil 10).

Kronik inflamasyon bir ¢ok dejeneratif hastaliga ve kansere sebep olabilir
(Grivennikov ve ark. 2010, Nathan ve Ding 2010). Ayrica yaslanan dokularin ortak
Ozelligi sekretuvar fenotiptir ve bu sekresyonlar kronik inflamasyona sebep olur
(Franceschi ve ark. 2007). Yaslanmaya bagli inflamasyonun kaynagi belirsizdir. Yasa

bagli olarak bozulan immiin homeostazisten kaynakli olabilecegi gibi (McElhaney ve
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Effros 2009), dokudaki sayilari artan yasli hiicrelerin sekresyonlarina verilen
fizyolojik immiin cevap aracilifiyla da olabilir (Coppé ve ark. 2010). IL-la iyi
karakterize olmus proinflamatuvar bir sitokindir ve bir ¢ok dejeneratif hastalik
siirecinde 0nemli rollere sahiptir (Eastgate ve ark. 1988, Libby ve ark. 2002). IL-6
inflamatuvar ve ateroskleroz (Gado ve ark. 2000), multipl myelom (Dubinski ve
Zdrojewicz 2007), Behget hastaligi (Hirohata ve Kikuchi 2012) gibi bir¢ok oto-immiin
hastalik stirecini tetikleyen bir sitokindir. Mezenkimal kok hiicrelerin anti-
inflamatuvar etkileriyle bu hastaliklar {izerinde olumlu etkiler gostermesi gibi,
hiicresel yaslanma iizerinde de yaslanmanin zararlarin1 azaltict etkileri oldugu
disiiniilmektedir (Kim ve ark. 2009, Zhang ve ark. 2017). Mezenkimal kok hiicreleri;
vaskiiler-endotelyal biiylime faktérii (VEGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), transforme edici biiyiime faktorii (TGF)-B1, TGF-82, hepatosit biiylime
faktorii (HGF), keratinosit biiylime faktorii (KGF), platelet-tiiretilmis biiyiime faktorii
(PDGF), plasental biiyiime faktorii gibi biiyiime faktorleri salgilamaktadir (PARK ve
ark. 2008, Madrigal ve ark. 2014, Naaldijk ve ark. 2015). Endometrial yaslanma
modeli lizerine mezenkimal kok hiicrelerin proliferatif etkisinin hangi biiylime faktorii
aracili yolak tizerinden gergeklestigini tespit etmek i¢in daha ileri ¢alismalar

gerekmektedir.

Sonug olarak deneysel yaslanma modelinde endometrial 6zellikler iIMKH ‘den
salgilanan faktorler ile geriletilebilmis, hiicresel dongii yeniden tetiklenmis
olmasindan dolayi, endometrial yaglanma modeline benzer endometrial hiicrelerde
problemleri olan in vivo modellerde veya klinikte mezenkimal kok hiicre {iriinlerinin
kullanilmas: uygun olabilecektir. Ozellikle kok hiicre uygulamalar1 sonrasinda
goriilebilecek hiicre farklilagmasi, hiicrelerin ortamda devamliliginin saglanamamasi,
farklilasmada istenilen hiicrenin elde edilememesi, hiicre-hiicre iletisimdeki
problemler gibi bir¢ok olaymn gergeklesebilecegi ongoriisii ile, hiicrelerin hiicresel
mekanizmalarimin  tetiklenmesine  ihtiyag  olan  durumlarda kok  hiicre
uygulamalarindan ziyade kok hiicre salgi iiriinlerinin uygulanmasinin toksisitenin
azaltilmasi, istenmeyen hiicrelerin eliminasyonu, immdiin cevabin tetiklenmemesi vb.

acisindan uygun olabilecegi sonucuna varildi.

In vitro yapilan bu ¢alisma sonuglarinin deneysel in vivo hayvan modellerinde

denenmesi, uygulama sonrasinda endometriumun implantasyon basarisinin da analiz
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edilmesi gereklidir. Ozellikle bu ¢alisma verileri dogrultusunda insan ¢alismalarina 6n

calisma olacak ileri ¢aligmalarin planlanmasi uygun olacaktir.
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